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Modulacion antisentido de la expresion de PTP1B
Descripcion
CAMPO

En la presente memoria se describen métodos, compuestos y composiciones para reducir la expresion de
PTP1B mARN y proteina en un animal. Tales métodos, compuestos y composiciones son utiles, por ejemplo, para
tratar, prevenir, retrasar o aliviar enfermedades asociadas con trastornos metabdlicos, en particular los trastornos
asociados con la diabetes.

FONDO

La proteina de fosfatasa de tirosina 1B (PTP1B) es un miembro de una familia de PTPs (Barford, et al,
Science 1994. 263: 1397-1404) y es una enzima citosodlica (Neel y Tonks, Curr Opin Cell Biol 1997. 9: 193-204).
PTP1B se expresa de forma ubicua incluyendo tejidos que son los principales reguladores del metabolismo de la
insulina, como el higado, musculo y grasa (Goldstein, Receptor 1993. 3: 1-15), donde es la enzima de PTP principal.

PTP1B se considera que es un regulador negativo de la sefializacion de la insulina. PTP1B interactua con
el receptor de insulina y lo desfosforila, atenuando de este modo y potencialmente terminando la transduccion de
sefializacion de la insulina (Goldstein et al, J. Biol Chem 2000, 275: 4383-4389). El papel fisiologico de PTP1B en la
sefializacion de la insulina se ha demostrado en modelos de ratones knockout. Los ratones que carecen del gen
PTP1B estaban protegidos contra la resistencia a la insulina y la obesidad (Elchebly et al, Science 1999 283:. 1544-
1548). Ratones deficientes en PTP1B tenian baja adiposidad, tasa metabdlica basal incrementada asi como el gasto
total de energia, y estaban protegidos de la obesidad inducida por la dieta. La captaciéon de glucosa estimulada por
insulina fue elevada en el musculo esquelético, mientras que el tejido adiposo no estaba afectado proporcionando
evidencia que la sensibilidad a la insulina incrementada en los ratones deficientes en PTP1B era especifica de tejido
(Klaman et al, Mol Cell Biol 2000 20: 5479-5489). Estos ratones fueron fenotipicamente normales y también fueron
resistentes a la obesidad inducida por la dieta, resistencia a la insulina y tenian significativamente mas bajos niveles
de triglicéridos en una dieta alta en grasas. Por lo tanto, seria beneficiosa la inhibicion de PTP1B en pacientes que
sufren de diabetes de tipo Il, sindrome metabdlico, dislipidemia diabética, o enfermedades metabdlicas relacionadas.

Inhibicién antisentido de PTP1B ofrece una ventaja Unica sobre los inhibidores de moléculas pequefias
tradicionales en que los inhibidores antisentido no se basan en la unién competitiva del compuesto a la proteina e
inhiben directamente la actividad mediante la reduccion de la expresion de PTP1B. La tecnologia antisentido esta
emergiendo como un medio eficaz para reducir la expresion de ciertos productos génicos y por lo tanto puede
resultar Unicamente atil en un numero de aplicaciones de investigacion, diagndstico, y terapéutico para la
modulacion de PTP1B.

US 2002/055479 describe compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico que codifica PTP1B.

De momento existe una falta de opciones aceptables para el tratamiento de trastornos metabdlicos. Es por
tanto un objeto para proporcionar compuestos y métodos para el tratamiento de tales enfermedades y trastornos.

RESUMEN
En la presente memoria se describen métodos, compuestos y composiciones para modular la expresion de
PTP1B vy tratar, prevenir, retrasar o aliviar enfermedades asociadas con trastornos metabdlicos, en particular los
trastornos asociados con la diabetes y/o un sintoma de la misma.
RESUMEN DE LA INVENCION
La invencion proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido monocatenario modificado, en
el que dicho oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de
nucleobases que consiste en SEQ ID NO: 26, en el que el oligonucleétido modificado comprende:
un segmento de hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consta de cinco nucledsidos enlazados;
un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados;
en el que el segmento de hueco esta colocado entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en el que
cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado 2'-O-metoxietilo, en el que cada

enlace internucleosidico de dicho oligonucleétido modificado es un enlace fosforotioato, y en el que cada residuo
de citosina de dicho oligonucleétido modificado es una 5-metilocitosina.
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La invenciéon también proporciona una composicion que comprende el compuesto de la invencion y al
menos uno de un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invenciéon también proporciona el compuesto o composicion de la invencidon para su uso en

a) prevenir, tratar, mejorar, ralentizar la progresion de, o retrasar la aparicién de una enfermedad o condicién
asociada con la PTP1B en un animal; o

b) prevenir o retrasar la aparicion de aumento de los niveles de glucosa en sangre en un animal;

c) prevenir, tratar, mejorar, o ralentizar la progresion de una enfermedad metabdlica o condicion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los numerosos objetos y ventajas de la presente invencion pueden ser mejor entendidos por los expertos
en la técnica haciendo referencia a las figuras adjuntas, en las que:

Figura 1 muestra una transferencia Western de los oligonucleétidos antisentido PTP1B, ISIS 404173 e ISIS
142082, demonstrando la disminucién de expresion de la proteina PTP1B en 8mgk/semana la potencia de los
compuestos. Véase la Tabla 47.

Figura 2 es una tabla de resumen de los estudios de tolerabilidad clave en monos cynomolgus (véase el Ejemplo
17).

Figura 3 es una reduccion de representacion grafica de ARNm de PTP1B humano en un estudio preclinico de
respuesta a la dosis. El tratamiento con ISIS 404173 se comparé con el de ISIS 113715, el candidato clinico
previo. Como se muestra aqui, la dosificacion con ISIS 404173 era mas potente y causd una reduccion
significativa en los niveles de PTP1B de ARNm en comparacion con la dosificacion con ISIS 113715. En
particular, en dosis de 0,3 mM, hubo una disminucién de cinco veces en los niveles de PTP1B ARNm con ISIS
404173 en comparacioén con ISIS 113715.

DESCRIPCION DETALLADA

Es de entenderse que tanto la descripcién general anterior como la siguiente descripciéon detallada son
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invencion, segun se reivindica. En este documento, el uso del
singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Tal como se usa en el presente
documento, el uso de "o" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. Ademas, el uso del término "que
incluye", asi como otras formas, tales como "incluye" y "incluido", no es limitativo. Ademas, términos tales como
"elemento" o "componente" abarcan tanto elementos como componentes que comprenden una unidad y elementos y
componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se indique especificamente lo contrario.

Definiciones

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de analitica quimica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas
en el presente documento son bien conocidas y comunmente utilizadas en la técnica. Las técnicas estandar se
pueden utilizar para la sintesis quimica, y analisis quimico.

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica
descritas en el presente documento son los bien conocidos y comunmente utilizados en la técnica. Las técnicas
estandar se pueden utilizar para la sintesis quimica, y analisis quimico. A menos que se indique lo contrario, los
siguientes términos tienen los siguientes significados:

"2'-O-metoxietilo” (también de 2'-MOE y 2'-O (CH,),-OCHj3) Se refiere a una modificacion de O-metoxi-etilo de la
posicion 2' de un anillo furosilo. Un aztcar modificado por 2'-O-metoxietilo es un aztcar modificado.

"Nucledtido de 2'-O-metoxietilo" significa un nucledtido que comprende un resto de azicar modificado 2'-O-
metoxietilo. "Sitio diana 3™ se refiere al nucleétido de una diana de acido nucleico que es complementaria al
extremo de nucleétido mas 3' de un compuesto antisentido particular.

"Sitio diana 5™ se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es complementario al extremo nucleétido
mas 5' de un compuesto antisentido particular.

"5-metilocitosina" significa una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posicion 5. Una 5-
metilocitosina es una nucleobase modificada.

"Aproximadamente" significa dentro de +10% de un valor. Por ejemplo, si se afirma, "un marcador se puede
aumentar en aproximadamente un 50%", se da a entender que el marcador se puede aumentar entre el 45%-55%.
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"Agente farmacéutico activo" significa la sustancia o sustancias en una composicion farmacéutica que
proporciona un beneficio terapéutico cuando se administra a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones un
antisentido oligonucledtido dirigido a PTP1B es un agente farmacéutico activo.

"Region diana activa" o "region diana" se refiere a una region a la que uno o mas compuestos activos
antisentido esta dirigido. "Compuestos de antisentido activos" significan compuestos de antisentido que reducen los
niveles de acido nucleico diana o niveles de proteina.

La "adipogénesis" significa el desarrollo de células de grasa de preadipocitos. "Lipogénesis" significa la
produccion o la formacion de grasa, ya sea degeneracion grasa o infiltracion grasa.

"Adiposidad" o "obesidad" se refiere al estado de ser obeso o una cantidad excesivamente alta de grasa
corporal o tejido adiposo en relacion con la masa corporal magra. La cantidad de grasa corporal incluye
preocupacion tanto para la distribucion de la grasa en todo el cuerpo como el tamarfio y la masa de los depdsitos de
tejido adiposo. La distribucién de grasa corporal se puede estimar mediante medidas de pliegues cutaneos,
relaciones de circunferencia de cintura a cadera, o técnicas tales como ultrasonido, tomografia computarizada o
resonancia magnética. Segun el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades, los individuos con un
indice de masa corporal (IMC) de 30 o mas se consideran obesos. El término "obesidad" como se usa en este
documento incluye condiciones en las que se produce un aumento en la grasa corporal mas alla del requisito fisico
como resultado de la acumulacion excesiva de tejido adiposo en el cuerpo. El término "obesidad" incluye, pero no se
limita a las siguientes condiciones: la obesidad de inicio en adultos; obesidad alimentaria; obesidad enddgena o
inflamatoria; obesidad endocrina; obesidad familiar; obesidad hiperinsulinar; obesidad hiperplasica-hipertrofica;
obesidad de hipogonadismo; obesidad de hipotiroidismo; obesidad de toda la vida; obesidad mérbida y la obesidad
exogena.

"Administrado concomitantemente” se refiere a la co-administracion de dos agentes de cualquier manera en
la que los efectos farmacoldgicos de ambos son manifiestos en el paciente al mismo tiempo. La administracion
concomitante no requiere que ambos agentes se administren en una sola composicion farmacéutica, en la misma
forma de dosificacion, o por la misma via de administracion. Los efectos de ambos agentes no tienen por qué
manifestarse al mismo tiempo. Los efectos sélo necesitan superponerse por un periodo de tiempo y no necesitan ser
coextensivos.

"Administrar" significa proporcionar un agente a un animal, e incluye, pero no se limita a, la administracion
por un profesional médico y la auto-administracion.

"Agente" significa una sustancia activa que puede proporcionar un beneficio terapéutico cuando se
administra a un animal. "Primer agente" significa un compuesto terapéutico proporcionado en este documento. Por
ejemplo, un primer agente puede ser un PTP1B que se orienta a oligonucleétido antisentido. "Segundo agente"
significa un segundo compuesto terapéutico de la invencidon (por ejemplo, un segundo PTP1B orientado a
oligonucledtido antisentido) y/o un compuesto terapéutico no PTP1B.

"Amelioration" se refiere a una disminucion de al menos un indicador, muestra, o sintoma de una
enfermedad, trastorno o afeccion asociada. La gravedad de los indicadores se puede determinar mediante medidas
subjetivas u objetivas, que son conocidas para los expertos en la técnica.

"Animal" se refiere a un ser humano o animal no humano, incluyendo, pero no limitado a, ratones, ratas,
conejos, perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluyendo, pero no limitado a, monos y chimpancés.

"Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridacion de un
compuesto antisentido a su acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una
disminucioén en la cantidad o expresion de un acido nucleico diana o la proteina codificada por tal acido nucleico
diana.

"Compuesto antisentido" se refiere a un compuesto oligomérico que es capaz de experimentar la
hibridacién con un acido nucleico diana a través de puentes de hidrégeno.

"Inhibicion antisentido" se refiere a la reduccion de los niveles de acido nucleico diana o los niveles de
proteina diana en presencia de un compuesto antisentido complementario a un acido nucleico diana en comparacién
con los niveles diana de acido nucleico o los niveles de proteina diana en ausencia del compuesto antisentido.

"Oligonucledtido antisentido” significa un oligonucleétido de una sola hebra que tiene una secuencia de
nucleobases que permite la hibridacion con una regién correspondiente o segmento de un acido nucleico diana.

"Azucar biciclico" significa un anillo furosilo modificado por el puente de dos atomos del anillo no geminales.
Un azucar biciclico es un azucar modificado.
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"Acido nucleico biciclico" o "BNA" se refiere a un nucledsido o nucledtido en el que la porcién furanosa del
nucledsido o nucleétido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo de furanosa, formando de
este modo un sistema de anillo biciclico.

"Estructura de tapa" o "resto de tapa terminal" significa modificaciones quimicas, que se han incorporado en
cualquier extremo de un compuesto antisentido.

"Region quimicamente distinta" se refiere a una region de un compuesto antisentido que es de alguna forma
quimicamente diferente de otra region del mismo compuesto antisentido. Por ejemplo, una regién que tiene
nucledtidos de 2'-O-metoxietilo es quimicamente distinta de una region que tiene los nucleétidos sin modificaciones
de 2'-O-metoxietilo.

"Compuesto antisentido quimérico" se refiere a un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
quimicamente distintas.

"Co-administracion” significa la administracion de dos o mas agentes a un individuo. Los dos o mas agentes
pueden estar en una Unica composicion farmacéutica, o puede estar en composiciones farmacéuticas separadas.
Cada uno de los dos o mas agentes se pueden administrar a través de las mismas o diferentes vias de
administracion. Co-administracién abarca administracion paralela o secuencial.

"Colesterol" es una molécula de esterol que se encuentra en las membranas celulares de todos los tejidos
animales. El colesterol debe ser transportado en el plasma sanguineo de un animal por las lipoproteinas, incluyendo
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de desnidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), y lipoproteina de alta densidad (HDL). "Colesterol de plasma" se refiere a la suma de todas las
lipoproteinas (VDL, IDL, LDL, HDL) esterificadas y/o colesterol presente en el plasma o suero no esterificado.

"Inhibidor de la absorcion de colesterol" significa un agente que inhibe la absorcion del colesterol exégeno
obtenido a partir de la dieta.

"Complementariedad" significa la capacidad para el apareamiento entre nucleobases de un primer acido
nucleico y un segundo acido nucleico.

"Nucleobases contiguas"” significan nucleobases inmediatamente adyacentes la una a la otra.

"Desoxirribonucleotido” quiere decir un nucleétido que tiene un hidrégeno en la posicion de la porcion de
azucar del nucleétido 2'. Los desoxirribonucleétidos pueden ser modificados con cualquiera de una variedad de
sustituyentes.

"Diabetes mellitus" o "diabetes" es un sindrome caracterizado por el metabolismo desordenado vy
anormalmente alto de azlcar en sangre (hiperglucemia) como resultado de niveles insuficientes de insulina o
sensibilidad reducida a la insulina. Los sintomas caracteristicos son la produccion de orina excesiva (poliuria) debido
a los niveles de glucosa en sangre, sed excesiva y el aumento de la ingesta de liquidos (polidipsia) procurando
compensar la orina incrementada, vision borrosa debido a los efectos de glucosa en sangre en la 6ptica del ojo,
pérdida de peso inexplicada, y letargo.

"Dislipidemia diabética" o "diabetes de tipo 2 con dislipidemia" se refiere a una afeccién caracterizada por
diabetes de tipo 2, la reduccién de HDL-C, niveles elevados de triglicéridos, y particulas de LDL elevadas pequefias
y densas.

"Diluyente" significa un ingrediente en una composicién que carece de actividad farmacolégica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composicion inyectada puede ser una
solucién salina liquida, por ejemplo.

"Dislipidemia" se refiere a un trastorno de los lipidos y/o metabolismo de las lipoproteinas, incluyendo
lipidos y/o lipoproteina de produccién excesiva o deficiencia. Las dislipidemias pueden manifestarse por la elevacion
de los lipidos tales como colesterol y triglicéridos, asi como las lipoproteinas tales como las lipoproteinas de baja
densidad (LDL).

"Unidad de dosificacion" significa una forma en la que se proporciona un agente farmacéutico, por ejemplo
pildora, comprimido, u otra unidad de dosificacién conocida en la técnica. En ciertas realizaciones, una unidad de
dosificacion es un vial que contiene oligonucleétido antisentido liofilizado. En ciertas realizaciones, una unidad de
dosificacion es un vial que contiene oligonucleétido antisentido reconstituido.

"Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionado en una uUnica

administracion, o en un periodo de tiempo especificado. En ciertas realizaciones, una dosis se puede administrar en
uno, dos o mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones donde se desea la
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administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen que no se acomoda facilmente mediante una
Unica inyeccion, por lo tanto, dos o mas inyecciones se pueden utilizar para conseguir la dosis deseada. En ciertas
realizaciones, el agente farmacéutico se administra por infusion durante un periodo prolongado de tiempo o de forma
continua. Las dosis se pueden afirmar como la cantidad de agente farmacéutico por hora, dia, semana o mes.

"Cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de agente farmacéutico activo
suficiente para efectuar un resultado fisioldgico deseado en un individuo en necesidad del agente. La cantidad eficaz
puede variar entre los individuos, dependiendo de la salud y condicion fisica del individuo a tratar, el grupo
taxonoémico de los individuos a tratar, la formulacién de la composicion, la evaluacién de la condicién médica del
individuo, y otros factores relevantes.

"Totalmente complementario” o "100% complementario" significa cada nucleobase de una secuencia de
nucleobase de un primer acido nucleico tiene una nucleobase complementaria de una segunda secuencia de
nucleobase de un segundo acido nucleico. En ciertas realizaciones, un primer acido nucleico es un compuesto
antisentido y un acido nucleico diana es un segundo acido nucleico.

"Gapmero" significa un compuesto antisentido quimérico en el que se coloca una regién interna que tiene
una pluralidad de nucledsidos que apoyan la escisién H de RNasa entre las regiones externas que tienen uno o mas
nucledsidos, en el que los nucledsidos que comprenden la regién interna son quimicamente distintos del nucledsido
o nucledsidos que comprende las regiones externas. La region interna puede ser denominada como un "segmento
de hueco" y las regiones externas pueden denominarse "segmentos de ala."

"Ensanchado por hueco" significa un compuesto antisentido quimérico que tiene un segmento de hueco de
12 o0 mas 2'-desoxirribonucledsidos contiguos posicionados entre e inmediatamente adyacentes a segmentos de ala
5'y 3' que tienen de uno a seis nucledsidos.

"Glucosa" es un monosacarido utilizado por las células como fuente de energia y el intermedio inflamatorio.
"La glucosa en plasma" se refiere a la glucosa presente en el plasma.

"Inhibidor de HMG-CoA" significa un agente que actua a través de la inhibicion de la reductasa de enzima
HMG-CoA, tales como atorvastatina, rosuvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina y simvastatina.

"Hibridacion" significa la hibridacion de moléculas de &acido nucleico complementarias. En ciertas
realizaciones, las moléculas de acido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un acido
nucleico diana.

"Hiperlipidemia" o "hiperlipemia" es una condicién caracterizada por lipidos séricos elevados o que circulan
lipidos (plasma). Esta condicion manifiesta una concentracion anormalmente alta de grasas. Las fracciones de
lipidos en la sangre circulante son colesterol, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de muy baja densidad y
los triglicéridos.

"Hipertrigliceridemia" se refiere a una afeccion caracterizada por niveles elevados de triglicéridos.

"Identificacion” o "seleccion de un animal con metabdlico" significa identificar o seleccionar un sujeto
después de haber sido diagnosticado con una enfermedad metabdlica, o un trastorno metabdlico; o, identificar o
seleccionar un sujeto que tiene cualquier sintoma de una enfermedad metabdlica, incluyendo, pero no limitado al
sindrome metabdlico, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipertension, resistencia incrementada a la insulina,
disminucion de la sensibilidad a la insulina, por encima del peso corporal normal, y/o por encima de la grasa corporal
normal o cualquier combinacién de los mismos. Dicha identificacion se puede realizar por cualquier método,
incluyendo, pero no limitado a, pruebas o evaluaciones clinicas estandar, tales como la medicién de suero o de
circulacion (plasma) de glucosa en sangre, la medicion de suero o triglicéridos circulantes (plasma), la medicion de
la presion sanguinea, el cuerpo de medicion de grasa, la mediciéon de peso corporal, y similares.

"Inmediatamente adyacente" significa que no hay elementos intermedios entre los elementos
inmediatamente adyacentes.

"Individual" o "sujeto" o "animal" significa un animal humano o no humano seleccionado para el tratamiento
o terapia.

"Inhibir la expresion o actividad" se refiere a una reduccioén o bloqueo de la expresion o actividad de un ARN
o proteinas y no indica necesariamente una eliminacion total de la expresion o actividad.

"Resistencia a la insulina" se define como la condicién en la que una cantidad normal de insulina son
insuficientes para producir una respuesta normal de la insulina a partir de células de grasa, musculo y el higado.
Resistencia a la insulina en células de grasa da como resultado la hidrdlisis de los triglicéridos almacenados, lo que
eleva los acidos grasos libres en el plasma sanguineo. resistencia a la insulina en el musculo reduce la captacion de
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glucosa mientras que la resistencia a la insulina en el higado reduce el almacenamiento de la glucosa, sirviendo
ambos efectos para elevar la glucosa en sangre. Altos niveles de plasma de insulina y glucosa debido a la
resistencia a la insulina a menudo conduce al sindrome metabdlico y diabetes de tipo 2.

"Sensibilidad a la insulina" es una medida del nivel de eficacia con el que un individuo procesa la glucosa.
Un individuo que tiene una alta sensibilidad de la insulina procesa eficazmente la glucosa mientras que un individuo
con baja sensibilidad a la insulina no procesa efectivamente glucosa.

"Enlace Internucleosidico" se refiere a la unién quimica entre nucleésidos.
"La administracion intravenosa" significa administracion en una vena.
"Nucledsidos enlazados" significa nucledsidos adyacentes que estan unidos entre si.

"Terapia hipolipemiante" o "agente reductor de lipidos" se refiere a un régimen terapéutico proporcionado a
un sujeto para reducir uno o mas lipidos en un sujeto. En ciertas realizaciones, se proporciona una terapia
hipolipemiante para reducir uno o mas de ApoB, colesterol total, LDL-C, VLDL-C, IDL-C, no-HDL-C, triglicéridos,
particulas pequefias densas de LDL y Lp(a) en un sujeto. Ejemplos de terapia de reduccion de lipidos incluyen
estatinas, fibratos e inhibidores de MTP.

"Principales factores de riesgo" se refiere a factores que contribuyen a un alto riesgo de una enfermedad o
condiciéon particular. En ciertas realizaciones, los principales factores de riesgo para la enfermedad cardiaca
coronaria incluyen, sin limitaciéon, el tabaquismo, hipertension, niveles bajos de HDL-C, historia familiar de
enfermedad coronaria del corazon, la edad y otros factores se describen aqui.

"Enfermedad metabdlica" o "trastorno metabdlico" se refiere a una afeccién caracterizada por una alteracion
o perturbacion en la funcion metabdlica. "Metabdlico" y "metabolismo” son términos bien conocidos en la técnica y
generalmente incluyen toda la gama de procesos bioquimicos que se producen dentro de un organismo vivo. Las
enfermedades metabdlicas o trastornos incluyen, pero no se limitan a, obesidad, diabetes, hiperglucemia,
prediabetes, la enfermedad no alcohdlica del higado graso (NAFLD), sindrome metabdlico, resistencia a la insulina,
dislipidemia diabética, o hipertrigliceridemia o una combinacion de los mismos.

"Sindrome metabdlico" se refiere a una condicién caracterizada por una agrupacion de lipidos y factores de
riesgo cardiovascular no lipidicos de origen metabdlico. En ciertas realizaciones, el sindrome metabdlico se identifica
por la presencia de cualesquiera 3 de los siguientes factores: circunferencia de la cintura superior a 102 cm en
hombres o mayor que 88 cm en mujeres; triglicéridos en suero de al menos 150 mg/dl; HDL-C de menos de 40 mg/dl
en hombres o menos de 50 mg/dl en mujeres; la presion arterial de al menos 130/85 mmHg; y la glucosa en ayunas
de al menos 110 mg/dL. Estos determinantes se pueden medir facilmente en la practica clinica (JAMA, 2001, 285:
2486-2497).

"Falta de coincidencia" o "nucleobase no complementaria” se refiere al caso en que una nucleobase de un
primer acido nucleico no es capaz de aparearse con la nucleobase correspondiente de un segundo acido nucleico o
acido nucleico de diana.

"Dislipidemia mixta" se refiere a una afeccion caracterizada por niveles elevados de colesterol y triglicéridos
elevados.

"Enlace internucleosidico modificado" se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace
internucleosidico natural (es decir, un enlace de internucledsido de fosfodiéster).

"Nucleobase modificada" se refiere a cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina, o
uracilo. Una "nucleobase no modificada" significa las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de
pirimidina timina (T), citosina (C), y uracilo (U).

"Nucledsido modificado" significa un nucledsido que tiene, independientemente, un resto de azucar
modificado o nucleobase modificado.

"Nucleotido modificado” significa un nucleétido que tiene, independientemente, un resto de azucar
modificado, enlace de internucledsido modificado, o nucleobase modificada. Un "nucledsido modificado” significa un
nucledsido que tiene, independientemente, un resto de azlcar modificado o nucleobase modificada.

"Oligonucledtido modificado" significa un oligonucledtido que comprende al menos un nucleédtido
modificado.

"Azucar modificado" se refiere a la sustitucion o el cambio de un azucar natural.
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"Motivo" significa que el patron de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.

"Inhibidor de MTP" significa que un agente inhibe la enzima, la proteina de transferencia de triglicéridos
microsomales.

"Enlace internucleosidico natural” significa un enlace de fosfodiéster 3' a 5'.
"Resto de azucar natural” significa un azdcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).

"Enfermedad no alcohdlica del higado graso" o "NAFLD" significa una condiciéon caracterizada por la
inflamacion grasa del higado que no es debido a un uso excesivo de alcohol (por ejemplo, consumo de alcohol de
mas de 20 g/dia). En ciertas realizaciones, NAFLD se relaciona con resistencia a la insulina y el sindrome
metabolico. NAFLD abarca un espectro de la enfermedad que van desde simple acumulacion de triglicéridos en los
hepatocitos (esteatosis hepatica) para esteatosis hepatica con la inflamacion (esteatohepatitis), fibrosis y cirrosis.

"Esteatohepatitis no alcohdlica" (EHNA) se produce a partir de la progresion de la NAFLD mas alla de la
deposicion de los triglicéridos. Se necesita un "segundo golpe" capaz de inducir la necrosis, inflamacion y fibrosis
para el desarrollo de la EHNA. Los candidatos para el segundo golpe se pueden agrupar en categorias generales:
factores que causan un aumento del estrés oxidativo y los factores que promueven la expresion de citocinas
proinflamatorias

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucleétidos monoméricos. Un &cido nucleico incluye
los acidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos monocatenarios, acidos
nucleicos de doble cadena, acidos ribonucleicos pequefios (siARN), y microARN (miARN). Un acido nucleico puede
comprender también una combinacién de estos elementos en una sola molécula.

"Nucleobase" significa un resto heterociclico capaz de aparearse con una base de otro acido nucleico.

"Secuencia de nucleobases" significa el orden de nucleobases contiguas independientes de cualquier
azucar, ligamiento, o modificaciéon de nucleobases.

"Nucledsidos" se refiere a una base nitrogenada unida a un azucar.

"Nucledsidos miméticos" incluye aquellas estructuras utilizadas para sustituir el azucar o el azucar y la base
y no necesariamente la articulacién en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo
nucledsidos miméticos que tienen morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo, miméticos de azucar
biciclos o triciclos por ejemplo unidades de aztcar no de furanosa.

"Nucleotido" significa un nucledsido que tiene un grupo de fosfato unido covalentemente a la porcién de
azucar del nucledsido.

"Nucleotide mimético" incluye aquellas estructuras utilizadas para reemplazar el nucledsido y el enlace en
una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo acidos nucleicos peptidicos o morfolinos
(morfolinos unidos por -N(H)-C(=0)-O- u otro enlace no fosfodiéster).

"Compuesto oligomérico" o "oligdmero" se refiere a una estructura polimérica que comprende dos o mas
subestructuras y es capaz de hibridar a una regiéon de una molécula de acido nucleico. En ciertas realizaciones, los
compuestos oligoméricos son oligonucledsidos. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son
oligonucledtidos. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son compuestos antisentido. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucledtidos antisentido. En ciertas realizaciones, los
compuestos oligoméricos son oligonucleotidos quiméricos.

"Oligonucleotido" significa un polimero de nucledsidos ligados cada uno de los cuales pueden ser
modificados o no modificados, independiendo uno de otro.

"Administracion parenteral" se refiere a la administracion a través de inyeccion o infusién. La administracion
parenteral incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular,
administracion intraarterial, administracion intraperitoneal, o administracion intracraneal, por ejemplo, administracion
intratecal o intracerebroventricular. La administracién puede ser continua o crénica, o corto o intermitente.

"Péptido" significa una molécula formada por la vinculacion de al menos dos aminoacidos por enlaces
amida. Péptido se refiere a polipéptidos y proteinas.

"Agente farmacéutico" se refiere a una sustancia que proporciona un beneficio terapéutico cuando se
administra a una indicacion particular. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido dirigido a
PTP1B es agente farmacéutico.
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"Composicion farmacéutica" significa una mezcla de sustancias adecuadas para administracion a un
individuo. Por ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agentes activos y una solucion
acuosa esteéril.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa un medio o diluyente que no interfiere con la estructura
del oligonucledtido. Ciertos de tales vehiculos permiten que composiciones farmacéuticas se formulen como, por
ejemplo, comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones y
pastillas para la ingestion oral por un sujeto. Por ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser una
solucién acuosa estéril.

"Derivado farmacéuticamente aceptable” abarca sales farmacéuticamente aceptables, conjugados,
profarmacos o isémeros de los compuestos descritos en la presente memoria.

"Sales farmacéuticamente aceptables" significa sales fisiolégicas y farmacéuticamente aceptables de los
compuestos antisentido, es decir, sales que retienen la actividad bioloégica deseada del oligonucledtido progenitor y
no imparten efectos toxicoldgicos no deseados.

"Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucledsidos donde el enlace fosfodiéster se modifica
mediante la sustitucion de uno de los atomos de oxigeno no puente con un atomo de azufre. Un enlace fosforotioato
es un enlace de internucledsido modificado.

"Porcién" significa un nimero definido de nucleobases contiguas (es decir, enlaces) de un acido nucleico.
En ciertas realizaciones, una parte es un numero definido de nucleobases contiguas de un acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, una parte es un numero definido de nucleobases contiguas de un compuesto antisentido.

"Prevenir" se refiere a retrasar o prevenir la aparicion o desarrollo de una enfermedad, trastorno, o
condicion por un periodo de tiempo de minutos a indefinidamente. Prevenir significa también la reduccion del riesgo
de desarrollar una enfermedad, trastorno o condicién.

"Profarmaco” significa un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en una
forma activa dentro del cuerpo o las células del mismo por la accion de enzimas endogenas u otros productos
quimicos o condiciones.

"Proteina fosfatasa de tirosina 1B" o "PTP1B" (también conocido como PTPN1; proteina fosfatasa de
tirosina, no receptor de tipo 1; PTP-1B; RKPTP) significa cualquier acido nucleico o proteina de PTP1B.

"Expresion PTP1B" significa el nivel de ARNm transcrito a partir del gen que codifica PTP1B o el nivel de
proteina traducida a partir del ARNm. La expresiéon de PTP1B puede ser determinada por métodos conocidos en la
técnica tales como una transferencia de Northern o Western.

"Acido nucleico de PTP1B" significa cualquier acido nucleico que codifica PTP1B. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un acido nucleico de PTP1B incluye una secuencia de ADN que codifica PTP1B, una secuencia de
ARN ftranscrita a partir de ADN que codifica PTP1B (incluyendo el ADN gendmico que comprende intrones vy
exones), y una secuencia de ARNm que codifica PTP1B. "ARNm de PTP1B" significa un ARNm que codifica una
proteina PTP1B.

"Efectos secundarios" se refiere a respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento aparte de los efectos
deseados. En ciertas realizaciones, los efectos secundarios incluyen reacciones en el sitio de la inyeccion,
anomalias en las pruebas de funcién hepatica, anomalias en la funcién renal, toxicidad hepatica, toxicidad renal,
anomalias del sistema nervioso central, miopatias, y malestar general. Por ejemplo, el aumento de los niveles de
aminotransferasas en suero pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias de la funcidon hepatica. Por ejemplo,
bilirrubina incrementada puede indicar toxicidad hepatica o anomalias de la funcién hepatica.

"Oligonucledtido de cadena sencilla" significa un oligonucledtido que no se hibrida con una cadena
complementaria.

"Hibridar especificamente" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad entre un oligonucledtido antisentido y un acido nucleico diana para inducir un efecto deseado,
mientras que exhiben un minimo o ningun efecto sobre los acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se
desea la unidn especifica, es decir en condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos
terapéuticos.

"Estatinas" significa un agente que inhibe la actividad de la reductasa de HMG-CoA.

"Administracion subcutanea" se refiere a la administracion justo debajo de la piel.
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"Orientacion” o "de diana" significa el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que se
hibrida especificamente con un acido nucleico diana e inducir un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana" y "transcripcion de ARN diana" se refieren todos a un acido nucleico
capaz de ser diana de compuestos antisentido.

"Segmento” significa la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana a la que esta dirigido un
compuesto antisentido. "Sitio diana en 5™ se refiere al nucledtidos mas 5' de un segmento diana. "Sitio diana 3™ se
refiere al nucleétido mas 3’ de un segmento diana.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de un agente que proporciona un beneficio
terapéutico a un individuo.

"Cambio de estilo de vida terapéutico” significa cambios en la dieta y estilo de vida destinados a reducir la
masa de tejido colesterol y/o graso/adiposo. Tal cambio puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades del
corazoén, y puede incluir recomendaciones para la ingesta dietética de calorias diarias totales, la grasa total, grasa
saturada, grasa poliinsaturada, grasa monoinsaturada, carbohidratos, proteinas, colesterol, fibra insoluble, asi como
recomendaciones para actividad fisica.

"Triglicéridos" o "TG" significa un lipido o grasa neutral que consiste de glicerol combinado con tres
moléculas de acido graso.

"Diabetes de tipo 2", (también conocido como "diabetes mellitus de tipo 2" o "diabetes mellitus de tipo 2", y
"diabetes mellitus de tipo 2" antes denominada, "diabetes no dependiente de insulina (NIDDM)", "diabetes
relacionada con la obesidad", o "diabetes del adulto") es un trastorno metabdlico que se caracteriza principalmente
por la resistencia a la insulina, deficiencia relativa de insulina y hiperglicemia.

"Tratar" se refiere a administrar una composicion farmacéutica a un animal para efectuar una alteracién o
mejora de una enfermedad, trastorno, o condicion.

"Nucleotido no modificado” significa un nucleétido compuesto de nucleobases de origen natural, restos de
azucares, y enlaces de internucledsido. En ciertas realizaciones, un nucleétido no modificado es un nucleétido de
ARN (es decir B-D-ribonucledsidos) o un nucleotido de ADN (es decir, f-D-desoxirribonucleésido).

Ciertas realizaciones
Ciertas realizaciones describen métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresion de PTP1B.

Ciertas realizaciones describen compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B. En
ciertas realizaciones, el acido nucleico de PTP1B es cualquiera de las secuencias expuestas en el n° de Acceso
GenBank NM_002827.2 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1), n° de acceso GenBank
NT_011362.9 truncado de los nucledtidos 14178000 a 14256000 (incorporado en el presente documento como SEQ
ID NO: 2); y una concatenacion de las secuencias de los exones 1-9, el intrén 9 y el exén 10 del andamio PTP1B de
mono rhesus (que se incorpora en el presente documento como SEQ ID NO: 3).

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 10 a 30 nucledsidos que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 10 a 30 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
10 a 30 enlaces nucledsidos y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 4-32 o 100-111.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
10 a 30 enlaces de nucledsidos y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 26 o 44.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
10 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
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14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383,
438445, 438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
10 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 15 a 30 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcién de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 15 a 30 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
15 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 4-32. 0 100-111.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
15 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 26 o 44.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
15 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383,
438445, 438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento pueden constar de
15 a 30 nucledsidos enlazados y tener una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 18 a 21 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 18 a 21 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o 21 nucleobases contiguas
complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 18 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 4-32. 0 39-49.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 18 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de cualquiera de las SEQ ID NOs: 26 o 44.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 18 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 18 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.
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En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleétido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 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 o 35 bases nucleotidicas contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 35
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32 o 50.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 35
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 35
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 35
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 30 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleétido modificado que consta de 20 a 30 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30
nucleobases contiguas complementarias a una porcién de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 30
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 4-32 o 50.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 30
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 30
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445, 438454,
438463, 0438 472,

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 30
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucleobases contiguas
complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 25

nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.
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En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 25
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 25
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445, 438454,
438463, 0 438 472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 25
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 24 nucledsidos que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleétido modificado que consta de 20 a 24 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, o 24 nucleobases contiguas
complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 24
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 24
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 24
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 24
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 23 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 23 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o 23 nucleobases contiguas
complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 23
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 23
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 23
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 23

nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.
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En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 22 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 22 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, o 22 nucleobases contiguas
complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 22
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 22
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 22
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 22
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 21 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleétido modificado que consta de 20 a 21 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o 21 nucleobases contiguas
complementarias a una longitud igual porcion de cualquiera de SEQ ID NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constan de 20 a 21
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 nucleobases contiguas de ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleodtido modificado que consta de 20 nucledsidos que tiene una secuencia de nucleobases que comprende
al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleodtido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 nucleobases contiguas complementarias a una
porcion de longitud igual de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3.
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En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constaran de 20
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en este documento constaran de 20
nucledsidos enlazados y tienen una secuencia de nucleobases que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en la presente consisten en cualquiera
de ISIS NOs: 404173, 410002, 438373, 438383, 438445, 438454, 438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en el presente documento se
componen de ISIS NO: 404.173.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento consisten en
SEQ ID NO: 26.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento comprenden
una sal de oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento comprenden
ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado es al menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% complementarias a cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3
medidas sobre la totalidad del oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con una cualquiera de la SEQ ID NO: 4-32 o
39-50. tal como se mide sobre la totalidad del oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO: 26 o 44.
medido sobre la totalidad del oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con una cualquiera de ISIS NOs: 404173,
410002, 438373, 438383, 438445, 438454, 438463, o0 438472 como se mide sobre la totalidad del oligonucledtido
modificado.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con ISIS NO: 404173 tal como se mide
sobre la totalidad del oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, el compuesto proporcionado en el presente documento consiste en un
oligonucledtido monocatenario modificado.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta 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 o 35 nucledsidos enlazados. En ciertas realizaciones, el
oligonucledtido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido
modificado consta de 18 nucledsidos enlazados.

En ciertas realizaciones, al menos un enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace
internucleosidico modificado. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato
internucleosidico.

En ciertas realizaciones, al menos un nucledsido de dicho oligonucledtido modificado comprende una
nucleobase modificada. En ciertas realizaciones, la nucleobase modificada es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleotido modificado comprende: a) un segmento de hueco que consiste
en deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5' que consiste en nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de
ala 3' que consiste en nucledsidos enlazados. El segmento de hueco esta colocado entre el segmento de ala 5'y el
segmento de ala 3'y cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azdcar modificado.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados, el segmento de
hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados, el segmento de ala 5' que consta de cinco nucledsidos
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enlazados, el segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados, cada nucledsido de cada segmento de
ala comprende un azucar modificado por 2'-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y
cada citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados, el segmento de
hueco que consta de ocho deoxinucledsidos enlazados, el segmento de ala 5' que consta de seis nucledsidos
enlazados, el segmento de ala 3' que consta de seis nucledsidos enlazados, cada nucledsido de cada segmento de
ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y
cada citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados, el segmento de
hueco que consiste en trece deoxinucledsidos enlazados, el segmento de ala 5' que consta de dos nucledsidos
enlazados, el segmento de ala 3’ que consta de cinco nucledsidos enlazados, cada nucledsido de cada segmento de
ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y
cada citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 18 nucledsidos enlazados, el segmento de
hueco que consta de ocho deoxinucledsidos enlazados, el segmento 5' de ala que consta de cinco nucledsidos
enlazados, el segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados, cada nucledsido de cada segmento de
ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y
cada citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3, en el que el oligonucledtido modificado comprende: a) un segmento de hueco que consiste en
diez deoxinucleodsidos enlazados; b) segmento de ala a 5' que consta de cinco nucledsidos enlazados; y c) un
segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El segmento de hueco esta colocado entre
segmento de ala 3'y el de la segmento de ala 5', cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar
modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada residuo de citosina
es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 18 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una porcion de longitud igual de cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-3, en las que el oligonucleétido modificado comprende: a) un segmento de hueco que consta de
ocho deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5' que consta de seis nucledsidos enlazados; y c) un
segmento de ala 3' que consta de seis nucledsidos enlazados. El segmento de hueco esta colocado entre segmento
de ala 5'y el segmento de ala 3', cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-
O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-
metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 19 nucleobases contiguas de las SEQ ID NOs: 4-32, en las que el oligonucleétido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste de diez deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5’ que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 19 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26, en el que el oligonucledtido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez vinculado deoxinucledsidos; b) segmento de ala 5 que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones proporcionadas en este documento comprenden
un oligonucleotido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados tienen la secuencia de nucleobase de la
SEQ ID NO: 26, en la que el oligonucleétido modificado comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez
deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5’ que consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de
ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5’ y
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el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado 2’-O-metoxietilo,
cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleétido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 19 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26 o 44, en la que el oligonucleétido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5’ que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina. En ciertas realizaciones, el compuesto o
composicion comprende el compuesto de cualquiera de ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445, 438454,
438463, 0 438472.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucleotido modificado que consiste de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NOs: 4-32, en el que el oligonucleétido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5’ que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones descritas en este documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26, en el que el oligonucleétido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez vinculado deoxinucledsidos; b) segmento de ala 5 que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento comprenden
un oligonucledétido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 20 nucleobases contiguas de la SEQ ID NO: 26, en la que el oligonucleétido modificado
comprende: a) un segmento de hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados; b) segmento de ala 5’ que
consta de cinco nucledsidos enlazados; y ¢) un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados. El
segmento de hueco esta colocado entre segmento de ala 5 y el segmento de ala 3’, cada nucledsido de cada
segmento de ala comprende un azucar modificado de 2’-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace
fosforotioato y cada residuo de citosina es una 5-metilocitosina. En ciertas realizaciones, el compuesto o
composicion comprende el compuesto ISIS NOs: 404.173.

Ciertas realizaciones describen métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresion de PTP1B.

Ciertas realizaciones describen un método de reducir la expresion de PTP1B en un animal que comprende
la administraciéon al animal de un compuesto como se describe en este documento. En ciertas realizaciones, el
compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 10 a 30 nucledsidos enlazados de longitud dirigidos a
PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 20 a 35 nucledsidos
enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido
modificado de 20 a 25 nucledsidos enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto
comprende un oligonucledtido modificado de 20 a 24 nucledsidos enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En
ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 20 a 23 nucledsidos enlazados de
longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 20 a
22 nucledsidos enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucledtido modificado de 20 a 21 nucledsidos enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas
realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado 20 nucledsidos enlazados de longitud
dirigidos a PTP1B.

Ciertas realizaciones describen un método de prevenir, mejorar o tratar una enfermedad metabdlica en un
animal que comprende administrar al animal un compuesto como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 10 a 30 nucledsidos enlazados de longitud
dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado 20 nucledsidos
enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. Los ejemplos de enfermedades metabdlicas o trastornos incluyen, pero no
se limitan a la obesidad, diabetes, hiperglucemia, prediabetes, la enfermedad no alcohdlica del higado graso
(NAFLD), sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia diabética, o hipertrigliceridemia o una
combinacién de los mismos.
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Ciertas realizaciones dan a conocer un método para reducir los niveles de glucosa en un animal que
comprende administrar al animal un compuesto como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 10 a 30 nucledsidos enlazados de longitud
dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado 20 nucledsidos
enlazados de longitud dirigidos a PTP1B. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de glucosa en un
animal previene, aminora o trata una enfermedad metabdlica. En ciertas realizaciones, la reduccién de los niveles de
glucosa en un animal previene, alivia o trata la diabetes. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de
glucosa en un animal previene, alivia o trata la obesidad. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de
glucosa en un animal previene, alivia o trata el sindrome metabdlico. En ciertas realizaciones, la reduccién de los
niveles de glucosa en un animal previene, alivia o trata la resistencia a la insulina. En ciertas realizaciones, la
reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene, alivia o trata la hiperglucemia. En ciertas realizaciones, la
reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene, mejora o trata NAFLD. En ciertas realizaciones, la
reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene, alivia o trata la dislipidemia diabética. En ciertas
realizaciones, el nivel de glucosa se reduce en al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100%.

En ciertas realizaciones, PTP1B tiene la secuencia como se expone en cualquiera de los niumeros de
acceso de GenBank N° de Acceso GENBANK NM_002827.2 (incorporados en el presente documento como SEQ ID
NO: 1), n°® de acceso GENBANK NT_011362.9 truncado de los nucleétidos 14.178.000-14256000 (incorporado en
este documento como SEQ ID NO: 2); y una concatenacion de secuencias de exones 1-9, el intron 9 y el exén 10
del andamio PTP1B mono rhesus (que se incorpora en el presente documento como SEQ ID NO: 3). En ciertas
realizaciones, PTP1B tiene la secuencia humana como se establece en SEQ ID NOs: 1-2. En ciertas realizaciones,
PTP1B tiene la secuencia de mono rhesus segun se expone en SEQ ID NOs: 3).

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento comprenden
una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmaceuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion
comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia
de nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase indicada en
SEQ ID NOs: 4-32, 50 o una sal del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o diluyente. En ciertas
realizaciones, la composicion comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos
enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de
una secuencia de nucleobase indicada en SEQ ID NOs: 4-32, 50 o una sal del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente portador o diluyente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion comprende un
oligonucleotido modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que
comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobase indicada en SEQ ID NO: 4-
32, 50 o una sal del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o diluyente.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones proporcionadas en este documento comprenden
una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmaceuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion
comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia
de nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase indicada en
SEQ ID NO: 26 o una sal del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o diluyente. En ciertas
realizaciones, la composicion comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos
enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de
una secuencia de nucleobase indicada en SEQ ID NO: 26 o una sal del mismo y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable o diluyente. En ciertas realizaciones, la composiciéon comprende un oligonucleétido modificado que consta
de 20 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20 bases
nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobase indicada en SEQ ID NO: 26 o una sal del mismo y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en el presente documento comprenden
una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmaceuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion
comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia
de nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobases
seleccionadas de entre las secuencias de nucleobases recitadas en ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445,
438454, 438463, 0 438472 o una sal del mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En ciertas
realizaciones, la composicion comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos
enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de
una secuencia de nucleobase seleccionada de entre las secuencias de nucleobases recitadas en ISIS NOs: 404173,
410002, 438383, 438445, 438454, 438463, o 438472 o una sal del mismo y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion comprende un oligonucleétido modificado
que consta de 20 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20
bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobases seleccionadas de entre las secuencias de
nucleobases recitadas en ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445, 438454, 438463, o 438472 o una sal del
mismo y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones descritas en el presente documento comprenden
una sal del mismo, y un vehiculo o diluyente farmaceuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion
comprende un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia
de nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobases
seleccionadas de entre las secuencias de nucleobases recitadas en ISIS NO: 404173 o una de sus sales y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composiciéon comprende un
oligonucleodtido modificado que consta de 20 a 25 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobases seleccionadas de
entre las secuencias de nucleobases recitadas en ISIS N° 404173, o una sal del mismo y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la composicion comprende un oligonucleétido modificado
que consta de 20 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases que comprende al menos 20
bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobases seleccionadas de entre las secuencias de
nucleobases recitadas en ISIS N°: 404173, o una sal del mismo y un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

Ciertas realizaciones describen un método para el tratamiento de un animal con una enfermedad o
condicién relacionada con PTP1B o que comprende: a) la identificacion de dicho animal con la enfermedad o
condicién relacionada con PTP1B, y b) administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consiste de 10 a 30 nucledsidos enlazados y tiene
una secuencia de nucleobase al menos 90% complementaria a cualquiera de SEQ ID NOs: 1-3 tal como se mide
sobre la totalidad de dicho oligonucledtido modificado. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto administrado al animal trata o reduce la enfermedad o condicién relacionada con PTP1B, o un
sintoma del mismo, en el animal. En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccién relacionada con PTP1B es
diabetes.

