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DESCRIPCION
Composiciones y sus usos dirigidos a la diacilglicerol aciltransferasa 1
Listado de secuencias

La presente solicitud se presenta junto con un listado de secuencias en formato electronico. El listado de secuencias
se proporciona como un archivo titulado DIBISO088WOSEQ.txt, creado el 6 de agosto del 2007 con un tamafio de
72 Kb. La informacion en el formato electronico del listado de secuencias se incorpora en el presente documento por
referencia en su totalidad.

Antecedentes de la invencion

La mala regulacién de la diacilglicerol aciltransferasa 1 puede desempefar un papel en el desarrollo de la obesidad.
Después de la diferenciacion de células 3T3-L1 de ratén en adipocitos maduros, se observan niveles de diacilglicerol
aciltransferasa | aumentados 90 veces. Sin embargo, la sobre expresion forzada de la diacilglicerol aciltransferasa 1
en adipocitos maduros sélo produce un aumento de 2 veces en los niveles de diacilglicerol aciltransferasa 1. Esto
conduce a un aumento en la sintesis de triglicéridos celular sin un aumento simultdneo en la lipdlisis de triglicéridos,
lo que sugiere que la manipulacién del nivel de estado estacionario de la diacilglicerol aciltransferasa | puede ofrecer
un medio posible para tratar la obesidad (Yu y col., J. Biol Chem., 277, 50876-50884 (2002)).

En una poblacién turca aleatoria, se han identificado cinco polimorfismos en la secuencia no codificante 5 vy
promotora de la diacilglicerol aciltransferasa 1 humana. Una variante comun, la C79T, reveld actividad promotora
reducida para el alelo 79T y esta asociada con un indice de masa corporal mas bajo, niveles de colesterol HDL mas
altos en plasma y una tension arterial diastélica mas baja en mujeres turcas (Ludwig y col., Clin. Genet., 62, 68-73
(2002)).

Ratones knockout con el gen diacilglicerol aciltransferasa 1 desactivado presentan fenotipos de interés que indican
la inhibicion de la diacilglicerol aciltransferasa como un posible tratamiento para la obesidad y la resistencia a
insulina asociada con la obesidad. Los ratones sin diacilglicerol aciltransferasa 1 son viables y aun pueden sintetizar
triglicéridos a través de otras rutas biolégicas. Aunque los ratones son magros y resistentes a obesidad inducida por
la dieta (Smith y col., Nat. Genet., 25, 87-90 (2000)), han disminuido los niveles de ftriglicéridos tisulares y han
aumentado la sensibilidad a la insulina y a la leptina (Chen y col., J. Clin. Invest., 109, 1049-1055 (2002)). Las
estrategias con moléculas pequefias para modular la sintesis de la diacilglicerol aciltransferasa | son ineficaces.
(Tabata y col., Phytochemistry, 46, 683-687 (1997); Tomoda y col., J. Antibiot. (Tokio), 52, 689-694 (1999)).

La diacilglicerol transferasa 2 posee actividad de diacilglicerol transferasa que utiliza un amplia serie de sustratos de
acil-CoA grasos de cadena larga (Cases y col., J. Biol. Chem., 276, 38870-38876 (2001); Lardizabal y col., J. Biol
Chem., 276, 38862-38869 (2001)). La diacilglicerol transferasa 2 es un miembro de una familia de genes cuyas
secuencias no estan relacionadas con la diacilglicerol aciltransferasa 1. (Cases y col., J.Biol. Chem., 276, 38870-
38876 (2001)).

De manera preferente, el ARNm de la diacilglicerol transferasa 2 se regula por incremento mediante tratamiento con
insulina, como se demuestra mediante ensayos in vitro que miden la actividad diacilglicerol de la fraccion de
membrana de adipocitos de ratén cultivados. En ratones en ayunas, la expresion de la diacilglicerol transferasa 2 se
reduce enormemente, y tras volver a alimentar, aumenta drasticamente. Los modelos de expresion de dos enzimas
que participan en la sintesis de acidos grasos, la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa, responden al ayuno
y a la realimentacién de una manera similar. Estos resultados, junto con la observacion de que la diacilglicerol
transferasa 2 se expresa abundantemente en el higado, sugieren que la diacilglicerol transferasa 2 esta
estrechamente relacionada con la ruta de la sintesis de acidos grasos enddgenos (Meegalla y col., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 298, 317-323 (2002)).

Estudios realizados con ratones que llevan una alteracion en el gen de la diacilglicerol aciltransferasa 1 proporcionan
pruebas de que la diacilglicerol aciltransferasa 2 contribuye a la sintesis de triglicéridos. Los niveles de expresion de
ARNm de la diacilglicerol transferasa 2 son similares en segmentos intestinales tanto de ratones con déficit de
diacilglicerol transferasa 1 como de tipo natural. Usando cloruro de magnesio para diferenciar entre la actividad
diacilglicerol transferasa 1 y 2, Buhman y col. observaron que, en ratones con déficit de diacilglicerol transferasa 1, la
actividad diacilglicerol transferasa se reducia al 50% en el intestino proximal y al 10-15% en el intestino distal
(Buhman y col., J. Biol Chem., 277, 25474-25479 (2002)).

Adicionalmente, los niveles de ARNm de la diacilglicerol transferasa 2 no se regulan por incremento en el tejido
hepatico o adiposo de los ratones con déficit de diacilglicerol transferasa 1, incluso semanas después de una dieta
rica en grasas. Sin embargo, en ratones ob/ob, que tienen una mutacién en el gen de leptina que produce obesidad,
la diacilglicerol transferasa 2 se expresa a niveles mas altos que en los ratones de tipo natural, lo que sugiere que la
diacilglicerol transferasa 2 puede ser parcialmente responsable de la masa grasa altamente acumulada observada
en estos ratones. Adicionalmente, las mutaciones combinadas de la leptina y de la diacilglicerol transferasa 1
conducen a una elevacion de tres veces en la expresion de la diacilglicerol transferasa 2 en tejido adiposo blanco, en
comparacioén con los niveles, en los mismos tejidos, de ratones con déficit en diacilglicerol transferasa 1. Estos datos
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sugieren que la leptina normalmente regula negativamente la expresion de la diacilglicerol transferasa 2 y que la
regulacién positiva de la diacilglicerol transferasa 2 en tejido adiposo blanco en estos ratones puede proporcionar
una ruta alternativa para la sintesis de triglicéridos que aun se produce en ratones con déficit en leptina/diacilglicerol
transferasa 1 (Chen y col., J. Clin. Invest., 109, 1049-1055 (2002); Cases y col., J. Biol Chem., 276, 38870-38876
(2001); Cheny col., J. Clin. Invest., 109, 175-181 (2002)).

La fibrosis hepatica es la acumulacion excesiva de proteinas de la matriz extracelular que se produce en muchos
tipos de enfermedades hepaticas cronicas. La fibrosis hepatica avanzada da lugar a complicaciones tales como
cirrosis, disfuncion hepatica e hipertension portal; lo que requiere frecuentemente un trasplante de higado. Las
causas comunes de la fibrosis hepatica incluyen infeccidn crénica de hepatitis C, alcoholismo y esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA). La EHNA se caracteriza por presentar obesidad, diabetes mellitus de tipo 2, dislipidemia v,
normalmente, resistencia a insulina. Los mecanismos celulares de la fibrosis hepatica incluyen la liberaciéon de
factores solubles de células de Kupfer que activaran a las células estrelladas hepaticas (CEH) en mioblastos
fibrogénicos. Las CEH activas también secretan citocinas para perpetuar el estado activo. Después de lesién
persistente, las CEH activas producen grandes cantidades de proteinas de la matriz extracelular (PME). La
degradacion de las PME se evita por la accion de citocinas tales como las TIMP. Actualmente, no hay ninguna
terapia convencional para la fibrosis hepatica. Como tal, el planteamiento que se recomienda seguir es eliminar el
agente causante, el que para la EHNA incluiria, la pérdida de peso y tratamientos especificos para el sindrome
metabdlico. (Véase por ejemplo, Battler, R. y Brenner, D.A., J. Clin. Invest. 115:209-218 (2005) y apéndice;
Elsharkawy, A.M., Oakley, F y Mann, D.A., Apoptosis v.10, n.4, 927-939 (2005); y Rockey, D.C. Clinincal
Gastroenterology and Hepatology 3:95-107 (2005)). Chen vy col., (Artherioscler. Thromb. Vasc. Biol., 25, 482-486
(2004)) investigaron la fisiologia de ratones con déficit de DGAT-1. Murry y col (Diabetes, 52, A300 (2003)) usaron
inhibidores de DGAT-1 para modular niveles de glucosa en ratones. El documento WO 02/086085 describe
anticuerpos que se unen a TIMP-1 para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades. El documento
US2004185559 describe moduladores de DGAT-1.

Existe una necesidad reconocida en la técnica para un tratamiento para la fibrosis hepatica.

Sumario de la invencién

La invencién proporciona un oligonucleétido antisentido dirigido a un acido nucleico que codifica un polipéptido de
diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT-1) para su uso en la mejora, tratamiento o prevencion de la fibrosis hepatica.
Otros aspectos de la invencién se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Sumario de la divulgacion

En el presente documento se desvelan compuestos, particularmente compuestos oligoméricos, especialmente &cido
nucleico y oligdmeros similares a acido nucleico, que se dirigen a un &cido nucleico que codifica la diacilglicerol
aciltransferasa 1 (en lo sucesivo en el presente documento “DGAT-1"). Los compuestos oligoméricos pueden ser
oligonucleétidos antisentido dirigidos a un acido nucleico que codifica un polipéptido de DGAT-1, particularmente
DGAT-1 humana que modula la expresion de DGAT-1. El acido nucleico que codifica la DGAT-1 puede tener una
secuencia de acido nucleico que es sustancialmente similar al N° de referencia de GenBank NM_012079.2,
registrado el 1 de abril del 2000 (SEC ID N°: 4). El acido nucleico puede ser la SEC ID N°: 4. Los compuestos
oligoméricos comprenden al menos una parte de 8 nucledsidos, preferentemente una parte de 12 nucledsidos o al
menos una parte de 15 nucleésidos, de las secuencias indicadas en las Tablas 3, 4 6 6, o tienen al menos una
identidad del 80% con segmentos diana validados, o las secuencias indicadas en o a continuacion en las Tablas 3, 4
06.

Se desvelan procedimientos para modular la actividad de la DGAT-1 en células o tejidos. La actividad de la DGAT-1
puede modularse mediante un compuesto que es especifico para la DGAT-1. El modulador especifico de la actividad
de la DGAT-1 puede ser un compuesto antisentido que se dirige a un acido nucleico que expresa el polipéptido
DGAT-1. La actividad de la DGAT-1 se modula en células o tejidos poniendo en contacto dicha célula o tejido con
dicho modulador. La actividad de la DGAT-1 se modula en un animal que necesita tal modulacién administrando el
compuesto a dicho animal. El modulador puede administrarse como una sal farmacéuticamente aceptable. El animal
que lo necesita padece fibrosis hepatica.

También se desvelan procedimientos para modular la expresion de la DGAT-1 en células o tejidos que comprenden
poner en contacto las células con al menos un compuesto modulador de la DGAT-1 y analizar las células con
respecto a indicadores de una disminucién en la expresion de ARNm y/o proteinas de DGAT-1 midiendo
directamente los niveles de ARNm y/o proteinas, y/o a indicadores de fibrosis hepatica.

Adicionalmente se desvelan procedimientos para la prevencién, mejora y/o tratamiento de la fibrosis hepatica,
deposicion de colageno aumentada en el higado, niveles elevados de ARNm de a-SMA, niveles elevados de ARNm
de TGF.beta, hidroxilprolina elevada, esterificacion de retinol reducida en el higado, activacion aumentada de células
estrelladas hepaticas y otros indicadores y criterios de valoracion de fibrosis hepatica que comprende administrar, a
un individuo que necesite tal intervencion, un modulador de DGAT-1.

Adicionalmente se desvelan procedimientos para la prevencion, mejora y/o tratamiento de la fibrosis hepatica por
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tratamiento de un agente causante, en los que el agente causante se trata modulando la expresion de la DGAT-1. El
agente causante puede ser, niveles de triglicéridos elevados en plasma, niveles de triglicéridos elevados en higado,
esteatosis hepatica, EHNA, EHGNA, obesidad, diabetes mellitus, dislipidemia, resistencia a insulina, sindrome
metabdlico, colesterolemia o combinaciones de los mismos.

Se desvelan procedimientos de uso de un modulador de la DGAT-1 para la preparacién de un medicamento para la
prevencién, mejora o tratamiento de una enfermedad, especialmente una enfermedad asociada con, e incluyendo al
menos un indicador de, fibrosis hepatica.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa una serie de graficos de la expresion de ARNm de DGAT-1 y DGAT-2 de tejido hepatico
de ratones en los grupos de control (alimentados con pienso normal), grupo placebo (dieta DMC y con solucion
salina) o grupo de tratamiento (dieta DMC y tratamiento con el ASO DGAT-1). Los resultados son a las 4 y 8
semanas.

La Figura 2 representa datos bioquimicos en plasma para los grupos de control, placebo y de tratamiento con
DGAT-1.

La Figura 3 ilustra que el tratamiento con DGAT-1 no mejoré la esteatosis hepética, como se indica mediante los
niveles de triglicéridos en higado y tincion de Aceite Rojo para los grupos de control, placebo y de tratamiento
con DGAT-1.

La Figura 4 es un grafico que muestra cambios en la hidroxiprolina a las 4 y 8 semanas para los tres grupos.

La Figura 5 ilustra las diferencias a las 4 y 8 semanas en diversos factores de fibrosis hepatica para los grupos
de control, placebo y de tratamiento con DGAT-1.

La Figura 6 representa una serie de graficos de la expresion de ARNm de DGAT-1 y de DGAT-2 de tejido
hepatico de ratones en los grupos de control (dieta con pienso normal), grupo placebo (dieta DMC y con solucion
salina) o grupo de tratamiento (dieta DMC vy tratamiento con el ASO DGAT-2). Los resultados son a las 8
semanas.

La Figura 7 ilustra que el tratamiento con DGAT-2 mejoré la esteatosis hepatica, como se indica mediante los
niveles de triglicéridos en higado y tincién de Aceite Rojo para los grupos de control, placebo y tratamiento con
DGAT-2

La Figura 8 representa un grafico que muestra cambios en la hidroxiprolina a las 4 y 8 semanas para los tres
grupos.

La Figura 9 representa una serie de graficos que ilustran el efecto del tratamiento con DGAT-2 sobre la expresion
de ARNm activador de CEH. Estos resultados son a las 8 semanas.

Descripcion detallada de la invenciéon

La fibrosis hepatica es un problema de salud principal que surge por lesion hepatica créonica mediante una diversidad
de factores etiolégicos, incluyendo virus, alcoholismo y componentes del sindrome metabdlico. (Elsharkawy, A.M. y
Mann, D.A., Apoptosis, v.10, n.4 (2005). Las intervenciones terapéuticas para estas enfermedades o afecciones no
son satisfactorias. (Véase, por ejemplo, Battler, R. y Brenner, D.A., J. Clin. Invest. 115:209-218 (2005) y apéndice;
Elsharkaway, A.M., Oakley, F. y Mann, D.A., Apoptosis v.10, n.4, 927-939 (2005); y Rockey, D.C. Clinincal
Gastroenterology and Hepatology 3:95-107 (2005)). En el presente documento se proporcionan compuestos para la
prevencién, mejora y/o tratamiento de la fibrosis hepatica.

Como se usa en el presente documento, el término “prevencion” significa retrasar o impedir la aparicion o desarrollo
de una afeccion o enfermedad durante un periodo de tiempo de horas a dias, preferentemente de semanas a
meses. Como se usa en el presente documento, el término “mejora” significa una disminucién de al menos un
indicador de la gravedad de una afeccion o enfermedad. La gravedad de indicadores puede determinarse mediante
medidas subjetivas u objetivas conocidas por los expertos en la técnica. Como se usa en el presente documento,
“tratamiento” significa administrar una composicion de la invencion para efectuar una modificacion o mejoria de la
enfermedad o afeccion.

En el presente documento se desvelan compuestos antisentido, incluyendo oligonucleétidos antisentido y otros
compuestos antisentido para su uso en la modulacion de la expresion de moléculas de acido nucleico que codifican
la DGAT-1. Esto se consigue proporcionando compuestos antisentido que se hibriden con una o mas moléculas de
acido nucleico diana que codifican la DGAT-1. Como se usa en el presente documento, las expresiones “acido
nucleico diana” y “molécula de acido nucleico que codifica la DGAT-1" se han usado por conveniencia para incluir
ARN (incluyendo pre-ARNm y ARNm o partes de los mismos), transcritos de ADN que codifican la DGAT-1 y
también ADNc derivado de dicho ARN. En una realizacién preferida, el acido nucleico diana es un ARNm que
codifica la DGAT-1.

Acidos nucleicos diana

“Dirigir” un compuesto antisentido a una molécula de acido nucleico diana particular puede ser un proceso multi-
etapa. El proceso normalmente comienza con la identificacién de un &cido nucleico diana cuya expresién va a
modularse. Por ejemplo, el acido nucleico diana puede ser un gen celular (0 ARNm trascrito del gen) cuya expresion
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se asocia con una patologia o trastorno particular, o0 una molécula de acido nucleico de un agente infeccioso. Como
se desvela en el presente documento, el acido nucleico diana codifica la DGAT-1. El “sitio diana” se refiere al
nucledsido lo mas 5’ sobre un acido nucleico diana que se hibrida con un compuesto oligomérico. El sitio diana se
calcula en base al disefio del compuesto oligomérico con respecto a la secuencia del 4cido nucleico diana.

Variantes

También se conoce en la técnica que, a partir de la misma regiéon genémica de ADN, pueden producirse transcritos
de ARN alternativos. Estos transcritos alternativos se conocen generalmente como “variantes”. Mas
especificamente, las “variantes de pre-ARNm” son transcritos producidos a partir del mismo ADN gendémico que
difieren de otros transcritos producidos a partir del mismo ADN gendmico en su posicidn de inicio o de terminacion y
contienen secuencias intrénicas y exoénicas. Las variantes pueden dar como resultado variantes de ARNm
incluyendo, pero sin limitacién, aquellas con puntos de union de corte y empalme alternos, o codones de inicio y de
terminacion alternos. Las variantes en secuencias gendmicas y de ARNm pueden dar como resultado
enfermedades. Dentro del alcance de la presente invencion se encuentran compuestos antisentido dirigidos contra
dichas variantes.

Nombres, sinénimos, caracteristicas de la diana.

En el presente documento se desvelan composiciones y procedimientos para modular la actividad de la DGAT-1
(diacilglicerol O-aciltransferasa, producto 1 génico relacionado con ACAT; ARGP1; Acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferasa; DGAT; DGAT1; acil coenzima A:gen 1 relacionado con la colesterol aciltransferasa; diacilglicerol
aciltransferasa; diglicérido aciltransferasa). En un ejemplo preferido estas composiciones y procedimientos modulan
la expresion de una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de DGAT-1. La Tabla 1 indica los
numeros de referencia de GenBank de secuencias correspondientes a moléculas de acido nucleico que codifican la
DGAT-1 (nt = nucleétido), la fecha de registro de la version de la secuencia en el GenBank y la SEC ID N°
correspondiente en la presente solicitud, cuando se asigna, cada una de las cuales se incorpora por referencia en el
presente documento. Preferentemente, las composiciones y procedimientos modulan la expresion del polipéptido de
DGAT-1 a partir de una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia que es sustancialmente similar a
la SEC ID N°: 4. La expresion “sustancialmente similar” significa que una secuencia de interés tiene al menos una
identidad del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95% 96%, 97%, 98% o 99% con una secuencia dada. Sin
proporcionar ninguna lista exhaustiva de porcentajes, el uso de al menos en este contexto significa que la similitud
entre las secuencias incluye el numero indicado anteriormente y todos los calculos de identidad mayores que,
incluyendo numeros enteros y parciales. Por ejemplo, al menos el 70% incluye todos los nimeros enteros y todos
los nimeros decimales desde el 70% al 99,9%. Unicamente como ejemplo, una secuencia de interés y una
secuencia dada, ambas con una longitud de 300 nucledsidos consecutivos, pero compartiendo una identidad solo
entre 278 nucledsidos, deberian tener una identidad del 92,6%. Un experto habitual en la técnica determinara
facilmente estos porcentajes. La identidad en porcentaje entre dos secuencias puede determinarse mediante
algoritmos de alineamiento convencionales tales como ClustalX, cuando las dos secuencias estan en el mejor
alineamiento de acuerdo con el algoritmo de alineamiento. Lo mas preferentemente, las composiciones y
procedimientos modulan la expresién del polipéptido de DGAT-1 a partir de una molécula de acido nucleico que es
la SEC ID N° 4.

Tabla 1

Dianas génicas

Especie N° GenBank Fecha GenBank SEC ID N°
Ser humano|BQ084235.1 4 de abril del 2002 1
Ser humano/AW391923.1_COMP 4 de febrero del 2000 2

Ser humano|NT_031818.5_TRUNC_226000_247000_COMP|1 de agosto del 2002 * |3

Ser humano|NM_012079.2 1 de abril del 2000 4
Ser humano|BI907285.1 16 de octubre del 2001 |5
Ser humano|BQ225153.1 2 de mayo del 2002 6
Ratén AF078752.1 12 de noviembre de 1998|7
Ratén Al448840.1_COMP 26 de febrero de 1999 |8
Raton NM_010046.2 19 de junio del 2003 9
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Dianas génicas

Especie N° GenBank Fecha GenBank SEC ID N°

*sustituida por NT_037704

Modulacion

“Modulacién” significa que la actividad de un compuesto estd modificada. La modulacion de la DGAT-1, por ejemplo,
significa que la actividad de la DGAT-1 esta modificada mediante la modulacion directa del polipéptido de DGAT-1,
mediante la modulacion de su expresion a partir de ADN o ARNm, o una combinacion de las mismas. La modulacion
directa de la DGAT-1 puede incluir moléculas pequefias, polipéptidos, acidos polinucléicos, anticuerpos u otros
compuestos que interaccionen con el polipéptido de DGAT-1 para modular (aumentar o disminuir) la actividad de
este polipéptido. La modulaciéon de la expresion de un acido nucleico diana puede conseguirse mediante la
modificacién de cualquiera de las funciones del acido nucleico (ADN o ARN). Por ejemplo, y con respecto a la
modulacion de la expresion de ARNm, modulacién significa tanto un aumento (estimulacién o induccién) como una
disminucion (inhibicién o reduccién) de la expresion del polipéptido de DGAT-1 a partir del acido nucleico. Como otro
ejemplo, la modulacidon de la expresién puede incluir perturbar la seleccion del sitio de corte y empalme del
procesamiento del pre-ARNm. “Expresién” incluye todas las funciones mediante las cuales una informacion
codificada por un gen se convierte en estructuras presentes y operativas en una célula. Estas estructuras incluyen
los productos de transcripcion y de traduccion. La modulacidon de la expresion significa la perturbacion de dichas
funciones. Las funciones del ARN a modular pueden incluir funciones de translocacion, que incluyen, pero sin
limitacion, translocacion del ARN a un sitio de traduccion de proteinas, translocacion del ARN a sitios dentro de la
célula que estan alejados del sitio de la sintesis del ARN y la traduccién de proteinas a partir del ARN. Las funciones
de procesamiento del ARN que pueden modularse incluyen, pero sin limitacion, el corte y empalme del ARN para
producir una o mas especies de ARN, proteccién del ARN, maduracion en 3’ del ARN y actividad catalitica o
formacion de complejos que impliquen al ARN que puedan acoplarse en o facilitarse por el ARN. La modulacién de
la expresion puede dar como resultado un nivel aumentado de una o mas especies de acido nucleico o un nivel
disminuido de una o mas especies de acido nucleico, temporalmente o mediante un nivel en estado estacionario
neto. Un resultado de tal interferencia con la funcion del acido nucleico diana es la modulacion de la expresion de la
DGAT-1. Por tanto, en una realizacion la modulacion de la expresion puede significar, aumentar o disminuir los
niveles de proteinas o de ARN diana. En otra realizacion la modulacién de la expresion puede significar un aumento
0 una disminucién de uno o mas productos de corte y empalme de ARN, o un cambio en la proporciéon de dos o mas
productos de corte y empalme.

