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DESCRIPCION
Modulacion de la expresion del receptor del factor de crecimiento | similar a la insulina
Campo de la invencion

La presente descripcién da a conocer composiciones y métodos para modular la expresion de un gen de receptor de
factor de crecimiento. En particular, la invencion se refiere a oligonucleétidos que se hibridan con moléculas de &cido
nucleico que codifican para el receptor del factor de crecimiento | similar a la insulina (receptor de IGF-1 o IGF-IR).
Se muestra a modo de ejemplo en el presente documento que tales oligonucleétidos modulan la proliferacién, lo que
es relevante para el tratamiento de cancer y trastornos de la piel proliferativos e inflamatorios. Sin embargo, se
entendera que los oligonucleétidos pueden usarse para cualquier otro estado en el que esté implicado el IGF-IR
incluyendo estados inflamatorios.

Antecedentes de la invencion

Se recogen al final de la descripcion detalles bibliograficos de las publicaciones a las que se hace referencia por
autor en esta memoria descriptiva.

La referencia a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no es, y no debe tomarse como, un
reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general
comun en cualquier pais.

La psoriasis y otros estados similares son trastornos de la piel proliferativos y/o inflamatorios comunes y a menudo
alarmantes que afectan o que tienen el potencial de afectar a una proporcién significativa de la poblacién. El estado
surge a partir de la sobreproliferacion de queratinocitos basales en la capa epidérmica de la piel asociada con
inflamacién en la dermis subyacente. Aunque se ha desarrollado una gama de tratamientos, ninguno es
completamente eficaz ni esta libre de efectos secundarios adversos. Aunque la causa subyacente de la psoriasis
sigue siendo esquiva, existe algo de consenso de opinién en que el estado surge, al menos en parte, a partir de la
sobreexpresion de factores de crecimiento locales y su interaccion con sus receptores que favorecen la proliferacion
de queratinocitos mediante receptores de queratinocitos que parecen ser mas abundantes durante la psoriasis.

Un grupo importante de factores de crecimiento son los factores de crecimiento similares a la insulina derivados de
la piel (IGF) que favorecen la proliferacion de queratinocitos. En particular, IGF-1 y IGF-2 son polipéptidos ubicuos
cada uno con potentes efectos mitogénicos sobre una amplia gama de células. Las moléculas del tipo de IGF
también se conocen como “factores de progresiéon” que promueven células “competentes” a través de sintesis de
ADN. Los IGF actian a través de un receptor comuin conocido como receptor de tipo | o IGF-IR, que esta unido a
tirosina cinasa. Se sintetizan en tejidos mesenquimatosos, incluyendo la dermis, y actian sobre células adyacentes
de origen mesodérmico, endodérmico o ectodérmico. La regulacién de su sintesis implica hormona de crecimiento
(GH) en el higado, pero esta mal definida en la mayoria de los tejidos (Sara, Physiological Reviews 70: 591-614,
1990).

Proteinas particulares, denominadas proteinas de unién a IGF (IGFBP), parecen estar implicadas en la regulacion
autocrina/paracrina de la disponibilidad de IGF tisular (Rechler y Brown, Growth Regulation 2: 55-68, 1992). Hasta la
fecha se han identificado seis IGFBP. Los efectos exactos de las IGFBP no estan claros y los efectos observados in
vitro han sido inhibidores o estimuladores dependiendo del método experimental empleado (Clemmons, Growth
Regn. 2:80, 1992). Sin embargo, hay algunas pruebas de que determinadas IGFBP estan implicadas en el
direccionamiento de IGF-1 a su receptor de la superficie celular.

La piel, que comprende la epidermis y la dermis subyacente, tiene receptores de GH en fibroblastos dérmicos
(Oakes et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 73: 1368-1373, 1992). Los fibroblastos sintetizan IGF-1 asi como IGFBP-3,
4, 5 y 6 (Camacho-Hubner et al., J. Biol. Chem. 267: 11949-11956, 1992) que pueden estar implicadas en el
direccionamiento de IGF-1 a células adyacentes asi como a la epidermis superpuesta. El tipo de célula epidérmica
mayoritario, el queratinocito, no sintetiza IGF-1, pero posee receptores de IGF-1 y es sensible a IGF-I (Neely et al., J.
Inv. Derm. 96: 104, 1991).

En la dltima década, ha habido muchos informes del uso de oligonucleétidos antisentido para explorar la funcién
génica y en el desarrollo de farmacos basados en &acido nucleico. Los oligonucleétidos antisentido inhiben la
traduccion del ARNm mediante varios modos alternativos que incluyen la destruccion del ARNm diana a través del
reclutamiento de ARNasa H, o interferencia con el procesamiento del ARN, la exportacion nuclear, el plegamiento o
la exploracién ribosémica. Mas recientemente, un mejor entendimiento de los sitios de accion intracelulares de las
diversas modalidades antisentido y mejoras en la quimica de oligonucleé6tidos han aumentado el nimero de informes
de inhibicion de la expresion validada.

En el trabajo que condujo a la presente invencién, los inventores se centraron en el uso del enfoque antisentido para
inhibir el crecimiento de queratinocitos epidérmicos humanos, particularmente en trastornos de crecimiento
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epidérmicos humanos tales como psoriasis. La psoriasis es un estado de la piel comun y desfigurante asociado a
hiperplasia epidérmica grave. Las terapias existentes para la psoriasis son sélo parcialmente eficaces, sin embargo,
tratamientos dirigidos a la epidermis han demostrado ser prometedores (Jensen et al., Br. J. Dermatol. 139: 984-991,
1998; van de Kerkhof, Skin Pharmacol. Appl. Skin Physiol. 11: 2-10, 1998). Una estrategia es desarrollar inhibidores
antisentido de la expresion de IGF-IR y usarlos para bloquear la supervivencia y division celular estimulada por IGF-I
en la epidermis.

El IGF-IR es un receptor de la superficie celular unido a tirosina cinasa (Ullrich et al., EMBO J. 5: 2503-2512, 1986)
que regula la division, transformacion y apoptosis celulares en muchos tipos de células (LeRoith et al., Endocr. Rev.
16: 143-163, 1995; Rubin y Baserga, Laboratory Investigation 73: 311-331, 1995). Los queratinocitos epidérmicos
humanos son altamente sensibles a la activacién de IGF-IR (Ristow y Messmer, J. Cell Physiol. 137: 277-284,1988;
Neely et al., J. Invest. Dermatol. 96: 104-110, 1991; Wraight et al., J. Invest. Dermatol. 103: 627-631, 1994) y varios
estudios apuntan a un importante papel de la activacion de IGF-1R en la patogénesis de la psoriasis (Krane et al., J.
Invest. Dermatol. 96: 419-424, 1991; Krane ef al., J. Exp. Med. 175: 1081-1090, 1992; Ristow, Growth Regul. 3: 129-
137, 1993; Hodak et al., J. Invest. Dermatol. 106: 564-570, 1996; Xu et al., J. Invest. Dermatol. 106: 109-112, 1996;
Ristow, Dermatology 195: 213-219, 1997; Wraight et al., J. Invest. Dermatol. 108: 452-456, 1997). El IGF-IR se ha
seleccionado como diana previamente por enfoques antisentido en fibroblastos, células hematopoyéticas y células
de glioblastoma para investigar su papel en la transformacién y la progresion del ciclo celular (Pietrzkowski et al.,
Mol. Cell Biol. 12: 3883-3889, 1992; Porcu et al., Mol. Cell Biol. 12: 5069-5077, 1992; Reiss et al., Oncogene 7:
2243-2248, 1992; Resnicoff et al., Cancer Res. 54: 2218-2222, 1994).

Se ha notificado la identificacion de oligonucleétidos de fosforotioato propinilados que pueden reducir los niveles de
ARNm de IGF-IR cuando se suministran eficazmente al nacleo del queratinocito (White et al., Antisense Nucleic Acid
Drug Dev. 10: 195-203, 2000; Wraight et al., Nat. Biotechnol. 18: 521-526, 2000). Estos oligonucleétidos también
eran eficaces en la reducciéon de la unién a IGF-1, la activacion del receptor y la proliferacion celular in vitro y la
proliferacién epidérmica in vivo (Wraight et al., 2000, citado anteriormente).

Se seleccionaron oligonucledtidos de fosforotioato modificados con propino (Flanagan et al., Nat. Biotechnol. 14:
1139-1145, 1996b; Flanagan y Wagner, Mol. Cell Biochem. 172: 213-225,1997) porque su afinidad aumentada por el
ARNm diana permite la inhibicion del ARNm con concentraciones inferiores (Wagner et al., 1993, citado
anteriormente) y su longitud de oligonucledtido mas corta (Flanagan et al., Nucleic Acids Res. 24: 2936-2941, 1996a)
que fosforotioatos no modificados, reduciendo tedricamente la incidencia de efectos aptaméricos sobre células
diana.

Aunque se ha demostrado éxito con los oligonucleétidos de fosforotioato modificados con propino, es necesario
considerar quimicas alternativas para reducir la toxicidad, aumentar la estabilidad, aumentar el perfil de
especificidad, mejorar la penetracién y/o intensificar la potencia y las propiedades bioldgicas, quimicas o fisicas.
Oligonucleétidos de quimicas alternativas también pueden proporcionar otras ventajas incluyendo fabricacion a gran
escala conocida, conocimiento del desarrollo clinico en seres humanos y/o aprobacién conocida como farmacos.

Sumario de la invencion

A lo largo de toda esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, la palabra “comprenden”,
o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, se entendera que implica la inclusién de un elemento o
numero entero o grupo de elementos o de nimeros enteros establecidos pero no la exclusion de cualquier otro
elemento o nimero entero o grupo de elementos o de nimeros enteros.

Se hace referencia a secuencias de nucledtidos y aminoacidos mediante una numero identificador de secuencia
(SEQ ID NO:). Los SEQ ID NO: corresponden numéricamente a los identificadores de secuencia <400>1 (SEQ ID
NO:1), <400>2 (SEQ ID NO:2), etc. Se proporciona un resumen de los identificadores de secuencia en la tabla 1. Se
proporciona una lista de secuencias tras las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a oligonucleétidos que se dirigen al receptor del factor de crecimiento | similar a la
insulina humano (IGF-IR) y que inhiben la expresion de IGF-IR. También se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden los oligonucleétidos de la invencién. Se dan a conocer métodos de seleccion de
moduladores de la expresion génica de IGF-IR y métodos de modulacién de la expresién del gen de IGF-IR en
células, tejidos o animales que comprenden poner en contacto dichas células, tejidos o animales con uno o mas de
los compuestos o las composiciones dadas a conocer en el presente documento. También se exponen en el
presente documento métodos de tratamiento de un animal, particularmente un ser humano, que se sospecha que
tiene o que es propenso a una enfermedad o estado asociado con la expresion de IGF-IR o su ligando, IGF-I. Tales
métodos comprenden administrar una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de uno o mas de los
oligonucledtidos o las composiciones de la invencion a la persona que necesita el tratamiento. La invencién
proporciona el uso de un oligonucleétido de la invencion en la fabricacién de un medicamento para tratar a un animal
que tiene una enfermedad, estado o trastorno asociado con IGF-IR, en el que dicho oligonucleétido inhibe la
expresion de IGF-IR.
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También se proporciona un oligonucleétido de la invencion para su uso en el tratamiento de un animal que tiene una
enfermedad, estado o trastorno asociado con IGF-IR, en el que dicho oligonucleétido inhibe la expresién de IGF-IR.

Los oligonucleétidos de la presente invencién se denominan en el presente documento oligonucleétidos antisentido
0 ASO. Los ASO a los que se hace referencia en la memoria descriptiva objeto se enumeran en la tabla 1. Los ASO
se identifican mediante un nimero “ISIS” asi como por un nimero de SEQ ID. Los ASO de la presente invencion se
basan en las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 125 y 160.

Otros ASO incluyen ISIS 175308 (SEQ ID NO: 116), ISIS 175302 (SEQ ID NO: 110), ISIS 175314 (SEQ ID NO:
122), ISIS 175307 (SEQ ID NO: 115) e ISIS 175323 (SEQ ID NO: 131).

Otro grupo de ASO incluye ISIS 323744 (SEQ ID NO: 50), ISIS 323747 (SEQ ID NO: 53), ISIS 323767 (SEQ ID NO:
73), ISIS 323762 (SEQ ID NO: 68) e ISIS 323737 (SEQ ID NO: 43).

El ASO preferido es ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125).

Tabla 1
Resumen de moléculas de acido nucleico
N.2 de REGION SEQID NO SITIO SECUENCIA/DESCRIPCION % de | SEQID

ISIS DIANA DIANA inhib. NO
323695 UTRen5’ NM_000875.2 25 CCTTTTATTTGGGATGAAAT 50 1
323696 Codon de NM_000875.2 37 CCAGACTTCATTCCTTTTAT 44 2

inicio

323697 | Codificante | NM_000875.2 157 TGATAGTCGTTGCGGATGTC 73 3
323698 | Codificante | NM_000875.2 162 GCTGCTGATAGTCGTTGCGG 72 4
323699 | Codificante | NM_000875.2 167 CTTCAGCTGCTGATAGTCGT 74 5
323700 | Codificante NM_0008752 196 CCCTCGATCACCGTGCAGTT 56 6
323701 Codificante | NM_000875.2 223 TTGGAGATGAGCAGGATGTG 65 7
323702 | Codificante | NM_000875.2 228 CGGCCTTGGAGATGAGCAGG 66 8
323703 | Codificante | NM_000875.2 233 GTCCTCGGCCTTGGAGATGA 71 9
323704 | Codificante | NM_000875.2 238 CGGTAGTCCTCGGCCTTGGA 71 10
323705 | Codificante | NM_000875.2 367 TTGTAGAAGAGTTTCCAGCC 52 11
323706 | Codificante | NM_000875.2 396 TGGTCATCTCGAAGATGACC 5 12
323707 | Codificante | NM_000875.2 401 GAGATTGGTCATCTCGAAGA 20 13
323708 | Codificante | NM_000875.2 406 TCCTTGAGATTGGTCATCTC 41 14
323709 | Codificante | NM_000875.2 411 CAATATCCTTGAGATTGGTC 29 15
323710 | Codificante | NM_000875.2 416 AAGCCCAATATCCTTGAGAT 43 16
323711 Codificante | NM_000875.2 443 CCCCCGAGTAATGTTCCTCA 41 17
323712 | Codificante | NM_000875.2 459 TCTCAATCCTGATGGCCCCC 56 18
323713 | Codificante | NM_000875.2 527 GTTATTGGACACCGCATCCA 31 19
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323714 | Codificante | NM_000875.2 532 ATGTAGTTATTGGACACCGC 64 20
323715 | Codificante | NM_000875.2 537 CCACAATGTAGTTATTGGAC 65 21
323716 | Codificante | NM_000875.2 571 CACAGGTCCCCACATTCCTT 42 22
323717 | Codificante | NM_000875.2 576 CTGGACACAGGTCCCCACAT 45 23
323718 | Codificante | NM_000875.2 616 ATGGTGGTCTTCTCACACAT 69 24
323719 | Codificante | NM_000875.2 621 TGTTGATGGTGGTCTTCTCA 66 25
323720 | Codificante | NM_000875.2 626 CTCATTGTTGATGGTGGTCT 81 26
323721 Codificante | NM_000875.2 632 GTTGTACTCATTGTTGATGG 73 27
323722 | Codificante | NM_000875.2 637 CGGTAGTTGTACTCATTGTT 71 28
323723 | Codificante | NM_000875.2 642 AGCAGCGGTAGTTGTACTCA 70 29
323724 | Codificante | NM_000875.2 647 GGTCCAGCAGCGGTAGTTGT 60 30
323725 | Codificante | NM_000875.2 652 TTTGTGGTCCAGCAGCGGTA 67 31
323726 | Codificante | NM_000875.2 674 TGGGCACATTTTCTGGCAGC 57 32
323727 | Codificante | NM_000875.2 1283 GGAGTAATTCCCTTCTAGCT 21 33
323728 | Codificante | NM_000875.2 1324 TCCCACAGTTGCTGCAAGTT 73 34
323729 | Codificante | NM_000875.2 1678 ATGTTCCAGCTGTTGGAGCC 72 35
323730 | Codificante | NM_000875.2 1683 CCACCATGTTCCAGCTGTTG 78 36
323731 Codificante | NM_000875.2 1750 GTCCAGGGCTTCAGCCCATG 74 37
323732 | Codificante | NM_000875.2 1786 GTGAGGGTCACAGCCTTGAC 59 38
323733 | Codificante | NM_000875.2 1791 CCATGGTGAGGGTCACAGCC 78 39
323734 | Codificante | NM_000875.2 1846 TTGGTGCGAATGTACAAGAT 61 40
323735 | Codificante | NM_000875.2 2029 ATTTTGTCTTTGGAGCAGTA 65 41
323736 | Codificante | NM_000875.2 2203 AGGAAATTCTCAAAGACTTT 43 42
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323737 | Codificante | NM_000875.2 2290 CTGCTTCGGCTGGACATGGT 84 43
323738 | Codificante | NM_000875.2 2295 TGTTCCTGCTTCGGCTGGAC 76 44
323739 | Codificante | NM_000875.2 2368 CTGCTCTCAAAGAAAGGGTA 58 45
323740 | Codificante | NM_000875.2 2373 CCACTCTGCTCTCAAAGAAA 0 46
323741 Codificante | NM_000875.2 2378 GTTATCCACTCTGCTCTCAA 57 47
323742 | Codificante | NM_000875.2 2383 TCCTTGTTATCCACTCTGCT 58 48
323743 | Codificante | NM_000875.2 2446 TTGCAGCTGTGGATATCGAT 53 49
323744 | Codificante | NM_000875.2 2451 CGTGCTTGCAGCTGTGGATA 85 50
323745 | Codificante | NM_000875.2 2456 AGCCTCGTGGTTGCAGCTGT 75 51
323746 | Codificante | NM_000875.2 2461 TTCTCAGCCTCGTGGTTGCA 62 52
323747 | Codificante | NM_000875.2 2466 CCAGCTTCTCAGCCTCGTGG 85 53
323748 | Codificante | NM_000875.2 2471 GCAGCCCAGCTTCTCAGCCT 77 54
323749 | Codificante | NM_000975.2 2476 GCGCTGCAGCCCAGCTTCTC 71 55
323750 | Codificante | NM_000875.2 2578 TTTAAAAAGATGGAGTTTTC 8 56
323751 Codificante | NM_000875.2 2583 GCCACTTTAAAAAGATGGAG 77 57
323752 | Codificante | NM_000875.2 2677 TCCTGTCTGGACACACATTC 66 58
323753 | Codificante | NM_000875.2 2791 AAGAACACAGGATCTGTCCA 38 59
323754 | Codificante | NM_000875.2 2796 CATAGAAGAACACAGGATCT 33 60
323755 | Codificante | NM_000875.2 2992 GGAACGTACACATCAGCAGC 36 61
323756 | Codificante | NM_000875.2 3076 ACTCCTTCATAGACCATCCC 26 62
323757 | Codificante | NM_000875.2 3301 CGGAGATAACTTTTGAGATC 35 63
323758 | Codificante | NM_000875.2 3306 GAGACCGGAGATAACTTTTG 29 64
323759 | Codificante | NM_000875.2 3478 ATTTTGACTGTGAAATCTTC 13 65
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323760 | Codificante | NM_000875.2 3643 GCGATCTCCCAGAGGACGAC 72 66
323761 Codificante | NM_000875.2 3870 TGTAGTAGAAGGAGACCTCC 26 67
323762 | Codificante | NM_000875.2 4000 GCCTTGTGTCCTGAGTGTCT 84 68
323763 Codén de NM_000875.2 4139 ATCCAAGGATCAGCAGGTCG 69 69
terminacion
323764 UTRen 3 NM_000875.2 4329 GCTGCTTGCATATTGAAAAA 77 70
323765 UTRen 3 NM_000875.2 4334 AAAAAGCTGCTTGCATATTG 74 71
323766 UTRen 3 NM_000875.2 4366 GCCCATGTCAGTTAAGGGTT 69 72
323767 UTRen 3 NM_000875.2 4822 CCAGCGTGTCTCTCAAATGG 84 73
323768 Intrén NT_035325.2 62268 GGAGTTTAAAGGACAGTGCC 59 74
323769 Exén: NT_035325.2 | 280527 CATCACTGACCTCTTTCTAT 0 75
Unién del
intron
IG-IR &’ secuencia no traducida en 5’ de 76
(M69229) IGF-IR humano
IGF-IR secuencia de nucleétidos que 77
(NM0008 codifica para IGF-IR humano
75)
DT1064 secuencia de nucleoétidos que 78
codifica para el compuesto de
partida de C5 propino de IGF-IR
CAC AGU UGC UGC AAG DT1064»
13920 oligonucledtido antisentido control 9
para H-ras humana
18078 oligonucledtido antisentido control 80
para JNK humana
15770 oligonucledtido antisentido control 81
para c-raf de raton y rata
161212 cebador de PCR para hiGF-RI 82
161214 cebador de PCR para hiGF-RI 83
161215 cebador de PCR para hiGF-RI 84
129692 ASO control negativo 85
121691 ASO control negativo 86
122291 ASO control negativo 87
R451 ASO usado para_gstudio de 88
localizacién
251741 ASO usado para'gstudlo de 89
localizacién
13920 ASO usado para_gstudlo de 90
localizacién
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ASO usado para estudio de

147979 localizacién 91
hebra sentido a modo de ejemplo 92

hebra antisentido a modo de 93

ejemplo

cebador de PCR para hGAPDH 94

cebador de PCR para hGAPDH 95

sonda de de PCR para hGAPDH 96

Secuencia de nucleétidos de IGF-IR 97

con regiones no traducidas en 3’ y &’

18078 ASO control negativo 98
298948 ASO control negativo 99
175292 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 930 agtctcaaactcagtcttcg 78 100
175293 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 42 gttaatgctigaaacaaga 40 101
175294 UTRen5 | SEQID NO: 97 558 gaagtccgggtcacaggcga 77 102
175295 UTRen5 | SEQID NO: 97 29 aacaagagccccagcctcge 76 103
175296 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 38 atgctggtaaacaagagccc 57 104
175297 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 37 tgctggtaaacaagagcccc 61 105
175298 UTRen5 | SEQID NO: 97 516 ggagtcaaatgaatgagcg 74 106
175299 UTRen5 | SEQID NO: 97 665 aatctgcctaggcgaggaaa 78 107
175300 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 36 gctggtaaacaagagcccca 54 108
175301 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 671 agcccaaatctgcctaggeg 77 109
175302 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 730 cctecattttcaaacccgga 93 110
175303 UTRen5 | SEQID NO: 97 260 gaaggtcacagccgaggega 82 111
175304 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 265 tcgctgaaggtcacagecga 76 112
175305 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 410 atccaggacacacacaaagc 81 113
175306 UTRen5 | SEQID NO: 97 557 aagtccgggtcacaggcgag 54 114
175307 UTRen5 | SEQID NO: 97 931 aagtctcaaactcagtcttc 86 115
175308 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 738 gtcgtcggectecattttca 94 116
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175309 UTRen5 | SEQID NO: 97 526 gcagaaacgcggagtcaaaa 72 117
175310 UTRen5 | SEQID NO: 97 429 gcggcgagctcecttcccaaa 76 118
175311 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 40 taatgctggtaaacaagagc 53 119
175312 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 723 tttcaaacccggagaggcag 31 120
175313 UTRen5 | SEQID NO: 97 657 taggcgaggaaaaacaagcc 62 121
175314 UTRen5 | SEQID NO: 97 266 ctcgctgaaggtcacagecg 87 122
175315 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 798 gcagcggcccagggctcgge 75 123
175316 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 267 gctcgcetgaaggtcacagcec 82 124
175317 UTRen5 | SEQID NO: 97 889 cgaaggaaacaatactccga 84 125
175318 UTRen5 | SEQID NO: 97 523 gaaacgcggagtcaaaatga 68 126
175319 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 884 gaaacaatactccgaagggc 63 127
175320 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 414 ccaaatccaggacacacaca 64 128
175321 UTRen5 | SEQID NO: 97 734 tcggcctccattttcaaacc 78 129
175322 UTRen5 | SEQID NO: 97 554 tccgggtcacaggcgaggcec 67 130
175323 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 508 aatgaatgagcggctcccce 82 131
175324 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 261 tgaaggtcacagccgaggceg 57 132
175325 UTRen5 | SEQID NO: 97 259 aaggtcacagccgaggcgag 55 133
175326 UTRen5 | SEQID NO: 97 415 cccaaatccaggacacacac 74 134
175327 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 933 acaagtctcaaactcagtct 61 135
175328 UTRen5 | SEQ ID NO: 97 33 ggtaaacaagagccccagcec 64 136
90444 930 cgaagactgagtttgagact 137
90446 558 tcgectgtgacccggacttc 138
90447 29 gcgaggctggggctettgtt 139
90448 38 gggctcttgtttaccagcat 140
90449 37 ggggctcttgtttaccagca 141
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90450 516 cgctcattcattttgactcc 142
90451 665 tttcctcgectaggcagatt 143
90452 36 tggggcitcttgtttaccage 144
90453 671 cgcctaggcagamgggct 145
90454 730 tccgggtttgaaaatggagg 146
90455 260 tcgectcggetgtgaccttc 147
90456 265 tcggctgtgaccttcagega 148
90457 410 gctttgtgtgtgtcctggat 149
90458 557 ctcgectgtgaccecggactt 150
90459 931 gaagactgagtttgagactt 151
90460 738 tgaaaatggaggccgacgac 152
90461 526 ttttgactccgcegtttctge 153
90462 429 tttgggaaggagctcgeege 154
90463 40 gctcttgtttccagceatta 155
90465 657 ggcttgtttttcctcgecta 156
90466 266 cggctgtgaccticagcgag 157
90467 798 gccgagcecctgggecegetge 158
90468 267 ggctgtgacctticagcgage 159
90469 889 tcggagtattgtttccttcg 160
90470 923 tcattttgactccgcegttic 161
90471 884 gcccttcggagtattgtttc 162
90472 414 tgtgtgtgtcctggatitgg 163
90473 734 ggtttgaaaatggaggccga 164
90474 554 ggcctcgectgtgaccegga 165
90475 508 gggggagccgctcattcatt 166
90476 261 cgccteggcetgtgaccttca 167
90477 259 ctcgecteggcetgtgacctt 168
90478 415 gtgtgtgtcctggatttggg 169
90479 933 agactgagtttgagacttgt 170
90480 33 ggctggggctcttgtttace 171

ASO, oligonucleétido antisentido
2 Todas las C y U estan propinadas en C5

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 es una representacion esquematica de una biopsia de piel mantenida ex vivo.

La figura 2 es una representacion de (A) la secuencia de nucleétidos de la regién del gen de IGF-IR (NM000875 que
es una combinacion de X04434 y M69229; SEQ ID NO: 77).

CARACTERISTICAS Ubicacién/Calificadores
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CDS

péptido_sen

péptido_mat
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caracteristica_misc
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/organismo = “Homo sapiens”

/dbx_ref = “tax6n:9606”

/cromosoma = “15”

/mapa = “15q25-926”

/clon = “(lambda)IGF-1-R.85, (lambda)IGF-1-R.76”

Mtipo_tejido = “placenta”

/lib_clon = “(lamda)gt10”

1..4989

/gen = “IGF1R”

/nota = “sinénimo: JTK13”

/dbx_ref = “LocuslD;3480”

/dbx_ref = “MIM:147370”

46..4149

/gen = “IGF1R”

/ndmero_EC =“2.7.1.112"

/codén_iniciacién = 1

/producto = “precursor del receptor de factor de crecimiento 1 similar a insulina”
/id_proteina = “NP000866.1”

/dbx_ref = “Gl:4557665”

/dbx_ref = “Locus|D:3480”

/dbx_ref = “MIM:147370”

46..135

/gen = “IGF1R”.

136..2265

/gen = “IGF1R”

/producto = “cadena alfa del receptor de factor de crecimiento 1 similar a insulina”
196..531

/gen = “IGF1R”

/nota = “dominio_L-recept: Region: dominio L de receptor. Los dominios L para
estos receptores constituyen el sitio de unién al ligando bilobal. Cada domino L
consiste en una beta-hélice destrégira monocatenaria. Esta entrada de Pfam no
aparece en los primeros 50 residuos de aminodcidos del dominio”

dbx_ref = “CDD:pfam01030”
568..1044

/gen = “IGF1R”
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caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

péptido_mat

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc
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/nota = “similar a furina; Regiodn: region rica en cisteina similar a furina”

/dbx_ref = “CDD:pfam00757”

694..1041

/gen = “IGF1R”

/nota = “VSP; Regidn: proteina de superficie especifica variante de Giardia”
/dbx_ref = “CDD:pfam03302”

724..855

/gen = “IGF1R”

/nota = “FU; Region: repeticiones similares a furina”

/dbx_ref = “CDD:smart00261”

1168..1479

/gen = “IGF1R”

/nota = “dominio_L_recep; Regién: dominio L de receptor. Los dominios L para
estos receptores constituyen el sitio de unién al ligando bilobal. Cada domino L
consiste en una beta-hélice destrégira monocatenaria. Esta entrada de Pfam no
aparece en los primeros 50 residuos de aminodacidos del dominio”

/dbx_ref = “CDD:pfam01030”

1519..1800

/gen = “IGF1R”

/nota = “FN3; Regién: Dominio de fibronectina tipo 3”

/dbx_ref = “CDD:smart00060”

2266..4146

/gen = “IGF1R”

/producto = “cadena beta del receptor de factor de crecimiento 1 similar a insulina”
2542..2787

/gen = “IGF1R”

/nota = “FN3; Regién: Dominio de fibronectina tipo 3”

/dbx_ref = “CDD:smart00060”

2548..2796

/gen = “IGF1R”

/nota = “fn3; Regién: Dominio de fibronectina tipo 11’

/dbx_ref = “CDD:pfam000411”

2836..2910

/gen = “IGF1R”

/nota = “regién transmembrana (AA 906 - 929); sitio de region transmembrana”

12
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caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

variacion

caracteristica_misc
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3040..3843

/gen = “IGF1R”

/nota = “cinasa; Regién: Dominio de proteina cinasa”

/dbx_ref = “CDD:pfam00069”

3040..3843

/gen = “IGF1R”

/nota = “TyrKc; Region: Tirosina cinasa, dominio catalitico”

/dbx_ref = “CDDsmart00219”

3052..3837

/gen = “IGF1R”

/nota = “S_TKc; Regiodn: Serina/treonina proteina cinasas, domino catalitico’

/dbx_ref = “CDD:smart00220”

122..2251

/gen = “IGF1R”

/nota = “subunidad alfa (AA 1 -710)”

182..190

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 21 - 23)”

335..343

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 72 - 74)”

434..442

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacion unido a pot.N (AA 105 - 107)’

761..769

/gen = “IGF1R”

4

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 214 - 216)”

948

/gen = “IGF1R”
/alelo = “C”
/alelo = “A”

/dbx_ref = “dbSNP:2229764”

971..979

13
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caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

variacion

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc
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/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 284 - 286)”

1280..1288

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 387 - 389)”

1343..1351

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 408 - 410)”

1631..1639

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 504 - 506)”

1731

/gen = “IGF1R”
/alelo = “G”
/alelo = “A”

/dbx_ref = “dbSNP:2228531”

1850..1858

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 577 - 579)”

1895..1903

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 592 - 594)”

1949..1957

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 610 - 612)”

2240..2251

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de procesamiento del supuesto pro-receptor (AA 707 -710)”

2252..4132

/gen = “IGF1R”

/nota = “subunidad beta (AA 711 - 1337)”

2270..2278

/gen = “IGF1R”
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caracteristica_misc

caracteristica_misc

variacion

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc

caracteristica_misc
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/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 717 - 719]”
2297..2305

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 726 - 728)”
2321..2329

/gen = “IGF1R”

4

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 734 - 736)’

2343

/gen = “IGF1R”
/alelo = “T”
/alelo = “C”

/dbx_ref = “doSNP:3743262”

2729..2737

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 870 - 872)”
2768..2776

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 883 - 885)”
2918..2926

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de glicosilacién unido a pot.N (AA 933 - 935)”
3047..3049

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de unién pot.ATP (AA 976)”

3053..3055

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de unién pot.ATP (AA 978)”

3062..3064

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de unién pot.ATP (AA 981)”

3128..3130

/gen = “IGF1R”

/nota = “sitio de unién pot.ATP (AA 1003)”
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variacion 3174
/gen = “IGF1R”
/alelo = “G”
/alelo = “A”

/dbx_ref = “dbSNP:2229765”

variacion complemento(4205)
/alelo = “G”
/alelo = “C”

/dbx_ref = “dbSNP:3825954”

variacion 4267
/gen = “IGF1R”
/alelo = “T”
/alelo = “A”

/dbx_ref = “dbSNP: 1065304”

variacion 4268
/gen = “IGF1R”
/alelo = “T”
/alelo = “A”

/dbx_ref “doSNP:1065345”

variacion complemento(4567)
/alelo = “AG”
/alelo = *-”

/dbx_ref = “dbSNP:3833015”
ORIGEN RECUENTO BASES 121621371 ¢ 1320 g 1082 t

(B) Secuencia de nucleétidos de IGR-IR y secuencia de aminoacidos correspondiente con regiones no traducidas
en 3y 5 (NM000).