Ciertas realizaciones describen un método para el tratamiento de un animal con una enfermedad o
condicién relacionada con PTP1B o que comprende: a) la identificacion de dicho animal con la enfermedad o
condicién relacionada con PTP1B, y b) administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que consiste de 20 nucledsidos enlazados y tiene una
secuencia de nucleobase al menos 100% complementaria a cualquiera de SEQ ID NOs: 1-3, medida sobre la
totalidad de dicho oligonucledtido modificado. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto administrado a los animales trata o reduce la enfermedad o condicién relacionada con PTP1B, o un
sintoma del mismo, en el animal. En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccién relacionada con PTP1B es
diabetes.

Ciertas realizaciones describen métodos para tratar, prevenir, 0 mejorar una enfermedad metabolica. En
ciertas realizaciones, la enfermedad metabdlica es la obesidad, diabetes, hiperglucemia, prediabetes, enfermedad
no alcohdlica de higado graso (NAFLD), sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia diabética, o
hipertrigliceridemia o una combinacion de los mismos.

Ciertas realizaciones describen métodos para tratar, prevenir, o mejorar un trastorno hiperproliferativo.

Ciertas realizaciones describen métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto como se
describe en el presente documento a un animal. En ciertas realizaciones, el método comprende administrar a un
animal un oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de
nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase indicada en SEQ
ID NOs: 4-32 o 50. Ciertas realizaciones describen métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto
como se describe en este documento a un animal. En ciertas realizaciones, el método comprende administrar a un
animal un oligonucleotido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de
nucleobases que comprende al menos 20 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia de nucleobase indicada
en SEQ ID NO: 26.

Ciertas realizaciones dan a conocer métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto como
se describe en el presente documento a un animal. En ciertas realizaciones, el método comprende administrar a un
animal un oligonucleotido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de
nucleobases que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase seleccionada de
entre las secuencias de nucleobases recitadas en ISIS NOs: 404173, 410002, 438383, 438445, 438454, 438463, o
438472.

Ciertas realizaciones describen métodos que comprenden administrar a un animal un compuesto como se
describe en este documento a un animal. En ciertas realizaciones, el método comprende administrar a un animal un
oligonucledtido modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados y que tiene una secuencia de nucleobases
que comprende al menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase seleccionada de entre las
secuencias de nucleobases recitadas en ISIS NO: 404173.

En ciertas realizaciones, el animal es un humano.

19



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2634450 T3

En ciertas realizaciones, la administracion previene, trata, alivia, o retrasa la progresion de una enfermedad
metabdlica como se describe aqui.

En ciertas realizaciones, la administracion previene, trata, aminora, o retarda la progresion de la diabetes
como se describe en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el compuesto se co-administra con un segundo agente.
En ciertas realizaciones, el compuesto y el segundo agente se administran concomitantemente.
En ciertas realizaciones, la administracion es la administracion parenteral.

Ciertas realizaciones dan a conocer ademas un método para reducir PTP 1 B mARN o expresién de la
proteina en un animal que comprende administrar al animal un compuesto o composicién como se describe en el
presente documento para reducir el ARNm de PTP1B o expresion de la proteina en el animal. En ciertas
realizaciones, el animal es un humano. En ciertas realizaciones, la reduccion de ARNm de PTP1B o expresioén de la
proteina previene, trata, aminora, o retarda la progresion de la enfermedad metabdlica. En ciertas realizaciones, la
enfermedad metabdlica o afeccién es diabetes.

Ciertas realizaciones describen un método para el tratamiento de un ser humano con una enfermedad
metabdlica que comprende identificar al humano con la enfermedad y administrar al ser humano una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, el tratamiento reduce un sintoma seleccionado del grupo que consiste en el sindrome metabdlico, la
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipertensién, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la resistencia a la
insulina, disminucion de la sensibilidad a la insulina, por encima del peso corporal normal, y/o por encima de la grasa
corporal normal o cualquier combinacién de los mismos.

Ciertas realizaciones describen un método para el tratamiento de un humano con diabetes que comprende
la identificacion de la humana con la enfermedad y administrar al ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto o composicion como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, el
tratamiento reduce un sintoma seleccionado del grupo que consiste en el sindrome metabdlico, la hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, hipertension, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la resistencia a la insulina,
disminucion de la sensibilidad a la insulina, por encima del peso corporal normal, y/o por encima de la grasa corporal
normal o cualquier combinacién de los mismos.

Se describe ademas un método para reducir o prevenir la enfermedad metabdlica que comprende
administrar a un ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de compuesto o composicion como se describe
aqui, reducir o prevenir la enfermedad metabdlica de este modo.

Ademas se describe un método para reducir o prevenir la diabetes que comprende administrar a un ser
humano una cantidad terapéuticamente eficaz de compuesto o composicion como se describe en el presente
documento, la reduccion o prevencion de la diabetes de ese modo.

También se describe un método para mejorar un sintoma de enfermedad metabdlica, que comprende
administrar a un humano en necesidad del mismo un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados, en el que dicho oligonucledtido modificado se hibrida especificamente con
SEQ ID NO: 1, 2, 0 3, mejorando de este modo un sintoma de enfermedad metabdlica en el humano.

Ademas se describe un método para mejorar un sintoma de diabetes, que comprende administrar a un
humano en necesidad del mismo un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consta de 10 a
30 nucledsidos enlazados, en el que dicho oligonucleétido modificado se hibrida especificamente con SEQ ID NO: 1,
2, 0 3, mejorando de este modo un sintoma de diabetes en el ser humano.

Ademas se describe un método para mejorar un sintoma de diabetes, que comprende administrar a un
humano en necesidad del mismo un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consta de 20
nucledsidos enlazados, en el que dicho oligonucleétido modificado se hibrida especificamente con SEQ ID NO: 1, 2,
0 3, mejorando de este modo un sintoma de diabetes en el ser humano.

Ademas se describe un método para reducir la tasa de progresion de un sintoma asociado con
enfermedades metabdlicas, que comprende administrar a un humano en necesidad del mismo un compuesto que
comprende un oligonucledtido modificado que comprende 10 a 30 nucledsidos enlazados, en el que dicho
oligonucledtido modificado se hibrida especificamente con SEQ ID NO: 1, 2, o 3, reduciendo asi la tasa de
progresion de un sintoma de enfermedad metabdlica en el humano.

Ademas se describe un método para reducir la tasa de progresion de un sintoma asociado con la diabetes,
que comprende administrar a un humano en necesidad del mismo un compuesto que comprende un oligonucleétido
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modificado que consta de 20 a 35 nucledsidos enlazados, en el que dicho oligonucleétido modificado se hibrida
especificamente con SEQ ID NO: 1, 2, o 3, reduciendo asi la tasa de progresion de un sintoma de diabetes en el ser
humano.

Ademas se describe un método para reducir la tasa de progresion de un sintoma asociado con la diabetes,
que comprende administrar a un humano en necesidad del mismo un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consta de 20 nucledsidos enlazados, en el que dicho oligonucleétido modificado se hibrida
especificamente con SEQ ID NO: 1, 2, o 3, reduciendo asi la tasa de progresion de un sintoma de diabetes en el ser
humano.

También se describen métodos y compuestos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencion, o mejora de una enfermedad metabdlica.

También se describen métodos y compuestos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencion, o mejora de la diabetes.

Ciertas realizaciones describen el uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar, mejorar, o prevenir la enfermedad metabdlica.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en el presente documento en
la fabricacion de un medicamento para tratar, mejorar, o prevenir la diabetes.

Ciertas formas de realizaciéon proporcionan un compuesto como se describe en el presente documento para
su uso en el tratamiento, prevencion, o mejora de las enfermedades metabdlicas tal como se describe en el presente
documento por la terapia de combinacién con un agente o terapia adicional como se describe en el presente
documento. Los agentes o terapias pueden coadministrarse o administrarse de forma concomitante.

Ciertas formas de realizacion proporcionan un compuesto como se describe en el presente documento para
su uso en el tratamiento, prevencion, o mejora de la diabetes como se describe en el presente documento por la
terapia de combinacion con un agente o terapia adicional como se describe en el presente documento. Los agentes
o terapias pueden coadministrarse o administrarse de forma concomitante.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en este documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar enfermedades metabdlicas tal como se describe en el
presente documento por la terapia de combinacion con un agente o terapia adicional como se describe en el
presente documento. Los agentes o terapias pueden coadministrarse o administrarse de forma concomitante.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en este documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar la diabetes como se describe en el presente
documento por la terapia de combinacién con un agente o terapia adicional como se describe en el presente
documento. Los agentes o terapias pueden coadministrarse o administrarse de forma concomitante.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en este documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar enfermedades metabdlicas tal como se describe en la
presente memoria en un paciente al que posteriormente se administra un agente adicional o terapia como se
describe aqui.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en este documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir o mejorar la diabetes como se describe en la presente memoria
en un paciente al que se administra posteriormente un agente o terapia adicional como se describe en el presente
documento.

Ciertas formas de realizacion proporcionan un kit para tratar, prevenir o mejorar enfermedades metabdlicas
tal como se describe en el presente documento en el que el kit comprende:

(i) un compuesto tal como se describe en este documento; y, alternativamente,
(i) un agente o terapia adicional como se describe en el presente documento.

Ciertas formas de realizacion proporcionan un kit para tratar, prevenir o mejorar la diabetes como se
describe aqui en donde el kit comprende:

(i) un compuesto tal como se describe en este documento; y, alternativamente,
(i) un agente o terapia adicional como se describe en el presente documento.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2634450 T3

Un kit como se describe en el presente documento puede incluir ademas instrucciones para usar el kit para
tratar, prevenir, o mejorar la enfermedad metabdlica, como se describe en el presente documento por la terapia de
combinacién como se describe aqui. En ciertas realizaciones, la enfermedad metabdlica es la diabetes.

Compuestos de antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucledétidos, oligonucledsidos, analogos,
oligonucleodtidos, miméticos de oligonucledtidos, compuestos antisentido, oligonucleétidos antisentido, y siARNs. Un
compuesto oligomérico puede ser "antisentido” a un acido nucleico diana, el sentido de que es capaz de
experimentar la hibridacién con un acido nucleico diana a través de puentes de hidrogeno.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se
escribe en la direccion 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico diana al
que esta dirigido. En ciertas de dichas realizaciones, un oligonucledtido antisentido tiene una secuencia de
nucleobases que, cuando se escribe en la direccion 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana
de un acido nucleico diana al que esta dirigido.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de PTP1B es de 10 a 30
nucledtidos de longitud. En otras palabras, los compuestos de antisentido son de 10 a 30 nucleobases enlazadas.
En otras realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consta de 8 a 80, 10
a50,15a 30,18 a21,20a80,20a35,20a30,20a29,20a28,20a27,20a26,20a25,20a24,20a23,20a
22, 20 a 21 o 20 nucleobases enlazadas. En ciertas de dichas realizaciones, el compuesto antisentido comprende un
oligonucledtido modificado que consta 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, o 80 nucleobases enlaces de
longitud, o un rango definido por dos cualesquiera de los valores anteriores.

En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado acortado o
truncado. El oligonucleotido modificado acortado o truncado puede tener un Unico nucleésido suprimido del extremo
5' (truncamiento 5'), o alternativamente desde el extremo 3' (truncamiento 3'). Un oligonucleétido acortado o truncado
puede tener dos nucledsidos eliminados del extremo 5', o, alternativamente, puede tener dos subunidades
eliminadas desde el extremo 3'. Alternativamente, los nucledsidos eliminados se pueden dispersar en todo el
oligonucledtido modificado, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene un nucledsido borrado de extremo 5'
y un nucleosido borrado del extremo 3.

Cuando un solo nucledsido adicional esta presente en un oligonucleétido alargado, el nucledsido adicional
puede estar situado en el extremo 5' o 3' del oligonucleétido. Cuando dos o mas adicionales nucledsidos estan
presentes, los nucledsidos adicionales pueden ser adyacentes entre si, por ejemplo, en un oligonucleétido que tiene
dos nucledsidos afadidos al extremo 5' (adicion 5'), o alternativamente al extremo 3' (adicion 3'), del oligonucledtido.
Alternativamente, el nucledsido afiadido puede dispersarse por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un
oligonucledtido que tiene un nucledsido afiadido al extremo 5' y una subunidad afiadida al extremo 3'.

Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido
antisentido, y/o introducir bases de desajuste sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. (Proc Natl Acad
Sci EE.UU. 89: 7305 a 7.309, 1992), una serie de oligonucledtidos antisentido 13-25 nucleobases de longitud se
ensayaron para determinar su capacidad para inducir la escision de un ARN diana en un modelo de inyeccion de
oocitos. Los oligonucledtidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 o 11 bases de desajuste cerca de los
extremos de los oligonucleétidos antisentido fueron capaces de dirigir la escision especifica del ARNm diana,
aunque en menor medida que los oligonucledtidos antisentido que no contenian desajustes. Del mismo modo, el
objetivo especifico de escision se consiguié usando 13 oligonucleétidos antisentido de nucleobase, incluyendo
aquellos con 1 o 3 desajustes.

Gautschi et al (J. Natl Cancer Inst. 93: 463-471, marzo de 2001) demostré la capacidad de un
oligonucleétido que tiene 100% de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 desajustes a mARN de
bcl-xL para reducir la expresion tanto de Bcl-2 como de Bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este oligonucleétido
demostré actividad antitumoral potente in vivo.

Maher y Dolnick (Nuc Acid Res 16: 3341-3358,1988) examinaron una serie de oligonucleétidos antisentido
de 14 nucleobases tandem, y oligonucledtidos antisentido de 28 y 42 nucleobases compuestas de la secuencia de
dos o tres de los oligonucledétidos antisentido en tandem, respectivamente, por su capacidad para detener traduccion
de DHFR humana en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucledtidos antisentido de 14
nucleobases solo era capaz de inhibir la traduccién, aunque a un nivel mas modesto que los 28 o 42
oligonucledtidos antisentido de nucleobases.

Motivos de compuesto antisentido
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En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B tienen
subunidades modificadas quimicamente dispuestas en patrones, o motivos, para conferir a las propiedades de
compuestos de antisentido tales como la actividad inhibidora mejorada, afinidad de unién incrementada para un
acido nucleico diana, o la resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo.

Compuestos de antisentido quiméricos contienen tipicamente al menos una regiéon modificada de modo que
confieren una mayor resistencia a la degradacion por nucleasas, captacion celular incrementada, afinidad de unién
incrementada para el acido nucleico diana, y/o aumento de la actividad inhibidora. Una segunda region de un
compuesto antisentido quimérico puede servir opcionalmente como un sustrato para la endonucleasa celular ARNsa
H, que escinde la hebra de ARN de un duplex ARN:ADN.

Los compuestos de antisentido que tienen un motivo de gapmero se consideran compuestos de antisentido
quiméricos. En un gapmero se posiciona una region interna que tiene una pluralidad de nucledtidos que soporta
ARNseH de escision entre las regiones exteriores que tienen una pluralidad de nucledtidos que son quimicamente
distintos de los nucledsidos de la region interna. En el caso de un oligonucleétido antisentido que tiene un motivo
gapmero, el segmento de hueco generalmente sirve como sustrato para la escision de endonucleasa, mientras que
los segmentos de ala comprenden nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmero se
diferencian por los tipos de restos de azdcar que comprenden cada region distinta. Los tipos de restos de azucar que
se utilizan para diferenciar las regiones de un gapmero pueden, en algunas realizacionesm incluir R-D-
ribonucledsidos, [-D-desoxirribonucledsidos, nucledsidos modificados en 2' (por ejemplo, los nucledsidos
modificados en 2' pueden incluir 2'-MOE y 2'-O-CHgs, entre otros), y el aztcar biciclico modificado (tales nucledsidos
biciclicos modificados en el azdcar pueden incluir los que tienen un acetato constrefiido). En ciertas realizaciones,
las alas pueden incluir varios restos de azdcar modificados, incluyendo, por ejemplo, 2’-MOE vy etilo constrefiido. En
ciertas realizaciones, las alas pueden incluir varios modificados y no modificados restos de azucar. En ciertas
realizaciones, las alas pueden incluir diversas combinaciones de nucledsidos de 2'-MOE, nucledsidos de etilo
limitados, y 2’-deoxinucledsidos.

Cada region distinta puede comprender restos uniformes de azucar, variante, o restos de azucar alternos.
El motivo ala-hueco-ala se describe con frecuencia como "XYZ", donde "X" representa la longitud de ala 5', "Y"
representa la longitud de la brecha, y "Z" representa la longitud de ala 3'. "X" y "Z" pueden comprender restos de
azucar uniformes, variantes, o alternos. En ciertas realizaciones, "X" e "Y" puede incluir uno o mas 2-
deoxinucledsidos. "Y" puede comprender 2'-deoxinucledsidos. Tal como se usa en este documento, un gapmero
descrito como "XYZ" tiene una configuracion tal que la brecha se coloca inmediatamente adyacente a cada uno de
ala 5’ y ala 3'. Por lo tanto, no existen nucleétidos intermedios entre el ala 5’ y el hueco, o la brecha y el extremo 3'
del ala. Cualquiera de los compuestos de antisentido descritos en este documento pueden tener un motivo gapmero.
En ciertas realizaciones, "X" y "Z" son los mismos, en otras realizaciones son diferentes. En ciertas realizaciones, "Y"
es de entre 8 y 15 nucledsidos. X, Y, o Z puede ser cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 25, 30 o0 mas nucledsidos.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B poseen un
motivo gapmero 5-10-5.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B poseen un
motivo gapmero 6-8-6.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B poseen un
motivo gapmero 5-8-5.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de PTP1B tiene un motivo
de hueco ensanchado.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B tienen un
motivo 2-13-5 de hueco ensanchado.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

En ciertas realizaciones, el acido nucleico de PTP1B es cualquiera de las secuencias expuestas en el
GenBank n° de Acceso NM_002827.2 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1), n° de acceso
GenBank NT_011362.9 truncado de nucleétidos 14178000-14256000 (incorporado en este documento como SEQ
ID NO: 2); y una concatenacion de las secuencias de los exones 1-9, el intrén 9 y el exén 10 del andamio PTP1B de
mono rhesus (que se incorpora en el presente documento como SEQ ID NO: 3).

Se entiende que la secuencia expuesta en cada SEQ ID NO en los ejemplos contenidos en este documento
es independiente de cualquier modificacion de un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica.
Como tales, compuestos de antisentido definidos por una SEQ ID NO pueden comprender, de forma independiente,
una o mas modificaciones en un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica. Los compuestos
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de antisentido descritos por un Numero Isis (N° Isis) indican una combinaciéon de secuencia de nucleobase y el
motivo.

En ciertas realizaciones, una region diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico diana.
Por ejemplo, una region diana puede abarcar una 3' UTR, una 5' UTR, un exdn, un intrén, una unioén exon/intron, una
region codificadora, una region de iniciacion de traduccion, region de terminacion de la traduccion, o cualquier otra
region de acido nucleico definido. Las regiones estructuralmente definidas para PTP1B pueden obtenerse por el
numero de acceso de las bases de datos de secuencias tales como NCBI y tal informacién se incorpora aqui por
referencia. En ciertas realizaciones, una regioén diana puede abarcar la secuencia de un sitio diana 5' de un
segmento diana dentro de la region de destino a un sitio diana 3' de otro segmento diana dentro de la misma region
objetivo.

La focalizacién incluye la determinacion de al menos un segmento diana al que se hibrida un compuesto
antisentido, de tal manera que se produce un efecto deseado. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es una
reduccion en los niveles de ARNm diana de acido nucleico. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la
reduccion de los niveles de la proteina codificada por el acido nucleico diana o un cambio fenotipico asociado con el
acido nucleico diana.

Una region diana puede contener uno o mas segmentos objetivo. Multiples segmentos diana dentro de una
region diana pueden ser superpuestos. Alternativamente, pueden ser no solapantes. En ciertas realizaciones, los
segmentos de destino dentro de una regién diana estan separados por no mas de aproximadamente 300
nucledtidos. En ciertas emodiments, segmentos diana dentro de una region diana estan separados por un ndimero
de nucleétidos, es decir, es aproximadamente, no es mas que, es no mas de aproximadamente, 250, 200, 150, 100,
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, o 10 nucledtidos en el acido nucleico diana, o es un rango definido por dos
cualesquiera de los valores precedentes. En ciertas realizaciones, los segmentos de destino dentro de una region
diana estan separados por no mas de, o no mas de aproximadamente, 5 nucleétidos en el acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, los segmentos diana son contiguos. Se contemplan las regiones diana definidas por un
intervalo que tiene un acido nucleico de partida que es cualquiera de sitios diana 5' o sitios diana 3' que figuran en el
presente documento.

Segmentos diana adecuados se pueden encontrar dentro de un 5' UTR, una region codificante, 3' UTR, un
intrén, un exon, o una unién exén/intron. Segmentos diana que contienen un coddn de inicio o un codén de parada
también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir especifcamente una cierta
region estructuralmente definida como el codén de inicio o codon de parada.

La determinacion de segmentos diana adecuados pueden incluir una comparacion de la secuencia de un
acido nucleico diana con otras secuencias de todo el genoma. Por ejemplo, el algoritmo BLAST se puede utilizar
para identificar regiones de similitud entre diferentes acidos nucleicos. Esta comparacion puede prevenir la seleccion
de secuencias de compuesto antisentido que puede hibridar de manera no especifica a secuencias distintas de un
acido nucleico diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o fuera de diana).

Puede haber variacion en la actividad (por ejemplo, como se define por la reduccién porcentual de niveles
de acido nucleico diana) de los compuestos de antisentido dentro de una region diana activa. En ciertas
realizaciones, las reducciones en los niveles de PTP1B de ARNm son indicativos de la inhibicién de la expresién de
PTP1B. Las reducciones en los niveles de una proteina PTP1B también son indicativos de la inhibicion de la
expresion de ARNm diana. Ademas, los cambios fenotipicos son indicativos de la inhibicién de la expresion de
PTP1B. En ciertas realizacion, la reduccion de los niveles de glucosa, niveles de lipidos reducidos, y la reduccion de
peso corporal puede ser indicativa de la inhibicion de la expresion de PTP1B. En ciertas realizaciones, la mejora de
los sintomas asociados con la enfermedad metabdlica puede ser indicativa de la inhibiciéon de la expresion de
PTP1B. En ciertas realizaciones, la mejora de los sintomas asociados con la diabetes puede ser indicativa de la
inhibicion de la expresion de PTP1B. En ciertas realizaciones, la reduccién de la resistencia a la insulina es
indicativa de inhibicién de la expresién de PTP1B. En ciertas realizaciones, la reduccion de los biomarcadores de la
diabetes puede ser indicativa de la inhibicién de la expresion de PTP1B.

Hibridacion

En algunas realizaciones, la hibridacion se produce entre un compuesto antisentido descrito en este
documento y un acido nucleico de PTP1B. El mecanismo mas comun de la hibridacién implica enlaces de hidrégeno
(por ejemplo, enlace de hidrégeno Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso) entre nucleobases
complementarias de las moléculas de acidos nucleicos.

La hibridacion puede producirse bajo condiciones variables. Las condiciones rigurosas son dependientes de
la secuencia y se determinan por la naturaleza y composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridarse.
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Los métodos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un acido nucleico diana
son bien conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido proporcionados en este
documento son especificamente hibridables con un acido nucleico de PTP1B.

Complementariedad

Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero
suficiente de nucleobases del compuesto antisentido puede enlazarse por hidrogeno con las correspondientes
nucleobases del acido nucleico diana, de tal manera que un efecto deseado se producira (por ejemplo, la inhibicion
antisentido de un diana de acido nucleico, tal como un acido nucleico de PTP1B).

Un compuesto antisentido puede hibridarse por uno o mas segmentos de un acido nucleico de PTP1B tal
que segmentos intervinientes o adyacentes no estan involucrados en el evento de hibridaciéon (por ejemplo, una
estructura de bucle, desajuste o estructura de horquilla).

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido descritos aqui, o una porcién especificada de la
misma, son, o son al menos, 70%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, o 100% complementario a un acido nucleico de PTP1B, una region diana, el segmento diana, o parte
especificada de la misma. La complementariedad porcentual de un compuesto antisentido con un acido nucleico
diana se puede determinar utilizando métodos rutinarios.

Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de 20 nucleobases del compuesto antisentido son
complementarias a una region objetivo, y por lo tanto se hibridarian especificamente, representarian el 90 por ciento
de complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases no complementarias restantes pueden ser agrupadas o
intercaladas con nucleobases complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o a nucleobases
complementarias. Como tal, un compuesto antisentido que es de 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 tendrian 77,8% de complementariedad en general con el acido nucleico diana y se describe en
el presente documento. Complementariedad porcentual de un compuesto antisentido con una regién de un acido
nucleico diana puede determinarse rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de busqueda de
alineamiento local basico) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215,
403 410;. Zhang y Madden, Genome Res, 1997, 7, 649 656). El porcentaje de homologia, la identidad de secuencia
o la complementariedad, se pueden determinar mediante, por ejemplo, el programa Gap (Wisconsin Sequence
Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wis.),
utilizando la configuracion predeterminada, que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2,
482 489).

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido proporcionados en el presente documento, o partes
especificadas de la misma, son totalmente complementarios (es decir, 100% complementarios) a un acido nucleico
diana, o una porcion especificada del mismo. Por ejemplo, el compuesto antisentido puede ser totalmente
complementario a un acido nucleico de PTP1B, o una regién diana, o un segmento diana o secuencia diana de la
misma. Como se usa en este documento, "totalmente complementario” significa que cada nucleobase de un
compuesto antisentido es capaz de apareamiento de bases preciso con las nucleobases correspondientes de un
acido nucleico diana. Por ejemplo, un compuesto antisentido de 20 nucleobases es totalmente complementario a
una secuencia diana que es de 400 nucleobases de longitud, siempre que hay una correspondiente porcion de 20
nucleobases del acido nucleico diana que es totalmente complementaria al compuesto antisentido. Totalmente
complementario también se puede utilizar en referencia a una porcién especificada del primer y/o el segundo acido
nucleico. Por ejemplo, una porcién de 20 nucleobases de un compuesto antisentido de 30 nucleobases puede ser
"totalmente complementaria” a una secuencia diana que es de 400 nucleobases de longitud. La porcion de 20
nucleobases del oligonucledtido de 30 nucleobases es totalmente complementaria a la secuencia diana si la
secuencia diana tiene una parte de 20 nucleobases correspondiente en la que cada nucleobase es complementaria
a la porcion de 20 nucleobases del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, todo el compuesto antisentido de 30
nucleobases puede o puede no ser totalmente complementario a la secuencia diana, dependiendo de si los 10
nucleobases restantes del compuesto antisentido también son complementarios a la secuencia diana.

La ubicaciéon de una nucleobase no complementaria puede estar en el extremo 5' o extremo 3' del
compuesto antisentido. Alternativamente, la nucleobase o nucleobases no complementarias pueden estar en una
posicion interna del compuesto antisentido. Cuando dos o mas nucleobases no complementarias estan presentes,
pueden ser contiguas (es decir, unidas) o no contiguas. En una realizacion, una nucleobase no complementaria se
encuentra en el segmento de ala de un oligonucleétido antisentido gapmero.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido que son, o son de hasta 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, o0 20 nucleobases de longitud comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase
no complementaria con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de PTP1B, o porcién
especificada de la misma.
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En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido que son, o son de hasta 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucleobases de longitud comprenden no mas de 6, no mas de 5, no
mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase no complementaria con respecto a un acido
nucleico diana, tal como un acido nucleico de PTP1B, o porcién especificada de la misma.

Los compuestos de antisentido proporcionados en este documento también incluyen los que son
complementarios a una porcion de un acido nucleico diana. Tal como se usa en el presente documento, "parte" se
refiere a un nimero definido de nucleobases contiguas (es decir, enlaces) dentro de una regién o segmento de un
acido nucleico diana. Una "porcion" también puede referirse a un nimero definido de nucleobases contiguas de un
compuesto antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son complementarios a al menos
una porcion de 8 nucleobase de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son
complementarios a al menos una porcion de 12 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los
compuestos de antisentido son complementarios a al menos una porcién de 13 nucleobases de un segmento diana.
En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son complementarios a al menos una porciéon de 14
nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son complementarios a
al menos una porcion de 15 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos de
antisentido son complementarios a al menos una porcién de 16 nucleobases de un segmento diana. En ciertas
realizaciones, los compuestos de antisentido son complementarios a al menos una porcién de 17 nucleobases de un
segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son complementarios a al menos una
porcién de 18 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido son
complementarios a al menos una porciéon de 19 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los
compuestos de antisentido son complementarios a al menos una porcién de 20 nucleobases de un segmento diana.
También se contemplan compuestos de antisentido que son complementarios a al menos una porcién de 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o0 mas nucleobases de un segmento diana, o un rango definido por dos cualquiera
de estos valores.

Identidad

Los compuestos de antisentido proporcionados en este documento también pueden tener una identidad
porcentual definida a una secuencia particular de nucleétidos, SEQ ID NO, o compuesto representado por un
numero lIsis especifico, o porciéon del mismo. Tal como se usa en este documento, un compuesto antisentido es
idéntico a la secuencia descrita en el presente documento si tiene la misma capacidad de nucleobase de
emparejamiento. Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN descrita
se consideraria idéntico a la secuencia de ADN ya que tanto uracilo como timidina se emparejan con adenina.
Versiones acortadas y alargadas de los compuestos de antisentido descritos en este documento, asi como
compuestos que tienen bases no idénticas en relacién con los compuestos de antisentido proporcionados en este
documento también se contemplan. Las bases no idénticas pueden estar adyacentes entre si o dispersarse en todo
el compuesto antisentido. El porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el
numero de bases que tienen idéntico apareamiento de bases con respecto a la secuencia a la que se esta
comparando.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son al menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a uno o mas de los compuestos
de antisentido o SEQ ID NOs, o una porcién del mismo, descrita en este documento.

Modificaciones

Un nucledsido es una combinacién de base-azucar. La parte de nucleobase (también conocida como base)
del nucledsido es normalmente un resto de base heterociclica. Los nucledtidos son nucledsidos que incluyen
ademas un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion de azucar del nucleésido. Para aquellos nucledsidos
que incluyen un azucar de pentofuranosilo, el grupo fosfato puede estar vinculado al resto de hidroxilo 2', 3' 0 5' del
azucar. Los oligonucleétidos se forman a través de la union covalente de los nucledsidos adyacentes entre si, para
formar un oligonucleétido polimérico lineal. Dentro de la estructura de oligonucleodtidos, los grupos de fosfato se
conocen comunmente como la formacion de los enlaces de internucledsido del oligonucledétido.

Las modificaciones de los compuestos de antisentido comprenden sustituciones o cambios a enlaces
internucleosidicos, restos de azucar, o nucleobases. Compuestos de antisentido modificados se prefieren a menudo
sobre las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captaciéon celular mejorada,
afinidad aumentada para el acido nucleico diana, mayor estabilidad en presencia de nucleasas, o aumento de la
actividad inhibidora.

Nucledsidos quimicamente modificados también se pueden emplear para aumentar la afinidad de unién de
un oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, los resultados
comparables pueden obtenerse a menudo con compuestos de antisentido cortos que tienen tales nucledsidos
modificados quimicamente.
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Enlaces de internucleésido modificados

El enlace internucleosidico de origen natural de ARN y ADN es un enlace de fosfodiéster 3' a 5'. Los
compuestos de antisentido que tienen uno o mas enlaces de internucledsido modificados, es decir de origen no
natural, se seleccionan a menudo mas compuestos de antisentido que tienen enlaces de internucledsido naturales
debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, una mayor absorcién celular, una mayor afinidad para los
acidos nucleicos diana, y el aumento de estabilidad en presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos que tienen enlaces de internucledsido modificados incluyen enlaces de internucledsido
que retienen un atomo de fésforo, asi como enlaces de internucledsido que no tienen un atomo de foésforo. Enlaces
de internucledsido que contienen fosforo representativo incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres, fosfotriésteres,
metilofosfonatos, fosforamidato, y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de los enlaces que contienen fésforo y
que no contienen fésforo son bien conocidos.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B
comprenden uno o mas enlaces de internucleésido modificados. En ciertas realizaciones, los enlaces de
internucleésido modificados son enlaces de fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico de
un compuesto antisentido es un enlace internucleosidico de fosforotioato.

Restos de azucar modificados

Los compuestos de antisentido proporcionados en este documento pueden contener opcionalmente uno o
mas nucledsidos en el que el grupo azucar se ha modificado. Tales nucledsidos modificados de azucar pueden
impartir estabilidad de nucleasa mejorada, aumento de la afinidad de unién, o alguna otra propiedad bioldgica
beneficiosa para los compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, los nucledsidos comprenden un resto de anillo
de ribofuranosa modificado quimicamente. Los ejemplos de anillos quimicamente modificados de ribofuranosa
incluyen, sin limitacion, la adicion de grupos sustituyentes (incluyendo grupos sustituyentes 5' y 2'); puente de
atomos en el anillo no geminales para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA); sustitucion del atomo de oxigeno del
anillo de ribosilo con S, N(R), o C(R1) (R)2 (R = H, C4-C42 alquilo o un grupo protector); y sus combinaciones.
Ejemplos de azucares quimicamente modificados incluyen, nucleésido sustituido 2'-F-5'-metilo (véase, solicitud
internacional PCT W02008/101157, publicada el 8/21/08 para los otros nucleésidos sustituidos 5', 2'-bis), sustitucion
del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S con sustitucion adicional en la posicién 2 (véase, solicitud de patente
publicada de Estados Unidos US2005/0130923, publicada el 16 de junio, 2005), o, alternativamente, sustitucion 5' de
un BNA (véase, solicitud internacional PCT W02007/134181, publicada el 11/22/07, en el que LNA esta sustituido
con, por ejemplo, un grupo 5'-metilo o 5%-vinilo).

Ejemplos de nucledsidos modificados que tienen restos de azicar incluyen, sin limitacion, nucledsidos que
comprenden grupos sustituyentes de 5-vinilo, 5-metilo (R o S), 4'-S, 2'-F, 2'-OCHs, y 2'-O(CH2)20CHs;. El
sustituyente en la posicion 2' también puede ser seleccionada de alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-C+-C4o alquilo,
OCF3, O(CH2)2SCHs, O(CH2) 2-O-N (Rm) (Rn), y O-CH,-C(=O)-N (Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es,
independientemente, H o C4-C1o alquilo sustituido o no sustituido.

Tal como se usa en este documento, "nucledsidos biciclicos" se refieren a nucledsidos modificados que
comprenden un resto de azucar biciclico. ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen, sin limitacion, nucledsidos que
comprenden un puente entre atomos de anillo de ribosilo 4' y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos de
antisentido descritos en este documento incluyen uno o mas nucleosidos biciclicos en el que el puente comprende
un nucledsido biciclico 4' a 2'. Ejemplos de tales nucledsidos biciclicos 4' a 2', incluyen, pero no se limitan a, una de
las formulas: 4'-(CH2)-O-2' (LNA); 4'-(CH2)-S-2'; 4'-(CH2)-O-2' (ENA); 4’-CH(CH3)-O-2' y 4'-CH(CH2OCH3)-0-2', y
analogos de los mismos (véase, Patente de Estados Unidos 7.399.845, expedida el 15 de julio de 2008); 4’-C(CHa)
(CH3)-0-2', y analogos de los mismos (véase, Solicitud Internacional PCT publicada WO2009/006478, publicada el 8
de enero de 2009); 4'-CH,-N(OCHj3)-2', y analogos de los mismos (véase, publicada PCT Solicitud Internacional
W02008/150729, publicado diciembre 11, 2008); 4’-CH,-ON (CHs) -2' (véase, publicada Solicitud de Patente de
Estados Unidos US2004/0171570, publicada el 2 de septiembre del 2004); 4-CH»-N(R)-O-2', en donde R es H, Cs-
C12 alquilo, o un grupo protector (véase, Patente de Estados Unidos 7.427.672, expedida el 23 de septiembre de
2008); 4’-CH»-C(H) (CH3)-2’ (véase, Chattopadhyaya, et al, J. Org Chem, 2009, 74, 118-134); y 4'-CH,-C(=CH)-2", y
analogos de los mismos (véase, publicada Solicitud Internacional PCT WO2008/154401, publicada el 8 de
diciembre, 2008). También véase, por ejemplo: Singh et al, Chem. Commun, 1998, 4, 455-456.; Koshkin et al,
Tetrahedron, 1998, 54, 3.607 a 3.630; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2000, 97, 5633 a 5638;
Kumar et al., Bioorg. Medicina. Chem. Lett, 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem, 1998, 63, desde 10.035-
10.039; Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc., 129 (26) 8362-8379 (jul 4, de 2007); Elayadi et al., Curr. Opinion
Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem. Biol, 2001, 8, 1-7; Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther, 2001,
3, 239-243; Nos de Patente de EE.UU. 6.670.461, 7.053.207, 6.268.490, 6.770.748, 6.794.499, 7.034.133,
6.525.191, 7.399.845; Las solicitudes internacionales PCT publicadas WO02004/106356, WO 94/14226,
WO02005/021570 y WO2007/134181; La Publicaciéon de Patente de Estados Unidos N° US2004/0171570,
US2007/0287831 y US2008/0039618; y la patente de EE.UU. n° de serie 12/129.154, 60/989.574, 61/026.995,
61/026.998, 61/056.564, 61/086.231, 61/097.787 y 61/099.844; y la Solicitud Internacional PCT Nos.
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PCT/US2008/064591, PCT/US2008/066154, y PCT/US2008/068922. Cada uno de los nucledsidos biciclicos
anteriores se puede preparar con una o mas configuraciones estereoquimicas de azucar incluyendo, por ejemplo a-
L-ribofuranosa y B-D-ribofuranosa (véase solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de
1999 como WO 99/14226).

En ciertas realizaciones, restos de azucares biciclicos de nucledsidos BNA incluyen, pero no se limitan a,
compuestos que tienen al menos un puente entre la posicion 4' y la posicion 2' del resto de azicar de
pentofuranosilo en el que dichos puentes comprenden independientemente 1 o de 2 a 4 grupos enlazados
seleccionados independientemente de -[C(Ra)(Rb)ln-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRa)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -
Si(Ra)z-, -S(=O)x-, y -N(Ra)-;
donde:

xes0,1,02;

nes1,2, 3,04;

cada Rs y Ry es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, C4-C12 alquilo, C1-C+2 alquilo sustituido,
C,-C12 alquenilo, C,-C12 alquenilo sustituido, C2-C+2 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, Cs-Cyg arilo, Cs-Cy arilo
sustituido, heterociclo radical, heterociclo sustituido radical, heteroarilo, heteroarilo sustituido, Cs-C; radical
aliciclico, Cs-Cy aliciclico radical sustituido, halégeno, C4, NJ1J2, SJ1, N3, COQOJ4, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido,
CN, sulfonilo (S(=0)2-d1), O sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada J1 y Jz es, independientemente, H, C+-C+2 alquilo, alquilo sustituido C4-C+2 alquilo, C2-C+2 alquenilo, C2-C+2
alquenilo sustituido, C2-C+2 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, Cs-Cyg arilo, Cs-Cyg arilo sustituido, acilo (C(=0)-
H), acilo sustituido, heterociclo, un radical heterociclo sustituido, C1-C42 aminoalquilo, C4-C42 aminoalquilo
sustituido, o un grupo Protector.

En ciertas realizaciones, el puente de un resto de azucar biciclico es -[C(Ra) (Rp)]n-,-[C(Ra) (Rb)].-O-, -
C(RaRb)-N(R)-O- o, -C(RaRp)-ON(R)-. En ciertas realizaciones, el puente es 4-CH-2', 4'-(CH.)2-2', 4'-(CH2)3-2", 4'-
CH»-0-2', 4'-(CH2),-0O-2', 4'-CH2-ON(R)-2’, y 4'-CH2-N(R)-O-2'-, en el que cada Ris, independientemente, H, un grupo
protector, o C4-C+2 alquilo.

En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos que se definen adicionalmente por la configuracion
isomérica. Por ejemplo, un nucledsido que comprende puente de 4 '2' metiloeno-oxi, puede estar en la configuracion
a-L o en la configuracién B-D. Anteriormente, BNA de a-L-metiloenoxi (4’-CH,-O-2') se han incorporado en
oligonucledtidos antisentido que mostraban actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21,
6.365-6372).

En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos que incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metiloenoxi
(4’-CH»>-0-2’) BNA, (b) B-D-Metiloenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, (C) Etilenoxi (4'-(CH2).-O-2") BNA, (D) Aminooxi (4’-CH.-
O- N(R)-2’) BNA, (E) Oxiamino (4-CH2-N(R)-O-2') BNA, (F) Metilo (metiloenoxi) (4’-CH(CH3)-O-2") BNA, (G)
metiloenotio (4’-CH»>-S-2 ') BNA, (H) metileno-amino (4'-CH2-N(R)-2’) BNA, (i) metilo carbociclico (4'-CH-CH(CHjs)-
2') BNA, y (J) propiloeno carbociclico (4'-(CH2)s3-2") BNA, como se representa a continuacion.

§ O_ Bx { 0. Bx
{ Vs ~0 -0
®) ©)

)
§'>}i713x 0. Bx o Bx
Ofou —i}j]/ H ;(}\_7/
\”N\R RO 3 L O
D) &) )
““/“\S(G) " W[N\R T CHy
3]
E—b;)/Bx
R

en donde Bx es el resto de base y R es, independientemente, H, un grupo protector o C4-Cs2 alquilo.
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En ciertas realizaciones, nucledsido biciclico tiene la Féormula I:

donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

-Qa -Qp-Qc- es -CH2-N(R¢)-CHaz-, -C(=0)-N(R¢)-CHa-, -CH2-ON(R¢)-, -CH2-N(R¢)-O-, 0 -N(R¢)-O-CHj;

R. es C4-C12 alquilo o un grupo protector de amino; y

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de foésforo, un resto fésforo, o una unién covalente a un medio de soporte.

En ciertas realizaciones, nucleésido biciclico que tiene la Férmula II:

Tam O 0 Bx

donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de fosforo, un resto fésforo, o una unién covalente a un medio de soporte;

Za es C4-Cg alquilo, C2-Cs alquenilo, C»-Cg alquinilo, C1-Cs alquilo sustituido, C,-Cs alquenilo sustituido, C,-Cs
alquinilo sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido.

En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos es, independientemente, mono o poli sustituido con
grupos sustituyentes seleccionados independientemente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJ¢, NJcdg, SJec, N3, OC(=X)Jc y
NJsC(=X)NJcJg, en donde cada J, Jq ¥ Je €5, independientemente, H, C1-Cs alquilo, o C4-Cs alquilo sustituido y X es
O o NJe.

En ciertas realizaciones, nucledsido biciclico que tiene la Férmula IlI:

T,
|
O
Z; o. Bx
™0
| IiI
Ty
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donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de foésforo, un resto fésforo, o una unién covalente a un medio de soporte;

Z, es C4-Cg alquilo, C2-Cs alquenilo, C»-Cg alquinilo, C1-Cs alquilo sustituido, C,-Cs alquenilo sustituido, C,-Cs
alquinilo sustituido, o acilo sustituido (C(=0)-).

En ciertas realizaciones, nucledésido biciclico que tiene la Formula 1V:

9p 0

T,—O Bx
oo

donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de foésforo, un resto fésforo, o una unién covalente a un medio de soporte;

R4 es C4-Cg alquilo, C4-Cs alquilo sustituido, C-Cs alquenilo, C,-Cs alquenilo sustituido, C»-Cg alquinilo, o C,-Cs
alquinilo sustituido;

cada qa, 9, Gc Y g €S, independientemente, H, halégeno, C1-Cs alquilo, alquilo sustituido C4-Cs alquilo, C2-Ce
alquenilo, C,-Cs alquenilo sustituido, C»-Cs alquinilo, o C-Cs alquinilo sustituido, C1-Cs alcoxilo, sustituido C+4-Cs
alcoxilo, acilo, acilo sustituido, C4-Cs aminoalquilo, o C1-Cs aminoalquilo sustituido;

En ciertas realizaciones, nucledsido biciclico que tiene la Férmula V:

qa qb ’

donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de foésforo, un resto fésforo, o una unién covalente a un medio de soporte;

Jda, 1b, e Y Qr SON cada uno, independientemente, hidrégeno, halégeno, C4-C12 alquilo, alquilo sustituido C-C12
alquilo, C»-C+2 alquenilo, C>-C12 alquenilo sustituido, C»-C+2 alquinilo, C,-C12 alquinilo sustituido, C¢-C+2 alcoxi,
C1-C12 alcoxi SUStitUidO, OJJ, SJJ, SOJJ, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ‘, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, OC(=O)NJJJK,
N(H)C(=NH)NJjJk, N(H)C(=O)NJ;jJk 0 N(H)C(=S)NJ;Ji;

0 Qe Y G juntos son = C(qg)(ah);

gg Y gr son cada uno, independientemente, H, halégeno, C+-C42 alquilo, o C4-C12 alquilo sustituido.

La sintesis y la preparacion de metiloenoxi (4-CH»-O-2') BNA monémeros adenina, citosina, guanina, 5-

metilo-citosina, timina, y uracilo, juntos con su oligomerizacién y las propiedades de reconocimiento de acidos
nucleicos han sido descritos (véase, por ejemplo, Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3.607-3.630). BNAs y
preparacion de los mismos también se describen en WO 98/39352 y WO 99/14226.
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Los analogos de metiloenoxi (4’-CH,-O-2') BNA, metiloenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, y 2'-tio-BNA, también han
sido preparados (véase, por ejemplo, Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). La preparacion
de analogos de nucleésidos bloqueados que comprenden duplex de oligodesoxirribonucleétidos como sustratos para
las polimerasas de acido nucleico ha sido también descrita (véase, por ejemplo, Wengel et al., WO 99/14226).
Ademas, la sintesis de 2'-amino-BNA, un analogo de oligonucledtido de alta afinidad de novela conformacionalmente
restringida, ha sido descrito en la técnica (véase, por ejemplo, Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039).
Ademas, BNA de 2'-amino-y 2'-metiloamino se han preparado y se ha informado anteriormente de la estabilidad
térmica de sus duplex con hebras de ARN y ADN complementarias.