El efecto de los compuestos antisentido de la presente invencidn sobre la expresién de acido nucleico diana puede
someterse a ensayo en cualquiera de una diversidad de tipos celulares siempre que el acido nucleico diana esté
presente a niveles medibles. El efecto de los compuestos antisentido de la presente invencion sobre la expresion de
acido nucleico diana puede determinarse rutinariamente usando, por ejemplo, PCR o analisis de transferencia de
Northern. Las lineas celulares derivan de tipos de tejidos y células normales y de células asociadas con diversos
trastornos (por ejemplo, trastornos hiperproliferativos). Pueden obtenerse lineas celulares derivadas de tejidos y
especies multiples de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA) y de otras fuentes de acceso
publico, bien conocidas por los expertos en la técnica. Las células primarias, o aquellas células que se aislan de un
animal y que no estan sometidas a cultivo continuo, pueden prepararse de acuerdo con procedimientos conocidos
en la técnica, o pueden obtenerse a partir de diversos proveedores comerciales. Adicionalmente, las células
primarias incluyen las obtenidas a partir de sujetos humanos donantes en un entorno clinico (es decir, donantes de
sangre, pacientes quirirgicos). Las células primarias se preparan a partir de procedimientos conocidos en la técnica.

Ensayo de modulacion de la DGAT-1

La modulacién de la expresion de la DGAT-1 puede someterse ensayo de diversas maneras conocidas en la
técnica. Los niveles de ARNm de la DGAT-1 pueden cuantificarse, por ejemplo, por analisis de transferencia de
Northern, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva o PCR en tiempo real. El Analisis de ARN puede
realizarse sobre ARN celular total o sobre ARNm poli(A)+ mediante procedimientos conocidos en la técnica. Se
explican procedimientos para el aislamiento de ARN, 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 de Northern es rutinario en la técnica y se explica, por ejemplo, en Ausubel, F.M. y col.,
Current Protocols in Molecular Biology, volumen 1, paginas 4.2.1-4.2.9, John Wiley & Sons, Inc., 1996. La (PCR)
cuantitativa en tiempo real puede realizarse convenientemente usando el sistema de deteccién de secuencia
disponible en el mercado de ABI PRISM™ 7700, disponible en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y usarse de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El procedimiento de analisis de modulacién de los niveles de ARN no
es una limitacién de la presente invencion.

Los niveles de una proteina codificada por la DGAT-1 pueden cuantificarse de diversas maneras bien conocidas en
la técnica, tales como inmunoprecipitacion, analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia), ELISA o
separacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Pueden identificarse anticuerpos dirigidos a una proteina
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codificada por la DGAT-1 y obtenerse a partir de diversas fuentes, tales como el catalogo de anticuerpos MSRS
(Aerie Corporation, Birmingham, MI) o pueden prepararse mediante procedimientos de generaciéon de anticuerpos
convencionales. Se explican procedimientos para la preparacion de antisuero policlonal, por ejemplo, en 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 explica, por ejemplo, en 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 pueden encontrarse, por ejemplo, en
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 analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia) es convencional en la técnica y
puede encontrarse, por ejemplo, en Ausubel, F.M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, paginas
10.8.1-10.8.21, John Wiley & Sons, Inc., 1997.

Segmentos diana activos

Las localizaciones sobre el acido nucleico diana definidas por tener uno o mas compuestos antisentido activos
dirigidos a ello, se denominan “segmentos diana activos”. Cuando un segmento diana activo esta definido por
compuestos antisentido multiples, los compuestos estan separados preferentemente por no mas de
aproximadamente 10 nucleétidos sobre la secuencia diana, mas preferentemente no mas de aproximadamente 5
nucleotidos sobre la secuencia diana, incluso mas preferentemente los compuestos son contiguos, mas
preferentemente los compuestos se solapan. Dentro de un segmento diana activo, puede haber una variacion
sustancial en cuanto a la actividad (por ejemplo, definida por la inhibicion en porcentaje) de los compuestos
antisentido. Los compuestos antisentido activos son aquellos que modulan la expresiéon de su ARN diana. Los
compuestos antisentido activos inhiben la expresién de su ARN diana al menos un 45%, preferentemente al menos
un 50%, mas preferentemente al menos un 70%, mas preferentemente incluso al menos un 80%, mas
preferentemente incluso al menos un 90% y mas preferentemente al menos un 95%. Como se ha indicado
anteriormente, al menos se usa para incluir el numero indicado anteriormente y todos los numeros enteros y
decimales mayores que. En una realizacion mas preferida, el nivel de inhibicidon necesario para definir un compuesto
antisentido activo se define basandose en los resultados de la seleccion usada para definir los segmentos diana
activos.

Hibridacion

Como se usa en el presente documento, “hibridacién” significa el emparejamiento de cadenas complementarias de
compuestos antisentido con su secuencia diana. Aunque sin limitarse a ningun mecanismo particular, el mecanismo
de emparejamiento mas comun requiere puentes de hidrégeno, que pueden ser de Watson-Crick, de Hoogsteen o
puentes de hidrogeno de Hoogsteen inversos, entre bases nucleosidicas o nucleotidicas (nucleobases)
complementarias. Por ejemplo, la base natural adenina es complementaria a las nucleobases naturales timidina y
uracilo que se emparejan mediante la formacion de puentes de hidrégeno. La base natural guanina es
complementaria a la base natural 5-metil citosina y a la base artificial conocida como G-clamp. La hibridaciéon puede
producirse en diversas circunstancias.

Un compuesto antisentido puede hibridarse especificamente cuando existe un grado de complementariedad
suficiente para impedir la unién no especifica del compuesto antisentido con las secuencias de acido nucleico no
diana en condiciones en las que se desea unién especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de
ensayos in vivo o tratamiento terapéutico y en condiciones como en los casos en los que se realizan ensayos in
vitro.

Como se usa en el presente documento, “condiciones de hibridacién rigurosas” o “condiciones rigurosas” se refiere a
condiciones en las que un compuesto antisentido se hibridara con su secuencia diana, pero con un nimero minimo
de otras secuencias. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes
circunstancias y las “condiciones rigurosas” en las que los compuestos antisentido se hibridan con una secuencia
diana vendran determinadas por la naturaleza y la composicion de los compuestos antisentido y por los ensayos de
investigacion que se estén realizando.

Complementariedad

“Complementariedad”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de emparejamiento exacto
entre dos nucleobases sobre dos cadenas del compuesto oligomérico o un compuesto antisentido con su acido
nucleico diana. Por ejemplo, si en una posicion determinada de un compuesto antisentido, una nucleobase es capaz
de formar puentes de hidrogeno con una nucleobase en una posicion determinada de un acido nucleico diana,
entonces la posicion del puente de hidrégeno entre el oligonucledtido y el acido nucleico diana se considera que es
una posicién complementaria. El compuesto antisentido y el ADN o ARN adicional son complementarios entre si
cuando en cada molécula un nimero suficiente de posiciones complementarias estda ocupado por nucleobases que
pueden unirse entre si por puentes de hidrogeno. Por tanto, “especificamente hibridable” y “complementariedad”
son expresiones que se usan para indicar un grado suficiente de emparejamiento o complementariedad exacta
sobre un numero suficiente de nucleobases de tal manera que entre el compuesto antisentido y un acido nucleico
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diana se produce la unién estable y especifica.
Identidad

Los compuestos antisentido, o una parte de los mismos, pueden tener un porcentaje de identidad definido con
respecto a una SEC ID N°, o un compuesto que tiene un nimero de Isis especifico. Como se usa en el presente
documento, una secuencia es idéntica a la secuencia desvelada en el presente documento si tiene la misma
capacidad de emparejamiento de nucleobases. Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en las
secuencias desveladas de la presente invencion se considera idéntico ya que los dos se emparejan con adenina. De
manera similar, una base heterociclica modificada G-clamp se consideraria idéntica a una citosina o a una 5-Me
citosina en las secuencias de la presente solicitud ya que se emparejan con una guanina. Esta identidad puede ser
sobre la longitud completa del compuesto oligomérico, o sobre una parte del compuesto antisentido (por ejemplo,
para determinar la identidad en porcentaje del compuesto oligomérico con la SEC ID N°, pueden compararse de 1-
20 nucleobases de un oligédmero de 27 unidades con un oligdmero de 20 unidades). Los expertos en la técnica
saben que un compuesto antisentido no necesita tener una secuencia idéntica con la descrita en el presente
documento para funcionar de manera similar con el compuesto antisentido descrito en el presente documento.
Versiones mas cortas del compuesto antisentido indicado en el presente documento, o versiones no idénticas del
compuesto antisentido indicado en el presente documento se encuentran dentro del ambito de la invencion. Son
versiones no idénticas aquellas en las que cada base no tiene la misma actividad de emparejamiento que la de los
compuestos antisentido desvelados en el presente documento. Las bases no tienen la misma actividad de
emparejamiento siendo mas pequefias o teniendo al menos un sitio basico. Como alternativa, una versién no
idéntica puede incluir al menos una base sustituida con una base diferente con una actividad de emparejamiento
diferente (por ejemplo, G puede sustituirse por C, A o T). En una realizacién preferida, los compuestos antisentido
tendran no mas de tres emparejamientos erréneos con una secuencia de acido nucleico que codifica la DGAT-1. La
expresion “no mas de tres emparejamientos erréneos” incluye 0 emparejamientos erréneos, 1 emparejamiento
erréneo, 2 emparejamientos erréneos y 3 emparejamientos erréneos. El porcentaje de identidad se calcula de
acuerdo con el niumero de bases que tienen idéntico emparejamiento de bases correspondiente con la SEC ID N° o
compuesto antisentido con el cual se estd comparando. Las bases no idénticas pueden ser adyacentes entre si,
pueden estar dispersas a lo largo del oligonucleétido, o ambas cosas.

Por ejemplo, un oligémero de 16 unidades que tiene la misma secuencia que las nucleobases 2-17 de un oligdmero
de 20 unidades tiene una identidad del 80% con el oligémero de 20 unidades. Como alternativa, un oligémero de 20
unidades que contiene cuatro nucleobases no idénticas al oligémero de 20 unidades tiene también una identidad de
80% con el oligdmero de 20 unidades. Un oligémero de 14 unidades que tiene la misma secuencia que las
nucleobases 1-14 de un oligébmero de 18 unidades tiene una identidad del 78% con el oligdmero 18 unidades.
Dichos calculos se encuentran dentro de la competencia de los expertos en la técnica, y adicionalmente, aquellos
expertos en la técnica reconocen facilmente que los calculos del porcentaje de identidad pueden equiparase con
porcentajes numéricos no enteros.

El porcentaje de identidad se basa en el porcentaje de nucleobases en la secuencia original presente en una parte
de la secuencia modificada. Por lo tanto, un compuesto antisentido de 30 nucleobases que comprende la secuencia
completa del complemento de un segmento diana activo de 20 nucleobases debe tener una parte de identidad del
100% con el complemento del segmento diana activo de 20 nucleobases, mientras que adicionalmente comprende
una parte adicional de 10 nucleobases. En el contexto de la invencién, el complemento de un segmento diana activo
puede constituir una sola parte. En una realizacion preferida, los oligonucledtidos de la presente invencion tienen al
menos aproximadamente una identidad del 80%, mas preferentemente al menos aproximadamente del 85%, incluso
mas preferentemente al menos aproximadamente del 90%, mas preferentemente al menos una identidad del 95%
con al menos una parte del complemento de los segmentos diana activos presentados en el presente documento.

Los expertos en la técnica saben bien que es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido
y/o introducir bases con emparejamiento erréneo sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf y col (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:7305-7309, 1992, se sometié a ensayo una serie de ASO (oligonucleétidos antisentido) de 13-25
nucleobases de longitud para ensayar su capacidad para inducir la escisién de un ARN diana en un modelo de
inyeccion de ovocitos. Los ASO de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de emparejamiento erréneo cerca
de los extremos de los ASO pudieron dirigir la escision especifica del ARNm diana, aunque a un menor grado que
los ASO que no contenian emparejamientos erréneos. De manera similar, se consiguidé escision especifica diana
usando un ASO de 18 nucleobases, que incluia aquellos con 1 6 3 emparejamientos erréneos. Maher y Dolnick
(Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) ensayaron una serie de ASO de 14 nucleobases en tandem, y ASOs de 28 y
42 nucleobases comprendidos por la secuencia de dos o tres de los ASOs en tandem, respectivamente, para
detectar su capacidad de detener la traduccién de la DHFR humana en un ensayo con reticulocitos en conejos. En
solitario, cada uno de los tres ASO de 14 nucleobases pudieron inhibir la traduccion, aunque a un nivel mas modesto
que los ASO de 28 y 42 nucleobases.

Compuestos terapéuticos

Los compuestos antisentido pueden usarse para modular la expresion de la DGAT-1 en un animal, tal como un ser
humano. En un ejemplo no limitante, los procedimientos comprenden la etapa de administrar a dicho animal que
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necesita la terapia, para una enfermedad o afeccion asociada con la DGAT-1, una cantidad eficaz de un compuesto
antisentido que inhiba la expresion de la DGAT-1. Una enfermedad o afeccién asociada con la DGAT-1 incluye, pero
sin limitacion, fibrosis hepatica. En un ejemplo, los compuestos antisentido de la presente invencién inhiben
eficazmente los niveles o la funcién del ARN de la DGAT-1. Dado que la reduccién en cuanto a los niveles del
ARNm de la DGAT-1 también puede conducir a la modificacion de los productos de expresion de la proteina DGAT-
1, dichas modificaciones resultantes también puede medirse. Los compuestos antisentido de la presente invencion
que inhiben eficazmente el nivel o la funciéon del ARN de la DGAT-1 o los productos de expresion de la proteina se
consideran como un compuesto antisentido activo. En una realizacién, los compuestos antisentido inhiben la
expresion de la DGAT-1 produciendo una reduccion del ARN en al menos un 10%, al menos un 20%, al menos un
25%, al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un
75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98%, al menos un 99%
o al menos un 100%.

Por ejemplo, la reduccién de la expresion de la DGAT-1 puede medirse en un fluido, tejido u érgano corporal del
animal. Los procedimientos para obtener muestras para andlisis, tales como fluidos corporales (por ejemplo,
sangre), tejidos (por ejemplo, biopsias) u 6rganos, y los procedimientos de preparacién de las muestras para permitir
el analisis son bien conocidos por los expertos en la materia. Los procedimientos para el analisis de los niveles de
ARN vy proteinas se describen anteriormente y son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los efectos del
tratamiento pueden valorarse midiendo biomarcadores asociados con la expresion de la DGAT-1 en los fluidos,
tejidos u 6rganos mencionados anteriormente, extraidos de un animal que se ha puesto en contacto con uno o mas
compuestos de la invencion, mediante procedimientos clinicos rutinarios conocidos en la técnica. Estos
biomarcadores incluyen, pero sin limitacion: transaminasas hepaticas, bilirrubina, albumina, nitrégeno ureico en
sangre, creatina y otros marcadores de funcién renal y hepatica; interleucinas, factores de necrosis tumoral,
moléculas de adhesion intracelular, proteina C reactiva, quimiocinas, citocinas y otros marcadores de fibrosis
hepatica, obesidad, esteatosis hepatica, EHNA, EHGNA, diabetes mellitus, dislipidemia, resistencia a insulina,
sindrome metabdlico y colesterolemia.

Los compuestos antisentido de la presente invencion pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas afiadiendo
una cantidad eficaz de un compuesto a un diluyente o vehiculo adecuado farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos y diluyentes aceptables son bien conocidos por los expertos en la técnica. La seleccion de un diluyente o
un transportador se basa en diversos factores, incluyendo, pero sin limitacion, la solubilidad del compuesto y la via
de administracion. Dichas consideraciones son bien conocidas por lo expertos en la técnica. En un aspecto, los
compuestos de la presente invencion inhiben la expresion de la DGAT-1. Los compuestos de la invencién también
pueden usarse en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades y trastornos relacionados
con la expresion de la DGAT-1.

También se contemplan procedimientos mediante los cuales los fluidos, 6rganos o tejidos corporales se ponen en
contacto con una cantidad eficaz de uno o mas de los compuestos antisentido o composiciones de la presente
invencion. Los fluidos, érganos o tejidos corporales pueden ponerse en contacto con uno o mas de los compuestos
de la invenciéon dando como resultado la modulacién de la expresion de la DGAT-1 en las células de los fluidos,
organos o tejidos corporales.

Por tanto, en el presente documento se proporciona el uso de un modulador de la DGAT-1, preferentemente un
compuesto antisentido mono- o bicatenario preferentemente aislado dirigido a la DGTA-1 en la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediante el procedimiento descrito anteriormente.
En una realizacion mas preferida, el compuesto antisentido es un compuesto antisentido monocatenario. En una
realizaciéon mas preferida, el compuesto es un compuesto antisentido quimérico que comprende un intervalo de
longitud de nucledsidos consecutivos, siendo el extremo superior del intervalo de 50 nucledsidos y siendo el extremo
inferior del intervalo de 12 nucleésidos, comprendiendo adicionalmente una o mas de una modificacién de
nucleobases, una modificacion de enlace internucleosidico, una modificacion glucidica de alta afinidad o una
combinacién de las mismas y adicionalmente comprendiendo no mas de tres emparejamientos erréneos con una
secuencia de acido nucleico diana que codifica la DGAT-1.

Kits, reactivos de investigacion y diagnéstico

Los compuestos antisentido de la presente invencion pueden utilizarse para el diagnéstico y como reactivos vy kits de
investigacion. Adicionalmente, los compuestos antisentido, que son capaces de inhibir la expresion génica con
especificidad, se usan a menudo por los expertos habituales en la técnica para aclarar la funcién de genes
particulares o para diferenciar entre funciones de diversos miembros de una ruta biolégica.

Para su uso en kits y diagndsticos, los compuestos antisentido de la presente invencién, tanto en solitario o en
combinacién con otros compuestos o agentes terapéuticos, pueden usarse como herramientas en andlisis
diferenciales y/o combinatorios para aclarar modelos de expresién de una parte o de todo el complemento de genes
expresados dentro de las células y tejidos. Los procedimientos de los analisis de expresion de genes son bien
conocidos por los expertos en la técnica.
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Compuestos

La expresion “compuesto oligomérico” se refiere a una estructura polimérica capaz de hibridarse con una region de
una molécula de acido nucleico. Generalmente, los compuestos oligoméricos comprenden una pluralidad de
subunidades monomeéricas unidas entre si mediante grupos de enlace internucleosidico y/o miméticos de enlace
internucleosidico. Cada una de las subunidades monoméricas comprende un glucido, un gltcido abasico, un gltucido
modificado, o un mimético de glucido, y a excepcién del glicido abasico incluye una nucleobase, una nucleobase
modificada o un mimético de nucleobase. Las subunidades monoméricas preferidas comprenden nucledsidos y
nucledsidos modificados.

Un “compuesto antisentido” o “compuesto oligomérico antisentido” se refiere a un compuesto oligomérico que es al
menos parcialmente complementario a la regiéon de una molécula de acido nucleico diana a la cual se hibrida y que
modula (aumenta o disminuye) su expresion. Esta expresion incluye oligonucledétidos, oligonucledsidos, analogos de
oligonucledtidos, miméticos de oligonucleétidos, compuestos antisentido, compuestos oligoméricos antisentido y
combinaciones quiméricas de estos. Por consiguiente, cuando se dice 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 basado en acido nucleico. Un oligonucleétido
antisentido puede, en algunos casos, incluir una o més modificaciones quimicas con respecto al glucido, base y/o
enlaces internucleosidicos. Como ejemplos no limitantes de compuestos antisentido se incluyen cebadores, sondas,
compuestos antisentido, oligonucledtidos antisentido, oligonucledtidos de secuencia guia externa (SGE),
empalmadores alternativos y ARNip. Como tal, estos compuestos pueden introducirse en forma de cadena sencilla,
cadena doble, circular, ramificada u horquillas y pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias
o bucles internos o terminales. Los compuestos bicatenarios antisentido pueden ser dos cadenas hibridadas para
formar compuestos bicatenarios o una cadena sencilla con suficiente auto-complementariedad para permitir la
hibridacion y formacion de un compuesto parcial o completamente bicatenario. Los compuestos de la presente
invencion no son auto-cataliticos. Como se usa en el presente documento, “auto-catalitico” significa un compuesto
que tiene la capacidad de promover la escision del ARN diana en ausencia de factores accesorios, por ejemplo
proteinas.

En una realizaciéon, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido monocatenario. En algunas
realizaciones de la invencion el compuesto antisentido contiene modificaciones quimicas. En una realizacion
preferida, el compuesto antisentido es un oligonucleétido quimérico, monocatenario, en el que las modificaciones de
glucidos, bases y enlaces internucleosidicos se seleccionan independientemente. En una realizacién mas preferida
el compuesto es un compuesto antisentido quimérico que comprende un intervalo de longitud de nucledsidos
consecutivos, en el que el extremo superior del intervalo es de 50 nucleésidos y en el que el extremo inferior del
intervalo es de 12 nucledsidos, comprendiendo adicionalmente una o mas de una modificacion de nucleobases, una
modificacién de enlace internucleosidico, una modificacion glucidica de alta afinidad o una combinacion de los
mismos y comprendiendo adicionalmente no mas de tres emparejamientos erréneos con la secuencia de acido
nucleico diana (SEC ID N°: 4) que codifica la DGAT-1.

Los compuestos antisentido del presente documento pueden comprender un intervalo de longitud de nucledsidos
consecutivos en el que el extremo superior del intervalo es de 50 nucledsidos y en el que el extremo inferior del
intervalo es 12 nucledsidos. Mas preferentemente, el extremo superior del intervalo es de 35 nucledsidos y el
extremo inferior del intervalo es de 14 nucledsidos. Mas preferentemente aun, el extremo superior del intervalo es de
24 nucledsidos y en el que el extremo inferior del intervalo es de 17 nucledsidos. Mas preferentemente el compuesto
antisentido tiene 20 nucledsidos consecutivos. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente que el extremo
superior del intervalo, como se desvela en el presente documento, comprende 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 6 50 nucledsidos consecutivos vy el
extremo inferior del intervalo comprende 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 nucledsidos consecutivos.

Se considera que los compuestos antisentido, como se describe en el presente documento, que comprenden un
tramo de al menos 8, preferentemente de al menos 12, mas preferentemente de al menos 15 nucledsidos
consecutivos, seleccionado del interior de las regiones diana activas, también son compuestos antisentido
adecuados.

En los compuestos antisentido de la presente invencidén pueden realizarse modificaciones y pueden incluir grupos
conjugados unidos a uno de los extremos, posiciones de nucleobases seleccionadas, posiciones glucidicas o a uno
de los enlaces internucleosidicos. Las posibles modificaciones incluyen, pero sin limitacion, modificaciones
glucidicas de alta afinidad 2’-fluoro (2'-F), 2’-OMetilo (2’-OMe), 2’-O-(2-metoxietilo) (2'-MOE), terminaciones abasicas
inversas, deoxinucleobases y analogos de nucleobases biciclicas tales como acidos nucleicos bloqueados (ANB) y
acidos nucleicos con puentes de etileno (ANE).

En una realizacion de la invencion, los compuestos antisentido bicatenarios incluyen ARN interferente pequefio
(ARNip). Como se usa en el presente documento, el término “ARNip” se define como un compuesto bicatenario que
tiene una primera cadena y una segunda cadena, teniendo cada cadena una parte central y dos partes terminales
independientes. La parte central de la primera cadena es complementaria a la parte central de la segunda cadena,
permitiendo la hibridaciéon de las cadenas. Opcionalmente, las partes terminales son independientemente
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complementarias con la parte terminal correspondiente de la cadena complementaria. Los extremos de las cadenas
pueden modificarse afiadiendo uno o mas nucledsidos naturales o modificados para formar un saliente.