La figura 3 es una representacion grafica que muestra (A) el efecto de ISIS de ASO de IGF-IR de partida de 175292
a 175328 sobre ARNm de IGF-IR en células A549 en relacion con ISIS 13650, ISIS 18078 e ISIS 29848 controles
negativos. (B) El efecto de ISIS de ASO de IGF-IR de partida 175314, ISIS 175317 e ISIS 175323 sobre ARNm de
IGR-IR en células A459. Para (A) y (B), se transfectaron las células A459 con lipofectina complejada con
oligonucledtidos antisentido y control a una razén de lipido 2: oligonucledétido 1. Se aisld el ARN celular total 16-20 h
mas tarde en un proceso automatizado (por ejemplo Qiagen Inc., Valencia, CA, EE.UU.). El histograma representa
mediciones por triplicado a partir de un Unico experimento, que muestran los niveles medios de ARNm de IGF-IR
como un % de los niveles en control no tratado + DE, (C) secuencias de nucleétidos de compuestos ASO,
oligonucledtidos control y oligonucle6tidos cebador/sonda.

La figura 4 es una representacion grafica que muestra el efecto de DT1064 (SEQ ID NO: 43) y ASO de IGR-IR de
partida (ISIS 175314 (SEQ ID NO: 27), ISIS 175317 (SEQ ID NO: 30) e ISIS 175323 (SEQ ID NO: 36)) sobre los
niveles de ARNm de IGR-IR en queratinocitos HaCaT. Se trataron células HaCaT confluentes en un 85-90% con
GSV (2 pg/ml), con o sin oligonucledtidos antisentido y control (6,25, 25, 100 o0 400 nM). Se transfectaron las células
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una vez (18 h antes de la recogida; A) o dos veces (a las 24 y 48 h antes de la recogida; B). Se recuper6 el ARN
total y se sometid a transcripcidn inversa antes de someterse a ensayo por duplicado en PCR en tiempo real. Se
normalizé el ARNm de IGF-IR frente a 18S y se expresd como un % de los niveles en las células control tratadas
con GSV. Los resultados representan la media + EEM de pocillos por duplicado de dos experimentos separados. UT
= células no tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

La figura 5 es una representacién fotografica y grafica que muestra el efecto de DT1064 (SEQ ID NO: 43) y ASO de
IGR-IR de partida (ISIS 175314 (SEQ ID NO: 27), ISIS 175317 (SEQ ID NO: 30) e ISIS 175323 (SEQ ID NO: 36))
sobre la proteina IGF-IR en queratinocitos HaCaT. Se transfectaron células HaCaT confluentes en un 85-90% cada
24 h durante 3 dias. Se recogieron los lisados celulares y se resolvieron cantidades iguales de proteina (o bien 25 o
bien 30 ng) de cada muestra mediante SDS-PAGE al 7% p/v. Se sometié la proteina a transferencia a membrana de
PVDF y se sonddé con IgG anti-conejo que reconoce la subunidad B de IGF-IR. (A) Una inmunotransferencia
representativa (Western 3) que muestra la intensidad de la sefal de IGF-IR. Se corrieron las muestras en 4 geles;
las células tratadas y no tratadas con GSV de cada gel se muestran junto con las muestras que han corrido en el
mismo gel. (B) Cuantificacion de la intensidad de banda de la proteina IGF-IR expresada como un % de los niveles
del control tratado con GSV. El histograma muestra la media = EEM para los datos de tres experimentos separados
en los que se evallan los tratamientos por duplicado. Se realizé un ANOVA unilateral seguido por comparaciones
por emparejamiento mediante la prueba de Dunnett: *P<0,05, A P<0,001 frente a células tratadas con GSV. UT =
células no tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

La figura 6 es una representacion grafica que muestra el efecto de DT1064 y ASO de IGR-IR de partida sobre las
tasas de proliferacion celular en queratinocitos HaCaT. Se transfectaron células HaCaT subconfluentes con GSV
solamente (2 pg/ml) o GSV (2 ug/ml) complejado con oligonucleétidos antisentido o control (6,25, 25, 100 6 400 nM)
cada 24 h durante hasta 3 dias. Se estim6 el numero de células usando ensayo con negro de amido en el momento
de la primera transfeccion, y a intervalos de 24 h posteriores. Los datos se representan como media £ EEM de dos
experimentos separados en los que se determin6 el nimero de células por duplicado. UT = células no tratadas, GSV
= células tratadas con GSV solamente.

La figura 7 es una representacion de la secuencia de desoxirribonucleétidos de la regién no traducida en 5’ del gen
del IGF-IR (M69229; SEQ ID NO: 76) que muestra la ubicacién de dianas para ISIS 175314, ISIS 175317 e ISIS
1753283.

La figura 8 es una representacion grafica que muestra el efecto de ISIS 175317, ASO de partida de IGF-IR y DT1064
sobre los niveles de ARNm del receptor de IGF-I en queratinocitos HaCaT.

Se trataron células HaCaT confluentes en un 85% (pases 62-63) durante 20 h con GSV (2 ug/ml), con o sin
oligonucledtidos antisentido o control (6, 13, 25, 50, 100 6 200 nM). Se exirajo el ARN total y se someti6 a
transcripcion inversa antes de someterse a ensayo por duplicado mediante PCR en tiempo real. Se normaliz6 el
ARNm del receptor de IGF-I frente a 18S y se expres6 como un porcentaje de los niveles de ARNm de IGF-IR en
células tratadas con GSV. Los resultados representan la media + DE (n = 4) de pocillos por duplicado de dos
experimentos separados. UT = células no tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

La figura 9 es una representacién grafica que muestra el efecto de ISIS 175317, otros ASO de partida de IGF-IR y
DT1064 sobre los niveles de ARNm del receptor de IGF-I en queratinocitos HaCaT. Se trataron células HaCaT
confluentes en un 85% (pases 62-63) durante 20 h con GSV (2 ug/ml), con o sin oligonucleétidos antisentido o
control (6, 13, 25, 50, 100 6 200 nM). Se extrajo el ARN total y se sometié6 a transcripcién inversa antes de
someterse a ensayo por duplicado mediante PCR en tiempo real. Se normaliz6 el ARNm del receptor de IGF-I frente
a 18S y se expresé como un porcentaje de los niveles de ARNm de IGF-IR en células tratadas con GSV. Los
resultados representan la media = DE (n = 4) de pocillos por duplicado de dos experimentos separados. UT = células
no tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

En este experimento ASO de IGR-IR de partida: ISIS175317, ASO de IGR-IR de partida: ISIS 323737, ISIS 323744,
ISIS 323762, ISIS 323767.

La figura 10 es una representacién grafica que muestra el efecto de ISIS 175317, cuatro ASO de partida de IGF-IR
recién identificados y DT1064 sobre los niveles de ARNm del receptor de IGF-I en queratinocitos HaCaT. se trataron
células HaCaT confluentes en un 85% (pase 45) durante 20 h con GSV (2 ug/ml), con o sin oligonucleétidos
antisentido o control (0,3, 1,6, 3, 6, 25 6 100 nM). Se extrajo el ARN total y se sometié a transcripcion inversa antes
de someterse a ensayo por duplicado mediante PCR en tiempo real. Se normalizé el ARNm del receptor de IGF-I
frente a 18S y se expres6 como un porcentaje de los niveles de ARNm de IGF-IR en células tratadas con GSV. Los
resultados representan la media £ DE (n = 2) de pocillos por duplicado de un Unico experimento. UT = células no
tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

En este experimento: ASO de IGR-IR de partida: ISIS 175317. ASO de IGR-IR de partida: ISIS 323737, ISIS
323744, ISIS 323762, ISIS 323767. Gapmeros de 2’MOE control: ISIS 129691 (al azar), ISIS 306064 (8
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apareamientos erréneos). ASO de IGR-IR de C-5 propino: DT1064. C-5 propino control: 6416 (15 apareamientos
erréneos).

La figura 11 es una representacion grafica que muestra las curvas de concentracién-respuesta para los efectos de
los cuatro ASO identificados recientemente e ISIS 175317 sobre los niveles relativos de ARNm de IGF-IR en
queratinocitos HaCaT. Se trataron células HaCaT confluentes en un 85% (pase 45) durante 20 h con GSV (2 pg/ml),
con o sin oligonucleétidos antisentido o control (0,4, 1,6, 3, 6, 25 6 100 nM). Se extrajo el ARN total y se someti6 a
transcripcion inversa antes de someterse a ensayo por duplicado mediante PCR en tiempo real. Se normaliz6 el
ARNm del receptor de IGF-I frente a 18S y se expresé como un porcentaje de células tratadas con GSV. Los
resultados representan la media £+ DE (n = 2) de pocillos por duplicado de un Unico experimento. UT = células no
tratadas, GSV = células tratadas con GSV solamente.

En este experimento: ASO de IGR-IR de partida: ISIS 175317. ASO de IGR-IR de partida: ISIS 323737, ISIS
323744, I1SIS 323762, ISIS 323767.

La figura 12 es una representacion grafica que muestra los niveles medios de ARNm de IGF-IR en biopsias de piel
psoriasica tras la aplicacion tépica de ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125). Las barras representan el nivel promedio de
ARNm de IGF-IR en la epidermis y la dermis de biopsias tratadas con vehiculo y tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID
NO: 125). Los datos se expresan en relacién con el nivel promedio de ARNm de IGF-IR en la epidermis de las
muestras tratadas con vehiculo, las barras de error son una desviacion estandar. ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125)
aplicado por via tépica (10% en crema de ISIS) redujo significativamente los niveles de ARNm de IGF-IR en la
epidermis y la dermis 24 h tras la aplicacion tépica a explantes. En todos los casos n = 11. (* = p<0,05, *** =
p<0,001).

La figura 13 es una representacion grafica que muestra los niveles medios de ARNm de IGF-IR en biopsias de piel
psoriasica tras la aplicacion tépica de ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125). Las barras representan el nivel promedio de
ARNm de IGF-IR en la epidermis psoriasica y la epidermis normal de biopsias tratadas con vehiculo y tratadas con
ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125). Los datos se expresan en relacion con el nivel promedio de ARNm de IGF-IR en la
epidermis de las muestras tratadas con vehiculo, las barras de error son una desviacién estandar. ISIS 175317
aplicado por via topica (SEQ ID NO: 125) (10% en crema de ISIS) redujo significativamente los niveles de ARNm de
IGF-IR en la epidermis y la dermis 24 h tras la aplicacién tdpica a explantes. En todos los casos n = 11. (* = p<0,05,
*** = p<0,001).

La figura 14 es una representacion grafica que muestra los niveles medios de ARNm de IGF-IR en biopsias de piel
psoriasica tras la aplicacion tépica de ISIS 175317 a tejido de epidermis que muestra especificidad de ISIS 175317
para IGF-IR y no para GAPDH, HPRT, receptor de insulina, Casp. 3 y Bax. Las barras representan el nivel promedio
de ARNm de IGF-IR en la epidermis y la dermis de biopsias tratadas con vehiculo y tratadas con ISIS 175317. Los
datos se expresan en relacién con el nivel promedio de ARNm de IGF-IR en la epidermis de las muestras tratadas
con vehiculo, las barras de error son una desviacién estandar. ISIS 175317 aplicado por via tépica (10% en crema
de ISIS) redujo significativamente los niveles de ARNm de IGF-IR en la epidermis y la dermis 24 h tras la aplicacion
topica a explantes. En todos los casos n = 11. (* = p<0,05, *** = p<0,001).

Descripcion detallada de la realizacion preferida

A. Vision general de la invencién

La presente descripcion da a conocer compuestos, preferiblemente oligonucleétidos y especies similares para su
uso en la modulacion de la funcion o el efecto de moléculas de acido nucleico que codifican para el receptor del
factor de crecimiento | similar a insulina y, en una realizacién particular, el receptor del factor de crecimiento | similar
a insulina humano (IGF-IR). La invencion proporciona oligonucleétidos que se hibridan especificamente con una
molécula de &acido nucleico que codifica para IGF-IR. Tal como se usan en el presente documento, las expresiones
“acido nucleico diana” y “molécula de &cido nucleico que codifica para IGF-IR” se han usado por conveniencia para
englobar ADN que codifica para IGF-IR, ARN (incluyendo pre-ARNm y ARNm o partes del mismo) transcrito a partir
de tal ADN y también ADNc derivado de tal ARN. La hibridacién de un oligonucleétido de esta invencion con su
acido nucleico diana se denomina generalmente “antisentido”. Por consiguiente, el mecanismo preferido que se cree
que esta incluido en la practica de algunas realizaciones preferidas de la invencién se denomina en el presente
documento “inhibicién antisentido.” Tal inhibicion antisentido se basa normalmente en hibridacién basada en puentes
de hidrégeno de cadenas o segmentos de oligonucleétido de manera que al menos una cadena o segmento se
escinde, degrada o se vuelve inviable de otro modo. Con respecto a esto, se prefiere actualmente dirigir moléculas
de &cido nucleico especificas y sus funciones para tal inhibicion antisentido.

Las funciones del ADN con el que va a interferirse pueden incluir replicacion y transcripcion. La replicacion y la
transcripcion, por ejemplo, pueden proceder de un molde celular endégeno, un vector, un constructo de plasmido o
de otro modo. Las funciones del ARN con la que va a interferirse pueden incluir funciones tales como translocacién
del ARN a un sitio de traduccién de proteinas, translocacion del ARN a sitios dentro de la célula que estan distantes
del sitio de sintesis de ARN, traduccién de proteinas a partir del ARN, corte y empalme del ARN para producir una o
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mas especies de ARN, y actividad catalitica o formacion de complejos que implican al ARN que pueden acoplarse
en o facilitarse por el ARN. El resultado de tal interferencia con la funcion del acido nucleico diana es la modulacion
de la expresion de IGF-IR. “Modulaciéon” y “modulacion de la expresion” significa o bien un aumento (estimulacion) o
bien una disminucién (inhibicién) en la cantidad o niveles de una molécula de acido nucleico que codifica para el
gen, por ejemplo, ADN o ARN. En el contexto de la invencion, la inhibicion es la forma de modulacién de la
expresion y el ARNm a menudo es un &cido nucleico diana preferido.

En el contexto de esta invencion, “hibridacion” significa el emparejamiento de cadenas complementarias de
compuestos oligoméricos. En la presente invencion, el mecanismo preferido de emparejamiento implica puentes de
hidrégeno, que pueden ser puentes de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inversos, entre bases
complementarias de nucledsidos o nucleétidos (nucleobases) de las cadenas de compuestos oligoméricos. Por
ejemplo, adenina y timina son nucleobases complementarias que se emparejan a través de la formacién de puentes
de hidrégeno. La hibridacion puede producirse en diversas circunstancias.

Un compuesto antisentido puede hibridarse especificamente cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del &cido nucleico diana para producir una pérdida de activad, y hay un grado
suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a secuencias de acido
nucleico no dianas en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones fisiologicas en el
caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se realizan ensayos en el caso de
ensayos in vitro.

En la presente invencién el término “condiciones de hibridacién rigurosas” o “condiciones rigurosas” se refiere a
condiciones en las que un oligonucleétido de la invencién se hibridard con su secuencia diana, pero hasta un
namero minimo de otras secuencias. Condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias y en el contexto de esta invencion, las “condiciones rigurosas” en las que se hibridan los
oligonucledtidos con una secuencia diana se determinan por la naturaleza y la composicién de los oligonucleétidos y
los ensayos en los que se estan investigando.

“Complementario,” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de emparejamiento preciso
entre dos nucleobases de un compuesto oligomérico. Por ejemplo, si una nucleobase en una posiciéon determinada
de un oligonucleétido (un compuesto oligomérico), puede formar puentes de hidrogeno con una nucleobase en una
posicion determinada de un acido nucleico diana, siendo dicho &acido nucleico diana una molécula de ADN, ARN u
oligonucledtido, entonces se considera que la posicion de la formacion de puentes de hidrégeno entre el
oligonucledtido y el &cido nucleico diana es una posicion complementaria. El oligonucleétido y la molécula de ADN,
ARN u oligonucleétido adicional son complementarias entre si cuando un numero suficiente de posiciones
complementarias en cada molécula estan ocupadas por nucleobases que pueden formar puentes de hidrégeno entre
si. Por tanto, “que puede hibridarse especificamente” y “complementario” son términos que se usan para indicar un
grado suficiente de emparejamiento o complementariedad preciso a lo largo de un nimero suficiente de nucleobases
de manera que se produzca la unién estable y especifica entre el oligonucleétido y un acido nucleico diana.

Se entiende en la técnica que no es necesario que la secuencia de un compuesto antisentido sea complementaria
en un 100% a la de su &cido nucleico diana con la que puede hibridarse especificamente. Ademas, un
oligonucledtido puede hibridarse a lo largo de uno o mas segmentos de manera que segmentos intermedios o
adyacentes no estan implicados en el acontecimiento de hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle o
estructura de horquilla). Se prefiere que los compuestos antisentido dados a conocer en el presente documento
comprendan al menos una complementariedad de secuencia del 70% con una region diana dentro del &cido nucleico
diana, méas preferiblemente que comprendan una complementariedad de secuencia del 90% e incluso mas
preferiblemente que comprendan una complementariedad de secuencia del 95% con la regién diana dentro de la
secuencia del acido nucleico diana al que se dirigen. Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de 20
nucleobases del compuesto antisentido son complementarias a una regién diana, y se hibridarian por tanto
especificamente, representaria una complementariedad del 90 por ciento. En este ejemplo, las nucleobases no
complementarias restantes pueden agruparse o intercalarse con nucleobases complementarias y no es necesario
que sean contiguas entre si 0 a nucleobases complementarias. Como tal, un compuesto antisentido que tiene 18
nucleobases de longitud que tiene 4 (cuatro) nucleobases no complementarias que estan flanqueadas por dos
regiones de complementariedad completa con el acido nucleico diana tendria una complementariedad global del
77,8% con el &cido nucleico diana.

La complementariedad en porcentaje de un compuesto antisentido con un regién de un acido nucleico diana puede
determinarse de manera rutinaria usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineacion local basica)
y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990; Zhang y
Madden, Genome Res. 7: 649-656, 1997).

B. Compuestos de la invencién

Segun la presente descripcidn, los compuestos incluyen compuestos oligoméricos antisentido, oligonucleétidos
antisentido, ribozimas, oligonucle6tidos de secuencia guia externa (EGS), secuencias de corte y empalme alternas,
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cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos que se hibridan con al menos una parte del acido nucleico
diana. Como tales, estos compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios,
bicatenarios, circulares o en horquilla y pueden contener elementos estructurales tales como protuberancias o
bucles internos o terminales. Una vez introducidos en un sistema, tales compuestos pueden provocar la accién de
que una 0 mas enzimas o proteinas estructurales efectden la modificacion del acido nucleico diana.

Un ejemplo no limitativo de una enzima de este tipo es la ARNasa H, una endonucleasa celular que escinde la
cadena de ARN de un duplex ARN:ADN. Se conoce en la técnica que los compuestos antisentido monocatenarios
que son “similares a ADN” provocan la activacion de la ARNasa H. La activacion de la ARNasa H, por tanto, da
como resultado la escision del ARN diana, potenciando de ese modo enormemente la eficacia de la inhibicién
mediada por oligonucleétidos de la expresién génica. Se han propuesto papeles similares para otras ribonucleasas
tales como las de la familia de enzimas de ARNasa Ill y ribonucleasa L.

La presente invencion proporciona un oligonucleétido antisentido que comprende de 8 a 80 nucleobases de longitud
que es complementario en al menos un 90% a la SEQ ID NO: 160 y que se dirige a una molécula de acido nucleico
que codifica para el receptor del factor de crecimiento similar a insulina humano (SEQ ID NO: 97), hibriddndose
especificamente dicho oligonucledtido con dicha molécula de acido nucleico e inhibiendo la expresion de IGF-IR.

Aunque la forma preferida de oligonucleétido antisentido es un oligonucleétido antisentido monocatenario, en
muchas especies se ha demostrado que la introduccion de estructuras bicatenarias, tales como moléculas de ARN
bicatenario (ARNbc), induce la reduccién mediada por antisentido potente y especifica de la funcién de un gen o sus
productos génicos asociados. Este fenédmeno se produce tanto en plantas como en animales y se cree que tiene una
relacién evolutiva con la defensa frente a virus y el silenciamiento de transposones.

La primera evidencia de que el ARNbc podria conducir a silenciamiento génico en animales se produjo en 1995 a
partir de un trabajo en el nematodo, Caenorhabditis elegans (Guo y Kempheus, Cell 81: 611-620, 1995).
Montgomery et al. han demostrado que los principales efectos de interferencia del ARNbc son post-transcripcionales
(Montgomery et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95: 15502-15507, 1998). El mecanismo antisentido post-
transcripcional definido en Caenorhabditis elegans que resulta de la exposicion a ARN bicatenario (ARNbc) se ha
denominado interferencia de ARN (iARN). Este término se ha generalizado para significar silenciamiento génico
mediado por antisentido que implica la introduccién de ARNbc que conduce a la reduccién especifica de secuencia
de niveles de ARNm seleccionados como diana enddgenos (Fire et al., Nature 391: 806-811, 1998). Recientemente,
se ha demostrado que, en efecto, los oligdmeros de ARN monocatenarios de polaridad antisentido de los ARNbc
son los potentes inductores de iARN (Tijsterman et al., Science, 295; 694-697,2002).

En el contexto de esta descripcion, el término “compuesto oligomérico” se refiere a un polimero u oligbmero que
comprende una pluralidad de unidades monoméricas. En el contexto de esta invencion, el término “oligonucledtido”
se refiere a un oligobmero o polimero de acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos,
quimeras, analogos y homélogos de los mismos. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de nucleobases,
azucares y enlaces internucleosidicos covalentes (esqueleto principal) que se producen de manera natural, asi como
oligonucledtidos que tienen partes que no se producen de manera natural que funcionan de manera similar. Tales
oligonucledtidos modificados o sustituidos se prefieren a menudo con respecto a las formas nativas debido a
propiedades deseables tales como, por ejemplo, captaciéon celular potenciada, afinidad potenciada por un acido
nucleico diana y estabilidad aumentada en presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos tal como se definieron anteriormente son los compuestos proporcionados por esta invencion.

Los oligonucleotidos segln esta invencién comprenden de 8 a 80 nucleobases (es decir desde 8 hasta 80
nucleédsidos unidos). Un experto habitual en la técnica apreciara que la invencién incorpora oligonucleétidos de 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73,74,75,76,77,78, 79 u 80 nucleobases de longitud.

En una realizacién preferida, los oligonucleétidos de la invencién tienen de 12 a 50 nucleobases de longitud. Un
experto habitual en la técnica apreciara que esto incorpora oligonucleétidos de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50
nucleobases de longitud.

En otra realizacion preferida, los oligonucleé6tidos de la invencién tienen de 15 a 40 nucleobases de longitud. Un
experto habitual en la técnica apreciara que esto incorpora oligonucleétidos de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleobases de longitud.

Particularmente preferidos son oligonucleétidos de desde 12 hasta 50 nucleobases, incluso mas preferiblemente los
que comprenden desde 15 hasta 30 nucleobases.

Los oligonucleétidos antisentido de 8-80 nucleobases de longitud que comprenden un tramo de al menos ocho (8)
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nucleobases consecutivas seleccionadas de entre los compuestos antisentido ilustrativos se consideran
oligonucledtidos antisentido adecuados segun la presente descripcion.

Los oligonucleétidos antisentido preferidos a modo de ejemplo de la presente descripcidn incluyen secuencias de
oligonucledtido que comprenden al menos las 8 nucleobases consecutivas del extremo 5’-terminal de uno de los
oligonucleotidos antisentido preferidos ilustrativos (siendo las nucleobases restantes un tramo consecutivo del
mismo oligonucle6tido que comienza inmediatamente antes del extremo 5’-terminal del oligonucledtido antisentido
que puede hibridarse especificamente al acido nucleico diana y que continta hasta el oligonucleé6tido que contiene
de aproximadamente 8 a aproximadamente 80 nucleobases). Oligonucledtidos antisentido preferidos de manera
similar se representan mediante secuencias de oligonucleétido que comprenden al menos las 8 nucleobases
consecutivas del extremo 3’-terminal de uno de los oligonucledtidos antisentido preferidos ilustrativos (siendo las
nucleobases restantes un tramo consecutivo del mismo oligonucleétido que comienza inmediatamente después del
extremo 3’-terminal del oligonucleétido antisentido que puede hibridarse especificamente al acido nucleico diana y
que continta hasta el oligonucleétido que contiene de aproximadamente 8 a aproximadamente 80 nucleobases). Un
experto en la técnica provisto del oligonucleétido antisentido preferido ilustrado en el presente documento podra
identificar, sin experimentacion excesiva, oligonuclettidos antisentido preferidos adicionales.

El compuesto candidato dado a conocer en el presente documento se denomina mediante el numero ISIS o SEQ ID
NO. (Tabla 1).

Los compuestos candidatos también se denominan en el presente documento compuestos “de partida”.

Los ASO incluyen los ISIS 175308 (SEQ ID NO: 116), ISIS 175302 (SEQ ID NO: 110), ISIS 175314 (SEQ ID NO:
122), ISIS 175307 (SEQ ID NO: 115) e ISIS 175323 (SEQ ID NO: 131).

Otro grupo de ASO incluyen los ISIS 323744 (SEQ ID NO: 50), ISIS 323747 (SEQ ID NO: 53), ISIS 323767 (SEQ ID
NO: 73), ISIS 323762 (SEQ ID NO: 68) e ISIS 323737 (SEQ ID NO: 43).

El ASO preferido es de ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125).

C. Dianas de la invencién

“Dirigir” un compuesto antisentido a una molécula de &cido nucleico particular, en el contexto de esta descripcion,
puede ser un procedimiento de multiples etapas. El procedimiento habitualmente comienza con la identificacion de
un acido nucleico diana cuya funciéon ha de modularse. Este acido nucleico diana puede ser, por ejemplo, un gen
celular (0 ARNm transcrito a partir del gen) cuya expresiéon esta asociada con un trastorno o estado patolégico
particular, o una molécula de acido nucleico a partir de un agente infeccioso. En la presente invencién, el acido
nucleico diana codifica para IGF-IR.

El procedimiento de direccionamiento habitualmente también incluye la determinacién de al menos una region,
segmento o sitio diana dentro del &cido nucleico diana para que se produzca la interaccién antisentido de manera
que resulte el efecto deseado, por ejemplo, modulacién de la expresién. Dentro del contexto de la presente
invencion, el término “regién” se define como una parte del acido nucleico diana que tiene al menos una estructura,
funcién o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de é&cido nucleico diana hay segmentos. Los
“segmentos” se definen como partes mas pequefas o subpartes de regiones dentro de un acido nucleico diana. Los
“sitios,” tal como se usa en la presente invencion, se definen como posiciones dentro de un acido nucleico diana.

Puesto que, tal como se conoce en la técnica, el codon de iniciacién de la traduccién normalmente es 5-AUG (en
moléculas de ARNm transcritas; 5’-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codén de inicio de la traduccion
también se denomina “codon AUG”, el “cod6n de inicio” o el “coddn de inicio AUG”. Una minoria de genes tienen un
codon de inicio de la traduccién que tiene una secuencia de ARN 5’-GUG, 5-UUG o 5-CUG, y se ha demostrado
que 5-AUA, 5-ACG y 5-CUG funcionan in vivo. Por tanto, los términos “codén de inicio de la traduccion” y “codén
de inicio” pueden englobar muchas secuencias de coddén, aun cuando el aminodcido iniciador en cada caso
normalmente sea metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). También se conoce en la técnica que
los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos o mas codones de inicio alternativos, pudiendo utilizarse uno
cualquiera de ellos preferiblemente para el inicio de la traduccién en un tipo de célula particular o tejido, o en un
conjunto particular de condiciones. En el contexto de la invencidn, “coddn de inicio” y “coddn de inicio de la
traduccion” se refieren al codén o codones que se usan in vivo para iniciar la traduccion de un ARNm transcrito a
partir de un gen que codifica para IGF-IR, independientemente de la(s) secuencia(s) de tales codones. También se
conoce en la técnica que un coddn de terminacion de la traduccion (o “coddn de terminacion”) de un gen puede
tener una de tres secuencias, es decir, 5-UAA, 5-UAG y 5-UGA (siendo las secuencias de ADN correspondientes
5-TAA, 5-TAG y 5'- TGA, respectivamente).

Los términos “region de coddn de inicio” y “region de codoén de iniciacion de la traduccién” se refieren a una parte de

un ARNm o gen de este tipo que engloba desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 50 nucle6tidos
contiguos en cualquier direccion (es decir, 5’ 0 3') desde un coddn de inicio de la traduccion. De manera similar, los
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términos “regién de codon de terminacién” y “region de coddn de terminacion de la traduccion” se refieren a una
parte de un ARNm o gen de este tipo que engloba desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 50
nucleétidos contiguos en cualquier direccién (es decir, 5’ 0 3') desde un codén de terminacion de la traduccion. Por
consiguiente, la “region de coddn de inicio” (o “regién de codon de iniciacion de la traduccién”) y la “region de codén
de terminacion” (o “region de coddn de terminacion de la traducciéon”) son todas las regiones que pueden
seleccionarse como diana de manera eficaz con los oligonucleétidos antisentido de la presente invencion.

El marco de lectura abierto (ORF) o “regidn codificante,” que se conoce en la técnica que se refiere a la region entre
el codon de inicio de la traduccién y el coddn de terminacion de la traduccion, es también una region que puede
seleccionarse como diana de manera eficaz. Dentro del contexto de la presente invencion, una region preferida es la
region intragénica que engloba el coddn de iniciacién o terminacion de la traducciéon del marco de lectura abierto
(ORF) de un gen.

Otras regiones diana incluyen la regién no traducida en 5’ (5’'UTR), que se conoce en la técnica que se refiere a la
parte de un ARNm en la direccion de 5 desde el codén de inicio de la traduccion, y por tanto que incluye los
nucleétidos entre el sitio de caperuza en 5 y el coddén de inicio de la traduccion de un ARNm (o nucleétidos
correspondientes en el gen), y la region no traducida en 3’ (3'UTR), que se conoce en la técnica que se refiere a la
parte de un ARNm en la direccién de 3’ desde el coddn de terminacion de la traduccion, y por tanto que incluye los
nucleétidos entre el codén de terminacién de la traduccion y el extremo 3’ de un ARNm (o nucleétidos
correspondientes en el gen). El sitio de caperuza en 5 de un ARNm comprende un residuo de guanosina metilado
en N7 unido al residuo mas en 5 del ARNm a través de un enlace trifosfato 5’-5’. Se considera que la region de
caperuza en 5 de un ARNm incluye la propia estructura de caperuza en 5’ asi como los primeros 50 nucleétidos
adyacentes al sitio de caperuza. También se prefiere seleccionar como diana la regiéon de caperuza en 5'.

Aunque algunos transcritos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o mas regiones,
conocidas como “intrones”, que se escinden del transcrito antes de traducirse. Las regiones restantes (y por tanto
traducidas) se conocen como “exones” y se someten a corte y empalme juntos para formar una secuencia de ARNm
continua. Seleccionar como diana sitios de corte y empalme, es decir, uniones intron-exén o uniones exdn-intrén,
también puede ser particularmente Util en situaciones en las que un corte y empalme aberrante esta implicado en
una enfermedad, o cuando la sobreproduccién de un producto de corte y empalme particular esta implicada en una
enfermedad. Las uniones de fusion aberrante debidas a reorganizaciones o deleciones, también son sitios diana
preferidos. Los transcritos de ARNm producidos a través del proceso de corte y empalme de dos (0 mas) ARNm de
diferentes fuentes de genes se conocen como “transcritos de fusion”. También se sabe que los intrones pueden
seleccionarse como diana de manera eficaz usando compuestos antisentido dirigidos a, por ejemplo, ADN o pre-
ARNm.

También se conoce en la técnica que pueden producirse transcritos de ARN alternativos a partir de las mismas
regiones genémicas de ADN. 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 genémico o bien en su posicion de inicio o bien en la
de terminacion y contienen tanto secuencias intrénicas como exoénicas.

Con la escisién de una o mas regiones de exones o intrones, o partes de las mismas durante el corte y empalme, las
variantes de pre-ARNm producen “variantes de ARNm” mas pequefias. Por consiguiente, las variantes de ARNm
son variantes de pre-ARNm procesadas y cada variante de pre-ARNm Unica siempre debe producir una variante de
ARNm Unica como resultado del corte y empalme. Estas variantes de ARNm también se conocen como “variantes
de corte y empalme alternativas”. Si no se produce el corte y empalme de la variante de pre-ARNm, entonces la
variante de pre-ARNm es idéntica a la variante de ARNm.

