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DESCRIPCION
Modulacioén de la expresién del receptor de glucagén
Listado de secuencias

Un soporte informatico del listado de secuencias, en disquete, que contiene el archivo con el nombre
BIOLO066WOSEQ.txt, que tiene 29184 bytes (medido en MS-DOS) y que fue creado el 19 de septiembre de 2006.

Campo de la invenciéon

En el presente documento se dan a conocer compuestos, composiciones y procedimientos para modular la
expresion del receptor de glucagon en una célula, un tejido o animal.

Antecedentes de la invencion

El mantenimiento de la glucemia normal es un evento metabdlico cuidadosamente regulado. El glucagon, el péptido
de 29 aminoacidos responsable de mantener los niveles de glucosa en sangre, aumenta la liberacion de glucosa del
higado mediante la activacion de la glucogenolisis y la gluconeogénesis hepatica, y también estimula la lipdlisis en el
tejido adiposo. En el estado de alimentacion, cuando se consume glucosa exégena que da lugar a altos niveles de
glucosa en sangre, la insulina invierte el aumento de glucogenolisis y gluconeogénesis mediado por el glucagén. En
los pacientes con diabetes, la insulina no esta disponible o no es totalmente eficaz. Mientras que el tratamiento de la
diabetes se ha centrado tradicionalmente en el aumento de los niveles de insulina, el antagonismo de la funcion de
glucagon ha sido considerado como una terapia alternativa. Como el glucagén ejerce sus efectos fisiolégicos por
medio de la sefializacién a través del receptor de glucagén (también conocido como GCGR o GR), se ha propuesto
al receptor de glucagén como una posible diana terapéutica para la diabetes (Madsen y col., Curr. Pharm. Des.,
1999, 5, 683-691).

El receptor de glucagén pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G, que tiene siete
dominios transmembranarios. También es miembro de la subfamilia mas pequefa de receptores homodlogos que se
unen a péptidos que son estructuralmente similares al glucagén. El gen que codifica el receptor de glucagén humano
fue clonado en 1994 y el analisis de la secuencia gendmica revelé mdltiples intrones y una similitud del 82% con el
gen del receptor de glucagén de rata (Lok y col., Gene, 1994, 140, 203-209; MacNeil y col., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1994, 198, 328-334). La clonacion del gen del receptor de glucagén de rata también dio lugar a la
descripcién de multiples variantes alternativas de corte y empalme (Maget y col., FEBS Lett., 1994, 351, 271-275).
En la patente de EE.UU. 5.776.725 se da a conocer una secuencia de acido nucleico aislado que codifica un
receptor de glucagén humano o de rata (Kindsvogel y col., 1998). El gen del receptor de glucagébn humano se
localiza en el cromosoma 17925 (Menzel y col., Genomics, 1994, 20, 321-328). Una mutacion sin sentido que
cambia la glicina por serina en el codon 40 del gen del receptor de glucagén da lugar a una afinidad tres veces
menor por el glucagén (Fujisawa y col., Diabetologia. 1995, 38, 983-985) y esta mutacién ha sido vinculada a varios
estados patoldgicos, incluyendo la diabetes mellitus no dependiente de la insulina (Fujisawa y col., Diabetologia.
1995, 38, 983-985), la hipertension (Chambers and Morris, Nat. Genet., 1996, 12, 122) y la adiposidad central (Siani
y col., Obes. Res., 2001, 9, 722-726). La alteracion dirigida del gen del receptor de glucagdén en ratones ha
demostrado que, a pesar de la ausencia total de receptores de glucagén y los niveles elevados de glucagoén
plasmaticos, los ratones mantienen niveles practicamente normales de glucemia y lipidemia (Parker y col., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 2002, 290, 839-843).

Resumen de la invenciéon

La invencion proporciona un oligonucleétido antisentido de 13 a 26 bases nucleicas de longitud dirigido a la molécula
de acido nucleico que codifica el GCGR humano, en la que el oligonucleétido comprende una primera regién, una
segunda regioén y una tercera region, en la que dicha primera region comprende al menos 11 desoxinucleotidos, en
la que dichas segunda y tercera regiones comprenden de 1 a 4 2’-O-(2-metoxietil) nucleédtidos, en la que dicha
segunda y tercera region flanquean la primera region en los extremos 5’ y 3’ de dicha primera regién, en la que dicho
oligonucleoétido tiene al menos un 85% de complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la
molécula de acido nucleico que codifica el GCGR humano, y en la que el oligonucledtido hibrida especificamente
con el GCGR humano y reduce su expresion.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende el oligonucledétido antisentido de la
invencioén y opcionalmente un vehiculo, diluyente, potenciador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona la composicion farmacéutica de la invencion, para su uso en la reduccion de la
expresion del GCGR en tejidos o células.

La invencion también proporciona el uso de una composicién farmacéutica de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para reducir la expresion del GCGR en tejidos o células.

La invencién también proporciona la composicion farmacéutica de la invencién, para su uso en:
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(i) la disminucion de los niveles de glucosa en sangre en un animal;

(i) el aumento de los niveles de GLP-1 en un animal;

(iii) la mejora de la sensibilidad a la insulina en un animal;

(iv) la disminucién de los triglicéridos en sangre de un animal;

(v) la disminucién de los niveles de colesterol en sangre en un animal;

(vi) la prevencion o el retardo de la aparicion de niveles elevados de glucosa en sangre en un animal; o
(vii) la proteccion de la funcién de las células beta en un animal.

La invencidon también proporciona el uso de la composicién farmacéutica de la invencion en la fabricacién de un
medicamento para:

i) disminuir los niveles de glucosa en sangre en un animal;

ii) aumentar los niveles de GLP-1 en un animal;

(iii) mejorar la sensibilidad a la insulina en un animal;
(iv) disminuir los triglicéridos en sangre en un animal;

v) disminuir los niveles de colesterol en sangre en un animal;
(vi) prevenir o retardar la aparicion de niveles elevados de glucosa en sangre en un animal; o
(vii) proteger la funcién de las células beta en un animal.

La invencién también proporciona la composicion farmacéutica de la invencion, para su uso en el tratamiento de un
animal que tiene una enfermedad o afeccion asociada con la actividad del glucagon a través del GCGR.

La invencién también proporciona el uso de la composicion farmacéutica de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para tratar a un animal que tiene una enfermedad o afeccion asociada con la actividad del glucagon a
través del GCGR.

Resumen de la divulgacién

La presente divulgacion esta dirigida a compuestos oligoméricos dirigidos a, y que pueden hibridar con, una
molécula de &cido nucleico que codifica el GCGR que modulan la expresion del GCGR y poseen mejor
farmacocinética en comparacion con los oligonucledtidos dirigidos al GCGR que comprenden una region de abertura
(gap) de 10 desoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. En el
presente documento se dan a conocer oligonucleétidos denominados “abertura-meros” (gapmers), que comprenden
una region de desoxinucleétidos o “abertura” flanqueada en cada uno de sus extremos 5 y 3’ con “alas” que
comprenden de uno a cuatro 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos. Las regiones de desoxinucleétidos de los
oligonucledtidos de la divulgacién comprenden mas de diez desoxinucleétidos, por consiguiente los abertura-meros
de la presente invencién tienen “abertura ampliada” en comparacion con los compuestos quiméricos que
comprenden una region de abertura de diez desoxinucleétidos, tales como los que se dan como ejemplo en la
Publicacion US 2005-0014713. Se ha encontrado que las concentraciones renales de los oligonucleétidos de
abertura ampliada dirigidos al GCGR estan disminuidas en comparacién con las de los oligonucleétidos que tienen la
misma secuencia pero que comprenden una region de diez desoxinucledtidos flanqueando ambos extremos, 5’y 3’,
con cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos, manteniendo al mismo tiempo la potencia buena a excelente de los
oligonucledtidos en el higado. Por consiguiente, las formas de realizacion que se describen en el presente
documento incluyen oligonucleétidos de abertura ampliada dirigidos al GCGR en las que las concentraciones
renales de dichos oligonucledtidos estan disminuidas en comparacion con un oligonucleétido que tiene la misma
secuencia pero que comprende una regién de diez desoxinucleétidos flanqueando ambos extremos, 5 y 3, con
cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. Otra forma de realizacion de la divulgacion incluye oligonucleétidos de abertura
ampliada dirigidos al GCGR en la que las concentraciones renales de dichos oligonucleétidos son comparables o
estan disminuidas en comparacién con las de un oligonucledtido que tiene la misma secuencia pero que comprende
una region de diez desoxinucleétidos flanqueando ambos extremos, 5’ y 3’, con cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos,
manteniendo o mejorando al mismo tiempo la potencia en los tejidos diana, tales como el higado.

En algunas formas de realizacién, en comparacién con los oligonucleétidos que tienen la misma secuencia pero que
comprenden una regién de diez desoxinucledtidos flanqueado ambos extremos, 5" y 3, con cinco 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtidos, los oligonucleétidos con abertura ampliada tienen una potencia comparable o mejor sin que se presente
una mayor acumulacion de oligonucleétidos en el higado. Por consiguiente, las formas de realizacion de la
divulgacion incluyen oligonucledtidos de abertura ampliada dirigidos al GCGR en las que la potencia es comparable
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0 mejor que la de un oligonucleétido que tiene la misma secuencia pero que comprende una region de diez
desoxinucleétidos flanqueado ambos extremos, 5’ y 3’, con cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos sin que se presente
mayor acumulacion de oligonucleétidos en los tejidos diana.

Ademas se describen procedimientos para modular la expresion de GCGR en células, tejidos o animales, que
comprenden poner dichas células, tejidos o animales en contacto con uno o méas de los compuestos o
composiciones de la divulgacion. Por ejemplo, en una forma de realizacion, los compuestos o composiciones de la
divulgacion se puede utilizar para reducir la expresion de GCGR en células, tejidos o animales. La divulgacion
incluye una composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido antisentido de la invencién v,
opcionalmente, un vehiculo, diluyente, excipiente o potenciador farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacion, la divulgacion describe procedimientos para reducir la glucosa en sangre utilizando los
compuestos oligoméricos definidos en el presente documento. En otra forma de realizacién, la divulgacion describe
procedimientos para aumentar los niveles de GLP-1 utilizando los compuestos oligoméricos definidos en el presente
documento.

En otras formas de realizacién, la divulgacién esta dirigida a procedimientos para mejorar o disminuir la gravedad de
una afeccion en un animal, que comprenden poner a dicho animal en contacto con una cantidad eficaz de un
compuesto oligomérico o una composicion farmacéutica descrita en el presente documento. En otras formas de
realizacion, la divulgacion esta dirigida a procedimientos para mejorar o disminuir la gravedad de una afeccion en un
animal, que comprenden poner a dicho animal en contacto con una cantidad eficaz de un compuesto oligomérico o
una composicion farmacéutica descrita en el presente documento de modo que se reduzca la expresion del GCGR y
la medicién de uno o mas indicadores de dicha afeccion indique una disminucién de la gravedad de dicha afeccion.
En algunas formas de realizacion, la enfermedad o afecciéon es una enfermedad o afeccion metabdlica. En algunas
formas de realizacion, las afecciones incluyen, pero no se limitan a, la diabetes, la obesidad, la resistencia a la
insulina y la deficiencia de insulina. En algunas formas de realizacién, la diabetes es la diabetes tipo 2. En otra forma
de realizacion, la afeccion es el sindrome metabdlico. En una forma de realizacion, la obesidad es inducida por la
dieta. También se dan a conocer procedimientos para prevenir o retardar la aparicion de niveles elevados de
glucosa en sangre en un animal, que comprenden administrar a dicho animal un compuesto o una composicion
farmacéutica. También se da a conocer un procedimiento para proteger la funcién de las células beta.

La presente solicitud esta relacionada también con la solicitud de patente de EE.UU. N° 11/231.243 y la solicitud
PCT N° PCT/US2005/033837.

Descripcion detallada:
Visién general

En el presente documento se dan a conocer compuestos oligoméricos, incluyendo oligonucledtidos antisentido y
otros compuestos antisentido para su uso en la modulaciéon de la expresion de moléculas de acido nucleico que
codifican el GCGR. Esto se lleva a cabo proporcionando compuestos oligoméricos que hibridan con una o mas
moléculas del acido nucleico diana que codifica el GCGR.

De conformidad con la presente invencion se presentan composiciones y procedimientos para modular la expresion
del GCGR (también conocido como receptor de glucagén o GR). En la Tabla 1 se presentan los nimeros de acceso
de GenBank® de las secuencias que se pueden utilizar para disefiar compuestos oligoméricos dirigidos al GCGR.
Los compuestos oligoméricos de la invencion incluyen compuestos oligoméricos que hibridan con una o mas
moléculas de acido nucleico diana humano que se muestran en la Tabla 1, asi como compuestos oligoméricos que
hibridan con otras moléculas de acido nucleico que codifican el GCGR humano.

Los compuestos oligoméricos pueden estar dirigidos a cualquier regién, segmento o sitio de las moléculas de acido
nucleico que codifican el GCGR. Las regiones, los segmentos y los sitios diana adecuados incluyen, pero no se
limitan a, el 5’UTR, el coddn de inicio, el codon de parada, la regiéon codificadora, el 3UTR, la region de remate 5,
intrones, exones, uniones de intrones y exones, uniones de exones e intrones y uniones entre exones.

Tabla 1
Dianas genéticas
Especie | Numero de acceso de GENBANK® o descripcion | ID. SEC. N°
Humano | NM 000160.1 1
Rata M96674.1 3
Humano | AJ45489.1 5
Humano | El complemento de Al261290.1 6
Humano | Nucledtidos 57000 hasta 68000 de NT 079568.1 7
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Las ubicaciones en el acido nucleico diana en las que hibridan los compuestos oligoméricos activos se denominan a
continuacién en el presente documento “segmentos diana validados”. Como se usa en el presente documento, la
expresion “segmento diana validado” se define como una porcién de al menos 8 bases nucleicas de una region
diana a la que esta dirigido un compuesto oligomérico activo. Aunque sin desear estar ligados por la teoria, en la
actualidad se cree que estos segmentos diana representan porciones del acido nucleico diana que son accesibles
para la hibridacion.

La presente invencién incluye compuestos oligoméricos que son compuestos quiméricos. Un ejemplo de un
compuesto quimérico es un abertura-mero que tiene una regiéon de 2’-desoxinucleétidos o “abertura” flanqueado por
regiones de no desoxinucleotidos o “alas”. Aunque sin desear estar ligados por la teoria, la abertura de los abertura-
meros presenta un sustrato reconocible por la RNasa H cuando se une a la diana de ARN, mientras que las alas no
son un sustrato 6ptimo, pero pueden conferir otras propiedades tales como la contribucién a la estabilidad del duplex
o efectos farmacocinéticos ventajosos. Cada ala puede ser uno o mas monémeros de no desoxi oligonucleétidos. En
una forma de realizacién, el abertura-mero comprende una region de dieciséis 2’-desoxinucledtidos flanqueada en
cada uno de los extremos, 5’ y 3’, por alas de dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. A este se lo denomina abertura-
mero 2-16-2. Por consiguiente, el “motivo” de este compuesto oligomérico quimérico o abertura-mero es 2-16-2. En
otra forma de realizacién, todos los enlaces internucledsido son enlaces fosforotioato. En otra forma de realizacién
las citosinas del abertura-mero son 5-metilcitosinas.

Las formas de realizacion de la presente invencion incluyen compuestos oligoméricos que comprenden secuencias
de 13 a 26 nucledtidos de longitud y que comprenden una regiéon de desoxinucleétidos de mas de 10 bases
nucleicas de longitud flanqueada en cada uno de los extremos, 5 y 3’, con al menos un 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtido. Los oligonucleétidos de “abertura ampliada” de preferencia comprenden 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18
desoxinucledtidos en la porcion de la abertura del oligonucleétido. También resultan de preferencia los
oligonucleétidos antisentido de 20 bases nucleicas de longitud. Las regiones que flanquean los extremos 5’ y 3’ de
preferencia comprenden 1, 2, 3 o 4 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. Los oligonucleétidos de abertura ampliada de
preferencia tienen motivos que incluyen 1-18-1, 1-17-2, 2-17-1, 2-16-2, 3-14-3 y 4-12-4.

En algunas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos reducen la expresion del GCGR, en las que la
expresion del GCGR se reduce en al menos el 10%, en al menos el 20%, en al menos el 30%, en al menos el 40%,
en al menos el 60%, en al menos el 70%, en al menos el 80%, en al menos el 90% o en el 100%.

Los oligonucledtidos de la presente invencion incluyen de preferencia aquellos en los que las concentraciones
renales de dichos oligonucledtidos estan reducidas en comparacion con un oligonucleétido que tiene la misma
secuencia pero que comprende una region de diez desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5’ y 3’, con
cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. Los oligonucleétidos de la presente invencion incluyen aquellos en los que las
concentraciones renales de dichos oligonucleétidos son comparables o son inferiores en comparacion con las de un
oligonucleétido que tiene la misma secuencia pero que comprende una region de diez desoxinucleotidos flanqueada
en ambos extremos, 5’ y 3’, con cinco 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. Los oligonucleétidos de la presente invencion
incluyen aquellos en los que la potencia con respecto a la reduccion objetivo en el higado o a un efecto terapéutico
es comparable o mejor que la de un oligonucleétido que tiene la misma secuencia pero que comprende una region
de diez desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5 y 3’, con cinco 2'-O-(2-metoxietil) nucleétidos sin que
se presente mayor acumulacion de oligonucleétidos en los tejidos.

Los oligonucledtidos de la invencidon hibridan especificamente con GCGR y reducen la expresion del GCGR
humano. En algunas formas de realizacion, la region de “abertura” comprende 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 bases
nucleicas. En algunas formas de realizacion, los oligonucleétidos antisentido tienen una longitud de 20 bases
nucleicas.

Los compuestos oligoméricos que se dan a conocer en el presente documento pueden comprender desde
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 bases nucleicas (es decir, desde aproximadamente 8 hasta
aproximadamente 80 nucledsidos unidos), de preferencia entre aproximadamente 13 y aproximadamente 26 bases
nucleicas. Un experto en la técnica apreciara que los compuestos oligoméricos de preferencia contemplados
incluyen compuestos que tienen una longitud de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o 26 bases
nucleicas.