En ciertas realizaciones, nucleésido biciclico que tiene la Férmula VI:

O

T,~0O Bx
O-Ty
g;
g; V1
q

donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ta y Tp son cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
reactivo de fésforo, un resto fosforo, o una unién covalente a un medio de soporte; cada q;, qj, gk Y Qi es,
independientemente, H, halégeno, C4-C42 alquilo, C4-Cq2 alquilo sustituido, C,-C+2 alquenilo, C2-C42 alquenilo
sustituido, C»-C42 alquinilo, Co-C+2 alquinilo sustituido, C4-C12 alcoxilo, C4-C+2 alcoxilo sustituido, OJ;, SJ;, SOJ;,
SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, OC(=O)NJJJK, N(H)C(=NH)NJJJK, N(H)C(=O)NJJJK, o
N(H)C(=S)NJjJg; ¥

g1y q; 0 q Y gk juntos son = C (qq) (gn), en el que qq Y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, C4-C12
alquilo, o C4-Cy3 alquilo sustituido.

Un nucledsido biciclico carbociclico que tiene un puente 4'-(CH;)s-2' y el analogo de alquenilo, puente 4'-
CH=CH-CH-2', han sido descritos (véase, por ejemplo, Freier et al., Nucleic Acids Research, 1997, 25 (22), 4429-
4443 y Albaek et al., J. Org. Chem., 2006, 71, 7731- 7740). La sintesis y la preparacion de nucleésidos biciclicos
carbociclicos junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos también se han descrito (véase, por ejemplo,
Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc. 2007,129 (26), 8362-8379).

Tal como se usa en este documento, " nucledsido biciclico 4'-2™ o "nucledsido biciclico 4' a 2" se refiere a
un nucledsido biciclico que comprende un anillo de furanosa que comprende un puente que conecta el atomo de
carbono 2'y atomo de carbono 4'.

Tal como se usa en este documento, "nucledsidos monociclicos" se refieren a nucledsidos que comprenden
restos de azucar modificados que no son restos de azucares biciclicos. En ciertas realizaciones, el resto de azucar,
o analogo de resto de azucar, de un nucledsido puede ser modificado o sustituido en cualquier posicion.

Tal como se usa en este documento, "azlUcar modificado 2™ quiere decir un azucar de furanosilo modificado
en la posicion 2'. En ciertas realizaciones, tales modificaciones incluyen sustituyentes seleccionados de: un haluro,
incluyendo, pero no limitado a alcoxi sustituido y no sustituido, tioalquilo sustituido y sustituido, alquilo sustituido y
amino no sustituido, alquilo sustituido y no sustituido, alilo sustituido y no sustituido, y alquinilo sustituido y no
sustituido. En ciertas realizaciones, modificaciones 2' se seleccionan de sustituyentes incluyendo, pero no limitados
a: O[(CH2)nOlmCHs, O(CH2)sNH2, O(CH),CH3, O(CH3),ONH2, OCH2C(=O)N(H)CH3, y O(CH2),ON[(CH2),CHj3]2,
donde n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros grupos sustituyentes 2' también pueden seleccionarse a partir
de: C4-C+2 alquilo; alquilo sustituido; alquenilo; alquinilo; alcarilo; aralquilo; O-alcarilo o O-aralquilo; SH; SCHs; OCN;
Cl; Br; CN; CF; OCF3; SOCHs SO,CHs; ONO2 NOg2 Ns; NHp; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo;
aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escision de ARN; un grupo informador; un
intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas; y un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un compuesto antisentido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. En ciertas
realizaciones, los nucleésidos modificados comprenden una cadena lateral de 2'-MOE (véase, por ejemplo, Baker et
al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 11.944-12.000). Dicha sustitucion de 2'-MOE se han descrito por haber mejorado la
afinidad de unién en comparacion con los nucledsidos no modificados y a otros nucledsidos modificados, tales como
2'-O-metilo, O-propilo, y O-aminopropilo. Los oligonucleétidos que tienen el sustituyente 2’-MOE también se han
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demostrado ser inhibidores antisentido de la expresion de genes con caracteristicas prometedoras para su uso in
vivo (véase, por ejemplo, Martin, P., Helv Chim Acta, 1995, 78, 486-504.; Altmann et al, Chimia, 1996, 50, 168-176;.
Altmann et al, Biochem Soc Trans, 1996, 24, 630-637; y Altmann et al, Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-
926).

Tal como se usa en este documento, un "nucledsido de tetrahidropirano modificado" o "nucleésido de THP
modificado” significa un nucledsido que tiene un tetrahidropiran de seis miembros de "azlcar" sustituidos por el
residuo pentofuranosilo en nucledsidos normales (un sustituto de azlcar). Nucledsidos de THP modificados
incluyen, pero no se limitan a, lo que se conoce en la técnica como acido nucleico de hexitol (HNA), acido nucleico
de anitol (ANA), acido nucleico de manitol (MNA) (véase Leumann, CJ. Bioorg. y Med. Chem (2002) 10: 841-854),
HNA de fluoro (F-HNA), o aquellos compuestos que tienen la Formula X:

Formula X:
q, g,
Tg_o 0 q3
gy 7
qs Bx
O q
R, R, 1B
T:' 1 Re
X

en el que de forma independiente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula X:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Tz y T4 es un grupo de enlace
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de Tz y
T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5' o 3;

d1, 92, 93, 94, Os, Os Y Q7 son cada uno, independientemente, H, C4-Cs alquilo, C4-Cs alquilo sustituido, C2-Cg
alquenilo, C,-Cs alquenilo sustituido, C2-Cg alquinilo, o C»-Cs alquinilo sustituido; constituyen una de Ry y Rz es
hidrégeno y el otro se selecciona entre haldgeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J4,
OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ+1J2 y CN, en el que X es O, S, o NJ4, y cada J4, J2 y J3 es, independientemente, H o
C1-Cs alquilo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan los nucledsidos THP modificados de férmula X en la que gm, Qn,
dp, Or, Gs, Gt Y qu SON cada uno H. En ciertas realizaciones, al menos uno de gm, dn, 9p, dr, Js, Jt Y du €s distinto de H.
En ciertas realizaciones, al menos uno de gm, Gn, dp, dr, Gs, dt Y qu €S metilo. En ciertas realizaciones, los nucledsidos
de THP de férmula X se proporcionan en donde uno de R1 y R es F. En algunas realizaciones, R es fluoro y R, es
H, Ry es metoxi y Rz es H, y Ry es metoxietoxi y R> es H.

Tal como se usa en este documento, "2'-modificado” o "2'-sustituido" se refiere a un nucledsido que
comprende un azicar que comprende un sustituyente en la posicion 2' distinta de H o OH. Nucledsidos 2'-
modificados, incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos biciclicos en los que el puente que conecta dos atomos de
carbono del anillo de azucar se conecta de carbono 2' y otro carbono del anillo de azicar y nucledsidos con
sustituyentes 2' sin puente, tales como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-C4-C1g alquilo, -OCF3, O-(CH2).-O-CHs, 2'-
O(CH3)2SCHs, O-(CH2)2-ON(Rm)(Rn), 0 O-CH»>-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Ry, y R, es, independientemente, H o
C1-C1o alquilo sustituido o no sustituido. nucledsidos modificados 2° pueden comprender ademas otras
modificaciones, por ejemplo, en otras posiciones del aztcar y/o en la nucleobase.

Tal como se usa en este documento, "2-F" se refiere a un azdcar que comprende un grupo fluoro en la
posicion 2'.
Tal como se usa en este documento, "2’-OMe" o0 "2’-OCHj3" 0 "2'-O-metilo" cada uno se refiere a un azucar

que comprende un grupo -OCHjs en la posicion 2' del anillo de azucar.

Tal como se usa en el presente documento, "oligonucledtido” se refiere a un compuesto que comprende
una pluralidad de nucledsidos enlazados. En ciertas realizaciones, uno o mas de la pluralidad de nucledsidos se
modifica. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido comprende uno o mas ribonucledsidos (ARN) y/o
desoxirribonucledsidos (ADN).
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Muchos otros sistemas de anillo de sustituto de azucar biciclico y el triciclico también son conocidos en la
técnica que se puede utilizar para modificar los nucledsidos para su incorporacion en compuestos de antisentido
(véase, por ejemplo, el articulo de revision: Leumann, J. C, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854).
Estos sistemas de anillo pueden someterse a diversas sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

Los métodos para las preparaciones de azucares modificados son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

En nucledtidos que tienen restos de aztcar modificados, los restos de nucleobases (naturales, modificados,
0 una combinacion de los mismos) se mantienen para la hibridaciéon con una diana de acido nucleico apropiado.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido comprenden uno o mas nucleétidos que tienen
restos de azucar modificados. En ciertas realizaciones, el resto de azucar modificado es 2'-MOE. En ciertas
realizaciones, los nucleétidos 2'-MOE modificados estan dispuestas en un motivo gapmero. En ciertas realizaciones,
el resto de azlucar modificado es un CET. En ciertas realizaciones, los nucleétidos modificados por CET estan
dispuestos a lo largo de las alas de un motivo gapmero.

Nucleobases modificadas

Modificaciones de nucleobase (o base) o sustituciones son estructuralmente distinguibles de, pero
funcionalmente intercambiables con nucleobases naturales o sintéticas no modificadas. Tanto nucleobases naturales
como modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrogeno. Tales modificaciones de nucleobases pueden
impartir estabilidad nucleasa, afinidad de unién o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa para compuestos
antisentido. Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases sintéticas y naturales tales como, por ejemplo, 5-
metilocitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de nucleobases, incluyendo las sustituciones de 5-metilocitosina, son
particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de un compuesto antisentido para un acido nucleico diana.
Por ejemplo, las sustituciones 5-metilocitosina han demostrado aumentar la estabilidad del duplex de acido nucleico
mediante 0,6-1,2°C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC
Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278).

Nucleobases no modificadas adicionales incluyen citosina de 5-hidroximetilo, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de
adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, uracilo de 5-propinilo (-C=C-CHs)
y citosina y otros derivados de alquinilo de bases pirimidinicas, uracilo de 6-azo, citosina y timina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otros adeninas y guaninas 8-
sustituidas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos 5-sustituidos y citosinas, 7-
metiloguanina y 7-metiloadenina, 2-F-adenina, 2-amino- adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y
7-desazaadenina y 3-desazaguanina y 3-desazaadenina.

Restos de bases heterociclicas también pueden incluir aquellos en los que la base de purina o pirimidina se
reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona.
Las nucleobases que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de uniéon de los compuestos de
antisentido incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas por N-2, N-6 y O-6, incluyendo 2
aminopropiloadenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos de antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B
comprenden uno o mas nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido de hueco
ensanchado dirigidos a un acido nucleico de PTP1B comprenden una o mas nucleobases modificadas. En ciertas
realizaciones, la nucleobase modificada es 5-metilocitosina. En ciertas realizaciones, cada citosina es una 5-
metilocitosina.

Composiciones y métodos para la formulacion de composiciones farmacéuticas

Los oligonucledtidos antisentido se pueden mezclar con la sustancia activa o inerte farmacéuticamente
aceptable para la preparacion de composiciones farmacéuticas o formulaciones. Composiciones y métodos para la
formulacién de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, incluyendo, pero no limitadas a la
via de administracion, extension de la enfermedad, o la dosis a administrar.

El compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de PTP1B se puede utilizar en composiciones
farmacéuticas por combinacion del compuesto antisentido con un diluyente farmacéuticamente aceptable o portador
adecuado. Un diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solucion salina tamponada con fosfato (PBS). PBS es
un diluyente adecuado para uso en composiciones para administracion parenteral. Por consiguiente, en una
realizacion, empleada en los métodos descritos en este documento es una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de PTP1B y un diluyente farmacéuticamente
aceptable. En ciertas realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En ciertas realizaciones, el
compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2634450 T3

Composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de antisentido abarcan cuaeslquiera sales
farmacéuticamente aceptables, ésteres, o sales de tales ésteres, o cualquier otro oligonucleétido que, tras la
administracion a un animal, incluyendo un ser humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el
metabolito biolégicamente activo o residuo en esto. De acuerdo con ello, por ejemplo, la divulgacién también se
extrae de las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos antisentido, profarmacos, sales
farmacéuticamente aceptables de dichos profarmacos y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero no se limitan a sales de potasio, sodio y.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en este documento se pueden
preparar por métodos bien conocidos en la técnica. Para una revision de sales farmacéuticamente aceptables, véase
Stahl y Wermuth, Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use (Wiley-VCH, Weinheim,
Alemania, 2002). sales de sodio de los oligonucledtidos antisentido son utiles y son bien aceptados para la
administracion terapéutica a los humanos. Por consiguiente, en una realizacion, los compuestos descritos en este
documento estan en la forma de una sal de sodio.

Un profarmaco puede incluir la incorporaciéon de nucledsidos adicionales en uno o ambos extremos de un
compuesto antisentido que son escindidos por las nucleasas enddgenas dentro del cuerpo, para formar el
compuesto antisentido activo.

Compuestos de antisentido conjugados

Los compuestos de antisentido pueden ser unidos covalentemente a uno o mas restos o conjugados que
potencian la actividad, la distribucion celular o la captacion celular de los oligonucleétidos antisentido resultantes.
Grupos conjugados tipicos incluyen restos de colesterol y restos lipidicos. grupos conjugados adicionales incluyen
carbohidratos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas,
cumarinas y colorantes.

Los compuestos de antisentido también se pueden modificar para tener uno o mas grupos estabilizadores
que estan generalmente unidos a uno o ambos extremos terminales de compuestos de antisentido para mejorar
propiedades tales como, por ejemplo, la estabilidad de la nucleasa. Incluidas en grupos estabilizadores estan
estructuras de tapa. Estas modificaciones terminales protegen el compuesto antisentido que tiene acido nucleico de
terminales de la degradacion de exonucleasa, y puede ayudar en la administracion y/o localizacién dentro de una
célula. La tapa puede estar presente en el extremo 5 '(5'-tapa), o en el extremo 3 '(3’-tapa), o puede estar presente
en ambos extremos terminales. Estructuras de tapa se conocen bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, tapas
invertidas abasicas desoxi. Ademas grupos estabilizantes 3' y 5' que se pueden utilizar para limitar uno o ambos
extremos de un compuesto antisentido para impartir estabilidad nucleasa incluyen los descritos en el documento WO
03/004602 publicado el 16 de enero de 2003.

Cultivo de células y tratamiento de compuestos de antisentido

Los efectos de los compuestos de antisentido sobre el nivel, actividad o expresién de acidos nucleico de
PTP1B se pueden ensayar in vitro en una variedad de tipos de células. Tipos de células utilizadas para este tipo de
analisis estan disponibles de proveedores comerciales (por ejemplo, la American Type Culture Collection, Manassus,
VA; Zen-Bio, Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y las células
se cultivan de acuerdo con el proveedor de instrucciones usando reactivos disponibles comercialmente (por ejemplo
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Tipos celulares ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, células
HepG2, células Hep3B, hepatocitos primarios, células A549, fibroblastos GM04281 y células LLC-MK2.

Pruebas in vitro de oligonucledtidos antisentido

Se describen aqui procedimientos para el tratamiento de células con oligonucleétidos antisentido, que
pueden ser modificados apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

En general, las células se tratan con oligonucledtidos antisentido cuando las células alcanzan
aproximadamente el 60-80% de confluencia en cultivo.

Un reactivo comunmente usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el
lipido catiénico LIPOFECTIN® reactivo de transfeccion (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucledtidos antisentido
se mezclan con LIPOFECTIN® en OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion final
deseada de oligonucledtido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN® que varia tipicamente de 2 a 12 ug/ml
por 100 nM de oligonucleétido antisentido.

Otro reactivo usado para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye

LIPOFECTAMINE 2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Oligonucledtido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE
2000® en OPTI-MEM® 1 medio de suero reducido (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion
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deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracion LIPOFECTAMINE® que varia tipicamente de 2 a 12
ug/ml por 100 nM oligonucledtido antisentido.

Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye Cytofectin®
(Invitro- gen, Carlsbad, CA). Oligonucleétido antisentido se mezcla con Cytofectin® en OPTI-MEM® 1 medio de
suero reducido (Invitrogen, Carlsbad, CA) para alcanzar la concentracion deseada de oligonucledétido antisentido y
una concentracion Cytofectin® que varia tipicamente de 2 a 12 ug/ml por 100 nM oligonucledétido antisentido.

Otra técnica utilizada para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye
electroporacion.

Las células se tratan con oligonucledtidos antisentido por métodos de rutina. Las células se recogen
tipicamente 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, en el que el ARN tiempo o niveles
de proteina de acidos nucleicos diana se miden por métodos conocidos en la técnica y se describen en este
documento. En general, cuando los tratamientos se llevan a cabo en multiples repeticiones, los datos se presentan
como la media de los tratamientos replicados.

La concentracion de oligonucleétido antisentido utilizado varia de linea celular a linea celular. Los métodos
para determinar la concentracion optima de oligonucledtidos antisentido para una linea celular particular, son bien
conocidos en la técnica. Oligonucledtidos antisentido se usan tipicamente en concentraciones que van de 1 nM a
300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE2000®, Lipofectina o Citofectina. Los oligonucledétidos
antisentido se utilizan en concentraciones mas elevadas que van desde 625 a 20.000 nM cuando se transfectaron
usando electroporacion.

Aislamiento de ARN

Andlisis de ARN puede llevarse a cabo en el ARN celular total o poli(A)+ mARN. Los métodos de
aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. EI ARN se preparé utilizando métodos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, usando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun los protocolos recomendados
por el fabricante.

Anélisis de inhibicion de los niveles diana o expresion

La inhibicién de los niveles o la expresion de un acido nucleico de PTP1B se puede ensayar en una
variedad de formas conocidas en la técnica. Por ejemplo, niveles de acido nucleico diana se pueden cuantificar
mediante, por ejemplo, analisis de transferencia Northern, reaccion de la polimerasa competitiva cadena (PCR), o
PCR cuantitativa en tiempo real. El analisis de ARN puede llevarse a cabo en el ARN celular total o poli(A)+ mARN.
Los métodos de aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. El analisis de transferencia Northern también
es rutinario en la técnica. PCR cuantitativa en tiempo real puede realizarse convenientemente usando el ABlI PRISM
7600, 7700, o 7900 Secuence Detection System disponibles comercialmente, disponible en PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA y utilizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis de PCR cuantitativa en tiempo real de niveles de ARN diana

La cuantificacion de los niveles de ARN diana puede lograrse por PCR cuantitativa en tiempo real a través
de ABI PRISM 7600, 7700, o 7900 Sequence Deteccion System (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA) segun las
instrucciones del fabricante. Métodos de PCR cuantitativa en tiempo real son bien conocidos en la técnica.

Antes de la PCR en tiempo real, el ARN aislado se somete a una reaccién de transcriptasa inversa (RT),
que produce ADN complementario (ADNc) que se utiliza entonces como el sustrato para la amplificacion por PCR en
tiempo real. EI RT y las reacciones de PCR en tiempo real se llevan a cabo secuencialmente en el mismo pocillo de
muestra. Reactivos RT y PCR a tiempo real se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, CA). Reacciones de RT, PCR en
tiempo real se llevan a cabo por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Cantidades diana de gen (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan utilizando ya sea el nivel
de expresion de un gen cuya expresion es constante, tales como la ciclofilina A, o mediante la cuantificaciéon de ARN
total usando RiboGreen® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CA). La expresién de Ciclofilina A se cuantifica mediante PCR
en tiempo real, al ejecutarse simultdneamente con la diana, multiplexacién, o por separado. EI ARN total se
cuantificé usando reactivo de cuantificacion del ARN RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR). Los métodos de
cuantificacion del ARN por RiboGreen® se ensefian en Jones, L.J., et al, (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-
374). Un instrumento CYTOFLUOR® 4000 (PE Applied Biosystems) se utiliza para medir la fluorescencia
RiboGreen®.

Las sondas y cebadores se disefian para hibridarse con un acido nucleico de PTP1B. Los métodos para

disefiar sondas y cebadores de PCR en tiempo real son bien conocidos en la técnica, y pueden incluir el uso de
software de tipo PRIMER Express® Software (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Anélisis de los niveles de proteina

La inhibicion antisentido de acidos nucleico de PTP1B se puede evaluar mediante la mediciéon de los
niveles de proteina PTP1B. Los niveles de proteina de PTP1B pueden ser evaluados o cuantificados en una
variedad de maneras bien conocidas en la técnica, tales como inmunoprecipitacién, analisis de transferencia
Western (inmunotransferencia), ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), ensayos de proteina
cuantitativos, ensayos de actividad de la proteina (por ejemplo, ensayos de actividad de la caspasa),
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o fluorescencia de células activadas (FACS). Los anticuerpos dirigidos a
una diana pueden ser identificados y obtenidos a partir de una variedad de fuentes, como el catdlogo MSRS de
anticuerpos (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o se pueden preparar a través de métodos monoclonales o
policlonales convencionales de generacion de anticuerpos bien conocidos en la técnica. Los anticuerpos utiles para
la deteccion de PTP1B humana y de rata estan disponibles comercialmente.

Pruebas in vivo de los compuestos de antisentido

Los compuestos antisentido, por ejemplo, oligonucleétidos antisentido, son probados en animales para
evaluar su capacidad para inhibir la expresion de PTP1B y producir cambios fenotipicos. Las pruebas pueden
llevarse a cabo en animales normales, o en modelos de enfermedad experimentales. Para la administracién a
animales, los oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente farmaceuticamente aceptable, tal como
solucion salina tamponada con fosfato. La administracion incluye vias parenterales de modo de gestiéon. Tras un
periodo de tratamiento con oligonucledtidos antisentido, el ARN se aisla de tejido y se miden los cambios en la
expresion de acido nucleico de PTP1B. También se midieron los cambios en los niveles de proteina PTP1B.

Ciertas indicaciones

En ciertas realizaciones, descritas en este documento son procedimientos de tratamiento de un individuo
que comprenden administrar una o mas composiciones farmacéuticas como se describe aqui. En ciertas
realizaciones, el individuo tiene la enfermedad relacionada con el metabolismo.

Como se muestra en los ejemplos siguientes, los compuestos dirigidos a PTP1B, como se describe en el
presente documento, se ha demostrado para reducir la gravedad de los sintomas fisiolégicos de enfermedades
relacionadas con el metabolismo, incluyendo el sindrome metabdlico, diabetes mellitus, resistencia a la insulina,
dislipidemia diabética, la hipertrigliceridemia, la obesidad y el aumento de peso. En algunos de los experimentos, los
compuestos reducen los niveles de glucosa en sangre, por ejemplo, los animales continuaron a experimentar
sintomas, pero los sintomas fueron menos graves en comparacion con los animales no tratados. En otro de los
experimentos, sin embargo, los compuestos parecen reducir los sintomas de la diabetes; por ejemplo, los animales
tratados durante un periodo de tiempo mas largo experimentaron sintomas menos graves que los que se
administran los compuestos durante un periodo de tiempo mas corto. En otro de los experimentos, sin embargo, los
compuestos parecen inhibir el aumento de peso; por ejemplo, los animales tratados durante un periodo de tiempo
mas largo experimentaron sintomas menos graves que los que se administran los compuestos durante un periodo
de tiempo mas corto. En oftro de los experimentos, sin embargo, los compuestos parecen inhibir la
hipertrigliceridemia; por ejemplo, los animales tratados durante un periodo de tiempo mas largo experimento
sintomas menos graves que los que se administran los compuestos durante un periodo de tiempo mas corto. La
capacidad de los compuestos ejemplificados a continuacion para restaurar la funcién, por tanto, demuestra que los
sintomas de la enfermedad pueden ser invertidos mediante el tratamiento con un compuesto tal como se describe
en el presente documento.

La diabetes mellitus se caracteriza por numerosos sintomas fisicos y fisiolégicos. Cualquier sintoma
conocido para un experto en la técnica a estar asociado con la diabetes de tipo 2 se puede mejorar o modular de
otro modo como se ha expuesto anteriormente en los métodos descritos anteriormente. En ciertas realizaciones, el
sintoma es un sintoma fisico seleccionado del grupo que consiste en aumento de los niveles de glucosa, el aumento
de la ganancia de peso, miccion frecuente, sed inusual, hambre extrema, fatiga extrema, vision borrosa, infecciones
frecuentes, hormigueo o entumecimiento en las extremidades, piel seca y con picazon, pérdida de peso, Ulceras,
inflamacion de las encias y de cicatrizacion lenta.

En ciertas realizaciones, el sintoma es un sintoma fisiolégico seleccionado del grupo que consiste en
aumento de la resistencia a la insulina, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la masa grasa, la
disminucion de la tasa metabdlica, una disminucion del aclaramiento de glucosa, disminucion de la tolerancia a la
glucosa, disminucioén de la sensibilidad a la insulina, disminucién de la sensibilidad hepatica a la insulina, el aumento
de tamafio de tejido adiposo y el peso, aumento de grasa corporal, y el aumento de peso corporal.

En ciertas realizaciones, el sintoma fisico es ganancia de peso incrementada. En ciertas realizaciones, el
sintoma es la miccion frecuente. En ciertas realizaciones, el sintoma es sed inusual. En ciertas realizaciones, el
sintoma es hambre extrema. En ciertas realizaciones, el sintoma es la fatiga extrema. En ciertas realizaciones, el
sintoma es la vision borrosa. En ciertas realizaciones, el sintoma es infecciones frecuentes. En ciertas realizaciones,
el sintoma es hormigueo o entumecimiento en las extremidades. En ciertas realizaciones, el sintoma es la piel seca
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y con picazon. En ciertas formas de realizacion, el sintoma consiste en la pérdida de peso. En ciertas realizaciones,
el sintoma consiste en Ulceras de cicatrizacion lenta. En ciertas realizaciones, el sintoma es inflamacién de las
encias. En ciertas realizaciones, el sintoma se incrementa la resistencia a la insulina. En ciertas realizaciones, el
sintoma consiste en aumento de masa grasa. En ciertas realizaciones, el sintoma disminuye la tasa metabdlica. En
ciertas realizaciones, el sintoma es la disminucion del aclaramiento de la glucosa. En ciertas realizaciones, el
sintoma disminuye la tolerancia a la glucosa. En ciertas realizaciones, el sintoma disminuye la sensibilidad a la
insulina. En ciertas realizaciones, el sintoma disminuye la sensibilidad a la insulina hepatica. En ciertas
realizaciones, el sintoma incrementa el tamafio de tejido adiposo y el peso. En ciertas realizaciones, el sintoma
incrementa la grasa corporal. En ciertas realizaciones, el sintoma incrementa el peso corporal.

Liu y Chernoff han demostrado que PTP1B se une a y sirve como sustrato para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) (Liu y Chernoff, Biochem. J., 1997, 327, 139-145). Ademas, en las células de
carcinoma epidermoide humano A431, pT1b se encontré que se inactivado por la presencia de H.O, generada por la
adiciéon de EGF. Estos estudios indican que PTP1B puede regularse negativamente por el estado de oxidacion de la
célula, que a menudo se desreguld durante la tumorigénesis (Lee et al., J. Biol. Chem., 1998, 273, 15.366-15.372).

La sobreexpresion de PTP1B se ha demostrado en canceres de ovario malignos y esta correlacion se
acompafd de un aumento concomitante en la expresion del receptor del factor de crecimiento asociado (Wiener et
al., Am. J. Obstet. Gynecol., 1994, 170, 1177 -1183).

PTP1B se ha demostrado para suprimir la transformacion en células NIH3T3 inducidas por el oncogén neu
(Brown-Shimer et al., Cancer Res., 1992, 52, 478-482), asi como en la fibroblastos 3Y1 de rata inducidos por v-srk,
v-src, y v-ras (Liu et al., Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 250-259) y de fibroblastos de rata-1 inducidos por bcr-abl
(LaMontagne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1998, 95, 14.094-14.099). También se ha demostrado que PTP1B
promueve la diferenciacion de células K562, una linea celular de leucemia mielégena crénica, de manera similar
como lo hace un inhibidor de la bcr-abl oncogénica. Estos estudios describen el posible papel de PTP1B en el
control de la patogénesis de la leucemia mieloide crénica (LaMontagne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1998,
95, 14.094-14.099).

En consecuencia, en el presente documento se divulgan métodos para mejorar un sintoma asociado con
trastornos hiperproliferativos en un sujeto en necesidad del mismo. En ciertas realizaciones, el trastorno
hiperproliferativo es cancer. En ciertas realizaciones, descritos en este documento son procedimientos para mejorar
un sintoma asociado con el cancer. En ciertas realizaciones, se describe un método para reducir la tasa de apariciéon
de un sintoma asociado con trastornos hiperproliferativos. En ciertas realizaciones, se describe un método para
reducir la tasa de apariciéon de un sintoma asociado con el cancer. En ciertas realizaciones, se describe un método
para reducir la gravedad de un sintoma asociado con trastornos hiperproliferativos. En ciertas realizaciones, se
describe un método para reducir la gravedad de un sintoma asociado con el cancer. En tales realizaciones, los
métodos comprenden administrar a un individuo en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto dirigido a un acido nucleico de PTP1B.

En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar a un individuo que comprende administrar una o
mas composiciones farmacéuticas como se describe aqui. En ciertas realizaciones, el individuo tiene la enfermedad
relacionada con el metabolismo.

En ciertas realizaciones, la administraciéon de un compuesto antisentido dirigido a un resultado de acido
nucleico de PTP1B en la reduccién de la expresion de PTP1B en al menos aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 99%, o de un rango definido por dos de estos valores.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido
dirigidos a transtiretina se utilizan para la preparacién de un medicamento para tratar un paciente que sufre o es
susceptible de enfermedad relacionada con el metabolismo.

En ciertas realizaciones, los métodos descritos en este documento incluyen la administracion de un
compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que tiene una porcion de nucleobases contiguas tal como
se describe en el presente documento de una secuencia indicada en SEQ ID NO: 26 (ISIS 404173).

Administracion

En ciertas realizaciones, los compuestos y composiciones como se describe en el presente documento se
pueden administrar en un nimero de maneras, dependiendo de si se desea tratamiento local o sistémico y del area
a ser tratada. La administracion puede ser topica, pulmonar, por ejemplo, por inhalaciéon o insuflacion de polvos o
aerosoles, incluyendo mediante nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica, oral o parenteral.
Los compuestos y composiciones como se describe en el presente documento se pueden administrar directamente
a un tejido u érgano.
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En ciertas realizaciones, los compuestos y composiciones que se describen en el presente documento se
administran parenteralmente. "Administracion parenteral" se refiere a la administracion a través de inyeccion o
infusion. La administracion parenteral incluye la administracion subcutanea, administracion intravenosa,
administracién intramuscular, administracion intraarterial, administraciéon intraperitoneal, o administracion
intracraneal, por ejemplo, administracion intracerebral, administracion intratecal, administraciéon intraventricular,
administracion ventricular, la administracion intracerebroventricular, administracion intraventricular cerebral o la
administracion ventricular cerebral. La administracion puede ser continua o crénica, o corta o intermitente.

En ciertas realizaciones, la administracion parenteral es por inyeccion. La inyeccién puede ser administrada
con una jeringa o una bomba. En ciertas realizaciones, la inyecciéon es una inyecciéon en bolo. En ciertas
realizaciones, la inyeccion se administra directamente a un tejido u 6rgano.

En ciertas realizaciones, los compuestos y composiciones que se describen en el presente documento se
administran parenteralmente.

En ciertas realizaciones, la administracion parenteral es subcutanea.

En realizaciones adicionales, la formulaciéon para la administracion es los compuestos descritos en el
presente documento y solucion salina.

En ciertas realizaciones, un oligonucleoétido antisentido se administra por inyeccion o infusiéon una vez cada
mes, cada dos meses, cada 90 dias, cada 3 meses, cada 6 meses, dos veces al afio o una vez al afo.

Ciertas terapias de combinacion

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administran
conjuntamente con uno o mas de otros agentes farmacéuticos. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas agentes
farmaceéuticos distintos estan disefiados para tratar la misma enfermedad, trastorno, o condicién como las una o mas
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En ciertas realizaciones, dichos uno o mas
agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar una enfermedad diferente, trastorno o condicion como
las una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En ciertas realizaciones, dichos
uno o mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar un efecto secundario no deseado de una o
mas composiciones farmacéuticas como se describe aqui. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones
farmacéuticas son coadministradas con otro agente farmacéutico para tratar un efecto no deseado de ese otro
agente farmacéutico. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas se administran
conjuntamente con otro agente farmacéutico para producir un efecto combinatorio. En ciertas realizaciones, una o
mas composiciones farmacéuticas se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para producir un
efecto sinérgico.

En ciertas realizaciones, un primer agente y uno o mas segundos agentes se administran al mismo tiempo.
En ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se administran en momentos diferentes.
En ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se preparan juntos en una Unica
formulacién farmacéutica. En ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se preparan por
separado.

En ciertas realizaciones, el segundo compuesto se administra antes de la administracion de una
composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas realizaciones, el segundo compuesto se administra
después de administracién de una composiciéon farmacéutica de la presente invencion. En ciertas realizaciones, el
segundo compuesto se administra al mismo tiempo como una composicion farmacéutica de la presente invencion.
En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo compuesto coadministrado es la misma que la dosis que se
administraria si el segundo compuesto se administra solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo
compuesto coadministrado es menor que la dosis que se administraria si el segundo compuesto se administra solo.
En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo compuesto coadministrado es mayor que la dosis que se
administraria si el segundo compuesto se administra solo.

En ciertas realizaciones, la co-administracion de un segundo compuesto potencia el efecto de un primer
compuesto, tal que la co-administracion de los compuestos resulta en un efecto que es mayor que el efecto de la
administracion del primer compuesto solo. En ciertas realizaciones, la co-administracion se traduce en efectos que
son aditivos de los efectos de los compuestos cuando se administran solos. En ciertas realizaciones, la co-
administracion se traduce en efectos que son supraaditivos de los efectos de los compuestos cuando se administran
solos. En ciertas realizaciones, el primer compuesto es un compuesto antisentido. En ciertas realizaciones, el
segundo compuesto es un compuesto antisentido.

En ciertas realizaciones, el segundos agentes incluyen, pero no se limitan a, un agente reductor de la

glucosa. El agente de reduccion de la glucosa puede incluir, pero no se limita a, un cambio de estilo de vida
terapéutico, agonista de PPAR, un inhibidor de peptidasa de dipeptidilo (IV), un analogo de GLP-1 analdgica,
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insulina o un analogo de insulina, un secretagogo de insulina, un inhibidor de SGLT2, un analogo de la amilina
humana, una biguanida, un inhibidor de la alfa-glucosidasa, o una combinacién de los mismos. El agente reductor de
la glucosa puede incluir, pero no se limita a la metformina, sulfonilourea, rosiglitazona, meglitinida, tiazolidindiona,
inhibidor de la alfa-glucosidasa o una combinacion de los mismos. La sulfonilourea puede ser acetohexamida,
clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glimepirida, glipizida, gliburida, o gliclazida. La meglitinida puede ser
nateglinida o repaglinida. La tiazolidinediona puede ser pioglitazona o rosiglitazona. La alfa-glucosidasa puede ser
acarbosa o miglitol.

En algunas realizaciones, la terapéutica hipoglucemiante es un analogo de GLP-1. En algunas
realizaciones, el GLP-1 analdgica es la exendina-4 o liraglutida.

En otras realizaciones, la terapéutica hipoglucemiante es una sulfonilourea. En algunas realizaciones, €l
sulfonilurea es acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glimepirida, glipizida, gliburida, o gliclazida.

En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es una biguanida. En algunas realizaciones, la
biguanida es metformina, y en algunas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre se reducen sin aumento de la
acidosis lactica en comparacion con la acidosis lactica observada después del tratamiento con metformina sola.

En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es una meglitinida. En algunas formas de realizacion,
la meglitinida es nateglinida o repaglinida.

En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es una tiazolidindiona. En algunas realizaciones, la
tiazolidinediona es pioglitazona, rosiglitazona, o troglitazona. En algunas realizaciones, los niveles de glucosa en
sangre se reducen sin mayor ganancia de peso que la observada con el tratamiento con rosiglitazona sola.

En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es un inhibidor de la alfa-glucosidasa. En algunas
realizaciones, el inhibidor de alfa-glucosidasa es la acarbosa o el miglitol.

En una cierta realizacién, un agente hipoglucemiante coadministrado es ISIS 113715.
En una cierta realizacion, la terapia hipoglucemiante es cambio de estilo de vida terapéutico.

En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero no se limitan a, agentes reductores de
lipidos. El agente de disminuciéon de lipidos puede incluir, pero no se limita a la atorvastatina, simvastatina,
rosuvastatina, y ezetimiba. En ciertas de dichas realizaciones, el agente hipolipemiante se administra antes de la
administracién de una composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas de dichas realizaciones, el
agente hipolipemiante se administra después de la administracion de una composicion farmacéutica de la presente
invencion. En ciertas de dichas realizaciones, el agente hipolipemiante se administra al mismo tiempo como una
composicion farmacéutica de la presente invencion. En ciertas de dichas realizaciones, la dosis de un agente
hipolipemiante coadministrado es la misma que la dosis que se administraria si el agente hipolipemiante se
administra solo. En ciertas de dichas realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante coadministrado es menor
que la dosis que se administraria si el agente hipolipemiante se administrara solo. En ciertas de dichas
realizaciones, la dosis de un agente hipolipemiante que se coadministra es mayor que la dosis que se administraria
si el agente hipolipemiante se administrara solo.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la reductasa de HMG-
CoA. En ciertas de dichas realizaciones, el inhibidor de la reductasa de la reductasa de HMG-CoA es una estatina.
En ciertas de dichas realizaciones, la estatina se selecciona de atorvastatina, simvastatina, pravastatina, fluvastatina
y rosuvastatina.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la absorcion de
colesterol. En ciertas de dichas realizaciones, el inhibidor de la absorcion de colesterol es ezetimibe.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de reductasa de HMG-
CoA co-formulado e inhibidor de absorcién de colesterol. En ciertas de dichas realizaciones, el agente
hipolipemiante co-formulado es ezetimiba/simvastatina.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de proteina de
transferencia de triglicérido microsomal (inhibidor de MTP).

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un oligonucleétido dirigido a ApoB.
En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero no se limitan a un farmaco o agente anti-
obesidad. Tales agentes anti-obesidad incluyen, pero no se limitan a Orlistat, Sibutramina, Rimonabant o, y se

pueden administrar como se ha descrito anteriormente como agentes de tejido adiposo o el peso corporal de
descenso. En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido puede ser coadministrado con supresores del apetito.
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Tales inhibidores del apetito incluyen, pero no se limitan a tenuato de dietilpropion, mazindol, orlistat, fendimetrazina,
fentermina, y sibutramina y se pueden administrar como se describe en el presente documento. En cierta
realizacion, los agentes anti-obesidad se basan en CNS tales como, pero no limitados a, sibutramina o a base de
GLP-1 tales como, pero no limitados a, liraglutida.

Formulaciones

Los compuestos proporcionados en este documento también se pueden mezclar, conjugarse o asociarse
de otro modo con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo, liposomas,
moléculas de receptores de orientacion, u otras formulaciones, para ayudar en la absorcién, distribucion y/o
absorcion. Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacion de tales captacion, distribucion
y/o formulaciones de ayuda a la absorcién incluyen, pero no se limitan a, 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.

Los compuestos de antisentido proporcionados en el presente documento abarcan cualesquiera sales
farmacéuticamente aceptables, ésteres, o sales de tales ésteres, o cualquier otro compuesto que, tras la
administracion a un animal, incluyendo un ser humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el
metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos proporcionados en el presente documento: es decir, sales que retienen la actividad
biolégica deseada del compuesto original y no confieren efectos toxicolégicos no deseados al mismo. El término "sal
farmacéuticamente aceptable" incluye una sal preparada a partir de acidos o bases no toxicos farmacéuticamente
aceptables, incluyendo acidos y bases inorganicos u organicos. Para oligonucleétidos, los ejemplos preferidos de
sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la patente de Estados Unidos
6.287.860. Las sales de sodio se han demostrado para ser formas adecuadas de farmacos de oligonucleétidos.

El término "derivado farmacéuticamente aceptable" abarca, pero no se limita a, sales farmacéuticamente
inaceptables, solvatos, hidratos, ésteres, profarmacos, polimorfos, isémeros, variantes marcadas isotdpicamente de
los compuestos descritos en la presente memoria.

La presente invencion también incluye composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los
compuestos de antisentido proporcionados en este documento. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden administrar en un nimero de maneras, dependiendo de si se desea tratamiento local o
sistémico y del area a ser tratada. La administracién puede ser parenteral. La administracion parenteral incluye la
administracion intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o inyecciéon intramuscular o infusion; o
intracraneal, por ejemplo, administracion intracerebral, administracion intratecal, administraciéon intraventricular,
administracion ventricular, administracion intracerebroventricular, administracién intraventricular cerebral o
administracion ventricular cerebral.

La administracion parenteral, se prefiere para dirigirse a la expresién de PTP1B en el higado y plasma. Se
cree que los oligonucledtidos con al menos una modificacion de 2'-O-metoxietilo son particularmente utiles para
administracion oral. Composiciones farmaceduticas y formulaciones para administracion tépica pueden incluir parches
transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizaciones, liquidos y polvos. Los
vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares pueden ser
necesarios o deseables. Condones recubiertos, guantes y similares también pueden ser utiles.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invenciéon, que pueden presentarse convenientemente en
forma de dosificacion unitaria, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la
industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los ingredientes activos con el
vehiculo farmacéutico o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo uniforme e intimamente
en asociacion los ingredientes activos con vehiculos liquidos o vehiculos solidos finamente divididos o ambos, y
después, si es necesario, dando forma al producto.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse en cualquiera de muchas formas de
dosificacion posibles tales como, pero no limitadas a, tabletas, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles
suaves, 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 ademas
sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo, carboximetilocelulosa de sodio,
sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizantes.

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

Las emulsiones son normalmente sistemas heterogéneos de un liquido disperso en otro en forma de gotitas
por lo general superiores a 0,1 mm de diametro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales ademas
de las fases dispersadas y el farmaco activo que puede estar presente como una solucién en la fase acuosa, la fase
aceitosa o como una fase separada. Las microemulsiones se incluyen como una realizacion de la presente
invencion. Emulsiones y sus usos son bien conocidos en la técnica y se describen adicionalmente en la patente de
Estados Unidos 6.287.860.

Las formulaciones de la presente invencion incluyen formulaciones liposomales. Tal como se utiliza en la
presente invencion, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en una
bicapa esférica o bicapas. Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una membrana
formada a partir de un material lip6filo y un interior acuoso que contiene la composicion a ser administraciéndo. Los
liposomas catioénicos son liposomas que se cree que interactian con las moléculas de ADN cargadas negativamente
para formar un complejo estable con carga positiva. Los liposomas que son sensibles al pH o negativamente
cargados se cree que atrapan el ADN en lugar de formarse un complejo con él. Ambos liposomas catiénicos y no
catiénicos se han utilizado para suministrar ADN a las células.

Los liposomas también incluyen liposomas "estabilizados estéricamente”, un término que, 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 lugar a tiempos de vida de circulacién mejorada en relacién con liposomas que
carecen de tales lipidos especializados. Los liposomas y sus usos se describen adicionalmente en la patente de
Estados Unidos 6.287.860.

En otra realizacion, las formulaciones de la presente invencion incluyen formulaciones de solucion salina.
En ciertas formas de realizacion, una formulacion consiste de los compuestos descritos en el presente documento y
solucién salina. En ciertas realizaciones, una formulacién consiste esencialmente de los compuestos descritos en el
presente documento y solucién salina. En ciertas realizaciones, la solucion salina es una solucién salina de grado
farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la solucién salina es una solucién salina tamponada. En
ciertas realizaciones, la solucion salina es una solucion salina tamponada de fosfato (PBS).

En ciertas realizaciones, una formulacion excluye liposomas. En ciertas realizaciones, la formulacion
excluye liposomas estabilizados estéricamente. En ciertas realizaciones, una formulacion excluye fosfolipidos. En
ciertas realizaciones, la formulacion consiste esencialmente de los compuestos descritos en el presente documento
y solucién salina y excluye liposomas.

Las formulaciones farmacéuticas y composiciones de la presente invenciéon también pueden incluir
tensioactivos. Tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la patente de Estados Unidos 6.287.860.

En una realizacion, la presente invencién emplea varios potenciadores de la penetracion para afectar a la
prestacion eficiente de los acidos nucleicos, particularmente oligonucleétidos. Potenciadores de la penetracion y sus
usos se describen adicionalmente en la patente de EE.UU. 6.287.860.

Un experto en la técnica reconocera que las formulaciones estan disefiadas de forma rutinaria de acuerdo
con su uso previsto, es decir, la via de administracion.

Las formulaciones para administracion tépica incluyen aquellas en las que los oligonucledtidos
proporcionados en este documento estan mezclados con un agente de administracion tépica como por ejemplo
lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Lipidos y
liposomas preferidos incluyen neutro (por ejemplo, etanolamina de DOPE de dioleoilfosfatidilo, DMPC de colina de
dimiristoilofosfatidilo, colina de distearolifosfatidilo) negativo (por ejemplo, DMPG de glicerol de dimiristoilofosfatidil) y
catidnico (por ejemplo, DOTAP de dioleoiltetrametiloaminopropilo y DOTMA de etanolamina de dioleoilfosfatidilo).

Las composiciones y formulaciones para la administracion parenteral, incluyendo intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, la inyeccién intramuscular intraarterial o infusion, o intracraneal pueden incluir soluciones acuosas
estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales como, pero no limitado
a, potenciadores de la penetracion, compuestos portadores y otros vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Ciertas realizaciones proporcionadas en este documento proporcionan composiciones farmacéuticas que
contienen uno o mas compuestos oligoméricos y uno o mas de otros agentes quimioterapéuticos que funcionan por
un mecanismo no antisentido. Ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a los
farmacos quimioterapéuticos contra el cancer tales como daunorrubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorubicina,
epirubicina, idarubicina, esorubicina, bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, arabinésido de citosina, bis-
cloroetilnitrosourea, busulfan, mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona,
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testosterona, tamoxifeno, dacarbazina, procarbazina, hexametilomelamina, pentametilomelamina, mitoxantrona,
amsacrina, clorambucilo, metilociclohexilnitrosurea, 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, etopdsido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipdsido,
cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se utiliza con los compuestos proporcionados en la presente memoria,
dichos agentes quimioterapéuticos pueden usarse individualmente (por ejemplo, 5-FU vy oligonucledtido),
secuencialmente (por ejemplo, 5-FU vy oligonucledtido durante un periodo de tiempo seguido de MTX vy
oligonucledtido), o en combinacion con uno o mas de otros agentes tales quimioterapéuticos (por ejemplo, 5-FU,
MTX y oligonucleétido, o 5-FU, la radioterapia y de oligonucleétidos). Los farmacos anti-inflamatorios, incluyendo
pero no limitado a los farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y farmacos antivirales,
incluyendo, pero no limitado a, ribavirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en
composiciones proporcionadas en este documento. Las combinaciones de los compuestos de antisentido y otros
farmacos no antisentido estan también dentro del alcance de esta invencién. Dos o mas compuestos combinados
pueden utilizarse juntos o secuencialmente.

En otra realizacién relacionada, las composiciones proporcionadas en este documento pueden contener
uno o mas compuestos antisentido, particularmente oligonucledtidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o
mas compuestos de antisentido adicionales dirigidos a un segundo acido nucleico diana. Alternativamente, las
composiciones proporcionadas en este documento pueden contener dos o mas compuestos antisentido dirigidos a
diferentes regiones del mismo acido nucleico diana. Numerosos ejemplos de compuestos de antisentido se conocen
en la técnica. Dos 0 mas compuestos combinados pueden utilizarse juntos o secuencialmente.