También se conoce en la técnica que pueden producirse variantes a través del uso de sefales alternativas para
iniciar o terminar la transcripcion y que los pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un coddn de inicio o codon de
terminacion. Las variantes que se originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que usan codones de inicio alternativos
se conocen como “variantes de inicio alternativas” de ese pre-ARNm o ARNm. Estos transcritos que usan un codén
de terminacién alternativo se conocen como “variantes de terminacion alternativas” de ese pre-ARNm o ARNm. Un
tipo especifico de variante de terminacién alternativa es la “variante de poliA” en la que los mudltiples transcritos
producidos resultan de la seleccidén alternativa de una de las “sefiales de terminacién de poliA” mediante la
maquinaria de transcripcion, produciendo de ese modo transcritos que terminan en sitios de poliA Unicos. Dentro del
contexto de la invencion, los tipos de variantes descritos en el presente documento también son &cidos nucleicos
diana preferidos.

Las ubicaciones en el acido nucleico diana con las que se hibridan los compuestos antisentido dados a conocer se
denominan mas adelante en el presente documento “segmentos diana preferidos.” Tal como se usa en el presente
documento, el término “segmento diana preferido” se define como al menos una parte de 8 nucleobases de una
region diana a la que se dirige un compuesto antisentido activo. Aunque sin querer restringirse a la teoria, se cree
actualmente que estos segmentos diana representan partes del acido nucleico diana que son accesibles para
hibridacion.
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Aunque en el presente documento se exponen las secuencias especificas de ciertos segmentos diana preferidos, un
experto en la técnica reconocera que éstas sirven para ilustrar y describir realizaciones particulares dentro del
alcance de la presente invencién. Un experto habitual puede identificar segmentos diana preferidos adicionales.

Los segmentos diana de 8-80 nucleobases de longitud que comprenden a tramo de al menos ocho (8) nucleobases
consecutivas seleccionadas de entre los segmentos diana preferidos ilustrativos también se consideran adecuados
para seleccionarse como diana.

Los segmentos diana pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos las 8 nucleobases
consecutivas del extremo 5’-terminal de uno de los segmentos diana preferidos ilustrativos (siendo las nucleobases
restantes un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que comienza inmediatamente antes del extremo 5’-terminal
del segmento diana y que continda hasta el ADN o ARN que contiene de aproximadamente 8 a aproximadamente 80
nucleobases). De manera similar, los segmentos diana preferidos se representan por secuencias de ADN o ARN
que comprenden al menos las 8 nucleobases consecutivas del extremo 3’-terminal de uno de los segmentos diana
preferidos ilustrativos (siendo las nucleobases restantes un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que comienza
inmediatamente después del extremo 3'-terminal del segmento diana y que continta hasta el ADN o ARN que
contiene de aproximadamente 8 a aproximadamente 80 nucleobases). Un experto en la técnica provisto de los
segmentos diana preferidos ilustrados en el presente documento podra identificar, sin experimentacion excesiva,
segmentos diana preferidos adicionales.

Una vez identificadas una o mas regiones, segmentos o sitios diana, se eligen los compuestos antisentido que sean
suficientemente complementarios a la diana, es decir, que se hibridan suficientemente bien y con suficiente
especificidad, para dar el efecto deseado.

D. Examen y validacién de dianas

En una realizacién adicional de la presente descripcion, los “segmentos diana preferidos” identificados en el
presente documento pueden emplearse en un examen de compuestos adicionales que modulan la expresion del gen
del IGF-IR. Los “moduladores” son aquellos compuestos que disminuyen o aumentan la expresion de una molécula
de acido nucleico que codifica para IGF-IR y que comprenden al menos una parte de 8-nucleobases que es
complementaria a un segmento diana preferido. El método de examen comprende las etapas de poner en contacto
un segmento diana preferido de una molécula de acido nucleico que codifica para IGF-IR con uno o mas
moduladores candidatos, y selecciona uno o mas moduladores candidatos que disminuyen o aumentan la expresion
de una molécula de &cido nucleico que codifica para IGF-IR. Una vez que se muestra que el modulador o
moduladores candidato(s) pueden modular (por ejemplo o bien disminuir o bien aumentar) la expresiéon de una
molécula de acido nucleico que codifica para IGF-IR, el modulador puede emplearse entonces en estudios de
investigacion adicionales de la funcion de IGF-IR, o para su uso como agente de investigacién, diagnostico o
terapéutico segun la presente descripcién.

Los segmentos diana preferidos dados a conocer en el presente documento también pueden combinarse con sus
compuestos antisentido complementarios respectivos para formar oligonucleétidos bicatenarios estabilizados
(duplex).

Se ha demostrado en la técnica que tales restos de oligonucleétido bicatenarios modulan la expresién de la diana y
también regulan la traduccion asi como el procesamiento de ARN a través de un mecanismo antisentido. Ademas,
los restos bicatenarios pueden someterse a modificaciones quimicas (Fire et al., Nature 391: 806-811, 1998;
Timmons y Fire, Nature 395: 854, 1998; Timmons et al., Gen 263: 103-112, 2001; Tabara et al., Science 282: 430-
431, 1998; Montgomery et al., 1998, citado anteriormente; Tuschl et al., Genes Dev. 13: 3191-3197, 1999; Elbashir
et al., Nature, 411: 494-498, 2001; Elbashir et al., Genes Dev. 15: 188-200, 2001). Por ejemplo, se ha demostrado
que tales restos bicatenarios inhiben la diana mediante la hibridacion cléasica de la cadena antisentido del duplex con
la diana, desencadenando de ese modo la degradacién enzimatica de la diana (Tijsterman et al., 2002, citado
anteriormente).

Los compuestos dados a conocer en el presente documento también pueden aplicarse en las areas de
descubrimiento de farmacos y validacion de dianas. La presente descripcion da a conocer el uso de los compuestos
y segmentos diana preferidos identificados en el presente documento en esfuerzos de descubrimiento de farmacos
para elucidar relaciones que existen entre IGF-1, IGF-IR o la interaccion IGF-I/IGF-IR y un estado patolégico, fenotipo
o afeccién. Estos métodos incluyen detectar o modular IGF-IR que comprende poner en contacto una muestra,
tejido, célula u organismo con los compuestos dados a conocer en el presente documento, medir el nivel de acido o
proteina de IGF-IR y/o un criterio de valoracion fenotipico o quimico en algin momento tras el tratamiento, y
opcionalmente comparar el valor medido con una muestra no tratada o muestra tratada con un compuesto adicional
como el dado a conocer en el presente documento. Estos métodos también pueden realizarse en paralelo o en
combinacién con otros experimentos para determinar la funcion de genes desconocidos durante el procedimiento de
validacién de dianas o para determinar la validez de un producto génico particular como diana para el tratamiento o
la prevencién de una enfermedad, estado o fenotipo particulares.
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E. Kits, reactivos de investigacidn, diagndstico y terapéutica

Los compuestos de la presente descripcion en el presente documento utilizados para diagnéstico, terapéutica,
profilaxis y como reactivos de investigacién y kits. Ademas, los expertos en la técnica a menudo usan
oligonucledtidos antisentido, que pueden inhibir la expresion génica con especificidad exquisita, para elucidar la
funcién de genes particulares o para distinguir entre funciones de diversos miembros de una ruta biolégica.

Para el uso en kits y diagnédstico, los compuestos dados a conocer en el presente documento, o bien solos o bien en
combinacion con otros compuestos o terapéutica, pueden usarse como herramientas en andlisis diferenciales y/o
combinatorios para elucidar patrones de expresion de una parte o del complemento entero de genes expresados
dentro de células y tejidos.

Como ejemplo no limitativo, se comparan patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno o mas
compuestos antisentido para controlar células o tejidos no tratados con compuestos antisentido y se analizan los
patrones producidos para determinar niveles diferenciales de expresion génica ya que guardan relacion, por
ejemplo, con asociacion de enfermedades, rutas de senalizacion, ubicacion celular, nivel de expresion, tamario,
estructura o funciéon de los genes examinados. Estos andlisis pueden realizarse en células estimuladas o no
estimuladas y en presencia o ausencia de otros compuestos que afectan a los patrones de expresion.

Los ejemplos de métodos de analisis de expresion génica conocidos en la técnica incluyen matrices o micromatrices
de ADN (Brazma y Vilo, FEBS Lett. 480: 17-24, 2000; Celis et al., FEBS Lett. 480: 2-16, 2000), SAGE (analisis en
serie de expresidon génica) (Madden et al, Drug Discov. Today 5: 415-425, 2000), READS (amplificacién con
enzimas de restriccion de ADNc digeridos) (Prashar y Weissman, Methods Enzymol. 303: 258-272, 1999), TOGA
(andlisis de expresion génica total) (Sutcliffe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 1976-1981, 2000), matrices de
proteinas y protedémica (Celis et al. 2000, citado anteriormente; Jungblut et al., Electrophoresis 20: 2100-2110,
1999), secuenciacién de marcador de secuencia expresada (EST) (Celis et al., 2000, citado anteriormente; Larsson
et al.,, J. Biotechnol.80: 143-157, 2000), huella genética de ARN sustractiva (SuRF) (Fuchs et al., Anal. Biochem.
286: 91-98, 2000; Larson et al., Cytometry 41: 203-208, 2000), clonacion sustractiva, presentacion diferencial (DD)
(Jurecic y Belmont, Curr. Opin. Microbiol. 3: 316-321, 2000), hibridacion genémica comparativa (Carulli et al., J. Cell
Biochem. Suppl. 31: 286-296, 1998), técnicas de FISH (hibridacién fluorescente in situ) (Going y Gusterson, Eur. J.
Cancer, 35: 1895-1904, 1999) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. Chem. High Throughput Screen,
3:235-241, 2000).

Los compuestos dados a conocer en el presente documento son Utiles para investigacion y diagnéstico, porque
estos compuestos se hibridan con acidos nucleicos que codifican para IGF-IR. Por ejemplo, los oligonucleétidos que
se muestra que se hibridan con una eficacia tal y en condiciones tales como las dadas a conocer en el presente
documento como para ser inhibidores de IGF-IR o inhibidores de la expresién génica de IGF-IR eficaces, también
seran cebadores o sondas eficaces en condiciones que favorecen la amplificacion o deteccion génica,
respectivamente. Estos cebadores y sondas son utiles en métodos que requieren la deteccion especifica de
moléculas de acido nucleico que codifica para IGF-IR y en la amplificacion de dichas moléculas de &cido nucleico
para deteccion o para su uso en estudios adicionales de IGF-IR o su gen. La hibridacion de los oligonucleétidos
antisentido, particularmente los cebadores y las sondas, de la invencion con un acido nucleico que codifica para
IGFIR puede detectarse mediante medios conocidos en la técnica. Tales medios pueden incluir la conjugacion de
una enzima con el oligonucleétido, el radiomarcaje del oligonucleétido o cualquier otro medio de deteccion
adecuado. También pueden prepararse kits que usan tal medio de deteccion para detectar el nivel de IGF-IR en una
muestra.

Los expertos en la técnica también aprovechan la especificidad y la sensibilidad de los compuestos antisentido para
usos terapéuticos. Los compuestos antisentido se han empleado como restos terapéuticos en el tratamiento de
estados patologicos en animales, incluyendo seres humanos. Se han administrado farmacos de oligonucleétidos
antisentido, incluyendo ribozimas, de manera segura y eficaz a seres humanos y en la actualidad estan en marcha
numerosos ensayos clinicos. Por tanto, se establece que los compuestos antisentido pueden ser Utiles en
modalidades terapéuticas que pueden configurarse para ser Utiles en regimenes de tratamiento para el tratamiento
de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

Para la terapéutica, puede tratarse un animal, preferiblemente un ser humano, que se sospecha que tiene una
enfermedad o trastorno que puede tratarse modulando la expresion del gen del IGF-IR mediante la administracion
de compuestos antisentido segun esta descripcion. Por ejemplo, en un ejemplo no limitativo, los métodos
comprenden la etapa de administrar al animal que necesita tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
inhibidor de la expresién génica de IGF-IR. Los inhibidores de la expresion génica de IGF-IR dados a conocer en el
presente documento inhiben de manera eficaz la actividad de la proteina IGF-IR o inhiben la expresion del gen del
IGF-IR. La actividad o expresiéon de IGF-IR o su gen en un animal puede inhibirse en aproximadamente el 10%.
Preferiblemente, la actividad o expresién de IGF-IR o su gen en un animal se inhibe en aproximadamente el 30%.
Mas preferiblemente, la actividad o expresiéon de IGF-IR o su gen en un animal se inhibe en el 50% o0 mas.
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Por ejemplo, la reduccién de la expresion del gen del IGF-IR puede medirse en suero, tejido adiposo, células
cutaneas, higado o cualquier otro fluido corporal, tejido u 6rgano del animal. Preferiblemente, las células contenidas
dentro de dichos fluidos, tejidos u 6rganos que se estan analizando contienen una molécula de acido nucleico que
codifica para una proteina IGF-IR.

Los oligonucleétidos de la invencién pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas afiadiendo una cantidad
eficaz de un compuesto a un diluyente o portador adecuado farmacéuticamente aceptable. El uso de los
oligonucledtidos y métodos de la invencion también puede ser util profilacticamente.

F. Modificaciones

Tal como se conoce en la técnica, un nucleésido es una combinacion de base-azlcar. La parte de base del
nucleésido normalmente es una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de tales bases heterociclicas son
las purinas y las pirimidinas. Los nucleétidos son nucleésidos que incluyen adicionalmente un grupo fosfato unido
covalentemente a la parte de azlcar del nucledsido. Para aquellos nucledsidos que incluyen un azicar de
pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse o bien al resto hidroxilo en 2’, 3’ 0 5’ del azucar. En la formacion de los
oligonucledtidos, los grupos fosfato unen covalentemente nucledsidos adyacentes entre si para formar un
compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de este compuesto polimérico lineal pueden unirse
adicionalmente para formar un compuesto circular, sin embargo, generalmente se prefieren los compuestos lineales.
Ademas, los compuestos lineales pueden tener complementariedad de nucleobases interna y por tanto pueden
plegarse de manera que produzcan un compuesto completa o parcialmente bicatenario. Dentro de los
oligonucleétidos, los grupos fosfato se denominan cominmente como elementos de formacion del esqueleto
principal internucleosidico del oligonucledétido. El enlace normal o esqueleto principal del ARN y ADN es un enlace
fosfodiéster de 3’ a 5'.

Enlaces internucleosidicos modificados (esqueletos principales)

Ejemplos especificos de oligonucleétidos antisentido preferidos Utiles en esta invencion incluyen oligonucleétidos
que contienen esqueletos principales modificados o enlaces internucleosidicos no naturales. Tal como se define en
esta memoria descriptiva, los oligonucleétidos que tienen esqueletos principales modificados incluyen aquellos que
conservan un atomo de fésforo en el esqueleto principal y los que no tienen un atomo de fésforo en el esqueleto
principal. Para los fines de esta memoria descriptiva, y tal como se denomina en ocasiones en la técnica, los
oligonucledtidos modificados que no tienen un atomo de fésforo en su esqueleto principal nucleosidico también
pueden considerarse oligonucledsidos.

Esqueletos principales de oligonucleédtidos modificados preferidos que contienen un atomo de fésforo en ellos
incluyen, por ejemplo, de fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres,
aminoalquilfosfotriésteres, metil y otros alquil fosfonatos incluyendo 3-alquilenfosfonatos, 5’-alquilenfosfonato y
fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos incluyendo 3’-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos que tienen
enlaces 3’-5' normales, analogos unidos en 2’-5’ de éstos y los que tienen polaridad invertida en la que uno o0 mas
enlaces internucleotidicos es un enlace de 3' a 3’, de 5 a 5 o de 2’ a 2. Oligonucledtidos preferidos que tienen
polaridad invertida comprenden un Unico enlace de 3’ a 3’ en el enlace internucleotidico méas en 3’, es decir un Unico
residuo nucleosidico invertido que puede ser abasico (la nucleobase desaparece o tiene un grupo hidroxilo en lugar
de la misma). También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de &cido libre.

Las patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacién de los enlaces que contienen fésforo anteriores
incluyen, pero no se limitan a, los documentos US: 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.196;
5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233;
5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; 5.194.599;
5.565.555; 5.527.899; 5.721.218; 5.672.697 y 5.625.050, algunas de las cuales son de titularidad comun con esta
solicitud.

Esqueletos principales de oligonucleétidos modificados preferidos que no incluyen un atomo de fésforo en los
mismos tienen esqueletos principales que se forman mediante enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de
cadena corta, enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de heteroatomos mixtos, 0 uno o mas enlaces
internucleosidicos heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen los que tienen enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la parte de azucar de un nucleésido); esqueletos principales de siloxano; esqueletos
principales de sulfuro, sulféxido y sulfona; esqueletos principales de formacetilo y tioformacetilo; esqueletos
principales de metilenformacetilo y tioformacetilo; esqueletos principales de riboacetilo; esqueletos principales que
contienen alqueno; esqueletos principales de sulfamato; esqueletos principales de metilenimino y metilenhidrazino;
esqueletos principales de sulfonato y sulfonamida; esqueletos principales de amida; y otros que tienen partes
componentes de N, O, S y CH, mixtas.

Las patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparaciéon de los oligonucledsidos anteriores incluyen,
pero no se limitan a, los documentos US: 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033;
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5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086;
5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437;
5.792.608; 5.646.269 y 5.677,439, algunas de las cuales son de titularidad comun con esta solicitud.

Mimeéticos de enlaces internucleosidicos y azucar modificado

En otros miméticos de oligonucledtido preferidos, tanto el azicar como el enlace internucleosidico (es decir el
esqueleto principal), de las unidades de nucle6tido se sustituyen por grupos novedosos. Las unidades de
nucleobases se mantienen para hibridaciéon con un acido nucleico diana apropiado. Un compuesto de este tipo, un
mimético de oligonuclettido que se ha demostrado que tiene propiedades de hibridacion excelentes, se denomina
acido nucleico peptidico (PNA). En compuestos de PNA, el esqueleto principal de azlcar de un oligonucleétido se
sustituye por un esqueleto principal que contiene amida, en particular un esqueleto principal de aminoetilglicina. Las
nucleobases estan conservadas y se unen directa o indirectamente a atomos de nitrégeno aza de la parte de amida
del esqueleto principal. Las patentes de EE.UU. representativas que ensefian la preparacién de compuestos de PNA
incluyen, pero no se limitan a, los documentos US: 5.539.082; 5.714.331 y 5.719,262. Ensefanzas adicionales de
compuestos de PNA pueden encontrarse en Nielsen et al., Science 254: 1497-1500, 1991.

Las realizaciones preferidas de la invencién son oligonucleétidos con esqueletos principales de fosforotioato y
oligonucledsidos con esqueletos principales de heterodtomos, y en particular -CHz-NH-O-CHa-, -CH2-N(CHs)-O-CH,-
[conocidos como metileno (metilimino) o esqueleto principal de MMI], -CH2-O-N(CH3)-CHaz-, -CHz-N(CHj3)-N(CHs)-
CHaz- y -O-N(CHs)-CH2-CHa- [en los que el esqueleto principal de fosfodiéster nativo se representa como -O-P-O-
CHaz-] de la patente de EE.UU. 5.489.677 nombrada anteriormente y los esqueletos principales de amida de la
patente EE.UU. 5.602.240 nombrada anteriormente. También se prefieren oligonucleétidos que tienen estructuras de
esqueleto principal de morfolino de la patente EE.UU. 5.034.506 nombrada anteriormente.

Aztcares modificados

Los oligonucledtidos modificados también pueden contener uno o mas restos de azlcar sustituidos. Los
oligonucleotidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicién 2’: OH; F; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o
N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, en los que el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo Cy
a Cqo 0 alquenilo y alquinilo C2 a C+o sustituidos o no sustituidos. Particularmente preferidos son O[(CHz2),O]mCHs,
O(CH2)nOCHs, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCHs, O(CH2),ONH, y O(CH2),ON[(CH2)nCHg]2, en los que n y m son de desde 1
hasta aproximadamente 10. Otros oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicién 2’
alquilo inferior C4 a C10, alquilo inferior sustituido, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH,
SCHs, OCN, ClI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3z, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo,
aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo indicador, un intercalador,
un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido, o un grupo para mejorar las
propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una
modificacién preferida incluye 2’-metoxietoxilo (2’-O-CH2CH>OCHj3) también conocido como 2’-O-(2-metoxietilo) o 2'-
MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 78: 486-504, 1995) es decir, un grupo alcoxialcoxilo. Una modificacion
preferida incluye 2’-dimetilaminooxietoxilo, es decir, un grupo O(CHz2)2ON(CHjs)», también conocido como 2’-DMAOE,
tal como se describe en ejemplos méas adelante en el presente documento, y 2’-dimetilaminoetoxietoxilo (también
conocido en la técnica como 2’-O-dimetil-amino-etoxi-etilo o 2’-DMAEOE), es decir, 2’-O-CHz-O-CHz2-N(CHs)a,
también descrito en ejemplos mas adelante en el presente documento.

Otras modificaciones preferidas incluyen 2’-metoxilo (2’-O-CHjs), 2’-aminopropoxilo (2’-OCH2CH>CH2NH), 2’-alilo (2’-
CH>-CH=CH), 2’-O-alilo (2’-O-CH,-CH=CH,) y 2’-fluoro (2’-F). La modificacién en 2’ puede ser en la posicién
arabino (arriba) o en la posicidn ribo (abajo). Una modificacion 2’-arabino preferida es 2’-F. También pueden
obtenerse modificaciones similares en otras posiciones en el oligonucledétido, particularmente en la posicion 3’ del
azucar en el nucledtido 3 terminal o en los oligonucleétidos unidos en 2°-5" y en la posicién 5 del nucleétido 5’
terminal. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azucar tales como restos de ciclobutilo en lugar
del azucar de pentofuranosilo. Las patentes EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de tales estructuras
de azUcar modificadas incluyen, pero no se limitan a los documentos US: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080;
5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909;
5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; 5.792.747 y 5.700.920, algunas de las cuales
son de titularidad comin con esta solicitud.

Una maodificacién preferida adicional del azucar incluye acidos nucleicos bloqueados (LNA) en los que el grupo 2’-
hidroxilo esta unido al atomo de carbono en 3’ 0 4’ del anillo de azlcar, formando de ese modo un resto de azlcar
biciclico. El enlace es preferiblemente un grupo metileno (-CHz-), que se une al &tomo de oxigeno en 2’ y el atomo
de carbono en 4’ en el que nes 1 6 2. Los LNA y su preparacion se describen en los documentos WO 98/39352 y
WO 99/14226.

Nucleobases naturales y modificadas

Los oligonucleétidos también pueden incluir modificaciones y sustituciones en la nucleobase (a menudo denominada
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en la técnica simplemente “base”). Tal como se usa en el presente documento, las nucleobases “no modificadas” o
“naturales” incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Las nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como 5-
metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2- aminoadenina, 6-metil y otros derivados de
alquilo de adenina y guanina, 2-propil y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-
tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (-C=C-CHg) uracilo y citosina y otros derivados de alquinilo de bases de
pirimidina, 6-azo-uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo-, 8-amino-, 8-tiol-, 8-tioalquil-,
8-hidroxil- y otras adeninas y guaninas sustituidas en la posicion 8, 5-halo- particularmente 5-bromo-, 5-trifluorometil-
y otros uracilos y citosinas sustituidos en la posicion 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-
adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-
desazaadenina. Las nucleobases modificadas adicionales incluyen pirimidinas triciclicas tales como fenoxazin-
citidina(1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiazin-citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazin-2(3H)-
ona), G-clamps (analogos de citosina) tales como una fenoxazin-citidina sustituida (por ejemplo 9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), carbazol-citidina (2H-pirimido[4,5-b]indol-2-ona), piridoindol-citidina (H-
pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona). Las nucleobases modificadas también pueden incluir aquellas en las
que la base de purina o pirimidina esta sustituida por otros heterociclos, por ejemplo 7-desaza-adenina, 7-
desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Las nucleobases adicionales incluyen las descritas en la patente
EE.UU. n.? 3.687.808, las descritas en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas
858-859, Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990, las descritas por Englisch et al., Angewandte Chemie,
International Edition, 30: 613, 1991, y las descritas por Sanghvi, Y.S., capitulo 15, Antisense Research and
Applications, paginas 289-302, Crooke, S.T. y Lebleu, B., ed., CRC Press, 1993. Algunas de estas nucleobases son
particularmente Utiles para aumentar la afinidad de union de los compuestos de la invencién. Estas incluyen
pirimidinas sustituidas en la posiciéon 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, incluyendo 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina
aumentan la estabilidad del duplex de acido nucleico a 0,6-1,2°C y son sustituciones de bases preferidas
actualmente, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucar con 2’-O-metoxietilo.

Las patentes EE.UU. representativas que ensefian la preparacion de algunas de las nuclecbases modificadas
nombradas anteriormente asi como otras nucleobases modificadas incluyen, pero no se limitan a, los documentos
nombrados anteriormente US 3.687.808, asi como US: 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066;
5.432.272; 5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121, 5.596.091;
5.614.617; 5.645.985; 5.830.653; 5.763.588; 6.005.096 y 5.681.941, algunas de las cuales son de titularidad comun
con esta solicitud, y la patente EE.UU. 5.750.692, de titularidad comun con la presente solicitud.

Conjugados

Otra modificacién de los oligonucleétidos de la invencién implica la unién quimica a los oligonucle6tido de uno o mas
restos o conjugados que potencian la actividad, la distribucién celular o la captacion celular del oligonucleétido.
Estos restos o conjugados pueden incluir grupos conjugados unidos covalentemente a grupos funcionales tales
como grupos hidroxilo primarios o secundarios. Los grupos conjugados de la invencion incluyen intercaladores,
moléculas indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que potencian las propiedades
farmacodinamicas de los oligdmeros y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de los oligbmeros.
Los grupos conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina,
antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Los grupos que potencian las propiedades
farmacodinamicas, en el contexto de esta invencién, incluyen grupos que mejoran la captacion, potencian la
resistencia a la degradacién y/o refuerzan la hibridacion especifica de secuencia con el acido nucleico diana. Los
grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta invencion, incluyen grupos que
mejoran la captacién, la distribucion, el metabolismo o la excrecion de los compuestos de la presente invencién. Los
grupos conjugados representativos se dan a conocer en la solicitud de patente internacional PCT/US92/09196,
presentada el 23 de octubre de 1992 y la patente estadounidense 6.287.860. Los restos conjugados incluyen pero
no se limitan a restos de lipidos tales como un resto de colesterol, acido célico, un tioéter, por ejemplo, hexil-S-
tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecandiol o undecilo, un fosfolipido, por
ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 1-,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato, una poliamina o una
cadena de polietilenglicol, o acido acético de adamantano, un resto de palmitilo, o un resto de octadecilamina o
hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos de la invencion también pueden conjugarse a sustancias
farmacolégicas activas, por ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno,
ketoprofeno, (S)-(+)-pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, acido flufenamico, acido
folinico, una benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometicina, un barbiturato, una cefalosporina, un farmaco
sulfa, un antidiabético, un agente antibacteriano o un antibiético. Los conjugados de oligonucleétido-farmaco y su
preparacion se describen en la solicitud de patente estadounidense 09/334.130 (presentada el 15 de junio de 1999):

Las patentes estadounidenses representativas que ensefian la preparacién de tales conjugados de oligonucleétido
incluyen, pero no se limitan a, los documentos US: 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313;
5.545.730; 5.552.538; 5.578.717, 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077;
5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941;
4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136;
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5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241, 5.391.723; 5.416.203,
5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726;
5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941, algunas de las cuales son de titularidad comun con esta solicitud.

Compuestos quiméricos

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto dado estén modificadas de manera uniforme, y de hecho
mas de una de las modificaciones mencionadas anteriormente puede incorporarse en un Unico compuesto o incluso
un Unico nucledsido dentro de un oligonucledtido.

La presente invencion también incluye oligonucleétidos antisentido que son oligonucleétidos quiméricos.
Oligonucledtidos antisentido “quiméricos” o “quimeras,” en el contexto de esta invencién, son oligonucleétidos
antisentido que contienen dos o mas regiones quimicamente distintas, constituidas cada una por al menos una
unidad monomérica, es decir, un nucledtido.

Estos oligonucledtidos normalmente contienen al menos una regién en la que el oligonucleétido estd modificado de
modo que se confiera al oligonucle6tido resistencia aumentada a degradacion por nucleasa, captaciéon celular
aumentada, estabilidad aumentada y/o afinidad de uni6on aumentada para el acido nucleico diana. Una regién
adicional del oligonucleétido puede servir como sustrato para enzimas que pueden escindir hibridos ARN:ADN o
ARN:ARN. A modo de ejemplo, la ARNasa H es una endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de un
diplex ARN:ADN. La activaciéon de la ARNasa H, por tanto, da como resultado la escisién de la diana de ARN,
potenciando de ese modo enormemente la eficacia de la inhibicion de la expresién génica mediada por
oligonucledtidos. La escisién de los hibridos ARN:ARN puede llevarse a cabo, de manera similar, a través de las
acciones de endorribonucleasas, tales como ARNasa L que escinde tanto ARN celular como viral. La escisién de la
diana de ARN puede detectarse de manera rutinaria mediante electroforesis en gel y, si es necesario, técnicas de
hibridacion de acidos nucleicos asociadas conocidas en la técnica.

Los oligonucleétidos antisentido quiméricos de la invencién pueden formarse como estructuras compuestas de dos o
mas oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados, oligonucledsidos y/o miméticos de oligonucleétido tal como se
describié anteriormente. Tales compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o gapmeros. Las
patentes estadounidenses representativas que ensefian la preparacién de tales estructuras hibridas incluyen, pero
no se limitan a, los documentos US: 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711; 5.491.133;
5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356 y 5.700.922, algunas de las cuales son de titularidad comun con esta
solicitud.

G. Formulaciones

Los oligonucleétidos de la invencidén también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo
con otras moléculas, estructuras de moléculas o mezclas de compuestos, como por ejemplo, liposomas, moléculas
dirigidas a receptor, formulaciones orales, rectales, tépicas u otras, para ayudar en la captacién, distribucién y/o
absorcion. Las patentes estadounidenses representativas que ensefan la preparacion de tales formulaciones que
ayudan a la captacién, distribucion y/o absorcion formulaciones incluyen, pero no se limitan a, los documentos US:
5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.158; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330;
4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016; 5.417.978;
5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575 y 5.595.756,

Las composiciones que comprenden los oligonucleétidos antisentido de la invencion engloban cualquier sal, éster, o
sale de tal éster, o cualquier otro compuesto, farmacéuticamente aceptable, que con la administracion a un animal,
incluyendo un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el residuo o metabolito biolégicamente
activo del mismo. Por consiguiente, por ejemplo, la descripcion también establece profarmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de los oligonucleétidos de la invencién, sales farmacéuticamente aceptables de tales
profarmacos y otros bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en una
forma activa (es decir, farmaco) dentro del organismo o las células del mismo mediante la acciéon de enzimas
enddgenas u otros compuestos quimicos y/o condiciones. En particular, las versiones de profarmaco de los
oligonucledtidos de la invencién se preparan como derivados de SATE [(S-acetil-2-tioetil)fosfato] segun los métodos
dados a conocer en el documento WO 93/24510 concedido a Gosselin et al., publicado el 9 de diciembre de 1993 o
en los documentos WO 94/26764 y US 5.770.713 concedidos a Imbach et al.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables de los
oligonucledtidos de la invencién: es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del compuesto original
y que no confieren efectos toxicoldgicos no deseados al mismo. Para los oligonucleétidos, los ejemplos preferidos de
sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense
6.287.860.
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La presente invencion también incluye composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen los
oligonucledtidos antisentido de la invencion. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden
administrarse en un namero de formas que depende de si se desea tratamiento local o sistémico y de la zona que va
a tratarse. La administracion puede ser topica (incluyendo por via oftalmica y a membranas mucosas incluyendo
suministro vaginal y rectal), pulmonar, por ejemplo, mediante inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles,
incluyendo mediante nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La
administracion parenteral incluye inyeccion o infusién intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o
intramuscular; o administracion intracraneal, por ejemplo, intratecal o intraventricular. Se cree que los
oligonucledtidos con al menos una modificacion de 2°-O-metoxietilo son particularmente Utiles para la administracion
oral. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracién topica pueden incluir parches
transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizadores, liquidos y polvos. Pueden ser
necesarios o deseables portadores, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares farmacéuticos
convencionales. También pueden ser Utiles preservativos, guantes y similares recubiertos.

Las formulaciones farmacéuticas contempladas por la presente descripcién, que pueden presentarse
convenientemente en una forma farmacéutica unitaria, pueden prepararse segun técnicas convencionales bien
conocidas en la industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de asociar los principios activos con el/los
portador(es) o excipiente(es) farmacéutico(s). En general, las formulaciones se preparan asociando de manera
uniforme o estrecha los principios activos con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos 0 ambos,
y luego, si es necesario, conformar el producto.