Los compuestos de la invencién incluyen secuencias de oligonucleétidos que comprenden al menos las 8 bases
nucleicas consecutivas desde el extremo 5’ terminal de uno de los compuestos antisentido ilustrativos (siendo el
resto de bases nucleicas un tramo consecutivo del mismo oligonucleétido que comienza inmediatamente secuencia
arriba del extremo 5’ terminal del compuesto antisentido, que puede hibridar especificamente con el acido nucleico
diana, y continua hasta que el oligonucleétido comprende desde aproximadamente 13 hasta aproximadamente 26
bases nucleicas). Otros compuestos estan representados por secuencias de oligonucleétidos que comprenden al
menos las 8 bases nucleicas consecutivas desde el extremo 3’ terminal de uno de los compuestos antisentido
ilustrativos (siendo el resto de bases nucleicas un tramo consecutivo del mismo oligonucleétido que comienza
inmediatamente secuencia abajo del extremo 3’ terminal del compuesto antisentido, que puede hibridar
especificamente con el acido nucleico diana, y continua hasta que el oligonucleétido comprende desde
aproximadamente 13 hasta aproximadamente 26 bases nucleicas). Se entiende también que los compuestos
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pueden estar representados por secuencias de oligonucleétidos que comprenden al menos 8 bases nucleicas
consecutivas desde una parte interna de la secuencia de un compuesto ilustrativo, y pueden extenderse en una o en
ambas direcciones hasta que el oligonucleétido contiene desde aproximadamente 13 hasta aproximadamente 26
bases nucleicas.

La presente invencion proporciona oligonucleétidos antisentido que comprenden la secuencia de bases nucleicas de
la ID. SEC. N° 2. En formas de realizacion de preferencia, los oligonucleétidos de la invencion comprenden al menos
una porcion de 8 bases nucleicas de la secuencia de bases nucleicas de la ID. SEC. N° 2.

En una forma de realizacién de preferencia, la presente invencion proporciona oligonucleétidos antisentido de 20
bases nucleicas de longitud dirigidos a una molécula de acido nucleico que codifica el GCGR y que comprenden al
menos una porcion de 8 base nucleicas de la ID. SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido comprende una region de
desoxinucleétidos de 12, 13, 15, 16, 17 o 18 bases nucleicas de longitud, que esta flanqueada en sus extremos 5’ y
3’ con 1 a 4 2-O-(2-metoxietil) nucledtidos y en la que el oligonucleétido hibrida especificamente con el GCGR
humano y reduce su expresion.

En una forma de realizacion, las regiones flanqueadoras son simétricas (tienen el mismo ndmero de nucleétidos en
la region flanqueadora 5’ que en la region flanqueadora 3’). En otra forma de realizacion, las regiones flanqueadoras
no son simétricas (la region flanqueadora 5’ tiene un numero diferente de nucleétidos en comparacion con la region
flanqueadora 3).

En otras formas de realizacion, la presente invencion incluye oligonucledtidos antisentido que tienen la secuencia de
bases nucleicas de la ID. SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido antisentido se caracteriza por tener una region de
12 desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con cuatro 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos, una region de 16
desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5 y 3’ con dos 2'-O-(2-metoxietil) nucleétidos, una region de 17
desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con uno o dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos, o una region de
18 desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con un 2’-O-(2-metoxietil) nucledtido.

Los oligonucledtidos antisentido de la invencidon pueden contener al menos un enlace internucleésido modificado.
Los enlaces internucledsido modificados incluyen los enlaces fosforotioato. En una forma de realizacion, todos los
enlaces internucledsido en un oligonucleétido antisentido son enlaces fosforotioato. Los oligonucleétidos antisentido
de la invencién también pueden contener al menos una base nucleica modificada. En una forma de realizacion, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina. En otra forma de realizacion, todas las citocinas son 5-metilcitosinas.

Una forma de realizacién de la presente invencién es un oligonucleétido antisentido, con una longitud de 20 bases
nucleicas, que tiene la secuencia de la ID. SEC. N° 2, caracterizado por tener una regién de 16 desoxinuclettidos
flanqueada en sus extremos 5 y 3’ con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos en el que cada enlace es un enlace
fosforotioato y cada citosina es una 5-metilcitosina.

En una forma de realizacién particular, los oligonucledtidos antisentido tienen la secuencia de bases nucleicas de la
ID. SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido tiene una regién de 12 desoxinucledétidos flanqueada en sus extremos 5’ y
3’ con cuatro 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En otra forma de realizacion, los oligonucleétidos antisentido hibridan
especificamente con el GCGR y reducen su expresion. En otra forma de realizaciéon, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En otra forma de realizacién, al menos una citosina es una 5-
metilcitosina.

En formas de realizacion particulares, el oligonucleétido antisentido tiene la secuencia de bases nucleicas de la ID.
SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido antisentido tiene una region de 14 desoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5’ y 3’ con tres 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En otra forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido
hibrida especificamente con el GCGR y reduce su expresion. En otra forma de realizacion, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En otra forma de realizacién, al menos una citosina es una 5-
metilcitosina.

En una forma de realizacién particular, el oligonucleétido antisentido tiene la secuencia de bases nucleicas de la ID.
SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido antisentido tiene una regidon de 16 desoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3’ con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En otra forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido
hibrida especificamente con el GCGR y reduce su expresion. En otra forma de realizacién, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En otra forma de realizaciéon, al menos una citosina es una 5-
metilcitosina.

En una forma de realizacién particular, el oligonucleétido antisentido tiene la secuencia de bases nucleicas de la ID.
SEC. N° 2, en la que el oligonucleétido antisentido tiene una regién de 17 desoxinucleétidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3’ con uno o dos 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En otra forma de realizacion, el oligonucleétido
antisentido hibrida especificamente con el GCGR y reduce su expresion. En otra forma de realizacion, al menos un
enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En otra forma de realizacion, al menos una citosina es una 5-
metilcitosina.
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En una forma de realizacidn particular, el oligonucleétido antisentido tiene la secuencia de bases nucleicas de la ID.
SEC. N° 2, en la que el oligonucledtido antisentido tiene una regién de 18 desoxinucleétidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3’ con un 2’-O-(2-metoxietil) nucleétido. En otra forma de realizacién, el oligonucleétido antisentido
hibrida especificamente con el GCGR y reduce su expresion. En otra forma de realizacién, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En otra forma de realizacién, al menos una citosina es una 5-
metilcitosina.

También se contemplan en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende un oligonucleétido
antisentido de la invencion y, opcionalmente, un vehiculo, diluyente, excipiente o potenciador farmacéuticamente
aceptable. Los compuestos de la invencidon también se pueden utilizar en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades y trastornos relacionados con los efectos del glucagén mediados por el GCGR.

Las formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen procedimientos para reducir la expresion del GCGR en
tejidos o células, tales procedimientos comprenden poner en contacto dichas células o tejidos con un oligonucleétido
antisentido o una composicion farmacéutica de la invencion, procedimientos para reducir los niveles de glucosa en
sangre, los niveles de triglicéridos en sangre, o los niveles de colesterol en sangre en un animal que comprenden
administrar a dicho animal un oligonucleétido antisentido o una composicién farmacéutica de la invencién. Los
niveles en sangre pueden ser los niveles plasmaticos o los niveles séricos. También se contemplan procedimientos
para mejorar la sensibilidad a la insulina, procedimientos para aumentar los niveles de GLP-1 y procedimientos para
inhibir la produccién de glucosa hepatica en un animal, que comprenden administrar a dicho animal un
oligonucledtido antisentido o una composicién farmacéutica de la invencién. Una mejora en la sensibilidad a la
insulina puede estar indicada por una reduccién en los niveles de insulina circulante.

Otras formas de realizacion de la presente divulgacion incluyen procedimientos de tratamiento de un animal que
tiene una enfermedad o afeccidn asociada con la actividad del glucagén a través del GCGR, que comprenden
administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un oligonucleétido
antisentido o una composicion farmacéutica de la invencién. La enfermedad o afeccion puede ser una enfermedad o
una afeccion metabdlica. En algunas formas de realizacion, la enfermedad o afeccién metabdlica es la diabetes, la
hiperglucemia, la hiperlipidemia, el sindrome metabdlico X, la obesidad, la hiperglucagonemia primaria, la deficiencia
de insulina o la resistencia a la insulina. En algunas formas de realizacion, la diabetes es la diabetes tipo 2. En
algunas formas de realizacién, la obesidad esta inducida por la dieta. En algunas formas de realizacion, la
hiperlipidemia esta asociada con niveles elevados de lipidos en la sangre. Los lipidos incluyen el colesterol y los
triglicéridos. En una forma de realizacion, la afeccion es la esteatosis hepatica. En algunas formas de realizacion, la
esteatosis es la esteatohepatitis o la esteatohepatitis no alcohdlica.

También se dan a conocer procedimientos para prevenir o retardar la aparicion de niveles elevados de glucosa en la
sangre de un animal, asi como también procedimientos de proteccién de la funcion de las células beta en un animal
utilizando los compuestos oligoméricos definidos en el presente documento.

Los compuestos de la invencidon se pueden utilizar para modular la expresion del GCGR en un animal que lo
necesite, tal como un ser humano. En una forma de realizacién, los procedimientos comprenden la etapa de
administrar a dicho animal una cantidad eficaz de un compuesto antisentido que reduce la expresién del ARN del
GCGR. En una forma de realizacion, los compuestos antisentido de la presente invencién reducen de manera eficaz
los niveles o la funcién del ARN del GCGR. Puesto que la reduccion de los niveles de ARNm del GCGR también
puede dar lugar a la alteracion de los productos proteicos de expresion del GCGR, tales alteraciones resultantes
también se pueden medir. Los compuestos antisentido de la presente invencion que reducen de manera eficaz los
niveles o la funcion del ARN del GCGR o los productos proteicos de expresion se consideran compuestos
antisentido activos. En una forma de realizacién, los compuestos antisentido de la invencion reducen la expresion
del GCGR causando una reduccién del ARN de al menos el 10%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el
30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al
menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, al menos el 99% o del 100%, segun la
medicion por medio de un ensayo de ejemplo del presente documento.

Contando con los compuestos antisentido que se ilustran en el presente documento, una persona con experiencia
en la técnica podra, sin demasiada experimentacion, identificar otros compuestos antisentido.

Mecanismos antisentido

“Mecanismos antisentido” son todos los que implican la hibridacion de un compuesto con un acido nucleico diana, en
los que el resultado o el efecto de la hibridacion es bien la degradacién de la diana o la ocupacion de la diana con el
concomitante estancamiento de la maquinaria celular que implica, por ejemplo, la transcripcion o el empalme.

Dianas

Segun se utiliza en el presente documento, la expresiéon “acido nucleico diana” y “molécula de acido nucleico que
codifica el GCGR” se han utilizado por conveniencia incluyendo el ADN que codifica el GCGR, el ARN (incluyendo
pre-ARNm y el ARNm o partes del mismo) transcripto a partir de tal ADN y también el ADNc derivado de tal ARN.
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Regiones, segmentos y sitios

El proceso de seleccion de la diana por lo general también incluye la determinacion de al menos una region, un
segmento o un sitio diana en el acido nucleico diana para que se produzca la interaccidon antisentido de tal manera
que tenga lugar el efecto deseado, por ejemplo, la modulacion de la expresion. Se define como “regiéon” a una parte
del acido nucleico diana que tiene al menos una estructura, funcién o caracteristica identificable. Dentro de las
regiones de los acidos nucleicos diana se encuentran los segmentos. Se definen como “segmentos” a regiones mas
pequefas o sub-porciones de las regiones dentro de un acido nucleico diana. Tal como se utiliza en la presente
invencion, se definen como “sitios” a las posiciones Unicas de bases nucleicas dentro de un acido nucleico diana.

Una vez que una o mas regiones, segmentos o sitios diana han sido identificados, se disefian los compuestos
oligoméricos que son lo suficientemente complementarios con la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con
suficiente especificidad, para que se produzca el efecto deseado.

Variantes

También se sabe en la técnica que pueden producirse transcriptos de ARN alternativos a partir de la misma regién
genomica de ADN. Estos transcriptos alternativos se conocen generalmente como “variantes”. Mas especificamente,
las “variantes pre-ARNm” son transcriptos producidos a partir del mismo ADN gendmico que difieren de otros
transcriptos producidos a partir del mismo ADN gendmico ya sea en su posicion de inicio o de parada y que
contienen tanto la secuencia intronica como la exénica.

Tras la escisién de una o mas regiones exonicas o intrénicas, o partes de las mismas durante el corte y empalme,
las variantes pre-ARNm producen “variantes de ARNm” mas pequefias. Por consiguiente, las variantes de ARNm
son variantes pre-ARNm procesadas y cada variante pre-ARNm Unica siempre producira una variante de ARNm
unica como resultado del corte y empalme. También se conoce a estas variantes de ARNm como “variantes
alternativas de corte y empalme”. Si no se produce ningun corte y empalme de la variante pre-ARNm, entonces la
variante pre-ARNm es idéntica a la variante de ARNm.

También se sabe en la técnica que pueden producirse variantes mediante el uso de sefales alternativas para iniciar
o detener la transcripcién y que los pre-ARNm y ARNm puede poseer mas de un codon de inicio o codon de parada.
Las variantes que se originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que utilizan codones alternativos de inicio se
conocen como “variantes alternativas de inicio” de ese pre-ARNm o ARNm. Los transcriptos que utilizan un codén
alternativo de parada se conocen como “variantes alternativas de parada” de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo
especifico de variante alternativa de parada es la “variante poliA” en la que los multiples transcriptos producido son
el resultado de la seleccién alternativa de una de las “sefiales de parada poliA” por la maquinaria de transcripcion, lo
que produce transcriptos que terminan en sitios poliA unicos. Por consiguiente, los tipos de variantes descritos en el
presente documento también son acidos nucleicos diana adecuados.

Modulacion de la expresion diana

“Modulacion” se refiere a una perturbacion de la funcién, por ejemplo, ya sea un aumento (estimulacién o induccion)
0 una disminucién (inhibicién o reduccién) de la expresién. Como otro ejemplo, la modulacién de la expresion puede
incluir la perturbacion de la seleccion del sitio de corte y empalme del procesamiento pre-ARNm. “Expresion” incluye
todas las funciones por medio de las cuales la informacion codificada de un gen se convierte en estructuras
presentes y operativas en una célula. Estas estructuras incluyen los productos de la transcripcion y la traduccion.
“Modulacién de la expresion” se refiere a la perturbacion de tales funciones. “Moduladores” son aquellos compuestos
que modulan la expresion del GCGR y que comprenden al menos una porcién de 8 bases nucleicas que es
complementaria a un segmento diana validado.

La modulacion de la expresion de un acido nucleico diana puede lograrse a través de la alteracion de cualquier
cantidad de funciones del acido nucleico (ADN o ARN). Las funciones del ADN a modular pueden incluir la
replicaciéon y la transcripcion. La replicacion y la transcripcion, por ejemplo, pueden ser de una plantilla celular
endodgena, un vector, una construccion de plasmido o de otra manera. Las funciones del ARN a modular pueden
incluir funciones de desplazamiento, que incluyen, pero no se limitan a, el desplazamiento del ARN a un sitio de
traduccion de proteinas, el desplazamiento del ARN a sitios dentro de la célula que se encuentran alejados del sitio
de sintesis del ARN, y la traduccién de proteinas a partir del ARN. Las funciones de procesamiento del ARN que
puede ser moduladas incluyen, pero no se limitan a, el corte y empalme del ARN para producir una o mas especies
de ARN, el remate del ARN, la maduracion 3’ del ARN vy la actividad catalitica o la formaciéon de complejos que
implican el ARN que puede tener la participacion o pueden verse facilitada por el ARN. La modulacion de la
expresion puede dar como resultado el aumento del nivel de una o mas especies de acido nucleico o la disminucion
del nivel de una o mas especies de acido nucleico, ya sea temporal o en el nivel neto de estado estacionario. Uno de
los resultados de tal interferencia con la funcién del acido nucleico diana es la modulacién de la expresion del
GCGR. Por lo tanto, en una forma de realizacién, la modulacién de la expresion puede significar el aumento o la
disminucion de los niveles de ARN o de proteina diana. En otra forma de realizacion, la modulacion de la expresién
puede significar un aumento o una disminucidon de uno o mas productos de corte y empalme del ARN, o un cambio
en la relacion de dos o mas productos de corte y empalme.
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Hibridacién y complementariedad

“Hibridacion” se refiere al emparejamiento de hebras complementarias de compuestos oligoméricos. Aunque no se
limita @ un mecanismo especial, el mecanismo mas comun de emparejamiento implica puentes de hidrégeno, que
pueden ser puentes de hidrégeno de tipo Watson y Crick, de tipo Hoogsteen o de tipo Hoogsteen inverso, entre las
bases de nucledsidos o nucledtidos complementarios (bases nucleicas) de las hebras de los compuestos
oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y la timina son bases nucleicas complementarias que se emparejan a través
de la formacion de enlaces de hidrégeno. La hibridacion puede tener lugar en distintas circunstancias. Un compuesto
oligomérico puede hibridar especificamente cuando existe un grado suficiente de complementariedad para evitar la
unién no especifica del compuesto oligomérico con secuencias del acido nucleico que no son diana en condiciones
en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones fisiolégicas en el caso de los ensayos in vivo o
tratamiento terapéutico, y en las condiciones en las que se realizan los ensayos en el caso de los ensayos in vitro.

“condiciones rigurosas de hibridacion” o “condiciones rigurosas” se refiere a las condiciones bajo las que un
compuesto oligomérico hibridara con su secuencia diana, pero con un numero minimo de otras secuencias. Las
condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias, y las
“condiciones rigurosas” bajo las que los compuestos oligoméricos hibridan con una secuencia diana son
determinadas por la naturaleza y composicidon de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los que estan
siendo investigados.