Cada cadena del duplex de ARNip puede encontrarse dentro de los intervalos de longitud descritos anteriormente.
En una realizacién preferida, cada cadena del duplex de ARNip es de aproximadamente 17 a aproximadamente 25
nucledsidos. Las dos cadenas pueden ser completamente complementarias (es decir, formar un compuesto de
extremos romos), o pueden incluir un saliente en 5’ 0 3’ en una o ambas cadenas. Pueden fabricarse compuestos
bicatenarios incluyendo modificaciones quimicas, como se describe en el presente documento.

Modificaciones quimicas

Como se conoce en la técnica, y como se ha indicado en el presente documento, el término “nucledsido” se usa para
referirse a una combinacién de glucido-base de una unidad monomérica de acido nucleico. La parte base del
nucledsido es normalmente una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de dichas bases heterociclicas
son las purinas y las pirimidinas. Los nucledtidos son nucledsidos que adicionalmente incluyen un grupo fosfato
unido covalentemente a la parte glucidica del nucledsido. Para aquellos nucledsidos que incluyen un glucido de
pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse al resto 2’, 3' 6 5 hidroxilo del glicido. En la formacién de
oligonucleétidos, los grupos fosfato unen covalentemente nucledsidos adyacentes entre si para formar un
compuesto polimérico lineal. Dentro de los oligonucleétidos, a los grupos fosfato se les denominan normalmente
formadores de la estructura internucledsido del oligonucleoétido. El enlace o estructura normal del ARN o ADN es un
enlace fosfodiéster en direccion 3’ a 5. Frecuentemente, se prefiere incluir modificaciones quimicas en los
oligonucledtidos para modificar su actividad. Las modificaciones quimicas pueden modificar la actividad del
oligonucledtido, aumentando, por ejemplo, la afinidad de un oligonucleétido antisentido por su ARN diana, la
resistencia a nucleasas, y/o modificando las propiedades farmacocinéticas del oligonucleétido. El uso de
modificaciones quimicas para aumentar la afinidad de un oligonucleétido por su diana puede permitir el uso de
compuestos oligonucleotidicos mas pequefios.

El término “nucleobase” o la expresion “resto de base heterociclica” como se usa en el presente documento, se
refiere a la parte de la base heterociclica de un oligonucleésido. En general, una nucleobase es cualquier grupo que
contiene uno o mas atomos o grupos de atomos capaces de formar enlaces de hidrégeno con una base de otro
acido nucleico. Ademas de nucleobases "no modificadas" o "naturales”, tales como las nucleobases purinicas,
adenina (A) y guanina (G) y las nucleobases pirimidinicas, timidina (T), citosina (C) y uracilo (U), muchas
nucleobases modificadas o miméticos de nucleobases, conocidos por los expertos en la técnica, son factibles para la
presente invencion. Las expresiones nucleobases modificadas y miméticos de nucleobases pueden solaparse pero
generalmente una nucleobase modificada se refiere a una nucleobase que es bastante similar, en cuanto a la
estructura, a la nucleobase parental, tal como, por ejemplo, una 7-deaza purina o una 5-metil citosina, mientras que
un mimético de nucleobase incluiria estructuras mas complicadas, tales como, por ejemplo, un mimético de
nucleobase de fenoxazina triciclica. Los expertos en la técnica conocen bien procedimientos para fabricar las
nucleobases modificadas indicadas anteriormente.

Los compuestos antisentido de la presente invenciéon también pueden contener uno o mas nucledsidos que tienen
restos glucidicos modificados. El anillo furanosilo del glucido de un nucledsido puede modificarse de diversas
maneras incluyendo, pero sin limitacién, la adicion de un grupo sustituyente, la formacion de puentes de dos atomos
de anillo no geminales para formar un acido nucleico biciclico (ANB) y la sustitucion de oxigeno del anillo en la
posicion 4 por un atomo o grupo, tal como, S-, N(R) o C(R1)(Rz2). Se conocen bien restos glucidicos modificados y
pueden usarse para modificar, tipicamente aumentar, la afinidad del compuesto antisentido por su diana y/o
aumentar la resistencia a nucleasas. Un listado representativo de glicidos modificados preferidos incluye, pero sin
limitacion, glucidos biciclicos modificados (ANB), incluyendo ANL y ANE (puente en 4’-(CH;),-O-2’); y glucidos
sustituidos, especialmente glucidos 2'- sustituidos que tienen un grupo sustituyente 2’-F, 2'-OCH; o un 2’-O(CH,)2-
OCHs. Los glucidos también pueden reemplazarse, entre otros, con grupos miméticos glucidicos. Los expertos en la
técnica conocen bien procedimientos para preparar glucidos modificados.

Los grupos de enlace internucleosidico unen entre si nucleésidos o, de otra manera, unidades monoméricas
modificadas, formando por tanto un compuesto antisentido. Las dos clases principales de grupos de enlace
internucleosidico se definen por la presencia o ausencia de un atomo de fésforo. Los enlaces internucleosidicos
representativos que contienen fésforo incluyen, pero sin limitacion, fosfosdiésteres, fosfostriésteres, metil fosfonatos,
fosforamidato y fosforotioatos. Los grupos de enlace internucleosidico representativos que no contienen fésforo
incluyen, pero sin limitacién, metilenmetilimino (-CH2-N(CHj3)-O-CHy-), tiodiéster (-O-C(O)-S-), tionocarbamato (-O-
C(O)(NH)-S-); siloxano (-O-Si(H)2-O-) y N,N’-dimetilhidrazina (-CH2-N(CHs3)-N(CHs)-). Los compuestos antisentido
que tienen grupos de enlace internucleosidico que no tienen fosforo se denominan oligonucledsidos. Los enlaces
internucleosidicos modificados, en comparaciéon con los enlaces fosfodiéster naturales, pueden usarse para
modificar, tipicamente aumentar, la resistencia a nucleasas del compuesto antisentido. Los enlaces
internucleosidicos que tienen un atomo quiral pueden prepararse racémicos, quirales o mezclados. Los enlaces
internucledsido quirales representativos incluyen, pero sin limitacion, alquilfosfonatos y fosforotioatos. Los expertos
en la técnica conocen bien procedimientos para preparar enlaces que contienen fésforo y enlaces que no contienen
fésforo.
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Como se usa en el presente documento, el término “mimético” se refiere a grupos que estan sustituidos por un
glucido, una nucleobase y/o un enlace internucleosidico. Generalmente, en lugar del glucido o combinacién de
enlace internucleosidico-glucido, se usa un mimético, y la nucleobase se mantiene para la hibridaciéon con una diana
seleccionada. Los ejemplos representativos de un mimético glucidico incluyen, pero sin limitacion, ciclohexenil o
morfolino. Los ejemplos representativos de un mimético para una combinacion de enlace internucleosidico-glticido
incluyen, pero sin limitacién, acidos nucleicos peptidicos (ANP) y grupos morfolino unidos mediante enlaces
aquirales no cargados. En algunos casos, en lugar de la nucleobase se usa un mimético. Los miméticos de
nucleobase representativos se conocen bien en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, analogos triciclicos de
fenoxazina y bases universales (Berger y col., Nuc Acid Res. 2000, 28: 2911-14). Los expertos en la técnica
conocen bien procedimientos de sintesis de miméticos de glucidos, nucledsidos y nucleobases.

Como se usa en el presente documento el término "nucledsido” incluye, nucledsidos, nucledsidos abasicos,
nucledsidos modificados y nucledsidos que tienen bases miméticas y/o grupos glucidicos.

En el contexto de la presente invencion, el término “oligonucledtido” se refiere a un compuesto oligomérico que es un
oligbmero o polimero de &acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN). Este término incluye
oligonucleétidos compuestos por nucleobases de origen natural y no natural, glicidos y enlaces internucleosidicos
covalentes, posiblemente incluyendo también conjugados de acido no nucleico.

La presente invenciéon proporciona compuestos que tienen grupos fésforo reactivos utiles para la formacion de
enlaces internucleosidicos que incluyen por ejemplo enlaces internucleosidicos fosfosdiéster y fosforotioato. Los
procedimientos para la preparacion y/o purificacion de precursores o compuestos antisentido de la presente
invencién no son una limitacion de las composiciones o procedimientos de la invencién. Los procedimientos para la
sintesis y purificacion de ADN, ARN y los compuestos antisentido de la presente invencidon son bien conocidos por
los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento la expresién “compuesto quimérico antisentido” se refiere a un compuesto
antisentido que tiene al menos un glucido, nucleobase y/o enlace internucleosidico que estd modificado
diferencialmente en comparacién con los otros glucidos, nucleobases y enlaces internucleosidicos dentro del mismo
compuesto oligomérico. Los restantes glucidos, nucleobases y enlaces internucleosidicos pueden, o no, modificarse
independientemente. En general, un compuesto oligomérico quimérico tendra nucledsidos modificados que pueden
estar en posiciones aisladas o agrupadas entre si en regiones que definiran un motivo particular. Un compuesto
oligomérico quimérico de la presente invencion puede comprender cualquier combinacion de modificaciones y o
grupos miméticos.

Los compuestos oligoméricos quiméricos tipicamente contienen al menos una regién modificada para conferir
resistencia aumentada a la degradacion por nucleasas, captacion celular aumentada y/o afinidad de union
aumentada por el acido nucleico diana. Una region adicional del compuesto oligomérico puede servir como un
sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN. Como ejemplo, la RNasa H es una
endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de un duplex ARN:ADN. La activacién de la RNasa H, por lo
tanto, da como resultado la escisién del ADN diana, por lo tanto potenciando enormemente la eficacia de la
inhibicion de la expresion génica. Por consiguiente, cuando se usan quimeras, a menudo pueden obtenerse
resultados comparables con compuestos oligoméricos mas pequefios, en comparacion, por ejemplo, con
desoxioligonucleétidos de fosforotioato que se hibridan con la misma region diana. La escision del ADN diana puede
detectarse rutinariamente mediante electroforesis en gel, y si fuera necesario, mediante técnicas de hibridacion de
acido nucleico asociadas conocidas en la técnica.

Adicionalmente, pueden describirse determinados compuestos oligoméricos quimeéricos, asi como no quiméricos,
por tener un motivo particular. Como se usa en la presente invencion, el término "motivo" se refiere a la orientacion
de restos glucidicos modificados y/o grupos miméticos glucidicos en un compuesto antisentido con respecto a
nucledsidos similares o modificados o no modificados diferencialmente. Como se usa en la presente invencion, las
expresiones “glucidos”, "restos glucidicos” y “grupos miméticos glucidicos” se usan de manera indistinta. Tales
motivos incluyen, pero sin limitacion, motivos con huecos, motivos alternantes, motivos completamente modificados,
motivos hemiméricos, motivos en bloque y motivos posicionalmente modificados. La secuencia y la estructura de las
nucleobases y tipos de enlaces internucleosidicos no es un factor en la determinaciéon del motivo de un compuesto
antisentido.

Como se usa en la presente invencion la expresion “motivo con hueco” se refiere a un compuesto antisentido que
comprende una secuencia contigua de nucledsidos que esta dividida en 3 regiones, una region interna (hueco)
flanqueada por dos regiones externas (alas). Las regiones se diferencian entre si por tener al menos grupos
glucidicos diferencialmente modificados que comprenden los nucledsidos. En algunas realizaciones, cada region
modificada se modifica uniformemente (por ejemplo los grupos glucidicos modificados en una regién determinada
son idénticos); sin embargo, a las regiones pueden aplicarse otros motivos. Por ejemplo, las alas en un oligdmero
con huecos podrian tener un motivo alternante. Los nucledsidos localizados en el hueco de un compuesto
antisentido con huecos tienen restos glucidicos que son diferentes a los de los restos glucidicos modificados en
cada una de las alas. Como ejemplo Unicamente, y no como limitacion, un compuesto antisentido que tiene una
longitud de 20 nucleobases comprende cinco modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas consecutivas en el
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extremo 5 del compuesto, seguido por diez 2’-desoxi glucidos consecutivos a los que les siguen cinco
modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas consecutivas en el extremo 3’ del compuesto. Este motivo representa
un hueco 2’'desoxi flanqueado por alas 2’-O-(2-metoxietilo). En un ejemplo adicional, no limitativo, un compuesto
antisentido de 14 nucleobases de longitud comprende tres modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas
consecutivas en el extremo 5’ del compuesto, seguido de ocho 2’desoxi glucidos consecutivos a los que les siguen
tres modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas consecutivas en el extremo 3’ del compuesto. Este motivo
también representa un hueco 2'desoxi flanqueado por alas 2’-O-(2-metoxietilo).

Como se usa en la presente invencion, la expresion “motivo alternante” se refiere a un compuesto antisentido que
comprende una secuencia de nucledsidos contigua que comprende dos nucledsidos glucidicos modificados
diferencialmente que se alternan esencialmente a lo largo de toda la secuencia del compuesto antisentido, o
esencialmente a lo largo de la secuencia completa de una regién de un compuesto antisentido.

Como se usa en la presente invencidn, la expresion “motivo completamente modificado” se refiere a un compuesto
antisentido que comprende una secuencia de nucledsidos contigua en la que esencialmente cada nucledsido es un
nucledsido modificado con glucido que tiene una modificacion uniforme.

Como se usa en la presente invencion, la expresion “motivo hemimérico” se refiere a una secuencia de nucledsidos
que tiene restos glucidicos uniformes (glucidos idénticos, modificados o no modificados) y en la que el extremo 5’ o
el extremo 3’ tiene una secuencia de 2 a 12 nucledsidos que son nucledsidos modificados con glucido que son
diferentes de los otros nucledsidos en el compuesto antisentido hemimérico modificado.

Como se usa en la presente invencion, la expresion “motivo en bloque” se refiere a una secuencia de nucledsidos
que tiene glucidos uniformes (glucidos idénticos, modificados o no modificados) que esta internamente interrumpida
por un bloque de nucledsidos modificados con glicido que estan uniformemente modificados y en el que la
modificacién es diferente de la de otros nucledsidos. Los expertos en la técnica conocen bien procedimientos para
preparar compuestos oligonucleotidicos quiméricos.

Como se usa en la presente invencion, la expresién “motivo posicionalmente modificado” comprende los motivos
restantes. Los expertos en la técnica conocen bien procedimientos para preparar compuestos oligonucleotidicos
posicionalmente modificados.

Los compuestos descritos en el presente documento contienen uno o mas centros asimétricos y por tanto dan lugar
a enantidmeros, diasteredmeros y otras configuraciones estereoisoméricas que pueden definirse, en cuanto a
estereoquimica absoluta, como (R) o (S), a o B, o como (D) o (L) tal como para aminoacidos y otros. La presente
invencion pretende incluir todos estos isémeros posibles, asi como sus formas racémicas y dpticamente puras.

En un aspecto de la presente invencién, los compuestos antisentido se modifican mediante unién covalente de uno o
mas grupos conjugados. Los grupos conjugados pueden unirse mediante uniones reversibles o irreversibles. Los
grupos conjugados pueden unirse directamente a compuestos antisentido o mediante el uso de un engarce. Los
engarces pueden ser engarces mono o bifuncionales. Dichos procedimientos de unién y engarces son bien
conocidos por los expertos en la técnica. En general, los grupos conjugados se unen a los compuestos antisentido
para modificar una o mas propiedades. Dichas consideraciones son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Sintesis de oligémeros

La oligomerizacion de nucledsidos modificados y no modificados puede realizarse de acuerdo con procedimientos
bibliograficos para ADN (Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Ed. Agrawal (1993), Human 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., (2001), Tetrahedrom 57, 5707-5713).

Los compuestos antisentido de la presente invencion pueden fabricarse de manera conveniente y rutinaria mediante
técnicas bien conocidas de sintesis de fase sdlida. Los equipos para realizar dicha sintesis los comercializan
diversos proveedores, incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Para dicha sintesis puede
emplearse, de manera adicional o alternativa, cualquier otro medio conocido en la técnica. Se conoce bien el uso de
técnicas similares para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y derivados alquilados. La invencién
no se limita al procedimiento de sintesis de compuestos antisentido.

Purificacion y analisis de oligémeros

Los procedimientos de purificacion y analisis de oligonucleétidos son conocidos por los expertos en la técnica. Los
procedimientos de andlisis incluyen electroforesis capilar (EC) y espectroscopia de masas por electropulverizacion.
Dichos procedimientos de sintesis y analisis pueden realizarse en placas multipocillo. El procedimiento de la
invencion no esta limitado por el procedimiento de purificacion de oligémeros.

Sales, profarmacos y bioequivalentes

Los compuestos pueden comprender cualquiera de las sales, ésteres, o sales de dichos ésteres, farmacéuticamente
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aceptables, o cualquier otro equivalente quimico funcional que, tras la administracion a un animal, incluyendo un ser
humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o resto del mismo biolégicamente activo.
Por consiguiente, la descripcidon también puede presentar, por ejemplo, profarmacos que comprendan los
compuestos antisentido, que adicionalmente puedan comprender, sales farmacéuticamente aceptables de dichos
profarmacos y de otros bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva 0 menos activa que se
convierte en una forma activa (es decir, farmaco) dentro del organismo o de las células del mismo mediante la
accion de enzimas, productos quimicos y/o condiciones enddgenas. En particular, las versiones profarmacologicas
de los compuestos se preparan como derivados de SATE ((S-acetil-2-tioetil)fosfato) de acuerdo con los
procedimientos descritos en los documentos WO 93/24510 o WO 94/26764. Los profarmacos pueden incluir
compuestos antisentido en los que uno o ambos extremos comprenden nucledsidos que estan escindidos (por
ejemplo, enlaces estructurales fosfodiéster) para producir el compuesto activo.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de
los compuestos: es decir, sales que conservan la actividad bioldgica deseada del precursor y que no otorgan a los
mismos efectos toxicologicos indeseados. Como ejemplo Unicamente, las sales de sodio de los oligonucleétidos
antisentido son utiles y bien aceptadas para la administracion terapéutica en seres humanos. En otra realizacion,
también se proporcionan sales de sodio de compuestos de ARN bicatenarios.

Formulaciones

Los compuestos también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o, asociarse, de otro modo, con otras
moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos. En una realizaciéon preferida, las composiciones
farmacéuticas comprenden un compuesto que modula la actividad de la DGAT-1. Mas preferentemente, el
compuesto es un inhibidor especifico de la actividad de la DGAT-1. Mas preferentemente, el compuesto es un
compuesto antisentido. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de diversas maneras dependiendo
de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que vaya a tratarse.

Las formulaciones farmacéuticas, que pueden presentarse convenientemente en forma de farmacéutica unitaria,
pueden prepararse de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria farmacéutica. Dichas
técnicas incluyen la etapa de asociar los principios activos con el vehiculo (o vehiculos) o excipiente (o excipientes)
farmacéutico. En general las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente los principios activos con
vehiculos liquidos, vehiculos sélidos finamente divididos o ambos, y después, si fuera necesario, dar forma al
producto (por ejemplo, en un tamafio de particula especifico para la administracion).

Un " vehiculo" o "excipiente" farmacéutico puede ser un disolvente, un agente de suspensiéon o cualquier otro
vehiculo farmacolégicamente inerte, farmacéuticamente aceptable, para administrar uno o mas acidos nucleicos a
un animal y son conocidos en la técnica. El excipiente puede ser sélido o liquido y se selecciona teniendo en cuenta
la manera de administracion planificada para proporcionar el volumen, consistencia, etc., deseados, cuando se
combina con un acido nucleico y los otros componentes de una composicion farmacolédgica determinada.

Combinaciones

Las composiciones pueden contener dos o mas compuestos. En una realizacién preferida, los dos o mas
compuestos son moduladores de la actividad de la DGAT-1. En una realizacién adicional preferida, los dos o mas
compuestos son utiles para el tratamiento de la fibrosis hepatica, bien directamente o tratando un factor etiolégico
causante. En otra realizacion relacionada, las composiciones pueden contener uno o mas compuestos antisentido,
particularmente oligonucleétidos, dirigidos contra un primer acido nucleico y uno o mas compuestos antisentido
adicionales dirigidos contra una segunda diana de acido nucleico. En un aspecto de esta realizacion, el primer acido
nucleico dirigido es la DGAT-1 y el segundo acido nucleico dirigido esta asociado con un factor etioldgico
subyacente para la fibrosis hepatica; por ejemplo la DGAT-2. La DGAT-2 se ha desvelado como un tratamiento para
la obesidad, diabetes, esteatosis hepatica, colesterolemia y otras indicaciones similares. (Solicitud de Estados
Unidos Publicada N° US2005-0272680). Como alternativa, las composiciones pueden contener dos o mas
compuestos antisentido dirigidos contra diferentes regiones de la misma diana de acido nucleico. Pueden usarse dos
0 mas compuestos juntos o de manera secuencial.

Ejemplo 1: Tipos de células y procedimientos de transfeccion

Tipos de células. El efecto de los compuestos oligoméricos sobre la expresion de los acidos nucleicos diana se
sometioé a ensayo en uno o mas de los siguientes tipos de células.

Células HepG2: La linea celular de hepatoblastoma humano HepG2 se obtuvo de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (Manassas, VA). Las células HepG2 se cultivaron rutinariamente en MEM Eagle complementado con
suero fetal de ternero al 10%, aminoacidos no esenciales y piruvato sédico 1 mM (Gibco/Life Technologies,
Gaithersburg, MD). Cuando las células alcanzaron una confluencia del 90%, se sometieron rutinariamente a pases
por tripsinizacion y dilucion Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (Falcon-Primaria N° 3872) a una
densidad de 7000 células/pocillo para uso en analisis RT-PCR.
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Células b.END: EI Dr. Werner Risau del Instituto Max Plank (Bad Nauheim, Alemania) proporcioné la linea celular de
endotelio de cerebro de raton b.END. Las células b.END se cultivaron rutinariamente en DMEM, glucosa superior
(GibcolLife Technologies, Gaithersburg, MD) complementada con suero fetal de ternero al 10% (Gibco/Life
Technologies, Gaithersburg, MD). Cuando las células alcanzaron una confluencia del 90%, se sometieron
rutinariamente a pases por tripsinizacion y dilucion. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (Falcon-
Primaria N° 3872) a una densidad de 3000 células/pocillo para uso en analisis RT-PCR.

Para el analisis de transferencia Northern u otros, las células pueden sembrarse en placas de cultivo tisular de 100
mm u otras convencionales y tratarse de manera similar, usando volumenes apropiados de medio y oligonucledtidos.

Tratamiento con los compuestos oligoméricos: cuando las células alcanzan la confluencia apropiada, se tratan con
los oligonucledtidos usando, como se describe, un procedimiento de transfeccion.

Lipofectin™. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 65-75%, se trataron con oligonucledtido. El
oligonucledtido se mezcld con LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) en medio sérico reducido
con Opti-MEM™-1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para conseguir la concentraciéon deseada del
oligonucledtido y una concentracion de LIPOFECTIN™ de 2,5 6 3 ug/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de
transfeccion se incub6 a temperatura ambiente aproximadamente durante 0,5 horas. Para las células cultivadas en
placas de 96 pocillos, los pocillos se lavaron una vez con 100 pl de OPTI-MEMTM™-1 y después se trataron con
130 ul de la mezcla de transfeccion. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos o en otras placas de cultivo
tisular convencionales se trataron de manera similar, usando volumenes apropiados de medio y oligonucledtido. Las
células se trataron y los datos se obtuvieron por duplicado o por triplicado. Después de aproximadamente 4-7 horas
de tratamiento a 37 °C, el medio que contenia la mezcla de transfeccién se sustituyd por medio de cultivo recién
preparado. Las células se recogieron 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleoétido.