Las composiciones de la presente invencién pueden formularse en cualquiera de muchas formas farmacéuticas
posibles tales como, pero sin limitarse a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos,
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente invencion también pueden formularse como suspensiones
en medios acuosos, no acuosos 0 mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener adicionalmente sustancias
que aumentan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o
dextrano. La suspensién también puede contener estabilizadores.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, emulsiones,
espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas de la
presente invencion pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, portadores, excipientes u otros
principios activos o inactivos.

Las emulsiones normalmente son sistemas heterogéneos de un liquido disperso en otro en forma de gotitas que
superan habitualmente 0,1 um de diametro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales ademas de
las fases dispersas, y el farmaco activo que puede estar presente como disolucion o bien en la fase acuosa, la fase
oleosa o por si mismo como una fase separada. Las microemulsiones se incluyen como una realizaciéon de la
presente invencién. Las emulsiones y sus usos se conocen bien en la técnica y se describen adicionalmente en la
patente de EE.UU. 6.287.860.

Formulaciones de la presente invencion incluyen formulaciones liposémicas. Tal como se usa en la presente
invencion, el término “liposoma” significa una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o
bicapas esférica(s). Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una membrana formada
de material lipdfilo y un interior acuoso que contiene la composicion que va a suministrarse. Los liposomas
catidnicos son liposomas cargados positivamente que se cree que interaccionan con moléculas de ADN cargadas
negativamente para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o estan
cargados negativamente atrapan ADN en lugar de formar complejos con él. Tanto los liposomas catiénicos como los
no catiénicos se han usado para suministrar ADN a las células.

Los liposomas también incluyen liposomas “estabilizados estéricamente”, un término que, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se
incorporan en liposomas, dan como resultado vidas de circulacion potenciadas en relacion con los liposomas que
carecen de tales lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en los que
parte de la porcién lipidica que forma la vesicula del liposoma comprende uno o mas glicolipidos o esta derivatizada
con uno o mas polimeros hidréfilos, tales como un resto de polietilenglicol (PEG). Los liposomas y sus usos se
describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860,

Las formulaciones y composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden incluir tensioactivos. El
uso de tensioactivos en productos farmacoldgicos, formulaciones y en emulsiones se conoce bien en la técnica. Los
tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

En una realizacion, la presente invencion emplea diversos potenciadores de la penetracion para efectuar el
suministro eficaz de acido nucleicos, particularmente oligonuclettidos. Ademas de ayudar a la difusion de farmacos
no lipéfilos a través de las membranas celulares, los potenciadores de la penetracion también potencian la
permeabilidad de farmacos lipéfilos: Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse segin pertenezcan a
una de cinco amplias categorias, es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no
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tensioactivos no quelantes. Los potenciadores de la penetracion y sus usos se describen adicionalmente en la
patente estadounidense 6.287.860.

Un experto en la técnica reconocera que las formulaciones se disefian de manera rutinaria segin su uso pretendido,
es decir la via de administracion.

Las formulaciones preferidas para administraciéon tdpica incluyen aquellas en las que los oligonucleétidos de la
invencion estan en mezcla con un agente de suministro tépico tal como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de
acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Los lipidos y liposomas preferidos incluyen neutros
(por ejemplo dioleoilfosfatidil-etanolamina DOPE, dimiristoilfosfatidil-colina DMPC, diestearolifosfatidil-colina)
negativos (por ejemplo dimiristoilfosfatidil-glicerol DMPG) y cationicos (por ejemplo dioleoiltetrametilaminopropilo
DOTAP y dioleoilfosfatidil-etanolamina DOTMA).

Para la administracién tépica u otra, los oligonucleétidos de la invencién pueden encapsularse dentro de liposomas o
pueden formar complejos con los mismos, en particular con liposomas catiénicos. Alternativamente, los
oligonucledtidos pueden complejarse con lipidos, en particular con lipidos catiénicos. Los &acidos grasos y ésteres
preferidos, las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos y sus usos se describen adicionalmente en la
patente estadounidense 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, materiales
microparticulados, materiales nanoparticulados, suspensiones o disoluciones en agua o medios no acuosos,
capsulas, capsulas de gel, sobres, comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, agentes
aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, agentes de dispersion o adyuvantes. Las formulaciones orales preferidas
son aquellas en las que los oligonucle6tidos de la invencion se administran conjuntamente con uno 0 méas quelantes
y tensioactivos potenciadores de la penetracion. Los tensioactivos preferidos incluyen acidos grasos y/o ésteres o
sales de los mismos, acidos biliares y/o sales de los mismos. Los acidos/sales biliares y acidos grasos preferidos y
sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

También se prefieren combinaciones de potenciadores de la penetracién, por ejemplo, acidos/sales grasos en
combinacion con acidos/sales biliares. Una combinacion particularmente preferida es la sal sodica de acido laurico,
acido caprico y UDCA. Los potenciadores de la penetracién adicionales incluyen polioxietilen-9-lauril éter,
polioxietilen-20-cetil éter. Los oligonucledtidos de la invencion pueden suministrarse por via oral, en forma granular
incluyendo particulas secas pulverizadas, o complejados para formar micro o nanoparticulas. Los agentes de
complejacién de oligonucleétidos y sus usos se describen adicionalmente en la patente estadounidense 6.287.860.

Las formulaciones orales para los oligonucleétidos y su preparacion se describen en detalle en las solicitudes
estadounidenses 09/108.673 (presentada el 1 de julio de 1998), 09/315.298 (presentada el 20 de mayo de 1999) y
10/071.822, presentada el 8 de febrero de 2002.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
disoluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero sin limitarse a, potenciadores de la penetracién, compuestos portadores y otros portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Determinadas realizaciones de la invencion proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas
oligonucledtidos antisentido y uno o mas de otros agentes quimioterapicos que funcionan mediante un mecanismo
no antisentido. Los ejemplos de tales agentes quimioterapicos incluyen pero no se limitan a farmacos
quimioterapicos contra el cancer tales como daunorubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorubicina, epirubicina,
idarubicina, esorubicina; bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabindsido, bis-cloroetilnitrosurea, busulfano,
mitomicina C, actinomicina. D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifeno, dacarbazina,
procarbazina, hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona, amsacrina, clorambucilo,
metilciclohexilnitrosurea, mostazas nitrogenadas, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-
fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, taxol, vincristina, vinblastina, etopésido (VP-16),
trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipdsido, cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se usan con
los oligonucledtidos de la invencién, tales agentes quimioterapicos pueden usarse individualmente (por ejemplo, 5-
FU y oligonucledtido), secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucle6tido durante un periodo de tiempo seguido
por MTX y oligonucle6tido), o en combinacion con uno o mas de tales agentes quimioterapicos (por ejemplo, 5-FU,
MTX y oligonucleétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucle6tido). También pueden combinarse en las composiciones
de la invencion farmacos antiinflamatorios, incluyendo pero sin limitarse a farmacos antiinflamatorios no esteroideos
y corticosteroides, y farmacos antivirales, incluyendo pero sin limitarse a ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir.
Las combinaciones de oligonucleétidos antisentido y otros farmacos no antisentido también estan dentro del alcance
de esta invencion. Dos 0 mas compuestos combinados pueden usarse juntos o secuencialmente.

En otra realizacién relacionada, las composiciones de la invenciéon pueden contener uno o mas oligonucleétidos
antisentido, dirigidos a un primer &cido nucleico y uno o mas compuestos antisentido adicionales dirigidos a una
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segunda diana de &cido nucleico. Alternativamente, las composiciones de la invencién pueden contener dos 0 mas
oligonucledtidos antisentido dirigidos a diferentes regiones de la misma diana de acido nucleico. Se conocen en la
técnica numerosos ejemplos de oligonucleétidos antisentido. Pueden usarse dos o mas oligonucleétidos combinados
juntos o secuencialmente.

H. Dosificacién

Se cree que la formulacion de las composiciones terapéuticas y su administracion posterior (dosificacion) estan
dentro de los conocimientos de los expertos en la técnica. La dosificacion depende de la gravedad y la capacidad de
respuesta del estado patologico que va a tratarse, durante el curso de tratamiento que dura desde varios dias hasta
varios meses, o hasta que se logra la cura o una disminuciéon del estado patoldgico. Pueden calcularse calendarios
de dosificacion optimos a partir de mediciones de acumulacién de farmaco en el organismo del paciente. Los
expertos habituales pueden determinar facilmente las dosificaciones 6ptimas, metodologias de dosificacién y tasas
de repeticion. Las dosificaciones éptimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de los oligonucleotidos
individuales y generalmente pueden estimarse basandose en las CEsy que se ha encontrado que son eficaces en
modelos animales in vitro e in vivo. En general, la dosificacién es de desde 0,01 ug hasta 100 g por kg de peso
corporal y puede administrarse una vez o mas al dia, semanal, mensual o anualmente, o incluso una vez cada de 2
a 20 anos. Los expertos habituales en la técnica pueden estimar faciimente tasas de repeticion para dosificacion
basadas en tiempos de residencia y concentraciones del farmaco medidos en tejidos o fluidos corporales. Tras el
tratamiento satisfactorio, puede ser deseable hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para
prevenir la recaida del estado patolégico, administrandose el oligonucleétido en dosis de mantenimiento, que oscilan
entre 0,01 ug y 100 g por kg de peso corporal, de una o mas veces al dia, a una vez cada 20 afos.

Aunque la presente invencion se ha descrito con especificidad segun determinadas de sus realizaciones preferidas,
los siguientes ejemplos sirven solo para ilustrar la invencion y no se pretende que limiten la misma. Los ejemplos se
refieren a ISIS de ASO 175317 que es un oligonucleétido de la invencidon asi como a los resultados de los ASO
relacionados.

Ejemplos

Ejemplo 1

Sintesis de fosforamiditas de nucledsido

Los siguientes compuestos, incluyendo amiditas y sus productos intermedios, se prepararon tal como se describe en
la patente estadounidense 6.426.220 y el documento publicado PCT WO 02/36743; producto intermedio de 5’-O-
dimetoxitritil-timidina para 5-metil-dC amidita, producto intermedio de 5-O-dimetoxitritil-2’-desoxi-5-metilcitidina para
5-metil-dC amidita, penultimo producto intermedio de 5’-O- dlmetOX|tr|t|I 2’-desoxi-N4-benzoil-5-metilcitidina para 5-
metil-dC amidita, [5'-O-(4,4'-dimetoxitrifenilmetil)-2'-desoxi-N*-benzoil-5-metilcitidin-3'-O-il]-2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita (5-metil-dC amidita), 2’-fluorodesoxiadenosina, 2’-fluorodesoxiguanosina, 2’-fluorouridina, 2’-
fluorodesoxicitidina, amiditas modificadas con 2’-O-(2-metoxietilo), producto intermedio de 2’-O-(2-metoxietil)-5-
metiluridina, pendltimo  producto intermedio de 5-O-DMT-2-O-(2-metoxietil)-5-metiluridina, [5-O-(4,4"-
dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)-5-metiluridin-3’-O-il]-2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita (MOE T amidita),
producto intermedio de 5-O-dimetoxitritil-2’-O-(2-metoxietil)-5-metilcitidina, pendltimo producto intermedio de 5° O-
dimetoxitritil-2’-O-(2-metoxietil)- -N*-benzoil-5-metil-citidina, [5’-O-(4,4’-dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)- -N*-
benzoil-5-metilcitidin-3’-O-il]-2-cianoetil-N Ndusopropllfosforamldlta (MOE 5-Me-C amidita), [5-O-(4,4'-
dimetoxitrifenilmetil)-2'-O-(2-metoxietil)-N°-benzoiladenosin-3'-O-il]-2- C|anoet|| N,N-diisopropilfosforamidita (MOE A
amidita), [5-O-(4,4’-dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)- -N* -isobutirilguanosin-3’-O-il]-2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita (MOE G amidita), amiditas de nucledsido de 2’-O-(aminooxietilo) y amiditas de nucle03|do de
2'-O-(dimetilaminooxietilo), amiditas de nucleésido de 2'-(dimetilaminooxietoxilo), 5-O-terc-butildifenilsilil-O*-2'-
anhidro-5-metiluridina, 5’-O-terc-butildifenilsilil-2’-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina, 2’-O-([2-ftalimidoxi)etil]-5'-t-
butildifenilsilil-5-metiluridina, 5’-O-terc-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi)etil]-5-metiluridina, 5’-O-terc-
butildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina, 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5-O-DMT-2’-O-
(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5'-0O-DMT-2’-0O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-
diisopropilfosforamidita], amiditas de nucledsido de 2’-(aminooxietoxilo), N2-isobutiril-6-O-difenilcarbamoil-2’-O-(2-
etilacetil)-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)guanosina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita], amiditas de nucleésido de
2’-dimetilaminoetoxietoxilo (2’-DMAEOE), 2’-O-[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)etil]-5-metiluridina, 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-
[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)-etil)]-5-metiluridina y 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)-etil)]-5-
metiluridina-3’-O-(cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita.

Ejemplo 2
Sintesis de oligonucledtidos y oligonucledsidos
Los oligonucledétidos antisentido usados segun esta invencion pueden prepararse de manera conveniente y rutinaria

a través de la técnica bien conocida de sintesis en fase soélida. El equipo para tal sintesis lo comercializan varios
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proveedores incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Puede emplearse adicional o
alternativamente cualquier otro medio para tal sintesis conocido en la técnica. Se conoce bien usar técnicas
similares para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y derivados alquilados.

Oligonucleétidos: Se sintetizan oligonucleétidos fosfodiéster (P=0) sustituidos y no sustituidos en un sintetizador de
ADN automatizado (modelo 394 de Applied Biosystems) usando quimica de fosforamidita convencional con
oxidacion mediante yodo.

Se sintetizan fosforotioatos (P=S) de manera similar a oligonucleétidos fosfodiéster con las siguientes excepciones:
se efectud la tiacion utilizando una disolucion al 10% p/v de 1,1-diéxido de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona en acetonitrilo
para la oxidacion de los enlaces fosfita. Se aumenté el tiempo de la etapa de reaccion de tiacion hasta 180 s y le
precedio la etapa de ocupacion de extremos normal. Tras la escision de la columna de CPG y el desbloqueo en
hidroxido de amonio concentrado a 55°C (12-16 h), se recuperaron los oligonucleétidos mediante precipitacion con
>3 volimenes de etanol a partir de una disolucion de NHsOAc 1 M. Se preparan oligonucleétidos de fosfinato tal
como se describe en la patente estadounidense 5.508.270.

Se preparan oligonucleétidos de fosfonato de alquilo tal como se describe en la patente estadounidense 4.469.863.

Se preparan oligonucleétidos de 3’-desoxi-3’-metilenfosfonato tal como se describe en las patentes estadounidenses
5.610.289 6 5.625.050.

Se preparan oligonucleétidos de fosforamidita tal como se describe en la patente estadounidense 5.256.775 o la
patente estadounidense 5.366.878.

Se preparan oligonucleétidos de fosfonotioato de alquilo tal como se describe en las solicitudes PCT publicadas
PCT/US94/00902 y PCT/US93/06976 (publicadas como documentos WO 94/17093 y WO 94/02499,
respectivamente).

Se preparan oligonucleétidos de 3’-desoxi-3’-aminofosforamidato tal como se describe en la patente estadounidense
5.476.925.

Se preparan oligonucleétidos de fosfotriéster tal como se describe en la patente estadounidense 5.023.243.

Se preparan oligonucleétidos de boranofosfato tal como se describe en las patentes estadounidenses 5.130.302 y
5.177.198,

Oligonucleésidos: Se preparan oligonucledsidos unidos con metilenmetilimino, también identificados como
oligonucledsidos unidos con MMI, oligonucledsidos unidos con metilendimetilhidrazo, también identificados como
oligonucleosidos unidos con MDH, y oligonucledsidos unidos con metilencarbonilamino, también identificados como
oligonucledsidos unidos con amida-3, y oligonucledsidos unidos con metilenaminocarbonilo, también identificados
como oligonucledsidos unidos con amida-4, asi como compuestos de estructura principal mixta que tienen, por
ejemplo, enlaces MMI y P=O o P=S alternos tal como se describe en las patentes estadounidenses 5.378.825,
5.386.023, 5.489.677, 5.602.240 y 5.610.289.

Se preparan oligonucledsidos unidos con formacetal y tioformacetal tal como se describe en las patentes
estadounidenses 5.264.562 y 5.264.564.

Se preparan oligonucledsidos unidos con 6xido de etileno tal como se describe en la patente estadounidense
5.223.618.

Ejemplo 3
Sintesis de ARN

En general, la quimica de sintesis de ARN se basa en la incorporacién selectiva de diversos grupos protectores en
reacciones intermedias estratégicas. Aunque un experto habitual en la técnica entendera el uso de grupos
protectores en la sintesis organica, una clase util de grupos protectores incluye silil éteres. En particular, se usan silil
éteres voluminosos para proteger el 5’-hidroxilo en combinacidén con un grupo protector de ortoéster labil a 4cidos en
el 2’-hidroxilo. Este conjunto de grupos protectores se usa entonces con la tecnologia de sintesis en fase sélida
convencional. Es importante eliminar por Ultimo el grupo protector de ortoéster labil a acidos tras todas las otras
etapas sintéticas. Ademas, el uso temprano de los grupos protectores de sililo durante la sintesis garantiza una facil
eliminacion cuando se desee, sin desproteccion no deseada del 2’ hidroxilo.

Tras este procedimiento para la proteccion secuencial del 5'-hidroxilo en combinaciéon con la proteccion del 2’-

hidroxilo mediante grupos protectores que se eliminan de manera diferencial y que son quimicamente labiles de
manera diferencial, se sintetizaron oligonucleétidos de ARN.
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Se sintetizan oligonucleétidos de ARN de un modo por etapas. Se afade cada nucleétido secuencialmente
(direccion de 3’ a 5’) a un oligonucleétido unido a un soporte sélido. El primer nucleésido en el extremo 3’ de la
cadena se une covalentemente a un soporte sélido. Se afiaden el precursor de nucleétido, una fosforamidita de
ribonucleédsido, y el activador, acoplando la segunda base sobre el extremo 5’ del primer nucleésido. Se lava el
soporte y se ocupa cualquier grupo 5’-hidroxilo sin reaccionar con anhidrido acético para producir restos 5’-acetilo.
Se oxida entonces el enlace para dar el enlace P(V) mas estable y deseado en Ultima instancia. Al final del ciclo de
adicion de nucleétido, se escinde el grupo 5’-sililo con fluoruro. Se repite el ciclo para cada nucle6tido posterior.

Tras la sintesis, se escinden los grupos protectores de metilo en los fosfatos en 30 minutos utilizando 2-carbamoil-2-
cianoetilen-1,1-ditiolato de disodio trihidratado 1 M (SzNaz) en DMF. Se lava la disolucion de desproteccion del
oligonucleotido unido al soporte solido usando agua. Se trata entonces el soporte con metilamina al 40% en agua
durante 10 minutos a 55°C. Esto libera los oligonucleétidos de ARN en la disolucion, desprotege las aminas
exociclicas y modifica los grupos 2’. Los oligonucleétidos pueden analizarse mediante HPLC de intercambio anionico
en esta fase.

Los grupos 2-ortoéster son los ultimos grupos protectores en eliminarse. El grupo protector de ortoéster de
monoacetato de etilenglicol desarrollado por Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO) es un ejemplo de un grupo
protector de ortoéster Util que tiene las siguientes propiedades importantes. Es estable en las condiciones de sintesis
de fosforamiditas de nucledsido y sintesis de oligonucleotidos. Sin embargo, tras la sintesis de oligonucleétidos, el
oligonucledtido se trata con metilamina que no sélo escinde el oligonucleétido del soporte sélido sino que también
elimina los grupos acetilo de los ortoésteres. Los sustituyentes de 2-etil-hidroxilo resultantes en el ortoéster son
menos secuestrantes de electrones que el precursor acetilado. Como resultado, el ortoéster modificado se hace mas
labil a la hidrélisis catalizada por &cido. Especificamente, la velocidad de escisién es aproximadamente 10 veces
mas rapida tras eliminarse los grupos acetilo. Por tanto, este ortoéster presenta suficiente estabilidad con el fin de
ser compatible con la sintesis de oligonucleétidos y adn, cuando se modifica posteriormente, permite que la
desproteccion se lleve a cabo en condiciones acuosas relativamente suaves compatibles con el producto de
oligonucleotido de ARN final.

Adicionalmente, se conocen bien en la técnica métodos de sintesis de ARN (Scaringe, Ph.D. Thesis, University of
Colorado, 1996; Scaringe et al., J. Am. Chem. Soc. 120: 11820-11821; 1998; Matteucci y Caruthers, J. Am. Chem.
Soc.103: 3185-3191, 1981; Beaucage y Caruthers, Tetrahedron Lett. 22: 1859-1862, 1981; Dahl et al., Acta Chem.
Scand. 44: 639-641; 1990, Reddy et al., Tetrahedrom Lett. 25: 4311-4314, 1994; Wincott et al., Nucleic Acids Res.
23: 2677-2684, 1995; Griffin et al., Tetrahedron 23: 2301-2313, 1967a; Griffin et al., Tetrahedron 23: 2315-2331,
1967b).

Pueden sintetizarse compuestos antisentido de ARN (oligonucleétidos de ARN) de la presente invencion mediante
los métodos en el presente documento o adquirirse de Dharmacon Research, Inc (Lafayette, CO). Una vez
sintetizados, pueden aparearse entonces compuestos antisentido de ARN complementarios mediante métodos
conocidos en la técnica para formar compuestos antisentido bicatenarios (en duplex). Por ejemplo, pueden formarse
diuplex combinando 30 ul de cada una de las hebras complementarias de oligonucleétidos de ARN (disolucién de
oligonucleotidos de ARN 50 uM) y 15 pl de tampdn de apareamiento 5X (acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH
30 mM pH 7,4, acetato de magnesio 2 mM) seguido por calentamiento durante 1 minuto a 90°C, luego 1 hora a
37°C. Los compuestos antisentido en duplex resultantes pueden usarse en kits, ensayos, selecciones u otros
métodos para investigar el papel de un acido nucleico diana.

Ejemplo 4

Sintesis de oligonucledtidos quiméricos

Los oligonucleosidos, oligonucleotidos quimericos u oligonuclettidos/oligonucledsidos mixtos de la invencion pueden
ser de varios tipos diferentes. Estos incluyen un primer tipo en el que el segmento “gap” de nucledsidos unidos esta
situado entre segmentos “wing” 5’ y 3’ de nucledsidos unidos y un segundo tipo de “extremos abiertos” en el que el
segmento “gap” esta ubicado en el extremo o bien 3 o bien 5 terminal del compuesto oligomérico. Los
oligonucleotidos del primer tipo se conocen también en la técnica como “gapmeros” (“gapmers”) u oligonucleétidos
incompletos. Los oligonucleétidos del segundo tipo se conocen también en la técnica como “hemimeros” o
“wingmeros” (“wingmers”).

Oligonucledtidos de fosforotioato quiméricos de [2’-O-Me]-[2’-desoxi]-[2’-O-Me]

Se sintetizan oligonucle6tidos quiméricos que tienen segmentos de oligonucleétidos de 2'-fosforotioato de O-alquilo
y 2’-desoxifosforotioato usando un sintetizador de ADN automatizado de Applied Biosystems modelo 394, tal como
anteriormente. Se sintetizan oligonucleétidos usando el sintetizador automatizado y 2’-desoxi-5’-dimetoxitritil-3’-O-
fosforamidita para la parte de ADN y 5’-dimetoxitritil-2’-O-metil-3’-O-fosforamidita para los segmentos “wing” 5’ y 3'.
El ciclo de sintesis convencional se modifica incorporando etapas de acoplamiento con tiempos de reaccion
aumentados para la 5'-dimetoxitritil-2’-O-metil-3'-O-fosforamidita. Se escinde el oligonucleétido completamente
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protegido del soporte y se desprotege en amoniaco concentrado (NHsOH) durante 12-16 h a 55°C. Se recupera
entonces el oligo desprotegido mediante un método apropiado (precipitacion, cromatografia en columna, volumen
reducido a vacio) y se analiza espectrofotométricamente para determinar el rendimiento y la pureza mediante
electroforesis capilar y mediante espectrometria de masas.

Oligonucledtidos de fosforotioato quiméricos de [2’-O-(2-metoxietil)]-[2’-desoxi]-[2’-O-(metoxietilo)]

Se prepararon oligonucleétidos de fosforotioato quiméricos de [2'-O-(2-metoxietil)]--[2’-desoxi]--[-2’-O-(metoxietilo)]
segun el procedimiento anterior para el oligonucle6tido quimérico de 2’-O-metilo, con la sustitucion de las 2°-O-metil-
amiditas por las 2’-O-(metoxietil)-amiditas.

Oligonucledtidos quiméricos de [2-O-(2-metoxietil)fosfodiéster]-[2’-desoxifosforotioato]-[2™-O-(2-
metoxietil)fosfodiéster]

Se preparan oligonucledtidos quiméricos de [2-O-(2-metoxietilfosfodiéster]--[2’-desoxifosforotioato]--[2’-O-
(metoxietil)fosfodiéster] segun el procedimiento anterior para el oligonucleétido quimérico de 2’-O-metilo con la
sustitucion de las 2’-O-metil amiditas por 2’-O-(metoxietil)-amiditas, oxidacién con yodo para generar los enlaces
internucleotidicos de fosfodiéster con las partes de segmento “wing” de las estructuras quiméricas y sulfurizacion
utilizando 1,1 diéxido de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona (reactivo de Beaucage) para generar los enlaces
internucleotidicos de fosforotioato para el segmento gap del centro.

Se sintetizan otros oligonucledtidos quiméricos, oligonucledsidos quiméricos y oligonucleotidos/oligonucledsidos
mixtos segun la patente estadounidense 5.623.065.

Ejemplo 5

Disefio y seleccion de compuestos antisentido en duplex que seleccionan como diana ARNm de IGF-1R

Puede disefnarse una serie de duplex de acido nucleico que comprenden los compuestos antisentido tales como
oligonucledtidos antisentido de la presente invencion y sus complementos para que seleccionen como diana ARNm
de IGF-IR. La secuencia de nucleobases de la hebra antisentido del duplex comprende al menos una parte de un
oligonucleétido seleccionado SEQ ID NO: 1 hasta 76 y SEQ ID NO: 100 hasta 136 mostradas en la tabla 1
incluyendo ISIS de ASO 175308, 175302, 175314, 175307, 175317, 175323, 232744, 323747, 323767, 323762 y
323737. Los extremos de las hebras pueden modificarse mediante la adicion de una 0 mas nucleobases naturales o
modificadas para formar una proyeccion. Se disefia entonces la hebra sentido del ARNbc y se sintetiza como el
complemento de la hebra antisentido y también puede contener modificaciones o adiciones en cualquier extremo
terminal. Por ejemplo, en una realizacion, ambas hebras del duplex de ARNbc serian complementarias a lo largo de
las nucleobases centrales, teniendo cada una proyecciones en unos o ambos extremos terminales.

Por ejemplo, un duplex que comprende una hebra antisentido que tiene la secuencia CGAGAGGCGGACGGGACCG
y que tiene una proyeccién de dos nucleobases de desoxitimidina (dT) tendria la siguiente estructura:

I _
TTgcteteegectgeeetgge Complemento [SEQ ID NO:93]

cgagaggeggacgggaccgTT  Hebra antisentido [SEQ ID NO:92]

Pueden sintetizarse las hebras de ARN del duplex mediante métodos dados a conocer en el presente documento o
adquirirse de Dharmacon Research Inc., (Lafayette, CO). Una vez sintetizadas, se aparean las hebras
complementarias. Se toman alicuotas de hebras individuales y se diluyen hasta una concentracion de 50 uM. Una
vez diluidas, se combinan 30 ul de cada hebra con 15 ul de una disolucion 5X de tampén de apareamiento. La
concentracién final de dicho tampén es acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH 7,4 y acetato de
magnesio 2 mM. El volumen final es de 75 ul. Se incuba esta disolucién durante 1 minuto a 90°C y luego se
centrifuga durante 15 segundos. Se deja reposar el tubo durante 1 hora a 37°C, momento en el que se usan los
duplex de ARNbc en la experimentacién. La concentracion final del duplex de ARNbc es de 20 uM. Puede
almacenarse esta disolucion congelada (-20°C) y congelarse-descongelarse hasta 5 veces.

Una vez preparados, se evallan los compuestos antisentido en dlplex para determinar su capacidad para modular
la expresion génica de IGF-IR.

Cuando las células alcanzan el 80% de confluencia, se tratan con los compuestos antisentido en duplex de la
invencion. Para células hechas crecer en placas de 96 pocillos, se lavan los pocillos una vez con 200 pl de medio
reducido en suero OPTI-MEM-1 (Gibco BRL) y entonces se tratan con 130 pl de OPTI-MEM-1 que contiene
LIPOFECTIN 12 pg/ml (Gibco BRL) y el compuesto antisentido de diplex deseado a una concentracion final de
200 nM. Tras 5 horas de tratamiento, se reemplaza el medio por medio nuevo. Se recogen las células 16 horas tras
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el tratamiento, momento en el que se aisla el ARN y se mide la reduccion de la diana mediante RT-PCR.

Ejemplo 6

Aislamiento de oligonucledtidos

Tras la escision del soporte sélido de vidrio de poro controlado y el desbloqueo en hidréxido de amonio concentrado
55°C durante 12-16 horas, se recuperan los oligonucleétidos o oligonucledsidos mediante precipitaciéon en NH4sOAc
1 M con >3 volumenes de etanol. Se analizan los oligonucleétidos sintetizados mediante espectroscopia de masas
por electrospray (determinacién del peso molecular) y mediante electroforesis en gel capilar y se determina que son
material de longitud completa al menos al 70%. Se determinaron las cantidades relativas de enlaces fosforotioato y
fosfodiéster obtenidas en la sintesis mediante la razén de peso molecular correcto en relacién con el producto de
-16 amu (+/-32 +/-48). Para algunos estudios, se purificaron oligonucleétidos mediante HPLC, tal como se describe
por Chiang et al., J. Biol. Chem. 266: 18162-18171, 1991. Los resultados obtenidos con el material purificado
mediante HPLC fueron similares a los obtenidos con el material no purificado mediante HPLC.

Ejemplo 7

Sintesis de oligonucledtidos — Formato de placa de 96 pocillos

Se sintetizaron oligonucleétidos mediante quimica de fosforamidita de fase sélida P(lll) en un sintetizador
automatizado de que puede ensamblar 96 secuencias simultdaneamente en un formato de 96 pocillos. Se produjeron
enlaces internucleotidicos fosfodiéster mediante oxidacion con yodo acuoso. Se generaron enlaces
internucleotidicos de fosforotioato mediante sulfurizacion utilizando 1,1-diéxido de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona (reactivo
de Beaucage) en acetonitrilo anhidro. Se adquirieron beta-cianoetil-diiso-propilfosforamiditas protegidas con bases
convencionales de proveedores comerciales (por ejemplo PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, o Pharmacia,
Piscataway, NJ). Se sintetizan nucledsidos no convencionales segun métodos patentados o convencionales. Se
utilizan como beta-cianoetildiisopropilfosforamiditas protegidas con bases.

Se escindieron los oligonucleétidos del soporte y se desprotegieron con NHsOH concentrado a temperatura elevada
(55-60°C) durante 12-16 horas y entonces se secd el producto liberado a vacio. Entonces se resuspendid el
producto secado en agua estéril para proporcionar una placa madre a partir de la cual se diluyen entonces todas las
muestras de placa de prueba y analiticas utilizando pipetas robdticas.

Ejemplo 8

Analisis de oligonucledtidos — Formato de placa de 96 pocillos

Se evalud la concentracion de oligonucleétido en cada pocillo mediante dilucién de muestras y espectroscopia de
absorcion UV. Se evalu6 la integridad de la longitud completa de los productos individuales mediante electroforesis
capilar (EC) en o bien el formato de 96 pocillos (Beckman P/ACE (marca comercial) MDQ) o bien, para muestras
preparadas individualmente, en un aparato de EC comercial (por ejemplo, Beckman P/ACE (marca comercial) 5000,
ABI 270). Se confirmé la composicion de la estructura principal y las bases mediante andlisis de masas de los
compuestos utilizando espectroscopia de masas por electrospray. Se diluyeron todas las placas de prueba del
ensayo a partir de la placa madre usando pipetas robéticas de un Unico canal y de mdultiples canales. Se determiné
que las placas eran aceptables si al menos el 85% de los compuestos en la placa eran de longitud completa al
menos al 85%.