“Complementariedad”, segun se utiliza en el presente documento, se refiere a la capacidad de emparejamiento
preciso entre dos bases nucleicas en una o dos hebras del compuesto oligomérico. Por ejemplo, si una base
nucleica en una posicién determinada de un compuesto antisentido es capaz de unirse por medio de puentes de
hidrégeno con una base nucleica en una posicion determinada de un &cido nucleico diana, entonces se considera
que la posicién de los puentes de hidrogeno entre el oligonucledtido y el &cido nucleico diana es una posicion
complementaria. El compuesto oligomérico y el otro ADN o ARN son complementarios entre si cuando un ndmero
suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estan ocupadas por bases nucleicas que pueden formar
puentes de hidrégeno entre si. Por lo tanto, “que puede hibridar especificamente” y “complementario” son términos
que se utilizan para indicar un grado suficiente de emparejamiento preciso o complementariedad sobre un numero
suficiente de bases nucleicas tal que se produce la union estable y especifica entre el compuesto oligomérico y un
acido nucleico diana.

En la técnica se entiende que la secuencia de un compuesto oligomérico no necesita ser 100% complementaria a la
de su acido nucleico diana para que pueda hibridar especificamente. Por otra parte, un oligonucleétido puede
hibridar sobre uno o mas segmentos de tal manera que los segmentos intervinientes o adyacentes no estén
involucrados en el acontecimiento de la hibridaciéon (por ejemplo, una estructura de bucle, un emparejamiento
erroneo o una estructura de horquilla). Los compuestos oligoméricos de la presente invencién comprenden al menos
el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el 90%, o al menos el 92%, o al
menos el 95%, o al menos el 97%, o al menos el 98%, o al menos el 99% de complementariedad de secuencia con
una region diana dentro de la secuencia del acido nucleico diana a la que estan dirigidos. Por ejemplo, un
compuesto oligomérico en el que 18 de 20 bases nucleicas del compuesto antisentido son complementarias a una
region diana, y por lo tanto, hibridaran especificamente, representan el 90 por ciento de complementariedad. En este
ejemplo, las bases nucleicas no complementarias restantes podran ser agrupadas o mezcladas con bases nucleicas
complementarias y no es necesario que estén contiguas entre si o con bases nucleicas complementarias. Por lo
tanto, un compuesto oligomérico que tiene una longitud de 18 bases nucleicas y que tiene 4 (cuatro) bases nucleicas
no complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de complementariedad completa con el acido nucleico
diana tendra el 77,8% de complementariedad en general con el acido nucleico diana. La complementariedad por
ciento de un compuesto oligomérico con una regién de un acido nucleico diana se puede determinar de manera
habitual utilizando los programas BLAST (las herramientas basicas de busqueda de alineacion local) y los
programas PowerBLAST, conocidos en la técnica (Altschul y col., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410, Zhang and
Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656). El porcentaje de homologia, la identidad o complementariedad de
secuencia, se pueden determinar, por ejemplo, por medio del programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison, WI), utilizando la
configuracion predeterminada, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489).

Compuestos oligoméricos

El término “compuesto oligomérico” se refiere a una estructura polimérica capaz de hibridar con una regién de una
molécula de acido nucleico. Este término incluye oligonucleétidos, oligonucledsidos, andlogos de oligonucleoétidos,
miméticos de oligonucleétidos y combinaciones quiméricas de los mismos. Los compuestos oligoméricos se
preparan de manera habitual de forma lineal, pero se pueden unir o preparar de otro modo para que tengan
estructura circular. Por otra parte, en la técnica se conocen estructuras ramificadas. Un “compuesto antisentido” o
“compuesto oligomérico antisentido” se refiere a un compuesto oligomérico que es al menos parcialmente
complementario a la region de una molécula de acido nucleico con la que hibrida y que modula (aumenta o
disminuye) su expresion. Por consiguiente, aunque se puede decir que todos los compuestos antisentido son
compuestos oligoméricos, no todos los compuestos oligoméricos son compuestos antisentido. Un “oligonucleétido
antisentido” es un compuesto antisentido que es un oligdmero a base de acido nucleico. Un oligonucleétido
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antisentido se puede modificar quimicamente. Ejemplos no limitantes de compuestos oligoméricos incluyen
cebadores, sondas, compuestos antisentido, oligonucledtidos antisentido, oligonucledtidos de secuencia guia
externos (EGS), cortadores empalmadores alternos y ARN pequefios de interferencia (siRNA). Como tales, estos
compuestos pueden ser introducidos en la forma de hebra unica, de doble hebra, circular, ramificada o en horquillas
y pueden contener elementos estructurales, tales como protuberancias o bucles internos o terminales. Los
compuestos oligoméricos de doble hebra pueden ser dos hebras hibridadas para formar compuestos de doble hebra
0 una sola hebra con autocomplementariedad suficiente para permitir la hibridacion y la formacién de un compuesto
total o parcialmente de doble hebra.

Compuestos oligoméricos “quiméricos” o “quimeras”, en el contexto de la presente invencidon, son compuestos
oligoméricos de una o de doble hebra, tales como oligonucleétidos, que contienen dos o mas regiones
quimicamente distintas, comprendiendo cada una al menos una unidad monomeérica, es decir, un nucleétido en el
caso de un compuesto oligonucleétido.

Se define un “abertura-mero” como un compuesto oligomérico, en general un oligonucleétido, que tiene una region
2’-desoxioligonucledtido flanqueada por segmentos no desoxioligonucleétido. La region central se conoce como la
“abertura”. Los segmentos que la flanquean se conocen como “alas”. Si una de las alas no tiene mondmeros
desoxioligonucleétidos, se describe un “hemimero”.

EHGNA

La expresion “enfermedad hepatica grasa no alcohdlica” (EHGNA) abarca un espectro de enfermedades que van
desde la simple acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos (esteatosis hepatica) hasta la esteatosis hepatica con
inflamacion (esteatohepatitis), la fibrosis y la cirrosis. La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) se produce a partir de
la progresion de la EHGNA mas alla del deposito de triglicéridos. Es necesaria una segunda afectacion capaz de
inducir la necrosis, inflamacion y fibrosis para el desarrollo de la EHNA. Los candidatos para la segunda afectacion
se pueden agrupar en dos amplias categorias: los factores que causan un aumento del estrés oxidativo y los
factores que favorecen la expresion de citocinas proinflamatorias. Se ha sugerido que el aumento de triglicéridos en
el higado da lugar a un aumento del estrés oxidativo en los hepatocitos de los animales y los seres humanos, lo que
indica una posible relacion de causa y efecto entre la acumulacion hepatica de triglicéridos, el estrés oxidativo y la
progresion de la esteatosis hepatica a la EHNA (Browning and Horton, J. Clin. Invest., 2004, 114, 147-152). La
hipertrigliceridemia y los niveles elevados de acidos grasos en sangre pueden causar la acumulacion de triglicéridos
en los tejidos periféricos (Shimamura y col., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2004, 322, 1080-1085). Una forma
de realizacién de la presente divulgacion es un procedimiento para reducir los lipidos en el higado de un animal
mediante la administracion de una cantidad profilacticamente o terapéuticamente eficaz de un compuesto
oligomérico de la invencion. Otra forma de realizacion de la presente invencién es un procedimiento para tratar la
esteatosis hepatica en un animal mediante la administracion de una cantidad profilacticamente o terapéuticamente
eficaz de un compuesto oligomérico de la invencion. En algunas formas de realizacion, la esteatosis es la
esteatohepatitis. En algunas formas de realizacion, la esteatotis es la EHNA.

Modificaciones quimicas

Bases nucleicas modificadas y alternativas

Los compuestos oligoméricos de la invencion también incluyen variantes en las que estd presente una base
diferente en una o mas de las posiciones de los nucleétidos en el compuesto. Por ejemplo, si el primer nucleétido es
una adenosina, se pueden producir variantes que contienen timidina, guanosina y citidina en esta posicién. Esto se
puede hacer en cualquiera de las posiciones del compuesto oligomérico. Estos compuestos se prueban a
continuacion utilizando los procedimientos descritos en el presente documento para determinar su capacidad para
reducir la expresién del ARNm del GCGR.

Los compuestos oligoméricos también pueden incluir modificaciones o sustituciones de bases nucleicas (a menudo
denominadas en la técnica bases heterociclicas o simplemente “bases”). Segun se utiliza en el presente documento,
las bases nucleicas “sin modificar” o “naturales” incluyen las bases puricas adenina (A) y guanina (G), y las bases
pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Una “sustitucion” es el reemplazo de una base sin modificar o
natural con otra base sin modificar o natural. Bases nucleicas “modificadas” se refiere a otras bases nucleicas
sintéticas y naturales, tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilo de la adenina y la guanina, 2-propil y otros derivados alquilo de la
adenina y la guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2 tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (-C=C-CHz) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilo de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo),
4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxi y otras adeninas y guaninas sustituidas en posicién 8, 5-
halo en especial 5-bromo, 5-trifluorometil y otros uracilos y citocinas sustituidos en posicién 5, 7-metilguanina y 7-
metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-
deazaguanina y 3-deazaadenina. Otras bases nucleicas modificadas incluyen las pirimidinas triciclicas tales como la
fenoxazina citidina (1H-pirimido(5,4-b)(1,4)benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazina citidina(1H-pirimido(5,4-b)(1,4)
benzotiazin-2(3H)-ona), abrazaderas de G tales como fenoxazina citidina sustituida (por ejemplo, 9-(2-aminoetoxi)-
H-pirimido(5,4-b)(1,4)benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol citidina(2H-pirimido(4,5-b)indol-2-ona), piridoindol citidina(H-
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pirido(3’, 2:4,5)pirrolo(2,3-d)pirimidin-2-ona). Las bases nucleicas modificadas también pueden incluir aquellas en
las que la base purica o pirimidinica se sustituye con otros heterociclos, por ejemplo, 7-deaza-adenina, 7-
deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Otras bases nucleicas incluyen las que se dan a conocer en la
Patente de EE.UU. N° 3.687.808, las que se dan a conocer en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And
Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J. I., ed. John Wiley & Sons, 1990, las que se dan a conocer por Englisch
y col.,, Angewandte Chemie, Edicion Internacional, 1991, 30, 613, y las que se dan a conocer por Sanghvi, Y. S,,
capitulo 15, Antisense Research and Applicationa, paginas 289-302, Crooke, S. T. and Lebleu, B., ed., CRC Press,
1993 . Algunas de estas bases nucleicas son conocidas por los expertos en la técnica como adecuadas para
aumentar la afinidad de unién de los compuestos de la invencién. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en posicion
5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas con N-2, N-6 y S-6, incluidos 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-
propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del diplex de acido
nucleico en 0,6-1,2 °C y son actualmente sustituciones de bases adecuadas, aun mas especialmente cuando se
combinan con modificaciones de azucar 2’-O-metoxietilo. En la técnica se entiende que la modificacién de la base no
implica modificaciones quimicas que produzcan sustituciones en una secuencia del acido nucleico.

Patentes de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de algunas de las bases nucleicas
modificadas mencionadas anteriormente incluyen, pero no se limitan a, las patente de EE.UU. 3.687.808 indicada
anteriormente, asi como EE.UU.: 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.457.187;
5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121; 5.596.091; 5.614.617; 5.645.985;
5.830.653; 5.763.588; 6.005.096; 5.681.941 y 5.750.692.

Los compuestos oligoméricos de la presente invenciéon también pueden incluir compuestos heterociclicos policiclicos
en lugar de uno o mas de los restos de bases heterociclicos de origen natural. Previamente se han informado una
serie de compuestos heterociclicos ftriciclicos. Estos compuestos se utilizan habitualmente en aplicaciones
antisentido para aumentar las propiedades de unién de la hebra modificada a una hebra diana. Las modificaciones
mas estudiadas estan dirigidas a las guanosinas, por consiguiente se han denominado abrazaderas de G o analogos
de citidina. Analogos de citosina representativos de generan tres puentes de hidrégeno con una guanosina en una
segunda hebra incluyen 1,3-diazafenoxazin-2-ona (Kurchavov y col., Nucleosides and nucleotides, 1997, 16, 1837-
1846), 1,3-diazafenotiazin-2-ona, (Lin, K.-Y.; Jones, R. J.; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3873-3874) y
6,7,8,9-tetrafluoro-1,3-diazafenoxazin-2-ona (Wang, J.; Lin, K.-Y., Matteucci, M. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8385-
8388). Se mostro que estas modificaciones de bases incorporadas en los oligonucleétidos hibridan con la guanina
complementaria y también se mostré que la ultima hibrida con la adenina aumenta la estabilidad térmica helicoidal
por las interacciones de apilamiento ampliadas (véase también Publicaciones de EE.UU. antes de la concesion
20030207804 y 20030175906).

Se han observado otras propiedades de estabilizacion de la hélice cuando un sustituto analogo de la citosina tiene
un resto aminoetoxi unido al rigido andamiaje de 1,3-diazafenoxazin-2-ona (Lin, K.-Y.; Matteucci, M. J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 8531-8532). Los estudios de unién demostraron que una sola incorporacién podia aumentar la
afinidad de unién de un oligonucleétido modelo a su ADN o ARN diana complementario con un ATy, de hasta 18 °C
en relacion con la 5-metil citosina (dC5™), lo que es una gran mejora de afinidad para una sola modificacion. Por
otro lado, el aumento de la estabilidad helicoidal no afecta a la especificidad de los oligonucleétidos.

Otros compuestos heterociclicos triciclicos y los procedimientos para utilizarlos que son susceptibles de uso en la
presente invencion se dan a conocer en las Patentes de Estados Unidos 6.028.183 y 6.007.992.

La mayor afinidad de unién de los derivados de fenoxazina junto con su especificidad de secuencia no
comprometida los convierte en analogos de bases nucleicas valiosos para el desarrollo de farmacos mas potentes
basados en la técnica antisentido. De hecho, se han obtenido datos prometedores a partir de experimentos in vitro
que demuestran que heptanucleotidos que contienen sustituciones de fenoxazina son capaces de activar la RNasa
H, mejoran la captacién celular y presentan una mayor actividad antisentido (Lin, K. Y.; Matteucci, M. J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 8531-8532). La mejora de la actividad fue ain mas pronunciada en el caso de las abrazaderas de
G, ya que se mostré que una Unica sustitucion mejora significativamente la potencia in vitro de un oligonucleétido 20-
mero 2’-desoxifosforotioato (Flanagan, W. M.; Wolf, J. J.; Olson, P.; Grant, D.; Lin, K.-Y.; Wagner, R. W.; Matteucci,
M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 3513-3518).

Otros compuestos heterociclicos policiclicos modificados utiles como bases heterociclicas se dan a conocer en, pero
no estan limitados a, la patente de EE.UU. 3.687.808 mencionada anteriormente, asi como en las patentes de
EE.UU.: 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.434.257; 5.457.187; 5.459.255;
5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121; 5.596.091; 5.614.617; 5.645.985; 5.646.269;
5.750.692; 5.830.653; 5.763.588; 6.005.096; y 5.681.941 y la Publicacién de EE.UU. antes de la concesién
20030158403.

Combinaciones

Las composiciones de la invencion pueden contener dos o mas compuestos oligoméricos. En otra forma de
realizaciéon relacionada, las composiciones de la presente invencion pueden contener uno o mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos
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antisentido adicionales dirigidos a una segunda diana de acido nucleico. Como alternativa, las composiciones de la
presente invencion pueden contener dos 0 mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes regiones de la misma
diana de acido nucleico. Se pueden usar dos o mas compuestos combinados juntos o de forma secuencial.

Terapia combinada

Los compuestos de la invencion se pueden utilizar en terapias de combinacion, en las que se logra un efecto aditivo
mediante la administracion de uno o mas compuestos de la invencion y uno o mas de otros compuestos terapéuticos
y/o profilacticos adecuados para tratar una afeccion. El o los compuestos terapéuticos/profilcticos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, los agentes reductores del nivel de glucosa, los agentes anti-obesidad y los agentes
reductores del nivel de lipidos. Los agentes reductores del nivel de glucosa incluyen, pero no se limitan a, las
hormonas, los miméticos de hormonas o los miméticos de la incretina (por ejemplo, la insulina, incluyendo la insulina
inhalada, el GLP-1 o analogos de GLP-1 como liraglutida o exenatida), los inhibidores de DPP(IV), una sulfonilurea
(por ejemplo, acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glimepirida, glipizida, gliburida o una
gliclazida), una biguanida (metformina), un meglitinida (por ejemplo, nateglinida o repaglinida), una tiazolidindiona u
otros agonistas de PPAR-gamma (por ejemplo, pioglitazona o rosiglitazona) un inhibidor de la alfa-glucosidasa (por
ejemplo, acarbosa o miglitol), o un compuesto antisentido no dirigido al GCGR. También se incluyen los agonistas
duales de PPAR (por ejemplo, muraglitazar, que esta siendo desarrollado por Bristol-Myers Squibb; o tesaglitazar,
que esta siendo desarrollado por Astra-Zeneca). También se incluyen otros tratamientos para la diabetes en
desarrollo (por ejemplo, LAF237, que esta siendo desarrollado por Novartis; MK-0431, que esta siendo desarrollado
por Merck; o rimonabant, que esta siendo desarrollado por Sanofi-Aventis). Los agentes anti-obesidad incluyen, pero
no se limitan a, los supresores del apetito (por ejemplo, fentermina o Meridia™), los inhibidores de la absorcién de
grasas como el orlistat (por ejemplo Xenical™), y formas modificadas del factor neurotréfico ciliar, que inhiben las
sefiales de hambre que estimular el apetito. Los agentes reductores del nivel de lipidos incluyen, pero no se limitan
a, las resinas secuestrantes de sales biliares (por ejemplo, colestiramina, colestipol y el clorhidrato de colesevelam),
los inhibidores de la HMGCoA-reductasa (por ejemplo, lovastatina, pravastatina, atorvastatina, simvastatina y
fluvastatina), el acido nicotinico, los derivados del acido fibrico (por ejemplo, clofibrato, gemfibrozil, fenofibrato,
bezafibrato y ciprofibrato), el probucol, la neomicina, la dextrotiroxina, los ésteres de estanol vegetal, los inhibidores
de la absorcién de colesterol (por ejemplo, ezetimiba), los inhibidores de la CETP (por ejemplo, torcetrapib y JTT-
705) inhibidores de MTP (por ejemplo, implitapida), los inhibidores de los transportadores de acidos biliares
(transportadores apicales de acidos biliares dependientes de sodio), los reguladores de CYP7a hepatica, los
inhibidores de la ACAT (por ejemplo, avasimiba), las terapias de reemplazo de estrégeno (por ejemplo, tamoxigen),
HDL sintética (por ejemplo, ETC-216), anti-inflamatorios (por ejemplo, glucocorticoides), o un compuesto antisentido
no dirigido al GCGR. Se puede combinar uno o mas de estos farmacos con uno o mas de los inhibidores antisentido
del GCGR para lograr un efecto terapéutico aditivo.