Dosificacion

Se cree que la formulaciéon de composiciones terapéuticas y su posterior administracion (dosificacion) esta
dentro de la experiencia de aquellos en la técnica. La dosificacién depende de la gravedad y capacidad de respuesta
del estado de enfermedad a tratar, con el curso del tratamiento que dura de varios dias a varios meses, o hasta que
una cura se efectia o se logra una disminucion del estado de enfermedad. Los programas de dosificacion optimos
pueden calcularse a partir de mediciones de la acumulacion de farmaco en el cuerpo del paciente. Las
dosificaciones optimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de oligonucleétidos individuales, y
generalmente se pueden estimar sobre la base de ECso que se ha encontrado para ser eficaz en modelos animales
in vitro e in vivo. En general, la dosis es de 0,01 mg a 100 g por kg de peso corporal, y puede administrarse una o
mas veces diariamente, semanalmente, mensualmente o anualmente, o a intervalos deseados. Tras un tratamiento
exitoso, puede ser deseable hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la
recurrencia del estado de enfermedad, donde el oligonucleétido se administra en dosis de mantenimiento, que van
desde 0,01 mg a 100 g por kg de peso corporal, una vez o mas al dia.

Aunque la presente invencion ha sido descrita con especificidad de acuerdo con algunas de sus
realizaciones preferidas, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la invencion y no estan destinados a
limitar la misma.

Ciertos compuestos

Aproximadamente doscientos setenta y seis compuestos de antisentido de nuevo disefio de varias
longitudes, motivos y composicion de espina dorsal se ensayaron para determinar su efecto sobre el ARNm de
PTP1B humano in vitro en varios tipos de células. Los nuevos compuestos se compararon con unos quinientos
compuestos disefiados previamente incluyendo ISIS 107772, ISIS 107831, ISIS 142025, ISIS 142026, I1SIS 142027,
ISIS 142028, ISIS 142082, ISIS 146908, e ISIS 146909, que han sido previamente determinados como parte de los
compuestos mas potentes antisentido in vitro (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° de publicacion de
EE.UU. 2003/0220282 publicado 27.11.2003 y la publicaciéon de patente PCT N° W02007/131237 publicado
11/15/2007). De los aproximadamente doscientos ochenta cinco compuestos de antisentido recién disefiados y
disefiados previamente, aproximadamente once compuestos se seleccionaron para estudio adicional basado en la
potencia in vitro. Los compuestos seleccionados se ensayaron para la inhibicion dependiente de la dosis en HUVEC,
HepG2, HUVEC, LLC-MK2, y hepatocitos primarios cynomolgus. Oligonucleétidos adicionales se disefiaron
basandose en microwalk de ISIS 409826, uno de los compuestos seleccionados que mostraron una reduccion
significativa de PTP1B mARN en todas las lineas celulares ensayadas. Los oligonucleétidos se probaron en células
HUVEC (Ejemplo 5), junto con gapmeros de la pantalla anterior (Ejemplo 1). Se seleccionaron varios
oligonucleotidos antisentido de la pantalla en el Ejemplo 5 y se ensayaron para la inhibicion dependiente de la dosis
en células HUVEC (Ejemplo 6) y las células HepG2 (Ejemplo 7). Ademas, dos oligonucleétidos fueron disefiados
como shortmeros a ISIS 1.428.082, uno de los compuestos seleccionados. Estos dos shortmeros (ISIS 446431 e
ISIS 446432), asi como cinco oligonucleétidos ISIS seleccionados del estudio descrito en los Ejemplos 6 y 7 se
probaron en células HepG2, células LLC-MK2, células HUVEC, y hepatocitos primarios cynomolgus (Ejemplos 8-11).
oligonucledtidos ISIS que demostraron la reduccion dependiente de la dosis de PTP1B mARN en todas las lineas
celulares se ensayaron para determinar la tolerabilidad in vivo. Dos oligonucleétidos mas ISIS 446433 e ISIS
446434, disefiados como shortmeros para ISIS 409826, se incluyeron en los estudios de tolerancia in vivo también.
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Los doce gapmeros elegidos fueron probados en un modelo de raton (véase el Ejemplo 12) y un modelo de
rata (Ejemplo 13). En virtud de su secuencia complementaria, los compuestos son complementarios a las regiones
3291 a 3310, 989 a 1008, 3290 a 3309, 3.287 a 3.306, 3291 a 3310, 3288 a 3307, 3292 a 3309, 3293 a 3308, 3288
a 3305, y 3289-3304 de SEQ ID NO: 1. En los modelos in vivo, se midieron los pesos corporales y pesos de los
organos, los marcadores metabdlicos del higado, tales como transaminasa de alanina, transaminasa de aspartato y
bilirrubina, marcadores metabodlicos del rifion, tales como BUN y creatinina, niveles de glucosa en plasma, niveles de
colesterol y ftriglicéridos, y niveles de citoquinas inflamatorias. De los doce compuestos ensayados, cinco
compuestos, ISIS 142082, ISIS 404173, ISIS 410003, ISIS 446431, ISIS 446432 fueron seleccionados y se midi6 su
viscosidad (Ejemplo 14). Todos los cinco oligonucleotidos se consideran 6ptimos en su viscosidad de acuerdo con
los criterios establecidos para el estudio.

La evaluacion final de estos estudios (Ejemplos 12-14) condujo a la seleccidon de cuatro compuestos que
tienen una secuencia de nucleobases de una secuencia indicada en SEQ ID NO: 27 (ISIS 142082), 46 (ISIS
446431), 26 (ISIS 404173), y 23 (ISIS 409826). En virtud de su secuencia complementaria, los compuestos son
complementarios a las regiones 3291 a 3310, 3292 a 3309, 3290 a 3309, 3287 a 3306 de la SEQ ID NO: 1. En
ciertas realizaciones, los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas, como se describe adicionalmente en el
presente documento, comprenden un oligonucleétido modificado que tiene una parte de nucleobasa de la secuencia
indicada en la SEQ ID NOs, como se describe adicionalmente en este documento. En ciertas realizaciones, los
compuestos que se dirigen a las regiones enumeradas o que tienen una porcion de nucleobasa de una secuencia
indicada en las SEQ ID NOs enumeradas pueden ser de diversas longitudes, como se describe adicionalmente en
este documento, y pueden tener uno de varios motivos, como se describe adicionalmente en este documento. En
ciertas realizaciones, un compuesto dirigido a una region o que tiene una parte nucleobasa de una secuencia
indicada en las SEQ ID NOs enumeradas tiene la longitud y el motivo especifico, como se indica por ISIS NOs: ISIS
142082, ISIS 446431, ISIS 404173, e ISIS 409826.

Tres compuestos que tienen una secuencia de nucleobases de una secuencia indicada en SEQ ID NO: 27
(ISIS 142082), 23 (ISIS 404173), y 46 (ISIS 446431), se ensayaron adicionalmente en un largo plazo, estudio de
tolerabilidad de seis meses en un modelo de ratdn (véase el Ejemplo 15). La vida media en el higado de ratones
CD1 de los cuatro de los compuestos que tienen una secuencia de nucleobasa de una secuencia indicada en SEQ
ID NOs: 53 (ISIS 409826), 27 (ISIS 142082), 26 (ISIS 404173), y 46 (ISIS 446431) también se evaluo (Ejemplo 16).

Estos cuatro compuestos se ensayaron para la eficacia, perfil farmacocinético y la tolerabilidad en monos
cynomolgus (Ejemplo 17). Los estudios de inhibicion en estos monos indican que el tratamiento con algunos de
estos compuestos causé una reduccion de PTP1B mARN en el higado y tejidos de grasa. Especificamente, el
tratamiento con ISIS 409826, ISIS 142082, ISIS 446431 e ISIS 404173 causo una reduccion de 45%, 48%, 18 y 22%
de PTP1B ARNm en el tejido hepatico, respectivamente comparado con el control PBS. El tratamiento con ISIS
409826, ISIS 142082, ISIS 446431 e ISIS 404173 causo una reduccion de 21%, 28%, 12% y 31% de PTP1B ARNm
en el tejido graso, respectivamente comparado con el control PBS. Se observé que ISIS 404173 causé una
reduccion similar de PTP1B mARN en comparacion con ISIS 142082, a pesar de que los dos oligonucleétidos se
diferencian entre si por un solo cambio de pares de bases de su region de destino en el SEQ ID NO: 1. Un analisis
de proteinas de tejido hepatico también se llevé a cabo por analisis de transferencia Western. La reduccion de
ARNmM de PTP1B usando ISIS 409826, ISIS 142082, ISIS 446431 e ISIS 404173 se midi6 a una dosis maxima de 40
mgk/semana para la eficacia y a una dosis menor de 8mgk/semana para la potencia (véase tabla 45). El analisis de
proteinas en una dosis menor de 8 mgk/semana demostré que ISIS 404173 causé una mayor reduccién (33%) de
proteina PTP1B que ISIS 142082 (20%) que demuestra que ISIS 404173 era mas potente que ISIS 142082 (véase
Tabla 47 y Figura 1). El analisis de proteinas en la dosis mas alta de 40 mg/semana demostré que ISIS 404173
(reduccion de 60% de proteina) fue tan eficaz como ISIS 142082 (65% de reduccion de la proteina). Por dltimo, el
tratamiento con ISIS 409826 e ISIS 142082 resultd en niveles de PCR al 22% a 4,8 mg/L y 6,7 mg/L. Por lo tanto,
ISIS 404173 caus6 el menor incremento en los niveles de PCR que indica que ISIS 404173 es extremadamente
tolerable y no proinflamatorio. Los pesos de los 6rganos también se midieron para evaluar la tolerabilidad de
oligonucledtidos ISIS por los monos. El tratamiento con ISIS 142082 a una dosis de 40 mg/L caus6 aumentos en
pesos de rifién e higado de 21 g y 18 g, respectivamente, que es un aumento de dos veces por encima del control
(rindn 10 g y el higado 10,5 g). El tratamiento con ISIS 409826 caus6 un aumento de dos veces en el peso del
higado (18,5 g vs. 10,5 g de control) y un incremento de tres veces en el peso del bazo (6,0 g vs. 2,3 g de control).
El tratamiento con ISIS 446431 caus6 un aumento de cuatro veces en el peso del bazo (9,6 g vs. 2,3 g control). El
tratamiento con ISIS 404173 caus6 un aumento de menos de una vez en todos los 6rganos (14,8 g rifidn; higado
15,5 g; bazo 3,7 g) Véase (Figura 2). Por lo tanto, el tratamiento con ISIS 142082, ISIS 409826 y ISIS 446431 no se
consideraron tolerables en los monos, mientras que el tratamiento con ISIS 404173 era tolerable.

El tratamiento con ISIS 142082 caus6 aumento de peso de los 6rganos y niveles elevados de PCR, lo que
indica un estado inflamatorio. El tratamiento con ISIS 409826 también causo niveles elevados de PCR vy niveles de
C3 de bajo complemento, lo que indica un estado de enfermedad. El tratamiento con ISIS 404173 e ISIS 446431 se
considera 6ptimo en términos de sus perfiles de tolerabilidad en macacos de Java. Sin embargo, ISIS 446431
demostré menos potencia en comparacién con ISIS 404173.
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En el caso de los estudios de perfil farmacocinético de los oligonucleétidos en el higado y el rifién, ninguno
de los oligonucleodtidos ISIS demostrd proporciones anormales en la concentracion en el higado en comparacion con
el rindén. ISIS 404173 era un mejor acumulador renal en comparacion con ISIS 142082, como se indica en los
resultados.

Por lo tanto, los estudios in vivo, en particular en los monos cynomolgus, indican que ISIS 404173 era tan
potente y considerablemente mas tolerable en comparacion con los otros compuestos. Los estudios demuestran que
ISIS 142082, aunque desplazado de ISIS 407173 por solo una nucleobase, era tan eficaz pero menos potente y
tolerable que ISIS 404173, como se demuestra por los ensayos para marcadores metabdlicos e inflamatorios. En
general, ISIS 404173 era mas potente y tolerable en comparacién con cualquier otro compuesto.

Por consiguiente, se proporcionan en la presente memoria compuestos de antisentido con una cualquiera o
mas de las caracteristicas mejoradas. En ciertas formas de realizacion, se describe en el presente documento
compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado tal como se describe adicionalmente en este documento
dirigido a o que se hibridan especificamente con la regién de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

En consecuencia, en el presente documento se divulgan compuestos de antisentido con una cualquiera o
mas de las caracteristicas mejoradas. En ciertas realizaciones, descritas en este documento estan compuestos que
comprenden un oligonucleétido modificado tal como se describe adicionalmente en este documento dirigido a o que
hibrida especificamente con la region de nucleétidos de SEQ ID NO: 2.

En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento son eficaces en virtud de
tener al menos uno de un Clsg in vitro de menos de 0,4 uM, menos de 0,35 uM, menos de 0,3 uM, menos de 2,5 uM,
menos de 2,0 uM, menos de 1,5 uyM, menos de 1,0 uyM, cuando se administran a una linea celular de mono
cynomolgus de hepatocitos mediante electroporacién como se describe en Ejemplo 11. En ciertas realizaciones, los
compuestos como se describe aqui son altamente tolerables, como se demuestra por tener al menos uno de un
aumento de valor de ALT o AST de no mas de 4 veces, 3 veces, 0 2 veces sobre los animales tratados con solucion
salina; o un aumento en el higado, el bazo o el peso del rifion de no mas de 30%, 20%, 15%, 12%, 10%, 5% 0 2%.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Inhibicion antisentido del ARNm de PTP1B humano en células HUVEC

Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico de PTP1B humano fueron disefiados y
examinados por su efecto sobre la transcripcion ARN PTP1B in vitro. ISIS 107772, I1SIS 107831, ISIS 142025, ISIS
142026, I1SIS 142027, ISIS 142028, ISIS 142082, ISIS 146908, e ISIS 146909, reivindicada en una patente anterior
(BIOLO01USP2) fueron incluidos en este ensayo para la comparacion. Las células HUVEC se cultivaron a una
densidad de 5.000 células por pocillo se transfectaron usando LipofectAMINE 2000® con 2 nM de oligonucledtido
antisentido. Después de aproximadamente 24 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm
se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real. los niveles de PTP1B de ARNm se ajustaron de acuerdo con el
contenido total de ARN, medido por RiboGreen®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de los
niveles de PTP1B de ARNm, en relacion con células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido de la Tabla 1 son 5-10-5 gapmeros MOE o 2-13-5 gapmeros MOE. Los 5-
10-5 gapmeros MOE tienen un segmento de hueco que comprende diez 2'-deoxinucledsidos y segmento de dos alas
que comprende cinco nucledsidos de 2'-MOE. Los 2-13-5 gapmeros MOE tienen un segmento de hueco que
comprende trece 2'-deoxinucledsidos, un segmento de ala 5' que comprende dos nucledsidos de 2'-MOE y un
segmento de ala 3' que comprende tres nucledsidos de 2'-MOE. Los enlaces de internucledsido largo de cada
gapmero son enlaces de fosforotioato (P =S). Todos los residuos de citosina a través de cada gapmero son 5-
metilocitosinas. 'Sitio de inicio de diana' indica el extremo nucleétido mas 5' al que el oligonucledtido antisentido esta
dirigido en la secuencia del gen humano. 'Sitio de parada de diana' indica el nucledtido mas 3’ al que el
oligonucledtido antisentido esta dirigido en la secuencia del gen humano. Todos los oligonucleétidos antisentido
enumerados en la Tabla 1 se dirigen, ya sea a la secuencia de ARNm, designadaa aqui como SEQ ID NO: 1 (N° de
Acceso GenBank NM_002827.2) o a la secuencia gendmica, designada en el presente documento como SEQ ID
NO: 2 (N° de acceso de NT_011362.9 truncado de los nucleétidos 14178000 a 14256000), o a ambas.

Algunos de los oligonucledtidos humanos de la Tabla 1 son también totalmente de reaccién cruzada con las
secuencias de gen de mono rhesus. 'n/a' indica que habia mas de 3 apareamientos erréneos de bases entre el
oligonucledtido humano y la secuencia del gen de mono rhesus. Cuanto mayor sea la complementariedad entre el
oligonucledtido humano y la secuencia de mono rhesus, mas probable el oligonucleétido humano puede reaccionar
de forma cruzada con la secuencia de mono rhesus. Los oligonucleétidos humanos en la Tabla 1 se compararon con
la SEQ ID NO: 3 (exones 1-9, intrén 9 y exén 10 del andamio PTP1B de mono rhesus). "Sitio de inicio de diana de
mono rhesus" indica el extremo mas 5' de nucleétidos al que el gapmero esta dirigido en la secuencia del gen de
mono rhesus. "Sitio de parada de diana de mono rhesus" indica el nucleétido mas 3’ al que el gapmero esta dirigido
secuencia del gen de mono rhesus.
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Tabla 1
La inhibicion de la transcripcion de ARN PTP1B humano en células HUVEC mediante oligonucleétidos
antisentido dirigidos a la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3
Sitio de|.... .. . |Sitio de
ISIS Secuencia Motivo ior/;)hibi(c:jieiniciO en S:IOSdI(EaQImCIBimCiO enSEQ
No . SEQ ID NO:|J|A. SEQ ID NO:(ID NO
on y NO: 2 3
142025[TTGTCGATCTGCTCGAACTC [5-10-5 |43 190 1989 197 4
142026/ GACTTGTCGATCTGCTCGAA [5-10-5 |59 193 1992 989 5
107772|CCCGGACTTGTCGATCTGCT [5-10-5 |66 197 1996 3754 6
142027|GCTCCCGGACTTGTCGATCT [5-10-5 |55 200 1999 3759 7
142028|CCAGCTCCCGGACTTGTCGA|5-10-5 |60 203 2002 4498 8
373125|GGCACCTTCGATCACAGCCA 5-10-5 |55 989 70726 4487 9
113715|GCTCCTTCCACTGATCCTGC [5-10-5 |50 1035 n/a 4500 10
107831|GGTCATGCACAGGCAGGTTG|5-10-5 |70 2360 75039 3753 11
409988/AGGTCATGCACAGGCAGGTT[2-13-5 |83 2361 75040 3759 12
409821|GATCAGGTCATGCACAGGCA|5-10-5 |86 2365 75044 3575 13
404176 TGATCAGGTCATGCACAGGC [5-10-5 |87 2366 75045 4493 14
146908/ACCCTTGGAATGTCTGAGTT [5-10-5 |56 2544 75223 3746 15
404169|CCCATACCCTTGGAATGTCT [5-10-5 |77 2549 75228 3756 16
409815[TCCCATACCCTTGGAATGTC [5-10-5 |72 2550 75229 3566 17
146909[TTCCCATACCCTTGGAATGT [5-10-5 |43 2551 75230 3569 18
409845[TATTCCATGGCCATTGTAAA [5-10-5 |23 3283 75962 4485 19
410030[TTATTCCATGGCCATTGTAA [2-13-5 |24 3284 75963 4486 20
409825[TTTATTCCATGGCCATTGTA [5-10-5 |34 3285 75964 192 21
409883|GTTTATTCCATGGCCATTGT [3-14-3 |36 3286 75965 198 22
409999|GGTTTATTCCATGGCCATTG [2-13-5 |54 3287 75966 190 23
409826|GGTTTATTCCATGGCCATTG [5-10-5 |73 3287 75966 201 23
410000[TGGTTTATTCCATGGCCATT [2-13-5 |55 3288 75967 194 24
404172[TGGTTTATTCCATGGCCATT [5-10-5 |61 3288 75967 192 24
410001/ ATGGTTTATTCCATGGCCAT [2-13-5 |51 3289 75968 198 25
409827|ATGGTTTATTCCATGGCCAT [5-10-5 |44 3289 75968 195 25
410002|AATGGTTTATTCCATGGCCA [2-13-5 |0 3290 75969 204 26
404173|AATGGTTTATTCCATGGCCA [5-10-5 |48 3290 75969 201 26
410003|AAATGGTTTATTCCATGGCC [2-13-5 |64 3291 75970 193 27
142082|AAATGGTTTATTCCATGGCC [5-10-5 |52 3291 75970 190 27
410004 AAAATGGTTTATTCCATGGC [2-13-5 |46 3292 75971 196 28
409828/AAAATGGTTTATTCCATGGC [5-10-5 |44 3292 75971 194 28
409829|AAAAATGGTTTATTCCATGG [5-10-5 |36 3293 75972 198 29
404161/ GGTCATTTCCATGGCCAGAG [2-13-5 |78 n/a 73855 3746 31
409975|GGAGGTCATTTCCATGGCCA [2-13-5 |85 n/a 73858 n/a 32
409976/AGGAGGTCATTTCCATGGCC [2-13-5 |85 n/A 73859 2379 30

Ejemplo 2: Inhibicion antisentido dependiente de dosis del ARNm de PTP1B humano en células HUVEC

Varios oligonucledtidos antisentido, que mostraron la inhibicién antisentido significativa de PTP1B mARN en
el estudio descrito en el Ejemplo 1 se ensayaron adicionalmente en células HUVEC en diversas dosis. Las células
se sembraron a una densidad de 5.000 células por pocillo y se transfectaron usando LipofectAMINE 2000® con
0,9375 nM, 1,875 nM, 3,75 nM, 7,5 nM, 15 nM, y 30 concentraciones nM de cada oligonucledtido antisentido.
Después de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de transcripcion de ARNm de
PTP1B se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de sonda de cebadores RTS3000
(secuencia hacia delante CTGGTTTAACCTCCTATCCTTGGA, designada aqui como SEQ ID NO: 33; secuencia
inversa CAGAGCAGCTCGCTACCTCTCT, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 34, secuencia
de la sonda CAGCTGGCTCTCCACCTTGTTACACATTATGT, designada aqui como SEQ ID NO: 35). los niveles de
PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan en la Tabla 2 como porcentaje de inhibicion de PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar.
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Tabla 2
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en
células HUVEC

ISIS No(0,9375 nM[1,875 nM|3,75 nM[7,5 nM|15,0 nM 30,0 nM|Clso(nM)
1137150 0 2 11 23 33 > 30
4041611 0 7 29 42 57 17
4041690 6 17 37 57 72 7
40417610 0 20 38 68 79 6
4098150 0 7 30 48 65 12
40982110 1 17 41 68 82 5
4098260 0 10 30 47 64 12
4099750 0 23 50 74 86 4
4099760 0 21 46 65 82 5
4099880 0 23 49 70 83 5
4100030 0 4 16 28 46 > 30

Ejemplo 3: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en células LLC-MK2

Los oligonucledtidos antisentido del estudio descrito en el Ejemplo 2 también son de reaccion cruzada con
el secuencia del gen de mono rhesus (SEQ ID NO: 3) y se ensayaron adicionalmente en células LLC-MK2 de mono
rhesus a diversas dosis. Las células se sembraron a una densidad de 3.000 células por pocillo y se transfectaron
usando Lipofectina con 3,125 nM, 6,25 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM, y 100 nM concentraciones de cada
oligonucledtido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de
PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de cebadores de sonda
RTS198 (secuencia delantera GGAGTTCGAGCAGATCGACAA, designada aqui como SEQ ID NO: 36; secuencia
inversa GGCCACTCTACATGGGAAGTC, designada aqui como SEQ ID NO: 37, secuencia de sonda
AGCTGGGCGGCCATTTACCAGGAT, designada aqui como SEQ ID NO: 38). Los niveles de PTP1B de mARN se
normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 3 como
porcentaje de inhibicién de PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar. Los sitios de inicio y parada de
cada oligonucledtido en mono rhesus SEQ ID NO: 3 (la concatenacion de los exones 1-9, intron 9 y exén 10 del
andamio PTP1B rhesus (andamio de gen 240) se presentan en la Tabla 4.

Tabla 3
inhibicion antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en células LLC-MK2
ISISNo  |3,125 nM 6,25 nM 12,5nM 25,0 nM 50,0 nM 100,0 nM Clso (NM)
113715 9 18 18 42 71 88 12
404161 18 26 37 49 67 79 9
404169 9 33 36 52 70 85 8
404176 4 21 28 52 73 85 10
409815 19 27 32 51 67 83 9
409821 4 20 37 53 74 85 9
409826 7 31 63 46 62 78 8
409975 13 20 28 43 62 74 15
409976 12 20 37 42 65 77 12
409988 3 20 39 56 73 86 8
410003 16 24 36 43 65 80 11
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Tabla 4
Sitios diana de oligonucleétidos antisentido dirigidos a PTP1B en la secuencia del gen de mono rhesus
(SEQ ID NO: 3)
ISIS No Sitio de inicio Sitio de parada
113715 1035 1054
404161 2385 2404
409975 2388 2407
409976 2389 2408
409988 3566 3585
409821 3570 3589
404176 3571 3590
404169 3754 3773
409815 3755 3774
409826 4491 4510
410003 4495 4514

Ejemplo 4: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en hepatocitos primarios
cynomolgus

Algunos de los oligonucledtidos antisentido del estudio descrito en los Ejemplos 1, 2 y 3 se ensayaron
adicionalmente en hepatocitos primarios cynomolgus a diversas dosis. Las células se sembraron a una densidad de
35.000 células por pocillo y se transfectaron usando Lipofectina con 6,25 nM, 12,5 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, y 200
nM concentraciones de cada antisentido oligonucleétido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de
las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de
cebadores de sonda RTS198. los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN total, medido
por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 5 como porcentaje de inhibicion de PTP1B mARN,
respecto a las células de control sin tratar.

Tabla 5
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en hepatocitos primarios
cynomolgus
ISISNo [6,25nM [12,5nM 25,0 nM [50,0 nM |100,0 nM [200,0 nM  |Clso (nM)
373125 |16 4 13 32 48 67 104
404161 |7 3 24 40 56 77 72
404169 (0 13 27 44 57 77 67
404176 (16 17 27 42 64 76 59
409815 (0 24 26 40 57 75 69
409821 (0 9 25 37 60 73 73
409826 8 28 10 37 56 71 82
409975 (13 19 29 38 57 75 67
409976 2 18 13 35 60 80 70
409988 (16 22 28 41 59 77 61
410003 (17 10 37 46 60 78 56

Ejemplo 5: Inhibicion antisentido del ARNm de PTP1B humano en células HUVEC mediante oligonucleoétidos
disefhados por microwalk

Gapmeros adicionales fueron disefiados sobre la base de ISIS 409826 que demostré una inhibicion
significativa de PTP1B en todas las lineas celulares ensayadas. Estos gapmeros fueron disefiados mediante la
creacion de gapmeros que se desplazan ligeramente aguas arriba y aguas abajo (es decir, "microwalk") de ISIS
409826. Los oligonucleotidos también se crearon con diversos motivos, por ejemplo, motivos 5-10-5 MOE, 5-8-5
MOE, 2-13-5 Moe, 6-8-6 MOE, o fueron oligonucleétidos uniformes con desoxi y unidades de MOE. Estos gapmeros
se examinaron in vitro. Oligonucledtidos ISIS 142082, ISIS 113715, ISIS 373125, ISIS 404161, ISIS 404172, ISIS
404173, I1SIS 404176, ISIS 409825, ISIS 409827, ISIS 409828, ISIS 409829, ISIS 409845, ISIS 409998, ISIS
409999, ISIS 410000, ISIS 410001, ISIS 410002, ISIS 410003, ISIS 410004, e ISIS 410030 (del Ejemplo 1), asi
como ISIS 399038, ISIS 404159, ISIS 404174 y, a partir de una solicitud anterior (CORE0061WO15), también se
incluyeron en el ensayo para la comparacion. Las células HUVEC se cultivaron a una densidad de 20.000 células
por pocillo se transfectaron usando electroporacion con 2,000 nM de oligonucleétido antisentido. Después de un
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periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aislé ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm
se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de cebador de sonda humano establecido RTS3000 se
utilizé para medir los niveles de PTP1B de ARNm. los niveles de PTP1B de ARNm se ajustaron de acuerdo con el
contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de
PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar. Los resultados se presentan en las Tablas 6y 7.

Los 5-10-5 gapmeros MOE son de 20 nucleétidos de longitud, en los que el segmento central hueco esta
compuesto de diez 2'-desoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5'y 3') por alas que
comprenden cinco nucledtidos cada una. Los 5-8-5 gapmeros MOE son 18 nucleétidos de longitud, en los que el
segmento central hueco se compone de ocho 2'-deoxinucleétidos y esta flanqueado en ambos lados (en las
direcciones 5'y 3') por alas de cinco nucleétidos que comprenden. Los 2-13-5 gapmeros MOE son de 20 nucledétidos
de longitud, en los que el segmento central hueco se compone de trece 2'-desoxinucledtidos y esta flanqueado en
las direcciones 5' y 3' con las alas que comprenden dos y cinco nucleétidos respectivamente. Los 6-8-6 gapmeros
MOE son 18 nucleétidos de longitud, en los que el segmento central hueco se compone de ocho 2'-deoxinucleétidos
esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden seis nucleétidos. Para cada
uno de los motivos (5-10-5, 5-8-5, 2-13-5 y 6-8-6), cada nucledtido en el extremo 5' del segmento del ala y cada
nucledtido en el extremo 3' del segmento de ala tiene una modificacion de 2'-MOE. Los oligonucleétidos uniformes
tienen unidades de desoxi y Moe distribuidos a lo largo de la longitud del oligonucledtido. Los simbolos para las
diversas quimicas de unidades en las secuencias de oligonucledtidos uniformes son como sigue: 'd'" = 2'-
desoxirribosa; 'e' = 2'-O-metoxietilo ribosa. Los enlaces de internucledsido a lo largo de cada gapmero son enlaces
de fosforotioato (P =S). Todos los residuos de citidina a lo largo de cada gapmero son 5-metilocitidinas. "Sitio de
inicio de destino" indica nucleétidos mas 5’ de los que esta dirigido el gapmero. "Sitio de parada de diana" indica el
nucledtido mas 3' al que esta dirigido el gapmero. Cada gapmero enumerado en la Tabla 6 se dirige a SEQ ID NO: 1
(N° de Acceso GenBank NM_002827.2). Todos los oligonucleétidos antisentido enumerados en la Tabla 7 objetivo
SEQ ID NO: 2 (N° de acceso de NT_011362.9 truncadas de los nucleétidos 14178000 a 14256000).

Como se muestra en las Tablas 6 y 7, varios de los gapmeros exhibieron una inhibicién de al menos el
50%, incluidos los nimeros de ISIS: 113715, 142082, 373125, 399038, 404159, 404161, 404172, 404173, 404176,
409826, 409827, 409999, 410000, 410001, 410002, 410003, 410004, 438371, 438372, 438373, 438374, 438375,
438377, 438379, 438380, 438381, 438383, 438384, 438439, 438442, 438443, 438444, 438445, 438450, 438451,
438452, 438453, 438454, 438456, 438458, 438459, 438460, 438461, 438462, 438464, 438465, 438468, 438469,
438472, 438473,y 438474

Varios de los gapmeros exhibieron una inhibicion de al menos 60%, incluidos los nimeros de ISIS: 113715,
142082, 373125, 404161, 404172, 404173, 404176, 409826, 409827, 409999, 410000, 410001, 410002, 410003,
438373, 438380, 438381, 438382, 438442, 438444, 438445, 438450, 438451, 438452, 438453, 438459, 438460,
438 461, 438.462, 438.468, 438.469, 438.472, y 438474.

Varios de los gapmeros exhibieron inhibicion de al menos 70%, incluyendo los nudmeros ISIS: 142082, 373125,
399038, 404172, 404173, 404176, 409826, 409827, 409999, 410000, 410001, 410002, 410003, 438373, 438374,
438451, 438452, 438453, 438460, 438461, 438462, 438468, 438469, 438472, y 438474.

Varios de los gapmeros exhibieron inhibicién de al menos 80%, incluyendo los nimeros ISIS: 142082,
404161, 404173, 409826, 410000, 410001, 410002, 410003, 438451, 438452, 438460, 438461, y 438474.

Varios de los gapmeros exhibieron una inhibicién de al menos el 85%, incluidos los nimeros de ISIS:
142082,404161, 404173, 409826, 410001, 410002, y 410003.

Varios de los gapmeros exhibieron inhibiciéon de al menos 90%, incluyendo los nuameros ISIS: 142.082,
404.161, y 409.826.
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Tabla 6

Inhibicién de los niveles de PTP1B de ARNm humano por los oligonucleétidos antisentido quiméricos
dirigidos a la SEQ ID NO: 1

sito 50 |g1s . . %  delSEQ
idn‘?cio zarad No [>ecuencia Motivo i hibicién ID NO
989 1008 [373125|GGCACCTTCGATCACAGCCA 2105 2 9
1035 [1054 [113715/GCTCCTTCCACTGATCCTGC ﬁﬂ'éoE'5 68 10
2366 2385 [404176[TGATCAGGTCATGCACAGGC 38%5 89 14
3283 [3302 [409845[TATTCCATGGCCATTGTAAA 2105 2 19
3284 3303 404174{TTATTCCATGGCCATTGTAA fﬂ'éoE'5 47 20
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328 | 330 | 4100 | TTATTCCATGGCCATTGTAA 2-13-5 47 20
4 3 30 MOE
328 | 330 | 4383 | TeTeAdTdTdCeCeAdTdGdGHCCHAGTdTdGyT | Unidades | 52 20
4 3 77 A desoxi y
dAehe MOE
328 330 4384 TeTeAdeTdCdCdAdeGeGeCdCdAdeTdeTdeAeAe Unidades | 53 20
4 3 39 desoxi y
MOE
328 330 4384 TeTeAerTdCdCdAdeGdeCdCdAdeTdeTdAeAe Unidades | 34 20
4 3 48 desoxi y
MOE
328 330 4384 TeTeAerTdCdCdAerGdGdTeCdCdAdeTdeTdAeAe Unidades | 35 20
4 3 57 desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | TTATTCCATGGCCATTGTAA 6-8-6 25 20
4 3 66 MOE
328 | 330 | 4098 | TTTATTCCATGGCCATTGTA 5-10-5 47 21
5 4 25 MOE
328 | 330 | 4099 | TTTATTCCATGGCCATTGTA 2-13-5 49 21
5 4 98 MOE
328 | 330 | 4383 | TATTCCATGGCCATTGTA 5-8-5 32 39
5 2 68 MOE
328 | 330 | 4383 | TeTeTdAdTdTdCdCdAdTdGdGdCdCdAdTdTdAe | Unidades | 46 21
5 4 78 Ae desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | TeTeTdAdTdTdCdCdAdTdGeGdCdCdAdTdTdG | Unidades | 30 21
5 4 40 dTdAe desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | TeTeTdAdTdTeCeCdAdTdGAdGdCdCdAdTdTdG | Unidades | 43 21
5 4 49 eTdAe desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | TeTeTdAdTdTdCdCeAeTdGdGdCdCdAdTdTdG | Unidades | 53 21
5 4 58 eTdAe desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | TTTATTCCATGGCCATTGTA 6-8-6 33 21
5 4 67 MOE
328 | 330 | 3990 | GTTTATTCCATGGCCATTGT 5-10-5 74 22
6 5 38 MOE
328 | 330 | 4041 | GTTTATTCCATGGCCATTGT 2-13-5 54 22
6 5 59 MOE
328 | 330 | 4383 | TTATTCCATGGCCATTGT 5-8-5 33 40
6 3 69 MOE
328 | 330 | 4383 | GeTdTdTdAdTeTeCdCdAdTreGdGdCdCdAdTdT | Unidades | 51 22
6 5 79 dGeTd desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | GeTdTdTdAdTdTdCdCdAeTdGdGdCdCdAdTdT | Unidades | 40 22
6 5 41 dGeTd desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | GeTeTeTreAdTeTeCdCdAdTreGdGdCdCdAdTre | Unidades | 64 22
6 5 50 TdGeTd desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | GeTeTeTreAdTdTdCdCdAdTreGdGdCdCdAdTre | Unidades | 68 22
6 5 59 TdGeTd desoxi y
MOE
328 | 330 | 4384 | GTTTATTCCATGGCCATTGT 6-8-6 76 22
6 5 68 MOE
328 | 330 | 4098 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 5-10-5 93 23
7 6 26 MOE
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328 | 330 | 4099 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 2-13-5 75 23
7 6 99 MOE
328 | 330 | 4383 | TTTATTCCATGGCCATTG 5-8-5 33 41
7 4 70 MOE
328 330 4383 GeGerTdeAeTerCdCdAdeGdeCdCdAdeTeGe Unidades 63 23
7 6 80 desoxi y

MOE
328 330 4384 GeGerTdeAdeTdCdCcAerGdeCdCdAdeTeGe Unidades 67 23
7 6 42 desoxi y

MOE
328 330 4384 GeGerTdeAeTerCdCdAdeGdeCdCdAdTeTeGe Unidades 83 23
7 6 51 desoxi y

MOE
328 330 4384 GeGerTdeAdeTdCeCdAdeGdGdCdCdAdTeTeGe Unidades 82 23
7 6 60 desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 6-8-6 71 23
7 6 69 MOE
328 | 330 | 4041 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 5-10-5 76 24
8 7 72 MOE
328 | 330 | 4100 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 2-13-5 83 24
8 7 00 MOE
328 | 330 | 4383 | GTTTATTCCATGGCCATT 5-8-5 54 42
8 5 71 MOE
328 330 4383 TdGeGdeTdeAerTdCdCdAdeGdeCdCdATeTe Unidades 69 24
8 7 81 desoxi y

MOE
328 330 4384 TdGeGdeTdeAdeTdCdCdAdeGdeCdCdAdTeTe Unidades 50 24
8 7 43 desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | TdGeGeTdTdTdAeTdTdCdCdAdTreGdGdCdC Unidades | 82 24
8 7 52 dAeTeTe desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | TdGeGeTdTdTdAdTeTeCdCdAdTdGdGdCdCd | Unidades | 81 24
8 7 61 AeTeTe desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 6-8-6 46 24
8 7 70 MOE
328 | 330 | 4098 | ATGGTTTATTCCATGGCCAT 5-10-5 74 25
9 8 27 MOE
328 | 330 | 4100 | ATGGTTTATTCCATGGCCAT 2-13-5 85 25
9 8 01 MOE
328 | 330 | 4383 | GGTTTATTCCATGGCCAT 5-8-5 52 43
9 6 72 MOE
328 | 330 | 4383 | AeTdGdGdTdTeTeAdTdTdCdCdAdTdGdGdCd | Unidades | 65 25
9 8 82 CdAeTd desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | AeTdGdGdTdTdTdAdTdTeCeCdAdTdGdGdCd | Unidades | 72 25
9 8 44 CdAeTd desoxi y

MOE
328 | 330 | 4384 | AeTdGeGdTreTeTeAdTdTdCdCdAdTdGdGdC Unidades | 72 25
9 8 53 dCeAeTe desoxi y

MOE
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Unidades
3089 3308 1438 462AerGeGdTdeTreAerTreCdCdAdTreGdedor desoxi yI70 s
eCdAeTd
MOE
3289 |3308 [438471|ATGGTTTATTCCATGGCCAT 6-8-6 MOE |45 25
3290 |3309 |404173/AATGGTTTATTCCATGGCCA 5-10-5 MOE (85 26
3290 |3309 |410002/AATGGTTTATTCCATGGCCA 2-13-5 MOE |85 26
3290 |3307 |438373|[TGGTTTATTCCATGGCCA 5-8-5 MOE (70 44
Unidades
3200 (3309 |438383( e TreCeCaTeTeTreAdTaTdCaCaAsTreCuGaCaCeAl 1o y|54 26
© MOE
Unidades
3290 3309 4384 45AeAerGdeTdeTdAdTeTeCdCdAdeGdeCd desoxi V66 b6
CdAe
MOE
Unidades
3290 3309 43845 4AeAerGdGdTeTerAdeTdCdCdAdeGdeCd desoxi V52 b6
CdAe
MOE
Unidades
3290 3309 438463AeAerGdGdeTdeAerTdCdCdAdeGdeCddesoxi V39 b6
CdAe
MOE
3290 |3309 |438472/AATGGTTTATTCCATGGCCA 6-8-6 MOE |73 26
3291 3310 |142082|AAATGGTTTATTCCATGGCC 5-10-5 MOE (90 27
3291 |3310 |410003|AAATGGTTTATTCCATGGCC 2-13-5 MOE |86 27
3291 (3308 [438374|ATGGTTTATTCCATGGCC 5-8-5 MOE (79 45
Unidades
3091 3310 143838 4AeAeAdeGdGerTdeAdeTdCdCdAdeGde desoxi V53 57
CdCd
MOE
Unidades
3291 13310 438446AeAeAdeGdGdeTdeAerTdCdCdAdeGde desoxi V38 57
CdCd
MOE
Unidades
3291 3310 1438 455AeAeAerGdGerTdeAdeTdCdCdAdeGdGe desoxi V58 57
CdCd
MOE
Unidades
3091 3310 143846 4AeAeAerGdGdeTeTeAdeTdCdCdAdeGde desoxi V58 57
CdCd
MOE
3291 |3310 |438473|/AAATGGTTTATTCCATGGCC 6-8-6 MOE |57 27
3292 |3311 |409828|/AAAATGGTTTATTCCATGGC 5-10-5 MOE 43 28
3292 |3311 |410004|AAAATGGTTTATTCCATGGC 2-13-5 MOE |58 28
3292 |3309 |438375/AATGGTTTATTCCATGGC 5-8-5 MOE |55 46
Unidades
3092 3311 438385AeAeAdAdeGeGerTdeAdeTdCdCdAdeGd desoxi V36 ba
GeCd
MOE
Unidades
3002 3311 14384 47AeAeAdAdeGdeTdeTdAerTdCdCdAdeGd desoxi VI35 ba
GeCd
MOE
Unidades
3092 3311 1438 456AeAeAeAdeGeGerTdeAdeTdCdCdAdeGe desoxi V58 ba
GeCd
MOE
Unidades
3092 3311 1438 465AeAeAeAdeGdGTeTerAdeTdCdCdAdeGeG desoxi vI51 ba
eCd
MOE
3292 |3311 |438474|AAAATGGTTTATTCCATGGC 6-8-6 MOE |82 28
3293 3312 |409829|AAAAATGGTTTATTCCATGG 5-10-5 MOE 42 29
3293 3310 |438376|AAATGGTTTATTCCATGG 5-8-5 MOE (36 47
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Tabla 7

La inhibicién de los niveles de PTP1B de ARNm humano por los oligonucleétidos antisentido
quiméricos dirigido a la SEQ ID NO: 2

— — S
.S'.t'c.) de;Sitio deISIS No |Secuencia Motivo .A’ I deSEQ ID NO
inicio parada inhibicion
70726 70745 373125 |GGCACCTTCGATCACAGCCA |5-10-5 MOE (72 9
73855 73874 404161 |GGTCATTTCCATGGCCAGAG |2-13-5 MOE |93 31
75045 75064 404176 [TGATCAGGTCATGCACAGGC [5-10-5 MOE |89 14
75962 75981 409845 [TATTCCATGGCCATTGTAAA 5-10-5 MOE (32 19
75963 75982 404174 |TTATTCCATGGCCATTGTAA 5-10-5 MOE 47 20
75963 75982 410030 [TTATTCCATGGCCATTGTAA 2-13-5 MOE 47 20
Unidades
TeTeAdTdTdCdCdAdTdGdGdCd .
75963 75982 438377 CAAdTATdGdTdAcAe 'c\iﬂegclém y|52 20
Unidades
TeTeAdTdTdCdCdAdTdGeGeCd .
75963 75982 438439 CAAATATAGATdACAe 'c\iﬂegclém y|53 20
Unidades
TeTeAeTdTdCdCdAdTdGdGdCd .
75963 75982 438448 CAAATATAGATdACAe 'c\iﬂegclém y|34 20
Unidades
TeTeAeTdTdCdCdAeTdGdGdCd .
75963 75982 438457 CAAdTATdGATdAAe 'c\iﬂegclém y|35 20
75963 75982 438466 |[TTATTCCATGGCCATTGTAA 6-8-6 MOE |25 20
75964 75983 409825 [TTTATTCCATGGCCATTGTA 5-10-5 MOE 47 21
75964 75983 409998 [TTTATTCCATGGCCATTGTA 2-13-5 MOE |49 21
75964 75981 438368 [TATTCCATGGCCATTGTA 5-8-5 MOE (32 39
Unidades
TeTeTdAdTdTdCdCdAdTdGdGdC .
75964 75983 438378 dCAAdTATdGdTdAe desoxi y|46 21
MOE
Unidades
TeTeTdAdTdTdCdCdAdTdGeGdC .
75964 75983 438440 dCAAdTTdGdTdAe desoxi y|30 21
MOE
Unidades
TeTeTdAdTdTdCdCdAdTdGdGdC .
75964 75983 438449 dCdAdTdTdGeTdAe desoxi y|43 21
MOE
Unidades
TeTeTdAdTdTdCdCdAeTdGdGdC .
75964 75983 438458 dCAAdTdTdGeTdAe 'c\iﬂegclém y|53 21
75964 75983 438467 TTTATTCCATGGCCATTGTA 6-8-6 MOE |33 21
75965 75984 399038 [GTTTATTCCATGGCCATTGT 5-10-5 MOE (74 22
75965 75984 404159 |GTTTATTCCATGGCCATTGT 2-13-5 MOE |54 22
75965 75982 438369 [TTATTCCATGGCCATTGT 5-8-5 MOE (33 40
Unidades
GeTdTunTdAdTeTeCdCdAdTdGd .
75965 75984 438379 GdCACAAdTdTdGeTd 'c\iﬂegclém y|51 22
Unidades
GeTdTdTdAdTdTdCdCdAeTdGdG .
75965 75984 438441 dCdCAAATATdGeTd desoxi y|40 22
MOE
Unidades
GeTeTeTdAdTeTeCdCdAdTAdGdG .
75965 75984 438450 dCdCAAdTdTdGeTd desoxi y|64 22
MOE
Unidades
GeTeTeTdAdTdTdCdCdAdTAdGdG .
75965 75984 438459 dCdCAAdTdTdGeTd 'c\iﬂegclém y|68 22
75965 75984 438468 |GTTTATTCCATGGCCATTGT 6-8-6 MOE |76 22
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7596 | 759 | 4098 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 5-10-5 93 23
6 85 26 MOE
7596 | 759 | 4099 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 2-13-5 75 23
6 85 99 MOE
7596 | 759 | 4383 | TTTATTCCATGGCCATTG 5-8-5 33 41
6 83 70 MOE
7596 | 759 4383 GeGerTdeAerTdCdCdAdeGdeCdCdAdeTdGe Unidades | 63 23
6 85 80 desoxi y

MOE
7596 | 759 4384 GeGerTdeAdeTdCdCdeGdeCdCdAdeTdGe Unidades | 67 23
6 85 42 desoxi y

MOE
7596 | 759 4384 GeGerTdeAerTdCdCdAdeGdeCdCdAdTeTeGe Unidades | 83 23
6 85 51 desoxi y

MOE
7596 | 759 4384 GeGerTdeAdeTdCdCdAdeGdeCdCdAdTeTeGe Unidades | 82 23
6 85 60 desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | GGTTTATTCCATGGCCATTG 6-8-6 71 23
6 85 69 MOE
7596 | 759 | 4041 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 5-10-5 76 24
7 86 72 MOE
7596 | 759 | 4100 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 2-13-5 83 24
7 86 00 MOE
7596 | 759 | 4383 | GTTTATTCCATGGCCATT 5-8-5 54 42
7 84 71 MOE
7596 | 759 | 4383 | TdGeGdTdTdTdAeTdTdCdCdAdTdGdGdCdCd | Unidades | 69 24
7 86 81 ATeTd desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | TdGeGdTdTdTdAdTdTdCdCdAdTdGdGdCdCd | Unidades | 50 24
7 86 43 AdTeTe desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | TdGeGeTdTdTdAeTdTdCdCdAdTdGdGdCdCd | Unidades | 82 24
7 86 52 AeTeTe desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | TdGeGeTdTdTdAdTeTeCdCdAdTdGdGdCdCd | Unidades | 81 24
7 86 61 AeTeTe desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | TGGTTTATTCCATGGCCATT 6-8-6 46 24
7 86 70 MOE
7596 | 759 | 4098 | ATGGTTTATTCCATGGCCAT 5-10-5 74 25
8 87 27 MOE
7596 | 759 | 4100 | ATGGTTTATTCCATGGCCAT 2-13-5 85 25
8 87 01 MOE
7596 | 759 | 4383 | GGTTTATTCCATGGCCAT 5-8-5 52 43
8 85 72 MOE
7596 | 759 | 4383 | AeTdGdGdTdTeTeAdTdTdCdCdAdTdGdGdCd | Unidades | 65 25
8 87 82 CdAeTd desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | AeTdGdGATdTdTdAdTdTdCdCdAdTdGdGdCd | Unidades | 72 25
8 87 44 CdAeTd desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | AeTdGeGdTdTeTeAdTdTdCdCdAdTdGdGdCd | Unidades | 72 25
8 87 53 CdAeTd desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | AeTdGeGdTdTdTdAeTdTdCdCdAdTdGdGdCd | Unidades | 70 25
8 87 62 CdAeTd desoxi y

MOE
7596 | 759 | 4384 | ATGGTTTATTCCATGGCCAT 6-8-6 45 25
8 87 71 MOE
7596 | 759 | 4041 | AATGGTTTATTCCATGGCCA 5-10-5 85 26
9 88 73 MOE
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2-13-5

75969 [75988 |410002/AATGGTTTATTCCATGGCCA MOE 85 26
75969 [75986 438373[TGGTTTATTCCATGGCCA 5-8-5 MOE |70 44
Unidades
75969 |75988 438383AeAerGdeTeTerAdeTdCdCdAdeGdeCdCdAe desoxi y54 26
MOE
Unidades
75969 (75988 438445/AcAcToGoGaTaTaTaATeTeCaCuATaGyGdCyCuAe  |desoxi y66 26
MOE
Unidades
75969 (75988 438454AeAerGdeTeTerAdeTdCdCdAdeGdeCdCdAe desoxi y52 26
MOE
Unidades
75969 |75988 438463AeAerGdeTdeTdAerTdCdCdAdeGdeCdCdAe desoxi y39 26
MOE
75969 [75988 |438472|AATGGTTTATTCCATGGCCA 6-8-6 MOE (73 26
75970 [75989 [142082|AAATGGTTTATTCCATGGCC 38%5 90 27
75970 [75989 |410003|AAATGGTTTATTCCATGGCC ﬁg’;é 86 27
75970 |75987 438374/ ATGGTTTATTCCATGGCC 5-8-5 MOE |79 45
Unidades
75970 [75989 438384AeAeAdeGdGerTdeAdeTdCdCdAdeGdeCdCd desoxi y53 27
MOE
Unidades
75970 [75989 438446AeAeAdeGdGdeTdeAerTdCdCdAdeGdeCdCd desoxi y38 27
MOE
Unidades
75970 75989 438455AeAeAerGdGerTdeAdeTdCdCdAdeGdGeCdCd desoxi y58 27
MOE
Unidades
75970 |75989 |438464|AcAcAcTdGdGaTaTeTeAdTdTdCaCoAGTdaG3GeCy desoxi y|58 27
MOE
75970 |75989 |438473|AAATGGTTTATTCCATGGCC 6-8-6 MOE |57 27
75971 |75990 |409828|/AAAATGGTTTATTCCATGGC 38%5 43 28
75971 [75990 410004 AAAATGGTTTATTCCATGGC 135 o 28
75971 |75988 438375/ A ATGGTTTATTCCATGGC 5-8-5 MOE |55 46
Unidades
75971 75990 1438385|AcAcAdAdTeGeCeToTeAcTaToCaCuaAsTeGuGeCa desoxi  y[36 28
MOE
Unidades
75971 [75990 438447AeAeAdAdeGdGdeTdeAerTdCdCdAdeGdGeCd desoxi y35 28
MOE
Unidades
75971 [75990 [438456/AcAeAcAdTdGeGeTaTaTdUN4TaTaCaCaAdTaGeGeCa [desoxi  y|58 28
MOE
Unidades
75971 (75990 1438465|AcAcAcAdTeGoCTeTeTeATaTdCaCuATeGeGecCu  |[desoxi  y|51 28
MOE
75971 [75990 [438474|AAAATGGTTTATTCCATGGC 6-8-6 MOE 82 28
75972 |75991 |409829|AAAAATGGTTTATTCCATGG 38%5 42 29
75972 |75989 |438376|AAATGGTTTATTCCATGG 5-8-5 MOE |36 47
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Ejemplo 6: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del ARNm de PTP1B humano en células HUVEC

Varios oligonucledétidos antisentido, que mostraron la inhibicion antisentido significativa de PTP1B mARN en
el estudio descrito en el Ejemplo 5 se ensayaron adicionalmente en células HUVEC en diversas dosis. Las células
se sembraron a una densidad de 2.000 células por pocillo y se transfectaron por electroporacion con
concentraciones de 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 nM y 4000 nM de cada
oligonucledtido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de
PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto cebadores de sonda
RTS3000. los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®.
Los resultados se presentan en la Tabla 8 como porcentaje de inhibicién de PTP1B mARN, respecto a las células de
control sin tratar.