Oligonucleétidos de control

Los oligonucledtidos de control se usan para determinar la concentracion éptima del compuesto oligomérico para
una linea celular particular. Adicionalmente, cuando los compuestos oligoméricos de la invencién se someten a
ensayo en experimentos de exploracion de compuestos oligoméricos o ensayos fenotipicos, los oligonucleétidos de
control se someten a ensayo en paralelo con los compuestos de la invencion.

La concentracion del oligonucleétido usado varia de una linea celular a otra. Para determinar la concentracion
6ptima de oligonucledtido para una linea celular particular, las células se tratan con un oligonucleétido de control
positivo a una serie de concentraciones. La concentracién de oligonucledtido de control positivo que da como
resultado una inhibicion del 80% del ARNm diana se utiliza entonces como la concentracion de exploracién para
nuevos oligonucledtidos en experimentos posteriores para esa linea celular. Si no se consigue una inhibicion del
80%, la concentracion mas baja del oligonucleétido de control positivo que da como resultado una inhibicién del 60%
del ARNm diana se utiliza entonces como la concentracion de exploracion de oligonucleétidos en experimentos
posteriores para esa linea celular. Si no se consigue una inhibicion del 60%, esta linea celular particular se
considera como inadecuada para los experimentos de transfeccion de oligonucleétidos. Cuando el oligonucleétido
antisentido se transfecta usando un reactivo liposémico, las concentraciones de los oligonucleétidos antisentido
usados en el presente documento son de 50 nM a 300 nM y de 1 uM a 40 pM cuando el oligonucleétido antisentido
se transfecta por electroporacion.

Para células humanas el oligonucledtido de control positivo se selecciona ente el Oligo 13920
(TCCGTCATCGCTCCTCAGGG, SEC ID N° 10) que esta dirigido a la H-ras humana o el Oligo 18078,
(GTGCGCGCGAGCCCGAAATC, SEC ID N°: 11) que esta dirigido a la Jun-N-terminal quinasa-2 (JNK2). Ambos
controles son oligdmeros con huecos (2’-O-metoxietil (2'-O-metoxietilos mostrados en negrita) con una estructura
fosfotioato. Para células de raton o de rata el oligonucledtido de control positivo es el Oligo 15770
(ATGCATTCTGCCCCCAAGGA, SEC ID N°: 12).

Ejemplo 2: Analisis por PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm de la DGAT-1

La cuantificacion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 se realizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando
el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM™ 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Antes de realizar el andlisis por PCR cuantitativa, se evaluaron los conjuntos cebador-sonda especificos para la
DGAT-1 que iba a medirse para determinar su capacidad para “formar complejos multiples” con una reaccion de
amplificacion con GAPDH. Después del aislamiento el ARN se sometié a una reaccion de transcriptasa inversa (RT,
Reverse Transcriptase) secuencial y PCR en tiempo real, ambas realizadas en el mismo pocillo. Los reactivos de la
RT y PCR se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA). La PCR RT, se realiz6 también afiadiendo
un coéctel de PCR de 20 pl (tampén PCR 2,5x sin MgCl,, MgCl, 6,6 mM, 375 uM de cada uno de dATP, dCTP y
dGTP, 375 nM de cada uno de cebador directo y cebador inverso, 125 nM de sonda, 4 unidades de inhibidor RNAsa,
1,25 unidades de PLATINUM® Taq, 5 unidades de transcriptasa inversa MuLV y colorante ROX 2,5x) a placas de 96
pocillos que contenian una solucion de ARN total 30 pl (20-200 ng). La reaccion de RT se realizd por incubacion
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durante 30 minutos a 48 °C. Después de una incubacion de 10 minutos a 95 °C para activar el PLATINUM® Taq, se
realizaron 40 ciclos de un protocolo de PCR en dos etapas: 95 °C durante 15 segundos (desnaturalizacién) seguido
por 60 °C durante 1,5 minutos (hibridacion/extension).

Las cantidades de los genes diana obtenidas por RT, PCR en tiempo real, se normalizaron usando el nivel de
expresion de la GADPH, un gen cuya expresion es constante, o cuantificando el ARN total usando RiboGreen™
(Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). La expresion de la GAPDH se cuantific6 mediante RT, PCR en tiempo real,
realizandose simultaneamente con la diana, formando complejos mudltiples o individualmente. EI ARN total se
cuantificd usando el reactivo de cuantificacion de ARN RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR).

En una placa de 96 pocillos que contenia ARN celular purificado 30 pl se introdujeron, mediante una pipeta, 170 pl
de reactivo de trabajo RiboGreen™ (reactivo RiboGreen™ diluido 1:350 en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5).
La placa se leyd en un CytoFluor 4000 (PE Applied Biosystems) con una excitacion a 485 nm y una emision a 530
nm.

Las sondas de PCR para la GAPDH tenian JOE unido covalentemente al extremo 5 y TAMRA o MGB unido
covalentemente al extremo 3’, en el que JOE es el colorante indicador fluorescente y TAMRA o MGB es el colorante
extintor. En algunos tipos de células, para medir la expresion de la GAPDH, se usaron cebadores y sondas
disefiados para una secuencia de GAPDH de una especie diferente. Por ejemplo, para medir la expresién de la
GAPDH en células y lineas celulares derivadas de mono se usa un conjunto de cebador y sonda de la GAPDH
humana.

Se disefiaron sondas y cebadores para su uso en la PCR en tiempo real para hibridarse con secuencias especificas
de la diana. En la Tabla 2 se presentan los cebadores y las sondas y las secuencias de acido nucleico diana a las
cuales se hibridan. Las sondas de PCR especificas diana poseen colorante fluorescente y colorante extintor unidos
covalentemente a los compuestos.

Tabla 2

Cebadores y sondas especificos de DGAT-1 para su uso en PCR en tiempo real

Especie | SEC ID N° diana | Descripcion de la secuencia Secuencia (5’ a 3%) SEC ID N°
Ser humano Cebador directo TCCCCGCATCCGGAA 13
Ser humano Cebador inverso CTGGGTGAAGAACAGCATCTCA 14

FAM-
Ser humano Sonda CGCTTTCTGCTGCGACGGATCC- 15

TAMRA

Ratén Cebador directo GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 16

Raton Cebador inverso GAAGATGGTGATGGGATTTC 17
JOE-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-

Ratén Sonda 88
TAMRA

Ejemplo 3: Inhibicion antisentido de la expresion de la DGAT-1 humana mediante compuestos oligoméricos

Se disefié una serie de compuestos antisentido para dirigirse a regiones diferentes de ARN de la DGAT-1 humana,
usando secuencias publicadas o partes de secuencias publicadas como las indicadas en la Tabla 1. La exploracion
identificé segmentos diana activos dentro de la secuencia de ARNm de la DGAT-1 humana, especificamente el N°
GenBank (SEC ID N°: 4). Los compuestos indicados en la Tabla 3 son oligonucleétidos quiméricos (“oligdbmeros con
huecos”) de 20 nucledsidos de longitud, compuestos por una region “hueco” central que consiste en diez 2'-
desoxinucleotidos que esta flanqueada, en ambos lados (direcciones 5" y 3’), por cinco nucleétidos “alas”. Las alas
estan compuestas por nucledtidos 2-metoxietilo (2-MOE). Los enlaces (estructurales) internucledsido son
fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido. Todos los restos citosina son 5-metil citosina. Los datos son
medias de tres experimentos en los que se trataron células HepG2 con 75 nM de los oligonucleotidos antisentido de
la presente invencion.
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Tabla 3

Inhibicion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 humana mediante oligonucleoétidos fosforotioato quiméricos
que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

COMPUESTO N° REGION SEC ID N° DIANA [SITIO DIANA SECUENCIA % INHIB| SEC ID N°
191617 5UTR 4 1 gccgcctctetegtecatte 57 18
191619 5’'UTR 4 21 gagccgctaactaatggacg (37 19
191621 5UTR 4 41 acaacggctgcegttgctccg |30 20
191623 5’'UTR 4 71 ccgcccgegtcaggeccgte (40 21
191625 5UTR 4 91 gcctcaccagcegegttcaac |20 22
191627 5’'UTR 4 120 ccctgecggecgecgtagee 24 23
191629 5UTR 4 151 ctccgggcecctagacaacgg 145 24
191631 5’UTR 4 181 gttcgtagcgcccgaggege |53 25
191633 5UTR 4 211 cccggecgcagecaagegtg |44 26
191635 Codon de inicio |4 231 gcccatggectcageeccgea |77 27
191637 Codificante 4 281 tggctcgagggcecgegacce (58 28
191639 Caodificante 4 301 ccgcaggeccgecgecgecg (49 29
191641 Codificante 4 321 ccgcacctcttcttccgecg 40 30
191643 Codificante 4 401 acgccggcgtcteegtectt 92 31
191645 Codificante 4 421 gctceccagtggecgetgeee |60 32
191647 Codificante 4 441 ctgcaggcgatggcaccica |85 33
191649 Cadificante 4 491 aggatgccacggtagttget (62 34
191651 Codificante 4 511 gcatcaccacacaccagttc |37 35
191653 Caodificante 4 561 gccatacttgatgaggttct 48 36
191655 Codificante 4 651 gacattggccgcaataacca |47 37
191657 Caodificante 4 681 cttctcaacctggaatgcag 29 38
191659 Codificante 4 721 gcagtccegectgeteegte |50 39
191661 Caodificante 4 741 caggttggctacgtgcagca (31 40
191663 Caodificante 4 781 ccagtaagaccacagccgcet (62 41
191665 Codificante 4 831 ggtgtgcgcecatcagegeca |59 42
191667 Caodificante 4 931 cagcactgctggccttcttc 52 43
191669 Codificante 4 1021 tgagctcgtagcacaaggtg (43 44
191671 Cadificante 4 1121 cactgctggatcagccccac 20 45
191673 Codificante 4 1181 atgcgtgagtagtccatgtc 59 46
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(continuacién)

Inhibicion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 humana mediante oligonucleoétidos fosforotioato
quiméricos que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

COMPUESTO N° REGION SEC ID N° DIANA | SITIO DIANA SECUENCIA % INHIB| SEC ID N°
191675 Codificante 4 1231 tgagccagatgaggtgattg |62 47
191677 Codificante 4 1281 gagctcagccacggcattca |76 48
191679 Codificante 4 1351 tctgccagaagtaggtgaca (30 49
191681 Codificante 4 1611 gatgagcgacagccacacag |21 50
191683 Codificante 4 1671 ctcatagttgagcacgtagt 73 51
191685 J'UTR 4 1721 cagtgagaagccaggcecctc |68 52
191687 3UTR 4 1781 ccatccccagcactcgagge (68 53
191689 3'UTR 4 1801 aggatgctgtgcagccagge (73 54
191691 3'UTR 4 1851 ggtgcaggacagagccccat (72 55
191693 3'UTR 4 1881 gtgtctggcectgctgtcgece 71 56
191695 3'UTR 4 1901 ctcccagcetggcatcagact |76 57

Como se muestra en la Tabla 3, en este ensayo, las SEC ID Nos 18, 25, 27, 28, 31, 32, 33, 34, 39, 41, 42, 43, 46,
47, 48, 51, 52, 53, 54, 55, 56 y 57 demostraron una inhibicion de la expresion de la DGAT-1 humana de al menos el
50% y son, por lo tanto, preferidas. Son mas preferidas las SEC ID Nos: 31, 33, 27 y 57. En el presente documento,
las regiones diana con las que estas secuencias preferidas son complementarias se denominan “segmentos diana
preferidos” y son, por lo tanto, preferidas para dirigirse por los compuestos de la presente invencion. En la Tabla 3 se
muestras estos segmentos diana preferidos. En la Tabla 1 se muestran las secuencias que representan el
complemento inverso de los compuestos antisentido preferidos. El “sitio diana” indica el niumero del primer
nucleodtido (5’ - la mayoria) sobre el acido nucleico diana particular al cual se une el oligonucleétido. En la Tabla 3
también se muestra la especie en la que se encontraron cada uno de los segmentos diana preferidos.

Ejemplo 4: Inhibicion antisentido de la expresion de la DGAT-1 de raton mediante oligonucleétidos
fosforotioato quiméricos que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi.

De acuerdo con la presente invencion, se disefid una segunda serie de compuestos antisentido para dirigirse a
diferentes regiones del ARN de la DGAT-1 de raton, usando secuencias publicadas (nimero de acceso GenBank
AFQ78752.1, incorporado en el presente documento como SEC ID N°: 7). Los compuestos se muestran en la Tabla
4. El “sitio diana” indica el numero del primer nucleétido (5’-la la mayoria) sobre el acido nucleico diana particular al
cual se une el compuesto. Todos los compuestos indicados en la Tabla 4 son oligonucleétidos quiméricos
(“oligébmeros con hueco”) de 20 nucledtidos de longitud, compuestos por una region “hueco” central que consiste en
diez 2’-desoxinucledtidos, que esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleétidos.
Las alas estan compuestas por nucleétidos 2’-metoxietilo (2’-MOE). Los enlaces (estructurales) internucledsido son
fosfotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido. Todos los restos citosina son 5-metil citosina. Los compuestos se
analizaron para determinar su efecto sobre los niveles de ARNm de la DGAT-1 de raton mediante PCR cuantitativa
en tiempo real, como se describe en los otros ejemplos en el presente documento. Los datos son medias de tres
experimentos en los que células b.END se trataron con los oligonucleétidos antisentido de la presente invencion. Si
esta presente, “N.D.” indica que "no hay datos”.
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Tabla 4

Inhibicion de los niveles de ARNm de DGAT-1 de raton mediante oligonucleétidos fosforotioato quiméricos
que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

COMPUESTO N° REGION SEC ID N° DIANA|SITIO DIANA SECUENCIA % INHIB|SEC ID N°
191723 5’'UTR 7 1 ctacttatttccattcatcc 2 58
191724 5'UTR 7 21 tatcctaagtatgcctaatt |0 59
191725 5UTR 7 31 gcttgagccctatcctaagt |0 60
191726 5'UTR 7 61 ctcgtcgeggeccaatcttc |21 61
191727 Codén de inicio 7 81 cccatggcttcggeccgecac (48 62
191729 Codificante 7 191 cagccgcgtctcgcaccteg |74 63
191730 Codificante 7 232 cggagccggcegcegtcacccc|63 64
191731 Codificante 7 281 ccacgctggtccgeccgtct |67 65
191732 Codificante 7 301 cagatcccagtagccgtcge (59 66
191733 Codificante 7 321 tcttgcagacgatggcacct |49 67
191734 Codificante 7 371 tcaggataccacgataattg 48 68
191735 Codificante 7 391 cagcatcaccacacaccaat |52 69
191736 Codificante 7 411 aaccttgcattactcaggat |62 70
191737 Codificante 7 451 atccaccaggatgccatact 29 71
191738 Codificante 7 471 agagacaccacctggatagg(42 72
191740 Codificante 7 601 cagcagccccatctgctctg 63 73
191741 Codificante 7 621 gccaggttaaccacatgtag |58 74
191742 Codificante 7 661 aaccagtaaggccacagctg|16 75
191743 Codificante 7 681 cccactggagtgatagactc |42 76
191744 Codificante 7 711 atggagtatgatgccagagc (53 77
191745 Codificante 7 771 acccttcgctggeggcacca (68 78
191746 Codificante 7 841 tggatagctcacagcttget |56 79
191747 Codificante 7 861 tctcggtaggtcaggttgtc |32 80
191748 Codificante 7 961 ctcaagaactcgtcgtagca |60 81
191749 Codificante 7 1001 gttggatcagccccacttga (37 82
191750 Codificante 7 1061 gtgaatagtccatatccttg 48 83
191751 Codificante 7 1081 taagagacgctcaatgatcc (18 84
191752 Codificante 7 1161 tctgccacagcattgagaca |50 85
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(continuacién)

Inhibicion de los niveles de ARNm de DGAT-1 de raton mediante oligonucleétidos fosforotioato quiméricos
que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

COMPUESTO N° REGION SEC ID N° DIANA|SITIO DIANA SECUENCIA % INHIB|SEC ID N°
191753 Codificante 7 1201 ccaatctctgtagaactcgc |55 86
191754 Codificante 7 1221 gtgacagactcagcattcca |56 87
191755 Codificante 7 1271 gtctgatgcaccacttgtgc |72 88
191756 Codificante 7 1301 tgccatgtctgagcatagge |70 89
191757 Codificante 7 1331 atactcctgtcctggccace 65 90
191759 Codificante 7 1471 attgccatagttcccttgga |68 91
191760 Codificante 7 1491 agtgtcacccacacagctgc 66 92
191761 Codificante 7 1511 ccaccggttgcccaatgatg |71 93
191762 Codificante 7 1531 gtggacatacatgagcacag 62 94
191763 Codificante 7 1551 tagttgagcacgtagtagtc |40 95
191764 Codén de terminacion|7 1586 ctttggcagtagctcatacc (37 96
191765 3'UTR 7 1621 tccagaactccaggeccagg (59 97

Como se muestra en la Tabla 2, en este ensayo, las SEC ID Nos: 63, 64, 65, 66, 69, 70, 73, 74, 77, 78, 79, 81, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94 y 97 demostraron una inhibicion de la expresion de la DGAT-1 de ratéon de al
menos el 50% y son, por lo tanto, preferidas. Son mas preferidas las SEC ID Nos: 63, 88, 91 y 93. En el presente
documento, las regiones diana con las que estas secuencias preferidas son complementarias se denominan
“segmentos diana preferidos” y son, por lo tanto, preferidas para dirigirse por los compuestos de la presente
invencion. En la Tabla 3 estos segmentos diana de ARNm preferidos se muestran como la secuencia de ARN
apropiada, en la que la timina (T) se ha sustituido con uracilo (U) para reflejar una representacion correcta de una
secuencia de ARN. En las Tablas 1 y 2 se muestran las secuencias que representan el complemento inverso de los
compuestos antisentido preferidos. El “sitio diana” indica el numero del primer nucleétido (5’ - la mayoria) sobre el
acido nucleico diana particular al cual se une el oligonucledétido. En la Tabla 3 también se muestra la especie en la
que se encontraron cada uno de los segmentos diana preferidos.

Ejemplo 5: Analisis de transferencia de Western de los niveles de la DGAT-1

Usando procedimientos convencionales, se realizd anadlisis de transferencia de Western (analisis de
inmunotransferencia). Las células se recogieron de 16 a 20 horas después del tratamiento con el oligonucleétido, se
lavaron una vez con PBS, se suspendieron en tampon de Laemmli (100 pl/pocillo), se hirvieron durante 5 minutos y
se cargaron en un gel de SDS-PAGE al 16%. Los geles se procesaron durante 1,5 horas a 150 V y se transfirieron a
una membrana para realizar la transferencia de Western. Se usé un anticuerpo primario apropiado dirigido a la
DGAT-1, con un anticuerpo secundario radiomarcado o marcado con un marcador fluorescente dirigido a la especie
de anticuerpo primario. Las bandas se visualizaron usando un instrumento PHOSPHORIMAGER® (Molecular
Dynamics, Sunnyvale CA).

Ejemplo 6: Inhibicién antisentido de la expresion de la DGAT-1 de ratén: respuesta a la dosis en células
b.END

De acuerdo con la presente invencion, se investigaron adicionalmente seis oligonucleotidos dirigidos contra la
DGAT-1 de ratén, el CMP N° 191729 (SEC ID N°: 63), CMP N° 191731 (SEC ID N°: 65), CMP N° 191755 (SEC ID
N°: 88), CMP N° 191756 (SEC ID N°: 89), CMP N° 191759 (SEC ID N°: 91) y CMP N° 191761 (SEC ID N°: 93) en un
estudio de respuesta a la dosis.

En el experimento de respuesta a la dosis, con los niveles de ARNm como criterio de valoracion, las células b.END
se trataron con los compuestos CMP N° 191729, CMP N° 191731, CMP N° 191755, CMP N° 191756, CMP N°
191759 o CMP N° 191761 a dosis de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 nM del oligonucledtido. Los datos se obtuvieron mediante
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PCR cuantitativa en tiempo real, como se describe en otros ejemplos en el presente documento y se realiz6 el
promedio de tres experimentos y se normalizé frente a las células de control no tratadas. Los datos se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5

Inhibicion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 de ratén mediante oligonucleétidos fosforotioato
quiméricos que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi: respuesta a la dosis

Dosis (nM)
CMP N° SEC ID N° 1 5 10 25 50 100
% de inhibicién
191729 63 26 62 78 80 83 83
191731 65 27 58 57 58 82 85
191755 88 41 59 72 75 83 79
191756 89 13 39 59 65 81 75
191759 91 26 44 74 80 82 86
191761 93 23 63 71 80 85 87

Los datos presentados en la Tabla 5 indican que los compuestos antisentido son capaces de reducir los niveles de
ARNm de la DGAT-1 de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 7: Efecto de la inhibicién antisentido de la DGAT-1 (CMP N° 191761) sobre la fibrosis hepatica —
estudios in vivo

La leptina es una hormona producida por el tejido adiposo que regula el apetito. Los déficits en esta hormona tanto
en seres humanos como en animales no humanos conducen a la obesidad. Los ratones db/db tienen una mutacion
en el gen receptor de leptina que da como resultado la obesidad, hiperglucemia e higado graso, y por tanto, estos
ratones son buenos modelos de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). En este ejemplo, se sometieron a ensayo los
compuestos oligoméricos de la presente invencion en el modelo de EHNA de ratones db/db.

Se alimentd a ratones macho db/db, C57B1/6J-Lepr (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), de seis semanas de
vida, con una dieta de control (pienso, n = 6) o0 con una dieta deficiente en metionina y colina (dieta DMC). Los
ratones alimentados con dieta DMC se separaron posteriormente en grupos placebo (tratamiento con solucion
salina) o grupos de tratamiento (tratamiento con el compuesto antisentido DGAT-1). A los grupos de placebo y de
tratamiento se les inyectd, por via intraperitoneal, solucion salina o el compuesto antisentido, dos veces a la semana
durante cuatro semanas (n = 8) o durante ocho semanas (n = 7). Para ambos, el tratamiento de cuatro semanas y el
tratamiento de nueve semanas hubo miembros de ratones placebo y miembros de ratones con tratamiento. El grupo
de tratamiento recibié 25 mg/kg del CMP N° 191761 en cada inyeccion. Al final del periodo de tratamiento se extrajo
suero y se sacrifico a los ratones.

Usando PCR en tiempo real de ARN total, de tejido de higado completo, se evalud la expresion del ARNm de DGAT-
1, TNF.alfa, TGF.beta, aSMA, colageno y TIMP-1. La esteatosis hepatica se evalué mediante el contenido en
triglicéridos usando tincion de aceite rojo y Hematoxilina-Eosina (HE). También se midio el ALT y otros parametros
en suero.

Las células estrelladas hepaticas (CEH) y células parenquimaticas se separaron usando técnicas convencionales
conocidas por los expertos habituales en la materia y se determinaron los niveles de ARNm de la DGAT-1. Las CEH
expresaron siete veces mads ARNm de DGAT-1 que los hepatocitos. En el grupo placebo los niveles de ARNm de la
DGAT-1 se encontraron aproximadamente al 70% en la semana 4, pero volvieron a la linea basal a la semana 8. No
hubo ninguna diferencia significativa en la expresion de la DGAT-2 entre los grupos. Por tanto, el compuesto
antisentido DGAT-1 es especifico para la DGAT-1: (Figura 1). EI ARNm de la DGAT-1 del grupo que recibid
tratamiento se encontré aproximadamente al 95% a la semana 4 y permanecid en ese nivel en la semana 8. Sin
embargo, el tratamiento con el compuesto antisentido DGAT-1 no protegio al grupo de tratamiento de la esteatosis
hepatica. Durante el estudio, las puntuaciones del contenido en triglicéridos y esteatosis hepatica fueron similares en
tanto en el grupo de placebo como en el grupo de tratamiento (siendo en los dos grupos aproximadamente 2-3
veces mayor que en el grupo de control alimentado con pienso). De manera similar, los niveles de AST en suero
fueron comparables para los grupos de placebo y de tratamiento (618 + 80 y 557 + 49 frente a 130 £ 10 Ul/l p <
0,01). (Figuras 2y 3)
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La inhibicion de la DGAT-1 disminuyé la fibrosis hepatica inducida por la dieta DMC. En comparacion con los
higados del grupo placebo, el grupo de tratamiento tuvo una tincidon con rojo sirio menos intensa y niveles mas bajos
20-30% de hidroxiprolina hepatica (p < 0,05 en ambos). (Figura 4). La expresion hepatica del ARNm de TGF.beta,
aSMA y colageno disminuyeron en 48%, 67% y 58%, respectivamente. (Figura 5). La inhibicion de la DGAT-1 en el
higado reduce la activacion de las CEH vy la fibrosis hepatica en modelos de raton de EHNA.