Sintesis de oligémeros

La oligomerizacion de nucledsidos modificados y no modificados puede realizarse de manera habitual de acuerdo a
los procedimientos de la literatura para el ADN (Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Ed. Agrawal (1993),
Humana Press) y/o ARN (Scaringe, Methods (2001), 23, 206-217. Gait y col., Applications of Chemically synthesized
RNA in RNA: Protein Interactions, Ed. Smith (1998), 1-36. Gallo y col., Tetrahedron (2001), 57, 5707-5713) y la
Publicacion US N° 2005-0014713, que se incorpora en el presente documento por referencia.

Los compuestos oligoméricos de la presente invencién pueden prepararse convenientemente y de manera habitual a
través de la conocida técnica de sintesis en fase sélida. Los equipos para tal sintesis son comercializados por varios
proveedores, incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Ademas o como alternativa, se puede
utilizar cualquier otro medio conocido en la técnica para tal sintesis. Es muy conocido el uso de técnicas similares
para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y los derivados alquilados.

Purificacién y analisis de oligdmeros

Los procedimientos de purificacion y analisis de oligonucledtidos son conocidos por los expertos en la técnica. Los
procedimientos de andlisis incluyen la electroforesis capilar (EC) y la espectroscopia de masas con
electrovaporizacion. Tales procedimientos de sintesis y analisis se pueden realizar en placas de multiples pocillos.

Divulgacion no limitante

Aunque ciertos compuestos y composiciones de la presente invencion se han descrito con especificidad de acuerdo
con ciertas formas de realizacion, los ejemplos del presente documento sélo sirven para ilustrar los compuestos de
la invencién y no pretenden limitar la misma.

Ejemplo 1
Ensayo de modulacion de la expresion

La modulacion de la expresion del GCGR se puede ensayar en una variedad de formas conocidas en la técnica. Los
niveles de ARNm del GCGR se pueden cuantificar mediante, por ejemplo, analisis de transferencia Northern,
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva o0 PCR en tiempo real. El analisis de ARN se puede realizar
en el ARN celular total o por medio de procedimientos de poli(A) + ARNm conocidos en la técnica. Los
procedimientos de aislamiento de ARN se ensefan, por ejemplo, en Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in
Molecular Biology, Volumen 1, paginas 4.1.1-4.2.9 y 4.5.1-4.5.3, John Wiley & Sons, Inc., 1993.

El analisis de transferencia Northern es habitual en la técnica y se ensefia en, por ejemplo, Ausubel, F. M. y col.,
Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 1, paginas 4.2.1-4.7.9, John Wiley & Sons, Inc., 1996. La PCR
cuantitativa en tiempo real puede llevarse a cabo de manera conveniente utilizando las el sistema de deteccion de
secuencias ABlI PRISM™ 7700 disponible en el mercado, de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizado
segun las instrucciones del fabricante.

Los niveles de proteinas codificadas por GCGR pueden cuantificarse de una diversidad de maneras bien conocidas
en la técnica, tales como la inmunoprecipitacion, el analisis de transferencia Western (inmunotransferencia), ELISA o
la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Los anticuerpos dirigidos a una proteina codificada
por GCGR pueden ser identificados y obtenidos a partir de una diversidad de fuentes, tales como el catalogo de
anticuerpos de MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o se pueden preparar a través de los procedimientos
convencionales de generacion de anticuerpos. Los procedimientos para la preparacion de antisuero policlonal se
ensefian en, por ejemplo, Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, paginas 11.12.1-
11.12.9, John Wiley & Sons, Inc., 1997. La preparacion de anticuerpos monoclonales se ensefa en, por ejemplo,
Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, paginas 11.4.1-11.11.5, John Wiley &
Sons, Inc., 1997.

Los procedimientos de inmunoprecipitacion son convencionales en la técnica y se pueden encontrar en, por ejemplo,
Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, paginas 10.16.1-10.16.11, John Wiley &
Sons, Inc., 1998. El anadlisis de transferencia Western (inmunotransferencia) es convencional en la técnica y se
puede encontrar en, por ejemplo, Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, paginas
10.8.1-10.8.21, John Wiley & Sons , Inc., 1997. Los ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) son
convencionales en la técnica y se pueden encontrar en, por ejemplo, Ausubel, F. M. y col., Current Protocols in
Molecular Biology, Volumen 2, paginas 11.2.1-11.2.22, John Wiley & Sons, Inc., 1991.

El efecto de los compuestos oligoméricos de la presente invencidon sobre la expresion del acido nucleico diana se
puede probar en cualquiera de una diversidad de tipos de células, con la condiciéon de que el acido nucleico diana
esté presente en niveles mensurables. El efecto de los compuestos oligoméricos de la presente invencion sobre la
expresion de acido nucleico diana puede ser determinado de manera habitual utilizando, por ejemplo, PCR o analisis
de transferencia Northern. Las lineas celulares se obtienen tanto de tejidos normales como de tipos de células y de
células asociadas a diversos trastornos (por ejemplo, enfermedades hiperproliferativas). Las lineas celulares
procedentes de multiples tejidos y especies se pueden obtener de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA), del Japanese Cancer Research Resources Bank (Tokio, Japon) o del Centre for Applied
Microbiology and Research (Wiltshire, Reino Unido) .

Las células primarias, o las células que se aislan de un animal y no se someten a cultivo continuo, se pueden
preparar de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica o se pueden obtener de diversos proveedores
comerciales. Ademas, las células primarias incluyen las obtenidas de sujetos humanos donantes en un entorno
clinico (es decir, donantes de sangre, pacientes quirurgicos).

Tipos de células

Se probo el efecto de los compuestos oligoméricos sobre la expresion del acido nucleico diana en las células
HepG2.

La linea celular de hepatoblastoma humano HepG2 se obtuvo de la American Type Culture Collection (Manassas,
VA). Las células HepG2 fueron cultivadas de forma habitual en medio MEM de Eagle suplementado con suero de
ternera fetal al 10%, aminoacidos no esenciales 1 mM y piruvato de sodio 1 mM (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA). Las células se hicieron pasar del modo habitual por tratamiento de tripsinizacién y dilucion al alcanzar
aproximadamente el 90% de confluencia. Se prepararon placas de cultivo multipocillo para el cultivo de las células
recubriendo con una dilucion 1:100 de colageno tipo 1 de cola de rata (BD Biosciences, Bedford, MA) en disolucion
salina tamponada de fosfato. Se incubaron las placas que contenian colageno a 37 °C durante aproximadamente 1
hora, tras lo que se elimind el colageno y se lavaron los pocillos dos veces con disolucién salina tamponada de
fosfato. Se sembraron las células en placas de 96 pocillos (Falcon-Primaria # 353872, BD Biosciences, Bedford, MA)
a una densidad de aproximadamente 8.000 células/pocillo para su uso en experimentos de transfeccién con
compuestos oligoméricos.

Tratamiento con compuestos oligoméricos

Cuando las células alcanzaron la confluencia apropiada, se las tratdé con el oligonucleétido utilizando un
procedimiento de transfeccion como se describe. Otros reactivos de transfeccion adecuados conocidos en la técnica
incluyen, pero no se limitan a, LIPOFECTAMINE™, OLIGOFECTAMINE™ y FUGENE™. Otros procedimientos de
transfeccion adecuados conocidos en la técnica incluyen la electroporacion, pero no se limitan a la misma.
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LIPOFECTIN™

Cuando las células alcanzaron un 65-75% de confluencia, se las tratd con el oligonucleétido. El oligonucleétidos se
mezcldé con LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) en medio con suero reducido Opti-MEM™-
1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) hasta alcanzar la concentracion deseada de oligonucleétido y una
concentracion de LIPOFECTIN™ de 2,5 o 3 pg/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de transfeccion se
incub6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 0,5 horas. Para las células cultivadas en placas de 96
pozos, se lavaron los pocillos una vez con OPTI-MEM™-1 100 pl y a continuacién se trataron con 130 pl de la
mezcla de transfeccion. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos o placas convencionales de cultivo tisular se
trataron de manera similar, utilizando volimenes adecuados de medio y oligonucledétido. Las células se trataron y se
obtuvieron los datos por duplicado o triplicado. Después de aproximadamente 4 a 7 horas de tratamiento a 37 °C, se
sustituydé el medio que contenia la mezcla de transfecciéon con medio de cultivo fresco. Las células se recogieron 16
a 24 horas después del tratamiento con oligonucledétidos.

CYTOFECTIN™

Cuando las células alcanzaron un 65-75% de confluencia, se las traté con el oligonucleoétido. El oligonucleétido se
mezclé con CYTOFECTIN™ (Gene Therapy Systems, San Diego, CA) en medio con suero reducido OPTI-MEM™-1
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) hasta alcanzar la concentracion deseada de oligonucledtido y una
concentracion de CYTOFECTIN™ de 2 o 4 ug/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de transfeccion se incubo
a temperatura ambiente durante aproximadamente 0,5 horas. Para las células cultivadas en placas de 96 pocillos, se
lavaron los pocillos una vez con OPTI-MEM™-1 100 ul y a continuacion se trataron con 130 ul de la mezcla de
transfeccion. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos o placas convencionales de cultivo tisular se trataron de
manera similar, utilizando volumenes adecuados de medio y oligonucleétido. Las células se trataron y se obtuvieron
los datos por duplicado o triplicado. Después de aproximadamente 4 a 7 horas de tratamiento a 37 °C, se sustituyd
el medio que contenia la mezcla de transfeccién con medio de cultivo fresco. Las células se recogieron 16 a 24
horas después del tratamiento con oligonucleétidos.

Oligonucleétidos de control

Para determinar la concentracién éptima del compuesto oligomérico para una linea celular particular se utilizaron
oligonucleétidos de control. Ademas, cuando se probaron los compuestos oligoméricos de la invencion en
experimentos de seleccidon de compuestos oligoméricos o en ensayos fenotipicos, los oligonucleétidos de control se
probaron en paralelo con los compuestos de la invencién. En algunas formas de realizacion, los oligonucleétidos de
control se utilizaron oligonucleétidos de control negativo, es decir, como un medio para medir la ausencia de un
efecto sobre la expresion genética o el fenotipo. En formas de realizacién alternativas, los oligonucleétidos de control
se utilizaron como oligonucledtidos de control positivo, es decir, como oligonucleétidos que se sabe que afectan la
expresion genética o el fenotipo. Los oligonucleétidos de control se muestran en la Tabla 2. "Nombre de la diana",
indica el gen al que va dirigido el oligonucledtido. "Especies de la diana" indica las especies en las que el
oligonucleétido es perfectamente complementario al ARNm diana. "Motivo" es indicativo de las regiones
quimicamente distintas que comprenden el oligonucleétido. Ciertos compuestos en la Tabla 2 son oligonucleétidos
quiméricos, compuestos por una region central “abertura” que consiste en 2’-desoxinucleétidos, que esta flanqueada
a ambos lados (5’ y 3’) por las "alas". Las alas se componen de 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos, también conocidos
como 2'-MOE nucledtidos. El "motivo" de cada oligonucledtido abertura-mero se ilustra en la Tabla 2 e indica el
numero de nucledtidos en cada region de abertura y de ala, por ejemplo, "5-10-5" indica un abertura-mero que tiene
una region de abertura de 10 nucledtidos, flanqueada por alas de 5 nucleétidos. ISIS 29848 es una mezcla de
compuestos oligoméricos al azar; y su secuencia se muestra en la Tabla 2, donde N puede ser A, T, C o G. Los
enlaces internucledsido (estructura central) son fosforotioato a lo largo de los oligonucleétidos en la Tabla 2. Las
citosinas no modificadas estan indicadas con una "C" en la secuencia de nucledtidos; todas las demas citosinas son
5-metilcitosinas.

Tabla 2

Oligonucleoétidos de control para pruebas de linea celular, ensayos de seleccion y fenotipicos de
compuestos oligoméricos

N° ISIS Nombre de la diana Especies de la Secuencia (5’ hasta 3’) Motivo | ID. SEC.
diana N°
113131 | CD86 Humano CGTGTGTCTGTGCTAGTCCC | 5-10-5 8
289865 | caja forkhead O1A Humano GGCAACGTGAACAGGTCCA | 5-10-5 9
(rabdomiosarcoma)
25237 | integrina beta 3 Humano GCCCATTGCTGGACATG 4-10-4 10
196103 | integrina beta 3 Humano AGCCCATTGCTGGACATGC 5-10-5 11
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(continuacién)

N°ISIS | Nombre de la diana Especies de la Secuencia (5’ hasta 3’) Motivo ID.
diana SEC.
NO
148715 | Jagged 2 Humano; raton; TTGTCCCAGTCCCAGGCCT 5-10-5 12
rata
18076 | Cinasa-1 N terminal Humano CTTTC"CGTTGGA"C"CCCTGG 5-9-6 13
Jun
18078 | Cinasa-2 N terminal Humano GTGCG"CG"CGAG"C"C'CGAAATC | 5-9-6 14
Jun
183881 | analogo a cinesina 1 Humano ATCCAAGTGCTACTGTAGTA 5-10-5 15
29848 | Ninguna ninguna NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5-10-5 16
226844 | Homologo de notch 1 Humano; ratén GCCCTCCATGCTGGCACAGG 5-10-5 17
(Drosophila)
105990 | Receptor gamma Humano AGCAAAAGATCAATCCGTTA 5-10-5 18
activado del
proliferador
de peroxisomas
336806 | Raf cinasa C Humano TACAGAAGGCTGGGCCTTG 5-10-5 19
15770 | Raf cinasa C Raton; virus del ATGCATT'CTG"C"C"C"C"CAAGGA | 5-10-5 20
sarcoma murino;
rata

La concentracion de oligonucleétidos utilizados varié de linea celular a la linea celular. Para determinar la
concentracion optima de oligonucleétidos para una linea celular particular, las células se trataron con un
oligonucledtido de control positivo en un intervalo de concentraciones. Los controles positivos se muestran en la
Tabla 2. Por ejemplo, para las células humanas y de primates no humanos, el oligonucleétido de control positivo
puede seleccionarse de ISIS 336806 o ISIS 18078. Para las células de ratén o de rata, el oligonucleétido de control
positivo puede ser, por ejemplo, ISIS 15770. La concentracion del oligonucledtido de control positivo que da como
resultado una reduccion del 80% del ARNm diana, por ejemplo, Raf cinasa C de rata para ISIS 15770, se utilizé a
continuacién como la concentracion de seleccion para oligonucledtidos nuevos en experimentos posteriores para
esa linea celular. De no alcanzarse el 80% de reduccion, se utilizd la menor concentracion de oligonucledtido de
control positivo que da como resultado una reduccion del 60% del ARNm diana como la concentracion de seleccion
de oligonucledtidos en experimentos posteriores para esa linea celular. De no alcanzarse el 60% de reduccion, se
considerd que la linea celular en particular no era apta para experimentos de transfeccién de oligonucleétidos. Las
concentraciones de oligonucleétidos antisentido utilizadas en el presente documento fueron de 50 nM a 300 nM,
cuando el oligonucleétido antisentido se transfectd usando un reactivo de liposomas y de 1 yM a 40 uyM cuando el
oligonucleétido antisentido se transfecté por electroporacion.

Ejemplo 2
Analisis por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm del GCGR

La cuantificacion de los niveles de ARNm del GCGR se llevé a cabo por medio de PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM™ 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster
City, CA) segun las instrucciones del fabricante.

Las cantidades gen diana obtenidas por RT, PCR en tiempo real se normalizaron utilizando el nivel de expresion de
GAPDH, un gen cuya expresion es constante, o mediante la cuantificacion del ARN total utilizando RiboGreen™
(Molecular Probes, Eugene Inc. O). El ARN total se cuantifico utilizando el reactivo cuantificacion de ARN de
RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Se colocaron con pipeta 170 pl de reactivo de trabajo
RiboGreen™ (reactivo RiboGreen™ diluido 1:350 en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) en una placa de 96
pocillos que contenia 30 yl de ARN celular purificado. Se ley6 la placa en un CytoFluor 4000 (PE Applied
Biosystems) con longitud de onda de excitacion a 485 nm y emisién a 530 nm.

La expresion de GAPDH se cuantificé por RT, PCR en tiempo real, bien de forma simultanea con la cuantificaciéon de
la diana o por separado. Para la medicion simultanea con la medicion de niveles de la diana, se evalu6 la capacidad
de conjuntos de sonda y cebador especificos para el gen diana a medir para actuar como "multiplex" con una
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reaccion de amplificacion de GAPDH previa al analisis de PCR cuantitativa. Multiplexacion se refiere a la deteccion
de ADN de especies multiples, en este caso la diana y el control de GAPDH enddgeno, en un solo tubo, lo que
requiere que el conjunto de sonda y cebador para GAPDH no interfiera con la amplificaciéon de la diana.

Las sondas y los cebadores para su uso en PCR en tiempo real fueron disefiados para hibridar con secuencias
especificas de la diana. Los procedimientos de disefio de sondas y cebadores son conocidos en la técnica. El disefio
de cebadores y sondas para su uso en PCR en tiempo real se puede realizar utilizando un software disponible en el
mercado, por ejemplo Primer Express®, PE Applied Biosystems, Foster City, CA. Los cebadores y las sondas y las
secuencias del acido nucleico diana a las que hibridan se presentan en la Tabla 4. Las sondas de PCR especificas
de la diana tienen FAM unido covalentemente al extremo 5 y TAMRA o MGB unido covalentemente al extremo 3',
en la que FAM es el colorante fluorescente y TAMRA o MGB es el colorante inactivador.