Ejemplo 9

Cultivo celular y tratamiento de oligonucledtidos

Puede someterse a prueba el efecto de los compuestos antisentido sobre la expresion de acido nucleico diana en
cualquiera de una variedad de tipos celulares siempre que el acido nucleico diana esté presente a niveles medibles.
Esto puede determinarse de manera rutinaria usando, por ejemplo analisis de transferencia de tipo Northern o PCR.
Se proporcionan los siguientes tipos celulares para fines ilustrativos, aunque pueden usarse de manera rutinaria
otros tipos celulares, siempre que la diana se exprese en el tipo celular elegido. Esto puede determinarse faciimente
mediante métodos de rutina en la técnica, por ejemplo, analisis de transferencia de tipo Northern, ensayos de
proteccion de ribonucleasa o RT-PCR.

Células T-24:
Se obtuvo la linea celular de carcinoma de células transicionales de vejiga humano T-24 de la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo (ATCC) (Manassas, VA). Se cultivaron de manera rutinaria células T-24 en medio basal 5A de

McCoy completo (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) complementado con suero de ternero fetal al 10% p/v
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), penicilina 100 unidades por ml y estreptomicina 100 microgramos por ml
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(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Se realizaron pases de las células de manera rutinaria mediante
tripsinizacion y dilucion cuando alcanzaron el 90% de confluencia. Se sembraron las células en placas de 96 pocillos
(Falcon-Primaria n.2 353872) a una densidad de 7000 células/pocillo para su uso en analisis de RT-PCR.

Para la transferencia de tipo Northern u otro analisis, pueden sembrarse las células sobre placas de 100 mm u otras
placas de cultivo de tejido y convencionales tratarse de manera similar, usando volimenes apropiados de medio y
oligonucledtido.

Células A549:

Se obtuvo la linea celular de carcinoma de pulmoéon humano A549 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC) (Manassas, VA). Se cultivaron de manera rutinaria células A549 en medio basal DMEM (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA) complementado con suero de ternero fetal al 10% (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA), penicilina 100 unidades por ml y estreptomicina 100 microgramos por ml (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA). Se realizaron pases de las células de manera rutinaria mediante tripsinizacién y dilucion cuando alcanzaron el
90% de confluencia.

Células NHDF:

Se obtuvieron fibroblastos dérmicos neonatales humanos (NHDF) de Clonetics Corporation (Walkersville, MD). Se
mantuvieron los NHDF de manera rutinaria en medio de crecimiento de fibroblastos (Clonetics Corporation,
Walkersville, MD) complementado tal como recomienda el proveedor. Se mantuvieron las células durante hasta 10
pases tal como recomienda el proveedor.

Células HEK:

Se obtuvieron queratinocitos embrionarios humanos (HEK) de Clonetics Corporation (Walkersville, MD). Se
mantuvieron los HEK de manera rutinaria en medio de crecimiento de queratinocitos (Clonetics Corporation,
Walkersville, MD) formulado tal como recomienda el proveedor. Se mantuvieron las células de manera rutinaria
durante hasta 10 pases tal como recomienda el proveedor.

Tratamiento con compuestos antisentido:

Cuando las células alcanzaron el 65-75% de confluencia, se trataron con oligonucleétido. Para células hechas crecer
en placas de 96 pocillos, se lavaron los pocillos una vez con 100 pl de medio reducido en suero OPTI-MEM (marca
comercial)-1 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) y entonces se trataron con 130 ul de OPTI-MEM (marca
comercial)-1 que contenia 3,75 ug/ml de LIPOFECTIN (marca comercial) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) y la
concentracién deseada de oligonucleétido. Se tratan las células y se obtienen los datos por triplicado. Tras 4-7 horas
de tratamiento a 37°C, se reemplazé el medio por medio nuevo. Se recogieron las células 16-24 horas tras el
tratamiento con oligonucleoétido.

La concentracién de oligonucleétido usada varia de linea celular a linea celular. Para determinar la concentracién de
oligonucleotido éptima para una linea celular particular, se tratan las células con un oligonucleétido control positivo a
una gama de concentraciones.

Para células humanas, el oligonucleétido control positivo se selecciona de o bien ISIS 13920
(TCCGTCATCGCTCCTCAGGG, SEQ ID NO: 79) que se dirige a H-ras humano, o bien ISIS 18078,
(GTGCGCGCGAGCCCGAAATC, SEQ ID NO: 80) que se dirige a Jun-N-terminal cinasa-2 humano (JNK2). Ambos
controles son gapmeros de 2’-O-metoxietilo (2'-O-metoxietilos mostrados en negrita) con una estructura principal de
fosforotioato. Para células de raton o rata, el oligonucledtido control positivo es ISIS 15770,
ATGCATTCTGCCCCCAAGGA, SEQ ID NO: 81, un gapmero de 2’-O-metoxietilo (2’-O-metoxietilos mostrados en
negrita) con una estructura principal de fosforotioato que se dirige a c-raf tanto de ratén como de rata. La
concentracién de oligonucledtido control positivo que da como resultado el 80% de inhibicion del ARNm de c-H-ras
(para ISIS 13920), JNK2 (para ISIS 18078) o c-raf (para ISIS 15770) se utiliza entonces como concentracién de
seleccién para nuevos oligonucleétidos en experimentos posteriores para esa linea celular. Si no se logra el 80% de
inhibicion, la concentracién mas baja de oligonucleétido control positivo que da como resultado el 60% de inhibicion
del ARNm de c-H-ras, JNK2 o c-raf ARNm se utiliza entonces como concentracién de seleccién de oligonucleétidos
en experimentos posteriores para esa linea celular. Si no se logra el 60% de inhibicién, se considera que esa linea
celular particular no es adecuada para experimentos de transfeccion de oligonucleétidos. Las concentraciones de
oligonucleotidos antisentido usadas en el presente documento son de desde 50 nM hasta 300 nM.

Ejemplo 10

Anaélisis de la inhibicion por oligonucledtidos de la expresion génica de IGF-1R

Puede someterse a ensayo la modulacién antisentido de la expresion génica de IGF-1R de una variedad de modos
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conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden cuantificarse los niveles de ARNm de IGF-IR mediante, por ejemplo,
andlisis de transferencia de tipo Northern, reaccion en cadena de la polimerasa competitiva (PCR) o PCR en tiempo
real (RT-PCR). Se prefiere actualmente la PCR cuantitativa en tiempo real. El andlisis del ARN puede realizarse
sobre ARN celular total o ARN poli(A)+. El método preferido de analisis de ARN de la presente invencion es el uso
de ARN celular total tal como se describe en otros ejemplos en el presente documento. Se conocen bien en la
técnica métodos de aislamiento de ARN. El analisis de transferencia de tipo Northern también es de rutina en la
técnica. La (PCR) cuantitativa en tiempo real puede lograrse convenientemente usando el sistema de deteccion de
secuencias ABI PRISM (marca comercial) 7600, 7700 6 7900 disponible comercialmente, disponible de PE-Applied
Biosystems, Foster City, CA y usado segun las instrucciones del fabricante.

Pueden cuantificarse los niveles de proteina de IGF-IR de una variedad de modos bien conocidos en la técnica, tales
como immunoprecipitacién, analisis de inmunotransferencia de tipo Western (inmunotransferencia), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Pueden
identificarse anticuerpos dirigidos contra IGF-IR y obtenerse de una variedad de fuentes, tales como el catélogo de
de anticuerpos de MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden prepararse mediante métodos de
generacioén de anticuerpos monoclonales o policlonales convencionales bien conocidos en la técnica.

Ejemplo 11

Diserio de ensayos fenotipicos y estudios in vivo para el uso de inhibidores de la expresion génica de IGF-1R
Ensayos fenotipicos

Una vez que se han identificado inhibidores de la expresion génica de IGF-IR mediante los métodos dados a
conocer en el presente documento, se investigan los compuestos adicionalmente en uno 0 méas ensayos fenotipicos,
teniendo cada uno criterios de valoracion medibles predictivos de la eficacia en el tratamiento de una afeccion o
estado patoldgico particular.

Los expertos en la técnica conocen bien ensayos fenotipicos, kits y reactivos para su uso y se usan en el presente
documento para investigar el papel y/o la asociacion de IGF-IR en salud y enfermedad. Los ensayos fenotipicos
representativos, que pueden adquirirse de uno cualquiera de varios proveedores comerciales, incluyen aquéllos para
determinar la viabilidad celular, citotoxicidad, proliferacion o supervivencia celular (Molecular Probes, Eugene, OR;
PerkinElmer, Boston, MA), ensayos basados en proteinas incluyendo ensayos enzimaticos (Panvera, LLC, Madison,
WI; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ; Oncogene Research Products, San Diego, CA), regulacién celular,
transduccion de senales, inflamacion, procesos oxidativos y apoptosis (Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI),
acumulacion de triglicéridos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), ensayos de angiogénesis, ensayos de formacién de
tubos, ensayos de citocinas y hormonas y ensayos metabdlicos (Chemicon International Inc., Temecula, CA;
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

En un ejemplo no limitativo, se tratan células que se determina que son apropiadas para un ensayo fenotipico
particular (es decir, células MCF-7 seleccionadas de estudios de cancer de mama; adipocitos para estudios de
obesidad) con inhibidores de la expresion génica de IGF-IR identificados a partir de estudios in vitro asi como
compuestos de control a concentraciones Optimas que se determinan mediante los métodos descritos anteriormente.
Al final del periodo de tratamiento, se analizan las células tratadas y no tratadas mediante uno o mas métodos
especificos para el ensayo para determinar los criterios de valoracion y desenlaces fenotipicos.

Los criterios de valoracion fenotipicos incluyen cambios en la morfologia celular a lo largo del tiempo o la dosis de
tratamiento asi como cambios en los niveles de componentes celulares tales como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, hormonas, sacéaridos o metales. Mediciones del estado celular que incluyen pH, estadio del ciclo celular,
ingesta o excrecion de indicadores bioldgicos por la célula, son también criterios de valoracién de interés.

También se usa el andlisis del genotipo de la célula (medicién de la expresién de uno o mas de los genes de la
célula) tras el tratamiento como indicador de la eficacia o potencia de los inhibidores de la expresion génica de IGF-
IR. Se miden genes distintivos, o los genes que se sospecha que estan asociados con un estado patologico,
afeccion o fenotipo especifico, tanto en células tratadas como no tratadas.

Estudios in vivo

Los sujetos individuales de los estudios in vivo descritos el presente documento son animales vertebrados de sangre
caliente, que incluyen a seres humanos.

El ensayo clinico se somete a rigurosos controles para garantizar que los individuos no se ponen en riesgo
innecesariamente y que se les informa completamente sobre su papel en el estudio. Para explicar los efectos
psicolégicos de los tratamientos que se reciben, se les administra a los voluntarios aleatoriamente placebo o
inhibidor de la expresién génica de IGF-IR. Ademads, para evitar que los médicos tengan un sesgo en los
tratamientos, no se les informa de si la medicacion que estan administrando es un inhibidor de la expresion génica
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de IGF-IR o un placebo. Usando este enfoque de aleatorizacién, cada voluntario tiene la misma posibilidad de que
se le administre o bien el nuevo tratamiento o bien el placebo.

Los voluntarios reciben o bien el inhibidor de la expresién génica de IGF-IR o bien placebo durante un periodo de
ocho semanas midiéndose parametros biolégicos asociados con la afeccion o el estado patolégico que esta
midiéndose al comienzo (mediciones iniciales antes de cualquier tratamiento), al final (tras el tratamiento final) y a
intervalos regulares durante el periodo de estudio. Tales mediciones incluyen los niveles de moléculas de acido
nucleico que codifican para IGF-IR o los niveles de proteina de IGF-IR en fluidos corporales, tejidos u 6rganos en
comparacién con los niveles antes del tratamiento. Otras mediciones incluyen, pero no se limitan a, indices de la
afeccion o el estado patolégico que esta tratdndose, el peso corporal, la tension arterial, los titulos séricos de
indicadores farmacolégicos de enfermedad o toxicidad asi como mediciones de ADME (absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion).

La informacion registrada para cada paciente incluye la edad (afos), el género, la altura (cm), la historia familiar de
afeccion o estado patolégico (si/no), clasificacion de motivacién (algo/moderada/grande) y el nimero y tipo de
regimenes de tratamiento previos para la afeccion o enfermedad indicada.

Los voluntarios que toman parte en este estudio son adultos sanos (edad de 18 a 65 afos) y aproximadamente un
namero igual de sujetos masculinos y femeninos participan en el estudio. Los voluntarios con determinadas
caracteristicas se distribuyen por igual para el tratamiento con placebo e inhibidor de la expresién génica de IGF-IR.
En general, los voluntarios tratados con placebo tienen poca o ninguna respuesta al tratamiento, mientras que los
voluntarios tratados con el inhibidor de la expresién génica de IGF-IR muestran tendencias positivas en su indice de
afeccion o estado patolégico al final del estudio.

Ejemplo 12
Aislamiento de ARN

Aislamiento de ARNm poli(A)+

Se aisl6 ARNm poli(A)+ segun Miura et al. (Clin. Chem. 42: 1758-1764, 1996). Otros métodos para el aislamiento de
ARNm poli(A)+ son de rutina en la técnica. En resumen, para células hechas crecer en placas de 96 pocillos, se
elimin6 el medio de crecimiento de las células y se lavo cada pocillo con 200 ul de PBS frio. Se afiadieron 60 pl de
tampo6n de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 0,5 M, NP-40 al 0,5%, complejo de vanadil-
ribonucledsido 20 mM) a cada pocillo, se agité la placa suavemente y entonces se incubd a temperatura ambiente
durante cinco minutos. Se transfirieron 55 ul de lisado a placas de 96 pocillos recubiertas con Oligo d(T) (AGCT Inc.,
Irvine CA). Se incubaron las placas durante 60 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con 200 ul de
tampo6n de lavado (Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 0,3 M). Tras el lavado final, se secaron las placas
sobre servilletas de papel para eliminar el tampén de lavado en exceso y entonces se secaron al aire durante
5 minutos. Se afnadieron a cada pocillo 60 pl de tampén de elucién (Tris-HCI 5 mM pH 7,6), precalentado hasta
70°C, se incubd la placa sobre una placa caliente a 90°C durante 5 minutos y entonces se transfiri6 el eluato a una
placa de 96 pocillos nueva.

Las células hechas crecer en placas de 100 mm u otras placas convencionales pueden tratarse de manera similar,
usando volumenes apropiados de todas las disoluciones.

Aislamiento de ARN total

Se aislé el ARN total usando un kit RNEASY 96 (marca comercial) y tampones adquiridos de Qiagen Inc. (Valencia,
CA) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante. En resumen, para células hechas crecer en
placas de 96 pocillos, se eliminé el medio de crecimiento de las células y se lavd cada pocillo con 200 pl de PBS frio.
Se afadieron a cada pocillo 150 pl de tampon RLT y se agité la placa vigorosamente durante 20 segundos.
Entonces se afadieron a cada pocillo 150 pl de etanol al 70% y se mezcl6 el contenido pipeteando tres veces arriba
y abajo. Se transfirieron entonces las muestras a la placa de pocillos RNEASY 96 (marca comercial) conectada a un
colector QIAVAC (marca comercial) equipado con una bandeja de recogida de desechos y conectado a una fuente
de vacio. Se aplicé vacio durante 1 minuto. Se afadieron 500 pul de tamp6n RW1 a cada pocillo de la placa RNEASY
96 (marca comercial) y se incubd durante 15 minutos y se aplicé de nuevo el vacio durante 1 minuto. Se afiadieron
500 ul adicionales de tampdn RW1 a cada pocillo de la placa RNEASY 96™ y se aplicé el vacio durante 2 minutos.
Se afadié entonces 1 ml de tampén RPE a cada pocillo de la placa RNEASY 96 (marca comercial) y se aplicé el
vacio durante un periodo de 90 segundos. Se repiti6 entonces el lavado con tampon RPE y se aplicé el vacio
durante 3 minutos adicionales. Se retir6 entonces la placa del colector QIAVAC (marca comercial) y se sec6 sobre
servilletas de papel. Entonces volvié a conectarse la placa al colector QIAVAC (marca comercial) equipado con una
gradilla de tubos de recogida que contenia tubos de recogida de 1,2 ml. Se eluyé entonces el ARN pipeteando
140 pl de agua libre de ARNasa a cada pocillo, incubando 1 minuto y aplicando entonces el vacio durante 3 minutos.
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Las etapas de elucién y pipeteo repetitivas pueden automatizarse usando un instrumento Bio-Robot 9604 de
QIAGEN (Qiagen, Inc., Valencia CA). Esencialmente, tras la lisis de las células en la placa de cultivo, se transfiere la
placa a la plataforma del robot donde se llevan a cabo las etapas de pipeteo, tratamiento con ADNasa y elucion.

Ejemplo 13

Anadlisis de PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm de IGF-1R

Se logré la cuantificacion de los niveles ARNm de IGF-1R mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el
sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM (marca comercial) 7600, 7700 6 7900 (PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA) segun las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de deteccion de fluorescencia de tubo
cerrado, no basado en gel que permite la cuantificacién de alto rendimiento de productos de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) en tiempo real. En contraposicién a la PCR convencional en la que los productos de
amplificacion se cuantifican tras completarse la PCR, los productos en la PCR cuantitativa en tiempo real se
cuantifican a medida que se acumulan. Esto se logra incluyendo en la reaccion PCR una sonda de oligonucleétido
que se aparea especificamente entre los cebadores de PCR directo e inverso, y contiene dos colorantes
fluorescentes. Se une un colorante indicador (por ejemplo, FAM o JOE, obtenido de o bien PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA, Operon Technologies Inc., Alameda, CA o bien Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, 1A) al
extremo 5 de la sonda y se une un colorante extintor (por ejemplo, TAMRA, obtenido de o bien PE-Applied
Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies Inc., Alameda, CA o bien Integrated DNA Technologies Inc.,
Coralville, 1A) al extremo 3’ de la sonda. Cuando la sonda y los colorantes estan intactos, la emision del colorante
indicador se extingue por la proximidad del colorante extintor en 3’. Durante la amplificacion, el apareamiento de la
sonda a la secuencia diana crea un sustrato que puede escindirse mediante la actividad exonucleasa 5’ de Taq
polimerasa. Durante la fase de extensién del ciclo de amplificacion por PCR, la escision de la sonda mediante la Taq
polimerasa libera el colorante indicador del resto de la sonda (y por tanto del resto extintor) y se genera una sefal
fluorescente especifica de secuencia. Con cada ciclo, se escinden moléculas de colorante indicador adicionales de
sus respectivas sondas, y se monitoriza la intensidad de fluorescencia a intervalos regulares mediante la éptica de
laser incorporada en el sistema de deteccién de secuencias ABI PRISM (marca comercial). En cada ensayo, una
serie de reacciones en paralelo que contienen diluciones en serie de ARNm de muestras control no tratadas genera
una curva patréon que se usa para cuantificar el porcentaje de inhibicién tras el tratamiento con oligonucleétidos
antisentido de muestras de prueba.

Antes del andlisis de PCR cuantitativa, se evalian conjuntos de cebador-sonda especificos para el gen diana que
esta midiéndose para evaluar su capacidad para “multiplexarse” con una reaccion de amplificacion de GAPDH. En la
multiplexacién, tanto el gen diana como el gen patrén interno GAPDH se amplifican simultdneamente en una Unica
muestra. En este analisis, de diluye en serie ARNm aislado de células no tratadas. Cada dilucién se amplifica en
presencia de conjuntos de cebador-sonda especificos para GAPDH so6lo, gen diana sélo (“uniplexacién”) o ambos
(multiplexacién). Tras la amplificacion por PCR, se generan curvas patron de ARNm de la diana y GAPDH como
funcién de la dilucién a partir de las muestras tanto uniplexadas como multiplexadas. Si tanto la pendiente como el
coeficiente de correlacion de las sefiales de la diana y GAPDH generadas a partir de las muestras multiplexadas se
encuentran dentro del 10% de sus valores correspondientes generados a partir de las muestras uniplexadas, el
conjunto de cebador-sonda especifico para esa diana se considera multiplexable. También se conocen en la técnica
otros métodos de PCR.

Se obtuvieron reactivos de PCR de Invitrogen Corporation, (Carlsbad, CA). Se llevaron a cabo las reacciones de RT-
PCR anadiendo 20 pl de coctel de PCR (tampén de PCR 2,5x menos MgCl,, MgCl» 6,6 mM, 375 uM de cada uno de
dATP, dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM de cada uno de cebador directo y cebador inverso, 125 nM de sonda, 4
unidades de inhibidor de ARNasa, 1,25 unidades de Taq PLATINUM (marca comercial registrada), 5 unidades de
transcriptasa inversa de MuLV y colorante ROX 2,5x) a placas de 96 pocillos que contenian 30 pl de disolucion de
ARN total (20-200 ng). Se llevé a cabo la reaccién de RT mediante incubacion durante 30 minutos a 48°C. Tras una
incubacién de 10 minutos a 95°C para activar la Taq PLATINUM (marca comercial registrada), se llevaron a cabo 40
ciclos de un protocolo de PCR de dos etapas: 95°C durante 15 segundos (desnaturalizacion) seguido por 60°C
durante 1,5 minutos (apareamiento/extension).

Se normalizan las cantidades de diana génica obtenidas mediante RT-PCR en tiempo real usando o bien el nivel de
expresion de GAPDH, un gen cuya expresion es constante, o bien cuantificando el ARN total usando RiboGreen
(marca comercial) (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Se cuantifica la expresion de GAPDH mediante RT-PCR en
tiempo real, ejecutandose simultaneamente con la diana, multiplexando o por separado. Se cuantifica el ARN total
usando el reactivo de cuantificacion de ARN RiboGreen (marca comercial) (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Se
ensefian métodos de cuantificacion de ARN mediante RiboGreen (marca comercial) en Jones et al. (Analytical
Biochemistry 265: 368-374, 1998).

En este ensayo, se pipetean 170 ul de reactivo de trabajo RiboGreen (marca comercial) (reactivo RiboGreen (marca
comercial) diluido 1:350 en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) en una placa de 96 pocillos que contiene 30 pl de
ARN celular, purificado. Se lee la placa en un instrumento CytoFluor 4000 (PE Applied Biosystems) con excitacién a
485 nm y emision a 530 nm.
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Se disefnaron sondas y cebadores para IGF-IR humano para que se hibridasen con la secuencia de nucleétidos de
IGF-IR, usando informacién de secuencia publicada (nUmero de registro de GenBank NM000875 (figuras 2A y 2B),
incorporada en el presente documento como SEQ ID NO: 76 o M69229 (SEQ ID NO: 77) que es la region no
traducida en 5’ de la secuencia génica de IGF-IR). Para IGF-IR humano, los cebadores de PCR eran:

cebador directo: CCCTTTCTTTGCAGTTTTCCC (SEQ ID NO: 82 - ISIS 161212);
cebador inverso: CGTCGTCGGCCTCCATT (SEQ ID NO: 83 - 161214); y
la sonda de PCR era: FAM-CCTTCCTGCCTCTCCGGGTTTGA-TAMRA (SEQ ID NO: 84 - ISIS 161215)

en la que FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante extintor. Para GAPDH humano, los cebadores
de PCR eran:

cebador directo: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC (SEQ ID NO: 94)
cebador inverso: GAAGATGGTGATGGGATTTC (SEQ ID NO: 95) y

la sonda de PCR era: 5 JOE-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA 3 (SEQ ID NO: 95 en la que JOE es el
colorante indicador fluorescente y TAMRA es el colorante extintor).

Ejemplo 14

Anadlisis de transferencia de tipo Northern de los niveles de ARNm de IGF-1R

Dieciocho horas tras el tratamiento antisentido, se lavaron las monocapas celulares con PBS frio y se lisaron en 1 ml
de RNAZOL (marca comercial) (TEL-TEST “B” Inc., Friendswood, TX). Se prepar6 ARN total siguiendo los
protocolos recomendados por el fabricante. Se fraccionaron veinte microgramos de ARN total mediante
electroforesis a través de geles de agarosa al 1,2% p/v que contenian formaldehido al 1,1% v/v usando un sistema
de tampon MOPS (AMRESCO, Inc. Solon, OH). Se transfiri6 el ARN del gel a membranas de nailon HYBOND
(marca comercial)-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) mediante transferencia capilar durante la
noche usando un sistema de tampdn de transferencia de tipo Northern/Southern (TEL-TEST “B” Inc., Friendswood,
TX). Se confirm6 la transferencia del ARN mediante visualizacién por UV. Se fijaron las membranas mediante
reticulacion con UV usando un reticulador UV STRATALINKER (marca comercial) 2400 (Stratagene, Inc, La Jolla,
CA) y luego se estudiaron con sonda usando disolucién de hibridacion QUICKHYB (marca comercial) (Stratagene,
La Jolla, CA) usando las recomendaciones del fabricante para condiciones rigurosas.

Para detectar IGF-IR humano, se prepar6 una sonda especifica de IGF-IR mediante PCR usando el cebador directo
para IGF-IR humano CCCTTTCTTTGCAGTTTTCCC (SEQ ID NO: 82 - ISIS 161212) y el cebador inverso para IGF-
IR humano, secuencia de cebador inverso CGTCGTCGGCCTCCATT (SEQ ID NO: 83 - ISIS 161214). Para
normalizar variaciones en la eficacia de carga y transferencia, se separaron las membranas y se estudiaron con
sonda para detectar ARN de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humano (GAPDH) (Clontech, Palo Alto, CA).

Se visualizaron las membranas hibridadas y se cuantificaron usando un instrumento PHOSPHORIMAGER (marca
comercial) y software IMAGEQUANT (marca comercial) V3.3 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Se
normalizaron los datos con respecto a los niveles de GAPDH en controles no tratados.

Ejemplo 15

Inhibicién antisentido de la expresion de IGF-IR humano

Se disefaron una serie de compuestos antisentido para seleccionar como diana diferentes regiones del ARNm de
IGF-IR humano o la regién no traducida en 5, usando secuencias publicadas expuestas en los n.”® de registro
NMO000875 (SEQ ID NO: 77) y M69229 (SEQ ID NO: 76). Los compuestos se muestran en la tabla 1. “Sitio diana”
indica el primer nimero de nucleétido (el mas préximo al extremo 5’) en la secuencia diana particular a la que se une
el compuesto. Todos los compuestos en la tabla 1 son ASO de o bien la regidén no traducida en 5’ o bien la region
codificante del IGF-IR. Se analizaron los compuestos para determinar su efecto sobre los niveles de ARNm de IGF-
IR humano mediante PCR en tiempo real cuantitativa tal como se describié en otros ejemplos en el presente
documento (véanse la figura 3 y la tabla 1). Los datos son promedios de tres experimentos. El control positivo para
cada punto de datos se identifica en la tabla 1 mediante el nimero de ID de secuencia. Si esta presente, “S.D.”
indica “sin datos”.

Tal como se muestra en la tabla 1, algunos compuestos de partida demostraron al menos algo de inhibicién de la

expresion de IGF-IR en este ensayo y por tanto se prefieren. Los ejemplos de ASO preferidos incluyen ISIS de ASO
175308, 175302, 175314, 175307, 175317, 175323, 323744, 323747, 323767, 323762 y 323737. Las regiones diana
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a las que estas secuencias preferidas son complementarias se denominan en el presente documento “segmentos
diana preferidos” y por tanto se prefieren para la seleccién como diana por compuestos dados a conocer en el
presente documento. SEQ ID n.°® 137 hasta 171 representan segmentos diana preferidos identificados en IGF-1R. El
“sitio diana” en la tabla 1 indica el primer numero de nucleétido (el mas préximo al extremo 5’) en el acido nucleico
diana particular al que se une el oligonucleétido.

Puesto que se ha hallado mediante experimentacion que estos “segmentos diana preferidos” estan abiertos a, y
estan accesibles para la hibridacion con los compuestos antisentido dados a conocer en el presente documento, un
experto en la técnica reconocera o podra determinar, usando nada mas que experimentacion de rutina, realizaciones
adicionales que abarcan otros compuestos que se hibridan especificamente con estos segmentos diana preferidos y
en consecuencia inhiben la expresion de IGF-IR.

Segun la presente descripcion, los compuestos antisentido incluyen compuestos oligoméricos antisentido, ASO,
ribozimas, oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), secuencias de corte y empalme alternativo,
cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos cortos que se hibridan a al menos una parte del acido nucleico
diana.

El fin de este ejemplo es investigar la localizacién epidérmica de ASO con quimica de dU,dC-fosforotioato de C5-
propinilo (C5-propino) o gapmero de 2’-O-(2-metoxi)etilo (gapmero de 2° MOE) de fosforotioato completo tras la
aplicacion tépica a piel psoriasica. Se realizaron estudios en explantes de piel psoriasica ex vivo tal como se muestra
en la figura 1, con microscopia confocal, fluorescencia directa e inmunohistoquimica usados para detectar la
localizacién de ASO. En estudios previos, se ha mostrado que un ASO de C5-propino conjugado con FITC alcanza
la capa basal de la epidermis tras la aplicacién topica a piel psoriasica (White et al, Journal of Investigative
Dermatology 118: 1003-1007, 2002). En este ejemplo, se encontrd que tanto gapmero de 2° MOE como ASO de C5-
propino penetraban en la epidermis de biopsias de piel psoridsica cuando se formulaban en o bien crema o bien
metilcelulosa al 5% p/v. Parecia acumularse ASO de ambas quimicas en las capas basales de la epidermis tal como
se evalu6 mediante tanto microscopia de fluorescencia directa como deteccién inmunochistoquimica de ASO. La
localizacién de FITC-ASO no era obviamente diferente de la de ASO sin FITC.

Aplicacion tépica de ASO

Se ha mostrado que ASO de C5-propino se acumula en queratinocitos basales de piel psoriasica humana (pero no
normal) tras la aplicacion tépica (White et al., 2002, citado anteriormente), presumiblemente debido a la funcién de
barrera comprometida del estrato cérneo en la psoriasis. Ademas, se mostr6 que se acumulaba un ASO de
fosforotioato en los queratinocitos basales de piel humana normal cuando se formulaba en una crema (Mehta et al.,
J. Invest. Dermatol. 115: 805-812, 2000). Un ASO hibrido de fosforotioato-fosfodiéster en agua destilada no pudo
acumularse en queratinocitos basales tras la aplicacién tépica a piel humana a pesar de que parecia cruzar el
estrato cérneo y acumularse en el citoplasma de queratinocitos en las capas superiores de la epidermis (Wingens et
al., Lab Invest. 79: 1415-1424, 1999).

El presente ejemplo investigd la localizacion de ASO de gapmero de 2° MOE en piel psoridsica humana tras la
aplicacion tépica.

Oligonucledtidos
Los oligonucleétidos empleados se enumeran en la tabla 4.

Tabla 4: Lista de los cuatro oligonucleétidos usados en estudios de aplicacién topica. Las secciones subrayadas
llevan quimica de 2° MOE

Quimica Identificacion |Secuencia Detectado por Ac 2E1
C5 propino | R451 UAACACGACGCGAAU-FITC [SEQ ID NO: 53] Desconocido

2’MOE ASO 251741 FITC-TCCGTCATCGCTCCTCAGGG [SEQ ID NO: 54] Si

2' MOE ASO 13920 TCCGTCATCGCTCCTCAGGG [SEQ ID NO: 55] Si

2' MOE ASO 147979 |FITC-TCCCGCCTGTGACATGCATT [SEQ ID NO: 56] No

Recogida de biopsias de piel humana

Se recogieron biopsias de piel psoridsica de voluntarios. Se recogieron hasta 3 biopsias con sacabocados de 8 mm,
de grosor completo de cada voluntario por un dermatélogo. La zona de la que se toma la biopsia no se limpi6 ni se
desinfecté antes de la recogida de las biopsias. Se colocaron inmediatamente las biopsias sobre una gasa
(humedecida con PBS) y se almacenaron sobre hielo hasta que se usaron (~2 h).

En el momento de la recogida, se puntud la gravedad de la psoriasis en las biopsias usando el componente PRS
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(escala de clasificacion de parametros, “parameter rating scale”) de la puntuacion PASI (indice de gravedad del area
de psoriasis, “psoriasis area severity index”) (Fredriksson et al., Dermatologica 157: 238-244, 1978). En resumen, se
puntuaron cada uno de eritema (enrojecimiento), induracion (hinchazén) y descamacion (exfoliacién) de desde 0
(ausente) hasta 4 (grave) para proporcionar una puntuaciéon de PRS de 0 a 12.

Microscopia confocal en vivo

24 h tras la aplicacion de FITC-ASO, se retiraron las biopsias de las placas de cultivo y se colocaron en
cubreobjetos, con el estrato cérneo hacia abajo, y se coloc6 una gota de PBS sobre la dermis expuesta para
mantenerla humeda. Se realiz6 entonces microscopia confocal en vivo tal como se describié previamente (White et
al., J. Invest. Dermatol. 112: 887-892, 1999; White et al., 2002, citado anteriormente). En resumen, se evalué la
aplicacién topica de FITC-ASO con excitacién a 488 nm (laser de ion argdn) y deteccion a 515 nm. El instrumento
usado era un microscopio invertido IX70 (Olympus Australia, Melbourne, Australia) conectado a un sistema confocal
Optiscan f900e (Optiscan Pty, Melbourne, Australia).