Ejemplo 8: Efectos de la inhibicion antisentido de la DGAT-2 (CMP N° 217376) sobre la fibrosis hepatica —
estudios in vivo

La DGAT-2 se expresa en los hepatocitos y se asocia con la esteatosis hepatica. El tratamiento con un compuesto
antisentido que inhibe la expresion de la DGAT-2 mejora la esteatosis hepatica en ratones obesos (Solicitud de
Patente de Estados Unidos N°: US2005-0272680). El higado graso es un factor etioldégico causante de la fibrosis
hepatica.

Se alimenté a ratones macho db/db, C57B1/6J-Lepr (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), de seis semanas de
vida, con una dieta de control (pienso, n = 6) o con una dieta deficiente en metionina y colina (dieta DMC). Los
ratones alimentados con dieta DMC se separaron posteriormente en grupos placebo (tratamiento con solucion
salina) o grupos de tratamiento (tratamiento con el compuesto antisentido DGAT-2). A los grupos de placebo y de
tratamiento se les inyectd, por via intraperitoneal, solucion salina o el compuesto antisentido, dos veces a la semana
durante cuatro semanas (n = 8) o durante ocho semanas (n = 7). Para ambos, el tratamiento de cuatro semanas y el
tratamiento de nueve semanas hubo miembros de ratones placebo y miembros de ratones con tratamiento. El grupo
de tratamiento recibié 25 mg/kg del CMP N° 217376 (tccatttattagtctaggaa; SEC ID N°: 99) en cada inyeccion. El CMP
N° 217376 es un oligonucledtido quimérico (“con huecos”) de 20 nucledsidos de longitud y dirigido al ARNm de la
DGAT-2 de ratén (N° de acceso Gen Bank: AK002443.1, 15 de febrero de 2001 y SEC ID N°: 100), compuesto por
una region “hueco” central que consiste en diez 2’-desoxinucleétidos, que esta flanqueada en ambos lados
(direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucledtidos. Las alas estan compuestas por nucleétidos 2-O-metoxietilo (2'-
MOE). Los enlaces (estructurales) internucledsido son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido. Todos los
restos de citosina son 5-metil citocinas. Al final del periodo de tratamiento se extrajo el suero y se sacrifico a los
ratones.

Usando PCR en tiempo real de ARN total, de tejido de higado completo, se evalud la expresion del ARNm de la
DGAT-2, TNF.alfa, TGF.beta, a-SMA, colageno y TIMP-1 usando PCR en tiempo real del ARN total a partir de
tejidos de higado completo. Las células se aislaron usando técnicas convencionales conocidas por los expertos
habituales en la materia. La esteatosis hepatica se evalu6 mediante el contenido en triglicéridos usando tincién de
aceite rojo y Hematoxilina-Eosina (HE). También se midié el ALT y otros parametros en suero.

Las células estrelladas hepaticas (CEH) y células parenquimaticas se separaron usando técnicas convencionales
conocidas por los expertos habituales en la materia y se determinaron los niveles de ARNm de la DGAT-1. Los
hepatocitos expresaron aproximadamente 150 veces mas ARNm de la DGAT-2 que las CEH. La expresion hepatica
del ARNm de la DGAT-2 no cambié con alimentacion con dieta DMC en comparaciéon con la dieta con pienso
normal. Sin embargo, hubo una reduccién mayor del 90% en la expresion de la DGAT-2 en el grupo de tratamiento
en comparacion con el grupo placebo (8 semanas; p < 0.001 frente a controles). El compuesto antisentido DGAT-2
no cambid significativamente la expresion de la DGAT-1 (Figura 6). El contenido de triglicéridos en higado aumenté
aproximadamente 2 veces en el grupo control sobre el grupo placebo. De manera similar, los niveles de ALT en
suero y la expresiéon hepatica del ARNm de TGF.beta., a-SMA, TIMP-1 y colageno aumenté 6 veces, 2 veces, 4
veces, 10 veces y 6 veces, respectivamente, en los ratones de control sobre los ratones placebo (p < 0,01 frente a
control). El nivel de hidroxiprolina fue de 40% mas elevado en el grupo alimentado con dieta DMC en comparacion
con el grupo control (8 semanas; p < 0,05) y la tincidn con rojo sirio fue mas intensa. (Figuras 7 y 8)

El grupo de tratamiento tuvo una puntuacion de esteatosis hepatica reducida en comparacion con el grupo placebo
(puntuacion 1 del grupo de tratamiento frente a puntuacion 4 del grupo placebo), y el contenido hepatico de
triglicéridos se redujo aproximadamente al 35% en el grupo de tratamiento. Los niveles de ARNm hepaticos para
TNF.alfa. y TGF.beta. se redujeron en el grupo de tratamiento, pero hubo un aumento en los niveles de ALT en
suero, expresion hepatica de ARNm de a-SMA y TIMP-1 de 3 veces, 2 veces y 6 veces, respectivamente. (Figura 9)
No hubo diferencias significativas entre el grupo placebo y el grupo de tratamiento para la expresiéon hepatica de
ARNmM de colageno y fibronectina. La DGAT-2 es un tratamiento eficaz para la esteatosis hepatica; sin embargo, en
este modelo de ratdn, después de 8 semanas de tratamiento, no hubo ninguna mejoria significativa en la fibrosis
hepatica.

Ejemplo 9: Inhibicion antisentido de la expresion de la DGAT-1 en rata por oligonucleétidos fosforotioato
quiméricos que tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

Se disefid una serie de compuestos antisentido contra diferentes regiones diana del ARN de la DGAT-1 de rata,
usando informacién de secuencia publicada (nUmero de acceso GenBank AF296131.1, incorporado en el presente
documento como SEC ID N°: 101). Los compuestos se muestran en la Tabla 6. El “sitio diana” indica el nimero del
primer nucleétido (5° - la mayoria) sobre la secuencia diana particular a la cual se unen los compuestos. Todos los
compuestos indicados en la Tabla 6 son oligonucleétidos quiméricos (“con hueco”) de 20 nucledtidos de longitud,
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compuestos por una region “hueco” central que consiste en diez 2’-desoxinucledétidos que esta flanqueada en ambos
lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleétidos. Las alas estan compuestas por nucleétidos 2’-metoxietil
(2’-MOE). Los enlaces (estructurales) internucledsido son fosforotioato (P=S) a lo largo del nucledtido. Todos los
restos de citosina son 5-metil citosina.

Los compuestos se analizaron para determinar su efecto sobre los niveles de ARNm de la DGAT-1 en rata mediante
PCR cuantitativa en tiempo real, como se ha descrito en otros ejemplos en el presente documento. Se disefiaron
sondas y cebadores contra la DGAT-1 de rata para hibridarse con una secuencia de DGAT-1 de rata usando
informacién de secuencia publicada (nimero de acceso GenBank AF296131.1, incorporado en el presente
documento como SEC ID N° 101). Para la DGAT-1 de rata los cebadores de la PCR fueron: cebador directo:
CAGACCAGCGTGGGCG (SEC ID Ne°: 102); cebador inverso: GAACAAAGAGTCTTGCAGACGATG (SEC ID Ne¢:
103) y la sonda de la PCR fue: FAM-CGGCCACTGGGAGCTGAGGTG-TAMRA (SEC ID N°: 104) en la que FAM es
el colorante indicador fluorescente y TAMRA es el colorante extintor. Las cantidades génicas diana de rata se
normalizaron cuantificando el ARN total usando el reactivo de cuantificacion de ARN, RiboGreenTM.

Los datos son medias de tres experimentos en los que se trataron hepatocitos primarios de rata con 50 nM de los
oligonucleétidos antisentido de la presente invencion. Los datos, mostrados en la Tabla 6, se presentan como
inhibicion en porcentaje normalizados frente a las muestras de control sin tratar.

Tabla 6

Inhibicion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 de rata por oligonucleétidos fosforotioato quiméricos que
tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

o
CMP N° REGION SE?ASAN ;'AT,'\JCL SECUENCIA % INHIB | SEC ID N°

191726 5UTR 7 1 ctcgtcgeggceccaatcttc 0 61

191733 Codificante | 7 261 tcttgcagacgatggcacct 68 67

Codédn de

327788 Inicio 101 24 TCGCCCATGGCTTCGGCCCG | 0 105
327789 Codificante | 101 44 AGCTTCCCGCGCCTCCGCGG | 0 106
327790 Codificante | 101 61 GGTCCTGCGACGCCGAGAGC | 0 107
327791 Codificante | 101 82 CTGGACGGAAACCCGCGAGC | 0 108
327792 Caodificante | 101 103 TACCTTGGGCCCACTACCTC 0 109
327793 Codificante | 101 121 TCGCACCTCGTCCTCTTCTA 0 110
327794 Codificante | 101 170 GAGCCGGCGCGTCACCCCCG | 0 111
327795 Codificante | 101 191 TATGGGCTGGAGCCGGAGCC | 0 112
327796 Codificante | 101 196 CCGGGTATGGGCTGGAGCCG | 0 113
327797 Codificante | 101 225 TCGCCCACGCTGGTCTGCCG | 63 114
327798 Codificante | 101 248 GGCACCTCAGCTCCCAGTGG | 64 115
327799 Codificante | 101 282 CTGTCTGAGCTGAACAAAGA 0 116
327800 Codificante | 101 309 AGGATACCACGGTAATTGCT 0 117
327801 Codificante | 101 318 CACCAATTCAGGATACCACG 0 118
327802 Codificante | 101 345 GCATTACTCAGGATCAGCAT 0 119
327803 Codificante | 101 359 CTAAAGATAACCTTGCATTA 0 120
327804 Codificante | 101 374 ACTTGATAAGATTCTCTAAA 0 121
327805 Codificante | 101 389 CCACCAGGATGCCATACTTG 0 122
327806 Codificante | 101 393 GGATCCACCAGGATGCCATA |0 123
327807 Caodificante | 101 415 AAACAGAGACACCACCTGGA | 0 124
327808 Codificante | 101 463 GGATGCAATGATCAAGCATG 0 125
327809 Codificante | 101 477 ACAATAAAGATATTGGATGC 0 126
327810 Codificante | 101 499 CTTCTCAATCTGAAATGTAG 0 127
327811 Codificante | 101 504 AGGCGCTTCTCAATCTGAAA 0 128
327812 Caodificante | 101 527 GCTCTGTCAGGGCACCCACT |0 129
327813 Codificante | 101 537 AGCCCCATCTGCTCTGTCAG 20 130
327814 Codificante | 101 552 ACCACATGTAGCAGCAGCCC | 17 131
327815 Codificante | 101 579 GGGAAGCAGATAATTGTGGC | 0 132
327816 Codificante | 101 594 AAGGCCACAGCTGCTGGGAA | 0 133
327817 Caodificante | 101 607 AGACTCAACCAGTAAGGCCA | 25 134
327818 Codificante | 101 616 TGGAGTGATAGACTCAACCA 2 135
327819 Codificante | 101 649 GGAGTATGATGCCAGAGCAA |0 136
327820 Codificante | 101 661 GAGGAAGATGATGGAGTATG | 0 137
327821 Codificante | 101 679 CCGGTAGGAAGAAAGCTTGA |0 138
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(continuacién)

Inhibicion de los niveles de ARNm de la DGAT-1 de rata por oligonucleétidos fosforotioato quiméricos que
tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi

o
CMP N° REGION SED(I:AIS AN Dﬁg,'& SECUENCIA % INHIB | SEC ID N°
327822 Codificante | 101 709 CCTTCGCTGGCGGCACCACA | 29 139
327823 Codificante | 101 726 ACAGCTTTGGCCTTGACCCT | 0 140
327824 Codificante | 101 744 ACCTTCTTCCCTGCAGACAC | 0 141
327825 Codificante | 101 758 CAGCAGCCCCACTGACCTTC | 6 142
327826 Codificante | 101 779 GATAGCTTACAGTGTTCTGG | 0 143
327827 Codificante | 101 797 GGTAGGTCAGGTTGTCCGGA | 0 144
327828 Codificante | 101 806 AGAGATCTCGGTAGGTCAGG | 0 145
327829 Codificante | 101 819 AAGATGAAGTAATAGAGATC | 0 146
327830 Codificante | 101 833 ACAAAGTAGGAGCAAAGATG | 0 147
327831 Codificante | 101 849 AAGTTGAGTTCATAACACAA | 0 148
327832 Codificante | 101 912 AAAAAGAGCATCTCAAGAAC | 0 149
327833 Codificante | 101 934 CAGCCCCACTTGAAGCTGGG | 0 150
327834 Codificante | 101 949 CATCCACTGCTGGATCAGCC | 0 151
327835 Codificante | 101 970 GGAGTTCTGGATAGTAGGGA | 0 152
327836 Codificante | 101 981 AAGGGCTTCATGGAGTTCTG | 0 153
327837 Codificante | 101 991 CATGTCCTTGAAGGGCTTCA | 0 154
327838 Codificante | 101 1030 CGCCAGCTTTAAGAGACGCT | 0 155
327839 Codificante | 101 1103 GCTCTGCCACAGCATTGAGA | 0 156
327840 Codificante | 101 1131 TAGAACTCGCGGTCTCCAAA | 0 157
327841 Codificante | 101 1162 GGTGACAGACTCAGCATTCC | 0 158
327842 Codificante | 101 1186 GATATTCCAGTTCTGCCAAA | 0 159
327843 Codificante | 101 1212 TGTCTGATGCACCACTTGTG | 0 160
327844 Codificante | 101 1271 AGACCCCAGTCCTGGCCATC | 22 161
327845 Codificante | 101 1299 TACTCATGAAAGAAAGCTGA | 0 162
327846 Codificante | 101 1351 CATTGCTGTGAATGCCCAAA | 0 163
327897 Codificante | 101 1380 ACAATCCAGGCCAGTGGGAC | 0 164
327848 Codificante | 101 1414 TGCATTGCCATAGTTCCCTT | 0 165
327849 Codificante | 101 1442 GCCCAATGATGAGTGTCACC | 0 166
327850 Codificante | 101 1477 GTAGTCGTGGACATACATGA | 0 167
Codon de
327851 terminacion | 101 1524 TTGGCAGTAGCTCATGCCCC | 0 168
Codén de
327852 terminacion | 101 1531 CTGGCCTTTGGCAGTAGCTC | 12 169
327853 3 UTR 101 1562 CCTCCAGAACTCCAGGCCCA | 55 170
327854 3 UTR 101 1637 ATCCCCAAGAGCAGGAGTAG | 0 171
327855 3 UTR 101 1670 CCCAGCACTGGCTCAACCAG | 0 172
327856 3 UTR 101 1702 TTGATATCCTAAGCCCCTGG | 0 173
327857 3 UTR 101 1727 TTTTTTTTTTTTAGATAGCT 0 174

Como se muestra en la Tabla 6, en este ensayo, las SEC ID Nos: 67, 114, 115, 130,131, 134, 139,161, 169 y 170
demostraron una inhibicion de la DGAT-1 de rata de al menos un 10%. Las SEC ID Nos: 61 y 67 son
oligonucledtidos antisentido inter especie que se dirigen contra la DGAT-1 tanto de ratdon como de rata.

Ejemplo 30: Inhibicion antisentido de la DGAT-1 de rata por oligonucleétidos fosforotioato quiméricos que
tienen alas 2’-MOE y un hueco desoxi: respuesta a la dosis

En una realizacién adicional, se seleccionaron seis oligonucleétidos para realizar una investigacion adicional en un
experimento de respuesta a la dosis en hepatocitos primarios de rata. Los hepatocitos primarios de rata se trataron
con 1, 5, 10, 25, 50 y 100 nM de CMP N° 191733 (SEC ID N°: 67), CMP N° 327798 (SEC ID N°: 115), CMP N°
327814 (SEC ID N°: 131), CMP N° 327817 (SEC ID N°: 134), CMP N°: 327822 (SEC ID N°: 139), CMP N° 327844
(SEC ID N°: 161) y CMP N° 327853 (SEC ID N°: 170). Las células sin tratar sirvieron como control. Se midieron los
niveles de ARNm diana mediante PCR en tiempo real, como se ha descrito en otros ejemplos en el presente
documento. Los datos, presentados en la Tabla 7, son la media de tres experimentos y estan normalizados con
respecto a muestras de control no tratadas.
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Tabla 7

Inhibicion de la DGAT-1 de rata por oligonucleétidos fosforotioato quiméricos: respuesta a la dosis

Dosis de oligonucleétido

CMP N° SEC ID N° 5 10 25 50 100 200
% de inhibicion
191733 67 20 53 77 91 97 99
327798 115 0 13 68 88 96 98
327814 131 0 5 37 72 80 89
327817 134 0 0 0 57 76 87
327822 139 0 32 52 73 88 95
327844 161 0 0 17 66 71 87
327853 170 0 0 48 70 80 92

Como se demuestra en la Tabla 7, los siete oligonucleétidos antisentido sometidos a ensayo fueron capaces de
inhibir la expresion de la DGAT-1 de una manera dependiente de la dosis.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Isis Pharmaceuticals, Inc. Xiag-Xian Yu Sanjay Bhanot Brett P. Monia
<120> COMPOSICIONES Y SUS USOS DIRIGIDOS CONTRA LA DIACILGLICEROL ACILTRANSFERASA 1
<130> BIOL0088WO
<160> 174
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 384
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

tttecceget
ttecttcagee
tccatgaage
tgaccaggaqg
catcgagege
ctggetctte
gttcetaccgg

ctecceccgeat
agctecaggt
cctteaaggt
catggctage
ctectgaage
cactectgee
gactggtgga

ccggaagege
ggggctgate
gagtggcetea
tgaacggett
tggeggtece
tgaatgoagt
acte

tttctgetge
cagcagtgga
ggtgctettg
gtttetgeag
caatcaccte
ggcetgagete

gacggatecct
tggtececac
cagetggggt
gacatggact
atctggetcea
atgcagtttg

tgagatgcetg
cateccagaac
ggctggggag
actcacgcat
tcttetteta

gagaccggga

60

120
180
240
300
360
384

<210> 2

<211> 494

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

gagecatcag
ctactecacge
catcttette
tggagacegg
gaactggaac
atgtggaaca
tacaagccca
geeteggect

gagttcacgg

tggatggtce
atcatcgagt
tactggetet
gagttctace
atcectgtge
tggctgtgaa
tgcttcegacyg
tettccacga
gcat

cfaccatcca
gecctectgaa
tecacteatg
gggactggtg
acaagtggtg
cctgaacege
gggcagcagc
gtacctggtg

gaactceatg
gctggeggte
cctgaatgee
gaactcecgag
catcaggtag
ttteccatgec

aagtggatgg

agegteecte

aagecettca
cccaatcace
gtggetgage
tetgteacet
gtggggtgtg
ceckcctetg
ccaggacagg
tgecgaatgtt

aggacatgga
tecatctgget
teatgeagtt
acttetggea
tgtgtgtgtg
cagacactte

ggtgttectg
ccgectetgg

60

120
180
240
300
360
420
480
494

<210> 3

<211> 21001

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> 762, 763, 764, 765, 766, 767, 768, 769, 770, 771, 772, 773, 774, 775, 776, 777, 778, 779, 780, 781,
782, 783, 784, 785, 786, 787, 788, 789, 790, 791, 792, 793, 794, 795, 796, 797, 798, 799, 800, 801, 802, 803
804, 805, 806, 807, 808

<223>n=A,T,CoG

<220>

<221> misc_feature

<222> 809, 810, 811, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 819, 820, 821, 822, 823, 824, 825, 826, 827, 828,
829, 830, 831, 832, 833, 834, 835, 836, 837, 838, 839, 840, 841, 842, 843, 844, 845, 846, 847, 848, 849, 850
851, 852, 853, 854, 855

<223>n=A,T,CoG

<220>
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<221> misc_feature

<222> 856, 857, 858, 859, 860, 861, 10947, 10948, 10949, 10950, 10951, 10952, 10953, 10954, 10955,
10956, 10957, 10958, 10959, 10960, 10961, 10962, 10963, 10964, 10965, 10966, 10967, 10968, 10969,
10970, 10971, 10972, 10973, 10974, 10975

<223>n=A,T,CoG

<220>

<221> misc_feature

<222> 10976, 10977, 10978, 10979, 10980,
10989, 10990, 10991, 10992, 10993, 10994,
11003, 11004, 11005, 11006, 11007, 11008
<223>n=A,T,CoG

<220>

<221> misc_feature

<222> 11009, 11010, 11011, 11012, 11013,
11022, 11023, 11024, 11025, 11026, 11027,
11036, 11037, 11038, 11039, 11040, 11041
<223>n=AT,CoG

10981,
10995,

10982, 10983, 10984, 10985,
10996, 10997, 10998, 10999

10986,
11000,

10987, 10988,
11001, 11002

11014,
11028,

11015, 11016, 11017, 11018,
11029, 11030, 11031, 11032,

11019,
11033,

11020, 11021,
11034, 11035,

<220>

<221> misc_feature

<222> 11042, 11043, 11044, 11045, 11046
<223>n=A,T,CoG

25

<400> 3

tectctactaa
ctcaggagge
attgecgecac
agatctgeag
tgcccaggtg
ttccaagget
ggtcacagga
caggaggatg
aggcagdaag
atttaggcaa
teagggtggg
caggcageqgy
ccaaggctgg
nnannnnnnn
nnnannnnnn
gaataggceg
cggccggaca
cggagcaccg
ggctgatgtg
ggcagtacct
tettctteca
ggcaaagtag
cactaagggg

taggtatagt
gagctttatg

aggaaatggg
attcectgacee
agetgggttyg
atcgcccaag
cccagcaatg

aaatacaaaa
tgaggcagga
tgcactecag
aatgggcage
agatggggta
gtctgtgaayg
gggtcaaggt
ggtctccaag
tgggggacat
gaggatgggg
agecctggga
gcagaccaca
ccatggccag
nnnnnnnnnn
NNNROONNNGNn
ggatttttac
gacggacgga
cacctecaca
teetgggetg
cagaggetgg
ctggggaggg
ttggcattte
ttecagteta
aggagetget
ctgtgatgga
gacagtggag
ccaggettee
gaceggttee
ggctctagac
tccectggta

attagctggg
gaatcacttg
cctggecgaca
ctgtgtccat
ggggacagta
gtaaaggatg
cacctgcage
gcctggggag
cctgggtate
tagaggggtyg
gaactctggg
cacaggtgca
aggectgtee
nnannnnnnn
neecgeatgt
tegggeegtg
cggacagacae
aggagaataa
ggcccacget
tgctgcaagg
caggecttgge
cectggggta
aagtecaggcc
gttecgocage
aqgectgata
agttcgaggt
cagatatgct
agggaggayg
agaatgagta
accaggtagg