Tabla 8

Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en células HUVEC
ISIS No31,25 nM|62,5 nM|125,0 nM|250,0 nM|500,0 nM{1000,0 nM{2000.0 nM4000,0 nM|Clso (MM)
142082(15 30 40 42 71 84 90 94 0,2
404173(15 19 33 54 69 81 86 93 0,2
4041769 26 34 34 67 80 88 94 0,3
40982617 16 28 44 60 73 85 95 0,3
410002(0 0 24 52 54 77 90 96 0,4
4100039 7 19 46 60 80 91 95 0,4
43837420 22 40 44 59 70 79 85 0,3
438460(14 21 23 42 62 78 85 95 0,3
43847427 0 13 34 42 68 74 86 0,6

Ejemplo 7: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de humano ARNm de PTP1B en células HepG2

Los oligonucledtidos antisentido, ensayados en el estudio descrito en el Ejemplo 6, se ensayaron
adicionalmente en células HepG2 a diversas dosis, Las células se sembraron a una densidad de 20,000 células por
pocillo y se transfectaron por electroporacién con concentraciones 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM,
1000 nM, 2000 nM y 4000 nM de cada oligonucleétido antisentido, después de aproximadamente 16 horas, se aisld
ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el
conjunto de cebadores de sonda RTS3000, los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN
total, medido por RIBOGREEN®), los resultados se presentan en la Tabla 9 como porcentaje de inhibicion de PTP1B
mARN, respecto a las células de control sin tratar, Los niveles de mARN también se analizaron usando el conjunto
de cebadores de sonda mono rhesus RTS198, y los resultados se presentan en la Tabla 10. Los sitios de inicio y
parada de cada oligonucleétido en SEQ ID NO: 3 de mono rhesus se presentan en la Tabla 11,

Tabla 9
Analisis de la inhibicion antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en células HepG2
utilizando RTS3000
ISIS No|31,25 nM|62,5 nM[125,0 nM|250,0 nM|500,0 nM|1000,0 nM[2000,0 nM|4000,0 nM|Clso (uM)
1420820 0 7 0 26 38 60 82 1,4
4041732 0 1 19 0 29 47 80 1,9
4041760 0 5 13 2 33 62 79 1,7
409826 (0 0 0 2 15 29 46 76 1,9
410002{13 6 0 11 8 28 44 75 2,0
4100030 0 9 11 22 33 30 83 1,9
4383740 0 17 11 23 38 33 61 2,9
438460 (4 0 10 11 9 26 52 79 1,8
4384740 0 2 11 6 20 52 54 2,8
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Tabla 10
Analisis de la inhibicion antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en células HepG2
utilizando RTS198
ISIS No|31,25 nM|62,5 nM|125,0 nM[250,0 nM[500,0 nM[1000,0 nM[2000.0 nM4000,0 nM|Clso (MM)
14208214 19 2 0 80 41 63 80 1,5
404173(0 0 2 0 16 26 60 83 1,6
4041760 0 0 5 0 31 59 80 1,9
4098260 0 0 16 23 10 49 72 2,3
410002(0 0 0 0 0 0 40 100 > 4,0
4100030 1 12 0 10 41 51 82 1,6
43837410 0 0 9 43 22 49 55 2,8
4384601(0 0 0 9 30 42 47 81 1,4
4384742 0 9 38 19 31 49 60 2,5

Tabla 11
Sitios diana de oligonucleétidos antisentido dirigidos a PTP1B en la secuencia del gen de mono
rhesus (SEQ ID NO: 3)
OligolD Sitio de inicio Sitio de parada SEQ ID NO
142082 4495 4514 27
404173 4494 4513 26
404176 3571 3590 14
409826 4491 4510 23
410002 4494 4513 26
410003 4495 4514 27
438374 4495 4512 45
438460 4491 4510 23
438474 4496 4515 28

Ejemplo 8: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del ARNm de PTP1B humano en células HepG2

Oligonucledtidos antisentido cortos al lugar diana de ISIS 142082 fueron disefiados. Los sitios diana,
motivos y detalles de secuencia de estos shortmeros se presentan en la Tabla 12. Estos oligonucleétidos antisentido
se ensayaron en células HepG2 a diversas dosis. Algunos de los oligonucleétidos antisentido desde el estudio
descrito en el Ejemplo 7 se incluyeron en el ensayo para la comparacion. Las células se sembraron a una densidad
de 20.000 células por pocillo y se transfectaron por electroporacion con concentraciones 78,125 nM, 156,25 nM,
312,5 nM, 625 nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM y 10.000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de
aproximadamente 16 horas, se aisl6 ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR
cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de cebadores de sonda RTS3000. Los niveles de PTP1B de mARN se
normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 13
como el porcentaje de inhibicion de PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar.

Tabla 12
Sitios diana de oligonucleétidos antisentido dirigidos a la SEQ ID NO: 1
ISIS No .S'.t'(.) deSitio de Secuencia Motivo [SEQ ID NO
inicio parada
142082 (3291 3310 AAATGGTTTATTCCATGGCC  [5-10-5 |27
446431 3292 3309 AATGGTTTATTCCATGGC 4-10-4 46
446432 3293 3308 ATGGTTTATTCCATGG 3-10-3 |48
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Tabla 13

Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en células HepG2

ISIS Nozﬁ/i125 ;&6,25 2,1/'2,5 gfﬂao :1§/|50,0 ﬁfﬂoo,o g(’\)AOO,O I1,(\)”000,0 Clso (M)
1137156 12 17 17 16 45 61 86 3,3
14208214 34 23 47 60 81 86 90 0,8
4041738 22 29 45 60 73 83 88 0,8
40982619 18 41 56 75 84 89 91 0,5
410003|0 0 19 39 55 81 91 92 1,0
44643110 24 26 38 57 74 85 92 1,0
446432|0 8 10 10 10 26 40 67 6,0

Ejemplo 9: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en células LLC-MK2

Los oligonucledtidos antisentido del estudio descrito en el Ejemplo 8 también son de reaccion cruzada con
la secuencia del gen PTP1B mono rhesus (SEQ ID NO: 3) y se ensayaron adicionalmente en células LLC-MK2 de
mono rhesus a diversas dosis. Las células se sembraron a una densidad de 25.000 células por pocillo y se
transfectaron usando electroporacién con concentraciones 78,125 nM, 156,25 nM, 312,5 nM, 625 nM, 1250 nM,
2500 nM, 5000 nM, y 10.000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se
aislo ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando
el conjunto de cebadores de sonda RTS198. Los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN
total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 14 como el porcentaje de inhibicion de
PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar. Los sitios de inicio y parada de cada oligonucleétido en la
SEQ ID N°: 3 mono rhesus se presentan en la Tabla 15.

Tabla 14
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en células LLC-MK2
78,125 156,25 (3125 1625,0 |1250,0 [2500,0 |5000,0 [10000,0
ISIS NOnM nM nM nM nM nM nM mM Clso (MM)
1137150 0 4 13 27 53 57 70 3.3
1420822 12 31 41 69 74 80 92 0.9
4041732 0 22 29 36 61 78 84 1.6
40982612 0 19 38 66 66 82 92 1.2
4100030 0 0 26 32 65 81 91 1.8
44643110 0 9 32 45 70 79 58 14
446432|0 0 7 16 10 20 26 43 37.0
Tabla 15
Sitios diana de oligonucleotidos antisentido dirigidos a la SEQ ID NO: 3
ISIS No 'Si'tic') de/Sitio de Secuencia SEQ ID NO
inicio parada

113715 1035 1054 GCTCCTTCCACTGATCCTGC 10

142082 |4495 4514 AAATGGTTTATTCCATGGCC 27

404173 4494 4513 AATGGTTTATTCCATGGCCA 26

409826 4491 4510 GGTTTATTCCATGGCCATTG 23

410003 4495 4514 AAATGGTTTATTCCATGGCC 27

446431 4496 4513 AATGGTTTATTCCATGGC 46

446432  |4497 4512 ATGGTTTATTCCATGG 48

Ejemplo 10: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del ARNm de PTP1B humano en células HUVEC
Los oligonucleodtidos antisentido, ensayados en el estudio descrito en los Ejemplos 8 y 9, se ensayaron

adicionalmente en células HUVEC en diversas dosis. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células
por pocillo y se transfectaron por electroporaciéon con concentraciones 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM,

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2634450 T3

1000 nM, 2000 nM y 4000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisld
ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando el
conjunto de cebadores de sonda RTS3000. Los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN
total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 16 como el porcentaje de inhibicion de
PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar.

Tabla 16
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B humano en células HUVEC
ISIS No|31,25 nM[62,5 nM|125,0 nM[250,0 nM{500,0 nM|1000,0 nM|2000.0 nM{4000,0 nM|Clso (MM)
113715110 0 22 24 65 86 92 98 0,2
14208252 78 89 93 95 96 98 98 <0,3
40417335 66 80 89 95 98 97 97 0,05
409826 57 72 82 64 97 98 98 98 <0,3
41000343 47 75 84 48 95 96 91 0,05
44643133 63 75 87 96 97 98 98 0,05
446432|0 11 30 45 66 79 85 76 0,3

Ejemplo 11: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en hepatocitos primarios
cynomolgus

Los oligonucledtidos antisentido del estudio descritos en los Ejemplos 8-10 se ensayaron adicionalmente en
hepatocitos primarios cynomolgus a diversas dosis. Las células se sembraron a una densidad de 35.000 células por
pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM,
1.000 nM, 2.000 nM, y 4.000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se
aislo ARN de las células y los niveles de PTP1B de ARNm se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real usando
el conjunto de cebadores de sonda RTS198. Los niveles de PTP1B de mARN se normalizaron al contenido de ARN
total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 17 como el porcentaje de inhibicién de
PTP1B mARN, respecto a las células de control sin tratar.

Tabla 17
Inhibiciéon antisentido dependiente de la dosis de PTP1B mARN en hepatocitos primarios
cynomolgus
ISIS No[31,25 nM|62,5 nM[125,0 nM|250,0 nM|500,0 nM|1000,0 nM[2000.0 nM|4000,0 nM|Clso (MM)
1137154 26 25 43 46 73 82 95 0,4
14208225 37 50 67 74 87 86 88 0,1
40417318 20 43 54 67 82 85 89 0,2
409826 34 47 51 65 76 87 88 90 0,1
4100038 20 44 53 68 79 80 83 0,2
4464319 14 35 54 57 79 79 88 0,3
4464324 0 1 3 0 11 6 37 > 4,0

Ejemplo 12: La tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos a PTP1B humano en un modelo de
ratén

Oligonucledtidos ISIS que demostraron la inhibicién dependiente de la dosis en los estudios descritos en los
Ejemplos 8-11 fueron evaluados por tolerabilidad en un modelo de ratén monitorizando los cambios en los niveles de
varios marcadores metabdlicos en ratones CD1. Dos oligonucleotidos adicionales ISIS 446433 (4-10-4 MOE; 5'-
GTTTATTCCATGGCCATT-3' (SEQ ID NO: 42); sitio de inicio diana en SEQ ID NO: 1 es de 3288) e ISIS 446434 (3-
10- 3; 5-TTTATTCCATGGCCAT-3' (SEQ ID NO: 49); sitio de inicio diana en SEQ ID NO: 1 es 3289) fueron
disefiados como shortmeros a ISIS 409826 (sitio de inicio diana en SEQ ID NO: 1 es 3287) y también se evaluaron
en este estudio.

Tratamiento

Ratones CD1 (disponibles de Jackson Labs, Bar Harbor, ME) se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron con pienso normal de laboratorio ad libitum (Harlan Laboratories, Indianapolis, IN). Los
animales se aclimataron durante al menos 7 dias en el centro de investigacion antes del inicio del experimento. Los
oligonucledtidos antisentido se prepararon en PBS y se esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras.
Los oligonucledtidos se disolvieron en 0,9% de PBS para inyeccion.
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Grupos de cinco ratones CD1 se inyectaron por via subcutanea dos veces a la semana con 100 mg/kg de
ISIS 142082, ISIS 373125, ISIS 404173, ISIS 409826, ISIS 410002, ISIS 410003, ISIS 438452, ISIS 438460, ISIS
446431, ISIS 446432, ISIS 446433, o ISIS 446434 durante 4 semanas. Un grupo de cinco ratones CD1 se inyectd
por via subcutanea dos veces a la semana con PBS durante 4 semanas. Este grupo PBS sirvi6 como el grupo
control. Las muestras de sangre se recogieron a través de corte de cola. Dos dias después de la ultima dosis, se
tomaron los pesos corporales, los ratones fueron sacrificados y los 6rganos y plasma se recogieron para su posterior

andlisis.

Pesos corporales y de 6rganos

Los pesos corporales de los ratones se midieron semanalmente. Los pesos corporales se presentan en la
Tabla 18. Pesos del higado, bazo y rifidn se midieron al final del estudio, y se presentan en la Tabla 19. Los
resultados demuestran que ninguno de los oligonucledtidos ISIS tenia ningun efecto adverso sobre la salud general

de los ratones.

Tabla 18
Pesos semanales corporales de ratones CD1 durante el tratamiento de
oligonucledtido antisentido (g)
Semana 1 Semana2 (Semana3 [Semana4
PBS 29 31 32 34
ISIS 142082 31 34 34 36
ISIS 373125 29 31 32 35
ISIS 404173 31 33 34 36
ISIS 409826 31 34 34 37
ISIS 410002 32 35 35 36
ISIS 410003 31 34 34 37
ISIS 438452 32 35 36 39
ISIS 438460 31 34 34 37
ISIS 446431 30 33 33 36
ISIS 446432 27 30 30 33
ISIS 446433 30 33 33 37
ISIS 446434 30 33 34 37
Tabla 19
Pesos de los 6rganos de ratones CD1 después del tratamiento con
oligonucledtidos antisentido (g)
Higado |Grasa |Bazo Rifi6on
PBS 1,7 0,45 0,11 0,53
ISIS 142082 2,3 0,33 0,18 0,52
ISIS 373125 1,9 0,38 0,16 0,53
ISIS 404173 2,3 0,41 0,23 0,59
ISIS 409826 2,2 0,37 0,17 0,54
ISIS 410002 1,9 0,22 0,30 0,76
ISIS 410003 2,1 0,44 0,22 0,60
ISIS 438452 2,2 0,42 0,18 0,55
ISIS 438460 2,2 0,34 0,17 0,52
ISIS 446431 2,1 0,34 0,19 0,53
ISIS 446432 1,7 0,31 0,13 0,46
ISIS 446433 2,2 0,35 0,17 0,53
ISIS 446434 2,2 0,36 0,18 0,56

Funcionamiento del higado

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepatica, los niveles plasmaticos de las
transaminasas se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Los niveles plasmaticos de ALT (transaminasa de alanina) y AST (transaminasa de aspartato) se
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midieron dos veces por semana. Los resultados se presentan en las Tablas 20 y 21, e indican que la mayoria de los
oligonucledtidos ISIS fueron considerados tolerables en los ratones, como se demuestra por su perfil de
transaminasa hepatica.
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Tabla 20

Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido en ALT (UI/L) de
ratones CD1

Semana 0 Semana 2 Semana 4
PBS 27 26 20
ISIS 142082 38 35 105
ISIS 373125 30 27 51
ISIS 404173 30 31 124
ISIS 409826 26 34 236
ISIS 410002 27 203 219
ISIS 410003 31 29 99
ISIS 438452 32 40 217
ISIS 438460 30 40 216
ISIS 446431 29 38 114
ISIS 446432 26 27 35
ISIS 446433 25 76 115
ISIS 446434 23 44 146

Tabla 21

Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de AST (UI/L) de
ratones CD1

Semana 0 Semana 2 Semana 4
PBS 54 62 50
ISIS 142082 75 59 103
ISIS 373125 55 57 97
ISIS 404173 52 61 117
ISIS 409826 49 59 192
ISIS 410002 51 151 417
ISIS 410003 64 47 122
ISIS 438452 59 56 157
ISIS 438460 65 56 217
ISIS 446431 56 66 140
ISIS 446432 50 51 74
ISIS 446433 54 87 121
ISIS 446434 42 64 132

Niveles de glucosa en plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre el metabolismo de la glucosa, los niveles
plasmaticos de glucosa se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 22, expresados en mg/dL. Ninguno de los
oligonucledtidos ISIS tenia ningun efecto adverso sobre el metabolismo de la glucosa de los ratones.
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Tabla 22
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de glucosa
en plasma en ratones CD1
Semana 0 Semana 2 Semana 4

PBS 175 188 182

ISIS 142082 195 178 161

ISIS 373125 187 201 177

ISIS 404173 185 213 168

ISIS 409826 183 187 187

ISIS 410002 183 164 137

ISIS 410003 198 218 168

ISIS 438452 168 197 175

ISIS 438460 212 203 169

ISIS 446431 192 188 148

ISIS 446432 194 193 175

ISIS 446433 216 198 151

ISIS 446434 199 189 159

Lipidos en plasma y niveles de triglicéridos

Para evaluar el efecto de los oligonucledétidos ISIS sobre el colesterol y metabolismo de los triglicéridos, los
niveles plasmaticos de cada se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las Tablas 23 y 24, expresados en mg/dL. La mayoria de los
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oligonucledtidos ISIS no tienen ningun efecto adverso del metabolismo lipidico de los ratones.

Tabla 23

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de colesterol en
plasma en ratones CD1

Semana 0 Semana 2 Semana 4
PBS 162 145 153
ISIS 142082 156 136 126
ISIS 373125 137 106 104
ISIS 404173 162 124 154
ISIS 409826 153 142 146
ISIS 410002 136 63 47
ISIS 410003 160 131 96
ISIS 438452 143 128 121
ISIS 438460 146 140 129
ISIS 446431 139 124 116
ISIS 446432 146 135 137
ISIS 446433 152 144 145
ISIS 446434 147 147 144
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Tabla 24

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de triglicéridos|
en plasma en ratones CD1

Semana 0 Semana 2 Semana 4
PBS 153 153 162
ISIS 142082 170 153 114
ISIS 373125 142 116 112
ISIS 404173 195 140 107
ISIS 409826 182 120 80
ISIS 410002 137 99 51
ISIS 410003 152 138 102
ISIS 438452 123 134 93
ISIS 438460 165 146 85
ISIS 446431 131 160 123
ISIS 446432 168 194 136
ISIS 446433 186 117 133
ISIS 446434 145 101 84

Niveles de citoquinas

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS de factores implicados en la inflamacién, se recogié
sangre después del final del periodo de tratamiento para la medicién de los niveles de citoquinas. Las muestras se
enviaron a Aushon Biosystems (Woburn, MA) para el andlisis. Los niveles de IL-6 murina, JE, MIP-1qa, y TNF-a se
midieron usando los anticuerpos murinos. Los resultados se presentan en la Tabla 25. La mayor parte de los
oligonucledtidos ISIS no tienen ningun efecto adverso sobre los niveles de citoquinas de los ratones.

Tabla 25

Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido en los niveles de citoquinas
en plasma en ratones CD1

mliL-6 MJE mMIP-1a mTNF-a
PBS 250 20 1 4
ISIS 142082 225 145 4 23
ISIS 373125 77 91 3 17
ISIS 404173 88 155 1 24
ISIS 409826 33 112 3 15
ISIS 410002 113 225 28 84
ISIS 410003 111 138 4 24
ISIS 438452 62 148 1 15
ISIS 438460 64 184 2 9
ISIS 446431 52 170 1 15
ISIS 446432 57 75 1 3
ISIS 446433 64 138 3 61
ISIS 446434 59 127 0 21

Ejemplo 13: La tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos a PTP1B humano en un modelo de rata
Los oligonucledtidos ISIS del estudio descrito en el Ejemplo 12 se evaluaron adicionalmente para la
tolerabilidad en un modelo de rata por seguimiento de los cambios en los niveles de varios marcadores metabdlicos
en ratas Sprague Dawley.
Tratamiento
Ratas Sprague Dawley se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum

de pienso normal de laboratorio (Harlan Laboratories, Indianapolis, IN). Los animales se aclimataron durante al
menos 7 dias en el centro de investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucledtidos antisentido se
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prepararon en PBS y se esterilizan por filtracién a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se
disolvieron en 0,9% de PBS para inyeccion.

Grupos de cuatro ratas cada uno se inyectaron por via subcutanea dos veces a la semana con ISIS
142082, I1SIS 373125, ISIS 404173, ISIS 409826, ISIS 410002, ISIS 410003, ISIS 438452, ISIS 438460, ISIS
446431, ISIS 446432, I1SIS 446433 o ISIS 446434 a una dosis de 50 mg/kg dos veces a la semana durante 4
semanas, seguido de una dosis de 30 mg/kg dos veces a la semana durante 8 semanas. Un grupo de cuatro ratas
se inyectd por via subcutanea dos veces a la semana con PBS durante 12 semanas. Este grupo PBS sirvié como el
grupo control. Las muestras de sangre se recogieron a través de corte de cola. Dos dias después de la ultima dosis,
se tomaron los pesos corporales, las ratas se sacrificaron y los 6rganos y el plasma se recogieron para su posterior
analisis.

Pesos corporales y de 6rganos

Los pesos corporales de las ratas se midieron semanalmente. Los pesos corporales se presentan en la

Tabla 26. Pesos de digado, bazo y rifion se midieron al final del estudio, y se presentan en la Tabla 27. 'n/a’ indica

que no hay datos disponibles para ese grupo en particular en ese momento particular debido a que todas las ratas
en el grupo se han sacrificado antes del momento.

Tabla 26
Pesos quincenales corporales de ratas Sprague Dawley durante el tratamiento de oligonucleétido
antisentido (g)
Semana 0 [Semana 2 |Semana 4 |Semana 6 [Semana 8 |Semana 10 [Semana 12
PBS 288 369 405 442 463 500 495
ISIS 142082 295 348 318 345 337 347 345
ISIS 373125 304 385 399 419 427 421 448
ISIS 404173 294 346 352 377 384 391 401
ISIS 409826 292 346 350 355 356 373 356
ISIS 410002 297 333 323 324 306 335 n/a
ISIS 410003 299 341 328 320 307 305 301
ISIS 438452 301 327 335 333 327 347 332
ISIS 438460 304 345 346 347 356 377 n/a
ISIS 446431 307 376 340 357 353 357 349
ISIS 446432 287 340 344 363 372 399 404
ISIS 446433 298 331 318 354 n/A n/A n/A
ISIS 446434 303 366 356 n/A n/A n/A n/A
Tabla 27
Pesos de los organos de ratas Sprague Dawley durante el tratamiento de
oligonucledtido antisentido (g)
Higado Grasa |Bazo Rifion

PBS 15,9 2,1 0,8 3,6

ISIS 142082 21,8 0,7 4,5 5,2

ISIS 373125 17,9 1,1 1,9 3,4

ISIS 404173 17,7 1,1 2,3 4,3

ISIS 409826 19,8 0,5 3,6 4,4

ISIS 410003 18,7 0,5 3,8 3,5

ISIS 438452 17,3 0,6 3,1 3,8

ISIS 446431 22,1 0,4 6,1 5,3

ISIS 446432 18,1 1,2 3,3 3,8

Funcién del higado
Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, los niveles plasmaticos de las

transaminasas fueron medidos usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Los niveles plasmaticos de ALT (transaminasa de alanina) y AST (transaminasa de aspartato) se
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midieron dos veces por semana. Los niveles plasmaticos de bilirrubina (mg/dL) también se midieron usando el
mismo analizador de quimica clinica. Los resultados se presentan en las Tablas 28, 29 y 30. 'n/a' indica que no hay
datos disponibles para ese grupo en particular en ese punto de tiempo particular debido a que todas las ratas del
grupo se han sacrificado antes del punto de tiempo.
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Tabla 28
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido en ALT (UI/L) de ratas Sprague Dawley
Semana 0 [Semana 2 |Semana 4 [Semana 6 |Semana 8 [Semana 10 |Semana 12

PBS 58 68 54 48 48 46 46

ISIS 142082 54 75 40 44 49 62 57
ISIS 373125 57 61 60 48 48 45 38

ISIS 404173 49 52 53 41 51 53 42

ISIS 409826 51 59 56 50 42 37 40

ISIS 410002 46 65 75 73 103 126 n/A
ISIS 410003 49 78 62 49 61 59 66

ISIS 438452 46 57 58 53 51 52 50

ISIS 438460 49 88 162 96 114 91 n/A
ISIS 446431 51 57 45 45 40 55 49

ISIS 446432 52 59 48 43 44 49 46

ISIS 446433 53 120 65 86 n/A n/A n/A
ISIS 446434 53 76 161 n/A n/A n/A n/A

Tabla 29
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido de AST (UI/L) de ratas Sprague Dawley
Semana 0 [Semana 2 [Semana 4 [Semana 6 [Semana 8 [Semana 10 [Semana 12

PBS 84 92 86 79 91 74 81
ISIS 142082 87 89 86 126 136 154 149
ISIS 373125 79 72 93 124 111 95 81
ISIS 404173 75 69 88 75 89 96 83
ISIS 409826 75 74 96 112 108 90 106
ISIS 410002 67 87 155 173 229 245 n/A
ISIS 410003 71 95 106 136 161 160 186
ISIS 438452 70 84 104 157 164 174 167
ISIS 438460 79 122 214 287 216 172 n/A
ISIS 446431 73 79 93 137 129 158 153
ISIS 446432 80 76 86 99 96 105 102
ISIS 446433 77 151 128 234 n/a n/a n/a
ISIS 446434 81 137 359 n/a n/a n/a n/a
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Tabla 30

Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido sobre la bilirrubina (mg/dL) de ratas Sprague
Dawley

Semana 0 |Semana 2 [Semana 4 |Semana 6 |Semana 8 [Semana 10 |Semana 12
PBS 0,11 0,15 0,14 0,16 0,25 0,16 0,13
ISIS 142082 0,12 0,11 0,18 0,12 0,12 0,15 0,15
ISIS 373125 0,13 0,13 0,15 0,36 0,14 0,15 0,13
ISIS 404173 0,11 0,13 0,14 0,13 0,13 0,14 0,10
ISIS 409826 0,12 0,12 0,15 0,12 0,11 0,10 0,10
ISIS 410002 0,11 0,13 0,18 0,13 0,19 0,54 n/a
ISIS 410003 0,12 0,12 0,14 0,16 0,14 0,17 0,14
ISIS 438452 0,12 0,13 0,15 0,13 0,14 0,13 0,13
ISIS 438460 0,11 0,14 0,22 0,28 0,15 0,17 n/a
ISIS 446431 0,14 0,17 0,19 0,13 0,10 0,16 0,16
ISIS 446432 0,12 0,14 0,13 0,12 0,11 0,14 0,13
ISIS 446433 0,12 0,12 0,18 0,20 n/a n/a n/a
ISIS 446434 0,12 0,17 0,20 n/a n/a n/a n/a

Funcionamiento del rifién

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, los niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la creatinina se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las Tablas 31 y 32, expresados en mg/dL.
La proteina total de orina a la proporcion de creatinina también se calculd y los resultados se presentan en la Tabla
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33.

Tabla 31
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de BUN (mg/dl) de ratas Sprague Dawley
Semana 0 |[Semana 2 |[Semana 4 [Semana 6 |Semana 8|Semana 10 |Semana 12

PBS 17 20 20 18 26 18 16
ISIS 142082 21 23 31 23 31 24 29
ISIS 373125 21 21 24 19 31 21 21
ISIS 404173 18 19 21 19 25 21 20
ISIS 409826 20 21 24 23 28 22 26
ISIS 410002 19 22 25 23 29 32 n/a
ISIS 410003 18 20 23 23 30 29 26
ISIS 438452 19 22 27 25 29 22 24
ISIS 438460 20 23 25 26 31 24 n/a
ISIS 446431 19 21 24 23 29 24 23
ISIS 446432 20 21 24 20 29 23 19
ISIS 446433 18 21 25 53 n/a n/a n/a
ISIS 446434 18 23 120 n/a n/a n/a n/a
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Tabla 32
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido en la creatinina (mg/dL) de ratas Sprague
Dawley
Semana 0[Semana 2|Semana 4 |[Semana 6|Semana 8Semana 10 [Semana 12

PBS 0,2 0,3 0,4 0,3 0,5 0,4 0,3

ISIS 142082 0,3 0,3 0,5 0,4 0,5 0,5 0,4

ISIS 373125 0,3 0,3 0,6 0,4 0,6 0,6 0,4

ISIS 404173 0,3 0,3 0,5 0,4 0,5 0,6 0,4

ISIS 409826 0,3 0,4 0,6 0,4 0,5 0,5 0,4

ISIS 410002 0,3 0,3 0,6 0,4 0,5 0,5 n/a

ISIS 410003 0,3 0,3 0,6 0,4 0,6 0,6 0,4

ISIS 438452 0,3 0,3 0,6 0,4 0,5 0,5 0,4

ISIS 438460 0,3 0,4 0,5 0,3 0,5 0,5 n/a

ISIS 446431 0,3 0,3 0,5 0,4 0,5 0,5 0,4

ISIS 446432 0,3 0,3 0,6 0,4 0,5 0,5 0,4

ISIS 446433 0,3 0,3 0,5 0,4 n/a n/a n/a

ISIS 446434 0,3 0,4 0,8 n/a n/a n/a n/a

Tabla 33
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de la proteina total de orina a la proporciéon de
creatinina en orina de ratas Sprague Dawley
Semana 0 [Semana 2 |Semana 4 |Semana 6 |[Semana 8 |Semana 10 [Semana 12

PBS 1,5 1,4 1,2 1,6 1,3 1,2 1,2
ISIS 142082 1,2 4,3 4,0 7,7 6,6 7,5 7,4
ISIS 373125 1,3 3,9 3,8 6,7 6,2 8,8 9,7
ISIS 404173 1,1 4,8 5,5 6,4 7,4 10,2 11,9
ISIS 409826 1,2 3,7 3,8 59 9,8 28,8 37,6
ISIS 410002 1,2 3,9 4,1 6,0 9,7 26,3 n/a
ISIS 410003 1,3 4,5 5,3 59 7,6 10,8 18,0
ISIS 438452 1,4 3,3 3,1 51 8,0 9,2 10,5
ISIS 438460 1,3 4,0 4,5 7,3 16,0 53,9 n/a
ISIS 446431 1,2 4,5 50 5,3 7,2 8,0 8,8
ISIS 446432 1,3 4,2 4,4 6,2 9,1 7,6 9,2
ISIS 446433 1,1 3,4 5,7 81,5 n/a n/a n/a
ISIS 446434 1,1 3,7 25,8 n/a n/a n/a n/a

Niveles de glucosa en plasma

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre el metabolismo de la glucosa, los niveles
plasmaticos de glucosa se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus

AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 34, expresados en mg/dL.
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Tabla 34

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de glucosa en plasma
en ratas Sprague Dawley

Semana 0|Semana 2|Semana 4(Semana 6{Semana 8/Semana 10 [Semana 12
PBS 150 140 155 152 163 138 144
ISIS 142082 153 137 155 145 142 130 135
ISIS 373125 153 135 136 143 133 106 135
ISIS 404173 162 138 149 152 145 144 154
ISIS 409826 155 141 150 145 143 132 135
ISIS 410002 152 139 148 151 130 124 n/a
ISIS 410003 152 138 146 140 132 126 143
ISIS 438452 166 134 162 153 135 143 147
ISIS 438460 166 140 151 156 150 130 n/a
ISIS 446431 154 143 155 147 153 139 145
ISIS 446432 159 141 155 152 152 138 153
ISIS 446433 158 138 141 118 n/a n/a n/a
ISIS 446434 166 149 124 n/a n/a n/a n/a

Lipidos en plasma y los niveles de triglicéridos

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre los niveles de colesterol total y de triglicéridos, los
niveles plasmaticos de cada se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus
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AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las Tablas 35 y 36, expresados en mg/dL.

Tabla 35

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en los niveles de colesterol en plasma (mg/dl) en
ratas Sprague Dawley

Semana 0 |Semana 2 [Semana 4 |Semana 6 |Semana 8 |Semana 10 [Semana 12
PBS 55 57 64 51 73 64 53
ISIS 142082 62 41 54 62 70 64 62
ISIS 373125 73 59 66 51 66 61 39
ISIS 404173 57 41 68 62 87 85 75
ISIS 409826 57 42 79 65 86 122 110
ISIS 410002 69 57 75 65 73 96 n/a
ISIS 410003 72 44 70 67 89 76 73
ISIS 438452 63 33 53 51 71 70 61
ISIS 438460 64 40 98 81 94 146 n/a
ISIS 446431 64 41 56 54 63 68 59
ISIS 446432 62 44 70 50 80 80 65
ISIS 446433 59 63 95 139 n/a n/a n/a
ISIS 446434 63 48 91 n/a n/a n/a n/a
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Tabla 36

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de triglicéridos en plasma (mg/dl)
en ratas Sprague Dawley

Semana0 [Semana2 [Semana4 (Semana6 [Semana8 |Semana 10
PBS 66 73 82 80 98 106
ISIS 142082 92 30 71 44 25 28
ISIS 373125 66 28 20 24 24 28
ISIS 404173 48 28 28 35 31 49
ISIS 409826 68 29 28 25 31 68
ISIS 410002 71 23 23 27 71 n/a
ISIS 410003 78 22 22 37 30 64
ISIS 438452 89 33 39 34 50 35
ISIS 438460 98 20 34 35 33 n/a
ISIS 446431 72 29 38 36 35 48
ISIS 446432 n/a 41 37 31 37 53
ISIS 446433 68 21 29 129 n/a n/a
ISIS 446434 60 27 103 n/a n/a n/a

Niveles de citoquinas

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS de factores implicados en la inflamacién, se recogié
sangre después del final del periodo de tratamiento para la medicién de los niveles de citoquinas. Las muestras se
enviaron a Aushon Biosystems (Woburn, MA) para el andlisis. Los niveles de rata IL-6, MCP-1, MIP-1qa, y TNF-a se
midieron con sus respectivos anticuerpos. Los resultados se presentan en la Tabla 37.

Tabla 37

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en los niveles de citoquinas en plasma
en ratas Sprague Dawley

riL-6 rMCP-1 rMIP-1a rTNF-a
PBS 315 403 6 77
ISIS 142082 74 3082 38 697
ISIS 373125 <25 2215 7 15
ISIS 404173 125 2244 60 499
ISIS 409826 <25 6041 52 100
ISIS 410003 245 3315 40 444
ISIS 438452 105 4513 26 519
ISIS 446431 924 3104 54 402
ISIS 446432 29 2007 46 610

Ejemplo 14: Medicion de la viscosidad de oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a PTP1B humana

La viscosidad de los oligonucleétidos antisentido seleccionados de estudios descritos en los Ejemplos 12 y
13 se midié con el objetivo de filtrar los oligonucleétidos antisentido que tienen una viscosidad de mas de 40 cP a
una concentracion de 165-185 mg/mL. Los oligonucledtidos que tienen una viscosidad mayor que 40 cP serian
demasiado viscosos para ser administrados a cualquier sujeto.

Oligonucledtidos ISIS (32-35 mg) se pesaron en un vial de vidrio, se afiadieron 120 ml de agua vy el
oligonucledtido antisentido se disolvié en solucién calentando el vial a 50°C. Parte de (75 ml) la muestra
precalentada se pipete6 a un micro-viscosimetro (Cambridge). La temperatura de micro-viscosimetro se fijo a 25°C y
se midio la viscosidad de la muestra. Otra parte (20 ml) de la muestra precalentada se pipeteé en 10 ml de agua
para lectura UV a 260 nm a 85°(instrumento Cary UV) C. Los resultados se presentan en la Tabla 38 e indican que
todas las soluciones de oligonucledtidos antisentido son o6ptimos en su viscosidad bajo el criterio indicado
anteriormente.
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Tabla 38
La viscosidad y la concentracion de oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a
PTP1B humana
ISIS N° Viscosidad (cP) Concentracion (mg/ml)
142082 3,8 188
404173 3,8 163
410003 4,5 176
446431 3,2 180
446432 2,4 175

Ejemplo 15: Estudio de tolerabilidad de seis meses de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a PTP1B
humano en un modelo de ratén

Oligonucledtidos de ISIS seleccionados de los estudios descritos en los Ejemplos 12-14 se evaluaron para
determinar tolerabilidad a largo plazo en un modelo de ratdbn monitorizando los cambios en los niveles de varios
marcadores metabdlicos en ratones CD1.

Tratamiento

Ratones CD1 machos se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y alimentados ad libitum de
pienso normal de laboratorio (Harlan Laboratories, Indianapolis, IN). Los animales se aclimataron durante al menos 7
dias en el centro de investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido se prepararon en
PBS vy se esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en 0,9% de
PBS para inyeccion.

Grupos de diez ratones cada uno CD1 se inyectaron por via subcutanea dos veces a la semana con 25
mg/kg de ISIS 142082, ISIS 404173, ISIS 446431 o durante 24 semanas. Un grupo de diez ratones CD1 se inyecto
por via subcutanea dos veces a la semana con PBS durante 24 semanas. Este grupo PBS sirvié como el grupo de
control. Las muestras de sangre se recogieron en los dias 140 a través de las hemorragias mandibulares. En el dia
168, se recogidé sangre mediante puncion cardiaca terminal bajo anestesia de CO;, los ratones fueron sacrificados y
los 6rganos se recogieron para su posterior analisis.

Niveles de glucosa en plasma
Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre el metabolismo de la glucosa, los niveles

plasmaticos de glucosa se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 39, expresados en mg/dL.

Tabla 39
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de glucosa
en plasma en el dia 168
Glucosa

PBS 214

ISIS 142082 177

ISIS 404173 204

ISIS 446431 191

Funcionamiento del higado

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, los niveles plasmaticos de las
transaminasas fueron medidos usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (transaminasa de alanina) y AST (transaminasa de
aspartato) en el dia 168. Los niveles plasmaticos de bilirrubina (mg/dL) también se midieron usando el mismo
analizador de quimica clinica. La fosfatasa alcalina, que se sintetiza en cantidades incrementadas por las células
hepaticas dafiadas, también es un marcador de la enfermedad del higado (Narayanan, S. Ann Clin Lab Sci 21: 12-8,
1991) y se midié de manera similar. La albumina, que normalmente se disminuy6 en la enfermedad hepatica (Oettl,
K. et al, Biochim Biophys Acta 1782: 469-73, 2008), también se midi6 de manera similar. Los resultados se
presentan en la Tabla 40.
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Tabla 40

Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de marcadores metabdlicos de higado|

en el dia 168
ALT (UI/L)AST (UI/L)[Bilirrubina (mg/dL)|Fosfatasa alcalina (IU/L) gf’d“[;““a
PBS 50 82 0.2 44 2,5
ISIS 142082[148 197 0.1 56 2,3
ISIS 404173|68 137 0.1 57 2,5
ISIS 446431115 173 0.1 42 2,4

Funcién cardiaca

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion cardiaca, los niveles plasmaticos de
creatina fosfoquinasa (CPK) se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY) en el dia 168. Un aumento en el nivel de este marcador indica lesién del musculo cardiaco
(Barohn, RJ En: Goldman L, Ausiello D, eds Cecil Medicine 23a ed. Philadelphia, Pa: Saunders Elsevier; 2007:
capitulo 447). Los resultados se presentan en la Tabla 41.

Tabla 41
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido en CPK marcador
cardiaco en dia 168

CPK (IU/L)

PBS 98
ISIS 142082 120
ISIS 404173 107
ISIS 446431 159

Funcién pancreatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidn pancreatica, los niveles plasmaticos de
amilasa se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY)
en el dia 168. Un aumento en el nivel de este marcador indica la pancreatitis aguda (Sternby, B. et al., Mayo Clin
Proc 71: 1138-1144, 1996). Los resultados se presentan en la Tabla 42.

Tabla 42

Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de amilasa pancreatica
marcador en dia 168

Amilasa (IU/L)
PBS 1101
ISIS 142082 1374
ISIS 404173 1280
ISIS 446431 1232

Funcién del rindén
Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcion renal, los niveles plasmaticos de

nitrégeno ureico en sangre (BUN) y la creatinina se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizada
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 43, expresados en mg/dL.
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Tabla 43
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de marcadores metabdlicos de|
rifion en el dia 168
BOLLO creatinina
PBS 20 0,3
ISIS 142082 24 0,2
ISIS 404173 21 0,2
ISIS 446431 19 0,3

Ejemplo 16: Medicion de la vida media de oligonucleétido antisentido en higado de raton CD1

Ratones CD1 se trataron con los oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de estudios descritos en el
Ejemplo 14, y la vida media de oligonucledtidos, asi como el tiempo transcurrido para la degradacion de
oligonucledtidos y la eliminacion desde el higado se evalué.

Tratamiento

Grupos de diez ratones cada uno CD1 se inyectaron por via subcutanea dos veces por semana durante 2
semanas con 50 mg/kg de ISIS 142082, ISIS 446431, ISIS 404173 o ISIS 409826. Cinco ratones de cada grupo
fueron sacrificados 3 dias y 56 dias después de la dosis final. Los higados se recogieron para su analisis.

Medicion de la concentracién de oligonucledtido

Se midié la concentracion del oligonucleétido de longitud completa. El método utilizado es una modificacion
de métodos publicados previamente (Leeds et al, 1996; Geary et al, 1999) que constan de una extraccion de fenol-
cloroformo (liquido-liquido) seguida de una extraccion en fase sdlida. Un estandar interno (ISIS 355868, un
oligonucledtido de fosforotioato modificado de 27-mer 2'-O-metoxietilo, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
designado aqui como SEQ ID NO: 50) se afiadio antes de la extraccion. Concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon utilizando curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacién (LLOQ) de aproximadamente 1,14
mg/g. Vidas medias se calcularon entonces utilizando el software WinNonlin (Pharsight).

Los resultados se presentan en la Tabla 44. Los oligonucledtidos antisentido con vidas medias dentro de
11-34 dias fueron elegidos para estudios posteriores.

Tabla 44
Concentracion de longitud completa de oligonucledtido (mg/g) y vida media (dias) de oligonucledtido en
higado de ratén CD1
Dias Conc. de cuerpo entero. (Mg/g) Vida media (dias)
3 265
142082 56 12 19,8
446431 3 293 19,6
56 45
3 281
404173 56 o 14,8
3 304
409826 56 v 18,4

Ejemplo 17: Efecto de los oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a PTP1B humana en monos
cynomolgus

Monos cynomolgus se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en los
Ejemplos 15 y 16. Eficacia y tolerabilidad de oligonucleétido antisentido, asi como su perfil farmacocinético en el
higado y el rifién, se evaluaron.