La microscopia confocal da como resultado secciones frontales con respecto a la superficie de la piel y para cada
biopsia se tomaron una serie de imagenes a profundidad creciente dentro de la epidermis. El trabajo previo indica
que puede detectarse fluorescencia hasta 100 um bajo la superficie usando este método.

Con el fin de determinar la ubicacion epidérmida de queratinocitos que contienen FITC-ASO, se usaron los criterios
de White et al., (1999, citado anteriormente) como guia. Estos criterios eran:

» morfologia celular

« presencia y tamario de nucleos:

» corneocitos anucleares

» nucleos en queratinocitos del estrato granuloso >15 um

» nucleos de queratinocitos basales <10 um

« profundidad de células (queratinocitos basales al menos 50 um por debajo de la superficie).
Procesamiento de muestras de tejido

Tras la microscopia confocal, se fijaron todas las biopsias durante 24 h en paraformaldehido al 4% (4°C) seguido por
48 h en sacarosa 0,5 M (4°C). Se sumergieron entonces las biopsias en etanol graduado (al 70%, 80%, 90% y 2 x
100% cada uno durante 90 min.) seguido por 2 x 90 min. en limoneno y 2 x 90 min en cera de parafina (65°C)
usando un procesador de tejido (Shandon Citadel 1000, Shandon Inc, Pittsburgh, EE.UU.). Tras el procesamiento,
se incrustaron las biopsias en parafina (Shandon Histocentre 2, Shandon Inc) y se almacenaron a temperatura
ambiente hasta que se requirio.

Se cortaron secciones de 5 um de grosor transversales a la epidermis (micrétomo Leica RM2035, Leica Instruments,
Wetzlar, Alemania), se transfirieron a portaobjetos de vidrio recubiertos con silano y se secaron a 37°C durante la
noche. Se almacenaron las secciones en un recipiente sellado a temperatura ambiente hasta que se procesaron
para la evaluacion histologica de la psoriasis, fluorescencia directa o inmunohistoquimica.

Evaluacion histoldgica de la psoriasis

Se desceraron secciones (5 um) de cada biopsia de piel psoriasica mediante inmersién en limoneno durante 2 x 5
min. seguido por lavados de 5 min. consecutivos en etanol graduado (al 100%, 90%, 80%, 70% y 50%) y 5 min. en
agua. Se tifieron entonces las secciones con hematoxilina de Harris (tifie los nudcleos celulares de color azul) y
eosina (tifie el citoplasma y otras estructuras tisulares de color rosa) antes de lavarse en etanol (2 x 15 s) y limoneno
(2 x 15 s). Se cubrieron con el cubreobjetos entonces las secciones con medio de montaje DPX (BDH Laboratory
Supplies, Poole, Inglaterra).

Deteccién de ASO mediante fluorescencia directa

Se desceraron secciones y se lavaron tal como se describié anteriormente antes de cubrirse con el cubreobjeetos
con medio de montaje MOWIOL (Biosciences inc, La Jolla, EE.UU.) que contenia reactivo anti-desvanecimiento
DABCO al 2,5% (Sigma, St Louis, EE.UU.). Se ajustd el brillo de la imagen para corregir la autofluorescencia. Se
definio la autofluorescencia como la fluorescencia producida a partir de muestra tratada con vehiculo (crema o
metilcelulosa al 5% p/v).
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Deteccion de ASO mediante inmunohistoquimica (2E1 Ab)

Se desceraron secciones tal como se describié anteriormente y se detectaron ASO usando el anticuerpo 2E1-B5
purificado por afinidad (Berkeley Antibody Company, Berkeley, EE.UU.) suministrado por Isis Pharmaceuticals. El
anticuerpo 2E1-B5 es una IgG1 de ratén que reconoce motivos de TGC y GC en oligonucleétidos de fosforotioato
(Mehta et al., 2000, citado anteriormente).

Se incubaron las secciones en H2O; al 1% v/v en metanol durante 30 min. para extinguir la actividad peroxidasa
enddgena, se lavaron con PBS y se incubaron durante 10 min. en proteinasa K lista para usar DAKO (marca
comercial registrada) (DAKO corporation, Carpenteria, EE.UU.). Se bloquearon las secciones con BSA al 1% p/v/IgG
de oveja 20 ug/ml en PBS durante 20 min. antes de una incubacion de 45 min. con el anticuerpo primario 2E1
(dilucién 1/4000). Se lavaron de nuevo las secciones con PBS y se detecto el anticuerpo primario usando el kit ABC
de ratén Vectastain (marca comercial registrada) Elite (Vector Laboratories, Burlingame, EE.UU.). El kit ABC de
raton Vectastain (marca comercial registrada) Elite usa un anticuerpo secundario anti-IlgG de ratén biotinilado que se
detecta luego con un complejo de avidina y peroxidasa del rabano biotinilada. Se us6 DAB como sustrato de manera
que la localizacion del anticuerpo se indicaba mediante una coloraciéon marron.

Captura de imagenes

Con la excepcion de imagenes confocales (véase “microscopia confocal en vivo” en esta seccion), se capturaron
todas las imagenes usando una camara digital de color Sony DXC-950P (Sony, Tokyo, Japdn) conectada a un
microscopio Nikon E600 (Nikon Corporation, Tokyo, Japon) y controlada mediante un sistema de obtencién de
imagenes MCID M4 (Imaging Research Inc, St Catharines, Canadd). La excitacion de fluorescencia la proporcion6
una fuente de energia de lampara de mercurio de alta presién Nikon HB-10103AF (Nikon Corporacition) y se
observo a través de un filtro de barrera apropiado.

Evaluacion de biopsias de piel psoriasicas

Se recogi6 piel psoriasica del abdomen, los muslos, la espalda, las nalgas, la espinilla, el codo o las caderas de
voluntarios. Se tomaron hasta tres biopsias de cada individuo y se asignaron las biopsias de cada individuo a grupos
experimentales separados.

La gravedad de la psoriasis, tal como se determina usando la PRS, era de 6,8 £ 1,7 (media = DE, n=42) con un
intervalo de desde 3 hasta 9. La PRS no era significativamente diferente a través de grupos experimentales
(p=0,9609, ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis).

Bajo examen histolégico, todas las biopsias parecian psoridsicas aunque habia una considerable variacion en la
morfologia entre biopsias. Ademas de las variaciones en la gravedad de la psoriasis, la variacion observada puede
deberse a las diferentes ubicaciones corporales de las que se tomaron las biopsias. Era visible una capa de
queratinocitos basales engrosada en todas las biopsias, y en muchas (pero no en todas las biopsias), eran evidentes
crestas interpapilares alargadas y nucleos celulares en el estrato cérneo (paraqueratosis). Se observaron células
que se asemejaban a leucocitos invasores en la dermis de la mayoria de las biopsias.

Ejemplo 16

Aplicacion tépica de ASO

Para confirmar los resultados de White et al., (2002, citado anteriormente), que demostraban la localizacién de ASO
de C5-propino en queratinocitos basales de biopsias de piel psoriésica, y para investigar la distribucién de ASO de 2’
MOE ftras la aplicacion topica en crema o metilcelulosa al 5% p/v, se aplicaron los siguientes ASO conjugados con
FITC a biopsias de piel psoridsica separadas:

» R451 al 0,1% p/p (C5-propino) en metilcelulosa al 5% p/v;

« ISIS 251741 (2 MOE) al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% p/v;

« ISIS 251741(2° MOE) al 0,1% p/p en crema.

La microscopia de fluorescencia directa mostré tanto el ASO de gapmero de 2° MOE como el ASO de C5-propino en
la epidermis de lesiones de piel psoridsica, con fluorescencia claramente presente en nucleos de queratinocitos
basales. También puede observarse fluorescencia en nucleos de células que parecen ser leucocitos invasores
ubicados en la dermis. No habia diferencias aparentes en el patrén de fluorescencia producido por los ASO de C5-
propino y de gapmero de 2° MOE tras la aplicacién tépica.

Ademas, ASO de gapmero de 2° MOE en crema mostraron una distribucion epidérmica comparable a la observada
para ASO de gapmero de 2° MOE formulados en metilcelulosa al 5% p/v, sin diferencias aparentes en la localizacién
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epidérmica de la fluorescencia.

Se confirmaron estos resultados mediante microscopia confocal en vivo que también demostr6 la localizacion
nuclear de FITC-AON en células que se ajustan a los criterios para queratinocitos basales; nucleos celulares <10 um
y menos de 50 um por debajo de la superficie). De manera interesante, los ASO parecen estar en los nucleos de
corneocitos paraqueratéticos. Las células parecen intermediar entre queratinocitos del estrato granuloso y
corneocitos, aunque estan presentes en la superficie de la epidermis. En algunos casos, estos queratinocitos
parecen excluir los ASO de sus nicleos. Se observaban claramente caracteristicas consecuentes con la psoriasis
que mostraban o bien queratinocitos del estrato granuloso con nlcleos mucho mas pequefios que lo que se
esperaria en piel normal y/o bien queratinocitos basales mucho méas préximos a la superficie que o que se esperaria
en piel normal.

Ejemplo 17

Deteccion de un ASO al 5%, que contiene una adicion conocida de FITC-ASO al 0,1%, formulado en crema.

Pueden emplearse concentraciones de ASO superiores. Por tanto, es Util determinar si un FITC-ASO contenido
como una adicion conocida al 0,1% en una formulacién de ASO total al 5% puede detectarse mediante microscopia
de fluorescencia directa y/o microscopia confocal. Se aplicé 2° MOE FITC-ASO ISIS 251741 (al 0,1% p/p) con el 2’
MOE ISIS 13920 sin FITC (al 4,9% p/p) en crema a biopsias de piel psoriasica para este fin.

Las imagenes de microscopia confocal y de fluorescencia directa de muestras tratadas con un 2° MOE al 5% que
contenia una adicién conocida de FITC-ASO al 0,1% mostraron fluorescencia en queratinocitos basales. El aumento
de la concentracion de ASO no parecio alterar la localizacién epidérmica de la fluorescencia producida por el FITC-
ASO, con una localizacién similar a la observada tras la aplicacion de FITC-ASO al 0,1% solo.

Ejemplo 18

Evaluacion comparativa de oligonucledtidos antisentido (ASQO)

Se propone que oligonucleétidos antisentido (ASO) que seleccionan como diana ARNm de IGF-IR son nuevos
agentes terapéuticos eficaces para reducir trastornos inflamatorios y/o proliferativos. El fin de este ejemplo es
evaluar comparativamente tres ASO de IGF-IR preferidos con quimica de gapmero de 2° MOE, “5-10-5,” de
fosforotioato completo contra DT1064 (SEQ ID NO: 78), un ASO de dU,dC-fosforotioato de C5-propinilo de 15
meros. Todas las C y las U en DT1064 se someten a propinilacion en C5. Se realizaron estudios en un sistema de
transfeccion de queratinocitos humanos, con los niveles de proteina y de ARNm de IGF-IR la proliferacién celular
como criterios de valoracion. En estudios previos DT1064 inhibié satisfactoriamente la expresion de IGF-IR en este
sistema (Wraight et al., 2000, citado anteriormente; Fogarty et al., Antisense Nucleic Acid Drug Development 12:
369-377, 2002).

Los resultados muestran que los tres ASO de IGF-IR reducian el ARNm de IGF-iR con la misma potencia que
DT1064. También se redujeron los niveles de proteina de IGF-IR y las tasas de proliferacién mediante los ASO.

Estos hallazgos apoyan el uso de la quimica de gapmero de 2° MOE para la inactivacion del ARNm de IGF-IR.
Basandose en su rendimiento en los estudios presentados en este ejemplo, ASO 175317 es un ASO de gapmero de
2’ MOE particularmente util para ensayos terapéuticos.

Gapmeros de 2’ MOE

Los tres gapmeros de 2° MOE, “5-10-5", compuestos de partida de fosforotioato mostraron inhibicion dependiente de
la concentracién del ARNm de IGF-IR en células A549 (células epiteliales de pulmén humanas) tal como se evalla
mediante PCR en tiempo real, figura 3. Se evaluaron los tres compuestos de partida para determinar su actividad en
un sistema de transfeccion de células cutaneas de queratinocitos humanos.

Evaluacién comparativa in vitro de gapmeros de 2° MOE

Los tres ASO de partida se han “evaluado comparativamente” in vitro contra DT1064 con los siguientes criterios de
valoracion:

1. ARNm de IGF-IR total evaluado mediante PCR en tiempo real;
2. Proteina de IGF-IR celular total determinada mediante inmunotransferencia;

3. Tasa de crecimiento de células de queratinocitos HaCaT sometida a ensayo mediante union de colorante negro
de amido.
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Oligonucledtidos
Los oligonucledtidos usados en este estudio se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Lista de los siete oligonucle6tidos usados para pruebas in vitro. Las secuencias de nuclettidos de los ASO
se presentan en la figura 3.

Quimica Identificacion Antisentido/control

L dU,dC-fosforotioato de C5-propynilo DT1064 A

2 DT6416 C (apareamiento erréneo)
— (Abreviatura: C5-propino)

3 R451 C (al azar)
i gapmero de 2’-O-(2-metoxi)etilo, 5,10,5, ISIS 175314 A

5 . ISIS 175317 A
| fosforotioato en todas partes

6 ISIS 175323 A

- (Abreviatura: gapmero de 2’ MOE) SIS 129691 C (al azan)

Cultivo celular

Se usd en este estudio la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados espontaneamente, HaCaT
(Boukamp et al., 1988, citado anteriormente). Se mantuvieron las células como cultivos en monocapa en medio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero de ternero fetal (FCS) al 10% p/v a 37°C en una
atmosfera del 5% v/v de COs.

Transfeccion de queratinocitos con oligonucledtidos antisentido

Se sembraron queratinocitos HaCaT (nimero de pase de 44 a 47) en los pocillos de placas de 96 pocillos (PCR en
tiempo real), 24 pocillos (proliferacion celular) o 12 pocillos (inmunotransferencia o apoptosis). Se trataron células
confluentes al 85-95% con la preparacion de liposomas, Cytofectin GSV (GSV; Glen Research, Sterling Virginia,
EE.UU.) sola, o complejada con oligonucleétidos antisentido o control. También se estudiaron células no tratadas
(control no tratado). Se diluyé cada oligonucleétido antisentido o control en DMEM libre de suero hasta 20X la
concentracién final deseada y se mezclé con un volumen igual de GSV (40 ug/ml). Se dejé que las mezclas de
lipido/oligonucledtido se complejaran a temperatura ambiente durante 10 min., luego se diluyeron diez veces con
DMEM que contenia FCS al 10% p/v. Se transfectaron las células con concentraciones finales de oligonucle6tido
6,25, 25, 100 6 400 nM y GSV 2 ug/ml. Se realizaron las transfecciones en pocillos duplicados, mientras que se
procesaron células no tratadas y tratadas con GSV en cuatro pocillos repetidos.

Niveles de ARNm de IGF-1R

Se extrajo el ARN total usando un kit RNEASY (marca comercial registrada) Mini (Qiagen Inc., Valencia, CA,
EE.UU.) y de 0,5 a 1 ug se transcribieron de manera inversa usando el kit de PCR para ARN GeneAmp (marca
comercial registrada) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante. Se us6
PCR en tiempo real semicuantitativa para determinar la cantidad de ARNm de receptor de IGF-I en la muestra en
relacién con células tratadas con GSV solo. Se usaron reactivos desarrollados previamente para el receptor de IGF-I
humano (Applied Biosystems, n.2 de producto 4319442F) y 18S (n.? de producto 4319413E) que contenian
cebadores y sondas fluorescentes TagMan (marca comercial registrada) en una reaccion PCR mudltiplex para
amplificar simultaneamente ambos productos en cada muestra. Se us6 un detector de secuencias ABI Prism (marca
comercial) 7700 (Applied Biosystems) para el andlisis. Se normalizaron entonces los niveles de ARNm de IGF-1R
con respecto a 18S. Se usaron dos protocolos de transfeccion, se transfectaron las células (1) una vez, 18 h antes
de la extraccion del ARN, o (2) un total de dos veces, a las 24 y 48 h antes de la extraccién del ARN.

Niveles de proteina de IGF-1R

Tras las transfecciones con oligonucleétidos cada 24 h durante tres dias, se lavaron las monocapas celulares con
PBS, luego se lisaron en un tampo6n que contenia HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, MgCl» 1,5 mM, glicerol al
10% v/v, Triton X-100 al 1% v/v, aprotinina 100 ug/ml. Se sometié a ensayo la concentracién de proteina total de los
lisados con el kit de ensayo de proteina BCA (Pierce; Rockford, lllinois, EE.UU.) que usa BSA como patrén de
proteina. Se resolvieron 25 6 30 ug de cada lisado mediante SDS-PAGE (acilamida al 7% p/v), entonces se
transfirieron a membrana Immobilon-P (Millipore, Bedford, Massachusettes). Se bloquearon los sitios de uniéon no
especifica con leche en polvo desnatada al 5% p/v, luego se estudié con sonda el filtro con IgG policlonal de conejo
que reconoce la subunidad (1 de la proteina de IGF-1R (C-20; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
EE.UU.). Se revel6 la sefal especifica de IGF-1R usando el kit de inmunotransferencia de tipo Western ECF
(Amersham, Buckinghamshire, Inglaterra, RU) y se detect6 mediante exploracion con Posphoimager y
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quimiofluorescencia seguido por cuantificacion con el software ImageQuant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
EE.UU.). Se controlé la variacion entre filtros mediante normalizacién de las intensidades de sefial con respecto a la
sefial media para células tratadas con GSV solo.

Ensayo de proliferacion celular

Se hicieron crecer células hasta el 40% de confluencia en placas de 24 pocillos y se transfectaron cada 24 h durante
hasta 3 dias. Se determind el nimero de células a las 0, 24, 48 y 72 h usando un protocolo de uniéon de negro de
amido en el que la unién de negro de amido a proteina celular (cuantificada espectrofotométricamente) se
correlaciona con el nimero de células (Schultz et al., J. Immunol. Methods 167: 1-13, 1994). En resumen, se fijaron
las monocapas celulares con glutaraldehido al 1% v/v en PBS, luego se tifieron con negro de amido al 0,1% p/v en
acetato de Na a pH 3,5 durante 30 min. Tras un Unico lavado en HxO &cida, se eluyé el colorante unido a proteina
con NaOH (50 mM) y se monitoriz6 la absorbancia del eluato a 620 nm. Los datos se expresan en relaciéon con la
sefial determinada para células tratadas con GSV a 0 h.

ARNm de IGF-IR

La figura 4 muestra los datos de PCR en tiempo real de IGF-1R para queratinocitos HaCaT tratados con gapmeros
de 2 MOE o C5-propino. Los resultados eran similares si las células se transfectaron una vez (figura 4A), o dos
veces (figura 4B). Los niveles de ARNm de IGF-1R eran inferiores en células transfectadas con DT1064, en
consonancia con los niveles notificados anteriormente usando ensayos de proteccion de ARNasa [Fogarty et al,
2002, citado anteriormente]. Los tres ASO de partida también provocaron la inactivacién del ARNm de IGF-1R.
Ademas, la inactivacion del ARNm de IGF-1R era similar para los tres ASO de partida y DT1064. Por ejemplo, en la
figura 4A, a ASO 100 nM, la reduccion promedio en el ARNm era del 68%, 77%, 75% y 78% para ASO 175314, ASO
175317, ASO 175323 y DT1064, respectivamente.

Proteina de IGF-IR

La figura 5A muestra una inmunotransferencia de tipo Western de receptor de IGF-I representativa de células
HaCaT transfectadas con gapmero de 2° MOE o C5 propino. La proteina de IGF-IR (cadena () aparece como una
Unica banda de peso molecular de 110 kD.

Se combinan las intensidades de bandas (expresadas en relacion con células tratadas con GSV solo) a partir de tres
experimentos separados y se presentan en la figura 5B. Los datos muestran que DT1064 suprimié de manera
potente los niveles de proteina de IGF-IR tal como se mostr6 previamente (Fogarty et al, 2002, citado
anteriormente). En relacién con células tratadas con GSV solo, los tres ASO de partida redujeron significativamente
la proteina de IGF-IR a 25 nM y 100 nM (P<0,01). ISIS 175317 e ISIS 175323, pero no ISIS 175314, inactivaron la
proteina de IGF-IR a la concentracion de 400 nM (P<0,01). No hubo inactivacion significativa de la proteina de IGF-
IR con ISIS 175317 o ISIS 175323 a la concentracién mas baja, 6,25 nM.

En relacién con el control de GSV, la transfeccion de células HaCaT con DT1064 proporciond una reduccion maxima
aparente del 75% cuando se trataron las células a una concentracion de 100 nM, mientras que los niveles de
proteina de IGF-IR con ISIS 175317 eran aproximadamente del 60%. La inactivacién de la proteina de IGF-IR
asociada con cada uno de los ASO se expresa como un porcentaje de su control apropiado. Esto muestra que la
capacidad de los ASO para inactivar la proteina diana es comparable a la de DT1064 (véase la tabla 3).

Tabla 3: Inactivacion de la proteina de IGF-IR con ASO expresados como un porcentaje de los oligonucleotidos
control de la misma quimica a la misma concentracion

6,25 nM 25 nM 100 nM 400 nM
DT1064 (en relacion con 6416) 34 48 59 41
DT1064 (en relacion con R451) 36 53 64 35
ISIS 175314 35 57+ 51* 30
ISIS 175317 28 60*** 65*** 50*
ISIS 175323 19 50*** 58*** 44+

* P<0,5, **P<0,01, ***P<0,001 frente a proteina de IGF-1R en células HaCaT transfectadas con oligonucleétido de la

misma quimica y dosis; prueba de Tukey.

Proliferacion celular

El efecto ASO especificos de IGF-iR y oligonucleétidos control sobre la proliferacion de HaCaT se muestra en la
figura 6. En células no tratadas, los nimeros de células de queratinocitos aumentaron méas de cuatro veces a lo
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largo de tres dias. Las células tratadas con GSV también aumentaron en nimero aunque no en el mismo grado que
las células no tratadas (el 64% de las no tratadas a las 72 h) lo que sugiere algun efecto del lipido sobre las tasas de
proliferacién. En relacién con células no tratadas y tratadas con GSV, todas las células tratadas con oligonucleétidos
mostraron tasas inferiores de proliferacion celular a lo largo de los 3 dias, teniendo las células tratadas con DT1064
las tasas mas bajas de proliferacién celular en todos los puntos de tiempo y a todas las concentraciones de
oligonucledtido. De los ASO sometidos a prueba, habia una tendencia de que ISIS 175317 estuviese asociado con
las tasas mas baja de proliferacion celular lo méas notablemente a la concentracién de 400 nM.

Se han sometido a prueba tres ASO de partida de IGF-IR en el sistema de transfeccion de queratinocitos HaCaT en
MCRI. Los hallazgos principales son:

Los tres ASO de partida redujeron los niveles de ARNm de IGF-IR en comparacién con el control de GSV vy el
oligonucleétido al azar de gapmero de 2 MOE. En relacion con DT1064, los ASO de partida proporcionaron una
reduccion similar en el ARNm de IGF-IR.

« Los tres ASO de partida redujeron significativamente la proteina de IGF-IR en relacion con el control de GSV vy el
oligonucleétido al azar de 2 MOE. Los ASO de partida redujeron los niveles de proteina de IGF-IR. Sin embargo,
cuando se expresaba como un porcentaje de inactivaciéon en relacion con oligonucleétidos de control de la misma
quimica, el efecto de los ASO de partida era similar al de DT1064.

« Los tres ASO de partida redujeron las tasas de proliferacién celular en relacién con el control de GSV.
Mantenimiento ex vivo de biopsias de piel psoriasica

Se mantuvieron biopsias durante 24 h tal como se describié anteriormente (Russo et al., Endocrinology 135: 1437-
1446, 1994; White et al., 2002, citado anteriormente). En resumen, se elimind la grasa subcutanea de las biopsias
antes de que se colocaran, con la dermis hacia abajo, sobre un tapén de agar BACTO (marca comercial) (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, EE.UU.) formado en el medio de una malla de acero inoxidable triangular. Se disen6 la
malla de acero para que se ajustara al pocillo central de una placa de cultivo de 6rganos de pocillo central FALCON
(marca comercial registrada) de 60 mm (Becton Dickinson) de modo que el tapén de agar estaba suspendido sobre
el pocillo central. Se llené el pocillo central con medio de Eagle modificado por Dulbecco (que contenia suero de
ternero fetal al 10% p/v, penicilina 50 Ul/ml, estreptomicina 50 ug/ml) hasta el nivel del tapén de agar y el pocillo
exterior se llen6 con PBS para mantener la humedad. Se incubaron las biopsias a 37°C en una atmoésfera del 5% v/iv
de COs. La figura 1 muestra la disposicién del aparato de tejido.

Ejemplo 19

Comparacion de la microscopia de fluorescencia directa y la inmunohistoquimica para la deteccion de ASO.

Se formul6 el 22 MOE FITC-ASO ISIS 251741 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% p/v y se aplicd por via tépica a
biopsias de piel psoriasica. Tanto fluorescencia directa como inmunohistoquimica con el anticuerpo 2E1 pueden
detectar ISIS 251741. Esta caracteristica permitié el uso de secciones adyacentes para comparar directamente la
localizacién de ASO tal como se determina mediante las dos tecnologias de deteccion.

Ambos métodos de deteccién muestran una distribuciéon notablemente similar de ASO. Ambos métodos muestran
acumulacion de ASO en queratinocitos basales, exclusion de ASO de los nlcleos de la mayoria de los
queratinocitos del estrato granuloso y ASO en los nlcleos de células que parecen ser leucocitos invasores ubicados
en la dermis. La acumulacion de ASO en el estrato corneo es evidente usando ambos métodos de deteccion.

Estos resultados indican que tanto fluorescencia directa como inmunohistoquimica son métodos viables para la
deteccion de ASO en piel, sin embargo, ambas metodologias tienen sus puntos fuertes y debilidades. La digestion
de secciones de piel con proteinasa K (requerida antes de la inmunohistoquimica) a menudo da como resultado la
degradacién de la morfologia del tejido. La deteccién inmunohistoquimica de ASO también esta limitada a ASO de
quimica (fosforotioato) y secuencia de nucleétidos (motivos TGC o GC) especificas mientras que cualquier ASO
puede conjugarse con FITC. Ademas, la deteccion inmunohistoquimica de ASO parece ser mas variable que la
deteccion de ASO mediante fluorescencia directa. Sin embargo, las secciones teflidas de manera
inmunohistoquimica pueden almacenarse y utilizarse también durante un periodo de tiempo mas largo que las
secciones fluorescentes, que se desvanecen con el tiempo. Ademas, hay una falta de datos referentes a los efectos
de la conjugacion con FITC sobre las propiedades fisicoquimicas de ASO.

Ejemplo 20
Efecto de la conjugacion con FITC sobre la localizacion epidérmica de ASO tras la aplicacion tdpica
Con el fin de determinar si una etiqueta de FITC unida a un ASO altera la localizacién epidérmica del ASO tras la

aplicacién tdpica, se trataron las biopsias con una mezcla de ASO que contenia el ASO sin FITC ISIS 13920
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(detectable mediante inmunohistoquimica pero no fluorescencia directa) y el FITC-ASO ISIS 147979 (detectable
mediante fluorescencia directa pero no inmunohistoquimica). La comparacién de secciones en serie de tejidos
tratados con esta mezcla no mostré diferencias aparentes entre la localizacion de los dos ASO. Estos datos indican
que en biopsias de piel psoriasica, una etiqueta de FITC sobre un ASO no altera la localizacién epidérmica.

Con el fin de controlar la posibilidad de que el FITC-ASO pueda afectar a la localizacion epidérmica de ISIS 13920,
se trataron las biopsias con ISIS 13920 al 0,1% p/v solo. Tal como puede observarse, la deteccién
inmunohistoquimica de ISIS 13920 demuestra un patron de distribucién de ASO aparentemente no diferente del
observado para ASO 13920 mezclado con ISIS 147979.

Se investigo la localizacion de ASO de 2 MOE aplicados por via tépica en la epidermis de lesiones de piel psoriasica
y se compar6 con ASO de C5-propino. Los cinco hallazgos principales son:

» ASO de gapmero de 2° MOE aplicados por via tépica en o bien metilcelulosa al 5% p/v o bien crema podian cruzar
el estrato corneo de lesiones de piel psoriasica. ASO localizados en los nlcleos de queratinocitos basales en la
epidermis y leucocitos invasores en la dermis.

« La localizacion epidérmica tras la aplicacién topica no parece diferir entre ASO de C5-propino y gapmero de 2’
MOE.

- Tras la aplicacion topica, pueden detectarse ASO de gapmero de 2° MOE en los nucleos de queratinocitos basales
tanto mediante microscopia de fluorescencia directa (ASO conjugado con FITC soélo) como mediante
inmunohistoquimica con el Ac 2E1.

« La conjugacién con FITC de ASO no parece alterar su capacidad para alcanzar queratinocitos basales o su
localizacién epidérmica tras la aplicacion topica.

Ejemplo 21

Formulacion del farmaco

Se resuspendieron ASO liofilizados en agua destilada, estéril y se determind la concentracion de ASO mediante su
densidad Optica a 260 nm antes de su formulacion en o bien un gel de metilcelulosa al 5% p/v o bien en una crema
(Isis Pharmaceuticals). La crema contenia:

- miristato de isopropilo (10% p/p)

- monoestearato de glicerilo (10% p/p)

- estearato de polioxilo 40 (15% p/p)

« hidroxipropilmetilcelulosa (0,5% p/p)

« fosfato de sodio monobasico monohidratado (0,3% p/p)

« fosfato de sodio dibasico heptahidratado (0,9% p/p)

- fenoxietanol (2,5% p/p)

» metilparabeno (0,5% p/p)

« propilparabeno (0,5% p/p)

« agua purificada (59,8% p/p)

Para la formulacion en metilcelulosa al 5% p/v, se diluyd metilcelulosa al 10% p/v (en PBS) dos veces con PBS que
contenia ASO a dos veces la concentracion final deseada.

Para la formulacién en crema, se secaron ASO (secadora de vacio DNA Mini, Medos company, Melbourne,
Australia) y luego se disolvieron en una cantidad apropiada de crema para dar la concentracion final deseada.

Ejemplo 22

Aplicacion del farmaco

Aproximadamente 30 min. tras transferirse las biopsias a 37°C, se pesaron ASO o vehiculo (30 mg) y se aplicaron
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directamente a una regién central de aproximadamente 4 mm de didmetro de las biopsias con una espéatula
pequeria. Un anillo delgado alrededor del borde de la biopsia se mantuvo libre de ASO o vehiculo con el fin de evitar
la aplicacion de ASO al borde expuesto de la muestra. A pesar de estas precauciones, en aproximadamente el 20%
de las biopsias los ASO parecian haber estado en contacto con los bordes de la biopsia tal como se evalud
mediante microscopia de fluorescencia directa.

Ejemplo 23
Grupos experimentales

De acuerdo con los objetivos de este ejemplo, se aplicaron formulaciones de ASO a al menos cuatro biopsias de
diferentes individuos. Las formulaciones de ASO y los controles usados fueron:

« R451 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5%

« ISIS 251741 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% p/v

« ISIS 251741 al 0,1% p/p en crema

« ISIS 251741 al 0,1% p/p mezclado con ASO 13920 al 4,9% p/2 en crema
« ISIS 13920 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% p/v

« ISIS 147979 al 0,1% p/p mezclado con ASO 13920 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% v/v
« ISIS 147979 al 0,1% p/p en metilcelulosa al 5% p/v

- metilcelulosa al 5% p/v sola.

Crema sola.

Ejemplo 24

Evaluacion comparativa para ISIS 175317 y DT1064

Este ejemplo muestra la evaluacion comparativa de IGF-IR humano identificado en una seleccion primara contra
ASO de IGF-IR (ISIS 175317) y DT1064 en queratinocitos HaCaT.

Se midieron los niveles de ARNm de IGF-IR mediante PCR en tiempo real tras la transfeccion durante la noche
transfeccion de queratinocitos HaCaT con ASO de IGF-IR y oligonucleétidos control. Los resultados muestran que
los cuatro nuevos compuestos de partida, asi como ISIS 175317 y DT1064, inhibian de manera potente los niveles
de ARNm de IGF-IR de una manera dependiente de la concentracion y especifica de secuencia. En relacion con
células HaCaT tratadas con el reactivo de transfeccion solo, ninguno de los cuatro ASO de IGF-IR recientemente
identificados suprimié los niveles de ARNm de IGF-IR con eficacia o potencia superior a ISIS 175317.