Tras el aislamiento, se sometié el ARN a la reaccidon secuencial con transcriptasa inversa (RT) y a la PCR en tiempo
real, las que se realizan en el mismo pocillo. Los reactivos de RT y PCR se obtuvieron de Invitrogen Life
Technologies (Carlsbad, CA). La RT, PCR en tiempo real se llevé a cabo en el mismo mediante la adiciéon de céctel
de PCR 20 pl (2,5 x tampén de PCR menos MgClz, MgCl, 6,6 mM, dATP, dCTP, dGTP y dCTP de 375 uM cada uno,
cebador directo y cebador inverso 375 nM de cada uno, 125 nM de la sonda, inhibidor de RNasa 4 unidades, Taq
PLATINUM® 1,25 unidades, transcriptasa inversa MuLV 5 unidades y colorante ROX 2,5x) a las placas de 96
pocillos que contenian disolucién de ARN total 30 pl (20-200 ng). La reaccion de RT se llevd a cabo mediante la
incubacién durante 30 minutos a 48 °C. Tras una incubacion de 10 minutos a 95 °C para activar la Tag PLATINUM®,
se realizaron 40 ciclos de un protocolo de PCR de dos etapas: 95 °C durante 15 segundos (desnaturalizacion),
seguidos por 60 °C durante 1,5 minutos (hibridacion / extension).

Se puede evaluar el efecto de los compuestos de la invencién en niveles de ARNm humano diana por PCR
cuantitativa en tiempo real como se describe en el presente documento, utilizando un conjunto de sonda y cebador
disefiado para hibridar con el GCGR humano. Por ejemplo:

Cebador directo: TGCGGTTCCCCGTCTTC (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 21)
Cebador inverso: CTTGTAGTCTGTGTGGTGCATCTG (incorporado en el presente documento ID. SEC. N° 22)
Y la sonda de PCR:

FAM-CATCTTCGTCCGCATCG-MGB (incorporada en el presente documento como ID. SEC. N° 23), en la que
FAM es el colorante fluorescente y MGB es un colorante inactivador no fluorescente.

Se puede evaluar el efecto de los compuestos de la invencion sobre los niveles de ARNm diana de rata por PCR
cuantitativa en tiempo real como se describe en otros ejemplos en el presente documento, utilizando un conjunto de
sonda y cebador disefiado para hibridar con el GCGR de rata. Por ejemplo:

Cebador directo: CAGTGCCACCACAACCTAAGC (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 24)

Cebador inverso: AGTACTTGTCGAAAGTTCTGTTGCA (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N°
25)

Y la sonda de PCR:

FAM-TGCTGCCCCCACCTACTGAGCTG-TAMRA (incorporada en el presente documento como ID. SEC. N° 26),
en la que FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es un colorante inactivador.

Se puede evaluar el efecto de los compuestos de la invencién sobre los niveles de ARNm diana de mono por PCR
cuantitativa en tiempo real como se describe en otros ejemplos en el presente documento, utilizando un conjunto de
sonda y cebador disefiado para hibridar con el GCGR de mono. Por ejemplo:

Cebador directo: ACTGCACCCGCAACGC (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 27)
Cebador inverso: CACGGAGCTGGCCTTCAG (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 28)
Y la sonda de PCR:

FAM-ATCCACGCGAACCTGTTTGTGTCCTT-TAMRA (incorporada en el presente documento como ID. SEC. N°
29), en la que FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante inactivador.

Otro ejemplo un conjunto de sonda y cebador disefiado para hibridar con el GCGR de mono es el siguiente:
Cebador directo: GAACCTTCGACAAGTATTCCTGCT (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N°
30)
Cebador inverso: GGGCAGGAGATGTTGGCC (incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 31)

Y la sonda de PCR:
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FAM-CCAGACACCCCCGCCAATAACA-TAMRA (incorporada en el presente documento como ID. SEC. N° 32),
en la que FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante inactivador.

Ejemplo 3: Disefio de oligonucleétidos antisentido de “abertura ampliada” dirigidos al GCGR humano

Se disefid una serie de compuestos oligoméricos dirigidos al GCGR humano (numero de acceso de GenBank:
NM_000160.1, incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 1), con diferentes tamarios de la abertura
de desoxinucleétidos y alas de 2-MOE. Todos los oligonucledtidos tienen una longitud de 20 bases nucleicas y la
misma secuencia de bases nucleicas (GCACTTTGTGGTGCCAAGGC, incorporada en el presente documento como
ID. SEC. N° 2), y por consiguiente tienen como diana el mismo segmento de la ID. SEC. N° 1 (bases nucleicas 532 a
551). Los compuestos se muestran en la Tabla 3. El texto sin formato indica un desoxinucleétido, y los nucleétidos
se indican con negrita, el texto subrayado indica los 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. Los enlaces Internucledsido son
todos fosforotioato, y todas las citosinas son 5-metilcitosinas. En la Tabla 3 esta indicado el “motivo” de cada
compuesto, que indica regiones quimicamente distintas que comprende el oligonucledtido.

Tabla 3
Compuestos antisentido dirigidos al GCGR humano
Numero ISIS | Quimica ID. SEC. N° | Motivo
310457 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 2 abertura-mero 5-10-5
325448 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 2 abertura-mero 2-16-2
325568 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 2 abertura-mero 3-14-3

Se probé la capacidad del abertura-mero 5-10-5, ISIS 310457, para reducir los niveles de ARNm diana in vitro. Se
trataron células HepG2 con ISIS 310457 utilizando los procedimientos que se describen en el presente documento.
Se analizd el efecto de ISIS 310457 sobre los niveles de ARNm del receptor de glucagén humano por PCR
cuantitativa en tiempo real y se encontré que reduce la expresion del GCGR en aproximadamente el 96%.

Ejemplo 4: Disefio de oligonucleétidos antisentido de “abertura ampliada” dirigidos al GCGR rata

Se disefid una serie de compuestos oligoméricos dirigidos al GCGR de rata (nimero de acceso de GenBank:
M96674.1, incorporado en el presente documento como ID. SEC. N° 3) con diferentes tamafios de la abertura de
desoxinucleétidos y alas de 2’-MOE. Todos los oligonucledtidos probados tienen la misma secuencia de bases
nucleicas (GCACTTTGTGGTACCAAGGT, incorporada en el presente documento como ID. SEC. N° 4) y por
consiguiente tienen como diana el mismo segmento de la ID. SEC. N° 3 (bases nucleicas 402 a 421). El segmento al
que estan dirigidos los oligonucleétidos de rata corresponde al segmento del GCGR humano al que esta dirigido
ISIS 310457 (ID. SEC. N° 2). Los compuestos se muestran en la Tabla 4. El texto sin formato indica un
desoxinucleétido, y los nucledtidos se indican con negrita, el texto subrayado indica los 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtidos. Los enlaces Internucledsido son todos fosforotioato, y todas las citosinas son 5-metilcitosinas. En la
Tabla 4 esta indicado el “motivo” de cada compuesto, que indica regiones quimicamente distintas que comprende el
oligonucledtido.

Tabla 4
Compuestos antisentido dirigidos al GCGR de rata

Nuimero ISIS | Quimica ID. SEC. N° | Motivo

356171 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 5-10-5
357368 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 Desoxi uniforme
357369 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 1-18-1
357370 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 1-17-2
357371 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 2-16-2
357372 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 3-14-3
357373 GCACTTTGTGGTACCAAGGT | 4 abertura-mero 4-12-4

Ejemplo 5: Efectos de los oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR - Estudio in vivo en ratas

De conformidad con la presente divulgacion, se probaron los oligonucleétidos disefiados para tener como diana el
GCGR de rata in vivo. Se inyectaron ratas Sprague Dawley, de ocho semanas de edad, con 50, 25, 12,5 o 6,25
mg/kg de ISIS 356171, ISIS 357368, ISIS 357369, ISIS 357370, ISIS 357371, ISIS 357372 o ISIS 357373 dos veces
por semana durante 3 semanas para un total de 6 dosis. Como control se utilizaron animales a los que se les inyectd
disolucion salina. Todos los oligonucledtidos probados tienen la misma secuencia de bases nucleicas
(GCACTTTGTGGTACCAAGGT, incorporada en el presente documento como ID. SEC. N° 4), y la quimica y el
motivo de cada compuesto se han descrito anteriormente.
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Después del periodo de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y se evaluaron los niveles de acido nucleico diana
en el higado. El aislamiento del ARN vy la cuantificacion del nivel de expresién del ARNm diana se llevaron a cabo
como se describié por medio de otros ejemplos en el presente documento, utilizando RIBOGREEN™. EI ARN de
cada grupo de tratamiento se ensay6 junto con el ARN del grupo tratado con ISIS 356171. Los resultados se
presentan en las Tablas 5a, 5b, 5c, 5d, 5e y 5f como porcentaje de los niveles de los animales de control tratados
con disolucion salina.

Tabla 5a

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucle6tidos antisentido
2-16-2 dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucleétido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 7 20 26 36
ISIS 357371 2-16-2 11 22 35 39

Tabla 5b

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucleétidos antisentido
3-14-3 dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucledtido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 10 24 28 50
ISIS 357372 3-14-3 12 23 37 56

Tabla 5¢

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucledtidos antisentido
4-12-4 dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucle6tido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 10 25 36 47
ISIS 357373 2-16-2 13 22 48 47

Tabla 5d

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucledtidos antisentido
1-17-2 dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucleétido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 8 24 32 43
ISIS 357370 1-17-2 20 41 62 68

Tabla 5e

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucledtidos antisentido
1-18-1 dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucle6tido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 9 27 34 46
ISIS 357369 1-18-1 33 35 58 70
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Tabla 5f

Reduccion de los niveles de la diana en higado de ratas tratadas con oligonucledtidos desoxi
uniformes dirigidos al GCGR

Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucleétido (mg/kg)
50 25 12,5 6,25
ISIS 356171 5-10-5 8 23 30 45
ISIS 357368 Desoxi uniforme 31 43 77 73

Como se muestra en las Tablas 5a, 5b, 5¢, 5d y 5e, los oligonucleétidos antisentido de abertura ampliada fueron
eficaces para reducir los niveles de GCGR in vivo de una manera dependiente de la dosis. Por lo tanto, una forma
de realizacion de la presente divulgacion es un procedimiento para reducir la expresién de los niveles de GCGR en
un animal que comprende la administracion de un oligonucleétido antisentido dirigido al GCGR. En una forma de
realizacion, los oligonucleétidos antisentido comprenden una abertura de dieciséis desoxinucledtidos flanqueada en
ambos extremos, 5"y 3’, con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos.

Ademas, se determind la concentracién de oligonucledtidos en el rifidn y el higado. Los procedimientos para
determinar la concentracion de oligonucleétidos en los tejidos son conocidos en la técnica (Geary y col., Anal.
Biochem., 1999, 274, 241-248). En la Tabla 6 se muestra la concentracion total de oligonucleétido y la concentracion
de oligonucledtido de longitud total (en ug/g) en el rifidn o el higado de los animales tratados con 25 mg/kg del
oligonucleétido indicado. El oligonucleétido total es la suma de todos los metabolitos de oligonucleétidos detectados
en el tejido.

Tabla 6
Concentracién de oligonucleétido en el riiién y en el higado
Tratamiento Motivo Oligo total en Longitud total Oligo total en el Longitud total en
el rifion en el riiién higado el higado
ISIS 356171 | abertura-mero 5-10-5 1814 1510 621 571
ISIS 356368 | Desoxi uniforme 801 183 282 62
ISIS 356369 | 1-18-1 1237 475 309 171
ISIS 356370 | 1-17-2 1127 590 370 271
ISIS 356371 | 2-16-2 871 515 345 253
ISIS 356372 | 3-14-3 1149 774 497 417
ISIS 356373 | 4-12-4 902 687 377 326

Como se muestra en la Tabla 6, las concentraciones de los oligonucleétidos de abertura ampliada en el rifidén se
redujeron en general con respecto a las encontradas para ISIS 356171 en estos tejidos. Tomados con los datos de
reduccion de la diana que se muestran en la Tabla 5, en los que la potencia se mantuvo con ISIS 356371, ISIS
356372 e ISIS 356373 con respecto a ISIS 356171, estos datos sugieren que los oligos de abertura ampliada, en
particular ISIS 356371, ISIS 356372 e ISIS 356373 son, en esencia, mas eficaces que el ISIS 356171 para reducir
los niveles de la diana en el higado.

Ejemplo 6: Efectos fisiolégicos de los oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR - Estudio in vivo en
ratas

Para evaluar los efectos fisiologicos de la disminucion del GCGR con los compuestos antisentido de la invencion, se
controlaron los niveles de glucosa en el plasma durante todo el estudio para cada grupo de tratamiento descrito en el
ejemplo anterior. Los niveles de glucosa se midieron utilizando procedimientos clinicos habituales (por ejemplo, el
analizador de glucosa YSI, YSI Scientific, Yellow Springs, OH) antes del inicio del tratamiento (“Extraccion de sangre
previa”) y durante cada semana del periodo de tratamiento. Los resultados se presentan en la Tabla 7 en mg/dl para
cada grupo de tratamiento.

Tabla 7
Efecto de la inhibicion antisentido del GCGR en los niveles de glucosa en el plasma
Tratamiento | Motivo Dosis Extraccion Semana 1 | Semana 2 | Semana 3
de sangre previa
Solucioén salina | n/d n/d 144 139 126 136
ISIS 356171 5-10-5 | 50 mg/kg 125 131 115 110
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(continuacién)

Tratamiento Motivo Dosis Extraccion Semana 1 Semana 2 Semana
de sangre previa 3
ISIS 356171 25 mg/kg 133 134 126 127
ISIS 356171 12,5 mg/kg 143 139 128 133
ISIS 356171 6,25 mg/kg 137 134 127 133
ISIS 357368 Desoxi 50 mg/kg 139 135 123 128
ISIS 357368 uniforme | 25 mg/kg 146 135 127 145
ISIS 357368 125 mg/kg 136 133 125 132
ISIS 357368 6,25 mg/kg 137 135 124 131
ISIS 357369 1-18-1 50 mg/kg 137 134 120 127
ISIS 357369 25 mg/kg 147 136 126 125
ISIS 357369 12,5 mg/kg 144 136 130 130
ISIS 357369 6,25 mg/kg 138 131 130 133
ISIS 357370 1-17-2 50 mg/kg 145 132 130 120
ISIS 357370 25 mg/kg 151 133 131 132
ISIS 357370 12,5 mg/kg 140 139 132 132
ISIS 357370 6,25 mg/kg 139 131 131 130
ISIS 357371 2-16-2 50 mg/kg 155 134 130 126
ISIS 357371 25 mg/kg 142 133 125 122
ISIS 357371 12,5 mg/kg 142 142 135 132
ISIS 357371 6,25 mg/kg 146 138 133 132
ISIS 357372 3-14-3 30 mg/kg 155 134 132 127
ISIS 357372 25 mg/kg 172 138 138 125
ISIS 357372 12,5 mg/kg 151 140 135 130
ISIS 357372 6,25 mg/kg 140 142 130 133
ISIS 357373 4-12-4 50 mg/kg 153 134 121 116
ISIS 357373 25 mg/kg 143 135 129 118
ISIS 357373 12,5 mg/kg 146 141 129 135
ISIS 357373 6,25 mg/kg 141 137 137 140

Como se muestra en la Tabla 7, los animales tratados con los compuestos antisentido dirigidos al GCGR mostraron
una tendencia hacia la disminucién de la glucosa en el transcurso del estudio. Por lo tanto, otra forma de realizacion
de la presente divulgacion es un procedimiento para reducir los niveles de glucosa en un animal que comprende
administrar a dicho animal un oligonucleétido antisentido que reduce la expresién de los niveles de GCGR. En
formas de realizacion de preferencia, el oligonucleétido antisentido es un oligonucleétido de abertura ampliada. En
una forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende una abertura de dieciséis desoxinucledtidos
flanqueada en ambos extremos, 5’ y 3’, con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. En algunas formas de realizacion, el
oligonucledtido antisentido comprende una abertura de catorce desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5’
y 3’, con tres 2-O-(2-metoxietil) nucleétidos o una abertura de doce desoxinucleétidos flanqueada en ambos
extremos, 5’ y 3’, con cuatro 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos.

Para examinar los efectos de la disminucién del GCGR en otros elementos en la via del glucagdn, también se
evaluaron en los animales tratados con los compuestos antisentido los niveles de glucagén y los niveles de péptido-
1 analogo al glucagén (GLP-1) al final del periodo de tratamiento. Los niveles plasmaticos de glucagon y de GLP-1
activo se determinaron utilizando kits, instrumentos o servicios comerciales (por ejemplo, por radioinmunoensayo,
ELISA y/o el inmunoensayo Luminex y/o Linco Research Inc. Bioanalytical Services, St. Louis, MO). Los niveles
promedio de glucagén (en ng/ml) y los niveles de GLP-1 (pM) para cada grupo de tratamiento se muestran en la
Tabla 8.