¢atggtggtg
aagtcaggag
gagcgagact
gecaccctea
tggacggtgg
gcagcaaggg
ctgaggteca
gcaaggtetyg
tgttgagcag
tcceccaggece
gaccagetgg
cagggagggg
ctgetttetg
nnnnnnnnnn
geccecgecoge
cccttettee
tecttoctaa
atgccactcet
gttgggtgge
gtcagectga
aggceccaace
ggtggatctg
aagcccacgg
ctgggtgect
gccaccteaa
ctggeccettt
cceccagtgt
tgcccagggyg
gtggaggaga
caggcatgag
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cgtgcecctgta
gegggttteg
ccgtcectcaaa
cteceetgeca
catcctctgg
ggcagggetg
ctaggaagaqg
cagggaagaqg
gtactggget
tggcececcagt
geagecctgg
ctgaggtcag
tnnnnnnnnn
nnAnnnannn
cttgtacata
gecaceattt
gcacaatage
tgatagaatt
tgggagggte
ggectttcac
acaggagcat
ctecacacca
ttggaccaga
teogeteottet
gocectetgag
teoectgtggee
ctgeggatge
gcagagaggce
taagggacag
cggagaggece

gtgccagcta

gtgagctaaa
aaacaaaaaa

cectcaaggyg
agagatgggg
aggcagcaga
aggaggacac
ageccagtta
ectgggggag
taggaggata
aatgaggege
agtggettct
nnnnninnnn
nonnnannnn
tteccecacceg
ggggccagge
accagetece
tggagtgtcg
ttcecagtct
aagacggccece
caggtctgaa
ggaacaggag
gtgggcaggg
ctccectgaag
atgctgttge
tgectgeoccac
cteccatggat
ttectgeaace.
ggaccctttg
caaagtcttc

69
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



gggcacatac
ctagcaggga
ggtctgcage
tgctctettt
aggectectag
caggattetg
gagctegace
caggccatag
cttggeecac
ccotttatte
getgecceoea
ttgtcecceas
gggecctgtet
cccggtggea
caagectgge
cattgtettt
tegttgatet
ttgctgteag
gegactgcat
accgaccaag
ggctacacaa
ceccacagegy
tgectggecae
cageccacgg
gettgeoecet
coctggeate
gccaaggtgg
gatgtctggy
gattgegtga
agaasaaata
ggeegaggtyg
agoeegtete
tggectacteg
gagacgagat
gaaaaaagaa
tcttgagtee
ttggaaactg
gggctgagaa
segggctetg
gtgacgcagg
teccectaag
aagcgegeca
gegacgegag
cctaaatgat
gegggegeac
ccgtggggcee
cgcgeacttg
cgeeggtgeg
gactacgact
geegeggact
cgqeagecgtt
geggtcacee
aggtggggce
ggtgceggget
geccctegage
tgegggeccee
agacgcogge
cctotgacee
agaacatggg
gaggettggg
ccaggeagag
caggggctec
tecocttata
tggtgctatyg
gggagggggc

attcaaacca
caggggacag
atgtcatgge
gggagageac
cctcacteet
atgegtagag
ccccagttce
accaccactg
ccatggecce
cactagecct
gcagggtgat
ccaacctcac
gggcagggcet
aageccttce
tetgeteace
ctaectgtgge
cctetgecta
tccatactea
tcaacaaatg
gcccatgtgt
agggcateotg
cctgtggtga
tgttggtgga
gagaggaceeg
gctcacecca
ctgagataca
gccgeaactyg
gcagtggcte
ggceaggagt
acaacaggcce
ggceggatcas
tactaaaaac
ggaggctgag
cgegetactyg
aacaaaaaac
cggcegatcca
ggaggecectg
gacaccacca
caggcggaga
geetggtgea
gcgazagaaaa
gggacgttac
cogaecgegga
tgeceggagt
ageggeeadgg
ggacaggacc
cggecocgeag
gocgeggega
cecagggtge
acaaatggac
gtecttgagg
gggetacgge
gegegecteg
gaggcecatgg
cacggcggeg
gacgtgggag
gtgggcageg
aagggenceg
ccctgggeta
gagagtcace
gggagecgge
tgaggagett
tggaaggagt
ageggtgect
cagaggagce
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ggtcagtect
acctgeccag
ctgtgtgect
taccageaat
tccaaaggac
tgggtggaag
tcoccagecac
getgtgaact
taggceetgg
ggaaggeaac
ctgcatcatg
ctaccctgac
tcacccaccet
ttaatggeee
aggccegace
cacttgecgy
gcatgaggtg
gacaggtctg
aatattctga
gagggygetet
ccaggtaget
caagaatatg
ggtggtggaa
caceteagga
gaggaatgaa
ggatgttetc
tggectgttac
atacctgtaa
tegagaccag
aggcgeggty
gaggteagga
agaaaaatta
gcaggagaat
cactocagee
aacagggcegy
goggoocaga
agagttgagy
aggggectge
ggtggagagc
tttetecage
geaggttect
tgtaagetge
cacceggeceg
gactegoega
aagtegggge
cogggaccac
ececcggecct
ctacgactee
cotgegoeeo
gagagagqeqg
ccgacgggee
ggecggcagqg
ggcgetacga
gcgacagegy
gcgggecotge
cegeggggga
gccactggga
cgacttteeg
agcggggate
tgacaaggtc
aggtgtceeg
ttegagggge
cagataagat
tgegggtagg
caggecetgtco

agatccaggy
actccactag
ggcacttgga
gacaatggea
tcoaacageg
gatggaggtg
agacactagt
ctectgggac
gatcagecty
tegetteggy
ctttectega
cattccecte
ctggagctge
geccacagec
catcetecet
ctttgagttyg
cteegtggee
ggcctacetg
gagactgggt
tgggtecagt
ccagectgee
tcaccagygy
gaggacggag
ggagcacctg
gaotgtttcta
actecatgee
agttgattag
tceccagecace
cetgggeaga
gcttgegect
gategagacc
getgggegty
cgettgaace
tggcgacaga
ttgcacagge
cttetgacat
gacgtggage
geecctegece
ctgggagteg
ttyggtettet
gecggggtaa
gtgegeagaa
gacagcetgga
gaccecgtgt
acagegeaca
gcgggagega
gggagctgee
cagggtgcte
gteagectet
gocgtocatt
tgacgeggge
gggcagtgge
acccggcaqgg
cagetecegg
ggcggcggaa
cgegecagee
getgaggtag
gggttggccg
ggtgtgecet
actgggtagg
catccagatc
gggetyggtgg
ctgggeagqtt
aaaggetece
cgaggacagg
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ccagcaaage
ggtggagage
ggagetgtgg
gacagcaatg
actggetgtt
gectecctga
tteectetga
cettgettet
aggecccaac
cktgggecee
tgacccagec
accctatate
tgccocogeca
agtgctttce
ggtggtecag
ggacgcgaca
aggtccagac
gccacagagt
aggagatggg
gagggcgged
tgatacectgg
ggcaaccaag
ctcagaggeg
tttgettcea
gagtcagagt
gtgtgcaata
ttgetteatt
ttcagagges
atagcgagac
ataatcccag
agectggeca
gtggeacgey
caggaggtgyg
gtgagactgt
cgtgeaaaty
cctggagagg
tecttgtgga
togeectage
cgtgeaagge
gacctggeee
ccagaggget
accaacgege
cegtggegea
gtacacaagt
cctocagegga
tgcaaggtec
acggctecca
tgegecggeyg
ccaggcecag
agqttageggae
gggttgaacg
ggeegttgte
cccacgettyg
cgdeggagga
gaggaggtgc
ceggooeeca
cggagegeet
aagecgegage
atgggeectg
ggctetggag
ctcttgggte
gggeccggec
tgtggtgata
agaggagggc
ggaatcagea

tgcecacace
aggggaacca
tgcaggtggg
gecaggagga
tetacttete
agcctgggat
atgagcagca
cacaggccett
ccacttecay
ctcatttgtt
atacacaccc
ccagggtata
cgeccccace
ccattggecte
teocacectee
acaggttgag
ctetctgage
gtgtetgeca
getggtectg
ccacteggea
ttggcageaa
dJgggcagcece
aggctgtgac
gagaagtget
cctcagtgaa
tgcacaccaa
taacatacaa
gaggtgggag
ccccatettt
cactttggga
atatggtgaa
cectgtagtee
aggttgcagt
ctcaaaaaaa
cacagaagec
ctggeccacy
gagagtgggt
cctocteteg
aggegteceg
ttgtetgacyg
cgaggagoag
taggtageag
ctaggegett
gggacgagqqg
cecatcecget
gttecegetg
gggtgttctg
cgeecgegyge
cctecaggteg
tcoggageaa
cgctggtgag
tagggecocgg
getgeggeocg
cagggteged
gggacgcecge
acaaggacgg
gaccecctaa
tcegagteocg
tggggaaact
ctggecttygg
tgtgecatceet
ctggacagtyg
gattetttet
tggectgcca
getgecoegy

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2230
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3730
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44490
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



acaaggggca
gcecatteat
gegtetgityg
gagtggggta
tgacagagag
cattggettc
ttatggectt
cctagaggtt
tetetecagtyg
gagggcagge
cagcaagagt
ccgtggggayg
tggtgaggga
acectetete
attteottttt
gagtaaaatg
cctgectcag
tatttttagt
caggtgatcc
cecggoeggy
agcogocace
ggetttectg
agtecctgte
gtgaggectt
gacttgcagyg
ggetgtggac
cctgggactt
tteectgetge
ctegggecte
getoctttot
ctttetgete
tgetcacagy
cctgagatgt
agectgecec
agtgagcaga
tgggecccaa
acagggtgge
tgctaggetgg
gactagggag
cagtgagagyg
tecatgeage
tgggecactgg
agtggggaty
gtggetgagt
ggattgtctg
gagatgggca
tactgetgtyg
tgggattgtt
gecoccagag
gtcacggtge
gagtggagta
acttggggag
cetggtgggt
ctgeetgece
cctgggggte
atgtgttgca
ggccteaectyg
cagettgect
geccactete
aggetetgge
agtggcacgg
cttectagga
agteceteta
ggtetgectg
ggaagcctet

gtgttagagy
tgctecagtyg
tagggacaga
tgggggtggt

gogtggagygy
ctccaccaaqg

tacectggee
atcaaggcayg
agcaagaaca
actgtegtgg
caggcatgga
gagggtggce
ggctggecta
caggaggeag
ttttottite
gcacattctt
ectccagagt
azaagatgggy
acetgectig
aattgagatt
tgggggtagy
tacttetget
cctgeegtag
catggyggetyg
ctatgtgtge
actgggctet
ggcctetage
tettggocca
ctccecteas
teeggoeeeg
tgcttgtgge
caccccagtt
cctttcotaac
aaccatcttyg
getggactet
gtgtgggact
gggtgggcat
gtgggectgg
tgggtgtagg
gtgataaagg
ctgecctgta
tggactgggg
ctgeetetygg
tgaggaaggce
cagtgagett
tggataaage
aaacagcectgt
ctgeotgaaaa
agacageccea
tggggetetg
ggetggggag
gagggagget
ggatgecagyy
ctgtgtteca
ttggggacta
ecaacettgg
gccetttgec
tgggtgecct
ectgectagy
ctctectett
cagatggggg
cgtgtggggg

ttgggetggg
tgccecteeca

cagccagcag
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cgttcttgte
gttaggetgg
gagttgggtt
ggacacacct
agagaaccat
ctggecttga
caggggcect
aagtgggcty
gagetttect
ccctcagggt
gcaacatgga
ctectgagag
ggcacctect
ggggatgget
ttettitety
ggctcactge
agotgggatt
tttetecatyg
gcetcococaaa
ttttttagtg
caggggagaqg
ggtgtgggat
aggtegggtc
gaggctgaga
ttgteectea
teteectget
gcacecectt
gceccagectt
ggacacttce
tggcaaggtg
tcactectge
ggggeccatcc
teteccttte
aacccaggee
geoeccctoct
cactgggace
gtgecaaggt
gggctgcagg
gacagctgga
tgetttagge
gcccacatge
ctteecteocte
gtggggetag
cttggaagece
tgggaagcac
cagcatggtg
ggttggtagy
caaatggget
gagaggctge
goggtgteta
atgageccaag
ctggtggaga
cgeteagget
gtctagatgg
gtgtagactt
tettggggag
tectgggeoag
gagggegtct
ggctetgagyg
acaaagttga
gtgagqgeqyy
cctgyccaag
tgecetette
gegetggttg
gecacctageco

cttgeagacc
cctggagees
ctgtgttggy
gcaggegtgt
ggeegatggy
geaateocect
cagggctttg
attttggaca
tcacggggca
gectcagttca
caaaggtegy

gggtgettge
acctgaaaag

acatgacctg
agactagttt
aacctotgoc
agaggegecc
ttggtcaggc
gtgetgggat
tgagatgagyg
cagtcacctt
gggtgcagag
tecttgggaa
ccaaaagtcet
gacctaggga
gtctgegtca
gtcagectea
tecteteecg
tgctcaccta
aggctgtgag
caggctcettt
ggtttctggc
tcteotecage
cagecccagag
cattgtgett
tgtgectttg
ctcagtgttg
agggagggca
aggtgcagag
acaggggeag
tgctggeege
atgggggect
tcaggecetgt
tgteaagggg
caccctttee
tecettggtaqg
tcgtggtaca
cgaacttggg
tgggeagttyg
cacecagect
ggeggtggte
ccacagecte
ggagetggga
gcagagggaa
gtccaggaac
caaaggttgg
ggcegtetga
gectcatgyy
ggcagatgtg
ggacttgctce
cctgcagcta
ctettgetgt
cacctgtgea
ggagatcatg
ccgggtgggt
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cttctgagag
tgcocgatgtt
acttecatcce
gcectgetea
aaggacttgg
tgecacccte
ttttagagag
tgtagttgge
ccatggggag
tetgggagat
gcacggaggc
ctgctgtggg
gaggtgtgge
tggaggacgt
tgctettgtt
tcecaggtte
accacaceeyg
tggtctcgaa
tacaggtgtg
gtagteccecag
cttgctttge
ctegtgggag
gaggggcagt
atctgotect
tgcagcaggg
ggoccttgete
cageetecse
cttoctcatt
gggetggget
gcaggcagga
gcacacacece
tteteccagg
agggtcotgeg
gcocagagtgyg
ggecectggag
ggecacacttt
cegtgagact
ggctgectecg
gettgggceag
atcccaccte
actgactget
gtgaggggta
gaagggectg
cccctgagaa
cgactcetgt
cteaaaggyg
agaaggccaa
gaagaggggyg
ggocctagtge
cetggttgty
agttgggaag
actgcatgge
gaggcagggyg
aggtgtgage
tgtgtaggty
gettgttgge
etgecgacee
gctocectgeca
cgtgtgcggg
aatgetgtgt
gtgtatatga
cettgtecta
gtatgetgag
ggtgggtgec
tectttcage

tggetgegtg
gccagageca
tecaggtggg
gctggatgac
cecagectyggyg
catececccect
cagctgaggg
aatgatttge
agygttygagg
aagataacet
cttgaagggg
cetggggtge
tectggagtt
gggaattgag
geccaggetyg
aagtgattct
getaattttyg
ctecctgaact
agecacegeg
ctttgggeca
aaaccagcaa
aggactggtg
agatggagaq
gggtctocag
ctocggecact
tgcctgeect
tcoctocage
actccttgag
ctgggtgtga
gagggcacce
accageccte
gtgtttegtc
aggtgcaqggg
aggaggcggc
ctgeactgtg
gaacctggag
gagaggatee
agtetteteg
atcctecagt
cccatgeegt
tggagetetg
ggggtagcege
aggtgagget
agcttgtgta
tttecatcttyg
geaggggtea
ccctgaggcet
cagtggagag
cectgeteee
ggcaggcagt
acagctgeea
ccaggatgga
ctgggtggag
atcetcccetyg
tagatgggge
attgectete
caatcctage
tggetetcag
agggaaaggg
gtggtgtece
gocecageactyg
actatatgge
gaccaggeag
tgectetgtt
eecctcagee

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
73806
744¢
7500
1560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
Bl00
Bl60
B220
g28¢
834¢
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8540
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600



tgggcacaca
ctgggaaagt
agcctgecacyg
atatggtgga
cateccccagg
agtggecaga
ccgggcaqggyg
tgeaggetet
tetgoatgge
actggggtay
ggtgcttgtyg
cagtggette
gacatggtgt
ctgagaacag
tggagecagge
gtggetgece
tggatcceag
ctggaacety
tggagggggt
cotetotgge
atggageccet
gggtcctagg
getacctety
nnnnannnnn
nnnnnhaces
gggacaaqgg
tgacctteac
tggaaggggc
ggggtggeca
gacagtggge
gggeettgte
cctttggece
catgtatccc
taccatcecat
agtgtgggcce
gggcagtage
ccaggeaaga
taccgeatga
aatggaggtg
ggecaageac
ggaagttget
ggeggggeac
actgetectyg
actggttect
tgtctetggg
gagggatgtg
gggttggttg
agggagggac
gektggeatyg
gggetgggac
taaagggget
tggagaaccet
gtacaggeec
caggtatggc
tagetggecc
gggatecagge
gtctttgetg
cacctecgtg
ggeageecte
geeetgacag
tteccagegy
cctgeccatce
ctgagtceac
tectcaaget
ctggtgaggg

tcacaaacaa
gecatgtcaqg
tecaagtgtyg

ctcaacecte
ttggacectyg
ggectetgga
ccagectggge
ggggygtccgy
ttetectect
gggectggat
ttgtgetctg
ageaactace
cgggageggy
getotgteag
tgcaccteca
ctgctgtggt
gaaaaccctg
tgtgttgtga
cttgeectgg
aggggatgty
gcaggeetag
ageccceccag
ggectggtte
nnonnnnnnn
cagaagtagt
ctatectggge
ccaggegtgt
tecacgcaca
getgtggagg
ccagegecaqg
cagccecagge
atcactgaag
getoctggget
tggcaacttt
acgtgtecat
cettgtgtct
caccctcagt
ggeccgaget
ttggtagtge
ccaactecag
ttggagccaa
aagecectgygqg
cagagaaaga
tggggecteag
gtgtggttgg
agcagatcaqg
gtctggecag
ttececttac
gagaccagac
gtgeccagag
geagecteet
catcaagtga
cgocccacag
atcctggtgg
gesceatgee
tgacgtggec
tggctgeatt
tgtgetcace
tcccaggeaa
agcaggeggg
ctgtggtett
tgtcteggge
ctectectgea
cttectcetac

gctgccaggy
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gtggaggeta
ctggtgtgty
gggaccectt
accacttggt
cttgtggeee
gagtgaggec
ttgettctga
agagcetttge
ggttgtaaat
¢etgeggygg
tcaggtgcca
gtggeateet
tetaggtcea
ccagggtgtce
tgtggctgee
cacttgggtyg
ctgatgtggt
gctgggectg
gectggtggga
agaagagett
ceaccactet
gaaagtgatt
ccactgnnnn
nnnnnonnnn
tggagtttag
ccagectece
ctatetetgg
tecacatece
cccacgagte
cecageacte
ageactgtgt
cettttecet
gettgttgea
ggettetgee
gcagaaggec
ctgaagcagt
gttecccttge
ccgggtggte
ttgtaagatyg
getegtccea
gtgtccaagy
aageactcca
gtagacaact
cegtgggcag
ctgtgggage
cagctggtet
ttggttecet
ccageactgg
agggctgggt
gtgttgggag
gtccatacct
gtgeekttge
ceccacctge
accceatcoea
tggttattgg
ctaaacctge
ccagygttgag
ctgetgtgtg
tgggagccet
actgetgetg
actggttgaqg
cagecacggy
gtgggctece
cgegacgteca
gctggggetg
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cactggeaca
gectggegect
agttcceggy
ceccacagty
cagtgctagt
tggagtgtec
ccctgacatg
ccactgtagg
aaggagtgag
tggegetgec
tcgectgeag
gaactggtgt
ggtggggetc
caggctggag
agcactggac
cecatgeace
gtgggegtyg
aggggtgcag
gagtggactg
cetgtgetac
geagtoctoe
agatggagcee
AnnNNNONNN
nnnnmnnnnn
ggctcaaagg
caactcaggg
ccttgggtge
ccacageeca
ctggtggetyg
aggagacgca
attctcoceccea
gctttggcte
tteetteotgt
tgctgtcaac
tgtgtgtcag
cttetetete
cagcgaceot
agocaggtcot
gaggaggagyg
agagecttat
cttagaggge
ggegcagece
ecececctette
goctecetgg
cttgggtcce
ttcotgetoct
ccatgtggga
tgttggctga
ctgcaagect
gatctggagt
cgcagatctt
caggtcccas
cacccaatea
ggtggtttet
tgagctggge
cccttggtge
aagcgectgg
cgotectggg
ggttgagtge
cacgtggcca
tetatecacte
catggectec
tgctggoget
actcatggtg
ectgetggygg
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cgagggetgg
ggcetgectt
tgctgggatg
ctgggcagtg
ccacagecaqg
aagetecatg
etcgtecege
tecttgaggec
gectgaggac
ctgetggtge
gattctttat
gtggtgatge
tgteecagge
ceccctgtggg
tgttggggag
acatacttge
ggacgecgaa
ggectocagg
catgectetgt
gecacaktgge
tggeecette
ctgtgecacyg
nnnnnnnnnn
nnnnnunnnn
ggcacctgoa
ctgatgtgge
tgctectgtg
tggtcectaga
agaagetgge
geoecattect
acecettggg
ccecttgece
ggectgggee
cotoaggaga
ccetgeggece
atgaagectt
tttcoccage
geggcattag
ttectgtect
tecatggggy
ggcaggaagce
ceettgagas
agccttggee
gcaggectgt
tcactggctc
gaagacccag
cegtetggtg
ggtgggtgct
gaggctgceg
gagtaccctg
gageaatgec
coctgececa
gacccccate
ctgttoctga
totgaggagg
ttetgtecae
cggtggtaag
aggagetget
tctgetooae
acetggecac
caggtgcgee
ggctgtggeyg
gatggegeac
cegcagggec
ggctggygcay

atcoctgect
tgccagtttig
ggccaactga
cccecctggte
agtacatgge
taggtecagt
tgeetggagy
acagtgtgge
agacgaggac
ccactcaggg
tecagetctga
tggtgagtgy
tggectttge
ctggugtgtg

gggagtggea
tgetteecat

caatgectgy
gagggeaggyg
ggacacaagg
ctctygtgggt
cotcagetgt
teccaagygect
nmnnnnnnnn
nnnIimnnnnn
gggcaggtceg
tecgaggeett
gcoctacceacy
aggtteecig
caggcaggag
ggeecaggtt
cctgectgge
coaceccaay
tggaggtggg
agecagtgac
gggggaggey
cectgaccac
accagticac
ggeccagett
tgcagaggga
ctcagtectg
agaagaggea
acagetggac
accagtaggg
attectgggge
ggctcagoag
gegtetggea
tgatggagac
gagtctcaga
cectgagete
tggecaggac
cggttattte
cecatggect
cectccacece
aggatcccta
geetegggtyg
agcggecaat
cagtgcceoct
ceccaggect
actgecagggt
cattekgtgt
cccatcccac
ctgtggagge
accatcctet
agggccaagg
cagcagggec