Oligonucleétidos

Tabla 5: Lista de los oligonucleétidos usados para pruebas in vitro

Quimica Identificacion Antisentido/control
1 ISIS 175317 A
2 ISIS 323737 A
- | gapmero de 2’-O-(2-metoxi)etilo, 5,10,5,
i fosforotioato en todas partes ISIS 323744 A
4 ISIS 323762 A
— Todas las bases de citosina metiladas
5 ISIS 323767 A
] (Abreviatura: gapmero de 2° MOE) Cla ; < At
pareamiento erroneo de 8 nucleétidos
6 ISIS 306064 para ISIS 175317)
7 ISIS 129691 C (al azar)
8 dU,dC-fosforotioato de C5-propinilo DT1064 A
. . . C (apareamiento erréneo de 15 nucleétidos
9 (Abreviatura: C5-propino) DT6416 para DT1064)
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Se confirm6 la concentracion de cada oligonucle6tido mediante su absorbancia UV a 260 nm antes de su uso.
Transfeccién de queratinocitos con oligonucleétidos antisentido

Se mantuvieron queratinocitos HaCaT como cultivos en monocapa en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) complementado con suero de ternero fetal (FCS) al 10% v/v a 37°C en una atmoésfera del 5% v/v de
CO02/95% v/v de Os..

Se sembraron queratinocitos HaCaT [numero de pases 62 y 63 (figura 8) y 45 (figura 10)] en los pocillos de placas
de 96 pocillos. Se trataron células confluentes al 85-95% con la preparacién de liposomas, Cytofectin GSV sola, o
complejada con oligonucleétidos antisentido o control durante 20 h. También se estudiaron células no tratadas
(control no tratado). Se mezclé cada oligonucleotido antisentido o control (concentracion final de 20X) en DMEM libre
de suero con un volumen igual de GSV (concentracion final de 20X; 40 pg/ml). Se dej6 que las mezclas de
lipido/oligonucledtido se complejaran a temperatura ambiente durante 10-15 min., luego se diluyeron diez veces con
DMEM que contenia FCS al 10% v/v. Se transfectaron las células con oligonucleétido (intervalo de concentracion
final de 0,4 a 200 nM) y GSV 2 ug/ml. Se realizaron las transfecciones en pocillos duplicados, mientras que se
procesaron células no tratadas y tratadas con GSV en cuatro y seis pocillos repetidos, respectivamente.

Niveles de ARNm de receptor de IGF-I

Se extrajo el ARN total usando un kit RNeasy® Mini (Qiagen Inc., Valencia, California, EE.UU.) y aproximadamente
de 0,1 a 0,2 ug se transcribieron de manera inversa usando el kit de PCR para ARN GeneAmp® (Applied
Biosystems, Foster City, California, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante. Se usé PCR en tiempo real
semicuantitativa para determinar la cantidad de ARNm de receptor de IGF-I en la muestra en relacién con células
tratadas con Cytofectin GSV solo. Se usaron reactivos desarrollados previamente para el receptor de IGF-I humano
(Applied Biosystems, n.? de producto 4319442F) y ARN ribosémico 18S (n.? de producto 4319413E) que contenian
cebadores y sondas fluorescentes TagMan (marca comercial registrada) en una reaccion PCR mudltiplex para
amplificar simultdneamente ambos productos en cada muestra. Se usé un detector de secuencias ABI Prism™ 7700
(Applied Biosystems) para el andlisis. Se normalizaron entonces los niveles de ARNm de receptor de IGF-1 con
respecto a ARN ribosémico 188S.

Efectos bioldgicos

Se estudié inicialmente el efecto de oligonucleétidos antisentido y control oligonucleétidos sobre los niveles de
ARNm de IGF-IR a concentraciones de 6, 13, 25, 50, 100 y 200 nM. Se eligieron estas concentraciones porque
cubrian un intervalo que permitiria una comparaciéon de datos con experimentos de evaluacién comparativa in vitro
previos usando gapmeros de 2’MOE en queratinocitos HaCaT.

La figura 8 muestra los niveles de ARNm de receptor de IGF-I para dos experimentos en los que se transfectaron
queratinocitos HaCaT con oligonucleétidos de gapmeros de 2° MOE (ISIS 175317, ISIS 323737, ISIS 323744, ISIS
323762, ISIS 323767, ISIS 129691 o ISIS 306064) o de C5-propino (DT1064 o 6416). En relacion con células
tratadas con GSV, los cinco ASO de gapmero de 2’MOE suprimieron de manera potente los niveles de ARNm de
IGF-IR (figura 9). La inactivacion méxima de la diana era similar para cada ASO de 2’MOE (intervalo del 71-77%). La
tabla 6 muestra la eficacia maxima de los ASO de partida de IGF-IR.

Tabla 6: Eficacia maxima de ASO de partida de IGF-IR de ISIS

Niveles de ARNm de IGF-IR

ASO de IGF-1R de gapmero de 2" MOE (% de células tratadas con cytofectin GSV)

ISIS 323762 23,1
ISIS 323767 24,3
ISIS 175317 26,8
ISIS 323737 27,5
ISIS 323744 29,5

Calculada a partir de la eficacia maxima de los niveles de ARNm de IGF-IR (% de células tratadas con GSV
citofectina) notificada en la figura 2

En contraposicion, los niveles de ARNm de IGF-IR para los dos oligonucledtidos de control de gapmero de 22MOE
(ISIS 129691 y ISIS 306064) eran similares a los niveles de las células tratadas con GSV, lo que indica que el efecto
del ASO de gapmero de 2’MOE sobre los niveles de ARNm de IGF-IR era especifico de secuencia (figura 8). El
efecto de DT1064 sobre la supresion de IGF-IR era maximo al 77% a 100 nM. Sin embargo, la transfeccion de
células HaCaT con el oligonucleétido de control de apareamiento erréneo de C-5 propino (6416) también suprimia
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los niveles de ARNm de IGF-IR hasta el 46% a la misma concentracion. Esto concordaba con los datos previos.

Puesto que se observd supresion maxima o casi maxima de los niveles de ARNm de IGF-IR con los ASO en el
intervalo de concentracién de desde 25 hasta 200 nM, era dificil diferenciar entre la eficacia de los cinco ASO de
2’MOE. Por tanto, se decidié someter a prueba su efecto a concentraciones inferiores. La figura 10 muestra los
niveles de ARNm de IGF-IR a partir de un Unico experimento en el que se trataron células HaCaT con
oligonucledtidos a 0,4, 1,6, 3, 6, 25 6 100 nM. Como en los experimentos anteriores a las concentraciones
superiores, los cinco ASO de 2’MOE suprimieron especificamente los niveles de ARNm de IGF-IR, y lo hicieron con
potencia similar. La inhibiciébn méaxima del ARNm de IGF-IR era del 87% para ISIS 175317, similar a la del ASO de
gapmero de 2’MOE recientemente identificado (intervalo del 79-85% de GSV). La respuesta al tratamiento con ASO
era dependiente de la concentracién en este intervalo. El tratamiento de queratinocitos HaCaT con DT1064 25 nM
suprimio los niveles de ARNm de IGF-IR en un 81%, similar al ASO de gapmero de 2MOE.

La figura 11 muestra las curvas de concentracion-respuesta para los ASO de 2’'MOE dirigidos a IGF-IR (mismos
datos que la figura 10). Con la posible excepcién de ISIS 323767, estos datos indican potencias similares de ISIS
175317 y los gapmeros de 2’MOE. Esto se refleja en la CEsy calculada a partir de las curvas de concentracion-
respuesta y enumerada en la tabla 7. La CEsp para DT1064 era de 3,2 nM (I.C. 2,1 - 4,7). Es importante observar
que los valores de CEso presentados en la tabla 7 se calcularon a partir de un Unico experimento y se facilitan como
una estimacion sélo. Se requeririan experimentos de concentracion-respuesta adicionales para proporcionar una
estimacion mas exacta de los valores de CEsp para los ASO.

Tabla 7: CEsp media (intervalos de confianza del 50%) para la supresion por ASO de gapmero de 2’MOE de los
niveles de ARNm de IGF-IR en queratinocitos HaCaT

ASO de gapmero de 2’MOE CEso [nM]
ISIS 175317 2,6 (1,8-3,6)
ISIS 323744 2,8 (2,2-3,6)
ISIS 323737 3,2 (0,4-25,8)
ISIS 323762 3,3 (2,4-4,3)
ISIS 323767 4,2 (2,4-7,4)

Se realizaron los experimentos de concentracion-respuesta notificados en el presente documento dos veces al
intervalo de concentracién superior y no mostraron diferencia en la eficacia maxima (tabla 6). Se realizé el
experimento de concentracion-respuesta una vez al intervalo de concentracion inferior. En todas las concentraciones
estudiadas (de 0,4 a 200 nM), ninguno de los cuatro compuestos de partida usados en este ejemplo parecian
presentar una inactivacién del ARNm de IGF-IR mayor que ISIS 175317 en queratinocitos HaCaT (figuras 9y 11). El
examen de las curvas de concentracion-respuesta mostré6 una potencia similar entre ISIS 175317 y los cuatro
compuestos de partida tal como se evalua mediante la CEsg (figura 11).

Oligonucleétido antisentido

Se proporcionan detalles de los ASO de IGF-IR usados en este ejemplo en la tabla 5. Los nucleétidos subrayados
son modificaciones con 2’MOE. Todas las bases de citosina estan metiladas.

Tabla 5: ASO de IGH-IR

Quimica Identificacion Secuencia

Gapmero de 2’MOE, fosforotioato en todas partes | ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) | CGAAGGAAACAATACTCCGA

Se fabrico ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) en calidad de grado de investigacion por Isis Pharmaceuticals, California,
EE.UU.

Recogida de biopsias de piel psoriasica

Se recogieron biopsias de piel psoridsica de once voluntarios en condiciones éticas (protocolo 22023A del Royal
Children’s Hospital Etics in Human Research Committee, Melbourne, Australia). Se recogieron tres biopsias con
sacabocados de 8 mm, de grosor completo de la misma lesion en cada voluntario por un dermatélogo. La zona de la
que se tomaron las biopsias no se limpio ni se desinfectdé antes de la recogida de la biopsia. Se colocaron
inmediatamente las biopsias sobre una gasa (humedecida con PBS) y se almacenaron sobre hielo hasta que se
usaron (~2 h). En el momento de la recogida, se puntué la gravedad de la psoriasis en las biopsias usando el
componente PRS (escala de clasificacion de parametros) de la puntuacién PASI (indice de gravedad del area de
psoriasis) (Fredriksson et al, 1978 citado anteriormente). En resumen, se puntuaron cada uno de eritema
(enrojecimiento), induracién (hinchazén) y descamacion (exfoliacién) de desde 0 (ausente) hasta 4 (grave) para
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proporcionar una puntuacion de PRS de 0 a 12.
Mantenimiento ex vivo de biopsias de piel psoriasica

Se mantuvieron biopsias durante 24 h tal como se describi6 anteriormente (Russo et al., 1994, citado anteriormente;
White et al., 2002, citado anteriormente). En resumen, se elimind la grasa subcutanea de las biopsias antes de que
se colocaran, con la dermis hacia abajo, sobre un tapén de agar BACTO™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
EE.UU.) formado en el medio de una malla de acero inoxidable triangular. Se disefi6 la malla de acero para que se
ajustara al pocillo central de una placa de cultivo de érganos de pocillo central FALCON (marca comercial registrada)
de 60 mm (Becton Dickinson) de modo que el tap6n de agar estaba suspendido sobre el pocillo central. Se llen6 el
pocillo central con medio de Eagle modificado por Dulbecco (que contenia suero de ternero fetal al 10% p/v,
penicilina 50 Ul/ml, estreptomicina 50 ug/ml) hasta el nivel del tapén de agar y el pocillo exterior se llendé con PBS
para mantener la humedad. Se incubaron las biopsias a 37°C en una atmésfera del 5% v/v de CO.. La disposicion
del aparato de tejido se muestra en la figura 1.

Formulacién del farmaco

Se resuspendid ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) liofilizado en agua destilada estéril y se determiné la concentracién
de la disolucion mediante su densidad 6ptica a 260 nm. Para su formulacién en crema, se secaron ASO (secadora
de vacio DNA Mini, Medos Company, Melbourne, Australia), luego se disolvieron en una cantidad apropiada de
crema (Isis Pharmaceuticals, EE.UU.) para proporcionar una concentracion final del 10% p/p. La crema contenia:

- miristato de isopropilo (10% p/p)

- fenoxietanol (2,5% p/p)

« monoestearato de glicerilo (10% p/p)

- metilparabeno (0,5% p/p)

- estearato de polioxilo 40 (15% p/p)

« propilparabeno (0,5% p/p)

« hidroxipropilmetilcelulosa (0,5% p/p)

« agua purificada (59,8% p/p)

« fosfato de sodio monobasico monohidratado (0,3% p/p)

- fosfato de sodio dibasico heptahidratado (0,9% p/p)

Aplicacion del farmaco

Tras una incubacién previa de 30 minutos de la biopsia a 37°C, se aplicaron directamente 30 mg de farmaco o
vehiculo pesados previamente a una region central de aproximadamente 4 mm de diametro de cada biopsia con una
espatula pequefa. Un anillo delgado alrededor del borde de la biopsia se mantuvo libre de ISIS 175317 (SEQ ID NO:
125) o vehiculo con el fin de evitar que la crema tocara el borde expuesto de la muestra. Estudios previos en este
laboratorio usando FITC-ASO aplicados de este modo han mostrado que en aproximadamente el 20% de los casos
los ASO entran en contacto con los bordes de la biopsia.

Grupos experimentales

Se recogieron tres biopsias de cada voluntario. Una de las biopsias se traté con vehiculo (crema de Isis) y las otras
dos con ISIS 175317 al 10% (SEQ ID NO: 125) en la crema. Este régimen de tratamiento permite analisis apareado
(biopsia tratada con vehiculo apareada con el promedio de las dos biopsias tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID NO:
125)) de los datos, y el control de posibles efectos de confusiéon provocados por variaciones entre sujetos en los
niveles de ARNm de IGF-IR. Se trataron dos biopsias de cada paciente con ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) para
aumentar la probabilidad de detectar cualquier efecto farmacolégico.

Separacién de la epidermis de la dermis

Al final del periodo de tratamiento (24 h), se incubaron muestras de tejido en EDTA 0,5 M (pH 7,4) a 60°C durante
90 s para romper la unién epidérmica-dérmica y permitir la separacién de la epidermis y la dermis mediante

diseccion roma (Dusserre et al., 1992 citado anteriormente). Se congelaron inmediatamente la epidermis y la dermis
separadas en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta que se extrajo el ARN.
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Medicién de los niveles de ARNm de IGF-IR mediante PCR en tiempo real

Se trituraron mecanicamente los tejidos en un almirez y mano de almirez de acero inoxidable que se habia enfriado
con nitrégeno liquido. Se extrajo el ARN total usando un kit Rneasy (marca comercial registrada) Mini (Qiagen Inc.,
Valencia, California, EE.UU.). Se transcribié de manera inversa el ARN total (de 100 a 700 ng) usando el kit de PCR
para ARN GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.), segun las instrucciones del fabricante. La
cantidad de ARN inicial se hizo coincidir tan estrechamente como fuese posible para cada conjunto de biopsias y se
transcribieron de manera inversa todas las muestras en la misma reaccion. Se us6 PCR en tiempo real
semicuantitativa para determinar la cantidad de ARNm de IGF-IR en biopsias en relacion con ARN 18S. Se usaron
reactivos desarrollados previamente para IGF-I humano (Applied Biosystems, n.? de producto 4319442F) y 18S (n.®
de producto 4319413E) que contenian cebadores y sondas fluorescentes TagMan (marca comercial registrada) en
una reaccion PCR multiplex para amplificar simultaneamente ambos productos en cada muestra. Cada muestra se
sometié a ensayo por duplicado. Se usé un detector de secuencias ABI Prism 7700 (Applied Biosystems) para el
andlisis. Se normalizaron los niveles de ARNm de IGF-IR con respecto a 18S.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se aparearon las biopsias de cada individuo. Se apareé cada biopsia tratada con
vehiculo con el promedio de las dos biopsias tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125). Para la comparacion de
los niveles de ARNm de IGF-IR en biopsias tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) y tratadas con vehiculo, se
usé una prueba de la t apareada paramétrica. Esta prueba supone que la poblacion subyacente tiene una
distribucion gaussiana. Estos datos no diferian significativamente (P>0,1) de lo esperado si la toma de muestras era
a partir de una poblacién con una distribucién gaussiana tal como se evalué mediante una prueba de Kolmogorov-
Smirnov modificada (Dallal et al., 1986 citado anteriormente). Ademas, los graficos de puntos de las diferencias en
los niveles de ARNm de IGF-IR entre biopsias tratadas con vehiculo e ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125) parecian ser
de una poblacion con una distribucién gaussiana. Para todas las otras comparaciones, se usé la prueba por parejas
apareadas de Wilcoxon no paramétrica. Esta prueba no hace suposiciones sobre la distribucién de la poblacién
subyacente. Se realizé el analisis estadistico usando GraphPad Prism version 3.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, California EE.UU.). Todos los datos se presentan como media + una desviacion estandar.

Medicién de los niveles de ARNm de IGF-IR, GAPDH, HPRT, receptor de insulina (IR), capsasa 3 y Bax mediante
PCR en tiempo real

Se trituraron mecanicamente los tejidos en un almirez y mano de almirez de acero inoxidable que se habia enfriado
con nitrégeno liquido. Se extrajo el ARN total usando un kit Rneasy (marca comercial registrada) Mini (Qiagen Inc.,
Valencia, California, EE.UU.). Se transcribié6 de manera inversa el ARN total (de 100 a 700 ng) usando el kit de PCR
para ARN (marca comercial registrada) GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.), segun las
instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN inicial se hizo coincidir tan estrechamente como fuese posible para
cada conjunto de biopsias y se transcribieron de manera inversa todas las muestras en la misma reaccion.

Se usé PCR en tiempo real semicuantitativa para determinar la cantidad de ARNm de IGF-IR, GAPDH, HPRT,
receptor de insulina (IR), caspasa 3 y Bax en biopsias en relacién con ARN 18S. Se usaron reactivos desarrollados
previamente para los genes mencionados anteriormente (Applied Biosystems, n.2 de producto 4319442F (IGF-IR),
n.? 433764F (GAPDH), n.® 4333768F (HPRT), n.? 4318283F (Bax) y n.? de ID de ensayo Hs00263337_m1 de
“ensayo a demanda” de Applied Biosystems (caspasa 3) y n.? Hs00169631ml (receptor de insulina)), cada uno
individualmente, en una reaccion PCR multiplex con un reactivo desarrollado previamente para 18S (Applied
Biosystems, n.? de producto 4319413E). Estos reactivos desarrollados previamente contenian cebadores y sondas
fluorescentes TagMan (marca comercial registrada) y, cuando se usaron en una reaccion PCR multiplex,
amplificaron simultaneamente el gen diana (IGF-IR, GAPDH, HPRT, receptor de insulina (IR), caspasa 3 o Bax) y
18S en cada muestra. Se sometié a ensayo cada muestra por duplicado. Se us6 un detector de secuencias ABI
Prism™ 7700 (Applied Biosystems) para el andlisis. Se normalizaron los niveles de ARNm de IGF-IR, GAPDH,
HPRT, receptor de insulina (IR), caspasa 3 y Bax con respecto a 18S.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico, se aparearon las biopsias de cada individuo. Se apareé cada biopsia tratada con
vehiculo con el promedio de las dos biopsias tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125).

Para la comparacion de los niveles de ARNm del gen de interés en biopsias tratadas con ISIS 175317 (SEQ ID NO:
125) y tratadas con vehiculo, se us6 una prueba de la t apareada paramétrica. Esta prueba supone que la poblacion
subyacente tiene una distribucion gaussiana. Estos datos no diferian significativamente (P>0,1) de lo esperado si la
toma de muestras era a partir de una poblacion con una distribuciéon gaussiana tal como se evalu6 mediante una
prueba de Kolmogorov-Smirnov modificada (Dallal et al., 1986). Ademas, los graficos de puntos de las diferencias en
los niveles de ARNm del gen de interés entre biopsias tratadas con vehiculo e ISIS 175317 (SEQ ID NO: 125)
parecian ser de una poblacién con una distribucion gaussiana.
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Se realiz6 el analisis estadistico usando GraphPad Prism version 3.00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California EE.UU.). Todos los datos se presentan como media * una desviacion estandar).

Los resultados se muestran en las figuras 12 a 14 y demuestran claramente la eficacia del ASO de ISIS 175317
(SEQ ID NO: 125) en la crema para reducir IGF-IR y ARN en epidermis normal, dermis y epidermis psoriasica. Los
resultados en la figura 14 demuestran claramente la especificidad de este ASO para IGF-IR.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible de
variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente en los ejemplos. Debe entenderse que la
invencion incluye todas las variaciones y modificaciones de este tipo que estan abarcadas por las reivindicaciones.
La invencion también incluye todas las etapas, caracteristicas, composiciones y compuestos a los que se hace
referencia 0 se indica en esta memoria descriptiva, individual o conjuntamente, y todas y cada una de las
combinaciones de dos cualquiera o mas de dichas etapas o caracteristicas.
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<211>20
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<213> secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<223> N = cualquier base

<400> 1
ccitttattt gggatgaaat

<210>2

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 2
ccagacttca ttecttttat

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 3
tgatagtcgt tgcggatgtc

<210>4

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 4
gctgctgata gtcgttgegg

<210>5

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 5
cttcagctge tgatagtegt

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 6
ccctegatca cegtgeagtt

57

20

20

20

20

20

20
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<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400>7
ttggagatga gcaggatgtg

<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 8
cggcecttgga gatgagecagg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400>9
gtccteggec ttggagatga

<210> 10

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 10
cggtagtcct cggecttgga

<210> 11

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 11.
ttgtagaaga gtttccagec

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 12
tggtcatctc gaagatgacc
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<210> 13

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 13
gagattggtc atctcgaaga

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 14
tccttgagat tggteatcte

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 15
caatatcctt gagattggtc

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 16
aagcccaata tecttgagat

<210> 17

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 17
cceccgagta atgttectca

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 18
tctcaatcct gatggeccee
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<210> 19

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 19
gttattggac accgcatcca

<210> 20

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleodtido antisentido

<400> 20
atgtagttat tggacaccgc

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 21
ccacaatgta gttattggac

<210> 22

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 22
cacaggtccc cacattcctt

<210> 23

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 23
ctggacacag gtccccacat

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 24
atggtggtct tctcacacat
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<210> 25

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 25
tgttgatggt ggtcttctca

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 26
ctcattgttg atggtggtct

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 27
gttgtactca tigttgatgg

<210> 28

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 28
cggtagttgt actcattgtt

<210> 29

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 29
agcagcggta gttgtactca

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 30
ggtccagcag cggtagttgt
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<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 31
tttgtggtcc agcageggta

<210> 32

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 32
tgggcacatt ttctggcage

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 33
ggagtaattc cctictagct

<210> 34

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 34
tcccacagtt gctgcaagtt

<210> 35

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 35
atgttccagc tgttggagec

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 36
ccaccatgtt ccagctgttg
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<210> 37

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 37
gtccagggct tcagcccatg

<210> 38

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 38
gtgagggtca cagccttgac

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 39
ccatggtgag ggtcacagcc

<210> 40

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 40
ttggtgcgaa tgtacaagat

<210> 41

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 41
attttgtctt tggagcagta

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 42
aggaaatict caaagacttt
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<210> 43

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 43
ctgcttcgge tggacatggt

<210> 44

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 44
tgttcctget teggetggac

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 45
ctgctctcaa agaaagggta

<210> 46

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 46
ccactctgct ctcaaagaaa

<210> 47

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 47
gttatccact ctgetctcaa

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 48
tccttgttat ccactctget

64
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<210> 49

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 49
ttgcagctgt ggatatcgat

<210> 50

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 50
cgtggttgca getgtggata

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 51
agcctegtgg ttgcagetgt

<210> 52

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400>
tctcagect cgtggttgca

<210> 53

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 53
ccagcttctc agcctcgtgg

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 54
gcagcccagc ttctcagect
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<210> 55

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 55
gcgctgeage ccagcttcte

<210> 56

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 56
tttaaaaaga tggagttttc

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 57
gccactttaa aaagatggag

<210> 58

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 58
tcetgtctgg acacacattc

<210> 59

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 59
aagaacacag gatctgtcca

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 60
catagaagaa cacaggatct

66
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<210> 61

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 61
ggaacgtaca catcagcagc

<210> 62

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 62
actccttcat agaccatcce

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 63
ggagataac tittgagatc

<210> 64

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 64
gagaccggag ataacttttg

<210> 65

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 65
attttgactg tgaaatcttc

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 66
gcgatctcce agaggacgac

67
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<210> 67

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 67
tgtagtagaa ggagacctcc

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 68
gcctigtgte ctgagtgtct

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 69
atccaaggat cagcaggtcg

<210> 70

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 70
gctgcttgea tattgaaaaa

<210> 71

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 71
aaaaagctgc ttgcatattg

<210> 72

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 72
gcccatgtca gttaagggtt

68
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<210>73

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 73
ccagcgtgtc tctcaaatgg

<210> 74
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 74
ggagtttaaa ggacagtgcc

<210> 75
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 75
catcactgac ctctttctat

<210> 76

<211> 1651

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 76

aagcttttca
cctcteccag
cctgcccacc
cggaccggeg
tggccggege
gcgcgggagg

cgggctccge

gggccgggec
gtgtgcgcag
gcgcggegag
Qaaaaaaccc
gggacgccgc
ggatccccce

ctcggctgtg

agaaccgggg
ccccgeactc

CCtCCC_Cth
gcgggggcat
agtgcggtgg
cggtggggcg
tccgcacgtce

.ctcggegege

gccagggege
gctggggctc
gaggaggagc
cagcgagcct
gcgcectcca

accttcagceg

ES 2400 033 T3

aaacgcgctt tccagccgeg
cccgeccace ccteecetet

ctagcctttc cctggctace

tgtttttgga
gggcgggagc
ggagatgggg
ttggggaacc
cgctgctégg
cgcgcgegeg
ttgtttacca
gagcgcacca
gcécacggcc
cgccecctecc

agccggagec

gtcgggcggg
gggtgggeac
gcggegectc
cgggcteegg
cggtggccge
agcccccagt
gcattaactc
ggcgaactcg
ggcgetegea
gcgeggggge
cccgcgcaga

69

ctgttgttgt
cctgcccacc
cacccctgcec
aggggagggc
gcgegegtgt
gcagtctcgc
ttttttgcge
tcgagtgtge
gtgtggcagc
gctgagegga
agagaggcgg
gaccctcggce
agctccacgg
gcaggeggcg

tttcaatgaa
ectcccctct
ccgccgagac
gcgtgcgggg
ctctgtgtgc
gccccacgcec
gcgecggect
gagcgggcegce

ggcggeggcyg

aaaaaaaagg
gagagcgaga
cccgctcc;ﬁ
cgcgectege
9¢gg99<ggg9g

20

20

20

60
120
180
240
300 .
360
420
480
540
600
660
720
780
840



gccgggcgag
gctgagcgceg
gccgeggcgg
aggaggggga
‘gtgacccgga
gggcgtccgg
ttgggctttg
tggaggccga
ccctgggecg
cccggagggc
ggggagcgaa
cttrrrtttt
aagtctggct
gcgctctcgé
210> 77

<211> 4989
<212> ADN

ggccggegeg
gcgcggeegg
cggcgcetgag
gccgctcatt
cttcggggcg
ccgectcecg
ccecectttet
cgaégccgac
ctgctgcegg
cccggeggeg
gactgagttt
tttftttttt
ccggaggagg
tctggecgac

<213> Homo sapiens

<400> 77
trrereetet

ggaggagggt
tggccgacga
ctgaagcgec
aaggccgagg
ctgctgttcc
atccgecggcet
aaggatattg
aatgctgacc
aataactaca
atggaggaga
tggaccacaa
gagaacaatg
acggcctgtg
cccaacacct
ctcagcgecg
gagtgcccct

ttttgagaaa
ccccgaccte
gtggagaaat
tggagaactg
actaccgcag
gagtggctgg
ggaaactctt
ggctttacaa
tctgttacct
ttgtggggaa
agccgatgtg
accgctgeca
agtgctgcca
tagcttgecg
acaggtttga
agagcagcga

cgggcttcat.