Tratamiento
Antes del estudio, los monos se mantuvieron en cuarentena durante un periodo de tiempo de 30 dias,

durante el cual los paneles estandar de la quimica del suero y la hematologia, el examen de muestras de heces para
huevos y parasitos, y una prueba de la tuberculosis, se llevaron a cabo para excluir monos anormales o enfermos.
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Seis grupos asignados aleatoriamente de tres monos cynomolgus machos y dos hembras se inyectaron por via
subcutanea tres veces por semana durante la primera semana, y posteriormente, una vez a la semana durante las
proximas 12 semanas, ya sea con 8 mg/kg o 40 mg/kg de ISIS 142082, ISIS 446431 o ISIS 404173. Un grupo de
monos cynomolgus con tres machos y dos hembras se inyectaron por via subcutanea tres veces por semana
durante la primera semana, y posteriormente, una vez a la semana para las proximas 12 semanas con 40 mg/kg de
ISIS 409826. Un grupo de control de monos cynomolgus con tres machos y dos hembras se inyectd por via
subcutanea tres veces por semana durante la primera semana, y posteriormente, una vez a la semana durante las
proximas 12 semanas con PBS. Sacrificios terminales de todos los grupos se llevaron a cabo 48 horas después de
la Gltima dosis, en el dia 93.

Durante el periodo de estudio, se observaron los monos diariamente para detectar signos de enfermedad o
angustia. Cualquier animal que muestra los efectos adversos para el tratamiento se retiré y se refirio al veterinario y
Director del Estudio.

Estudios de inhibicién

Analisis de ARN

Se extrajo ARN de higado y los tejidos adiposos abdominales para analisis en tiempo real PCR de PTP1B
utilizando el conjunto de cebadores de sonda 1 (secuencia delantera GACCAGCTGCGCTTCTCCTA, designada
aqui como SEQ ID NO: 51; secuencia inversa CAGAGGAGTCCCCCATGATG, designada aqui como SEQ ID NO:
52; secuencia de la sonda TTGGCTGTGATCGAAGGTGCCAAA, designada aqui como SEQ ID NO: 53) o el
conjunto de cebadores de sonda 2 (secuencia delantera GGGCCCTTTGCCTAACACA, designada aqui como SEQ
ID NO: 54; secuencia inversa CGACACCCCTGCTTTTCTG, designada aqui como SEQ ID NO: 55; secuencia de
sonda CGGTCACTTTTGGGAGATGGTGTGG, designada aqui como SEQ ID NO: 56), cada una dirigida a diferentes
regiones del ARNm de PTP1B. Los resultados se presentan como porcentaje de reduccion de PTP1B mARN, con
respecto al control de PBS, normalizada con RIBOGREEN®. Como se muestra en la Tabla 45, el tratamiento con
oligonucledtidos antisentido ISIS resulté en una reduccién significativa de PTP1B mARN en comparacion con el
control de PBS. El tratamiento con ISIS 404173 causo la reduccion de los niveles de PTP1B de mARN similar a la
del tratamiento con ISIS 142082.

Tabla 45
La inhibicion de PTP1B mARN en el higado de mono cynomolgus y tejido graso relativo al control PBS
Dosis % de inhibicion en el|% de inhibicion en el% de inhibicion en|% de inhibicion en
ISIS N° (mg/kg) higado (conjunto defhigado (conjunto delgrasa (conjunto delgrasa (conjunto de
9’kg sonda 1) sonda 2) sonda 1) sonda 2)
409826 |40 38 45 17 21
8 12 14 13 16
142082 40 46 48 34 28
8 0 8 6 1
446831 40 8 18 14 12
8 4 13 8 4
404173 40 26 22 38 31

Anélisis de proteinas

El tejido se extrae de higado para la medicion de los niveles de proteina PTP1B mediante andlisis de
transferencia western. Especificamente, las muestras de proteina PTP1B de monos tratados con ISIS 404173 se
compararon con los tratados con ISIS 142082. Los resultados se presentan en las Tablas 46, 47 y 48 expresados
como porcentaje de reduccion en comparacion con los niveles de control. Los niveles de PTP1B se normalizaron
contra los niveles de proteina total, asi como contra una proteina expresada constitutivamente, IR-B. El tratamiento
con ISIS 404173 caus6 una mayor reduccion de la proteina en el higado PTP1B a la del tratamiento con ISIS
142082 en la dosis mas baja de 8 mg/kg (Tabla 47).

Tabla 46

Reduccién del nivel de proteina PTP1B después del tratamiento con ISIS 404173 en el higado de
mono cynomolgus

Dosis (mg/kg) tﬁtaclj)e inhibicién  (normalizado a la protelna% de inhibicion (normalizado a IR-P)
8 49 42
40 67 66
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Tabla 47

Reduccién del nivel de proteina PTP1B después del tratamiento con ISIS 404173 o ISIS 142082 a 8
mg/kg en el higado de mono cynomolgus

ISIS No  |% de inhibicién (normalizado a la proteina total)  |% de inhibicion (normalizado a IR-B)
142082 |20 4
404173 |33 27

Tabla 48

Reduccién del nivel de proteina PTP1B después del tratamiento con ISIS 404173 o ISIS 142082 a 40
mg/kg en el higado de mono cynomolgus

ISISNo |% de inhibicion (normalizado a la proteina total) |% de inhibicion (normalizado a IR-B)
142082 |65 63
404173 |60 56

Estudios de tolerancia
Mediciones de peso corporal y de 6rganos

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS en la salud general de los animales, los pesos corporales
y de érganos se midieron después del sacrificio terminal. Los pesos corporales se midieron y se compararon con los
de los animales de control de PBS. Los pesos de los 6rganos se midieron y los pesos de los grupos de tratamiento
se compararon con los correspondientes pesos de control de PBS. Los datos se presentan en la Tabla 49. El
tratamiento con ISIS 142082 causé aumentos en el peso del higado y del rifién en la dosis mas alta.

Tabla 49
Pesos corporales y peso de los 6rganos finales en el mono cynomolgus relativos al control
Dosis Peso corporal Rifi6n (g) Higado Bazo (g) Musculo de
(mg/kg) (kg) g (9) g gastrocnemio (g)
PBS |- 2,2 9,6 10,5 2,3 10,6
40982640 2,3 14,0 18,5 6,0 8,8
8 2,3 10,6 13,0 3,7 9,5
14208240 2,2 20,9 17,7 7,0 9,0
8 2,3 11,6 12,7 4,8 10,2
446431 40 2,3 15,9 16,1 9,6 7,7
8 2,3 11,6 12,8 4,8 11,1
A ) ) ) ) )
0417305 2,2 14,8 155 [3,7 8,7

Funcién del higado

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepatica, las muestras de sangre se
recogieron de todos los grupos de estudio 7 dias antes del inicio del tratamiento, asi como en los dias 30, 58, y 93
del periodo de tratamiento. Las muestras de sangre se recogieron en tubos sin anticoagulante para la separacion de
suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 min y después se centrifugaron (3000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente) para obtener el suero.

Los niveles de transaminasas se midieron usando un analizador de quimica NEO Toshiba 200FR (Toshiba
Co., Japoén). Los niveles plasmaticos de ALT (transaminasa de alanina) y AST (transaminasa de aspartato) se
midieron y los resultados se presentan en las Tablas 50 y 51, expresados en IU/L. La fosfatasa alcalina, que se
sintetiza en cantidades incrementadas por las células hepaticas dafiadas y también es un marcador de la
enfermedad del higado y se midi6 de manera similar, y los datos se presentan en la Tabla 52. Los niveles de AST,
ALT y fosfatasa alcalina en todos los grupos de tratamiento eran similares a los del grupo de control PBS.

Proteina C-reactiva (PCR), que se sintetiza en el higado y que sirve como un marcador de la inflamacion,

también se midi6 de manera similar, y los datos se presentan en la Tabla 53. El tratamiento con ISIS 142082 e ISIS
409826 en la dosis mas alta dio lugar a altos niveles de PCR, lo que sugiere la inflamacion del higado.
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La bilirrubina es también un marcador metabdlico del higado y se midié de manera similar y se presenta en
la Tabla 54, expresada en mg/dL. Se encontré que los niveles de bilurubina de todos los grupos de tratamiento eran
similares a los del grupo de control PBS. Gammaglutamiltransferasa (GGT) es una enzima producida en el higado y
es un marcador de laboratorio util de dafio hepatico temprano o enfermedad colestatica (Betro, MG et al, Am J. Clin
Pathol 60: 672-8,1973). Los niveles de GGT se midieron y los resultados se presentan en la Tabla 55, y no
demuestran ninguna diferencia en el control de PBS y los grupos de tratamiento.

Tabla 50
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido en ALT (UI/L) en el suero de mono
cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 37 44 42 35
409826 40 39 51 86 74
8 37 39 45 36
142082 40 49 62 59 69
8 52 54 67 86
446431 40 38 58 87 99
8 34 50 41 45
404173 40 44 50 63 73
Tabla 51
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido de AST (UI/L) en el suero de mono
cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS 40 49 55 44
409826 40 48 53 73 59
142082 8 44 45 49 42
40 54 70 72 69
8 57 43 48 50
446431 40 41 60 63 81
8 44 53 57 59
404173 40 46 65 71 74
Tabla 52
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido de la fosfatasa alcalina (IU/L) en el suero de
mono cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 784 834 1021 838
409826 40 728 883 1178 981
8 718 739 788 688
142082 40 666 656 711 774
8 742 745 885 908
446431 40 778 759 768 735
8 888 957 1135 1155
404173 40 931 958 1135 1263
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Tabla 53
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido de PCR (mg/l) en plasma de mono
cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS 1,0 1,8 1,4 1,2
409826 40 1,0 4,3 4,8 4,8
8 0,8 1,2 0,9 1,0
142082 40 0,8 2,6 3,4 12,1
8 1,4 1,4 0,9 1,1
446431 40 0,8 2,4 2,2 6,7
8 1,4 1,9 1,5 1,8
404173 40 3,1 1,6 1,2 1,6
Tabla 54
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido sobre la bilirrubina (mg/dL) en plasma de
mono cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 0,19 0,20 0,20 0,17
409826 40 0,17 0,13 0,13 0,10
8 0,17 0,18 0,16 0,14
142082 40 0,16 0,13 0,13 0,08
8 0,21 0,17 0,18 0,15
446431 40 0,19 0,18 0,15 0,12
8 0,23 0,19 0,20 0,16
404173 40 0,22 0,15 0,14 0,13
Tabla 55
Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido en GGT (Ul/l) en plasma de mono
cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 65 74 79 71
409826 40 84 86 94 87
8 63 67 68 62
142082 40 67 72 71 61
8 60 62 62 63
446431 40 61 58 62 60
8 57 66 66 68
404173 40 56 63 69 79

Funcién del rindén

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion renal, las muestras de sangre se
recogieron de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron en tubos sin anticoagulante para
la separacion de suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 min y después se
centrifugaron (3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente) para obtener el suero. Los niveles de BUN y
creatinina se midieron 7 dias antes del inicio del tratamiento, asi como en los dias 30, 58 y 93 del periodo de
tratamiento usando un analizador de quimica NEO Toshiba 200FR (Toshiba Co., Japon). Los resultados se
presentan en las Tablas 56 y 57, expresados en mg/dL. El tratamiento con oligonucleétidos ISIS no tuvo efectos
adversos en cualquiera de BUN o los niveles de creatinina.

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2634450 T3

Tabla 56
Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de BUN en suero (mg/dL) en
monos cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 28 28 25 28
409826 40 32 30 28 32
8 26 25 24 26
142082 40 28 28 25 25
8 28 27 25 26
446431 40 28 27 25 28
8 28 30 24 27
404173 40 28 24 25 23
Tabla 57
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en los niveles de creatinina sérica (mg/dL) en
monos cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS 0,83 0,88 0,94 0,78
409826 40 0,77 0,84 0,92 0,82
8 0,74 0,78 0,79 0,71
142082 40 0,72 0,80 0,86 0,73
8 0,79 0,75 0,83 0,71
446431 40 0,76 0,83 0,88 0,77
8 0,81 0,91 0,87 0,82
404173 40 0,76 0,84 0,92 0,76

Niveles de colesterol y triglicéridos

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre el metabolismo lipidico, las muestras de sangre se
recogieron de todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron en tubos sin anticoagulante para
la separacion de suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 min y después se
centrifugaron (3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente) para obtener el suero. Las concentraciones de
colesterol y triglicéridos se midieron 7 dias antes del inicio del tratamiento, asi como en los dias 30, 58 y 93 del
periodo de tratamiento usando un analizador de quimica NEO Toshiba 200FR (Toshiba Co., Japén). Los resultados
se presentan en las Tablas 58 y 59, expresados en mg/dL. El tratamiento con oligonucleétidos ISIS no tuvo efectos
adversos en cualquiera de los niveles de colesterol o de triglicéridos.

Tabla 58

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de colesterol en suero (mg/dL) en
monos cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 135 163 162 143
409826 40 153 150 140 116

8 116 151 159 141
142082 40 110 140 138 128

8 125 144 141 133
446431 40 93 99 95 81

8 123 147 149 136
404173 40 135 135 125 124
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Tabla 59

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de triglicéridos en suero (mg/dL)
len monos cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 47 55 45 54
409826 40 30 29 33 42
142082 8 23 31 37 32

40 28 28 35 42

8 24 46 34 33
446431 40 31 44 47 56

8 28 38 25 28
404173 40 30 38 45 34

Hematologia

Para evaluar cualquier efecto inflamatorio de oligonucleétidos ISIS en monos cynomolgus, muestras de
sangre fueron de aproximadamente 0,5 ml de sangre se recogié de cada uno de los animales de estudio disponibles
en tubos que contienen la sal de potasio de EDTA. Se analizaron las muestras para recuento de globulos rojos
(RBC), gldbulos blancos (WBC), el recuento de plaquetas y el contenido de hemoglobina, utilizando un analizador de
hematologia ADVIA120 (Bayer, EE.UU.). Los datos se presentan en las Tablas 60-63. El tratamiento con
oligonucleotidos ISIS no alterd significativamente el recuento de células de sangre o los niveles de hemoglobina, en
comparacioén con el control.

Tabla 60

Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido de WBC (x 103/ul) en monos
cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 11,6 12,6 11,1 8,9
409826 40 12,4 12,7 15,3 10,8

8 11,3 15,2 12,8 9,7
142082 40 11,9 13,2 12,5 8,5

8 9,7 13,4 12,7 9,3
446431 40 10,7 11,5 11,9 10,2

8 14,9 18,9 14,9 11,8
404173 40 11,1 14,2 12,9 10,8

Tabla 61

Efecto del tratamiento con oligonucleétido antisentido de RBC (x 106/ MI) en monos
cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS 5,5 5,6 5,8 5,1
409826 40 5,6 5,8 6,1 5,6

8 5,4 5,4 5,6 5,2
142082 40 5,7 5,6 5,8 5,5

8 5,5 5,3 5,5 5,4
446431 40 5,5 5,4 5,8 5,3

8 5,9 5,9 6,1 5,7
404173 40 5,1 5,4 5,5 5,5
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Tabla 62
Efecto del tratamiento con oligonucledtido antisentido en las plaquetas (x 103/ul) en monos
cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 592 555 571 516
409826 40 536 493 400 338
8 439 477 349 284
142082 40 461 454 401 263
8 438 397 359 282
446431 40 516 337 369 323
8 489 491 420 355
404173 40 520 470 389 316
Tabla 63
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en los niveles de hemoglobina (g/dL) en
monos cynomolgus
Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 12,5 12,8 13,1 11,9
409826 40 12,6 12,8 13,3 12,5
8 12,3 12,5 13,0 12,2
142082 40 12,1 12,0 12,1 11,5
8 12,3 12,1 12,4 12,6
446431 40 12,7 12,6 13,3 12,4
8 12,7 13,0 13,3 12,7
404173 40 11,6 12,3 12,4 12,6

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS para el analisis de complemento C3 como un factor de la
inflamacion, se recogié sangre de todos los animales disponibles en tubos sin anticoagulante para la separacion de
suero. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 90 min y después se centrifugaron (3000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente) para obtener el suero. El complemento C3 se midié usando un analizador
automatico (Toshiba 200 analizador de quimica FR NEO, Toshiba co., Japdn). Los datos se presentan en la Tabla
64, expresada en mg/dL. El tratamiento con ISIS 409826 resulté en niveles bajos de complemento C3, lo que indica
un estado de enfermedad.

Anélisis de los factores de inflamacion

Tabla 64

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en los niveles de C3 en suero (mg/dL) en
monos cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia -7 Dia 1 Dia 30 Dia 58 Dia 93
PBS - 136 138 148 149 129
409826 40 129 131 101 101 90
142082 8 126 135 126 127 111

40 133 134 106 121 111

8 130 144 128 132 125
446431 40 129 130 111 117 114

8 127 136 137 136 127
404173 40 125 134 101 103 102

Para evaluar el efecto de los oligonucleodtidos ISIS en la glandula tiroides, se recogié sangre en los dias 42,
84 y 91 a partir de animales en ayunas durante la noche en tubos tratados con EDTA. Los tubos se mantuvieron en

Analisis de los niveles de insulina
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hielo y se obtuvo plasma tras la centrifugacion (3000 rpm durante 10 min a 4°C) dentro de 30 min de recogida de
sangre. Los niveles de insulina se midieron usando un analizador automatico (Toshiba 200 analizador de quimica FR
NEO, Toshiba co., Japdn). Los datos se presentan en la Tabla 65, expresada en ng/mL.

Tabla 65

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en los niveles de insulina en plasma (ng/ml) en
monos cynomolgus

Dosis (mg/kg) Dia 42 Dia 84 Dia 91
PBS - 29 26 26
409826 40 14 22 15

8 8 4 8
142082 40 8 10 10

8 9 10 7
404173 10 5 3 >

Estudios farmacocinéticos

Medicion de la concentracién de oligonucledtido

Se midid la concentracion del oligonucledtido de longitud completa, asi como la concentracion de
oligonucledtido total (incluyendo la forma degradada). El método utilizado es una modificacién de los métodos
publicados anteriormente; que consisten de una extraccion de fenol-cloroformo (liquido-liquido) seguida de una
extraccion en fase solida (Leeds et al., 1996 Geary et al., 1999). Un estandar interno (ISIS 355868, un
oligonucledtido de fosforotioato modificado de 27-mer 2-O-metoxietilo, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
designado aqui como SEQ ID NO: 50) se afiadi6 antes de la extraccion. Concentraciones de la muestra de tejido se
calculan utilizando curvas de calibracién, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14
mg/g. Los resultados se presentan en las Tablas 66 y 67, expresados como mg/g de tejido. Se calculd la relacion de
las concentraciones en el rifion en comparacion con el higado. El tratamiento con oligonucleétidos ISIS no dio como
resultado ninguna anomalia en la relacion. Los resultados indican que ISIS 404173 es un acumulador renal mejor
que ISIS 142082 en la dosis mas alta.

Tabla 66
Concentracion de oligonucledtido total (mg/g) en el higado de mono
cynomolgus
ISIS N° Dosis (mg/kg) Rifion Higado [Relacioén rifion/higado
409826 40 4424 954 4,64
8 1688 1044 1,62
142082 40 6385 1774 13,60
8 1323 641 2,06
446431 40 6662 1159 |5,75
404173 8 971 712 1,36
40 7180 1464 14,90
Tabla 67
Concentracion de oligonucleétido de longitud completa (mg/g) en el higado de
mono cynomolgus
ISIS N° Dosis (mg/kg) Rifion Higado |Kidney relacién/higado
409826 40 3472 728 4,77
8 1232 653 1,89
142082 40 4103 1244  [3,30
8 1204 416 2,89
446431 40 5645 846 6,67
404173 8 650 424 1,53
40 5039 1094 4,61
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gtgatgcegta
agctgecaggg
cggcagacgy
atggaaaagg
atccgacatg
cgaaataggt
gataatgact
cttacccagg
aaaagcaggyg
caatactgge
acattgatcet
cttacaaccce
ggagtcoctyg
tcactcagece
ggaaccttet
tcegtigata
acagccgacce
ggggactcett
cccgagcata
aaatgcaggg
gactgececca
agcatgagtc
caggetgect
ctgagttact
gecttacctet
cacctccace
cggtaggtaa
cactaaaacc
tteceactttg
gctggeggceyg
cctectggag
geaactectee
tagcatttte
ctttatcaaa
tgggactget
gtgatattgt
gtatttaata
ctgctagatc

tcttgtgtee
tgtgceccat
tcctaagecet
ggcatttgee
ctggtacage
cacctcacge
gatcagecte
ggcacctget
gcecgeegtet
cetgtgggge
taagtggett
gcattttcac
aacattcgag
gctgtaageca
tgggtgtgta
gagagcagcet
ctatatgecet
taaaccattt

gttceggetyg
gtcggggatt
cgcagtggge
agttcgagea
aagccagtga
acagagacgt
atatcaacgce
gccectttgeo
gtgtcgtcat
cacaaaaaga
ctgaagatat
aagaaactcg
aatcaccagce
cggagcacgyg
gtetggetga
tcaagaaagt
agectgegett
ccgtgoagga
tccoccoceccace
agttcttece
tcaaggaaga
aagacactga
ccecagecaa
ggaagccecett
gctacaggtt
cactgteege
gggccgecgyg
catcttecee
agtaccaaat
cagagggaag
catcccagge
actccatatt
ttgaaccaat
aagtacaata
gogtcagacce
gggtaacgtyg
agaaacatga
tagttctcaa

tgatgaaaaa
gtccaagtcce
gttgctgaag
taattecctgg
agggtettge
tctggacatyg
cgecatteca
ggaaaccaca
ctgtceceggt
ctgatggtge
tttaacatga
attttgectt
gtgtcacccet
ttctgagetyg
tatatagtag
ggetcetecac
taagccaata
ttacaaaa
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coggttgaca
gcagegggceco
cgagaaggag
gatcgacaag
ctteeccatgt
cagtcccttt
tagtttgata
taacacatgc
gctcaacaga
agaaaaagag
caagtcatat
agagatctta
ctcattcttyg
gcecgttgtg
tacctgecte
gctgttagaa
ctcctacctyg
tcagtggaag
tcccocecggeca
aaatcaccag
aaaaggaagc
agttagaagt
aggggagcceg
cctggtcaac
cctgttcaac
ctetgaoege
accgegtaga
ggatgtgtgt
ccacaageca
gggcctacac
gggcggeacyg
tatttaaaca
aatgtattaa
ataaatccte
agtactggga
agaagataga
tgtgagatta
tcactgctce

tatgtgettg
aacctgectyg
tecattgtege
catgacactc
tgtaactcag
atttagggaa
agtcaacact
cttecttgaaa
tcaccttgee
tcacgactet
aaaacacggc
tctecgtggta
gcagagcetat
ggcttgttgt
catttcaaaa
cttgttacac
tttactcecatce

tgaagaagca
teggggetaa
gcgcagcagoe
tocegggaget
agagtggceca
gaccatagtc
aaaatggaag
ggtcactttt
gtgatggaga
atgatctttg
tatacagtge
catttccact
aactttettt
gtgcactgeca
ttgetgatgg
atgaggaagt
gctgtgatcg
gagctttecee
CCCaaacgaa
tgggtgaagg
ceccttaaatg
cgggtcgtgg
tecactgeceg
atgtgegtgy
agcaacacat
agageoccacg
gagcegggec
ctcacccecte
ttttttgagg
cegtettggyg
ccaacagece
atttttteoce
aattttttga
aggtagtact
aggaggacgg
acaatgetat
ctttgtoceg
cccgtgtgta

aaatgagaaa
tgcatgacct
tcagcaatag
tagtgactte
acattccaag
gcagggacac
cttettgage
cagcetgggt
gagagaggcyg
toctgecaaag
agctgtaget
gaagccagta
ggtgaggtgt
ttttaagtece
tggacgtact
attatgttag
aggtcattat
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gcageggcta
gagegegacyg
cgecctggee
gggeggecat
agcttectaa
ggattaaact
aagcccaaag
gggagatggt
aaggttcgtt
aagacacaaa
gacagctaga
ataccacatg
tcaaagtcceg
gtgcaggcat
acaagaggaa
ttcggatggy
aaggtgccaa
acgaggacct
tcectggagece
aagagaccca
cegeacccta
ggggaagtct
agaaggacga
ctacggtcct
agcctgacce
ccegactage
coggacggac
atccttttac
agagtgaaag
gctcgecceca
cceccttgaa
caaaggcatc
tgtcagcett
gggaatggaa
ttgtaagcag
aatatataat
cttattetece
ttagaatgca

ctttgatcte
gatcattaca
ggtgcagttt
ctggtgagge
ggtatgggaa
[ofeslelelefelelels]
agaccgtgat
gacggtcett
cgtectgecce
ggaactgaag
ceegagetac
cagagaaatt
ggataagget
tgtatatgta
ggtttaacct
agaggtageg
tttttacaat

gggeggeggt
cggcectagag
cgtcatggag
ttaccaggat
gaacaaaaac
acatcaagaa
gagttacatt
gtgggagcag
aaaatgcgea
tttgaaatta
attggaaaac
gectgacttt
agagtcaggg
cggcaggtct
agacccttet
gctgatcecag
attcatcatg
ggageceeca
acacaatggg
ggaggataaa
cggeategaa
tcgaggtgec
ggaccatgca
cacggeccggce
tecctecacte
aggcatgceeg
gttggttctg
tttttgcece
agagtaccat
ceccagggete
tectgcaggga
catagtgcac
gcatcaaggg
ggctttgeca
ttgttattta
gaacacgtgg
tecetgttat
tgtaaggtcet

tgettactaa
tggetgtggt
tccaggaata
ccagoctgte
gccatattca
ccaccetttgg
ttggaagaga
taggcageet
accctcaaac
acctecacat
tctettgeca
ctgtggtggg
taggtgecag
tgtagtagtt
cctatecttg
agetgetetg
ggccatggaa
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1080
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1200
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1560
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1860
13920
1380
2040
2100
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2220
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cagatteccgg
aacctgeatt
caaacttaaa
ctcaaaatag
aagggctgaa
tccttgtaag
ggttacttca
ttaaaacggt
atcagtetga
tgttgagace
tggagtgeag
ctectgecte
tttttttttt
cteggactet
ggtgtgagee
ggtggagtge
tettectgece
ttagtagtga
catccogeoectg
gctcecctatga
ctgagcagga
cattecctgea
gcagtgggcet
gcagacatct
ccagcttgga
ttaaggccac

cgggectgga
cgoegeagege
togeggtget
gtcgaaatte
tgatgegtag
gotgeagggyg
ggcagacggce
tggaaaagga
gggagcgece
tocaggceooe
cgatgggaca
cgocgeageg

gtctcatcocee
attcaacaca
catcttaatt
cacaagtgtec
aaaagcagaa
gcaggaacag
ggttactttt
ctgcttggga
tgatgtagaa
ctaatgecag
tggagetate
agccteoccaa
tttttttttt
tgacctcagg
accacaccca
agtggcgeca
tecagceectece
cgaggtctga
cctetgecte
tttttattta
gttccttgat
gcacccaagt
toccocageag
ggccagagcet
ttactgaggc
tecactetgtg
gagaccacge
ccgageocag
ggggccactt
tegatcegetg
tteeggetge
teggggattg
gcagtgggece
gttcgagcag
cggagcegtgg
agactcocte
gcgacgeact
teggagecocco
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tagaccaaaqg
cttoccaggt
ggcttcattc
ccaatgagct
acaaagaaca
ggaaacagaa
tgttgtaagyg
aatcagggtg
ctttageatyg
aactttittt
ttggctcact
gtagctggga
tttagcagaa
tgatecacct
gecetttttt
aaacagctca
cagcagetgyg
ttetgttace
ccaaagtget
acataatgca
acttcgggaa
ggaaattctg
cgtagtgaaa
gggaggcagyg
tggggcccag
actcaacggg
geegtgggey
agccccaaaqg
ceccetageac
attggtectt
cggttgacat
cagegggect
gagaaggagyg
atcgacaagt
cgggecette
tgggtettge
gegtococcee
cttagatcee

atatctgaat
gaccgtaaat
atgattctag
gagcagagga
aaaagcagat
caagagagaa
attaaagcaa
tgtatctctc
agtgactceca
gtttgtttgt
gcaacctetg
ttacaggeat
accgagtttce
gegteggtet
ttcaagacag
ctgcagette
gcageaccac
caggetggte
gggattacag
ccatggaatt
acactgaaaa
cgtttecagac
catgatactc
aaatagagca
gccctgeagy
cecgggteggy
gggctcocgyg
cggaggaggyg
cgeceecaegge
ctgcttecagg
gaagaagcag
cggggetaayg
cgcageagece
ccgggagety
gcttaggecg
cctetgecte
accectttgte
ccacctecect
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catttggcega
gtcaaaagac
aatcgggcaa
ggttggtttt
tggtcattte
ataactgatt
agggaacttce
ttctgatttt
ttttgatttt
ttegetettg
cotecagggt
gogccaccac
accatgttgg
cccaaagtge
ggtctectete
cacctectgg
accggoetaat
tggaactect
atgtaagcca
tgtgctetge
tcattcocatc
agggacacta
ctgagtttca
cggtgeoecte
aaaggaggtg
gctggaacte
ggtcegectag
aacgcegoeget
teocteceoege
ggcggagecce
cageggetag
agegegacge
gceoctggecee
ggcggecatt
cttgaacatc
gctectactg

ceeggggcagg
tctgttetec

tgggtccaygg
aaaattacaa
gacttcattc
atagacagaa
aaagttactt
ggtcgcateg
attatgttga
gtgaaaggtt
tagtctagtce
ttgcocagge
tcaagegatt
gecocggetaa
tcaggetggt
tgggattaca
tgecacccaa
gctcaggtga
tttttaactt
ggcctcaaga
cegegectgyg
ttagttcagt
cccatccatt
ccacttagaga
tgaaaaaagqg
ctcccatact
catgactact
aatgeccteco
geaacaggeg
attagatatc
ggaagtgett
ctggcaggeyg
ggeggoggta
ggcctagagce
gtcatggaga
taccaggtgce
ccctecagacce
cttgaggatt
gegtgtittet
agctcgggtyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
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atctcoctcaag
cocogececcet
ttttctggag
ccccoegtee
atgacagtcc
ttectgtgeta
tcectageett
cagatagtga
agaaggeogg
getttgtgag
ctagcoccagga
ggactcagga
cttagtettt
aaagttagga
getottectt
ggttgttaag
tagagagatt
ggctcaaaag
gcttagaaaqg
ttttttggea
ttatttggac
tctatatact
tgaattagct
cagtttaatg
gagttgatta
gaaattgact
atttcttaca
attcagecatg
aagtttttct
tcttaatgga
ccagcattttco
gettttetee
gagttcagat
aaaccattat
aaaaaaatta
tgagcttgece
gcaggtcagt
ctattgggaa
ggaaaacaaa
ccgtattttt
taaaaagtca
acacttteaa
ccagatgagg
aatgaaaaga
tgttttgett
cattgtgaat
aggcaagatt
atttgttttt
catgttgtaa
ccaaaaagat
ggaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
gacccattag
ctgatcagta
taactgggag
tcactggeat
ttctaaaaag
gccegttactt
tacctggtat
aaatttcetg
tctttecctt
ttttggeaat

ggggttttge

cegggggace
gcctgtecac
tggaccacct
cteottecaca
cctttecccot
ggcaccgett
agtggggect
caggtgetgt
ctgtcttaga
ctgaaccaaqg
ggcectgeoggt
aggttaacgt
ggtcgtggea
aaggagggtt
tcacaageag
attaactaaa
ttgttacttyg
gcaaattgtg
gaaaaaaggt
geettgattt
tgtagtgtgt
aataagtatg
gaatgaattc
cagtagagte
tgatacaccc
gagttgacaa
attttaagcce
caactagcat
gocacaatta
ttgacacatt
tcaccteccac
taagtgtaaa
gaccttgagt
ttttcaagga
atactttata
tagcctattyg
tattctaact
aagaacaaag
ctttttagge
aatctttaat
gctttgatag
atcatcecggt
aaaagagatt
atagctcatg
gttttetegt
gatttgattg
tattcatgtt
atagectgttt
caatagttca
gaatattaaa
ctattttatg
gactaacgga
atctaaatgt
ctttggaaat
cacaagtaga
atttatagga
tcagetgggy
cteocteocatt
tgaataatgt
tggaggtttt
ttetotttgt
ttetgtteoct
tgtgttgeoce
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gccggtetgt
tetttgtece
cagactetet
tttecttteo
ttctgttcat
aggcattgga
agagteogaat
gaagagaacqg
gaaggggatc
aggagcagaa
acccactcca
tttaacccte
gagatgacct
tctcatatat
ctgaataaga
accacacttg
tgtaaaggga
agatccatca
ttaagcagtt
tcatgtggat
atattagttt
attgatcagt
cataagggac
taaaatgtct
catcacagtg
caagaaatac
agagtgggtt
ggagtgtgte
aaccccacaa
ccetgaggta
tgtatggata
agtagctett
ctaaagtgge
ttcaaagaat
gcatgttgaa
tgatcagaga
tattttctga
agtgaagagg
agagattctt
gctaatgaat
tgtatataga
tgettgattg
gattttactg
tgctececete
ctgtaaattc
tttcagataa
agaggcaggce
tcattatgaa
ctaaaattcce
atttgecaat
caaaggagaa
aatgacatgg
tcttgtttag
ggtgtaaatg
aatagtgaaqg
atactttggt
gataatggta
ttgcatttta
aattgaatgt
ttgacttagce
taaagaaaac
agcactgett

aggttggtet

gctoctcaacg
ctggggtgat
teetttgtot
cctagtcetca
tcatttattg
ggtggtgttt
agggcaatca
acttectaac
agggaaggcec
agecegtgaga
ttggggcecat
tctaaaatag
tgtottagga
ctataaaaca
tacatactce
cacagtatct
gacagcagat
gectgtagtat
ctttggtatg
ttacatcaag
ctgcetagact
atataaaatt
tttgagactg
ttaaatgaaa
gaagcattgt
gtattgtaac
gacctgtcac
agtottcaat
gttagtcaag
gtttcttttg
tttttetttt
tgtcatacaa
taactttcca
gtgtttacaa
atgagggcag
ataatgtaat
ttagaacaaa
acttttgagt
tgctaggtca
agcatagatg
tggctttaaa
ggoectagetyg
agctagaatg
catctgtagt
tttgattcte
aggggactge
tttgtaaaat
atacaatcta
ttactgatat
aatgtttatt
agatctatac
agagactggg
ccetggtttg
cctttgtaat
gaaagaactt
gtttttggaa
atgcegetgt
tcttgaatag
gtactgaatt
tactgaaata
tgtcttgtga
tttetttett
tgaactcctg

84

cgaatcocte
ttagecaccace
cectggggga
gtgtgegtceg
gataggagtt
gctaatcagg
aacacaaaaqg
ggggtacagg
tgtcaaagga
atatggggcet
gatattattc
catctttect
gtcatctccet
agtagttaaa
caattaaatg
taaataagcg
gattctgttt
taaaatctat
cttgactaac
cttatttgac
aatatttcta
tgtatgecat
tgtagacaaa
attgttggte
ggagagaagt
ttagttetta
ccaagcatgg
tcattteett
gtgttgagat
gtecttagaga
ctaagatctt
ctgtagegtt
aggtgtgtat
ttgatagaaa
ccttatacaa
ttttgettac
aagatgtaaa
gctgaggaat
gtttgataaa
ctaataagca
cattgttttc
tectaagagga
agaggagaga
ttaagagggg
tgacaccact
aataatacct
gggccactct
atgcctgact
acagcttatg
taaatactat
actatgactc
aagttctagt
agtgaactaa
tgtctggact
tttgctattg
gtaagtaaac
ttettagetg
cteoctcaaaa
tcacagtgga
acggecetttt
tcttgtagat
tetttetttt
gettecaageg

gcaccccgac
cactatttee
aaaggttact
agtcocecagag
ggcaagctta
acaggcaaga
caaataattt
gtgactgeat
ggagacattt
aaagaacctt
tttocaggcag
caatgagcag
tgtgtgttaa
aacacaaaga
tcattgeggy
atatacagaa
tcagcttata
tttgagectcoce
aaaagocttt
aggattettt
accactgtaa
atctggtcte
ttttotgcat
tgaagtgttyg
ctttteocact
gttgaatttt
ttaaaattgt
cattgttcett
tttcactgcet
attgtcaggyg
gaaatcagaa
ttetgaaaca
cgetttacca
atggaagttt
agtcatactt
aacttggtaa
aacttgaaaa
gtggcagett
gtgagcataa
tctaggtcta
tagcatttaa
gagaatgagc
gggttgagtg
ttgggteagyg
cactatattt
tgtgacatga
tccaattgac
aggttaaaac
ttgttatatt
tttetteaga
acttcactta
catocttgagt
atttaggtgot
gatattagat
ttatttgaca
caaccagtgg
caagttatct
cctattaaaa
aatgaataag
gttgtgtgat
tacagaatce
aaatagaaat
atccteoccac

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5340
6000
6060
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cttggectec
agcctatata
tetggtaaca
aggaaaattg
ttccatgttce
cctetgecac
ggttcteaga
tgaagccggt
ccagatctga
gtceaaactc
attctageca
ataccattgc
cagcetegaat
caagetggea
ttitttttit
ctectggget
agacactgtyg
aagcttectg
cacagagtag
gatggtataa
aacaaataga
accacatttt
gaagaaaggc
ctttaaatat
gtaatatgtt
ttctcacaag
ggatataaaa
tcaaactata
agagtagttt
cagctgtcat
cttgtaaaaa
taatgtactc
tactcagttt
tgagtatagt
ttgataaata
ctatgctttt
aggaactgat
ttgecettta
aatatgatag
tagaaataat
tcctttttca
attgtatgaa
agccaaagaa
tactacaaat
ttttttaata
cacaatcttg
ctececaagta
ttggagtaga
gecatctgte
ggcccagoee
ggtitttacta
tetgaagtca
tgcattttct
ctaaatcectt
gteccctgtet
acttttacag
tcacttgeaa
ttcttagtga
ttttttceott
taaaagtcac
cggttacagg
ttccaaatag
ttctgaatat

tgaagttggg
tattttgeac
actaatactg
gaattctage
acattttgag
atttcactgg
tgttgettat
tacccgttaa
gtctectcact
ctotttagea
gacaagaaag
tgagcacttt
gtgtgecttce
catatetett
aaatttttat
caagtgatcce
cccagetgta
aggccacctg
gtacctaaca
agatgtacaa
ttagcccaca
gagtcatggc
tggecattett
aacaataaat
tgtctocteta
actageggge
tatagttctc
aatggtaatg
catgttttgce
actaacagtg
tgatcctgga
acaaatacaa
tgtaaggtgt
taacaactca
gagttcattt
gcagtttttc
tcttgagaat
tgttgtaatt
tttacacatc
getttacttt
aagcagcettg
aactgaaaat
aactgtagee
aaaataatac
ttttttttga
gctcactgea
gctgagacta
gatgggattt
tgecctcagge
tttttttaag
aggcagtaag
getetgtaat
ctgggaaata
cttgaggatt
ccttetettt
atgaagaagyg
agataagatg
ttagaaaagy
tcttaatgga
tacgttacat
attgtacact
agttcteotta
aacttcactce
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attgcaggeg
aatttggcat
gcaaatcgge
tgggtcattg
tatccaggag
ttggteacta
gagcctgeaa
tatggtecca
cctetgeaac
tggcagcocag
ggcagegtte
gttgaggatg
ttgcaccaga
ctaaageccet
aaagtcaagg
tcetgecttg
gctgetactt
ttgtatcttt
agagttggga
aacatgttcc
ttagtaccaa
ctaatgaggt
agccagtaga
ttgtgettgg
agaattgttg
ctttgeatgt
cataaaataa
acattctttg
tttttctagt
ctgagtgagt
ctaactgatce
tttaatgttc
ggttgggtac
aaagaatggg
gacttggtaa
tctcaagtag
ttacgaaagc
ttaggaagaa
tgccatattt
gtgtagaaat
acataatcat
aagaccattt
atcaaatcta
caagtactta
gatggggtet
acctccacct
caggcatgtyg
tgctgtgttg
teeccaaagtg
agaaaaacgt
gttttatgga
atggactcag
aacgtattet
aaccacttga
acttttcaga
aagcectegge
agcatagcaa
aaaactctte
toettttattg
tacagcaaac
attgegaatt
agaacgtgag
aagagaacaa

tgagcaggta
tcctecetac
tgggcatgtt
ttcecagatyg
ggctggggac
tggecatecctt
tggtttetag
tcatcactag
tacttctgat
cttecagtece
tccaaactca
cctetocegt
gttttgttece
getgteattg
totcactata
gcotcocaga
tatatcccag
ctcatteate
ttgaattgat
tggctccocac
tagtagaggt
aatttagtat
agctgatace
cctacggtga
aattcctott
ggttggttca
cgactgttac
geatttgate
gtceceoctgtg
cecttacttt
attaagttca
ctgaataatc
tattaggcecte
gtgtttttte
tgtggaaaat
caattgggtyg
ttcaacccta
acctacataet
gagaagaaaqg
ggtotttaga
gagtatcttyg
cacatggaag
ttgatetctg
taaatgattt
tgetgtgteg
cctgggetca
ccatcacgee
cecaggetgg
ttgggattac
atgacatcgt
taccctatgg
agtaaacatg
ttactactct
agtaaagttt
tgtttettee
tgtgtttgtg
aactaggett
ccttgtetet
gcacttctet
agcttagcta
tcttacagga
ttacttaaaa
ataagcaaac
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ctttttetga
agtgtttatg
actttatget
atgtagtttyg
tttggagtag
tccaccacac
tttcacactg
agtaattcat
tecttteataa
tteecctocta
tactegacct
tcaatctage
gtcacctgtg
tagetgegte
ttgcccagge
gtgctgggat
gtotateteo
ttgaagtcct
ggtcagtact
tctagggggg
cactetggga
tgcctgetge
actgatttgt
actttacagy
ccctecatecce
taaaatactt
caagtctttyg
agaccaccct
tctgggtata
ctttgggttt
ggtcaagtaa
cttgtaaaaa
aaaagtttat
ccgaggggcea
gagtagecct
gcttttectyg
actaggtatg
ggtctaagtt
tacctaagtc
gtttaatage
ctgacagett
attccctect
ggctttggta
tcagtocttt
tecaggetgg
agtgatcctce
cagctaattt
tettgaacte
aggtgtgagc
tegatttact
taattagata
gcaaagggac
gaatctagtyg
tgggtcecaa
tagagactga
gettttgtgg
tcaaaataat
gttaagaaac
tccttttgea
atttttatce
aagtgaacat
atgtctaagg
tgcatttage

ggcctgectyg
ctgatttgtt
geccatatte
gcaccagceea
ttggtgattc
tagtagtcta
cagaaatgag
tgttctaaaa
cacttgtaaa
tgtggcttce
tcattectet
ttgcatcttc
tgttttcata
tttacaaaca
tggtctcaaa
tataggtatg
aatggagccec
ctgectectgyg
ttgctagecet
caatgatgga
gaaggceocec
agtggctttg
ttcacagaag
caacttggag
tcctgactgg
tttgattttg
atttttttte
taggggcaag
gttgcagtct
tggtttotee
taaaaatcct
ctgcagcagt
aggagetttyg
tgaaatgttt
gacacgtacg
taaaagatag
caaagaatag
tcatttgaat
tccagcattt
tgetgeccte
gtaaattttg
gecctgaaac
caagtcacac
taaagtttat
agtgcagtgy
ccacctcagg
ttgtattttt
ctgggettaa
cactgtgecee
gagtgcettat
gaattagtge
acttaaggtce
ctgggaaatt
gtaggcttgt
ggtatatttt
gtgagcaaca
ttttaaaaat
gtttttegac
gaatcttact
agatgggece
caagtaatta
atgaagtcac
ataacatggt

6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
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aaattagett
tttcaaatag
gagtcataaa
cecagtgaat
tgttgtcatt
tttgaattaa
catagtgtta
gttacattaa
agaatacaac
catccctaga
agcatttcota
tattagtgece
ctgctacttg
agtattggag
tcatcetttyg
ttaatacact
ttttttttac
actcgaatgg
taggaaatag
gtecttaget
atcttcagtt
gttttattta
acacagtgtc
tatagcgaag
gtttgatttt
gagctaattt
tctagaaaga
aaaaaatatt
aaaatctttg
gcegaggtgyg
aaccctgtcet
cagctactca
gagecgagat
aaaaaaaaaa
aattatattc
agttgatatt
ctttgctggg
ttgctcectaa
gttgtgtttc
atgtgeactc
gacttgggtt
caggatctgt
gtaactttct
aaaaattggg
gatcceecta
cttgaaaaaa
cattatattt
cttttgteta
gagaaacagt
tttattgaat
ttattatata
cccagacccet
gtggccactg
gcctecceocga
ttttetaace
tcacgcaatg
caggagaaat
cgtctgaget
acatgtgtge
gtacactacce
ttgatgttaa
aaattgaagce
taggataaaa

taactctect
tcagggetta
tatttttgtyg
tttttttteg
gttttgettt
gagcattact
aggatcatge
gctacatcag
ctggtttage
atgctgggtt
aatattcctt
attatcagta
ccoctattte
tgtgeacagt
tgagettgaa
cagagagaga
ccatgaatac
taacaaactt
atggctttag
gtetgtgaaa
tgaggaggta
cagggcaaaa
ategtttgge
ttaaagggty
tgtaggttga
tagtctettt
caacttttga
ttectecagtac
attceggeeg
gtggatcact
ctactaaaaa
ggaggctgag
cataccattg
aaattaagtg
tttecatacag
agaggatttg
ctgtgtatag
gggtaggtge
agagctttag
acaggagggyg
tgggttctga
aaaatgtagt
acaaagacat
gettcecatgeco
atctaaaagt
acccattatt
taaaattcct
aagaggaatg
ctgetgeatg
tetgtgttgt
ctgtcaattyg
cagtcttcte
cttcagetto
tttattagga
tetttectag
ctttttaaaa
gacatgcaac
tacactggca
gttgcagagt
tagcacttga
tgttatgtga
aaagggctaa
teattggecea
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tgatgtttga
gtttgettet
gctaactttt
gggcagggag
gttgttttta
cttattgtte
tocgaggtgg
gtttatacaa
cacacctaaa
tcaatgggce
catgtettac
ttttgtttgg
tctacctget
ggtattggta
gtttectccaa
atcactgaaa
atatttgteca
ttggtttece
aagatggaag
tgcagectgaa
gttaccctte
ctgtgeteca
agtgtttatg
cagttggect
tcataaggaa
ttacagcttg
atgtaggaca
tttggaagtt
ggcatggtgg
tgaggteegg
tacaaaatta
gcaggagaat
cactacagce
atttctitge
gtatgaaatt
taaaagatta
gaaaccttcc
ctgtatctgt
tctcaagetg
acatgtgagg
ctetgeettt
cattagacta
ggtcacagga
ttactcatge
gggacagaac
tccttaaaaa
gaatgccaca
ttggattttg
ttetacccott
gcectcaggceca
gtctataaca
ctgtgtcectg
cacatacatg
cataggagga
atgtcacaaa
aagagaagag
tetggattct
gtggtcetget
ttaccacagt
gtttgcaace
tgettggect

agggttggtyg
ggtactectt

acatttgteg
gtaaggataa
gcacagagaa
agaatatgtce
ctectgaactyg
tctactaccet
ggtgaggeag
gcataaaace
ggttgetett
ctttatgtac
tgacagtttt
tetgttcaca
aatgaaaatg
ggttetgtac
aaaatttatc
aagtagatgt
actaaacctce
aatagatttg
aatattttgt
gatgggtgtyg
taaccactta
gtagtttece
tgcecagggte
cecaccttta
gtgataagta
ctttgtatce
cagtctatat
ggacagttgg
ctcacgecetg
agttcaggac
gccgagegty
cgettgaatc
tgggggacaa
tttgtgacac
cttgttecaa
tgaccacgee
ccagectgtyg
ctccagtact
ccctgecteoce
tcatggaaga
gactgttgtg
gactagacag
gaagaccaga
tagatatggt
tttaaaattt
taataaaatg
tggatgaatg
taattggact
gttcaggata
ctgtgcaaag
gcaggaaatg
gattcagctt
gctgtgaaga
gagagtttgt
ttggecacce
tttaatttgt
ggectetett

ggactgaggy

cccacagtgg
cctacccecaa

tgtaggtatt

gectgaggga
cecttecege
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ctgttaacta
agggaaaata
aagaggccote
attttttggt
aactgtatct
ggacgecace
aatggggcca
aaatttttgg
gaatattccet
ctatcatggt
tcttgaataa
ccacaaataa
cttttgaaag
tcatccttaa
acaaaactta
agtttaacaa
attttgecaac
gaagatgttg
ttgaagtggyg
ggcecttcate
agaactgecat
tggtgetige
catgttagaa
gttttgtaag
tgttaggtta
tttgccatta
tctatacttg
aagcatagtg
taatcccage
cagcectgaco
gtggtacatg
tgggaggcegyg
gagtgaaact
ttctactttt
gctagtggtt
tgecaatgtac
cccttgettg
ggttagtttc
ctgaagcagce
agacgactca
ggattttgag
ccatatagca
gggtggggty
agcattatat
catattaact
ccectgtgggy
tagttcettt
aaaaaatctt
aaacccacta
tecctttacat
tttcaggagg
cacaatagca
gagacagggyg
agtttttgac
acagtcatat
geccattgttt
gaaaaatctg
acacaactce
gtcacactgt
gotgagtttt
tggtatatta
gtgececettga
cottectett

ctgtttecact
cgccttecact
taagaaggta
ttgttgttgt
tgacagcact
teceocetgttge
agatcagaaa
agcagtcecce
tgagaatcca
gtcatttetg
atcttaggaa
ctacccaggt
tttgagtaac
ccacttgttt
tcagacatag
acccagtgece
ttgttecact
cttttgaaag
agcgtggtat
tgeattteoce
ggtacatgcet
cttcacgtta
ggaggaaagg
tgectttaaa
tttgtggttt
aaacatgctt
gctacatttc
acagtattta
actttgggag
aacatggtga
cctgtaatce
aggttgcatt
ctgtctcaaa
ccagcaagta
aaaaaggcac
tgaageraagg
atagaacatt
acacagaaca
caccctgage
ggaagaagaa
gagttgcata
ttacctagat
atctttcetgg
ggetgtgect
caaattaaaa
gcataagtca
tgaaattctt
ccatttgaga
atagctaaca
gcaatgctgt
acaatgaggt
ctatggcagt
attgtgctaa
ctttgectag
tttgettget
ataaatgaat
aaaatcacac
ttttggatgt
ccttgteggt
ctagtcaage
tegttagata
cagtaaagtc
ttetetttat