9660

97290

9780

9840

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
14560
10620
10680
10740
10800
108¢€0
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
115380
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500



ccacecageoe
getgetgeec
tgtgggcctg
ttecagatct
getetocecg
gggetggggg
tgetetetgt
gtaagtgggg
cteoctttgea
getcaggtge
ggettgttte
gtgagtgegy
gttctagaac
tcatetteott
ttggagaceqg
tgggatggge
gtetgteace
ggtggggtgt
ccectectet
gccaggacag
atcttgecte
ctggeatect
cctetgggeg
cgeccagtta
agecccocage
ctggectggt
tegetecatca
aactatgagg
cacctcacac
cetggetgea
gtecctgeace
tcttgetgac
agcctgocag
agagetgtgt
gegggeatag
cctacctaga
ggaatcggea
cagettggga
gggatgggea
cacaatggcet
cetteacttg
ttggggeace
cagtgeagac
accaagctgg
geectgetge
caggecetgg
ectgcacagg
gtgaggggag
gooctgagat
tggtgggggy
ctatcagttg
ctgetecact
taaagctacg
agacagtgtg
tggtggtect
ctcaataaag
tgcaagcate
cctectcatt
atagcataga
gtatatatet
acaattctga
aaaccacagg
cagaggtget
cagtgcccaa
g9gtgggcgg

cetcocacte
cgeacacegt
aggtgegggg
ctactactte
catcacggaag
cageccactgg
ttocccecccea
tagggcaggg
gtggatggte
tettgeaget
tgcaggacat
acaggtggceg
ttggtgoeca
ctactggete
ggagtictac
catggtgtge
tacttetgge

gtgtgtgtgt
gcagacactt
gggtgttcct
atacctggge
etetecctee
ttcacgggea
ccccgecacct
cctgtggtea
tegtgggecg
tcggacagee
coecagegge
cegetgeocag
cagecatcete
cctcagggat
cetgecacgy
gggectgggg
ggacagctgt
ccggtagggy
aaagctcoage
ctotggeact
agaggtegge
gtccacaggg

atgtccatgg
gaacctggge

cetgatcoeee
agegeageoe
atagatgggg
tgcettacet
tgtecccaga
gtcccaggac
ggtgggetee
ggaggcatect
atgggtgtgg
gcecagtggag
goccagegea
ggacaggcte
cecgocoocge
gtgacaacca
aactagcaage
cgtettcace
gcagcaccac
geetgtetgt
gtgtatctet
ctatgaacaa
acacggggtt
gccceagaces
gaccgegagg
ctggeccage
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tgetgtgete
gagctaceeg
gacaggetgg
ctettegece
cgetttetge
aggctagggg
getgttette
ttgggtgtag
cccaceatee
ggggtggety
ggactactca
catgcacagg
cceccaccte
ttecacteoct
cgggactggt
tctgatccoe
agaactggaa
gatgtggaac
ctacaagece
ggecctaggee
aggggtatge
catctcagta
tgatggetca
gaacccocteg
ccatggecga
ctttttecag
aatagecgte
agaggcctga
agcecaccte
ctetggteoce
ggcgacagcoa
gtcegagggt
cctggtggyg
cecaggacct
gagtgcaagg
teaggegteo
cagtgcagga
cetgggtttg
ectttctggt
ctattegect
agacaggtgyg
aggectgect
tgcageette
ceoeccccttga
tgetggagty
cctgcageta
tgcaccaggg
cttggtggta
ccttgggeee
ggcocgactee
cteogagaaca
ggeececette
ccgttecceg
atcacctgte
gagaccecca
acatgctggt
caggaggcca
ccacoqgcacc
ttatagatet
gtggageggayg
ectgeaggat
gggggaagge
gagccegttt
ctgecetgec
tectecgggy
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gtagectetg
gacaatctga
gectgttetg
ceaccettgtg
tgegacggat
gecttetgge
acccagcectec
ctgggeatgy
agaactecat
gggagtgace
cgcatcateg
acaggagggqg
cctgecaggt
gectgaatge
ggtgagtgte
ctgtggtcte
catcectgtyg
atggetgtga
atgcttcgac
ttettocacg
<ccacagcagg
cctggtgage
ggtgagtgac
gectgacecte

ctgacttgge
ggcaactatg
ctcatgtacg
gectgeacctg
tcatectagg
agggaggeet
ggccagacac
gtcaataaag
ggtatggcca
gecggggage
ccaggcagac
tetectggtyg
tggtcaactt
cgggaagtgy
gtgggtcotgg
tggggcaggyg

getggtgget
tgecctetac

aggacacett
tggtageggg
actgctitgat
tageccaaca
gectcatcag
toctecctet
tgctgaggat
tccateccac
aactgttget
cettecteca
tgectacaca
cgagtgcgaa
gggecaaggt
ectggggagt
ctgecageceg
accctgggac
ctgcetgtet
Jgaacgggaca
cagtcecaggt
agactggeag
gtectactgg
tceccaagac
cctctaggag

31

cagggaagaa
cctacegegg
gtaccaaccc
ctacgagcte
cettgagacg
tagccagygge
aggtggggct
ctgggagety
gaagcectte
aggagecatgg
agcgectect
acagtggcat
esccaatcac
cgtggctgag
cctggggtgt
ttggceccoceca
cacaagtggt
acetgaaceg
ggggcagcag
aggtcagtge
gacggcetgac
gtccetetge
ceccacgtgy
cccatgecca
cectcactec
gcaacgcage
tccacgacta
agggcetgge
cetegagtge
ctoctgeceoct
agtcoctgatge
tgectgtacag
cacccacaay
agcagcteca
gcccccatte
ctactectgo
gcacccaceg
getecageca
tgagcocgagyg
ctaeggtttgg
cteagetgeo
tettetggea
gtteccagge
aggtcagggg
taaagacacc
aggeaggtgt
caacctgetg
acceccagtgg
ggcagtagtg
atgggetect
gocagataaa
ccaggetgag
gggtgetgge
caccttggga
gaggegecca
cgggcaggea
geectictgt
agaggaaaca
tgtecgteea
gttgtgtaaa
gtggetgtga
gecagggtga
ggetatggeg
cagecctygea
acagtggggt

ggecageagt
tgaggaceta
cccattecca
aactttecee
gtgaggttag
ctcagetgge
gatccageag
acgtggtgee
aaggtgagtg
ctagetgaag
gaagctggeg
gtgggggaag
ctecatetgge
ctcatgeagt
ccectggggge
ggaactcega
geatcaggta
ctttoecatge
caagtggatg
tctgggggge
ageccactec
gaatgttceg
cctecteact
gygacccoctga
ctagateoca
tgtgtggctg
ctaecgtgete
ttctcactge
tggggatagg
atggggetet
cagetgggag
tgacetctic
ggcgagtgee
ctgcageagy
cccacactee
tgggtgtgeg
tgetcagett
ggatggecca
ggctacggta
cageetottt
ctccacgagg
ccaggetggg
cctgeaatee
taaccecagg
aagactggac
ttgaggaggce
aactggtggt
gaggetggtgg
ggtgagetac
gtgectetoe
geageaaage
tggagaacce
tctggcagaa
agggggttcee
ccectggtec
eggagetage
gecotgggee
catggaggees
tecactgtgt
aatccaaaat
ageccocaace
cectootgac
gcegacceac
<tgggggtgyg
ccttggettt

13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13930
14040
14100
141640
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15360
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
153840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17460



gggaggctece
ggagaagtag
cacggagecyg
tgcgggggtyg
ttggectcace
gagacaggag
cgttcocecet
aggctcatgt
agaacagcac
ggggaggcgg
ggeggggagg
tcacgtecag
ggttatceag
ataaggeggt
agggeteece
Jgggggcagcg
geggetggge
ggacccagga
agggttggtyg
gtggetcagt
accaagaaag
tcccagaggt
teectgecaac
aggcaatgac
aggggtcteg
ccacggetgt
agegetaace
gcgaccctag
attgcaggca
ctgggecagca
gtggctgaga
ggactgtggg
ggggtagggt
geecaggget

ccaggcagge
ggeccteggt
gttcactecte
aagatgggeg
cctecttgac
gagctggegt
cgectcattg
cgccggyggga
cagagctgge
cctgcaatca
cctgcatgee
gacgtgetee
gttcagecate
taccegggge
gcatccecaa
gagatcagga
geeceegecg
gcttetgeeg
ggctgggtca
ccctgtecce
gatgagaact
ccetecetge
aggtgcacece
ggccaggage
cggttcttca
aggectggag
g

gagectgtea
gagecctete
gggtccagea

ggggtgtcaa
tgaateeggg

ctettggate
cacgcoceege
cgggcacggt
cegggggcgy
cgcggggagy
cggggaageg
cagggcactg
gttggagtcc
acctgaaceca
ttgactgtaec
cattcgagga
ctatgatggg
gacaagygggc
aggtttceeg
cocectgecetg
cectaggeca
gcectggaga
accagaggcc
cacaggecey
getgetgeeg
gtgggaggge
ctggetggac
acatctgtgg
ggggetaggg
cgacctgeca
gcagggeccy
gtgatctgge
cetgectege
gtgcegtecag
tagccctgaag
gtecgtgtag
ccgeaggatg
cccgggacte
acgcaccagg
cteggecage
ggggacagga
ggccatgggy
cacagecatca
aaggeaggag
tgggcgggtyg
agggagaact
agggggetgt
acagctgaca
aacctcacat
actgaatgag
goectetgge
aaggctggece
gtggggcceca
catgcaggag
tgtgtgtgga
cggggacace
ggatcetgge
agacccttgg
ggetgegaca
gtggetcagg
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gcagggagat
ccagcetcaaa
ggaacagcgg
ggeggtgggyg
ctgetgttet
tgtggggtgg
ccgectacge
caccgaqggyy
ggcggggaag
cggggaggcd
cggggaggcyg
gtgtccacge
atagcatcea
gtgececagg
¢ececagget
cggcetggaa
catccctttg
gtattcagect
ttgcactggg
gtgctgetgt
cagggcacac
ccetgeetga
gtgeccagagce
tggccagggg
cccaggeceg
ccgagegctg
ttggecatge
agtgcgagee
gtgtggagge
gggeceogtyg
gecageetgte
tggcacctgt
cagcetgecct
gegetataggg
cacttttcat
ccectggegt
gagtcaatga
gectecteta
gggetgctgyg
cccaccteat
tggctggggt
ctggcaggag
ggggcgtaga
gtccatgeag
ccctgtetec
gecggctata
ggggaagggt
gagaaggggg
ctttctcette
ctgtggagag
cctgeeacca
acctceegece
atcccatgag
caggggtaag
gggactgggg
tggtgtcacg
atececatectg
goegecctte
ctggetgtee
ggtggggaag

ggtggggtee
cagcaccgge
ctgegetgtg
ggttggggge
ctgecteggg
agacggtatt
acactggceca
ctgaacagct
cggggaggey
gegeggggayg
gggcggggag
tgaagccgtg
agtggtcact
cocecacacee
geaceceegt
ggcagtggag
ccatgaggge
ccagcacaag
aaaacaggtg
ggggatgaga
ctgggctatg
caggaagtge
agggaggect
agccatgacg
acgeteatge
gcagagcccet
ggagaggaag
aaactgcaaqg
cggcectget
cctgtggega
cggacatgee
ctcectecee
gctcagtcecea
tggggccaqgy
gggtggaggt
cogtgaggge
gggeggtcag
cccgggggct
ataggggect
coocaactet
gatgeggece
ccageteggt
ggctggaget
tgeeggcagg
ggcactcace
cttgggcatg
gcaggtcage
acageectgg
acccoeocagga
agaggacaca
ccttgttgac
acagagcecctce
ccecaggget
tgtgaccatg
gecagggeca
tagggtgttyg
gcaaacacct
caaggcectga
catgtcecctgt
agctgtecce
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tcggcgaage
aggtcgttge
tagtgcaceca
agaggtggag
aggeetgggg
gtgagcacte
ggctgctgte
gcggaggagy
gggaggegge
gcggggagge
gcggggegge
getgetcage
gagcteatte
caatgcecte
gtacgcetge
getetgtgeo
ctgggggect
gatcagggat
gggctctget
cccacggtet
ggacggacay
agtcagcace
gtecctgtea
acactgagce
ccggacagge
cetecetace
agggygcagqyq
atacaaaaac
caccatetee
gggtggegge
cgtggettet
agecccgage
ctgggacagt
ggtgggegge
gggcgy9ggy
tgtgacggag
ggacaagagyg
ctgaggcggg
gcacacgagyg
geccetgggee
ccacctetag
gatgtcggag
gectgtagget
ggcaacceac
gagtagggge
gaatgtgctg
caccacecee
geecegggtg
tecggtttga
gttacceeqy
gactttetgt
attecteactyg
gagggageec
tetggectgg
gggcttgetqg
gggatggatc
ggagggctge
gcagccaggt
aggtgctcag
agecaggtga

cgtceccctte
tcceggtgte
getgetteoee
ccggtgggac
ggctectggg
cegetggtet
aaggtcagge
gagggaagtce
geggggaggc
ggcgegggga
ggggctcocac
atggtetgea
ctggeecggyg
ctgtgggaga
acaggctgga
ctgecaggggt
tggtggcagt
ttecagtgtte
cagtgtgtgg
ggtggetgtg
ccaggetggg
geagtcetgga
tecectgtcac
cccgecacag
tgggtetggt
cagtggggte
gaagaggcyyg
aagagcccce
tgccatgtgt
agcaggaggg
gtggegtttg
tccgaggttg
cggggetgaa
actcacttgt
gaaggaagee
gcgggggcag
gtgtccacgg
ctgggggget

ggggccaggt
cacaggggcet

tetatgetee
atgatgggte
9999399999
cccactgeayg
ccgageegtg
agecactgte
caccteggag
gtggatgeayg
ctgcaccagt
cecttgtggy
tgetgggeat
caacagacca
cacagaceet
cccaccoccag
gtecccactge
catgegagec
cttggacaca
taagggagga
ggccctegee
gcagggecat

17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
184000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
13080
191490
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
15860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
208840
20940
21000
21001
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<210> 4

<211> 1976

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

10

15

20

25

gaatggacga
cottgaggee
getacggegy
gegecteggg
ggecatggge
cggeggoggce
cgtgggagee
ggg<agegge
cagtggette
caatgeecgg
ggtggtttct
ggccaatgtc
gacggagcag
agcggetgtg
ggegeracace
cagggecagg
caccgtgage
cacettgtge
gcgacggate
gatggteccee
catcgagege
ctggctette
gttetacegy
ccctgtgeac
caagtggatg
gagegtecet
actggectgg
gtegetcate
caactatgag
ccacctcaaa
gectggetge
gtcetgeace
tcttgetgac

<210>5
<211>170
<212> ADN

gagaggegges
gacgggectg
ccggcaggygy
cgctacgaac
gaccgeggea
gggcctgcgyg
gcgggggacyg
cactgggagc
agcaactacce
ttatttetgg
ctgttecctga
tttgetgtgg
gegggactge
gtettactgg
atectettee
gecaaggetg
tacccggaca
tacgagctea
cttgagatge
accatccaga
ctectgaage
cactecctgee
gactggtgga
aagtggtgca
gccaggacag
etgegaatgt
ttegtgggee
atcggacage
gccccagogyg
ccegetgeca
acagcatcct
<cctcagggat
ectgeccegg

<213> Homo sapiens

<400> 5

cgteeattag
acgcgggeqy
gcagtggcgyg
ccggeaggec
gcteceggey
cggcggaaga
cgccageece
tgaggtgcea
gtggcatcct
agaacctcat
aggatccecca
ctgecatteca
tgctgocacgt
ttgagtctat
tcaagctett
cctetgeagg
atctgaccta
actttecceqg
tgtteottcac
actccatgaa
tggeggtceee
tgaatgcegt
actecgagte
tcagacactt
gggtgttect
teegectetg
getttttoca
caatagcegt
cagaggectg
gagccecacct
cctetggtee
ggcgacagea
gtcegagggt

ttageggete
gttgaacgeg
cegttgteta
cacgettgge
ccggaggaca
agaggtgegy
ggccceccaac
tegecetgeag
gaactggtgt
caagtatgge
tagctggeec
ggttgagaag
agccaacctg
cacteccagtg
ctcctacege
gaagaaggce
cogegatcete
ctetececege
ccagectccag
gcccttcaag
caatcacctc
ggcetgagete
tgtcacctac
etacaagecce
ggcctagget
ggettteoacg
gggcaactat
cctcatgtac
agctgeacct
ctectectag
cagggaggcc
ggccagacac
gtcaataaag

cggagcaacg
ctggtgagge
gggcccggag
tgeggceggg
gggtcgegge
gacgccgetg
aaggacggag
gattetttat
gtggtgatgce
atcctggtgg
gccccatgee
cgectggegg
gecaccatte
ggeteaetge
gacgtcaact
agcagtgcetg
tactacttee
atceggaage
gtggggetga
gacatggact
atctggetea
atgcagtttg
ttetggcaga
atgecttcgac
ttettccacg
ggcatgatgg
ggcaacgcag
gtccacgact
gagggeetgg
gcctegagty
tctetgecet
agtctgatge
tgetgtecag

cagecgtigt
ggtcaccecgg
gtggggecge
tgegggetga
cctegageca
cgggecccga
acgecggegt
tecagetetga
tgatettgag
accocegateeca
tggttattge
tgggtgeccet
tgtgttteoce
tggegetgat
catggtgceceg
ctgececcgea
tettegeccec
getttetget
teccagecagtg
actcacgceat
tettetteta
gagacceggga
actggaacat
ggggcagcay
agtacetggt
cteagateee
ctgtgtgget
actacgtgcect
cttectcactg
ctggggatgg
atggggetcet
cagctgggag
tgggag

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9090
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15690
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1976

cgectcaggt cggecgegga ctacaaatgg acgagagagqg cggcegteca ttagttageg 60
getocggage aagcgeagecg ttgtccttga ggecqacggg cectgacgegqg gegggttgaa 120
cgegetggtyg aggeggteace cogggetacyg geggecggca gggggcagtg

<210>6
<211> 913
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> 913

<223>n=AT,CoG

<400> 6

33

170



gcttggcetge
gaggacaggg
gatgoegggac
ceccaacaaq
ectgcaggat
ctggtgtgtg
tectgaagga

ctgtggetge
gactgectget
tactggttga
ccagecacgyg
agtgggctcc
ccgegacgto
aaagggeccag
accteoecgeg
ttaacttttt

ggeegggtge
tegeggeect
geegetgegyg
gacggagacyg
tetttattea
gtgatgetgg
teectatage

attccaggtt
gcacgtggee
gtctatcact
gcatggeccte
ctggtggege
aactcctggg
cagtggetge
gatctccaag
gen

ES 2397661 T3

gggectgagge
cgagceacygy
gocccagacgt
ccggegtggy
gctctgacag
tatggecatcc
tggeecgeee

gagaagcgcc
aacctggceca
ccaggggege
eggetgtgge
tgatggggea
ggccccaggg
ctggcccogea
aacttcecege

catgggcegac
cggcggcgag
gggageegeg
cagcggccac
tggcttecage

tggtggacce
catgeotggt

tggeggtgag
ccattctgtg

ceccateocea
getgtggagg
caccatecte
cccaggececa

acccggggga
cttgegeceee

cgeggoaget
ectgeggegyg
ggggacgege
tgggagetga
aactacegtg
catccaggtg
tattgeggee

tgececctgacyg
tttcecageg
ccctgeccat
gctgagtcca
ttectcaage
aggttgecte
ggtacccecgyg
ccectggggg

cceggegeag
cggaagagga
cageoeegge
ggtgecateg
geatectgaa
gtttctetgt
aatgtctttg

gageaggegyg
getgtggtet
ctgtctaggyg
cctetectge

tocttcttcta
tggcagggaa
accaatttgg
ggtagcgage

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
913

<210>7

<211> 1650

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 7

10

ggatgaatgy
gaagattggg
geteteggeg
tagaagagga
cgocggeteo
gcgacggeta
gtggtttcag
atgcaaggtt
tggtgtetct
ccaatatttt
cagagcagat
cagcetgtgge
catactccat
agcgaagggt
agcaagetgt
ctectacttt
tgctacgacg
agtggatggt
ggatcattga
tctattggtt
gegagtteta
atatceecgt
gcagc¢aaatg
tagtgagegt
taoccactgge
aggtgacact
tgcteaacta
cctgggectg

aaataagtag
cegegacgay
teggaggace
cgaggtgcga
ggcteegget
ctgggatctg
caattategt
atttttagag
gtttttgaag
tgttgtgget
ggagetgetg
cttactggtt
catgttecte
caaggccaaa
gagetataca
gtgttatgaa
agttecttgag
cectactate
gegtcotetta
ttteccactce
cagagattgg
gcacaagtgg
ggtggccagg
tcecectgegy
ctggattgtg
catcattggg
cgatgeececa
gagttctgga

aattaggcat
gtgcgggcey
ggctegegayg
gacgceggetyg
ccagcccata
aggtgecate
ggtatectga
aaccttateca
gacccectaca
gcatttcaga
ctacatgtgg
gagtctatca
aagctttatt
gctgtotcta
gacaacctga
ctcaacttte
atgctetttt
cagaactcca
aagetggegg
tgtctcaatg
tggaatgetyg
tgcatcagac
acaggagtat
atgtteegec
ggcegattcet
caaccggtgy
gtgggggtat
ggggtteetg

acttaggata
aagecatggg
tttecgteca
tgageacega
ccegyggacaa
gtctgcaaga
attggtgtgt
agtatggecat
gctggectge
ttgagaageg
ttaacctgge
ctecagtggg
cctaceggga
cagggaagaa
ectacegaga
ctegatcoeee
ttacccaget
tgaageectt
tcoccccaacea
ctgtggcaga
agtctgtcac
acttctacaa
ttttgaccte
tctgggeatt
toccaagggaa
ctgtgeteat
gagetactge

gggctcaage
cgaccegeogga
gggtggtagt
cttgggegee
agacgggcgyg
ttetttgtte
ggtgatgetg
cctggtggat
cccatgaegtg

cctggeagtyg
cacaatecatt

tteocgtgttt
tgtcaaccetyg
ggtcagtggg
tetctattac
cegaatacga
tcaagtgggg
caaggatatg
tctgatctgg
gcttetgeag
ctacttttgy
gectatgate
agecttotte
cacagcececatg
ctatggecaat
gtatgtccac
caaaggeeag

cgoggecegt
ggcgedgggaa
gggeccaagyq
gggggtgacg
accagegtgg
agctcagaca
atectgagta
cctatccagyg
attattgcat
ggtgecctga
tgctteccag
getctggeat
tggtgeccgec
gectgctgece
ttcatetttg
aagegettte
ctgatccaac
gactatteace
cttatettet
tttggagacc
cagaactgga
agacatggea
catgagtace
atggctcagg
geagetgtgt
gactactacg
cectecctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1650