ES 2400 033 T3

999cgggcag
ccegecgett
ggaggaggcg
cattttgact
atcttgcgaa
cgcgccaggg
ttgcagtttt

agccecgceccc

'cgctgagggg

gcccttcgga
gagacttgtt
tttttgagaa
gtccccgace

gagtggagaa

gggaatttca
gctgtgaggg
ctgcgggceca
cacggtgatc
ctaccgcttc
cctcgagagce
ctacaactac
cctgaggaac
ctccactgtg
taagccccca
tgagaagacc
gaaaatgtgc
ccccgagtgce
ccactactac
gggctggcegc
ctccgaggag
ccgcaacggce

cggcgcagag
tgtgtgtgtc
gcggcgageg
ccgegtttct
ctgcgtcgeg
ccgggettgt
ccceecttec
ggcgcgectc
ccgececgeg
gtéttgtttc
tectttcatt
aggggaattt
tcgectgtggg
a

tcccaaataa
ctcctgtttc
ggcatcgaca
gagggctacc
cccaagctca
ctcggagacc
gccctggtca
aftactcggg
gactggtccc
aaggaatgtg
accatcaaca
ccaagcacgt
ctgggcagct
tatgccggtg
tgtgtggacc
tttgtgatcc

agccagagca

70

ccgggcggeg
ctggatttgg
gagccaggag
gcccctegec
ccctecegeg
ttttcctcge
tgcctctecg
gggttcccga
ccgececgece
cttcgecectt
tecttttett
catcccaaat

ggctcctgtt

aaggaatgaa

tctccgeege

tccgcaacga
tccacatcct
cggtcattac
tcttccccaa
tcttcgagat
gggccatcag
tgatcctgga
gggacctgtg
atgagtacaa
gtgggaagcg
gcagcgcgec
tctgtgtgec
gtgacttctg
acgacggcga
tgtactgcat

cggcgggagt
gaaggagctc
gaggaggagg
ggcctcgect
gcggaagcetc
ctaggcagat
ggtttgaaaa
ctccgeegag
cgtccgcgea
gtttttggag
cttttctttt
aaaaggaatg

tctctccgece

gtctggectcc
gctctcgétc
ctatcagcag
gctéatctcc
cgagtacttg
cctcacggtc
gaccaatctc
gattgagaaa
tgcggtgtcc
tccagggacc
ctaccgctgc
ggcgtgcacc
tgacaécgac
tgcctgeccg
cgccaacatc
gtgcatgcag
cccttgtgaa

900
960
1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380 -
1440

- 1500
1560

1620
1651

60 -
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



ggtccttgec
tctgctcaga
cgggggaata
ggctacgtga
cgcctcatce
cagaacttgc
atgtactttg
acggggacta
gcctectgtg
atcataacct
tactacaagg
tccaacagct
étcttactac
ctcaccatgg
accaatgctt
éagttaatcg
gtgcgctgge
gacaaaatcc
‘aaccccaaga
gaagccgaga
ctgcacaact
gccaacacca
accgacccgg
gagagaactg
tgéaaccacg
étgcccgcag
aactccatct
gaaataaaat
aggaagtatg
caggccacat
gccaaaacag
ttgatcgtgg
aggctgggga
gtgtacgttc

cgaaggtctg
tgctccaagg
acattgcttc
agatccgcca
taggagagga
agcaactgtg
ctttcaatcc

aagggcgceca

aaagtgacgt.

ggcaccggta
aagcaccctt
ggaacatggt
atgggctgaa
tggagaacga
cagttecttc
tgaagtggaa
agcggcagec
ccatcaggaa
ctgaggtgtg
agcaggccga
ccatcttcgt
ccatgtccag
aagagctgga

‘tcatttctaa

aggctgagaa
aaggagcaga
ttttaaagtg
acggatcaca
gaggggccaa
ctctctctgg
gatatgaaaa
gagggttggt
atggagtgct
ctgatgagtg

ES 2400 033 T3

tgaggaagaa
atgcaccatc
agagctggag
ttctcatgcec
gcagctagaa
ggactgggac
caaattatgt
aagcéaaggg
cctgcatttc
ccggeccecct
taagaatgté
ggacgtggac
gccctggact
ccatatccgt
cattccéttg
ccctecctet
tcaggacggc
gtatgccgac
tggtggggag
gaaggaggag
gcccagacct
ccgaagcagg
gacagagtac
ccttcggcect
QCtQQQCtQC.
tgacattcct
gccggaacct
agttgaggat
gctaaaccgg
gaatgggtcg
cttcatccat
gattatgctg
gtatgcctct
9gaggtggct

aagaaaacaa

ttcaagggca

agaccattga
atttgctcat

aaéttcatgg‘ggctcatcga

ttggtctect
gggaattact
caccgcaacc
gtttccgaaa
gacataaaca
acctccacca
gactacaggg
acagagtatg
ctcccgecca
cagtacgccg
ggggccaaga
gacgttcttt
ctgcccaacg
tacctttacc
ggcaccatcg
aaagggcctt
gctgaatacc
gaaaggaagc
aacaccacgg
cctttctttg
ttcacattgt
agcgcctcca
gggccagtga
gagaatccca
cagcgagaat
ctaaacccgg
tggacagatc
ctgatcatcg
tacgtcttcc
gtgéacccgg

cgggagaaga
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tgtccttecct
ccttctacgt

tgaccatcaa

tttaccgcat:

ccaggaacaa
ccacgtcgaa
atctcatcag
atgggcagga
acaaggacgt
tttacgtcaa
gtgagatctt
cagcatcgaa
gcaacctgag
ggcacaatta
acattgagga
gctgegectg
gcaaagtctt
ggagagatgt
ccgcagacac
agagcagagt
accgcatcga
acttcgtctt
cctgggagec
atggattgat
gtgtgtﬁcag
ggaactacac
ctgtgttctt
ctctgeccgt
atagaaagag
agtacttcag

tcaccatgag

ttctgttact
taacatccga
ggtggtgacg
aaaaaacctt
cctcgacaac
agcagggaaa
ggaggaagtg
cggggagaga
gaatcgcatc
cttcaccgtt

tgcctgegge

ggagcccgge
ggctgtgacc
gfacattcgc
ctcctcttct
ttactacatt

ctgctccaaa -

ggtcacagag

ccccaaaact
tgagaatttc
catgcaagtg
cfacaacatc
ggataacaag
tatccacagc
tgcaaggact
aaggcctgaa
tctaatgtat
acaggaatac
agcccggatt
ctatgtccag
cgctgtcctg
aaataacagc
cgctgctgat
ccgggaactt

1080
1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560

' 1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2520
2580
2640

- 2700

2760
2820
2880
2940

3000
3060



gggcaggggt
cctgaaacca

gagtttctca
ctgggtgtgg
gatctcaaaa
cctccaagec
ctcaacgcca
gatttcacag
taccggaaag
4 gatggagtct
gécacactgg
‘atggagggcg
cgcatgtgct
atcaaagagg
aagctgcccg
gacccctecgg
gagaacggcc
tacgcccaca
acctgctgat
agtggggggg
cttcagttct
‘atgttccttt
tgggccttta
tcctcactct
‘ggaaaaataa
tgtccctgtg
aaaaacacgt
ttacaaaggg
aaatcctgaa
tgagcatggc
gactgcccct
attattattt
tgaaccggc
<210> 78

<211> 15
<212> ARN

cgtttgggat
gagtggccat
acgaagcttc
tgtcccaagg
gttatctccg
tgagcaagat
ataagttcgt
tcaaaatcgg
gaggcaaagg
tcaccactta
ccgagcagec
gcéttctgga
ggcagtataa
agatggaécc
agccggagga
cctcctegtc
ccggccctgg
tgaacggggg
ccttggatcc
gagagagégt
gccettgcetg
tttcaatatg
agaaccttaa
gtccctgtcc
ttgccacaag
gccccatcca
ggagatggaa
ccatcgttca
ctttctecct
agctggttge
gctgtgctge
gggggaactg
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ggtctatgaa

‘taaaacagtg

tgtgatgaag
ccagccaaca
gtctctgagg
gattcagafg
ccacagagac
agattttggt
gctgctgecc
ctcggacgtc
ctaccagggc
caagccagac
ccccaagatg
tggcttccgg
gctggacctg
ctccctgeca
ggtgctggtc
ccgcaagaac
tgaatctgtg
tttaacaatc
cccgcgggag
caagcagctt
tgacaacact

ttccctgttc

tccagetggg
accactgtac
atttttacct
tccaaggctg
catcggcccg
tccatttgag
tcaaggccac

gacacaatag

ggagttgcca
aacgaggccg
gagttcaatt
cthtcatca
ccagaaatgg
gccggagaga
cttgctgcecc
atgacgcgag

-gtgcgctgga

tggtccttcg
ttgtccaacg
aactgtcctg
aggccttect
gaggtctcct
gagccagaga
ctgcccgaca
ctccgegeca
gagcgggect
caaacagtaﬁ
cattcacaag
acagcttctc
tttattccct
taatagcaac
tccetttcte
aagccctttt
acacccgect
ttatctttca
ttaccatttt
gcgetgattc
agacacgctg
aggcacacag
gtctttctct

72

agggtgtggt
caagcatgcg
gtc;ccatgt
tggaactgat
agaataatcc
ttgcagacgg
ggaattgcat
atatctatga
tgtctcctga

‘gggtcgtcct

agcaagtcct
acatgctgtt
tcctggagat

tctactacag

acatggagag
gacactcagg
gcttcgacga
tgccgetgec
cgtgtgcgéa
cctcctgtac
tgcagtaaaa
gcccaaacce
agagcaéttg
tctcctctct
tatcagtttg
gacaccgtgg
cctttctagg
aacgctgect

ctcgtgtccg
gcgacacact-

gtctcattgc
cagtgaaggt

gaaagatgaa

tgagaggatt .

ggtgcgattg
gacacggggc
agtcctaQCa
catggcatac
ggtagccgaa
gacagactat
gtccctcaag
ctgggagatc
tcgcttegtce
tgaactgatg

‘catcagcage

cgaggagaac
cgtccccctg

‘acacaaggcc

gagacagcct

ccagtcttcg
cgcgcagegg
ctcagtggat
cacatttggg
ttaactgaca
agaaccagtc
gcttcataac
aggaagtggc

‘gtcattacaa

gacatgaaat
aattttgcca
gaggcatggg
ccgteccatce
ttctgactag
ggggagaagc

3120
3180
3240

13300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
4989
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<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleotido antisentido que codifica para C5 propino de IGF-IR

<400> 78
cacaguugcu gcaag

<210> 79
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido control para H-ras humana

<400> 79
tcegtcateg ctectcaggg

<210> 80
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido control para JNK humana

<400> 80
gtgcgegega geccgaaate

<210> 81
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

<223> oligonucleétido antisentido control para c-raf de ratdn y de rata

<400> 81
atgcattctg cccccaagga

<210> 82
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR para hiGF-RI

<400> 82
ccctttettt gcagttttce ¢

<210> 83
<211>17
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR para hiGF-RI

<400> 83
cgtcgteggc ctecatt

<210> 84

<211> 23
<212> ADN

73

15

20

20

20

21

17
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para hIGF-RI

<400> 84
cettcctgec tetcegggtt tga

<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR para hiGF-RI

<400> 85
acatgggcgc gcgactaagt

<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 86
atgcatacta cgaaaggccg

<210> 87
<211> 20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 87
tattccacga acgtaggctg

<210> 88
<211> 15
<212> ARN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 88
uaacacgacg cgaau

<210> 89
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 89
tccgtcateg ctectcaggg

<210> 90

<211> 20
<212> ADN

74
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20

20
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ES 2400 033 T3

<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 90
tcegtcateg ctectcaggg

<210> 91
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 91
tccegectgt gacatgceatt

<210> 92
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> hebra sentido a modo de ejemplo

<400> 92
cgagaggegg acgggacegt t

<210> 93
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> hebra antisentido a modo de ejemplo

<400> 93
ttgctctceg cetgecctgg ¢

<210> 94
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sonda de PCR para hGAPDH

<400> 94
gaaggtgaag gtcggagtc

<210> 95
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Sonda de PCR para hGAPDH

<400> 95
gaagatggtg atgggatttc

<210> 96
<211> 20
<212> ADN

75

20

20

21

21

19

20



10

15

<213> Atrtificial

<220>

ES 2400 033 T3

<223> Sonda de PCR para hGAPDH

<400> 96

caagcttcce gttctcagec

<210> 97
<211> 5983
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 97

agtgtgtggc

ctcgctgagce
tcgagagagg
gcagaccctc
ggcagctcca
agagcaggcg
gagccgggeg
gtcctggatt
gcggagccag
tctgececte

gcgecectece
‘tgtttttect

tcctgectet
ctcgggttcc
gcgeecgeceg
ttcettcegec
atttcctttt

ttcatcccaa

ggggctcctg

agcggeggeg
ggaaaaaaaa
cgggagagcg
ggccccgete
cggcgegect
gcggcgggeg
gcgcggcggg
tgggaaggag
gaggaggagg
gccggectcg
gcggcggaag
cgcctaggca
ccgggtttga
cgactccgec
ccccgtecge
cttgtttttg
tttcttttet
ataaaaggaa

tttctctecg

gcggcgcggc
agggaaaaaa
agagggacgc
cccggatccc
cgcctcgget
ggggccgggc
agtgctgagc
ctcgccgegg
aggaggaggg
cctgtgaccc
ctcgggegtc
gatttgggct

aaatggaggc

gagccctagg
gcacccggag
gagggggagc
tttctttttt
tgaagtctgg

ccgecgetcte

gaggctgggg

cccgaggagg

cgccagcgag
cccgegeect
gtgaccttca
gggggccgge
gcggcgceggc
cggcggeget
ggagccgete
ggacttcggg
cggccgecte
ttgcccectt
cgacgacgcc
ccgetgetge
ggccccggeg
gaagactgag
tttttettet
ctccggagga
gctctggccg

76

ctcttgttta
agCgagcha
CCtQCCC&Cg
ccacgcccct
gcgagccgga
gcggggcaag
cggceccgecg
gagggaggag
attcattttg
gcgatcttge
ccgegegeca
tctttgcagt
gacagcccge

cggcgctgag

gcggeccttc

tttgagactt
tttrttttga
gggtccccga
acgagtggag

ccagcattaa

ccaggcgaac

gccggegetc
cccgegeggg
gcececccgege
cggcggcgea
ctttgtgtgt
gcggcggcga
actccgcgft
gaactgcgtc
gggccggget
tttecceccct
ccecggegegce
gggccgeccc

ggagtattgt

gtttcctttc
gaaagggaat
cctcgetgtg
aaatctgcgg

20

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140



gccaggcatc
gatcgagggc
cttccccaag
gagcctcgga
ctacgccctg
gaacattact
.tgtggactgg
cccaaaggaa
gaccéccatc
gtgcccaagc
gtgcctggge
ctactatgcc

gcgctgtgtg

ggggtttgtg
cggcagccag
agaaaagaaa
catcttcaag
ggagaacttc
tgccttggte
agaagggaat
ggaccaccgc
atgtgtttcc
aggggacata
tttcacctce
ccctgactac
tgtcacagag
ggacctcccg
gactcagtac
ccgtggggec
cttggacgtt
ctctctgeec
cggctacctt
cgacggcacc

ggagaaaggg

gacatccgca
taCCtCtaca
ctcacggtca
gacctettec
gtcatcttcg
cggggggeca
tccctgatcc
tgtggggacc
aacaatgagt
acgtgtggga
agctgcagcg
ggtgtctgtg
gaccgtgact
étcéacgacg
agcatgtact
acaaagacca
ggcaatttgc
atggggctca
tccttgtect

tactccttct

aéc;tgacca
gaaatttacc
aacaccagga
accaccacgt
agggatctca
tatgatgggc
cccaacaagg
gccgtttacg
aagagtgaga
ctttcagcat
aacggcaacc
taccggcaca
atcgacattg
ccttgctgeg

ES 2400 033 T3

acgactatca
tcctgetcat
ttaccgagta

ccaacctcac

,agatgaccaa

tcaggattga
tggatgcggt
tgtgtccagg
acaactaccg
agcgggegtg
cgcctgacaa
tgcctgectg
tctgcgccaa
gcgagtgcat
gcatcccttg
ttgattctgt
tcattaacat
tcgaggtggt
tcctaaaaaa
acgtcctcga
tcaaagcagg
gcatggagga
acaacggggé
cgaagaatcg
tcagcttcac
agéatgcctg
acgtggagcc
tcaaggctgt
tcttgtacat
cgaactcctce
tgagttacta
attactgctc
aggaggtcac
cctgecccaa

gcagctgaag
ctccaaggcec
cttgctgetg
ggtcatccge
tctcaaggat
gaaaaatgct
gtccaataac
gaccatggag
ctgctggacc
caccgagaac
cgacacggcc
cccgcccaaé
catccfcagc
gcaggagtgc
tgaaggtcct
tacttctgct
ccgacggggg
gacgggctac

ccttegeete

caaccagaac
gaaaatgtac
agtgacgggag
gagagcctfc
catcatcata
cgtttactac
cggctccaac
cggcatctta
gaccctcacc
tcgcaccaat
ttctcagtta
cattgtgcgc
caaagacaaa
agagaacccce

aactgaagcc

77

cgcctggaga.
gaggactacc
ttccgagtgg
ggctggaaac
attgggettt
gacctctgtt
tacattgtgg
gagaagccga
acaaaccgct
aatgagtgct
tgtgtagctt.
acctacaggt
gccgagagca
cccteggget
tgcccgaagg
cagatgctcc
aataacaftg
gtgaagatcc
atcctaggag
ttgcagcaac
tttgctttca
actaaagggc
tgtgaaagtg
acctggcacc
aaggaagcac
agctggaaca
ctacatgggc
atggtggaga
gcttcagttc
atcgtgaagt
tggcagcggce
atccccatca
aagactgagg
gagaagcagg

actgcacggt
gcagctaccg
ctggcctcga
tcttctacaa
acaacctgag
acctctccac
ggaataagcc
tgtgtgagaa

gccagaaaat

gccaccccga

gccgccacta

ttgagggctg
gcgactccga

tcatccgcaa.

tctgtgagga

aaggatgcac .

cttcagagct
gccattctea
aggagcagct
tétgggactg
atcccaaatt
gccaaagcaa
acgtcctgca
ggtaccggcc
cctttaagaa
tggtggacgt
tgaagccctg
acgaccatat
cttccattcc
ggaaccctcc
agcctcagga
ggaagtatgc
tgtgtggtgg

ccgagaagga

1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860

- 1920.

1980

2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

3060
3120
3180



ggaggctgaa
acctgaaagg
caggaacacc
gtaccctttc
gcctttcaca
ctgcagegec
tcctgggeca
acctgagaat
ggatcagcga
ccggctaaac
gtcgtggaca
ccatctgatc
_gctgtacgtc
ctctgtgaac
ggctcgggag
tgaaggagtt
agtgaacgag
gaaggagttc
aacactggtc
gaggccagaa
gatggccgga
agaccttgct
tggtatgacg
gccegtgege
cgtctggtcc
gggcttgtcc
agacaactgt
gatgaggcct
ccgggaggtc
cctggageca
gccactgecc
ggtcctecge
gaacgagcgg
tgtgcaaaca

taccgcaaag
aagcggagag
acggccgeag
tttgagagca
ttgtaccgea
tccaacttceg
gtgacctggg
cccaatgéat
gaatgtgtgt
ccggggaact
gatcctgtgt

atcgctctge

ttccatagaa
ccggagtact
aagatcacca
gccaagggtg
gccgcaagca
aattgtcacc
atcatggaac
atggagaata
gagattgcag
gcccggaatt
cgagatatct
tggatgtctc
ttcggggtcg
aacgagcaag
cctgacatge
tccttectgg
tcctrctact
gagaacatgg
gacagacact
gccagetteg
gccttgecge
gtaacgtgtg
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tctttgagaa
atgtcatgca
acacctacaa
gagtggataa
tcgatatcca

tctttgcaag

agccaaggce
tgattctaat
ccagacagga
acacagcccg
tcttctatgt
ccgtcgetgt
agagaaataa
tcagcgctgce
tgagccggga
tggtgaaaga
tgcgtgagag
atgtggtgcg
tgafgacacg
atccagtcct
acggéétgge
gcatggtagc
atgagacaga
ctgagtccct
tcctctggga
tccttegett
tgtttgaact
égatcatcag
acagcgagga
agagcgtccc
caggacécaa
acgagagaca
tgécccagtc
cgcacgcgea

tttcctgeac
agtggccaac
catcaccgac

caaggagaga

cagctgcaac

gactatgccc
tgaaaactcc

gtatgaaata

-atacaggaag

gattcaggcc

ccaggccaaa

cctgttgatc
cagcaggctg
tgatgtgtac
acttgggcag
tgaacctgaa
gattgagttt
attgctgggt
gggcgatctc
agcacctcca
atacctcaac
cgaagatttc
ctattaccgg
caaggatgga
gatcgccaca
cgtcatggag
gatgcgcatg
cagcatcaaa
gaacaagctg
cctggaccec
ggccgagaac
gccttacgec
ttcgacctge

gcgaggtagy

78

aactccatct
accaccatgt
ccggaagagc
actgtcattt

cacgaggctg‘
gcagaaggag

atctttttaa
aaatacggat
tatggagggg

-acatctctct

acaggatatg
gtgggagggt
gggaatggag
gttcctgatg
gggtcgtttg
accagagtgg
ctcaacgaag
gtggtgtccc
aaaagttatc
agcctgaéca
gccaataagt
acagtcaaaa
aaaggaggca
gtcttcacca

ctggecgage

ggcggecttc
tgctggcagt
gaggagatgg
cccgagceccgg

‘tcggectect

ggccccggec
cacatgaacg

tgatccttgg
gggggagaga

tcgtgcccag
ccagccgaag
tggagacaga
ctaaccttcg
agaagctgag
cagatgacat
agtggccgga
cacaagttga

ccaagctaaa

ctgggaatgg
aaaacttcat

tggtgattat
tgctgtatge
agtgggaggt
ggatggtcta
ccattaaaac
cttctgfgat
aaggccagcc
tccggtctct
agatgattca
tcgtccacag
tcggagattt
aagggctgct
cttactcgga
agccctacca
tggacaagcc
ataaccccaa
agcctggett
aggagctgga
cgtcctcect
ctggggtgct
ggggccgcaa
atcctgaatc

gagttttaac

3240
3300

3360

3420
3480
3540
3600

" 3660

3720
3780
3840

3900

3960
4020
4080

. 4140

4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



aatccattca
ggagacagct
gctttttatt
cacttaatag
gttctccctt
tgggaagccc
gtacacaccc
acctttatct
gctgttacca
cccggegetg
tgagagacac
ccacaggcaé
ataggtcttt
<210> 98

<211> 391
<212> PRT

caagcctcect
tctctgcagt
ccctgeccaa
caacagagca
tctctctcet
tttttatcag
gcctgacace
ttcacctttc
ttttaacgct
attcctcgtg
gctggcgaca
acaggtctca

ctctcagtga

<213> Homo sapiens

<400> 98

ES 2

gtacctcagt
aaaacacatt
acccttaact
cttgagaacc
ctctgcttca
tttgaggaag
gtgggtcatt
tagggacatg
gcctaatttt
tccggaggea
cactccgtcc
ttgcttctga
aggtggggag

ésn Pro Glu Tyr Phe Ser Ala Ala

5

400 033 T3

ggatcttcag
tgggatgttc
gacatgggcc
agtctcctca
taacggaaaa
tggctgtccc
acaaaaaaac
aaatttacaa
gccaaaatcc
tgggtgagca
atccgactgc
ctagattatt

aagctgaacc

val

Asp
10

Tyr-val

ttctgccctt
cttttttcaa
tttaagaacc
ctctgtccct
ataattgcca
tgtggcccca
acgtggagat
agggccatcg
tgaactttct
tggcagetog
ccctgetgtg
atttggggga
agc

Pro

gctgcecgeg
tatgcaagca
ttaatgacaa
gtccttccct

caagtccagc

tccaaccact

ggaaattttt
ttcatccaag
ccctcategg
ttgctccatt
ctgctcaagg

actggacaca

Asp Glu Trp
15

Glu val

Ser Phe

Glu Pro

50

Met

Arg
65

Phe Asn

GIn Pro

Ser Tyr

Ala Pro

130

Ala
Gly
35S

Glu
Glu

Cys

Thr

Leu

115

Pro

Arg
20

Met
Thr
Arg
His
Leu
100

Arg

Ser

Glu

val

Arg

Ile

His

85

val

ser

Leu

Lys

Tyr

val

Glu

70

val

Ile

Leu

Ser

Ile
Glu
Ala
55

Phe
val

Met

Arg

1353

Thr
Gly
40

Ile
Leu

Arg

Glu

-Pro

120

Met

Met
25

val
Lys
ASn
Leu
Leu
105

Glu

Ile

ser Arg Glu Leu

Ala

Thr

Glu

Leu
90

Met

Met

Gln

79

Lys

val

Ala

75

Gly

Thr

Glu

Met

Gly
Asn
60

ser
val
Arg

Asn

Ala
140

val
45

G]u'

val

val

Gly

Asn

125

Gly

Gly
30

val
Ala

Met

ser

Pro

Glu

GIn
Lys
Ala
LYS
GIn
95

Leu
val

Ile

Gly

Asp

Ser

Glu

- 80

Gly

Lys

Leu

Ala

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
5983



Asp
Gly
Lys
val
225
‘Ser
Lys

Trp

Sser

ser
Pro
Pro

Leu
385

<210>
<211>

<212> ADN

Gly

Ala
Phe

Gly

Asn
Pro
GIn
Ile
290
ser
Glu

Leu

Gly

30

‘Pro

99
20

Met
Arg

Gly

Trp
Glu

Asp

7

Lys

Glu

Asn

Pro

Pro

355

Ala

GIn

Ala

Asn

Met

180

Gly

val

Glu

GlIn

Asn

260

Asn

Glu:

Glu
Met
Leu
340

Gly

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

Tyr
Cys
fhr
Leu
Phe
Ile

val

245

cys

Pro

Glu

ASn

Glu

325

Pro

val

Met

Ser

Leu
150
Met
Arg
Leu
Thr
Ala
230
Leu
Pro
Lys
Met
Lys
310
sSer
ASp
Leu

Asn

Thr
390

ES 2400 033 T3

Asn Ala

val Ala

ASp I1é TY

pPro val
200

Thr Tyr
215

Thr Leu
Arg Phe
Asp Met
Met Ar

28
Glu Pro
295
Leu Pro
val Pro

Arg His

val Leu

360

Gly Gly

Cys'

Asn |

Glu

Arg
Ser
Ala
val
265

Pro

Gly

Glu-

Leu
ser
345

Arg

Arg

Trp

ASp
Glu
Met
250
Phe
Ser
Phe
Pro
330
Gly
Aia

Lys

80

55
Phe
Thr
Met
val
Gln
Glu
Glu

Phe

Arg

Pro
His
Ser

Asn

val

Thr

ASp.

ser

Gly

Leu

Leu

His
val
Tyr
Pro
205
ser

Tyr

Gly

Met

-G1u

- 285

Glu
300

Glu

Ser

Lys

Phe

Glu
380

val

Leu
Ala
Ala

AS
36

Arg

Arg
Lys
180
Glu
Phe
GIn
Leu

Ar¢
27

AI1e

ser
Asp
ser
Glu
350
Glu

Ala

Asp

Ile

Leu
160

Gly

175

Arg

ser

Gly

Gly

Leu

255

Met

Ile

Phe

Leu

ser

335

Asn

Arg

Leu

Lys

Leu

val
Leu
240
ASp
Cys
ser
TYr
Glu
320
ser
Gly

GIn

Pro
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<221> misc_feature
<222> (1)..(20)

<223> N = cualquier base

<400> 99

nnnnnnnnnn nnnnNNNNnn

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 100
agtctcaaac tcagtcttcg

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 101
gttaatgctg gtaaacaaga

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 102
gaagtccggg tcacaggcga

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 103
aacaagagcc ccagcctege

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 104
atgctggtaa acaagagccc

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 105
tgctggtaaa caagagecce

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 106
ggagtcaaaa tgaatgagcg

<210> 107
<211> 20
<212> ADN

ES 2400 033 T3
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<213> Homo sapiens

<400> 107
aatctgccta ggcgaggaaa

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 108
gctggtaaac aagagcccca

<210> 109

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 109
agcccaaatc tgectaggeg

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 110
cctccatttt caaacccgga

<210> 111

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 111
gaaggtcaca gccgaggcega

<210> 112

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 112
tcgctgaagg tcacagecga

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 113
atccaggaca cacacaaagc

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 114
aagtccgggt cacaggcgag

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 115
aagtctcaaa ctcagtcttc

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 116
gtcgtcggec tecatttica

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 117
gcagaaacgc ggagtcaaaa

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 118
gcggcegagct ccttecccaaa

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 119
taatgctggt aaacaagagc

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 120
tttcaaaccc ggagaggceag

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 121
taggcgagga aaaacaagcc

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 122
ctcgetgaag gtcacagecg

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 123
gcagcggecc agggetcgge
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<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 124
gctcgcetgaa ggtcacagcec

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 125
cgaaggaaac aatactccga

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 126
gaaacgcgga gtcaaaatga

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 127
gaaacaatac tccgaagggc

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 128
ccaaatccag gacacacaca

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 129
tcggccteca ttttcaaacc

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 130
tccgggtcac aggcgaggcec

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 131
aatgaatgag cggctccccc

<210> 132

ES 2400 033 T3

84

20

20

20

20

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 132
tgaaggtcac agccgaggeg

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 133
aaggtcacag ccgaggcgag

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 134
cccaaatcca ggacacacac

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 135
acaagtctca aactcagtct

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 136
ggtaaacaag agccccagec

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 137
cgaagactga gtttgagact

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 138
tcgectgtga ceccggactte

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 139
gcgaggctgg ggctcttgtt

<210> 140
<211> 20
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 140
gggctcttgt ttaccageat

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 141
ggggctcttg tttaccagca

<210> 142

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 142
cgctcattca ttttgactcc

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 143
tttcctegec taggcagatt

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 144
tggggctctt gtttaccage

<210> 145

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 145
cgcctaggea gatttggget

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 146
tccgggtttg aaaatggagg

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 147
tcgectegge tgtgacctte

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 148
tcggetgtga ccticagega

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 149
gctitgtgtg tgtcctggat

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 150
ctcgecetgtg acccggactt

<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 151
gaagactgag tttgagactt

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 152
tgaaaatgga ggccgacgac

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 153
ttttgactcc gegtitctge

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 154
tttgggaagg agctcgeege

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 155
gctcttgttt accagcatta

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 156
ggcttgttit tcctegecta
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<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 157
cggctgtgac cticagcgag

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 158
gccgagecect gggeegcetge

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 159
ggctgtgacc ttcagcgage

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 160
tcggagtatt gtttccttcg

<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 161
tcatttigac tccgegtitc

<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 162
gcccttcgga gtattgtttc

<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 163
tgtgtgtgtc ctggatttgg

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 164
gotttgaaaa tggaggccga

<210> 165
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 165
ggcctegect gtgaccegga

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 166
gggggagcecg ctecattcatt

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 167
cgccteggct gtgacctica

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 168
ctcgecetegg ctgtgacctt

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 169
gtgtgtgtce tggatttggg

<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 170
agactgagtt tgagacttgt

<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 171
ggctggggct cttgtttacc

ES 2400 033 T3
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ES 2400 033 T3

REIVINDICACIONES

1. Oligonuclettido antisentido que comprende de 8 a 80 nucleobases de longitud, comprendiendo dicho
oligonucledtido un tramo de al menos 8 nucleobases consecutivas que es complementario al menos en un 90% a la
SEQ ID NO: 160 y que se dirige a una molécula de acido nucleico que codifica para un receptor de factor de
crecimiento similar a la insulina humano (SEQ ID NO: 97), hibridandose especificamente dicho oligonucleétido con
dicha molécula de &cido nucleico e inhibiendo la expresion de IGF-IR.

2. Oligonucleétido segun la reivindicacion 1, que comprende de 12 a 50 nucleobases de longitud, comprendiendo
dicho oligonucleétido un tramo de al menos 8 nucleobases consecutivas que es complementario en un 100% a la
SEQ ID NO: 160.

3. Oligonucleétido segun la reivindicacion 1, que comprende de 15 a 30 nucleobases de longitud, comprendiendo
dicho oligonucleétido un tramo de al menos 8 nucleobases consecutivas que es complementario en un 90% a la
SEQ ID NO: 160.

4. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un oligonucle6tido de ADN, un
oligonucleotido de ARN o un oligonucledétido quimérico.

5. Oligonuclettido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, hibridandose al menos una porcion de dicho
oligonucleotido con ARN para formar un duplex de oligonucleé6tido-ARN.

6. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que tiene al menos un enlace
internucleosidico, resto azlcar o nucleobase modificado.

7. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que tiene al menos un resto 2’-O-metoxietil-
azucar.

8. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que tiene al menos un enlace
internucleosidico de fosforotioato.

9. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que tiene al menos una 5-metilcitosina.

10. Oligonucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 9, comprendiendo dicho oligonucleétido un
tramo de al menos 8 nucleobases consecutivas que es complementario en un 100% a la SEQ ID NO: 160.

11. Oligonucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 9, comprendiendo dicho oligonucleétido un
tramo de al menos 8 nucleobases consecutivas que es complementario al menos en un 95% a la SEQ ID NO: 160.

12. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 9, que comprende al menos 18
nucleobases que son idénticas al menos en un 90% a la SEQ ID NO: 125.

13. Oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 9, que comprende al menos 15
nucleobases que son idénticas al menos en un 95% a la SEQ ID NO: 125.

14. Oligonucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 4 a 9, que comprende al menos 12
nucleobases que son idénticas en un 100% a la SEQ ID NO: 125.

15. Oligonucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 9, que consiste en la SEQ ID NO: 125.

16. Oligonucledtido que consiste en 20 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobases que consiste
en la secuencia de nucleobases citada en SEQ ID NO: 125 en la que una regién de diez desoxinucleotidos esta
flanqgueada en ambos extremos 5 y 3’ con cinco nucledtidos de 2’-O-(2-metoxietilo), siendo cada enlace
internucleosidico un fosforotioato y cada citosina una 5-metilcitosina.

17. Composicion que comprende el oligonucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una sal del
mismo y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

18. Método de diagnéstico in vitro para identificar un estado patolégico que comprende identificar la presencia de
IGF-IR en una muestra usando un oligonucleétido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y/o una
composicién segun la reivindicacion 17.

19. Kit o dispositivo de ensayo que comprende el oligonucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16 y/o una composicién segun la reivindicacion 17.

20. Uso de un oligonucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y/o una composicién segun la
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reivindicaciéon 17 en la fabricacion de un medicamento para tratar a un animal que tiene una enfermedad, estado o
trastorno asociado a IGF-IR, en el que dicho oligonucleétido inhibe la expresion de IGF-IR y en el que el trastorno
asociado a IGF-IR es un trastorno de la piel seleccionado de psoriasis, ictiosis, pitiriasis rubra pilaris, seborrea,
queloides, queratosis, neoplasias, esclerodermia, verrugas, crecimientos benignos o canceres de la piel.

21. Uso segun la reivindicacion 20, en el que el oligonucleétido inhibe la expresién de IGF-IR.
22. Uso segun la reivindicacion 20 o la reivindicacion 21, en el que el animal o mamifero es un ser humano.

28. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en el que el oligonucleétido es una molécula de acido
nucleico de fosforotioato.

24. Composicion segun la reivindicacion 17, en la que dicho oligonucleétido puede inhibir o reducir de otra manera la
proliferacién celular u otro trastorno médico mediado por IGF-IR.

25. Composicion segun la reivindicacion 24, en la que dicho oligonucleétido es una molécula de acido nucleico de
fosforotioato.

26. Oligonucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 0 composicion segun la reivindicacion 17
para su uso en el tratamiento de un animal que tiene una enfermedad, estado o trastorno asociado a IGF-IR,
inhibiendo dicho oligonucleétido la expresién de IGF-IR.

27. Oligonucleétido o composicidn segun la reivindicacion 26, inhibiendo el oligonucleétido la expresién de IGF-IR.
28. Oligonucleétido o composicién segun la reivindicacion 26 é 27, en el que el trastorno asociado a IGF-IR es un
trastorno de la piel seleccionado de psoriasis, ictiosis, pitiriasis rubra pilaris, seborrea, queloides, queratosis,
neoplasias, esclerodermia, verrugas, crecimientos benignos o canceres de la piel.

29. Oligonucleétido o composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, siendo el animal o
mamifero un ser humano.

30. Oligonucleétido o composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, siendo el oligonucleétido
una molécula de acido nucleico de fosforotioato.
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Mivel de proteina de IGF-IR
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ARNT de IGF-1R (% de celulas tratadas
sglo con cytofactin GSY )
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ARNm de IGF-1R
(% de lipido GSV solo)
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gn vehiculo de epidermis

225+
200+
1754
1504

ES 2400 033 T3

* %%

Vehiculo \s\= VIS T Vehiculo ysva\vais 3y

Epidermis Dermis

Figura 12

110



ES 2400 033 T3

1404 *
120 -

1004 - —r_

o
[ =]
L

en vehiculo
5 o
= =
1 I

L)
[=]
1

% de niveles de ARNm de IGF-IR promedio

=

Vehiculo \avs vas 3 Vehiculo 15\ VIS3\1

Epidermis Dermis
psoriasica _ normal
Prueba de lat de Student apareada p=0,032 Prueba de la 1 de Student apareada p=0,683
n=11, error=E.M. n=11, error=E.M.
Figura 13

111



% de niveles de ARNm promedio en vehiculo
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