Tabla 8
Efectos de la inhibicion antisentido del GCGR en los niveles de glucagén y GLP-1
Tratamiento Motivo Dosis Glucagon (ng/ml) GLP-1 (pM)
Solucion salina n/d n/d 19 6
ISIS 356171 5-10-5 50 mg/kg 1003 29
ISIS 356171 25 mg/kg 59 7
ISIS 356171 12,5 mg/kg 38 14
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(continuacién)

Tratamiento Motivo Dosis Glucagon (ng/ml) GLP-1 (pM)
ISIS 356171 6,25 mg/kg 27 16
ISIS 357368 Desoxi uniforme 50 mg/kg 27 17
ISIS 357368 25 mg/kg 25 13
ISIS 357368 12,5 mg/kg 15 16
ISIS 357368 6,25 mg/kg 19 8
ISIS 357369 1-18-1 50 mg/kg 73 20
ISIS 357369 25 mg/kg 29 10
ISIS 357369 12,5 mg/kg 83 13
ISIS 357369 6,25 mg/kg 22 7
ISIS 357370 1-17-2 50 mg/kg 64 14
ISIS 357370 25 mg/kg 37 20
ISIS 357370 12,5 mg/kg 31 26
ISIS 357370 6,25 mg/kg 23 28
ISIS 357371 2-16-2 50 mg/kg 468 7
ISIS 357371 25 mg/kg 90 17
ISIS 357371 12,5 mg/kg 27 7
ISIS 357371 6,25 mg/kg 29 21
ISIS 357372 3-14-3 50 mg/kg 350 26
ISIS 357372 25 mg/kg 61 18
ISIS 357372 12,5 mg/kg 31 25
ISIS 357372 6,25 mg/kg 26 14
ISIS 357373 4-12-4 50 mg/kg 342 22
ISIS 357373 25 mg/kg 102 21
ISIS 357373 12,5 mg/kg 61 7
ISIS 357373 6,25 mg/kg 37 10

Como se muestra en la Tabla 8, la reduccién antisentido del GCGR provoca un incremento en los niveles de
glucagon circulante, asi como en los niveles de GLP-1 circulante. A pesar de que se notd una tendencia hacia la
disminucion de los niveles de glucosa en el plasma, como en la Tabla 7, no se observé hipoglucemia. Por lo tanto,
otra forma de realizacion de la presente divulgacion es un procedimiento para aumentar los niveles de GLP-1 en un
animal mediante la administracion de un oligonucleétido antisentido dirigido al GCGR. En una forma de realizacion,
el oligonucledtido antisentido comprende una abertura de dieciséis desoxinucledtidos flanqueada en ambos
extremos, 5 y 3’, con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. En algunas formas de realizacién, el oligonucleétido
antisentido comprende una abertura de catorce desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5’ y 3, con tres
2’-0O-(2-metoxietil) nucleétidos o una abertura de doce desoxinucledtidos flanqueada en ambos extremos, 5’y 3’, con
cuatro 2’-O-(2-metoxietil) nucleétidos. En formas de realizacion de preferencia, el oligonucleétido antisentido es un
oligonucleétido de abertura ampliada. En formas de realizacion de preferencia, el oligonucleétido antisentido
comprende ISIS 357371, ISIS 357372 o ISIS 357373.

Ejemplo 7: Efectos de los oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR - Estudio in vivo en monos
cynomolgus

Para evaluar las alteraciones en la distribucidn tisular, la potencia o el indice terapéutico causadas por la
modificaciéon del motivo de los oligonucledtidos antisentido en un primate, se utilizaron monos cynomolgus a los que
se inyectd ISIS 310457 (motivo 5-10-5) o ISIS 325568 (motivo 2-16-2) en dosis de 3, 10 o 20 mg/kg por semana.
Estos compuestos antisentido presentan el 100% de complementariedad con la secuencia diana del GCGR de
mono. Los animales a los que se inyectd solucion salina sola sirvieron como control. La duracién del estudio fue de 7
semanas, y los animales recibieron tres administraciones durante la primera semana, seguidas por una
administracion por semana durante 6 semanas. Cada grupo de tratamiento estaba compuesto de 5 animales. Un
grupo fue tratado con 20 mg/kg de ISIS 310457 y un grupo fue tratado con 20 mg/kg de ISIS 325568, se recuperaron
durante tres semanas después de finalizar la administracién antes de su sacrificio (“recuperacién tras 20 mg/kg”).
Otros grupos de tratamiento fueron sacrificados al final del estudio. Se recogié tejido hepatico para evaluar la
reduccion de la diana.

El aislamiento del ARN vy la cuantificacién del nivel de expresion del ARNm diana se realizaron como se describid
por medio de otros ejemplos en el presente documento utilizando RIBOGREEN™. Los resultados se presentan en la
Tabla 9 como un porcentaje de los niveles de los animales de control tratados con disolucién salina.
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Tabla 9
Reduccion de los niveles de la diana en el higado de monos tratados con oligonucleétidos antisentido
dirigidos al GCGR
Control %
Tratamiento Motivo Dosis de oligonucleétido
Recuperacion 20 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg
tras 20 mg/kg
ISIS 310457 5-10-5 27 34 43 71
ISIS 325568 2-16-2 43 45 54 49

Como se muestra en la Tabla 9, el tratamiento con ISIS 310457 y 325568 caus6 disminucion en los niveles de
GCGR en todas las dosis probadas, y la reduccién de los niveles de la diana se siguié observando incluso en los
grupos de recuperacion tras la administracion de 20 mg/kg. I1SIS 325568 caus6 una mayor reduccion que ISIS
310457 con la dosis de 3 mg/kg. Por lo tanto, una forma de realizacion de la presente divulgacion es un
procedimiento para reducir los niveles de expresion de GCGR en un animal que comprende la administraciéon de un
oligonucleétido antisentido dirigido al GCGR. En formas de realizacion de preferencia, el oligonucleétido antisentido
es un oligonucleétidos de abertura ampliada. En una forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende
una abertura de dieciséis desoxinucledtidos flanqueada en ambos extremos, 5 y 3’, con dos 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtidos. En algunas formas de realizacion, el oligonucledtido comprende una abertura de catorce
desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5’ y 3’, con tres 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos o una abertura de
doce desoxinucledtidos flanqueada en ambos extremos, 5’ y 3’, con cuatro 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En una
forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende ISIS 325568.

Ademas, se determind la concentracion de oligonucleétidos en el rifion y en el higado. Procedimientos para
determinar la concentracion de oligonucledtidos en los tejidos son conocidos en la técnica (Geary y col., Anal.
Biochem, 1999, 274, 241-248). En la Tabla 10 se muestra la concentracién total y la concentracion de
oligonucleétido de longitud total (en pg/g) en el rindn o en el higado de los animales tratados con el oligonucleétido
indicado.

Tabla 10
Concentracion de oligonucleétido en el higado y en el rifion
Tratamiento Motivo Dosis Oligo total Longitud Oligo total Longitud
total en el en el total en el
rinén higado higado

ISIS 310457 | 5-10-5 3 mg/kg 471 423 449 330

10 mg/kg 1011 911 710 606

20 mg/kg 1582 1422 981 867

recuperacion tras | 449 347 648 498

20 mg/kg
ISIS 325568 | 2-16-2 3 mg/kg 356 298 309 228

10 mg/kg 830 685 477 339

20 mg/kg 1390 1101 739 544

Recuperacion 264 161 344 205

tras 20 mg/kg

Como se muestra en la Tabla 10, la concentracion renal del oligonucleétido de motivo 5-10-5 ISIS 310457 es mayor
que la medida para el oligonucledtido de motivo 2-16-2 ISIS 325568 en todas las concentraciones probadas.
Tomados con los datos de reduccién de la diana de la Tabla 9 para el oligonucleétido de motivo 2-16-2, estos datos
sugieren que el oligonucledtido de abertura ampliada es mas potente que el oligonucleétido de motivo 5-10-5
correspondiente, proporcionando una disminuciéon mas potente de los niveles de ARNm diana en el higado sin que
se presente una mayor acumulacion de oligonucleétido.

Ejemplo 8: Efectos fisiologicos de los oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR - Estudio in vivo en
monos cynomolgus

Para examinar los efectos de la disminucion del GCGR en otros elementos en la via del glucagén, también se evalud
en los animales tratados con los compuestos antisentido, como se describe en el Ejemplo 7, los niveles de glucagén
y los niveles de péptido-1 analogo al glucagén (GLP-1) durante cada semana de tratamiento. Los grupos de
recuperacion se probaron durante otras tres semanas después de finalizar la administracién. Los monos fueron
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anestesiados antes de la extraccion de sangre para evitar la presencia de artefactos debidos al estrés. Los niveles
plasmaticos de glucagén y GLP-1 activo se determinaron utilizando kits, instrumentos o servicios comerciales (por
ejemplo, por radioinmunoensayo, ELISA y/o el inmunoensayo Luminex y/o Linco Research Inc. Bioanalytical
Services, St. Louis, MO). Los niveles promedio de glucagoén (en ng/ml) y los niveles de GLP-1 (pM) para cada grupo
de tratamiento se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11
Efectos de la inhibicion antisentido del GCGR en los niveles de glucagéon y GLP-1 en monos cynomolgus
Dia del tratamiento
Grupo de tratamiento 1 (estado 8 15 22 29 36 43 50 57 64
inicial)
GLP-1
Solucion salina 9 11 13 8 11 7 16 n/d n/d n/d
310457, 3 mg/kg 7 11 13 5 9 8 10 n/d n/d n/d
310457, 10 mg/kg 8 7 13 5 7 8 6 n/d n/d n/d
310457, 20 mg/kg 9 10 15 8 13 11 13 n/d n/d n/d
310457, recuperacioén 9 10 16 10 13 13 11 12 12 9
tras 20 mg/kg
325568, 3 mg/kg 5 9 8 5 7 16 7 n/d n/d n/d
325568, 10 mg/kg 6 13 7 6 8 11 9 n/d n/d n/d
325568, 20 mg/kg 6 11 7 9 8 10 7 n/d n/d n/d
325568, recuperacion 7 11 7 7 9 9 7 11 9 11
tras 20 mg/kg
Glucagon
Solucion salina 202 242 | 250 | 220 | 213 | 221 210 | nd n/d n/d
310457, 3 mg/kg 189 204 | 188 | 181 | 137 | 177 230 | nd n/d n/d
310437, 10 mg/kg 183 368 | 350 | 386 | 381 | 594 689 | n/d n/d n/d
310457, 20 mg/kg 190 285 | 386 | 488 | 621 | 842 754 | nd n/d n/d
310457, recuperacion 189 422 | 507 | 519 | 991 | 1023 | 996 | 1715 | 1786 | 1488
tras 20 mg/kg
325568, 3 mg/kg 253 198 | 230 | 261 | 294 | 329 330 | n/d n/d n/d
325568, 10 mg/kg 203 297 | 315 | 360 | 376 | 490 426 | n/d n/d n/d
325568, 20 mg/kg 160 213 | 251 | 379 | 508 | 423 403 | n/d n/d n/d
325568, recuperacion 222 373 | 370 | 434 | 537 | 500 526 | 1513 | 792 970
tras 20 mg/kg

Otra forma de realizacion de la presente divulgacion es un procedimiento para aumentar los niveles de GLP-1 en un
animal mediante la administracion de un oligonucleétido antisentido dirigido al GCGR. En formas de realizacion de
preferencia, el oligonucledtido antisentido es un oligonucledtidos de abertura ampliada. En una forma de realizacion,
el oligonucledtido antisentido comprende una abertura de 16 desoxinucleétidos flanqueada en ambos extremos, 5’ y
3’, con dos 2-O-(2-metoxietil) nucledtidos. En algunas formas de realizacion, el oligonucledtido antisentido
comprende una abertura de 14 desoxinucleotidos flanqueada en ambos extremos, 5 y 3’, con tres 2’-O-(2-metoxietil)
nucleétidos o una abertura de 12 desoxinucledtidos flanqueada en ambos extremos, 5 y 3’, con cuatro 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos. En formas de realizacién de preferencia, el oligonucleétido antisentido es ISIS 325568. En
otra forma de realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende el ISIS 325568.
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 2034
<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 1

ggatctggca
gacggcgggg
gcagcttcag
tcagctgcecec
cctgccagat
acccctgcetg
gatggacttc
cctgectgcecce
gccggacacc
ccacaaagtg
tggaccccgg
tgaggtccag
ctacagcctg
gctgcactgc
cagctccgtg
cgacctcagt
ggtgttcatg
cctgcacaac
gggcatcggce
gttcgagaac
gttcccegtce
gctcgtggcc
caagtccacg
gacggacgag
cagctccttc
gtcggagctg
gaacaccagc
gcagtttggg
cctecctaga
ctctggcacc
gcgggggage
ttgggcctcce
gggcgggagt
tcccatgtge

gcgccgcgaa
agccaagccg
gggaggacac
tcggaggagce
gtgggaggca
ctgttgctge
ctgtttgaga
cctceccacgg
cccgccaata
caacaccgct
gggcagcctt
aaggaggtgg
tcecectggggg
acccgcaatg
ctggtcattg
gtcagcacct
caatatggca
ctgctgggcc
tggggtgccc
gtccagtgct
ttcctggcecea
aagctgcggg
ctgaccctca
cacgcccagg
cagggcctgc
cggcggcegtt
aaccacaggg
aggggtggtg
ttggctgaga
cagaggcgtc
caacagcagc
tctcectgea

gggggctgtg
atggaaatgt

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico

gacgagcggt
acccccgagce
cccactggcec
gtacacacac
gctagctgcc
tgctgctggce
agtggaagct
agctggtgtg
ccacggccaa
tcgtgttcaa
ggcgtgatgce
ccaagatgta
ccctgctect
ccatccacgc
atgggctgct
ggctcagtga
tcgtggccaa
tggccaccct
ccatgctgtt
ggaccagcaa
tcctgatcaa
cacggcagat
tccctcetget
gcaccctgceg
tggtggctgt
ggcaccgctg
cctcatcttce
gcagccagga
gccccttctg
gctggacaac
ccccacctac
cctgecttgt
ccgtgaactg
cctccaacaa

caccggcgcc
agcgccgcgce
aggacgcccce
accaggactg
cagaggcatg
ctgccagcca
ctacggtgac
caacagaacc
catctcctgc
gagatgcggg
ctcccagtgce
cagcagcttc
cgccttggcec
gaatctgttt
caggacccgc
tggagcggtg
ctactgctgg
ccccgagagg
cgtcgtcecccee
tgacaacatg
cttcttcatc
gcaccacaca
gggcgtccac
ctccgccaag
cctctactgce
gcgecctggge
gcccggcecac
ttcatctgcg
aaccctgcetg
ccagaactgg
cccecacccee
ccctggtgca
cgtgccagtg
taaagagctc

24

cgacccgagce
gggccctgag
aggctctgct
cattgcccca
cccecccecctgcec
caggtcccct
cagtgtcacc
ttcgacaagt
ccctggtacc
cccgacggtce
cagatggatg
caggtgatgt
atcctggggg
gcgtccttcg
tacagccaga
gctggctgcec
ctgctggtgg
agcttcttca
tgggcagtgg
ggcttctggt
ttcgtccgea
gactacaagt
gaagtggtct
ctcttctteg
ttcctcaaca
aaagtgctat
ggccctccca
gagaccccct
ggaccccagce
acgcccagct
cagtgtggct
gaggtgagca
tccccacgta
aagtggtcac

gcgcccagag
gctcaaaggg
gctctgccac
gtgtgcagcc
agccacagcg
ccgectcaggt
acaacctgag
attcctgctg
tgccttggca
agtgggtgcg
gcgaggagat
acacagtggg
gcctcagcaa
tgctgaaagc
aaattggcga
gtgtggccge
agggcctgta
gcctctacct
tcaagtgtct
ggatcctgcg
tcgttcagcet
tccggctggce
ttgccttcegt
acctcttcct
aggaggtgca
gggaggagcg
gcaaggagct
tggctggtgg
tagggctgga
gaggctgggg
gtctgcgaga
gaggagtcca
tgtcggcacg
cgtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2034
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<400> 2

gcactttgtg gtgccaaggc
<210>3

<211> 1875

<212> ADN

<213> R. norvegicus

<400> 3
gaattcgcgg
agcaacctga
gtgggggggt
ctgctgctgg
ttgtttgaga
ccacctactg
cctcccaaca
cagcaccgcc
gggcagtcat
aagggggtag
tccetggggg
acccggaact
ctggtcattg
gtgagcgtct
cagtacggca
ctgctgagca
tggggatctc
gtccagtgct
ctcctggceca
aagctgcgtg
ctgaccctca
catgcccagg
cagggtctgc
ctgcggegtt
agccatggca
cagcttatga
ttggccagta
ccaagttgga
tgaagaggca
gccgggtaca
aactatgggt
aagagctccc

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

20

ccgccgeegg
ggagaggtgc
ggctacccag
tggtgctgtc
agtggaagct
agctggtctg
ccactgccaa
tagtgttcaa
ggcgcgacgc
ccaagatgta
ccttgctcecct
acatccacgg
attggctgcet
ggctcagtga
tcatagccaa
tcaccacctt
ccctgctgtt
ggaccagcaa
tactgatcaa
cccatcagat
ttcctctget
gcaccctgeg
tggtggctgt
ggaggcgatg
gccacatggc
gtgcaggcag
gtctcccaag
ttcagaaagg
aagcagcaag
ggccacattg
gttcccatga

gtagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 4

gcactttgtg gtaccaaggt
<210>5

<211> 2378

<212> ADN

20
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gccccagatc
acacaccccc
aggcatgctc
atgtctgcca
ctatagtgac
caacagaact
catttcctgce
gaggtgtggg
ctcccaatgt
tagcagctac
ggcgctggtc
gaacctgttc
caagacacgc
tggggcggtg
ctactgctgg
ctcggagaag
tgtcatcccc
tgacaatatg
ttttttcatc
gcactatgct
gggagtccac
ctccaccaag
tctctactgt
gcaagaaggc
cccagcaggyg
cagcagtggg
gctggctgac
gcctcacaag
acagcagctt
atggagtagg
gtgttgccat

ccagtgcgcg
aaggacccag
ctcacccagc
aaggcaccct
cagtgccacc
ttcgacaagt
ccctggtacc
cctgatgggce
cagatggatg
caggtgatgt
atcctgctgg
gcgtccttcg
tatagccaga
gctggctgca
ttgctggtgg
agcttcttct
tgggtggtgg
ggattctggt
tttgtccgca
gattacaagt
gaagtggtct
ctcttttttg
ttcctcaaca
aaagctcttc
acttgtcatg
actggctgtg
agccccacct
acaacccaga
gtactatcca
ggctggatat
gttccatgca

25

aggagcccag
gcacccaacc
tccactgtcc
ctgcccaggt
acaacctaag
actcctgcetg
taccttggta
agtgggttcg
atgacgagat
acactgtggg
gcctcaggaa
tgctcaaggc
agattggaga
gagtggccac
agggtgtgta
ccctctatct
tcaagtgtct
ggatcctgcg
tcattcatct
tccggectage
ttgcctttgt
acctgttctt
aggaggtgca
aggaggaaag
gtgatccctg
agccctctgce
gaatctccac
aacagatgcc
cactccccta
gatggagtag
cacagatatg

tcctagaccc
tctgccagat
ctacctgctg
aatggacttt
cctgctgcecec
gcctgacacc
ccacaaagtg
agggccacgg
cgaggtccag
ctacagtctg
gctgcactgc
tggctctgtg
tgacctcagt
agtgatcatg
cctgtacagc
gtgcatcggc
gtttgagaat
tatccctgta
tcttgtggce
caggtccacg
gactgatgag
cagctccttt
ggcagagcta
gatggccagc
tgagaaactt
gaagacctca
tggactccag
tggccaaggc
acctgtcctg
ccatgctatg
accttcagta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1875
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<213> H. sapiens