9900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
116490
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
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coteagectoe
aggcaactga
gatgaccaac
accaaatatg
cttggtcagg
ccttatecte
cttgttaaag
tttetttgat
agaacaagca
taagttttgt
cagagttttg
catecegocte
aggtgcotge
ggggtttcat
cteggoctee
tatttttagt
tgggggaagy
ggaagatgca
ggtgatctgg
gggtgtttaa
aggacaaaac
ctttatactt
gctttttgte
gtctgttgat
tgctgggcag
cagtagtcca
tcttacagge
ttgggageag
gaagggcaaqg
tteottgtecyg
tecactteoctt
attattetet
ttttaaccte
tattccatca
toeteocaggag
gtgoacagta
tocaagtatg
aagatttttt
gtgoctagtt
tgaattttaa
tttttttttt
ggegeaatot
gcctectaag
tttggtagag
teocacteocact
tatgtgetet
agtaccttat
ataagactga
ttatttatat
aatggcacga
tcagectect
atttttaata
tggcogatcecg
ctggecctggt
tgattgetcece
agtctctetg
ttgtgaaaac
aagtagtoct
tacaaatcat
gaataaaaaqg
tttettttgg
gatatatggg
ccgttatatg

cttoetgetat
gtgtggctgt
ttgaagttac
cttgeactga
agtgatacca
atagctataa
gtototocot
ccttettgaa
atagataagg
acctttctee
ctettgttge
cagagttcaa
cacgatgcoce
catgttggee
caaagtgttg
ctctatgeot
ggaagaagag
gcoecteate
ttgtgaccat
atatagaaca
cagetcagtg
ttttgtgtat
aatctttcat
tcagtcatte
ttgggatatg
gcagacaaag
ctaggctcoca
gcaaaacaaa
gaggagtgag
tetetgttea
cotettiggt
tattgtatat
gactgecata
tggccttgag
ggtgatattt
attagtagge
tatgcagata
aaaagaatct
cactgacttg
gggatatttt
tttttttttt
cgactcactg
tagctgggat
aagggtttca
tecagcctcec
tattagcaat
tasaaaacte
atttttaggt
ttatttattt
tcteggetea
gagtagetgyg
gagacaatgt
cocgectagyg
tacttaaatt
coegtttacca
ceatatatge
atctccecett
ggatttgatt
ttaaacgtct
gtattttgac
agtcatttat
gtaaaagaac
gecactgteg
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tttgaggaag
atttctgtec
attgggtogg
gacggcetacg
tttgtcatgt
taaaataaaa
tttagceaaca
cacctattac
atgattcecttt
agagggaaag
ccaggetggy
gtgattotec
ggectaatttt
aggetggtet
ggattacagg
taccgtceteca
gaaacgggag
aaggtgggga
gttgttagag
ttcggagaat
ttttagecact
gtgaaattaa
ttgettttet
aaaaaataat
tggtgaggaa
tggctgaata
ggtgctgtgg
taaaggatag
actgtatatt
tattaagtgt
cttaaccottt
atttttecte
tggectcetaa
ctcatgegac
gtttcattgt
aggeagtaca
atctttgatt
tcaagtttta
cagetgecac
caatgatgtt
gaggtggagt
caacctooge
tacaggcgcece
ccatgttggt
aaagtgotgg
tetecagtaca
aagtgtactg
actgtaacac
ttgagatgga
ctgecaaccte
gattacagte
ttcaccatgt
cotoccaaag
taaatacaaa
ttecacacatt
catatagata
ttttcctgtt
tibttttttit
gaaaggggaa
tatttttttg
gtgtcactga
catagttcat
cagggggagy

ttagaagceca
catgttcagt
cctaatgggg
aagtaaggtt
gteocaacttce
taaatacata
aaagtacata
tcectatagagg
accattataa
gtatttgtat
gtgcaatgge
tgectcagee
ttittttttit
tgaactootg
catcagcocac
gatcaggagyg
gaatgttcca
cacaggaaaa
gacgtcecagyg
gcteocgaage
ccgggatcat
aaccaaccac
cgtcectagatt
acatgaacag
gacaaacttg
aagataatct
ggatgctecag
tgtataaagg
ctoetgagtet
cacctagget
atetgetace
tettoctttt
acgettecayg
cagatagtga
aaattttgta
ggattcattg
tgtacaaaaa
gectioccac
tatgagaata
ggctggttta
ctegetetgt
ctecocgggtt
tgccactacg
caggctggte
gattacagge
cagatagett
ataattatct
ttcagattac
gttttgetet
cgecteccag
acccgeocact
tggccagggt
tgoctgggatt
aattatgttg
tattaaattce
acagaactag
tctaattcta
tttgatgatt
aggtttteoct
aatgatgagt
gtggatacca
aagctcocottg
cagcagtttt
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ccaccatttt
tattteccagyg
gctgataaaa
tttaatgact
atgactaaat
cattgcaggy
ttatgttgta
tatgttgtgt
cccagtcaag
ttatttattt
acgatcteag
tecegagtag
tttgtatttt
acctcaggtg
tgectoogge
atttggtgat
gattagggaa
ggaacgtgty
gaagcatctg
ttcagagaac
atggcatgac
tcaggaccaa
gtaagctcet
ctactaggta
gtccocctgeceoc
cagttcacag
gaaaaggtat
taatatctag
ctacctaate
tgaaagggty
cectcacaca
catgtttect
aagggtagcc
aggecatctgt
gcecctagaac
aagtgaagtg
aaattatatt
taggaatata
aaggtotcat
tecccattatg
cacccaggct
caagegattc
cccagctaat
toegaacteocot
gtgagacace
tgagtgattc
tacttttaaa
agattctgat
tgetgectag
gttcaagcga
acageoggcet
ggtctegeac
acaggcegtga
attaattctg
ttegettgee
ctgtoctgecaa
gctatgagga
gttttttgat
taaaaatgga
ttttttttte
tggaacatgt
acagaatcac
gaagaagggy

tteccaccte
aactattttt
gaatgaggtg
tgetttgtga
ggttgeteta
aggaatgtat
gaacatgcoett
atggcaaatt
gtctttgtee
atttttgagg
ctecactgtaa
ctgggattac
tagtagagat
atccatcocac
caggtatttg
ttatcgaatg
atagctagat
caaagaagat
gtaggtggtg
ccttoccaaa
agcatggctg
tttetotgaa
tgcagccagt
ccaggctctg
ttaggaagtt
tgataagagc
ctaattggga
ttgaagttet
tgggattgac
agatcatatt
atgcatatge
ctgecattac
tagtggaggt
gtaggtgtct
accaacaaca
ataactttta
ttaatatgta
ttgaaaacat
ttagttgtty
tggtettttt
ggagtgcagt
tgctgtetcea
ttttggtatt
gacctcatga
atgcocagoec
tttcaagtea
tggctaagtg
atttttatgg
gctggagtge
ttcteectgee
aatttttgtt
ttotgaccete
gocaccgeac
aatgatttcce
atatagaagce
accactgaaa
ttatatacag
agttgttgac
tgacaaagga
tetttcocttgt
ggcagaagta
tgaagtgtag
atgagtaata

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
18020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
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atgagtgata
ttatgectttt
cacatagggt
tgtatgeatg
aattgettaa
ttttggtggy
aagtgatcct
ccagcttagt
ctggcetcaca
atttgggcag
tccagetatt
cagaccttcet
tetctagttt
gcagcectact
cctetecact
tteococtgte
cagtattgag
ccatcagate
gageccetttge
cttgcaataa
ttatgtatge
gctttatact
tteatcettee
gccactgaaa
gtgcagtgee
tgaccecagec
ttgtattttt
atgttggcca
aggtgtgage
taatacagtg
tgcatattga
ctoctgette
aacttgagga
tttttgagee
acacatacac
ggtcetttgee
tttacttaac
ctttetotga
ggecctetga
gctetgtaat
cggggetget
tagaaaatac
aggctgaggt
gaaacccotgt
tceocagetac
agtgagetga
aaaaaaaaaa
taagtagttc
gtgattgeta
caatttagat
tgttttcocce
ggetecctea
atgttaatge
ccctgecteeo
attagtctta
ctctectecatt
gaggcattta
atgattttgt
gagcatgett
tactggtttyg
agcagatgac
aatatattat
ccceccatete

aaaaggcatc
gttttctgat
gtatgtgtgt
tatgtatctt
ttgcttgect
gtacagggtc
cocegectegg
tgtattttaa
acctgtettt
cocacccage
tecetteeoctg
gctectetagt
gggttttete
cacttececcte
gtacttgtgt
tttgtcttece
ceectagaaa
taaagcttac
tectagagte
ggggttggtg
cagttcaacg
ctecttetot
agtcactctg
taattttttt
gecagtcttgy
tecctgagtag
ggtagagatg
ggctagecte
caccgcacct
gatattitge
atattcectt
tetagctagt
gtteccetacag
atctcattca
tgtgcactat
tctcatggag
tgattctegt
ttteccettt
aggcctectt
agcctgttta
tttgttctag
ccaacaaggce
gggcggatca
ctctactaaa
ttgggagget
gatcactceca
agactcecatce
ctgaatgaat
gggaggcttt
tttacacttt
ccatgagatt
tggtgecttyg
tegatggage
atgccctgea
tgttecagtyg
caaacttogt
ttaaaagcca
ggtgggtttg
gggtctecaa
gaatttcetg
acttttgegt
cettagttca
ctggatcttt
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ctggatagaa
ttgcggagga
gtgtgtgege
aggacttaag
tectgttgttg
ttaactatgt
gctcecaaaa
atgggcecctgt
ccatatcaag
atcatcacct
gcagttgaga
tacagecctct
ctttattcag
cttatgecatce
ccatcttett
tgggcccagy
tcecagtettt
ctgecatceet
tgegetectyg
actctegagy
ttetcagett
ggttgaaatt
tgtgtttatce
tttttteocag
ctcactgcaa
ctgggattac
gggcttoace
aagtgatcca
ggcctgaaat
atcctaattt
ccetgtttta
cctagacctt
ggtttacccea
ctoacccagg
gggacagcect
ccttgeatat
tcttctttee
ccacaggtcoc
tecatagcaca
cttacctatt
tcatttgtat
cagtcgcagt
cttgaggtea
aatacaaaaa
gaggcaggag
ctgeactcea
ttasaaaaaa
agatgagaat
gagttgatgg
gttttctetg
gtataccatt
catggaattg
taagtcttat
cagaccatgc
tgetggecaa
aggttttgta
gagatttttc
gtagtccaat
agttagatca
agattttgat
ctgaaaccaa
gccctgaaga
gtgaaatgaa

gaccaaactc
gagtgaaaat
gtgcagatte
ctttectagte
tatttaattt
tgtcecagget
tgctgggatt
ttgcagecatt
gcttctgtca
catgteccag
tagtctctac
gtgctgecag
attteccaget
tgagactgtg
acctaccacc
ctectaageg
aatcccaaat
ttecaccetea
acccctteoee
aatggatcac
ccteccageceg
tttgaagtaa
ttccagggaa
actgagtctt
cetetgoete
aggtgectgt
atgttggeca
ccegtecagec
aattcttgac
taatgcagtt
ataactctat
actcatcggt
atctgetget
atgtagcatc
tcagaggcac
getgtttoct
agtcacattt
aagttaactg
atgtctgagt
gccaagtaat
ctettagtac
ggctcatacce
ggagtttgag
ttagccagge
aatcacttga
gectgggtga
aaaaaaagaa
gctgtttaga
tattgtgttg
tteccottttta
tctcagegag
gacttegttt
ctcgaageag
cactctggag
gtatgagaga
gctgggactg
aagttgcagg
ataaaagtaa
tttttectaa
cttgecagaa
atcattgttt
ttattctgtt
tggtattaat
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tgcagaagac
goctgagggyg
tctettteac
aataaattgce
aattttattt
ggtettgaac
acaggtgtga
ccctactece
cccotggoee
ggaacttect
ctttgaccta
attcectege
gtttcteteo
gtcagtcact
tctageectyg
ctgetggaaa
ctgteteece
tttcetetecac
atctcacctg
aggeccteeo
agacggcocece
ataggtcact
gtgaggctct
getetgteac
ceggcticag
catcacgect
ggcttgtigg
tcccaaagtg
aagatctgcet
cagtgtggta
tttttecttt
gtcttetetyg
ttcatttage
ggceccttgaa
tttgttcctg
ctgoctggaa
tgtacatttc
coettgtetag
atactgtaat
ctatcaagtc
ccaatatagt
tgtaatccga
accageetgg
gtggtggegg
actgyggagy
cagagtgaga
aaaagaaaga
aggttcatga
aaccatgtgt
tagtaatttt
aactgtgtgt
cagtggatcet
tacatgtett
aggtagtttc
catcagtggt
accagtgctg
aagcaaagct
aaactggatg
gtaatttgte
agtttatage
ttgtttttaa
atttgtggat
tgaatagaga

cccagtttga
tgegggggag
tgtatgtatt
catagtgggy
ttaatgattt
tcctaaacte
gecaccatge
cttagtttac
atgtcagtge
gttcoctetet
ctgttaagcet
tcagttgett
tecacecace
ttagatgctg
gagcaggetce
aaaaatccce
cageatctgg
aggggaaaag
ttcaaggeat
tattatcatce
tocagceact
ctgcacateg
atgctaccaa
ccaggetgga
gegattotcee
ggctaatttt
catgttgacce
ctgagattac
tcettgttac
gacctgtatt
tcttttatat
tttgttecte
cettttgtte
ttcagtgtge
aaattgtggt
tatcctacct
ttetgggaag
gtocteoceoat
aacacgcatt
ttataaaggg
gtttggcata
gcactttggt
ccaacatggt
gtgcctgtag
tggaggttge
ctecatetta
aaatacccaa
attggaaacc
tacccaggat
ctgtatgtgg
aatgcttggt
gatcccagtt
catcagetgg
cctgtggett
atgagagagt
acaggaaata
cttgttaget
acaatgggag
tttaaacttt
aaaagttetg
cttttttett
ctcaacttte
aggaagatat

17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17340
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
13080
13140
19200
13260
19320
19380
13440
19500
19560
19620
13680
19740
19800
19860
193820
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
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aaacataaac
gctgatgaca
atatttgatt
ccecaggetgg
agcgattete
tggctaatat
aactcctgac
ttageocactg
aactttacgt
aactttetgt
ttgetttttt
tcaccaggcet
ttcaagcgaa
tgceccageta
tettgatcte
ctgetgggat
tttttttttt
cagtcaaaac
tcccaagtaa
tttatttttt
ctcaagcagt
cacctggeca
gcagacctgg
ctactttect
tagttcctct
tggttctgaa
gagattgaag
gggttgttgg
cacccaggcet
caagctattc
cceagetaat
tcaaactect
gegtgageca
tagtgagect
ctetetgtgt
accatcctet
cttagggeta
catggtagee
gtaataaact
ttaaggggag
acaaacagcet
aaaactttgt
gaggctttgy
ttcacagttt
gttgetcaga
acagacagte
gagctcotgat
agtcegtaga
ccccatagaa
ttgtatgaat
tctatgtogtg
tggttttatc
aggtatgceag
ggagatcagt
ttttcteetg
ttttetgett
tcctgatttt
aatgttgtgg
gactaatctt
agaaaataac
tagttttcag
tecttgggage
ccagectgga

ttagtcaaaa
tgtetattet
tattattatt
agtgcagtgyg
gtgocctcage
ttgtattttt
ctcaggtgat
tgectggetyg
gaatgtaatt
tacttatttt
aaaaaatgtt
ggagtatggt
tctectgect
atttttgtat
ttgacceegt
tacaagtgcet
ctttttgaga
tcactggecag
ctgagactac
gtagggacag
cctoctgect
aggattgttt
gacctgaagyg
ggagectttg
ccagaccacce
toctecagtte
gccagaggtg
tgggagtctt
ggagtgcagt
tcocetgectcea
ttttgtattt
gacctecaggt
ctgtgectgy
ttgtattcca
gttattgagt
ccccgetagt
cttcocctata
ctgtggttct
gegtettetyg
atctgtaacc
gaaaaactaa
gtcecatgagt
gtaaaagcca
attatttaca
tggacttttt
cttaacgcac
tgtattgtece
acctatataa
ctatgttaat
aaaaaacatt
ggtgggtatyg
atttccaatt
ggcatagatt
agcttccagg
gggtctgcag
ttgaccaggg
gaaataaata
cagagttatt
gtaaaccata
agcctetaga
ataagacctt
toteatetet
tgcactcage
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acttgttett
tgtgaaaaag
atcattatca
ctcaatcteg
ctectggagta
agtagagaca
ccacctgect
atttttttet
gaatttagaa
aacagtaaaa
ttaatttgtt
ggcgegatet
cagcectoctg
ttttagtaga
gatccacccet
gggattacaa
cagagtttca
cettaacete
aggcatgtac
ggtctegeta
tgaccteccea
tttaagtgaa
gaaccctttt
attgectgte
acactcacca
tatttactga
ggacagttga
tttttgtttg
ggcacaatct
gccteocttag
ttggtagaaa
gatctgtetg
cagggagtet
gtatgctggg
cceccatcecac
ggtaccacgg
aggctgeagg
ccacatgtge
gtatggaatce
taccaatgee
ctacaatgge
ttgtttttta
tggctagtet
gagtgtcocec
tggetgacat
aaatgtgtca
tgtagaatce
totgcaatat
gatttgtatg
ctgggeteca
tgttcataga
aagtttcatt
agagccctga
aacacttttt
gtattgeccct
tttttgecte
tatagttttt
acatactaat
cacgcattte
gtttacattg
ttecatggeag
gggagacate
ctgtacccca

gactaggcaa
ggatttttag
ttatttttga
gctcagtgea
gotgggatta
ggtttcacca
tggectecca
ttettttttt
taaaagcact
ceccttgeag
tttettttet
tggctcactg
agtagctggyg
gacagggttt
ceteggoete
gcgtgageca
ctetgteace
ctgggetega
cactgtgecce
ttttgececag
aaatgttggg
ctgagaccca
cttctggtee
atcagagtaa
gectttecatte
gtgtttttaa
ggacaaagta
tttgttttet
cagctcactg
tagctgggat
cggggtttca
ceteagecte
tatagaaget
ctecactgtyg
ggccatacte
ctaccactag
gcatgtggtyg
gecttgtgac
tgtetgtagt
agttgaagag
ctgecaaaata
aatatcctea
tacatgtcat
ttaaatctte
agagtcaaaa
tgettgaaaa
gtgttgtgaa
acctgcagta
tatggtattt
tgtggatgat
teecttttee
cccatgaatt
gaaataggat
gggectgget
gttttgttce
tggtctacaa
ttgaggtgtt
tttgctatga
catctaattc
cctectttga
tacataactg
acattaccea
tttctgteet
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gttgggettt
tgttggtttg
gacagagtct
accteocgect
caggcgagtyg
tgttggctag
aagtgetggg
tttaggtttg
taatttcaca
taaatgactt
tgagatggag
cagectocce
actacaggca
caccatgttyg
ccaaagtget
ccacgectgg
caggcetggag
atgatcectee
agctaattgt
gctagtctac
attacaggga
gecttattag
agcgtettte
ctgagtttga
tgcttctete
acataaaaat
gaaataaaac
gagactgagt
caacctcocge
ttcaggctec
ccatgttgge
ccaaagtget
gtegtggaca
cttgctetgy
ttcgtectge
caattactga
ttggetacge
ctgggattgg
tgtactttcet
gatggatgat
gaacagcagg
tataatctgt
ggagtaccta
tttgggtegy
tggtaatcaa
gttggaaagt
tggtggttaa
ttccaattaa
aatattatac
ggggtgtatyg
tgcaatcctyg
ttggagtaca
taggctggaa
gtetteatta
tctaatatca
ctgaatatce
ctagcgaatt
gaggttgtag
tccattgtat
ctatatttct
tacagaggge
ctgeceectyg
cagccaaaca

atagetttga
gettettgtt
tgctetgteg
cccaggttea
ccactacacc
gctggtettg
attacaggce
ttttaactgg
gtgtgeagtyg
ggagcaaaga
tettgetetg
gectectagy
catgccacca
gtcaggatgy
gggattacaa
ccaatttttt
tgcagtgtceca
tgecteagee
ttttttattt
aactcttggyg
caagccactg
tggtcccaga
ctetgatggg
acagagtagg
gtttagactg
gecttttaat
ctitcaaggeg
ctegetotgt
ctcoccogagtt
cgecaccatyg
caggetggte
gggattacag
atgtgggaag
cceceggteg
ttcteteett
catgtgggat
gcatggtaac
ctgcagacta
acctetgtat
agagatgtta
ttittgtgge
tttaaatcga
gcttgtgagg
ttcagegaat
gcatgaaagt
tggttetetg
atcccaaatg
tatgtaatte
ataataatga
tgtgtgtetg
gcactggaat
gactgggtce
ttgctgggtt
teccetttty
cttttttttt
tatcagactc
tctaaatcta
aatcccagat
atcatgttge
tatttaagat
ttcecaacttg
cooccegece
ctgctgaaat

21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
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gcaagagett
ccgetetttt
tttgtocctyg
cooecagaaa
ccaagaagat
ttgttcocaca
ttaatagtta
ttatttttgt
atcteggete
tgagtagctyg
agggtttcac
cagoectocca
attaaatagce
ctctgactta
agcacttacg
gtcagtaacc
tgtttggaag
ttgtttttac
aagtcagtgg
aacctaaagt
aacttaatcc
gagtgecagtyg
cocacgteag
ttttattttt
ctgectteag
tggaattaca
ctteccaage
ttecaggtcct
acttgaaaac
ctgaaggeat
gcagcegeatg
caccattcta
getgteocttt
ctettttete
atctgcttag
tttagcttct
cattttatat
aatgtgaacc
atgttcagte
tatgtactgyg
attgeocagta
gagaaaagag
ggtatgtttt
ggatttagte
ttaaataaag
tcttgaacag
atataattta
geggtgtget
aacctgaaac
ataaaagatg
ggcacttaag
cacagggaag
atttecttaa
tttttaattt
tattccottt
tgattatatc
tcatgtttac
tataagcact
ttgttgacat
tggcetcacge
gagtttgaga
tagcetgggtyg
atcgtttgaa

tcaattgcta
cagctggctc
acttggtgge
ggaagattty
aggtcaggtyg
agtgcecettet
tgagcacaga
ttttgagatg
actgcaacct
ggaattacag
catgttggte
aagtgttggy
actttctget
ceagecagtte
ccattttttt
ataagatttt
gtgtattttg
tgtaattttt
catgtttata
aatcttcaac
ttatcctttt
gtgcaatcat
cctotggagt
attttttata
geggaacteca
ggeccaattte
cttagttcag
tectttctge
ttecattecce
gectggataa
ctccacatte
ttcacageccee
ctattgaatce
tgttgectac
gggaaagtta
gacaggcaaa
gaattaatat
ctataggaac
accctgtggt
toccegtece
tcaaaccaca
gttaaaatct
cctgaggtta
accacataag
ccttattgaa
aagagtctta
tgttggeget
gatcagaaac
agtcacacaa
caatgcaagt
caaggcttaa
gegtgtggee
gttaatgttt
taaggatgtt
acttatattc
tttttacctc
tgtagaaaac
ctaaacattt
aattgtagat
ctgtaatccee
ccagactgge
tggtggcggyg
ctocggagge
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gccagtgaag
gtcgagaget
tgctgtttea
atgtaccact
aggctggagg
ggcagagaat
agaggagcag
gagtctttet
cecgecteceyg
gcatgegeca
agtctggttt
attacaggtg
tttagcaaat
cttgaaacac
accgtgaaaa
atatgttttce
taacgtagag
ttttecttttg
agttaatatt
tctaatttac
ttttttaaag
agcttactgt
agctgggget
gagacagagt
tgececttecagy
tattcttgygg
gcccttetea
tgtatcttte
cattgatgag
aggcactcocc
tgtctttact
ctgecteage
ceetettttt
gtgaccacgt
ggatttggtt
ataggatttt
ttttatttgg
atggggattg
cttgtgtegt
ccacccocaa
cettgatatce
aggcattaaa
attttgattg
atgggatacc
gactcagctce
cttttcoccta
tacttcattt
gtgtaccaat
atgattaatt
gtttacaaaqg
agaatgatgt
agaacattgg
taccactata
tttaataact
cttgagattt
ttgttaagaa
aaaaaaagta
tgatctatat
tectgtgeag
agcactttgg
caacatggcy
cacctgtaat
agaggttgca

atgcagacta
ggaggcccect
cttetcagea
tocgaaaggt
tggaacaggg
gatggaagct
attgtetgge
ctettgecea
agttcaagcg
ccatgeccaga
cgaactectg
ttagecactg
ttaatccaaa
atttaattat
tatgetgeat
taatgtattc
gactgcttta
ctgtattgag
tgtatctatt
tctgacatcc
agatgcagtc
aacctoaaat
acaggcectott
ctcactgttyg
cggtectect
atgtatgtet
tetgtggtet
atgggaggac
ggtgttacct
ttgatctect
gatgctgtgt
ggagcacgtg
tgtagtatgg
taactttgee
acagaaagca
gcaacatgcet
ttgcttatac
cctttcacat
atatacattt
atagagagaa
ctotggggaa
atgtgtaagg
tgtgeaaatt
tcecataaatc
ttgagagtca
taaggcagtg
aaaaatgtat
ggoctetttt
ttaattgtgg
gagctttgag
gattagaagt
tecctagage
cataggcccet
tagaatcctyg
tataaaatat
atacttactt
aaatttttet
tttgccaate
ttgaaagaaa
gaggccgagyg
aaaccctgte
cecagetagt
gtgagcecgag
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agggatttcc
tgcttgttea
gaaagggaca
tcagteggge
ctgetegeta
tcegtgattte
tatagaaget
ggctaaagtg
attctectge
ctgatttttg
acctcaagat
cacaccggecy
tgagacttta
ttttgecaga
tattttaaaa
tgtaagcttt
tctgcttgta
aaatacattg
ccttagttac
agttgactgc
ttgetttgte
toctgggete
gctaccatge
ctecaggetgg
gceattggect
gaaactcttt
tcaaagtege
atgttatgta
ccagattect
ggecaggtec
cttetgectg
cetecctett
gaaatatttt
ctaattagee
agctgctaga
tttcettttt
attactttet
ctttgtatec
agcctteoett
agaaattccet
agggaggtat
cttagatget
ttacctcata
cttcagaaat
tctacctace
tgatagccat
tcegtgaatyg
ataattataa
aggagtgetyg
cttgtttgaa
ggcttageaa
acatcgacte
cccetttgtt
taatttgttg
tttttacatg
ttctattttt
ttattcctat
atatatttta
taatacagag
caggcagatc
tctactaaaa
tgggaggcetyg
atggtaccat

atgtagaagc
catgaggctt
ccettgecco
atcactgtaa
gaactccaga
ttttttetee
gtcttatttt
caatggcgeyg
ctcagecctece
tattagagac
ctgceccacct
aagctgteat
gattttctig
aaatcactca
tatattagaa
ctgetgettt
agcttgattt
agtaattata
tctaactcaa
caagtcctce
acccaggetg
aaatgatcct
ccagetaact
ccttgaacte
cccaaagtge
cctteactte
cttecagetgyg
tcactgtect
aacacaggtg
cegtacaccet
cggageccacc
cctacactga
attatgaata
ttaggactce
aagaacagtg
aatgcttaga
ttttagctag
tcagtaccta
aattaaacca
tgaatactac
cagttgaaaa
ggcaatttaa
tctaactgta
gtttgtgaaa
taacagttat
ctgtatattc
cagttgccag
gaggaagacc
ggaaagaaaa
gtggtecttg
ttctaaagaa
ctgacatace
tacccagatt
aacagtcctg
tccecaagtet
atgctatatt
cactgcaget
gttaaaattg
ctgagegegg
atgaggtcag
atacaaaaat
aggcaggaga
tcecactcecag

25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
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cctgggcaac
taaaaataaa
aacattttgc
cteatettat
caatactett
geectcaaaa
taaacctgtt
aatctgettg
tacccetgggt
cgttcaaaat
tcaaatggcce
ccagcaacaqg
tggtaatagg
agatactcag
agtgttgett
agttttgatt
agttgtgtta
tcaggttgea
agaaacagga
aaaactagtt
acaagcagta
aggcactgcc
tggacatgtt
ttaggaacat
tcatcttete
ctaatattca
tagetgetac
tctgtgecte
atcttagacc
tttttttttt
gcacgattte
cctectgagt
agtagagaca
atccacctge
ctettetete
ggaacaatct
tttaaggcca
aatatgttat
tatcttttge
tetttetete
cccaggettt
aggaacaaag
ttggtgttgg
gttttaaatc
tctggtacat
cttetttgee
aaaaaaaatt
gecgtgatctce
tcteccaagt
ttagtagaga
totgocagec
ttattaaaaa
ggtggtgeca
ttaccatgag
cctactaggt
aaactacaaa
aggtagaaag
cacatcagec
ctcttegagyg
gcacagagagqg
atactaggtc
gcecatcocace
cagatagaat

aagagcaaga
acagagagat
agaactgcag
tcatatttec
ttattataaa
agcattceect
ttaagaaagce
tactttataa
gctgaaaggt
ggactgaagc
cgtaatttaa
aggaggattt
ccategaget
caccctggtt
gaattttcta
tgagggtgtt
gagtatttgg
tggggtaget
gataaaacgg

aggtgtgact
agaattcgcet
agactgtgaa
atttgtataa
ttgtgtttte
agtgtttgge
tttettetee
ctataaaage
tgeccteggac
tactagtaaa
ttttttttga
ggctceaccege
agctgggatt
aggtttotte
ctecageette
aattecttect
tetgtgaate
tttggtotgt
tetgttgtet
ttataagtga
tttttttttt
agtgcagtga
gattttttta
ctgttttggg
tttttttttt
tgcttgggtt
tgtegtcetgt
tttttttega
ggctcactge
agcetgggatt
cagggtttct
toagectece
ttttaaaaac
ggcetttttta
gacggcatca
ccatttttaa
ccatgteoact
gcaaaatate
tgecaagtac
cacagggage
ttectgttgtyg
tctatectgge
tgctcagtee
gtactacatt
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ctgcatecteca
cecatgtgeg
tacagtatca
ccagtgttac
getgttttta
ctectaatea
agctacctgt
gectgttgat
atgctggatg
atcagcaatg
gcagagtaga
gagettttge
ttetecactg
ggtacatagg
aatggaaaca
gtaaaaagtt
agttgagaaa
acaagcacac
ccaagggget
gtcagagtga
gtttacgttt
cactggttag
tatgagaaga
taatagttge
tgttgttgtg
cttettteac
aataagcaag
atagcetgtag
tattaatget
gaaagagttt
aacctceacce
acagtcacgt
catgttggeo
caaagtgcotg
gaagetoettt
aacagtacat
atataaaaat
tctggtataa
cttagggttt
tttttttitt
ggcagtcaga
accttttaat
ttgttctecce
aatttcagga
tcottetteca
ttetttecact
gacagagttt
aacctcegec
acaggcatge
ccatgttggt
aaagtgetgg
atacatttaa
aacaaccagce
agcegtteat
cattggggat
cagggattgy
caggaaataa
tcaagagtec
tgggaagaca
tcttgattgg
ttgtttecagg
ctagtttgea
cogtctcagg

aaaataataa
ctittgectag
caaccacaat
tegtatccac
atgtgattca
tatcteegte
aagagaaatg
tgtttagata
atacctaacc
tctgaaaaag
gtaagtagaa
tcttcatctt
gctgectete
tggtcagttg
cagtaccttt
aaaaaaaaaa
gcatgaaaag
tgaccagaaa
atacaagcaa
tgtgtacagt
gegtgtgttt
gttattgtta
aattttataa
ttetatacta
attcecoctttt
ceteoctecag
attgttttac
tatagagtgt
cactctaagt
cgctettgtt
ttctgggttt
gccaccaccec
aggctggtet
ggattccagg
ctgcactaga
attcataata
gtttggatca
agcattgetg
tttgtctatg
tttttaaaca
gcttactgaa
tcaaagtcectce
tcaaaaatcc
aaatcttgaa
ggaactcage
teeteteact
cgetettgtt
teccecaggtte
gccaccacge
caggctggte
gattacagge
acttaacaga
tottacatga
gaaggatctg
cacatttcaa
aggagcaagt
getgetaceg
agccetetagg
gtgettgeca
gtectectge
gctecatgty
aggaggetgt
aatgtaccac
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taataataat
ttccoceecate
actgacattg
gtgtgtatge
attctaggtt
atacccttgt
agattgaaaa
cggtttagec
aacagagaac
gcctgacagt
gaataaacat
gagtggatgt
tggggaacaa
atttatactt
ataatcagaa
aaacagaaat
gacagaagag
gtecagcetgga
acagcaagga
gtgatcottt
ggagaagagt
tatctttgta
atcattaaat
ttatctttat
gtgagcagty
agtctgattt
ttttcacaaa
tgtctecectt
tcttctcaat
gcccaggetyg
aagcgactcet
ctggcaaatt
caaactcccg
cgtgageocac
ttectceagga
gtttgtcage
cattttettt
taaatgtttg
tgcccaaagg
gacaggatct
gttttgaact
atcatttatg
atgtgetett
ttagagtttt
ctgttatgtg
tttttaaact
geccaggetg
aagtgattct
ccagetaatt
ttgaactcct
gtgagcocact
aaaattatga
actcatagag
gaeccegtgac
cgtgagattt
accacctata
teccagggtte
gagctaatca
cecectgectyg
cactgggaat
aaaaccttet
ggggagecta
atcagaaaac

aaataaactt
cactgececat
atacagtctg
attgtgtttt
gttttgttct
atgttttett
cagaattgceo
agtttatagt
cattgaatgce
aatgtacatg
ggggaaagtt
tgttctcagg
ataaccgaaa
cctggttttce
aacaatcoeg
gtgaaaagga
aagctggttg
aaaaaaatgt
cctgagaaga
ctgtgtaaaa
ggggaagagt
ttatatacac
cttttggeat
tatatgeocct
ttgaagttag
gaagtattce
ctegtectgt
acatccttet
tetttttttt
gagtgcaacg
cctgecteag
ttgtattttt
acctcaggtg
cgogeccage
agggettgty
agcctattat
ctttaaggta
acagtctaat
attttttcecc
caccetgttg
cctgggettg
caaccatgte
tcaatatgta
cegtttttcg
tatgtttgat
tcatttatta
gagtgcaatg
cctgectecag
ttttgtattt
gacctcgtga
gtgcccagece
gagagaaggyg
tgataactca
ccagacacct
ggagggggca
ctttggacte
agcagaggtyg
tecatggtgag
aatagtgttt
gcetgtggatt
tgatatccta
gattctgtgt
agtgcgacct

28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
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gcaggagaag
cattccetgg
ttaaggaggt
ttcttatgeg
atccaaatcee
aatcettatg
tacgagtgtc
cctoteccagyg
cctttectaag
ttcctotete
caggcttetyg
tgctgaggtt
agctgtatga
gtcagtggtg
ctoctaaatt
tagaatagac
gaactcattg
ttgaaatgea
ccttaaaact
agttacttta
agcacaagat
agattgattt
tatgtactge
tcctgatttt
gteatttecat
attatctetg
gatctgttte
tgagatattyg
ctcaaaattyg
tttatttttt
cocaaggett
taaatatgtt
ttatatgaaa
cttgettoco
tttaaagatc
tgtattttac
cagagccatc
tacaaaaata
tgacctttaa
aaccaactct
ctgaaatcag
aggaggatgc
gtagaactgt
cgtaaaggca
ttaatgttaa
acttttagaa
aattaaaaac
gagtgcaatg
cctgecteag
tttgtatttt
acctegtgat
cgeetggact
ggctgaagta
atccteoccac
tacttgtttt
cgaactectg
tgtaagccat
atttoccaata
gaaaaacact
gtctgggaag
gggacgtecg
gctggggtat
aggagttega

tagaggtgaa
atatcagcag
caagggagag
gttcttattt
actgectttca
gagageccaa
ggctectttg
cttggtgaac
agcctgggea
ctttetgacc
aggttgectcet
toctttgaag
tttattaceca
cetggaaget
tgctactcte
tteccetotg
aggacaggga
aggacaaaaa
tggetttgge
aaagagtttt
gaatgtatct
ttagcacagt
tgttgcatga
tgcaggtcet
gagctttgga
caatagttgt
tagcaatagg
agcaagcoct
atcatatgtt
atgtattccg
gtgactagag
gaggaagtgyg
taggtactct
ctggagttta
tgettatgaa
tgcaagttta
ctgeceecattco
ctattgtagg
tttgctaaat
atctaattat
aactaccgga
agecctttcga
gttaagctga
atataatggg
atgotttttt
gcaataaagg
ttttaaactt
gtgeaatctc
ceteccgagt
tagtagagac
cagectgeot
aaattgttte
cagtggecca
ctcagegtec
atttttattt
ggcccaagea
tgegeecctge
aagataaaga
aacattccaa
ggacatgaag
agagactgeca
ttatctettt
gactageety
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gaggcacatt
gaaattactce
aacagagaaa
tgtttgcecat
cottggttet
tgtctgecata
agatgtacgg
agtggcaaga
aaccagacce
ttttgtgtga
agcctcagaa
caacagtgee
cecattgagg
tcoctotttee
gtttttacta
atcagtactt
ccatgacatt
ttggetgeaa
atcatattge
acaattctgg
tagtgaaatt
aggaaagaca
aaatctgact
agggaaaget
ggaagagtgt
ttataaggece
tatatggatt
tttaagaaag
attagcaaag
ttctaagaag
aggaaagaga
taagatatat
gaacatgget
gaagtcagat
catgataaac
tacacaacat
tttecttaca
ttttaaaaat
agttgcaaag
aatagtttgt
tgcagctgca
gctgctgaaa
ceaagecaga
catagttgaa
taaaaaagtg
aaattgcaga
tttttttttg
ggctegetac
agctgggatt
agggtttcac
cggectecca
agtattaatt
atcatggcta
cgagtagetyg
ttgtagagat
atcctoctece
ctgatttttt
gttgatggtt
aagattagaa
gagcaggtte
agggacatge
cacactttgg
gecaacacaqg

cttcecgagaa
actgctagaa
gttctcaaag
cgtcatcatc
ttctgaccgg
attgtgectgt
gacagctctt
tgtttaacag
ggtcgeaggt
tggcaagaac
tggeegtece
ggaacagact
ccaaccaaaqg
tttgecaccag
gccaaccettyg
tctactceaac
actacctgac
gtacaatgtg
cttaatatac
ccttetaget
ttatatggtt
cattctaata
agatttaatg
ttgttttcoct
atagccaatt
taagttattce
ttggttecta
gatttggecat
gtttactgec
gcagatgace
taagaatact
taatttgttg
tottaattaa
aactgecatg
aggaacaatt
aaatatgggg
gaaggacaaa
tccgtatatt
aatgaaggta
ctatctctga
ttttgttact
tacacaaaca
agaagcacct
gatggtagaa
gtattccaat
ggaaagggtc
agacagagtc
aacctceaget
acaggcatgg
catgttgtec
aagtgetggy
ttttttaaaa
actgeagect
ggaccacaga
gaggtttcac
cttggectec
aaatgtgcaa
ttaaaatacyg
ggcaaaggac
ccactgggec
ctteacattg
gaggctgagyg
tgaaaccceeg
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atgtttctct
aatgccocat
ttgacttggt
atgctatgtce
tttggcacac
getgatgace
ctgtcatcte
ttgtacatgt
catcgtagta
ctgcagagtg
ttctcecacce
aggggaagca
teggcaagga
atgtgactge
atgtttttoc
actatttgtg
ccatcaacac
gtettcacte
ctaggggatt
atcttgtcott
tgctttgagt
gtgatttttt
ttecctaaagt
cttaacctaa
gtgtaatgtc
atgtaataat
tatagttgta
cacteagect
tgettccatt
aaaagatctt
tttttaaaat
agatttttot
atatatttga
gagagctatg
taatgtttte
gaagggggaa
ggagcagtat
ttgatatctt
acctgcatca
aaaatagtga
atttgaattt
caaagaagac
attctcagea
ggaaaataga
atcgaagaag
aataggttgg
tcactctgte
toectgagtte
gccaccacte
aggctgatcet
attacaggca
caagatctta
tgacttetgg
catgtaccac
catgttgecec
caaagtgctg
acagataagt
taaagagctt
agaaagaaac
ageggggcte
cagtacctga

tgggeggate
tetetactaa

caacacccag
gagccttctyg
cactggtact
tattttcteca
tcattcagta
aagctagace
ttctgggaag
gtcececatgtt
tggegtgage
acacaagcag
tggeoctcat
gcttggacat
gaggtagceag
toetgeaatta
cttattactg
gecacagtgy
ttggcataac
tgaaggtgat
gggtaaaacc
cttaaacaag
aatcttgega
tcccecgagtt
tctttgttca
cttagatgtt
tttaaaggat
agtggooecg
gttgtggett
tcaaaagett
gtatagacaa
gcatctgttg
cecattttac
gttatgecta
taaaatacaa
cttbtotttgt
aatattttet
atgtttatac
ttattttaac
gtgttcctct
tcttcttaaa
tgtgttcatt
c€gggagaggyg
accaagcata
tagtatgaga
ctctgatggt
aagactttet
aatacataaa
acceaggetyg
aagecaattct
ctggetaata
caaactccetyg
tgagecaccy
ctgttgecoca
gecteaaggy
cacacccage
aggcetggtoet
gtattacagg
tggaaaagtg
atatgaatga
aaatcactat
aaacccactg
gaagcaagga
acctgaggte
aactagaaat