<210> 8

<211> 490

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 8

34



10

15

20

gtatttttga
cgectetggy
tettecaaqg
tggetgtget
tttgagetac
ctggetgect
ctgetattgyg
gttgtecagyg
aaaaaaaaaa

cctcagectt
cattccagee
gaactatqgge
catgtatgte
tgecaaagge
gcacactcect
ggatggecatt

ggctgagggt

<210>9

<211> 1776

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 9

agcacgactg
aagctctegg
ggtagaagag
cgegeegget
gggcgacggce
cagtggttte
taatgcaagg
ggtggtgtct
atccaatatt
gacagagcag
agcagctgtyg
atcatactcee
ccagcgaaqy
ccagcaagcet
tgetcctact
tectgctacga
acagtggatg
acggatcatt
cttetattgg
ccgegagtte
gaatatcecec
cagcagcaaa
ectagtgage
ggtcccactg

gtgggtgaca
egtgctcaac
aacctgggec

ggocegegacyg
cgtcggagga
gacgaggtge
ccggectcecgg
tactgggatc
agcaattatce
ttattettag
ctgtttctga
tttgttgtgg
atggggctge
gecttactgg
atecatgttcee
gtcaaggeca
gtgagctate
ttgtgttatg
cgagttettyg
gtecctacta
gagegtetet
tttttccact
tacagagatt
gtgcacaagt

tgggtggeca
gttcececctge

gectggattg
ctcatcattyg
tacgatgece

tggagttctg

aggcctctcet
actggtatga
getgtcectaaa

gecectatgy

gecagbgetyg
accttaaaaa

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico
<400> 10

tcegtcateg ctectcaggg 20

<210> 11
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3

cttceccatgag
atgatggcte
aatgcagctyg
cacgactact
cageoctece
cctagtttgg
tgaatctcag
atcaataaag

aggtgeggge
cceggctegeg
gagacgcgyc
ctecagecca
tgaggtgcca
gtggtatcct
agaaccttat
aggaccecta
ctgcatttca
tgctacatgt
ttgagtctat
tcaagecttta
aagctgtecte
cagacaacct
aactcaactt
agatgetett
tccagaacte
taaagctgge
cctgtctcaa
ggtggaatge
ggtgcatcag
ggacaggagt
ggatgttecyg
tgggccegatt
ggcaaceggt
cagtgggggt
gaggggttee
ggectactee
ggagtctgtg
aaaaaaaaaa

tacctagtga
aggtcccact
tgtgggtgac
acgtgctcaa
taacctggge
gaggcectcete
cactggtatyg
tgctgtctaa

cgaagccatg
ggttteegte
tgtgagcccc
taccogggac
tegtetgcaa
gaattggtgt
caagtatgge
cagctggect
gattgagaaqg
ggttaacctg
cacteccagtyg
ttcectacegyg
tacagggaag
gacctaccga
tecteggtec
ttttacceag
catgaagecec
ggtceccccaac
tgetgtggea
tgagtctgtc
acacttctac
atttttgace
cctetgggea
cttecaaggg
ggetgtgete
ctgagetact
tggetgeetyg
tgectettggg

ttgteccaggg
aaaaaa

35

gogtteccet goggatgtte 60

ggcctggatt
actcatcatt
ctacgatgec
ctggagttet
tgececectatg
agccagtgct
acccttaaaa

ggcgacegey
cagggtggta
gacttgggeg
aaagacggge
gattctttgt
gtggtgatge

atcctggtgg
geeccatgeg

cgectggeag
gecacaatea
ggtteegtgt
gatgteaace
aaggtcagty
gatctctatt
cccegaatac
cttecaagtgyg
ttcaaggata
catetgatet
gagcttetge
acctactttt
aagectatge
tecagectteot
tteacageca
aactatggeca
atgtatgtece
gocaaagged
cacactecte
gatggcattt

gctgagggta

gtgggecgat
gggcaaccgyg
ccagtggggg
ggaggggttce
gggcectacte
gggagtetgt
aaaaazaaaa

gaggcgegag
gtgggcccaa
ecgggggtga
ggaccagegt
tcagctcaga
tgatcctgag
atectatcca
tgattattge
tgggtgecct
tetgettece
ttgetetgge
tgtggtgecy
gggctgetge
acttecatctt
gaaagegett
ggctgateca
tggactatte
ggettatett
agtttggaga
ggcagaactg
tcagacatgg
tecatgagta
tgatggetea
atgcagectgt
acgactacta
ageeceteoect
ctagtetggg
gaatctecagc
tcaataaagt

120
180
240
300
360
420
480
490

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1776
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2397661 T3

<223> Compuesto oligomérico

<400> 11
gtgcgegega geccgaaatc

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Compuesto oligomérico

<400> 12
atgcattctg cccccaagga

<210> 13

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 13
tcccegceate cggaa

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 14
ctgggtgaag aacagcatct ca

<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 15
cgctttctge tgcgacggat cc

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 16
gaaggtgaag gtcggagtc

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

20
15
22
22
19
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 17
gaagatggtg atgggatttc 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 18
gccgcctctce tegtecatte 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 19
gagccgctaa ctaatggacg 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 20
acaacggctg cgttgctccg 20

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 21
ccgcecegegt caggeccgte 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 22
gcctcaccag cgcegttcaac 20

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 23
ccctgeegge cgecgtagee 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 24
ctccgggecc tagacaacgg 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 25
gttcgtagcg cccgaggege 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 26
cccggecgcea gecaagegtg 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 27
gcccatggcec tcagcccgea 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 28
tggctcgagg geecgegaccce 20

<210> 29
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 29
ccgcaggccc gecgecgecg 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 30
ccgcacctct tettccgeeg 20

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 31
acgccggcegt cteegtectt 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 32
gctcecagtg gecgetgecc 20

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 33
ctgcaggcga tggcacctca 20

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 34
aggatgccac ggtagttgct 20

<210> 35

<211> 20
<212> ADN

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 35
gcatcaccac acaccagttc 20

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 36
gccatacttg atgaggttct 20

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 37
gacattggcc gcaataacca 20

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 38
cttctcaacc tggaatgcag 20

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 39
gcagtcccgc ctgcteegte 20

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 40
caggttggct acgtgcagca 20

<210> 41
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 41
ccagtaagac cacagccgct 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 42
ggtgtgcgec atcagegeca 20

<210>43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 43
cagcactgct ggccttcttc 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 44
tgagctcgta gcacaaggtg 20

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 45
cactgctgga tcagccccac 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 46
atgcgtgagt agtccatgtc 20

<210> 47
<211> 20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 47
tgagccagat gaggtgattg 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 48
gagctcagcc acggcattca 20

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 49
tctgccagaa gtaggtgaca 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 50
gatgagcgac agccacacag 20

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 51
ctcatagttg agcacgtagt 20

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 52
cagtgagaag ccaggccctc 20

<210> 53
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 53
ccatccccag cactcgaggce 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 54
aggatgctgt gcagccaggce 20

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 55
ggtgcaggac agagccccat 20

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 56
gtgtctggcc tgctgtcgee 20

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 57
ctccecagcetg geatcagact 20

<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 58
ctacttattt ccattcatcc 20

<210> 59
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 59
tatcctaagt atgcctaatt 20

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 60
gcttgagecc tatcctaagt 20

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 61
ctegtegegg cccaatctte 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 62
cccatggctt cggcccgeac 20

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 63
cagccgcgtc tcgcacctcg 20

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 64
cggagccggc gcgtcacccee 20

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

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 65
ccacgctggt ccgceccgtcet 20

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 66
cagatcccag tagccgtcge 20

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 67
tcttgcagac gatggcacct 20

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 68
tcaggatacc acgataattg 20

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 69
cagcatcacc acacaccaat 20

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 70
aaccttgcat tactcaggat 20

<210> 71
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 71
atccaccagg atgccatact 20

<210>72

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 72
agagacacca cctggatagg 20

<210>73

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 73
cagcagcccc atctgetctg 20

<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 74
gccaggttaa ccacatgtag 20

<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 75
aaccagtaag gccacagctg 20

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 76
cccactggag tgatagactc 20

<210> 77
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 77
atggagtatg atgccagagc 20

<210>78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 78
acccttcget ggecggceacca 20

<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 79
tggatagctc acagcttgct 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 80
tctcggtagg tcaggttgtc 20

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 81
ctcaagaact cgtcgtagca 20

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 82
gttggatcag ccccacttga 20

<210> 83
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 83
gtgaatagtc catatccttg 20

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 84
taagagacgc tcaatgatcc 20

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 85
tctgccacag cattgagaca 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 86
ccaatctctg tagaactcge 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 87
gtgacagact cagcattcca 20

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 88
gtctgatgca ccacttgtge 20

<210> 89
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 89
tgccatgtct gagcataggce 20

<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 90
atactcctgt cctggecace 20

<210> 91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 91
attgccatag ttcccttgga 20

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 92
agtgtcaccc acacagctgce 20

<210>93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 93
ccaccggttg cccaatgatg 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 94
gtggacatac atgagcacag 20

<210> 95
<211> 20
<212> ADN

ES 2397661 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 95
tagttgagca cgtagtagtc 20

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 96
ctttggcagt agctcatacc 20

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 97
tccagaactc caggcccagg 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 98
caagcttccc gttctcagee 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 99
tccatttatt agtctaggaa 20

<210> 100
<211> 2262

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 100

50



ggtagecegeg
tetegeecty
agecctggee
cggecgtgac
tgeggggtga
tgtcacgega
acatcttete
cagtactaca
tgtacacett

ttgactggaa
tgtggecgeta
ccaccaggaa
gtaacttcag
tggctacgtt
gecatctgecee
atgctatcat
acgcagtcac
atctggttce
agggttectg
gecatctteca
ageegateac
agaaagacat
atcacaagac
ctegegtgec
cattttgtte
taatgtgtta
aagcteactt
ttettaceca
caagggcagt
ggectgeaggt
ggagggtaga
tetecaatet
ggt.gcegtet
ggacacaget
gaggaagggc
caggacagga
gagaaagcta
ttttgtatat

cttegetgge
ctgecgecac
ccggceggccy
gtgecattgge
gegtegggaqg
ggagtetggy
tgtcacctgg
atgggteccta
ctgcacagac

cacgoeecaayg
cttccgagac
ctatatcttt
cacagagget
ggctggtaac
tgtcaaccga
catcgtggtg
cctgaagaac
cacttattec
gggecgatgg
tggcegagge
caccgtaegtg
cgacctgtac
caaatttgge
agctectggg
tgtaaatttg
aaccattgca
ctagtgtgte
ceccttetag
ccttagtgac
cgggttacte
taacatctgg
gagcctacec
tgggttatct
cagegttgcet
ttetettete
ggecceecee
cecctectgtg
tectagacta

ES 2397

tttetgetea
ggectgggey
gggcatgggt
ttcagecatga
gaagetgece
cgatggggca
ctcaacagat
tectteetygy
tgetggetga

aaaggtggea
tactttecca
ggataccace
actgaagtca
tteaggatge
gacaccataqg
ggaggtgcag
cgcaaagget
tttggagaga
gtccagaaga
ctettotect
ggggagccca
catgccatgt
cttccagaga
agggacgact
gaagcgteat
atgttagatyg
ctgeteaagy
cgttececay
tecagggatt
gtaccaagyg
actgecegge
tggectectyg
cgetgetgtt
ctggegeata
ttcacagagg
ccaaaccaag
tattetgttt
ataaatggaa

661 T3

tctagggtgg
¢tgtecctea
caggggegeg
agaccetcat
gcagcgaaaa
ctggctccag
ctaaggtgga
tgetaggagt
tagetgtget

ggagatcgea
tecageotggt
cccatggeat
gcaagaagtt
ctgtgetteg
actacttgcet
ctgagtccct
ttgtgaaget
atgaggtata
agttccagaa
ctgacacctg
tcactgtcece
acatggaggce
ctgaggtgct
gcagatecctt
gggtgtetgt
tttttttaaqg
tggaggetga
acgacagaca
¢ttgagagge
gaggctgagg
ttgggtctct
tetectgget
ggctggttte
tectectgag
tgectggcett
cctcacgtgt
tctecatgag
acaagaacag

<210> 101
<211> 1751
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 101

51

cagcggetac
geteccggag
gegtgaggeg
cgecgectac
caagaataaa
catcctctca
aaaacagetyqg
ggectgeagt
ctacttcace

gtgggtgcga
gaagacacac¢
catgggectg
tecectggeata
cgagtacctg
ctccaagaat
gagctccatg
ggcectgege
caagcaggtg
gtatattggt
ggggetggty
caagetggag
cctggtgaag
ggaggtgaac
ttctacegag
gggttattta
aagggaagaqg
tatttatggg
cttggecctg
agaggecatg
geacagetgg
gectectcace
agggacacgqg
actctggagg
ccacacccca
cctgtgcage
gtgcctttat
attgttgtgce
ce

ctacctceage
ctcagegega
getttetgea
teeggggtee
ggatctgecce
gcectcocaag
caggtcatet
gtecatcetca
tggetggeat

aactgggceg
aacctgctga
gatgccttet
aggeccctatt
atgtctggag
gggagtggea
cctggcaaga
catggagetg
atctttgagqg
ttegececct
cectacteca
caccogaces
ctctttgaca
tgacccagcece
ttettgagtg
aaagaaatta
tcagtatttt
ccttggtggt
gctagetggg
tcccacecgt
ccccacttgg
ctagecectct
ctgtcccaca
ttggcaccat
agtctggtgt
acactgggte
gaggegttgg
catgtcacac

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
12640
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1929
1980
2040
2100
2160
22290
2262
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gaagattggg
gcteteggeg

tagaagagga
cgaecggetee
gcgacggcoca
geggtttcag
atgcaaggtt
tggtgtetet
ccaatatett
cagagcagat
cagetgtgge
catacteocat
agegaagggt
agaacactgt
ctcctacttt
tgetacggeg
agtggatggt
gaatcattga
tctattgget
gcgagttcta
atatccecegt
gcaacaaatg
tagtgagcat
tcecactgge
gggtgacact
tgctcaacta
ctgggeetygy
tectgeceoeta

agtgctggga

aaadaaaaaa

<210> 102
<211> 16
<212> ADN

ccgcgacgag
tecgecaggace
cgaggtgega
ggctecgget
ctgggagetg
caattaccegt
atetttagag
gtttctgaag
tattgtgget
ggggctgetg
cttactggtt
catettecte
caaggccaaa
aagctatecqg
gtgttatgaa
ggttettgag
cactactate
gogtctetta
ttteccactea
cagggactgg
gcacaagtgg
gatggceagg
tecectgagy
ctggattgtyg
catcattggoqg
tgatgccceca
agttctggaqg
tggggcctac

gtttgtgetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo

<400> 102

cagaccagcg tgggcg

<210> 103
<211> 24
<212> ADN

16

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda inversa

<400> 103

gaacaaagag tcttgcagac gatg

<210> 104
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

ES 2397661 T3

gtgcgggeey
ggetegeggg
gaageggetg
ccageecata
aggtgccate
ggtatccetga
aatcttatca
gacccctaca
acatttcaga
ctacatgtgg
gagtctateca
aagctttett
getgtgtetyg
gacaacctga
ctcaacttte
atgectcetttt
cagaact.cca
aagetggegy
tgtctcaatyg
tggaatgectg
tgcatcagac
actggggtet
atgttecgee
aacegettet
caaecggtgg

gtgggggcat
ggcttectge

tectgetett
accagagget

24

52

aagccatggg
tttecogteca
tgagccecga
cccgggacaa
gtctgcaaga
attggtgegt
agtatggeat
getggeetge
ttgagaagceg
ttaacctgge
ctccagtggg
cctaccggga
<agggaagaa
ectaccgaga
ctegatecce
teaccecaget
tgaagecett
tceceaacea
ctgtggcaga
agtctgtcac
acttttacaa
tttgggegte
tttgggeatt
tecaagggaa
ctgtgeteat
gagctactge
tgetgeacace

ggggatggee
taggatateca

cgaccgegga
gggaggtagt
cttgggegee
agaccggcag
ctectttgtte
ggtgatgetg
cetggtggat
cecatgettg
cetgtcagtyg
cacaattate
ttecctgttt
tgtcaatctg
ggtcagtggyg
tctectattac
ccgaatacga
tcaagtgggg
caaggacatg
tectgatatgg
gctcetgeag
ctacttttgg
gcctatgete
agetttcttt
cacagcaatg
¢tatggcaat
gtatgtccac
caaaggcceag
teecctagtt
ctgagccage
ataaagagct

ggcgcgggaa
gggeacaadg
gggggtgacg
accagegtgg
agcetcagaca
atectgagta
cccatccagg
atcattgcat
ggtgcectga
tgcttececag
gctctggeat
tggtgeegee
gctgetgece
ttecatetttg
aagegettte
ctgatccage
gactattcac
cteatettet
tttggagace
cagaactgga
agactgggeca
catgagtacc
atggctcaqgg
gcagetgtgt
gactactacg
¢ctecctaac
tggaggeett
tggttgagece
atctaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740

1751
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<400> 104
cggccactgg gagctgaggt g

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 105
tcgcccatgg cttcggeecg 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 106
agcttccege gectececgegg 20

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 107
ggtcctgega cgeccgagagce 20

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 108
ctggacggaa acccgcgage 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 109
taccttgggc ccactacctc 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

ES 2397661 T3
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<400> 110
tcgcacctcg tectcttcta 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 111
gagccggcegc gtcacceecg 20

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 112
tatgggctgg agccggagece 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 113
ccgggtatgg gctggagcecg 20

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 114
tcgcccacgce tggtetgecg 20

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 115
ggcacctcag ctcccagtgg 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

ES 2397661 T3
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<400> 116
ctgtctgagc tgaacaaaga 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 117
aggataccac ggtaattgct 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 118
caccaattca ggataccacg 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 119
gcattactca ggatcagcat 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 120
ctaaagataa ccttgcatta 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 121
acttgataag attctctaaa 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

ES 2397661 T3
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<400> 122
ccaccaggat gccatacttg 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 123
ggatccacca ggatgccata 20

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 124
aaacagagac accacctgga 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 125
ggatgcaatg atcaagcatg 20

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 126
acaataaaga tattggatgc 20

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 127
cttctcaatc tgaaatgtag 20

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 128
aggcgcttct caatctgaaa 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 129
gctctgtcag ggcacccact 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 130
agccccatct getetgtcag 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 131
accacatgta gcagcagccc 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 132
gggaagcaga taattgtggc 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 133
aaggccacag ctgctgggaa 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

ES 2397661 T3
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<400> 134
agactcaacc agtaaggcca 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 135
tggagtgata gactcaacca 20

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 136
ggagtatgat gccagagcaa 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 137
gaggaagatg atggagtatg 20

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 138
ccggtaggaa gaaagcttga 20

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 139
ccttcgetgg cggcaccaca 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

ES 2397661 T3
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<400> 140
acagctttgg ccttgaccct 20

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 141
accttcttce ctgcagacac 20

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 142
cagcagcccc actgaccttc 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 143
gatagcttac agtgttctgg 20

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 144
ggtaggtcag gttgtccgga 20

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 145
agagatctcg gtaggtcagg 20

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 146
aagatgaagt aatagagatc 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 147
acaaagtagg agcaaagatg 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 148
aagttgagtt cataacacaa 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 149
aaaaagagca tctcaagaac 20

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 150
cagccccact tgaagetggg 20

<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 151
catccactgc tggatcagcc 20

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 152
ggagttctgg atagtaggga 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 153
aagggcttca tggagttctg 20

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 154
catgtccttg aagggcttca 20

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 155
cgccagcttt aagagacgct 20

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 156
gctetgecac agcattgaga 20

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 157
tagaactcgc ggtctccaaa 20

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 158
ggtgacagac tcagcattcc 20

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 159
gatattccag ttctgccaaa 20

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 160
tgtctgatgc accacttgtg 20

<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 161
agaccccagt cctggccatc 20

<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 162
tactcatgaa agaaagctga 20

<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 163
cattgctgtg aatgcccaaa 20

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 164
acaatccagg ccagtgggac 20

<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 165
tgcattgcca tagttccctt 20

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 166
gcccaatgat gagtgtcacc 20

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 167
gtagtcgtgg acatacatga 20

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 168
ttggcagtag ctcatgccce 20

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 169
ctggcctttg gcagtagcte 20

<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico
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<400> 170
cctccagaac tccaggcecca 20

<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 171
atccccaaga gcaggagtag 20

<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 172
cccagcactg gctcaaccag 20

<210> 173

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 173
ttgatatcct aagcccctgg 20

<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Compuesto oligomérico

<400> 174
tttttttttt ttagatagct 20
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido antisentido dirigido a un acido nucleico que codifica un polipéptido DGAT-1 para su uso en la
mejora, tratamiento o prevencion de la fibrosis hepatica

2. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 1 dirigido a un &cido nucleico que tiene al menos una identidad
del 80% con la SEC ID N° 4 y que expresa la DGAT-1.

3. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, que es un compuesto antisentido quimérico
que comprende un intervalo de longitud de nucledsidos consecutivos en el que el extremo superior del intervalo es
de 50 nucledsidos y en el que el extremo inferior del intervalo es de 12 nucledsidos, que comprende adicionalmente
uno o mas de

una modificacion de nucleobase,
una modificacién de enlace internucleosidico,

una modificacion glucidica de alta afinidad seleccionada del grupo constituido por n 2’-O-(2-metoxietilo), un 2’-O-
metilo, un acido nucleico bloqueado o un acido nucleico con puentes de etileno

0 una combinacion de las mismas, y que comprende adicionalmente no més de tres emparejamientos erréneos con
la secuencia de &cido nucleico diana (SEC ID N° 4) que codifica la DGAT-1.

4. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 3 en el que:

a. el extremo superior del intervalo es de 35 nucledsidos y el extremo inferior del intervalo es de 14
nucledsidos;

b. el extremo superior del intervalo es de 24 nucleésidos y el extremo inferior del intervalo es de 17
nucledsidos; o

c. el compuesto antisentido quimérico tiene una longitud de 20 nucleésidos consecutivos.

5. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 3 6 4, en el que al menos un enlace internucleosidico es un
enlace fosforotioato, o cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato.

6. El oligonucleétido antisentido de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que la modificacion de
nucleobase es una 5-metil citosina.

7. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 3, en el que el compuesto antisentido tiene una longitud de 20
nucledsidos consecutivos, que comprende cinco modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas consecutivas en el
extremo 5 del compuesto, seguidas por diez 2'desoxi glucidos consecutivos que estan seguidos por cinco
modificaciones 2’-O-(2-metoxietilo) glucidicas consecutivas en el extremo 3’ del compuesto, que también comprende
una modificacion de enlace fosforotioato en cada enlace internucleosidico y una modificacién 5-metil citosina en
cada resto de citosina en el compuesto y que comprende no mas de 3 emparejamientos erroneos con la secuencia
de acido nucleico que codifica la DGAT-1 diana.

8. El oligonucledtido antisentido de una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que el compuesto antisentido no
comprende ningin emparejamiento erréneo con la secuencia de acido nucleico que codifica la DGAT-1 diana.

9. El oligonucleodtido antisentido de cualquier reivindicacion anterior, en el que la administraciéon del oligonucleétido
antisentido:

. reduce la expresion de ARNm de colageno;

. reduce uno o mas de un ARNm de a-SMA o un ARNm de TGF.beta.;
. reduce los niveles de hidroxiprolina;

. aumenta la esterificacion de retinol; o

. reduce la activacion de las células estrelladas hepaticas.

® QOO0 T

10. El oligonucledtido antisentido de cualquier reivindicacién anterior para su uso en la mejora, tratamiento o
prevencion de la fibrosis hepatica, siendo dicho uso para prevenir, mejorar o tratar la deposiciéon de colageno en
exceso en el higado de un animal que necesita dicho tratamiento, poner en contacto al animal con el oligonucleétido
antisentido.

11. El oligonucleétido antisentido de cualquier reivindicacién anterior en un animal que necesita dicho tratamiento,
teniendo el animal una afeccién que produce fibrosis hepatica, seleccionandose la afeccion del grupo constituido por
esteatosis hepatica, EHNA, EHGNA, obesidad, diabetes mellitus, dislipidemia, resistencia a insulina, sindrome
metabolico, colesterolemia o combinaciones de los mismos.
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Datos bioquimicos

£ mccp
CDMC + sol. salina
BDMC +ASO DGAT1

8¢
G

£ MccD
C DMC ¢ sol. salina
BDMC +ASO DGAT1

126 |
1ot
o t
[0 4

Triglicéridos

&6 F

67

£ MCCD
C DMC +sol. salina
BDMC +ASO DGAT1



ES 2397661 T3

Tincion de aceite rojo O (x100), 4 semanas
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Hidroxiprolina
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Expresion de ARNm de colageno-1, aSMA y
TGFb-1 en higado de ratones db/db
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Expresion de ARNm de DGATI, 2 y TNFa en ratones db/db
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Tinci6n de aceite rojo O (x100), 4 semanas
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Figura 8
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Expresion de ARNm de colageno, aSMA, TGFb-1y TIMP-1
en higado de ratones db/db

- m oo
T

o1 MCCD
o DMC + s3t saling
W OMC + ASC DGATE

1 MCCD
= OMC + eol. sabina

B OMC = ASODGAT?

(factor de cambio)
ARNm de aSMA
(factor de cambio}

ARNm de colageno-

P T P T C R VPR Ry o
gy

Q- G B
LA S s sy aet

Z i r
b
-5} -3
240 12 . |
GE 1y [ M f—fg % [1MCED
=G b I o DMC + sol. salina &y 1§ b 3 DMC + sol. salna
9@ a1
E E CE I BDUC +ASODGATZ B 5 10 W DHIC « ASO CGAT2
28 ¢ £t
8 <8
oL T = %
2
£ 11
8s
1
FE
g ¢
|-
E -
© -
-3 z
b=
L2
% - 0 MCCD
2 4 7 DMC + sol, salina
[}
g 4 M DMC + ASO DGAT2
- ',’
PO
-
£ £
= L
= ¥
< .
it

Figura 9

74



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