<400> 5

cctctagagt
agagccaggc
gctgggtggt
caggcaggga
catccaccct
tctcecectge
gttgggggtg
gtggccggag
gataaggccc
ccgcecctgecyg
ccaagcctgce
gcctcccatce
cagtctgtga
aggccccgtt
tacctggagg
gaaaccctct
cctggcactg
tattccattt
cactcgcggg
cagaattcag
gttgccaccce
ctcccacagc
ggccagctcc
cctgtggcegt
acctaggcac
ccccacacac
ctggggccaa
ggtcagcctg
agcacgccgg
caagagcatt
gcgaccctca
ctcctccecte
gcacagctga
tctcactgcce
attttttgta
agacctccgt
gcgcccggece
aggggaggac
ctcggaggag
atgtgggagg

caacatgaca
ttggccacgce
cctcecceccececa
acagctcatt
gctccagctg
acccctgagc
cacacagcgg
ccgcccagga
cttgcgtgac
ctgtctctgce
atggctgctc
ggcccctaca
cgcaggtgcce
agcggggcag
aggctaaaat
gctccagcetg
ccttccagcet
gagggtgccc
accccgcaca
ttggtgcaga
cgaactccca
cctggcaggc
tcctceccaagt
cccatgggat
cccggtgcetg
ttggcctgge
gtgatggaag
gcaagccagc
ggggctgtca
gggtcacctg
gagctgccag
ctatcgccct
ctgcaatgct
acaagctccc
tttttagtta
tgatccaccc
cccagctccc
accccactgg
cgtacacaca
cagctagctg

<210> 6

<211> 735

<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> 42, 346
<223>n=A,T,CoG
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ggcatcgaat
tgggctctaa
gggtgagcac
ggccagtgtc
ccccttgtcc
ctgecccacct
ggagaggcgg
cagtggcagt
cccagagctg
cagggagagyg
acctggctca
tgagcccagg
tgtccctgtce
ccetgggtgg
ccaggctgtc
cagccttcgce
ggctggcecct
caaagaagag
tgcacgtgga
aactgggctc
gctcagatgc
accacggggg
cgacgcccgce
ccaggaagcc
ggcagggggc
acagctgcaa
gtccaggcat
tttcccaggg
actgagggag
caggaaggtg
ccagccagcce
cttttttttt
gatctcgctc
gagtagctgg
gagacggggt
ccctcggect
tctttatccce
ccagacgccc
caccaggact
cccagaggca

ggctcctgtt
ggggctgtca
gcgtcccccece
cttectcett
ctctcececcgt
agcagtgccc
ctcctgectge
agatggggct
gggacgccaa
cccctactcet
ggaactgggg
gtccaagggc
attcagctgt
agctggcccc
ccgtggcagce
ccatctcctt
ccatctgccc
cccgtaacag
cccacaggaa
tgtagcaacg
tggctgtgge
atgtcctccce
agtgctaacc
caaccgagcc
acacatgtga
gccagcccag
cgccaccctce
gctaagaata
gaggtcacca
gctgccacca
ctgggtggca
tttttttttt
actgcaaggt
actacagacg
ttcactgtgt
cccaagttct
taggaccctg
caggctctgce
gcattgcccc
tgcccccce

26

tctctggcecag
ttttgcccag
cacccccact
gtccccgect
ccccectgcececceca
ctcgtccagg
tcctcaccca
gtttgatcag
aactgcccct
gtgggtcctt
atcagcgaca
tgaggttggg
cacactgctt
acgcgggctce
cagcagtcca
gccecctctcee
agccatccat
cccgggggcet
gaccctccct
aaaggccgat
atggggacca
caccctgtgc
tcaaaggact
ttgcacggca
cacagacccc
ccactttgct
acgcttggca
ggtgaggagg
tctggggagg
gcaatgagac
agagtgactc
ttgagacgga
ctgcecccggg
cccgccacca
agcggatggt
gggaaacagg
aggctcagag
tgctctgcca
agctgtgcag

agttgggggce
ggagctcctg
tcgaggcgcc
gcatctccac
gagccccagg
gccecctcetgg
gccecggctcea
gatcagggaa
cttcceceyac
cgceccecagca
cacgggtcct
agctctttag
ggggcatctc
acccagccecgce
ggcctgcceceg
ctggcttcce
ccacacctct
catagccagc
gcttctccca
ttgtgtagct
ggggctgtga
ccccacccta
gtgcagccag
cccacgaggc
tgagtgtggg
cgctgtggca
cattggctca
atggtgagga
ctggtcgccc
gaggggctct
ctcctggggt
gtctcgctct
ttcacgccat
cgcctggcta
ctcgatctcc
cgtgagcgcc
gggcagcttc
ctcagctgcc
cccctgecag

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
13880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2378



<400> 6

cagccacagce
caggtgatgg
ctgagecctge
tggcctcage
tgaggacccc
gtgtgcaaca
gccaacatct
ttcaagagat
gatgcctccce
gcaggcgcegg
cactgtaact
gtgggctaca
aggtaggatt

gacccctgcect
acttcctgtt
tgccceccctcece
acttcctgag
gccaaggggce
gaaccttcga
cctgccceccectg
gcgggcececga
agtgccagat
tggggctgga
cgcagaagga
gcctgtecct
ccgcce
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gctgttgctg
tgagaagtgg
cacgggtgag
ttctcttcat
cctgtcattc
caagtattcc
gtacctgcct
cggtcagtgg
ggatggcgag
tgggaacggg
ggtggccaag
gggggcgcetg

ttgctgctgg
aagctctacg
ccccececacce
gggaaggttc
ctcaggcccc
tgctggccgg
tggcaccaca
gtgcgtggac
gagattgagg
catgggggcc
atgtacagca
ctcctecgect

cntgcagggt
gtgaccagtg
agagcctttce
ctgggtgctt
caccaccgtg
acaccnccgce
aagtgcaaca
cccgggggea
tccaggtcag
cctgcctgge
gcttccaggt
tggccatcct

cccctececget
tcaccacaac
agcctgtgcece
atgcagcctt
ggcagagctg
caataccacg
ccgcttegtg
gccttggegt
tgggcggcag
cctcacaggc
gatgtacaca

ggggggccte

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
735

<210>7

<211> 11001

<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314
315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337
338, 339

<223>n=AT,CoG
<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358, 359, 360, 361,
362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384,
385, 386

<223>n=A,T,CoG
<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> 387, 388, 389, 390, 391, 392, 476, 480, 487, 535, 546, 553, 574, 596, 615, 635, 639, 780, 786, 1568, 1645,
2097, 2555, 2559, 2564, 2653, 2752, 2788, 2797, 2880, 2883, 2886, 2923, 3135, 3178, 3209, 3468, 3750, 3859,
3915, 4023, 4226

<223>n=A,T,CoG
<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> 4235, 4242, 4352, 4387, 4390, 4418, 4619, 4717, 4883, 5060, 5106, 5148, 5587, 6235, 6417, 6828, 6866,
6880, 6917, 6934, 6976, 6987, 6989, 6992, 6993, 6994, 6997, 6998, 6999, 7000, 7001, 7002, 7003, 7004, 7005
7006, 7007, 7008, 7010

<223>n=A,T,CoG
<220>

<221> caracteristica miscelanea

27
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<222> 7011, 7012, 7014, 7015, 7016, 7017, 7018, 7019, 7020, 7021, 7029, 7047, 7053, 7056, 7058, 7070, 7089,
7092, 7099, 7105, 7110, 7111, 7141, 7234, 7235, 7236, 7238, 7239, 7241, 7242, 7243, 7245, 7246, 7247, 7249,
7250, 7251, 7252, 7253

<223>n=A,T,CoG
<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> 7254, 7255, 7256, 7257, 7258, 7259, 7260, 7262, 7290, 7311, 7320, 7462, 7467, 7477, 7479, 7482, 7485,
7487, 7504, 7937, 8081, 8106, 8233, 8353, 8578, 8628, 8646, 8670, 8673, 8675, 9059, 9397, 9443, 9448, 9773,
9913, 9923, 9925, 9927

<223>n=A,T,CoG

28



10

15

20

25

30

35

<400>7

cgctagactt
accctgcecct
ggccttectyg
cttctaacca
ggactaggaa
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ccggggtacg
cgcgganggg
gccecgnectce
atctggcagc
cggcggggag
ccgaggggac
ggccegnggge
ctcctcagtc
caccgtcggg
ggctgggggc
cacactcccc
acgcgtccecc
gaggactgcc
ctggccgcetce
ccctgeeegg
atgctccgac
ggccagggcet
cccacgcctg
gtggccceccectg
acatcccngg
ctgggagccce
tccaggtctg
ggagcgccca
gccctgcaaa
tgtggceegg
gaaggcgggce
gggcacctcg
gaacccccege
tgggcacctc
ggaacccctc
actgtgaagg
gaagggtaat
agtttctgtc
tgtcagtgtc
tcectteagg
cgtcgtccecec
atgggtgctc
agctggagtc
acttctgcac
ctcttgtatt
gcccacctgt
acnttnccaa

atcgtgccect
cacaagttgg
gaggctgcca
ggcagaagcc
ttgcaggact
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aggcgctccc
¢€gggcgggga
cgncgccgcce
gccgngaaga
ccaagccgac
gttggggagt
gcggggagcg
ccgtcagaca
caggtccagg
gggggtgtcg
actcagggcc
gaggcgcggg
cggtggcacc
ctcttcecgeg
ctccggececc
tctgaaccga
gctctctgcc
cccecgeccce
atcccgcececc
ctcccatccce
cgctgccttc
cgggtccctc
agagtcacgt
gcggccgggyg
caggcagctg
agggcacctc
ggaaccctcc
attgggcacc
gggaaccccce
ccctaattct
tggagggtgg
acggagcact
cactccttca
tccteteggg
ctggtgtcac
gtcccaggac
agctggaaat
tcnecctaccc
ctcctgectce
cagaggccct
ggcctgtgga
ccttctgttg

ES 2369 328 T3

cccecctecgga
agtatgaagc
ggcagcaagc
ctgcgcgacc
tcctetcectac
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgcgcagggt
ccctcggcetg
ctcgcecctge
cgagcggtca
ccccgagcag
cgacccggtg
gggagccgge
cccececgttcecce
ggtctcagcc
ctggccgcect
ccgggcccceg
gtctcaccag
ggcgceggecece
gcccacactg
cccggcegcecce
ctgaccccgg
cttggtattg
acggggtgag
ggtgccctga
ggagctcctc
ctggnaccag
agccgccceccee
gttctgccag
cagtggagct
tgggagggag
gggagcccecce
cattgggcac
tcgggaaccc
acattgggca
cagctgactc
ggtccctggt
gtggccccgg
gtcaacaaac
ggagagggct
cttcagtgat
cacagcagcc
tggtcccccce
atatgggacc
actatcagag
gacccctnag
tgctgagctg
aggctgaggg

gacgcctcat
gcaaaaccag
tttacagccc
tcacctgctt
tggcctgctce
nnnnnnnnnn
nngaattcag
gggcaggacc
ccgctcccac
gtcneccgeceg
ccggngccng
cgccgcgcgg
gggacagaga
cgggcggtct
caaccccggce
cctcceccececgt
ggcgccctgce
ccgccctggg
cgctgtctcc
aggatggggt
gcgactttga
caccacccgg
cccectegge
gggacatcag
ggcgcaggga
ccttccacta
aaagcgtctg
tggccgctcecc
agtgggaatc
ggaggacatg
caggtggccc
gaagggggtg
ccattgggca
ctcgggaacc
tcccattggg
cctcgggaac
caaggcctga
gggtcgtccc
ggagccccga
attgatcctg
gggtgagatc
ggggcagggt
tcagncctnce
ccggctccac
caccacccgc
acccagtgga
ggatccngga

tcgggggaat
gacacagagc

29

gagagctctc
tagaatgtaa
ctgggggagc
tgttcttggce
tggaaggctg
nnnnnnnnnn
cgcgccgagt
gaagctcgcc
cccecgegyggyg
gaaagtttgc
acccgagcgce
tgagcacctg
ccgcggggcg
ccggggtccg
tcggacacca
tctctggtcce
ggcggccaca
gagcgcacaa
ccteggtggg
gaggggtgtc
ccccggcaag
ccgactecggce
gcccgcecatcce
ggttgggggg
tagggctttg
ccttctcectgg
agaggcccect
acccatcctg
ggtggagcct
ggacaggaca
taagccctgg
gcatgcggtg
cctcgggaac
ccccacattg
cacctcggga
ccceccectatt
gaaggagctt
acctaccagc
gtggcagctc
ggctgaccgg
aacagaggag
ccccacttgg
tctncaggcece
ccacccecctgt
agggaacgga
gaattgcctc
ctaggggtgc
cctccaggat
ccncactcct

tgctagactt
ccaaggagct
gcgatggtga
ctctgcgttt
gtnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ctgcgtatgg
gggagnctgn
ccgencccga
accgancccg
gcccagagga
ggccgeggece
ggcgcggegn
ggctggtgceg
cccggtectg
tggggggcgce
ctgcagcggc
agcgccgcgg
ctcctgcccce
tgecgcceege
cgggtcactg
caccgggctt
tccaaggacc
tctgggtgcea
tcaacagcct
tttcacaaaa
tgcggacgcc
ggggcccagce
gacgcagcca
cggggtgcca
tggtggctgg
ggggtctaga
cccccacatt
ggcacctcgg
acccccentat
gggcaccttg
ggtcacctgg
tgtgtcgccg
cacagctggg
ggccecggggyg
cctceccttcet
gaagttaaat
aggctctctc
tggggtgagyg
ggacgctcac
cncacctcac
cctatgggga
ccccagecen
gggtcctgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



10

15

20

25

30

35

tgtttcaaag
tccagactgg
ggcactggct
ctcctgttte
gctgtcattt
gtccccccea
tcctecttgt
tctcececcgte
gcagtgcccc
ctcetgctge
agatggggct
gggacgccaa
ccectactcet
ggaactgggyg
ggtccaaggg
cattcagctg
ggagctggece
gtccegtgge
cgncccatct
ccctccatct
agagcccgta
tggacccaca
tgggctctgt
cagatgctgg
cacgggnggn
tcgacgcccg
tccaggaagc
gggcaggggyg
gcacagctgc
aggtccaggc
agctttccca
aactgaggga
ccctgcagga
tgccagccag
cgccctcttt
actgcaatgg
ctgccntcaa
tttttgtatt
agacctcgtg
cgcgccecggce
caggggagga
ccctcggagg
agatgtggga
gctgcetgttg
ggggccentcec
ctgecctgect
ccgtctgtcet
ctgcctgtct
cggcctgect
cgtctgcctg
tgtctgcctg
tgtctgcceg
tgcctatcca
tgcctgtcetg
tgtctgtctg
gtgtcccceca
agctctacgg
cccccacccea

gggaaggttc

aaaggcctgg
ctgcccggcet
tggggggtgce
tctgncagag
tgcccaggga
ccecceccacttce
cccecgectg
ccctgccecag
tcgtccaggg
tcctcaccca
gtttgatcag
aactgcccct
gtgggtcctt
atcagcgaca
ctgeggttgg
tcacactgnc
ccacngcggg
agccagcagt
ccttgcccct
gcccagccat
acagcccggg
ggaagaccct
agcaacgaaa
ctgtggcatg
atgtcctccce
cagtgctaac
ccaaccgagce
cacacatgtg
aagccagccc
accgccacce
ggggctaaga
ggaggtcacc
aggtggctgce
ccagccctgg
tttttttttt
cttgatctecn
gctcccgagt
tttagtagag
atccacccce
ccccagcetcec
caccccactg
agcgtacaca
ggcagctagce
ctgctgctgc
tgtgaggact
gtctgtctgt
gtccatctgt
gtctgcctgt
gcctgcecctgt
cctgtececgtce
cctgtececgtce
tctgcctgtce
tctgcctgcece
tctgecctgte
cctgtctgtce
gccacaggtc
tgaccagtgt
gagcctttca
ctgggtgctt
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gggactgggc
ggaaggtggg
tcccagtggce
ttggggcaga
gctcctggnc
gaggcgccca
catctccacc
agccccaggt
cccctectggg
gcccggctca
gatcagggaa
cctcececcac
cgccccagca
cacgggtcen
gagctcttta
ttggggcatc
ctcacccagc
ccaggcctgce
ctccecegget
ccatccacac
ggctcatagc
ccctgnettce
ggccgatttg
gggaccaggg
caccctgtgce
ctcaaaggac
cttgcacggc
acacagaccc
agccactttg
tcacgecttgg
ataggtgagg
atctggggag
canccagcaa
gtggcaagag
ttttttttga
gctcactgca
agctgggact
acggggtttc
ctcggectcec
ctctttatcc
gccaggacgc
cccaccagga
tgcccagagg
tggcctgecca
gcacactgat
ctgccegtcet
ccatctgcct
ccatctgtcc
ctgtctgctg
tgcctgtccg
tgcctgtccg
tgtctgcctg
tatctgtctg
tgtccatctg
tgcctgcectg
cccteegcete
caccacaacc
gcctgtgect
atgcagcctt

agccaacccec
gccctggceac
tctagagtca
gccaggcttg
tgggtggtcc

ggcagggaac
atccaccctg

ctcccctgcea

ttgggggtgce
gtggccggag
gataaggccc
ccgcectgecg
ccaagcctgce
tgcctccceat
gcagtctgtg
tcaggccccg
cgctacctgg
ccggaaaccc
tcececectgge
ctcttattcc
cagccactcg
tcccnacaga
tgtagctgtt
gnctgtgact
ccccaccenct
tgtgcagcca
acccacgagg
ctgagtgtgg
ctcgctgtgg
cacattnggc
aggatggtga
gctggtcece
tgagacgagg
tgactcctcc
gacggagtct
agctctgect
acagacgccc
actgtgttag
caaagttctg
ctaggaccct
cccaggctcet
ctgcattgcc
catgcccccce
ggtgaggact
ggctctctgt
gcctgceccat
atccatctgc
atctgcctat
cctgtctgtce
tctgcctgece
tctgectgece
tcecgtetgec
tccgtcectgee
cctatccatc
tctgtctgtc
aggtgatgga
tgagcctgcet
ggcctcagca
tgaggacccc

30

tccctegget
gcgaggacct
acatgacagg
gccacgctgg
tcececccagg
agctcattgg
ctccagctgce
cccecctgagcec
acacagtngg
ccgcccagga
cttgcgtgac
ctgtctccgce
atggctgctce
cggcccctac
acgcaggtgc
ttagcggggce
aggaggctaa
tctgctccecag
actgccttcc
atttgagggt
cgggaccccyg
anttcagttg
gccaccccga
cccacagcecc
aggccagctc
gcctgtggeg
cacctaggca
gccccacaca
cactggggcc
tcaggtcagc
ggaagcagcc
cacccaagag
ggctctgcga
tggggtctcc
cgctctgtca
cccgggttca
gccaccancg
ccaggatggt
ggattacagg
gaggctcaga
gctgctctgce
ccagctgtgce
tgccagccac
cacagcaccc
ctgecctgect
ctgcctgtct
ctgcctgtct
ccatctgect
cgtctgcctg
tgcctgtcetg
tgtctgcctg
tgtctgtccg
tgcctgtctg
tacctgceccetg
tgtctggttg
cttcctgttt
gccccectceccec
cttcctgagt

gccaaggggc

cgctggggtce
catgtgtgga
catcgaatgg
gctctaangg
gtgagcacgc
ccagtgtcct
cccttgtccc
tgcccaccta
ggagaggcgg
cagtggcagt
cccagagctg
cagggagagg
acctggctca
atgagcccag
ctgtcecctgt
agccctgggt
aatccaggct
ctgcagcecctt
agctggcetgg
gccccaaaga
cacatgcacg
gtgcagaaac
actcccagct
tggcaggcac
ctcctccaag
tcccatggga
ccececggtgcet
cttggcctng
aagtgatgga
ctggcaagcc
gggggctgtc
cattgggtca
ccctcagagc
tccctcctat
cccaggctag
cgccattctc
cctggctaat
ctcgatctce
cgtgagccgce
ggggcagctt
cactcagctg
agcccctgcc
agcgacccct
tcagcaccca
gcctgectge
gtctgectgt
gcctgtccgt
gcctgtcectgt
tctgcctgtce
tctgcctgcece
cctgtctgcec
tctgtccatc
tctgcctgtc
cctgtctgcce
cttgntgcat
gagaagtgga
acgggtgagc
tctcttncat
cctgtcattc

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
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ctcaggcccc
gacttgcctc
ctgctgcectge
agtgggcaga
ggagagtgta
tcacccggga
gggcaggtgt
gcgatgcacc
ctgagagaag
nggggtctnc
tagcggagne
ngaggtggag
ccgagctcag
tncectgece
ttcgacaagt
ccctggtacc
cgggcccagg
cgcnttegtg
gccttggegt
tgggcggcag
cctcacaggc
gatgtacaca
ggggggcecte
acgggcgcetg
gaatctgttt
tcaggacccg
atggagtgag
ggccangtag
gcggtgttca
tacctgcaca
ctgggcatcg
cctttgggac
ggcagtggtc
ggagggaccg
agcctggtgce
aattagatcc
gccccnagta
gcttctggtg
ccaggaacgc
agcatcctgt
gccagcaccc
gggctatgtg
gccttccaag
ctcacacaga
cgggcacggce
tctcgagacc
acgtggatgg
ctggccaagt
ttcgtgacgg
cttcctecage
tgccacccct
tcaacaagga
caggggcaga
ggggcccaag
tcaggccceee
cccaggtgtce
ggagcttgtg
agcaggtcec
tceceectcecee

caccaccgtg
aggccgcaga
tgcccccagg
cagtgccagg
tatcatggcc
ggcagtgcct
ggcagcctce
tgggaangga
gtcacngaga
caagggaagg
tngtccagng
gtcaagtggg
gcttccagag
tgctctgceccee
attcctgctg
tgcecttggcea
gtggggctga
ttcaagagat
gatgcctccc
gcaggcgegg
cactgtaact
gtgggctaca
aggtaggatt
actggctgtg
gcgtcenttce
ctacagccag
cccccctegg
ccgcgctcac
tgcaatatgg
acntgctggg
gctggggtga
cancagctgc
aagtgtctgt
gggggctggg
ctggggaggg
tggcaaaatc
tgtgagtggc
gatcctgegg
accccaggcece
ctgagagcgc
tggacactga
gcccagggcece
ggcacagagc
tcaacttctt
agatgcacca
tggagaccct
tgcgggccga
ccacgctgac
acgagcacgc
tcecttccagg
gaccaccctg
ggtaggtggg
gagaggcaca
cctttececte
aggacaggtt
tgcagactgc
tcgctctgea

ggntggggtg
caggtgcagt
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ggcaggtgag
gccaggaaat
cccagatggg
gcgtggaagce
tggacacttg
gggttcggat
attggngcag
tgaaaatggc
atggggnanc
tgtcctnecag
gaggnggatn
ggagggagca
agaggagaga
tgcectacen
gccggacacce
ccacaaaggt
cncccangcc
gcgggeccga
agtgccagat
tggggctgga
cgcagaagga
gcctgtcect
ccgccagcgce
cccacagcaa
gtgctgaaag
aaaattggcg
cggccccagg
actgcacctg
catcgtggcc
cctggccacc
gtgggctggce
tgcccceccac
tcgagaacgt
gtgcggcget
ggtcatttgt
gggacggggg
ctggcctegn
ttcceegtcet
cctcctcect
tgggagggag
gccaggctgt
tatcttgcectg
tgttccctgg
catcttegtce
cacagactac
cagggccaga
gggtgggggc
cctcatcecct
ccagggcacc
tgncecgencg
tctctccagg
agtgggggcea
gggatgccag
cccetgetcet
ggcctcagece
tttcecgtggce
cccctcagag
gangnangga
cggagctgcg

gtaacgaggt
aacagaacgg
taataccacc
tgggacccag
gggtgcaggg
gagggaggca
agggagcagn
attngggttc
cnnntgnnnn
agntgnantt
ntcaggtgag
gcccaggceca
ggcnnncnna
taccctgcag
cccgccaata
acccatagag
tcececeencna
cggtcagtgg
ggatggcgag
tgggaacggg
ggtggccaag
gggggccectg
ccggggceggce
gctgcactgce
ccagctccgt
acgacctcag
caggtgggtg
taccaggcgg
aactactgct
ctccccgaga
atgagagggg
aggtgccccc
ccagtgagta
ctggcctgag
gaccttctcc
tgctgagggg
cangntgctg
tcctggecat
tggcgtcctg
ccggcaccca
tcctecectgg
ccaggcccac
ggctcgggat
cgcatcgttc
aagttccggt
gggcagcetgg
ggtgggtgac
ctgctgggeg
ctgcgentcce
cccgecgget
gcctgectggt
tctgagacca
ccccaccect
tattgggtgc
ccatcgcectac
gatgctgggt
cggagactgg
cagngcaggc
gcggegttgg

31

aactgagcca
tggcattgcc
tacagccccg
gggcctggga
agaggatagg
gccaccanct
atgtggcagc
agcccccaga
nnnnnnnnan
cagggctggn
gaaggtggag
tgtcctgggce
nnnannncnn
agctggtgtg
ccacggccaa
gggaggaact
cnacncnccc
gtgcgtggac
gagattgagg
catgggggcc
atgtacagca
ctcctcgecet
cgcagaggac
acccgcaatg
gctggtcatt
tgtcagcacc
nggtgggcag
tggctggctg
ggctgetggt
ggagcttctt
gttaaggcag
atgctgttcg
tgagcggcetg
gcagggaggg
cttcctttte
c¢ggagggngc
gaccagcaat
cctggtgagg
aggctgcccc
gacaggacac
ctgtgtgececce
ctgcaggagg
gcccctgact
agctgctcgt
gggtgccgceg
gggtggggac
tcaggcgctg
tccacgaagt
gccaagctct
ccceccgecceg
ggctgtcctc
tcagcactgg
gcccgggggt
agttgccatg
ggtgtccacc
ggcatagctg
gcatctccga
cctaggactg
caccgctggce

cagagctggg
ccagaaccgg
tggagttttc
gggctcgggt
gctggaggac
gggcagaggg
cacaggtttg
gagggaggtg
nntnnnnnnn
ctgggegtge
gtcagatggg
gaggtgacgg
nnnnnnnnnn
naacagaacn
catctcctge
gtgggggggg
agtgcaacac
cccgggggea
tccaggtcag
cctgecctgge
gcttccaggt
tggccatcct
agggaggagg
ccatccacgce
gatgggctgce
tggctcagtg
ccaggcaggt
ccgtgtggcec
ggagggcctg
cagcctctac
gctgaccaag
tcgtcccecctg
gacagcctgg
gccggggatg
tgagaccncg
tgggggcetgt
gacaacatgg
aaatgaagag
aggagacagc
caggacactg
accagcccca
gtcaggtggg
cgcaccctnt
ggccaagctg
gcagctggcg
tccaagctce
cctctgcagg
ggtcttcgece
tcttcgacct
gggcgcagtg
tactgcttce
ccgtceggggt
tggaacacgt
gcgctgggtg
gtngggggtc
tgcccagcag
tgaggcccac
gcectgecccyg
gcctgggcaa

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800

7860

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
39000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
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agtgctatgg
ccctcccagce
gacccccttg
accccagcta
acgcccagct
ccccagtgtg
gcagaggtga
gtgtccccac
ctcaangtgg
cnagtggggg
ccntgetgtc
cagcctgtgce
cccectggac
agtggctaag
acccgagggce
cccttcctet
acaggccacg

gaggagcgga
aaggagctgc
gctggtggcee
gggctggact
gaggctgggg
gctgtctgceg
gcagaggagt
gtatgtcggc
tcacncgtgce
atggaacagn
ccagttcact
ccatctgagc
gctttggcca
gcggcatgag
gtcttctccc
gagcctcctg
tagcagattg

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 8

cgtgtgtctg tgctagtcce

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400>9

ggcaacgtga acaggtccaa
<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 10

gcccattgct ggacatgce

<210> 11

<211> 20

ES 2369 328 T3

acaccagcaa
agtttgggag
tccctagatt
ctggcaccca
gcgggggagce
agattgggcc
ccagggcggg
acgtcccatg
atgtcntgga
cggtgggtgg
cagagttggc
aggtcctggc
ccagagggtc
gcatcacagt
tggaggccgt
gcctccgttt
a

20

20

18

ccacagggcc
gggtggtggc
ggctgagagc
gnagggcgtc
caacagcagc
tcctctceect
agtgggggcet
tgcatggaaa
aagcagggct
tcagcgccag
actggaaccc
caccttccca
accattcacc
cccctgaccg
gaggacactg
catctcagct

32

tcatcttcge
agccaggatt
cccttctgaa
gctggacaac
nccccaccta
gcacctgent
gtgccgtgaa
tgtcctccaa
gganaatgct
tgcgggcectgt
cggaggatcc
tcntggttct
agcagagacn
accccatcag
gcacctggct
ccagccccct

ccggccacgg
catctgcgga
ccctgcetggg
ccagaactgg
ncccececnac
tgtccctggt
ctgcgtgcca
caataaagag
ggggccgaag
tgaagggtcc
ngaaggcagec
ggcgggcagt
tgaggggcac
cactggattc
catcggcceccg
cgggcaattt

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11001
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 11

agcccattgc tggacatgca

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 12

ttgtcccagt cccaggcectc

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 13

ctttccgttg gacccctggg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 14

gtgcgcgcga geccgaaatc
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico

ES 2369 328 T3

20

20

20

20
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<400> 15

atccaagtgc tactgtagta

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<220>

<221> caracteristica miscelanea

20
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<222>1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20

<223>n=A,T,CoG
<400> 16

nnnnnnNNNN NnnnnnNNNNN
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 17

gccctcecatg ctggcacagg
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 18

agcaaaagat caatccgtta
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico

20

20
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<400> 19

tacagaaggc tgggccttga
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 20

atgcattctg cccccaagga
<210> 21

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 21

tgcggttcec cgtctte

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 22

cttgtagtct gtgtggtgca tctg
<210> 23

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de PCR
<400> 23

catcttcgtc cgcatcg

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

ES 2369 328 T3

20

20

17

24

17
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 24

cagtgccacc acaacctaag ¢
<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 25

agtacttgtc gaaagttctg ttgca
<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de PCR
<400> 26

tgctgccccce acctactgag ctg
<210> 27

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 27

actgcacccg caacgc
<210> 28

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 28

cacggagctg gccttcag

ES 2369 328 T3

21
25
23
16
18
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<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de PCR
<400> 29

atccacgcga acctgtttgt gtcctt
<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 30

gaaccttcga caagtattcc tgct
<210> 31

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 31

gggcaggaga tgttggec
<210> 32

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de PCR
<400> 32

ccagacaccc ccgccaataa ca

ES 2369 328 T3
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24

18

22
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido antisentido con una longitud de 13 a 26 bases nucleicas dirigido a una molécula de acido
nucleico que codifica el GCGR humano, en el que el oligonucledtido comprende una primera regién, una segunda
regiéon y una tercera region, en el que dicha primera region comprende al menos 11 desoxinucleétidos, en el que
dichas segunda y tercera regiones comprenden de 1 a 4 2'-O-(2-metoxietil) nucleétidos, flanqueando dichas
segunda y tercera regiones la primera regién en los extremos 5 y 3’ de dicha primera region, en el que dicho
oligonucledtido tiene al menos un 85% de complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la
molécula de acido nucleico que codifica el GCGR humano, y en el que el oligonucleétido hibrida especificamente al
GCGR humano y reduce su expresion.

2. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido comprende una regién de
desoxinucleétidos con una longitud de 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 bases nucleicas.

3. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, en el que el oligonucledtido tiene una
longitud de 20 bases nucleicas.

4. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 3 caracterizado por:

(i) una regidon de 16 desoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3’ con dos 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtidos;

(i) una regioén de 18 desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con un 2’-O-(2-metoxietil) nucleétido;

(iii) una region de 17 desoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con uno o dos 2’-O-(2-metoxietil)
nucleotidos;

(iv) una region de 12 desoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5 y 3’ con cuatro 2’-O-(2-metoxietil)
nucledtidos; o

(v) una regién de 14 desoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3’ con tres 2'-O-(2-metoxietil)
nucleotidos.

5. El oligonucleétido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:
(i) al menos un enlace internucledsido es un enlace fosforotioato;
(ii) todos los enlaces internucledsido son enlaces fosforotioato;
(iii) al menos una citosina es una 5-metilcitosina; o
(iv) todas las citosinas son 5-metilcitosinas.

6. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 1, caracterizado por una regién de 16 desoxinucleotidos
flanqueada en sus extremos 5’ y 3’ con dos 2’-O-(2-metoxietil) nucledtidos en el que cada enlace internucleétido es
un enlace fosforotioato y cada citosina es una 5-metilcitosina.

7. El oligonucleétido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho oligonucleétido
tiene al menos el 90%, o al menos el 92%, o al menos el 95%, o al menos el 97%, o al menos el 98%, o al menos el
99% de complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la molécula de acido nucleico que codifica
el GCGR humano.

8. El oligonucledtido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el oligonucledtido esta
dirigido a una molécula de acido nucleico de ID. SEC. N° 1, ID. SEC. N° 5, ID. SEC. N°6 o ID. SEC. N° 7.

9. El oligonucledtido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el oligonucledtido esta
dirigido a una molécula de acido nucleico de ID. SEC. N° 1.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el oligonucledtido antisentido de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y opcionalmente un vehiculo, diluyente, potenciador o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

11. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 10, para su uso en la reduccion de la expresién del GCGR en
tejidos o células.

12. Uso de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 10 en la fabricacion de un medicamento para reducir la
expresion del GCGR en tejidos o células.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 10, para su uso en:
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(i) la disminucion de los niveles de glucosa en sangre en un animal;
(i) el aumento de los niveles de GLP-1 en un animal;
(iii) la mejora de la sensibilidad a la insulina en un animal;
(iv) la disminucién de los triglicéridos en sangre en un animal;
(v) la disminucion de los niveles de colesterol en sangre en un animal;
(vi) la prevencion o el retardo de la aparicion de niveles elevados de glucosa en sangre en un animal; o
(vii) la proteccion de la funcién de las células beta en un animal.
14. Uso de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 10 en la fabricacion de un medicamento para:
(i) disminuir los niveles de glucosa en sangre en un animal;
(i) aumentar los niveles de GLP-1 en un animal;
(iii) mejorar la sensibilidad a la insulina en un animal;
(iv) disminuir los triglicéridos en sangre en un animal;
(v) disminuir los niveles de colesterol en sangre en un animal;
(vi) prevenir o retardar la aparicion de niveles elevados de glucosa en sangre en un animal; o
(vii) proteger la funcién de las células beta en un animal.

15. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 10, para su uso en el tratamiento de un animal que tiene una
enfermedad o afeccion asociada con la actividad del glucagon a través del GCGR.

16. Uso de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 10 en la fabricacion de un medicamento para tratar a un
animal que tiene una enfermedad o afeccion asociada con la actividad del glucagon a través del GCGR.

17. La composicion farmacéutica de la reivindicacion15 o el uso de la reivindicacion 16 en el que:
(i) la enfermedad o afeccidn es una enfermedad o afeccién metabdlica;

(i) la enfermedad o afeccidn es la diabetes, la hiperglucemia, la obesidad, la hiperglucagonemia primaria, la
deficiencia de insulina o la resistencia a la insulina; o

(iii) la enfermedad o afeccion es la diabetes tipo 2.
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