32580
32640
32700
32760
32820
32880
32%40
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34580
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
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aattagctgg
agaattgett
cagcctgggt
agattgttag
ttcccatcaa
tatgttgtet
caaagtgttyg
aggaattteg
cacaggctgt
tcttggeata
ttcagcaata
ctgaaaaaga
gatgeacgtyg
agaactctta
gcecetttgaac
cectgtaatceco
agaccagcec
acaatgagce
ggctgaggtyg
gccactgcac
aagaattaaa
gtagcgttta
cccocctgaa
tgcettagtge
atgecattgaa
cagaggagct
tcactgaage
cttettcate
ttataaactc
tcttgtgeca
ttetatttte
aggatggtte
cctgggacca
gtgagccttce
gteetecegge
cagaaggtaa
gaatggtttt
catcaattac
catgacattt
aaaataagat
ctattetgat
gttggtgtge
tttttttitt
cteactgeaa
ctgggattat
ggtttcacta
gccteoccaaa
tcagtggtag
taggatacce
aactacatca
ttgctttata
taagagttte
gaccatgtta
ttttattete
tgaggtgtgyg
cgtaattectt
getttgactyg
atgattattc
tttacttett
ctaatcttaa
cttactotge
acttggactc
gageogogcac

gtgtggtgge
gageccagga
gaaactctgt
cagaagtage
gaggtacaat
aggctggtteo
ggattacagg
agtcaccctg
aggctaaaat
gtaaatagta
tcctaaatta
tgagaaatcet
gttttacgtyg
atacccagga
gattcattct
cagcactttg
aggcagcata
aggcatggtyg
ggaggatcac
tccactctag
aaaagtgatt
tgagggttge
gegeaggetco
ttgecacata
toctgaacctt
tggttgeetyg
actcteactt
cttaccccte
atttggttga
ctettggaat
ctcecccattea
tceatactte
tggagggcag
cacttgcaga
aaacagecaga
acaaaacaga
gtggttctca
tgtaagtcetg
aacagaaagc
ttaaagtcgy
tetttgtata
tgtttctaaa
tgagagtcte
cctetgecte
aggtgtgcge
tgetggteag
gtgetgggat
accactatgt
catttctaga
ggcctcaggyg
aacgatttag
ttatcttaaa
atgctctatt
aacatcctge
actggagtce
catgectgecat
ggcettagtet
atttatttee
cctgttttta
gtatatttaa
caccaggecy
aagcgacctt
acccagetga
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acacacctgt
ggtagagget
ctcaaaaagt
cacaggttte
gtctttttat
caaactectg
catcagecac
aacattgecat
gggttgtgtt
agcactcact
gcgetatgtt
gtatgtagac
tacagecetgg
agaagcaaaa
gcocttaataa
ggaggccaag
gocgagaccece
gaacgtagtg
ctgagecocta
gtgacagagce
agatcccttyg
atgtaacatc
tgtgagggea
gttgatgete
gcetttettaa
cttecctctet
caaataattt
agatggtatg
taataataca
acaaacgaaa
cactccaaat
agggtaggag
cagctggtga
tgtctgecaa
ageccaggge
agtgaaagta
gcattttaaa
attcatttte
ataagtgatt
gacacttgaa
aataatataa
ttctggttta
getctgteac
cogggtteaa
caccacgccce
getggtetea
tacaggegtyg
caatatgttg
tgaatctcat
aatcaaaact
ggtcaccatc
tggctgeata
aagcttccaa
agettgaceg
atctgtocce
cctgggcgea
agegtttatce
aggatttcte
ttcataacat
ttgecttattt
gagtgcagtyg
cccacctcag
tttgtettac

aatccoccaget
gecagtgagea
aataataatc
tceocacctet
ttttatttta
agctcaagtg
tgeacctgge
gecttegtag
tettgtaacg
gaactgatga
agtggagttg
caagttatcc
taccattgtt
agaaagatgyg
gagtggtotg
gcaggcagat
cocteocoece
cgtggtgeet
gaagtcgagg
gagacaggte
tgtttgggac
gcctagetea
ggtecttttgt
agtcgatatt
tgcatatggg
teccecagatt
tgggeattgg
tagaaaagta
tatgectttt
ttettaacca
tgtgcaccaa
tatcatgtgg
ttgatagtct
ctacatgtgt
ctgaagttoet
gatttaattt
aaaaatagtg
tgectattga
ttttaaaage
aaagcaattt
acaaaggeto
aggcoccaaat
ccaggetaga
gegattcetee
ggctaatttt
aactcectgac
agcecactgea
ctttcactga
tctagetgga
agctattage
aatgacaatg
actgtagagt
acaatattgt
tttgeetocyg
cttgeetetyg
tttetctgta
ctatctetta
atttcttcag
cttttttata
gattcttttt
acatagtcat
ccteceocaggt
tatgttgeee
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acttggaagg
taaattgcac
atgataaata
ctgecaagttyg
tttattttat
atcctteotac
ccagatactt
tggggaagac
tcatgacaag
ttttaaatet
catctcccte
ttaaactget
cttaggcaca
aggtgcaget
getgageteg
cgcttgagec
gtctectacaa
gtagtctcag
cttecagtgag
ctgtctcgaa
acttgttgge
gacatctgtt
ctttettgtt
tggatgaatt
gagttctttg
gtetttttat
toegtatttta
cactacatct
cottggtoct
aagccagttt
agtatcatcce
attcctatga
gattceceggt
ccttagtcaa
taagctgtea
tttagactgt
gttccaatat
tttcetaccca
agacactatt
ttataccttt
tagaagcetta
tcattttatc
gtgcaatggt
tgecteagee
tgtattttta
cttgtgatec
cecggecgtyg
caacagtatt
aaataatttt
cacacacata
gtcoccettttt
tttaaaaaaa
aatttacttt
tgteteagtyg
aactgetecyg
gtagctttceca
aggtttttta
tcacatctee
cacgattcct
tttttttatt
agetcactge
agctaggaat
aggctggtet

ctgaggeatg
cactgcactce
aaataacatt
ctgagtgtga
ttatattgce
gtcagcocce
tttcttgagt
aataggaaac
gcataaccca
ttgetgttta
atggattagt
cataatgtat
tttecagtgee
agaggttgtg
gtggctcaca
caggagttca
aaaaatagaa
ctacccagtt
cccttattgt
aagaaagaag
agcagggatg
tgactgtctt
aatcttcata
gaagggatta
gaaagccaca
tgttgtgget
ttetttgtte
agaaagtact
ggtagcagaa
cattttgatyg
tagttttgtg
tacctttete
gaggaaagct
ctgtaccact
ttatggaaag
tctecttacag
gttttattga
aggtgaaatt
agggacggta
ggtaacgatt
ctataatgaa
tgcattaact
atgatctogg
tcecgagtag
gtagagacgg
goetgecteg
ttaaaatttt
ttcttaaaga
tcagtteotga
taaagtggcet
attgtatttt
ttaagtaaat
gaagattttt
ctgettattt
ttttgtgttt
atttgctcat
aaaaattttc
ttgttectggt
tcatgtattt
gagacagggt
agccteaact
acaggtgtga
tgaattectyg

36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36300
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
373520
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
38640
38700
38760
38820
38880
38340
38000
398060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39800
393860
40020
40080
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ggctecatgtyg
tgcacctgge
gtgeocagge
tecatgegatt
acctagctaa
cttgaacttg
ggcatgagee
caataaattg
aactaactag
cttttgtttt
tctaasattta
agcageccca
cccteattee
tttteocacgt
tctattaace
agggacagtt
cecteaacce
agtatgtgtt
ctgattaget
ttcatattaa
aaaaatattt
gcattgettt
actttgttac
aacatgcatt
ttctatatat
tgttcactta
tagctctgtc
gaacaatcaa
gatgggtgct
aattttttat
tttgaatcca
actgcaaata
gaaaatagga
ctataaagaa
cecattgatte
gaggggacac
ttgetgocte
ggageecgta
tgtgatgttt
actggectttt
gecttttcace
taatgagcett
taccagagtt
cttaaatgag
aaggtttetg
acttgatcaa
gettttttet
gatgcctatg
cecaagectyg
gacatctatg
ggaggetett
tgtttgttac
ccctgaaatyg
ggactcettet
agtttaccca
gtggaaattt
aaaagatctt
gtcatgaatc
gaatacagaa
attaatgtta
aagccotggea
gttttecata
aataaattat

atctgeoctt
caagtatgtt
tgtagtgcag
ctettgoete
tttttgtgtt
tgacctgaag
accacgcettg
catatggaat
ttgtettctyg
gtttttattc
attgaccatt
cectetecac
tgccettate
agttttccaa
ttgececccaga
acttggtatc
ctgtetttea
cttattcagt
taattttaag
gtatatgatt
toctaaggtt
tgacctggaa
atagaaattt
actttgaaga
atcteceoctat
ctgeatttta
tgtacatttc
attagataac
aagggacttt
tactteagac
tgttttagta
aataaaataa
ttggatcaga
tgttggtata
agttaacaaa
taagatgaga
tacttcttea
agagacattc
cacttgatga
atgcectgtgt
caagtttgac
toctgaataa
ttgtaagcat
tggggaagga
cocctecttyg
gtgecttgtga
cteatgacaa
taaaatgata
ctteaggage
atgtgtggeg
aaaaaaccac
ctgttgatac
ctgaggcaca
gggaatctgt
gcagtcatet
tacacattca
ctagggacat
tgectttttet
atctegtttt
tagttacctt
ttttatctta
taccatteta
ccagaaactg
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cttggecteo
tatttattta
tggcacaate
agectoctga
tttagtacag
tgatccgeoeoo
geecaagtat
ggatttttgt
tgtttgatac
tcatgectgtt
gttttatatt
cagaaggtct
ccttgatttg
gtgecacataa
ccactgtaca
ctgetgeett
ttcaactatc
acatagtcat
ctttttoettt
tattteatat
tttgtagtaa
gacattgaac
tctecatttat
tetggtttet
tcagegacta
aatcattgec
tgaaagccag
catttgtaga
gtagtteect
ttttaaaaca
actattttga
atgtgatttc
tatttgetta
ttgttaagga
attatgttga
gtccaaagea
cttagcoagat
acccagttgt
agtgcttaat
gttttcagga
tttttgecta
atataaaaat
gttacceccett
tgggaaatga
caccttttaa
atcttoctag
tggtttacca
cagtgaaaty
acatgatcag
ttttatteta
tgaggtgtgy
tatttcccat
cactgaatga
ttecatggecaa
taatcggttt
gtagattaga
tttttgettg
atagctgttg
getgttacgg
taattgegta
caaaatgaaa
aagtagagaa
acccottete

tgaagtgctg
ttctaatttg
cecagetcact
gtacctgggayg

geggggtttt
gccocttggect

gtttattttt
tctagttgat
cttgettcocta
tttgagccta
tggagcagtg
ccatgcecagt
tggggagttt
ttgttetgtt
agcggaccca
ttcaatgetg
accaaaccaa
tttaaaattt
attattaaac
tgettatatg
attatategt
ctctgatgat
aatgagattt
aaaattttat
ctgcaagagt
tttactatat
tagcttccct
atggaggtte
gaagttcecag
gagatcactt
cactgtttgg
agtaatttcc
tacacattece
cacttcaage
gtgcectacce
cttcottetea
agctttaaaa
ggaccgagga
ataaacatgg
gaaatagaaa
attgagtttg
taattaactc
tgtgttcatt
ggaagagcta
aatctcecage
cetagetaaa
cagaaatgat
gaaaccattt
gogtgecactco
tcacatttet
actgggggaa
tggtaaaatt
ctectgacat
gtttattatt
taaaggcttt
agtagttatt
cagtggaagy
gaaacgtagc
tacggtagte
ggtcctatca
tataaagact
agatgaggga
acctottetg
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agattatagg
agagggagte
gcaacctetg
ttacagttge
accctottgg
cccaaagtge
aaagtcccca
ttgttggtta
ggteattttyg
gctgtgecett
ggtgtacatc
tteacgaage
gtaaagcagt
agtgacttgt
acgcttecte
accagttttg
aagattetgg
aaaccaaaac
agtgtagttt
aatgtacaca
tteattaact
ttgtatattc
gtgattaaca
gcetagttace
tecaggaaat
ttctgcattt
gaagaaccag
cgggagatcet
tgagtaaaag
tcaaaaatta
tcagaaggcet
attttgtaac
cttitcaggag
tttgggaace
tgggectygy
gactcctgge
tgagtaatgco
gaagggtgtt
aaatatttcc
tctctaatca
ggaggtgtct
caggetcetaa
gggagatcat
taaaaactat
tcageagatyg
teataacttt
tcagatcact
acctgtaage
tgggagagce
gaaatctaca
ggagagatec
tctaatttag
ctttagtgtt
cocttttggt
tattttattt
taatctttgg
ctagttaaat
taccectgtga
tacttacttt
cecetcaatt
tgtactcaga
ttegecagaa
ttactgtcac

tgtgaaccac
tegetetgte
cetectgggt
gtgocacecac
ccaggctggt
tgggattaca
acaagctata
tcatttgtag
agttgggage
tatggttttc
agagtgtgaa
atttttcatg
tgattgtttt
agctccatta
cagetgtgge
cececttecte
tttgettttt
agacttggta
atcttageat
taaatataat
ttcatatata
cteggagtat
aaatttgttc
ccaccoceca
gtacactgtg
ccetteaate
gtaacaaccc
tagaagatgt
gtacccttgg
ctotttetge
gtgtgggtca
aagtaattga
cacttetgtt
tttgaagtat
cctgtgttag
tgctaatggg
attttaccat
aaacccagat
gcaaggataa
aatattgcca
gaataatgga
ttecattcetgt
ctgttacctt
tcaggtgaag
ctttgtttaa
ggaaggactt
ttgtgtgect
tttgggeaca
gtacacattt
ctaagagaaa
gtaaagaacc
tgtgatcecag
tttgttcagy
ttggoetcate
tgttttetct
ttagcataat
gtgttcatta
tacagttgta
cttecaaace
ttaagactct
gtatgtgtgt
actgatttet
tgtggtttca

40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
411860
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
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gocacageoeat
attgatccect
tcagaaatcc
gagactggag
tgagacctca
gtatagtget
ctocaccact
gtgegtcctao
tcatcagate
attataaaaa
ttagtactta
gtaaattcta
aaacagtgec
tatctaattt
ttagtagact
tttaggagge
actaaggatg
agtctggctg
caactgttgg
gagagacaga
agatatgeaa
agacattaga
cagctattat
aaaaacaacc
ctggatagga
tacccaaggg
ggaacaatat
ccaggtttaa
ataaacaaaa
gagcctgagt
tacaaaaaat
tagcoctggag
taggactgea
tetetetete
agaatttgtt
gataaaagat
tagataaata
tcatatttat
atgctgttgt
cgatgcatat
gtgecaatgg
acagaggaaa
atggcagatt
tgaattaaag
tetgtaagaa
agaagttagt
tttgtaaaga
acatacaaat
tttatgctag
agactgtggt
accagaagca
atagttaaat
attatttgta
atctttgcat
tgtagatacc
tacctctatt
aaaagtacat
ccttatttge
tacatcttca
aatttgtact
gatttttact
cttaatcteca

ttaggtaggt

cctttgetge
gcaatcccat
tcagccaggt
aattatttga
tetetacaaa
aatatacctg
ttgeccecctea
ctacctggaa
totgttecag
aataatctge
tcagctgaca
taaaggaagqg
tgacacacag
ttgtcetggtg
ggaaagggat
agattggggt
agcaggctat
gatacagtgt
ggagtggata
cctctgtaat
aaagtaataa
agcaagccca
aaataactta
gaataccatt
ttaatagttt
aagtacagag
taaacaagtc
tgaaaactat
ccacagtagg
caggaggatt
aaaatgaaat
gctaagaagg
tcactgecact
totcaaaagyg
gccagcagac
ggaaatttgg
tgaaatatat
aacatagaaa
cgtatttttg
tgtaaaccaa
tggagataag
aaaggaccaa
taaatctage
gatgaagatt
attagaaaaa
gaagtataaa
tcagtaaaat
taacagtatc
taaatgcaat
tgectttggt
caagtgaact
ggttgtagac
aaatatacct
tttactctga
ttttattttc
tttttttttt
atgecataatc
tccgggtaaa
tccagtcaca
cactgctgaa
ttttcaggtce
tctgtaagtyg
ttgtaatctg
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attgttacct
ctgcecgegtag
gecagtggete
goccaggagt
caggaaaaaa
ttctgggatc
ctcoccaccac
tatteocecte
tgtcactttt
ccaaccttcoet
tatattttgt
aatttttatg
taggeccettt
actaatacga
gagcgetagy
tcaaaggagy
gacagaaaga
acactttgta
attcccagea
acgtaggata
taataagtaa
gaaatgacag
gcagatttaa
toctaaagaag
aggcactgca
aggaaaaaaa
tgcccccaaa
aagcctacag
cctggcacac
gcttgagate
aaattagcetg
gaggattgcc
ccagectagyg
cagtgaaata
tagcataaaa
atatatacta
ttttatttta
taaaaaatgt
gtaaaatgca
atagaacact
atagatgcaa
agatcaaatg
catgtcaata
gtcagattaqg
gaacaaatta
acaaagagca
tgataaattt
aggaagaaaa
aagttagatyg
ggcagtagceg
ttttggggtg
attgcttaaa
caaaagcagt
gtatacctta
ccaatgtett
tatttctctg
cttttggetg
tattcgttag
ccagctggac
tgettcocaaa
tttttttttt
atgcagtgga
tcatcatget

tagtttcecetyg
cagcoccagaag
atgcctgtaa
ttgagaccag
aaaatttttt
cagcatgectc
aatggctttce
caaacattcc
actggaaggt
ccttttattt
ctetotgtet
tttggttett
atatttgttyg
aaactataga
atgaacttte
ctgaaatgge
actcoccagaaa
gggtgtctct
ctcattcaag
tttggtagaa
acaatgtgat
atgataaatt
agaaaaacaa
aaaaatacaa
gaagaaaaaa
tgtggattgg
atacttgaag
attcaagcat
tgtctecatge
tgettgggea
gatgtggagyg
tgagcccagt
caacagcaag
acgacttatt
aaaaggaagt
aagaatgagg
aaatttattt
atgataatag
ctattatttg
aaaaaatgaa
aaaaagaaaa
agtcaaatag
gttatattaa
attgaaaaag
aatccaaagt
aagaaaatca
ctagctaaac
acagagaatt
gtatggaaas
gggtgggagt
atggaaatgt
actcactgaa
tttaaaaatg
attttaaaat
tattaaatga
tctotcagge
aataaaatca
ctgagtggtt
tgaccagatt
tgatacgtag
tttetgtget
tgtgttacta
gttgtttttt
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actgtatcct
ggatccactt
tctcageact
cctcaaactyg
tttttttett
tccetgacet
ttectottect
catggctcac
cttttgtgac
cctetacttg
ctetotgtet
tgetgtaget
aataaatgtt
gtgataataa
tgeetggega
taggatttge
tectgoaaagg
tcatgagctt
cttgcatcgg
acattcaacc
gcatagctag
agcagataag
cataatgagg
tatctgaaat
acagcatcta
ggggtgecte
gaataaggtt
ttcaacaaac
ctgcaatcce
acatagccag
tccacacctg
agttcaagge
accacatcte
tggggaaaaa
ccttgasaca
attgetaaaa
aaagcaaaaa
cataaaggat
aaagtagacce
aataaagaga
acattcaaaa
aaagcagcta
atgtaaatgt
catgacccaa
aagaagaaag
attaaatgaa
tggccaagaa
caaaggagtg
aaatgtgaac
ggaaggttga
tttgtatctt
cacttaagtyg
tattcaagta
ctgtttttta
catctceccacyg
atgcacacac
gttgcaactg
tatctgtatc
gtttttcact
aataacaaat
gtatagecatt
ttggattaat
tgtgtgggtt

teettacace
actgetgtga
atgggaggct
ggtaatataa
aactagccag
gcagettcoat
cagacatgcc
tocctcaccet
catoctactt
atttttcaat
ctcatagaaqg
ccaatattca
gacactetga
aagcattacce
tottgetgaa
agagcagggt
gatcaccttg
ggataaagaa
ccagaacgga
gaaaaccatc
aagaaaaatc
gacattaaaa
ataatggaag
gagaatttag
tatgagaata
agtgacatat
caagtttttt
cticageaaa
agcactttgg
accctgtete
taactctage
tggagtgage
tetetectete
ataaaggcag
gaagagaaat
gtgacataca
taaaaataca
aagtggacaa
atcgtgaatt
tatggctaat
gaaggcagayg
aactagcaat
tctaaatace
ctacatgctyg
gaaatagagt
aagetggtte
aaaagaaaag
taatgcaaac
aatacaaagce
attgactgga
ggttgcattg
ggtatgtttt
catacttaag
aaaagtatta
ttttgettet
acacaccaaa
ttatttegge
agatatttct
tcaagggcag
ttaagactta
tcocctgaaag
ttatttacte
tgtttttggt

43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
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tttgagacag
tatgggtcac
tgtagatgga
agacgaggca
cceacctegyg
ttetgttatt
tataaataag
acatgactca
ctgggtgtcg
acctgaagtce
attagctggy
gaattgette
aattttecac
actttacatt
cctgggoaac
tgtecccace
tectgetgatt
tttaaattta
ggcotggagta
gtottectge
ccagctcaaa
tagttttett
tcccaatgtt
catagtcaca
gttgttaata
tactatattg
agtacaggaa
acctggtggt
cegataggca
agcagtcocte
aggttaattt
aaacttctca
gcatgeocace
gettttgeta
gtgagtgetyg
agccatagta
agttcattca
cttttattta
gaacatctct
ttcagtttca
gggtggttgyg
cttoctetatt
ttgttaggte
agtcatactce
gctatotete
cccatcecee
aaagatgcete
cttacacgtc
aggttggagt
gattctoctg
ctaatttttt
actcctactt
gactgetggg
ttecattgetyg
cctttgaaaqg
gaattctggg
tactggatgg
ttttgtttge
ttctacttat
tcgagagaca
tetttetgag
caagggtttt
tatatctggt

ggtctcacte
tgcagattca
agcacaggtg
tcattttttt
cteoccaaagt
agttgttcte
taagcagaat
aggagtcaaa
tggctcacac
aggagtttga
catggtggtyg
aaccogggag
aagatcagtg
ttcttgtage
aagagcaaaa
tcagaccatt
gattacagct
taaattcttt
cagtggcacc
ctoegectet
atgtttatct
aaacagccat
ttaccttttyg
gatagtattg
attgactttt
cccaggetag
tttccacctg
cececattee
taacgcatge
ccacctaage
ttgtgttttt
gotcaagtga
acaccceatg
atgttcccat
tocagtagac
aaaaaggtca
aaatgttatt
tttoettttgt
ttttagactyg
agtttttccot
totatagact
ggatattcag
atggttggta
ctccaateca
cetocagttt
atgtatccta
cagtggatta
agggaatttt
geagtggege
cctoagecto
gtatttttaa
caggeaatcoe
ctaggtatag
gccagettte
tgaactgttt
attgcaatta
gtegggaggt
taattttcta
atttgattct
tetttgtttt
tatattaata
ttttttttte
catcagtggt
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tgctgececag
atctecctggyg
cacgeccacca
gcecaagget
gctgggatta
tagtatgagt
agcagaatgt
tagtaccgta
ttgtaatccco
gaccagtcectg
catgcctgta
geagagygtty
agtgectgtece
catagtagaa
ccccatettt
tetotggtet
tgtatatatc
ttattatttt
atcgtagcetce
caggtagotg
tttgatacat
cecctttett
gttaaatcag
tactgtactg
taattttttt
agttcagtgg
ctcecatttce
cgggaggtca
agoecaggac
ctecocogegta
tgtagaggtg
goctectgeo
ataattgect
atcttecttat
atataataca
aaagaagcaqg
tcaataaatg
tactaagtcet
gccacatgta
tggagacatc
tgccactcac
ttteoectggat
tggecatggtt
gcctgetego
ttgecagaaat
tatctttcte
ctgggaaaag
tttttttttt
caactcgget
ctgagtaget
tagagacgag
acceaccteg
aattccagaa
agtgttcttyg
tttcttecca
ctgtgoctta
tttettgaat
ttttttttte
tcagttgage
atataacatt
tgtatttgaa
tggtttttgt
acctgcatgt

gctggagagyg
ctcaagtgat
cacceggeta
gatcttgaac
cagatgtgaa
caaaaactct
ggacattttt
atcggtttat
agcaccttgg
acctacatgg
atcccagcta
tggtgageeg
aatagacata
aaggtcaaaa
taaaaaataa
ttctecattga
tccatattte
tcagagacag
actgtagcet
agactacget
tattcgagac
ttecteooccet
tactecattgt
tactgtgttt
cctatttigt
ctettegegg
aacctggacce
gcatattgat
tectgggete
gctgagacta
gggttttgec
teagettece
ttttttttaa
agccttacag
acccacatac
atgaaattaa
gtcaatattt
tcaaaatcca
gctecagggtt
ctacttgaaa
agctgteatce
ttcaggtett
gggatagegt
ttececgtgto
ttectttgte
tttettggtt
ggggagcatg
tttttttgag
cactgcaacce
gggattacag
gtttcactgt
gaatgttttt
tecattgttet
caaagtctga
gaaacttaca
gaatgggtct
tacttcettga
ttggtttact
ttgtcatttt
ctgttcttaa
atctttetat
tttttgtttt
ggtggagagt
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ctagagtgea
ctteetgect
tttttttaaa
tectgggete
ccaccactcg
tacctgecet
taaatccaaa
gataaaatce
gaggctgagyg
tgaaactact
cttgggagge
atatcgeatt
taatacaacc
gaagcagatg
aataaaatat
ccaccactee
taagcaaaat
ggtcttaact
cgaactcctyg
acaggcacat
cattattaag
ctgetteace
ttacattatt
cttttttaaa
tttttaaaga
gcatgatccoe
agttcaccce
gccaaactta
aagcagtcact
cagacacttyg
atgttgtcceca
aagtagetgg
tttgeataat
aatgattttc
atgattttac
tagtatcttt
aaaatacttg
atgtgtattt
actgtattgg
ttteocatteot
ttgagacttt
ctcattttce
gttcacacag
tgtcatgtag
tteactettyg
tatttcatca
gatgataaag
acggagtttt
tecacctect
gtgccageca
gttggccagg
attgtcecett
tagaatcteg
agctgtgeta
gaacattcte
gtttttatca
tgttttettt
ttcttgggea
tgctatottyg
tacatagatg
tetetgeagt
tatgttagag
aggggcttat

gtgatgtgtt
caaccccttg
tgtattgtag
aaacaatcct
agctccatcea
tttacagttt
ttgaatatgce
agtggtttgg
caggtggatc
aaaatacaaa
tgaggcagga
atttcagaac
cacatacatg
aaattaatag
ggtggtttge
caatctttgt
gtttatettt
ctgtegecca
ggctcaagea
accaccatge
gtggatgatt
gceooecattt
tgoctetgea
cattatttcet
gatggggtcet
actgctgate
ttcttaggea
gtgeggacac
ceegggetea
ccaccacace
gactcatctce
gattatagac
tttetttgta
cacaagatca
ctttttttgt
tacttaacce
agatattttg
tacacttaca
acagagtggt
ccatgtatcet
ctttgetttt
tctagtagtt
ctatcetegtyg
ttgtcaccct
gtettectet
ctcaggtgga
gtattgagac
getcttgtee
gggttcaagt
ccacgoccag
ctggtettga
ctcatttecat
aaggcattge
atcacctcat
ttigtocgea
ttatgaagag
cettgtattt
gggggatttc
tttttaagtt
caagatcttt
ttgtttecce
actttectgt
tggagtatga

47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48900
48960
49020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49680
49740
49800
49860
49920
49980
50040
50100
50160
50220
50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
50700
50760
50820
50880
50940
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
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gaaccttgag
ggoetgecagt
tctagagatg
tetettgggg
tttttggtgg
ttetggttta
tggaaggage
cceetgecagg
aatctggagt
tctecacaact
gtetgetete
ggtaaaacat
ggcagtaagt
ttttaagtaa
gtgatcagga
ctectaggaa
aatcgtaget
agatctggge
ctgttoctgg
gagtgaattyg
cceacatcac
cctggtacat
gtetgtttet
ttttgtagga
agaacaaaaa
accagtettg
tttagtataa
aggcattaga
cagtttcetgg
gatgaatcat
gatgactcag
geacaggcat
ctggagtcoec
gttagttett
tgagtgattg
ttgecataaag
ggccacagag
tegtagetge
tecattcetee
cattgttcote
ttectggaag
gecaccatgy
ttegggcaag
gcocagegea
atggttgtca
acacatggta
aaacaaaaac
cgetgatcaa
cctggatoto
tcctttgeta
gaaaaaaaac
caactatgtg
acttgactag
ttteactoee
cctatectee
gggggagaat
tgacagcagt
cattgactet
tctgaggtga
accaatacca
caagtatctt
gtttteaaag
toccecattea

caggtgtaag
tgtgeattct
ctctgectee
aaaaggactce
agegetcaca
catttttcca
ttggggaatg
gaatcccact
ggaaatcteg
gccaaccact
ctattcceccac
acaaaacata
acattcacgt
taaaacacaa
gecatggtgt
agcagttgga
ttatagaaat
tacccaccca
catgagatgt
teactectgt
tgectoctac
acctctgaat
ttgetgggte
tatccgacat
cogaaatagy
ctetteceottt
taataaatca
gacttatagt
aaaattcagt
tttectacca
cagcagegte
teggggtggyg
caccgectoe
cectaggattyg
getgtcagtoe
taaggaaaac
goectttttga
cagtgtectce
agtgggcact
tgecagaagy
gggtctaaaa
ttcocctgeet
ttgttctete
cagtacctea
ccaacatctyg
ctettgattt
aaaaaacctt
cacgcaacag
tagettttge
cattttttaa
cagtatttaa
atcacaacca
ccaaaaaaaa
aatctcacte
tocccctacte
gagtcaaggt
ccacagttac
tecccacaace
gttgtttgee
ttatgtaatt
tatttgtact
acatctctet
tatcccettt
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gagccetgteca
gaggatacot
tacctggagg
gagttectgg
tettecactyg
gaaagtatgt
agatggcaat
ccteettect
ggeggtotgy
aatcagccetyg
cgtaggggat
aagtgtteca
tgtgtgtatt
ataaaagatt
agtcttetgt
tagtttgttyg
tgcagttgga
tgtececteccag
gatctccageo
ctgtetetet
ccaaggectyg
tatcaccttg
ttectcagty
gaagecagtyg
tacagagacyg
gctgeaggeco
atgtagcaga
aatagctcecat
gaagttcaaa
getgaageag
attagggcat
cactgtegte
acccooogceca
teagtgtgee
tgcoggtage
tggagctgag
cccccttoca
atggtagagt
toctgeaggt
gttagcagtg
atggacctag
ggtttigtgt
tcataggagt
cgcagacata
aagtgcactt
agcacatcte
ggtgattctyg
aaccatcacc
tatagttget
catttcettat
aatattottce
gttacagatt
aaaaaaaaaa
ctettatott
ctatcecteoca
agaaggtcac
aggcacttge
ctettgteac
cagagtcacc
tttgaggtct
aageccteocat
ttggaattet

ggacctaggy

acactgeget
tttggttagtg
agaagggtct
tgtttggett
tgecaacagt
ctttagattt
ccaggtetto
gactgggagce
ctttettact
atttccaget
ggggctgtet
ttttageccat
tgttttttta
gtttaatgtyg
tgaaacaggyg
gcataaaagt
actcocagge
cegtetgteg
ccccatgeoct
geccetetteo
tgctcattce
catttcccat
tetgacggte
acttoceatyg
tecagtceoetg
tttttagteca
ggtttatgac
tttteocacca
gcacttttct
agtatagcag
gagcactgty
coetgegetyg
acctcatcat
tgcetggectyg
tgaaaagtaa
tacaggactt
ggtetttaga
getctgecag
cotgtgeeca
catcoctgace
acttggtgta
gtcagetetyg
gtgtgaagat
agtgctcagt
ctaggtcate
agetgaggea
ctgtgaagtc
gttcacctct
ctaattaggy
ctaaatggtt
caggggcetygy
tetttgttoo
agttattceca
ccteccgtac
gtagaaacag
ctgctgeeca
tgaacgaggy
ctaccattta
cagtgctgtt
tttatctetyg
aatgagaaac
tetttagaac
agaaggtact
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ggcctcaggyg
coettttgtet
agctgececage
gtgtatggee
cttgoetgeag
atgcagaagt
ccagatgget
acagccagag
gttcacttgt
tccagaattce
tttttttttt
ttttaggtac
gtaataaaca
attatcgtgg
tgataggatt
acattttatce
ctggcattca
cacctectac
ttgetgtgea
tcgtetttece
tocteggttt
attgcccgge
agttaaatgt
tagagtggce
taagtatcca
agactcoccttt
gegattgttt
ttatagaagg
taagctttga
gcataataaa
ttecgetgta
aatatgcaag
ttttctooct
tggcagecct
ataacttaac
gaactgcgec
cattgtcagg
ggatgcagaa
tggetgggag
tgacttatgt
gaacgtgtge
cagettaaga
gaagcaacat
aaatgttgte
aggtgacatg
ccteattgat
ctggocagaa
ttgacatggt
aataatottg
ttatgaatca
tccaagtaca
ttcteocatce
gggaaacaat
tcctatecte
tcatttgetg
gotcacagtyg
gctetgtata
gcaaatgaaa
tgaacccact
tgatccactt
agtgttccag
aaaaagccoco
atttataggt

cctotaggga
ggtcagatta
ggtgtgagtg
gettaccocecea
ttecatagace
ctgaggagea
ctacctttat
ccttgggagy
aattttgett
tattgctgtt
ttttaatttt
acagttcagt
atataaaatt
aattttaggt
tgtttaccac
tatttttaat
aggctctetg
tgcccactca
gggtgtteca
atcttectge
tcceccatgg
tctctttgat
ctttattett
aagcettoeta
cgtggeoeggt
cgectoaggy
cctatagtaa
gcteaggttt
ctgtttttgt
accttttetg
atgaageccec
geagetetgt
cttteoctget
gtocgecette
atgttagaat
atctocteota
cagtgagggy
gattctecag
tggtggetgt
ggcgeoccaga
ctettggect
actgagtgge
aagctgetta
tgtggtgggy
attggaogeca
atttgtttaa
acctccagac
gccaggatac
tctttaatat
gttttacaga
gtagtgttta
ccactgettt
tetecaactt
ctocegtact
tgaaggttat
ctgetggtga
cacctecaget
aaaccaagge
cacataacca
aaaaattatc
atggtggceta
agaccactta
gatcacctga

51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51300
51960
52020
52080
52140
52200
52260
52320
52380
52440
52500
52560
52620
52680
52740
52800
52860
52920
52980
53040
53100
53160
53220
53280
53340
53400
53460
53520
53580
53640
53700
53760
53820
53880
53940
54000
54060
54120
54180
54240
54300
54360
54420
54480
54540
54600
54660
54720
54780
54840
54800
54960
55020
55080
55140
55200
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gtttattgte
ctaacaggat
caagaaaaaa
tttattteta
ctttcaagtg
tatacttgaa
atgctgctgt
ttegatcotta
tggaattcat
ctaaaagttt
aggctgaggt
gaaaccccat
tceccagetac
agtgagctga
aaaaaaaaaa
tttttogggy
taggacatga
gacacttctg
ctaaaacagg
ctgtagggtyg
ggtttgtett
caacgctagt
cagattgtct
acctcaaata
gcaaggaagyg
ttttetggga
aatgccagag
gtectgtacct
agaacgttag
ttetocattot
acttaaaatt
ataattgage
ggataaaaag
ggtctaaaaa
tgtcagettt
tgcttaataa
getttgagea
tgtettgtec
tgggatgcag
ggtgeatgga
ctggggtatt
atgaggttga
tacttcttga
ttgtegggty
gtcoctgecta
gaggtggcac
actaaaggag
atttccccag
tgtaataata
ataatgtcca
gtecttgeag
ggagttaggy
agggtggaga
gagctgttta
caecttcagea
ggaaagaaag
gggagaagat
ccocageactt
tggccaacat
tgtgcacctyg
aggcagaggt
agactctgec
tggaaaccat

cettgtgetyg
aaggaaagtg
aaagtggett
aaaactaaaa
tetttgtgat
ctttaaaaaa
gtacttaggt
aatcctacct
ggtgggtttt
atgtcageca
gggtggatca
ctctactaaa
tegggagget
gaacatgcca
gttatgecate
agagtaataa
tccatgtttt
aaaacccttt
gottoageca
tgcacctgta
tecagttgace
ttgataaaaa
gaattttcta
aaatctgeca
gggaaaaatc
agcataagat
ttgcotgtgt
gtgttgctte
cagtagacca
ttggccagaa
tatgttgget
ctottgtaaa
agtttotttt
gactgggttt
cagtcttata
ttaggaaatt
aggagctagg
cagttcectece
agcatcagcce
tacagggceag
taggggaggce
ggcaaaagtyg
ttteageoct
tatcatgtcea
caccgeatec
tggggatgtt
togaggeage
tgcccaaace
caagtctete
aggggcccetco
atcttagggg
aaggcatgaa
atgcaaggce
tetgttcact
cagggagtge
tgagaggaca
ttaaagaata
tgggaggcetg
ggtgaaacce
taatcccage
tgcagtgagce
tcaaaaaaaa
gagaagaagt
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tgccagaaat
geccctcagag
tttaatttta
ggtaaattta
atgctctgaa
aaaaaacaaa
catttaatct
actgtagetc
gttecotttt
ggcatgggtyg
cttgaggeca
aatagaaaaa
gaggcaggag
ctgecactoca
agagaacaga
gtatcacaac
aatatggett
cagaaaatcec
gtgtgaatgce
tgtacacatt
atagteggat
tggaagaagce
tttaatgtca
catcctttag
atccttcaaa
gacattgetg
ggtctgttgy
cagaagtatt
ggaatctotg
gaaaggcatc
tttggeatcet
acactcagtyg
taattaatct
cttattttgt
tggetttagg
aaaattctgg
tcagggegeg
ccatttatga
cagctgtgtt
gocetttacea
tgatggggga
acttettgag
tecaactetgg
agtgttgecat
tagcegettee
gagaaactgt
ctgaccccaa
aagaacacce
ttecteatttt
cttcacctce
attgtgatcc
gggagtagtg
caggtggcca
ggggagggaa
tgacttgtet
ctgagggcta
aggagettat
aagcaggtgg
cgtectectact
tacttgggag
caggattgeg
ttaaaaaaaa
gatgotggeco

aaaggtccce
agctactget
gtgacctggy
atatacttte
ttttaaaaat
aacctcgtat
tcaaaccact
attgtaccag
aaagattgaa
gctcacactt
ggagttcgag
ttaggtgage
aaacatttga
gectgggtga
tectttgatg
aagatatgac
actgetgttg
cagtegecce
cactaatgcc
cagetttteco
taaactacat
ccaaaggagt
atttaagagt
aaggtcagga
ggttcagttt
gaaatgagag
cagagacagc
tgtecgtagag
tccagagcca
attggatcat
ttatggaaac
gcatgtgace
tetecaagtet
ttttcatcat
coacagggeyg
ggaagacaga
ttcaactgag
ctaaaatcag
cagtcctatg
ggeoectgage
gggggttgat
gactttgett
tatggagtca
tagcaaatga
ttgggacatyg
ttacacagtt
agcatcacce
ttceccatttt
ttaaaagtca
ccegtgeagt
ttcagaccat
gagagctgea
gecatgtgece
gagttaaatg
tgttcaggta
gtggttgage
gggecgggga
atcacttggg
aaaaatacag
gctgagacag
cccectgtact
ataaagaggt
aaggacatga
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acctgetott
tttgtgacaa
gcocaggactte
agtgtttgygg
ttagaatcat
aaaggtcaag
ggatagaggt
caacagctgt
gecaccatat
gtaatcecag
accagcctgg
atggtggeoct
atccgggaga
cagagtgaga
coctectetyg
ctgagaacag
cttecatagtg
atactgatga
accaactcac
gggattaacce
caagaagata
tacattctta
ttgagagtge
tttcagcata
ggttataagg
cttatagaaa
agagccatgg
cacttgtgat
ttcagagtag
gtgaacaagc
aaaatcctga
aaaagggtat
taacttgtta
aatttttgtt
attttgaaca
atgctctatg
geetttette
cocagatget
gggccattga
coctggtoct
aaggcgggayg
tttggagaag
ggaagcectt
ccatgtatec
agaagctctg
tcectttgee
ctggacacta
tttttcagtg
gaagtacaga
gtcagctaag
tctaaactgg
gtgactgggy
acgggattte
tggtctgett
gtaagttcaa
caagtgtgat
cggtggetta
tcaggagttc
aaattagctg
gagaatcgct
ccageetgygg
taggtgaaaa
caggttctga

attagctcta
acaaatgata
caaatgaaaqg
cttaaattct
tgaagttcat
gtatgacttc
taggttgaag
agggactagg
tttctgecet
cactttgggg
ccaacatggt
gegectgtaa
tggaggctge
ctettgacte
ccectgaaagg
atttcccaga
tgaagcttca
ctaatctcaa
ctttgetttt
tetgagttet
atgactatat
cccaggtaag
tgttatccac
ccaaaaagca
aacgctaatce
acaacattaa
ctggaggagyg
ggcaaatcta
ctecageatygg
atgaaaaatg
aagtggttta
ctgggaaaga
cetgtaagtt
tetcattceca
tttgtaattt
aagaaaggcet
actgeetttt
tectegteate
gtaagttctt
cocageacet
atgtctgggg
tcaaatttec
taaataccty
ttgtgctact
tctggtttgt
ctggggattt
tgaccgaaac
gtgttcatta
agagcagaga
tgtggtgcgt
ggtggtgcoty
totteatgec
tggetgecaa
ttctoegagt
gatgagctca
gggacttaaa
cgectgtaat
gaggecagae
ggtgtggtag
tgagcccagg
tgatggagcg
tagatgagaa
tgtggaggtyg

55260
55320
55380
55440
55500
55560
55620
55680
55740
55800
55860
55920
55980
56040
56100
56160
56220
56280
56340
56400
56460
56520
56580
56640
56700
56760
56820
56880
56940
57000
57060
57120
57180
57240
57300
57360
57420
57480
57540
57600
57660
57720
57780
57840
57900
57960
58020
58080
58140
58200
58260
58320
58380
58440
58500
58560
58620
58680
58740
58800
58860
58920
58980
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ataggcaatg
ctgtgtccag
ctcageagac
ttatgtttcet
tactecattge
ggactgtget
ggactattat
gcgcaaggtc
ccacactgec
gaatctcagt
ctgtecttygg
gaaaatggag
cagcocaccac
ggtgagcaca
tgcagggeccec
gcaggggtgt
tttgetgtgt
taaattattt
aacagcagca
gaggcggaag
goteogecoa
tatggagacc
tttttggetyg
gatttgecte
gacttcagga
gtgtggetge
acctcteoctt
caaatccaag
tcacaggata
acacagacct
cttaccatgt
cectggacgyg
gttggaatag
tgtagactgt
ctgtcectgtyg
tgtgtagact
gactgtectg
tctcoctgtaga
ttagaccatc
cteocatgooe
ggctgaggat
ttgggccttg
toceggccaca
atggccctag
cagtgaaaac
ctttagttac
ttggtttgtt
taaaaaatga
tgttgatgat
aaatttttte
caaaccocca
cteoacageac
catagectoca
tetgetaggg
ctotggocte
tgtttetgte
ttgagaacca
cagaaattac
ggcaaaacct
aaggagtggt
tgttccagee
goccacagat

ggctggttgg

tctettecag
taaacatctg
accctcatge
acatctecta
tgatggtagg
aagtacttta
tagtcaagta
acaagatgat
totcatctge
ggaggecctt
ttggcecage
ctgcagttac
totgoetaag
cgctgtagea
tttgcctaac
cgtcatgetce
atgtgatcat
ttettgeett
tataaatgcea
aactgcacgy
cctgtgetge
tgcttttate
gtgagagtgt
cattcagtac
tgtgtgteat
acggtgteca
cttgacttac
tctcaccacyg
atacatggtg
cteaccacte
tctcotgggee
ctgeccccag
ctgagaatag
cetgtgtaga
tagactgtcc
gtcctgtgta
tgtagactgt
cegteetgtg
tgcctgtgea
tegetgetee
cgtggagace
ccaggtocag
gaagaaggtyg
aatgtaaaaa
ttgaagcatt
togecagaaagy
ttgttttggy
aagtgtttat
ataatgtatce
ttecctoett
coottecacea
acactgtectt
tctgcagget
atcegggeag
tatccaccag
tagactccag
cogetetaga
cagatatagt
ctttgctgtyg
gtecageget
tcaccaggec
ccactgtgac
ctttgetgta
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ccactgctaa
tgcecattge
cccagtgact
agtttgttgg
aatagttget
tagaaatgaa
agcgatgggyg
gtgattggaa
accaaggagt
agegggecty
cctgaactga
tgaccaccag
ctgtggggac
tgttatgttt
acatgeggte
aacagagtga
gcataccact
tgtatttect
tgttggtigt
acctettege
ctgtgcgget
ttgaaaagca
ggctacctet
ctagactett
tctaagttece
tttgtgeagg
catagttcat
gttecttcoceca
tggettacgg
ttggaacttt
gaggagtcce
ctecccaact
cegatttetg
ttgtetgtgt
atgtaaactg
gattgtctgt
ctetgtagac
tagattgtct
ggegoaggoc
ccaacactgce
agcaggagceg
gectecagcetag
agggctocag
atccaagtgt
aaccacgaag
tottectott
gttggggttt
ttgcccaaca
ttgtettaga
agtagcettga
ctagtcageca
agagggaagyg
tctgaccete
ggagtggcetyg
atgccagtag
actttgteca
tggtattgag
agcatttget
agcacaaggt
gtagttatgt
ctgtgcttca
aacctttece
gtttactgtyg

taattgagac
caggtgaget
ctgttoccot
gocaaggatyg
gatgtttcat
catacttcat
aaactggggce
ccaagagaag
tttgteccecat
coctgagecag
gatgcggaaa
gcagagagag
tgagggeget
cagatgtcac
acttttggga
tggagaaagg
ccatatagtt
ttacgtagta
caaccagtta
ceccgectte
ctecatcacag
agttcttagt
goggagetgt
gocetgooac
tgcaacttitt
ccaccactea
tttgtaccat
gctgaaaacc
aaccctgcag
ageccaggaca
agtgecccacyg
goectgeatte
ggcagceegge
agactgtcct
tectgtgtag
gtagactgte
cgtegtgtat
gtgtagacca
agtgttcage
caacccetget
tgtggceocag
gacacggctc
agaggccace
taagaaggaa
ccteotgecte
aggacagcge
tttgggggtt
ataacagaca
aaaaaacttt
ttagtaaaat
attttgagta
ggaagcctgyg
agcactactg
tgctgggaege
cacccccteo
acgtcccatyg
ggttgggaat
tcttatttat
ttgectttage
atttgagecag
ttgtctcceca
tttgggttac
ataactgtge
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aaactcaagg
ggattgaaat
tgggecaccet
gaggetgtet
tggatgttge
tttcacagtt
agggagcegat
tgttgtggtt
agecccaaggy
aaagcagaat
togeoecttteg
gtgggtcccet
gtegttaget
atgttgtgtt
gatggtgtgg

tteggtaagt
accatttteg

tttttattta
atgaagtgaa
teetgtgtgg
tgtggagttg
gcatcttcat
gggagegget
acctcettogyg
caaacacccce
tecttgeatet
gotttcagaa
cttgtgeggt
gtectggeocet
aagttttcotg
ttecatcccac
teocecetgooa
ctoctgtgta
gtgtagattg
attgtctgtyg
tctgtagace
agactgtcect
teoctgtgtag
agggocacayg
gcggggtoca
gagceagggaa
tcacagetgt
tttocaaaaa
cacatcaaag
caccacacac
gtgtttaaaa
ttttaccctt
gggagettge
ttcagtgaaa
gtgaagttac
aagaaacaaa
tggeetgtgy
acacttgggce
tgtaggaagt
ccagatgtgy

gtaggccaaa
tttaaatcaa

ttetttgttg
aattgttgtc
tgtccagtge
ctcaagactg

tgtggtggea
cageagtecc

cattcatacc
gggecagetg
cattgaccat
gccgteaggyg
tgtattctag
ttatgaatag
gaagtgactt
ggccacgccc
cettggggac
cggeattttt
ctgectggta
gtccoccagect
gactgcagaa
attgtgtett
gagcagaaaa
ctoggettca
tecagatttt
aaaaaattaa
taaaagggaqg
tgcgtgtgge
tgtgtggagt
ggtgtctgat
gactagatga
agtgageatt
togggetage
gggtetageo
tgagetttet
tececetttgec
aggcccetgyg
tttttagttt
ttgcaggcac
tactecactet
gactgtoctg
tetgtgtaga
tagactgtcce
gtegtgtata
gtgtagactg
accatcccat
gcteotagge
ggaggagatg
ctgggtgtee
cectggttgec
aagcacagtc
gaaacttcag
aaagaaacgy
tcataggggt
gectactttt
ctaagtgtte
ggtggttttt
aaatgtgaag
geatcaggtyg
aagccttcag
tggatcattg
ttagcagcat
cagtcagatg
ttgeceooegyg
gacatttatt
ctaagtgttt
acattacagc
tgtagttatg
accacaaatg
togagaacat
tgettteott

59040
53100
59160
59220
55280
58340
58400
58460
53520
53580
59640
59700
59760
59820
59880
59540
60000
60060
60120
60180
60240
60300
60360
60420
60480
60540
60600
60660
60720
60780
60840
60300
60960
61020
61080
61140
61200
61260
61320
61380
61440
61500
61560
61620
61680
61740
61800
61860
61920
61980
62040
62100
62160
62220
62280
62340
62400
62460
62520
62580
62640
62700
62760
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tgttaagtat
tgtatggttt
ttatccctece
cagctaatct
ttcatttaat
acctettattt
gttatgcaga
ctggttctgt
gttgggattg
atctcacceg
ttcatgcaca
acttagttct
aaccaaatta
ttgcccactt
agcaactatg
ataggactca
catggccgta
attttgtgtg
agacacctga
attcctcact
gcattaggtt
ctgccctget
tcettetetg
tecagatcagt
tgggattaab
ttggctaagt
tcaatggtga
ggaaggtgac
gaaagctctg
cctggtgttt
teccageteca
tgcttceceotgg
cgtectgtgat
gcagtcactg
ctctgatctc
tgetgecatgt
gggcacagca
atcetttgee
gccaaagagc
cttcectetg
catttttgte
tagttcaagt
caaattttca
aacatcagat
ctgaaccaaa
aagggagtct
ctcccagttt
tatgecagca
aaagcectttt
aggatcccgt
gcacaacctyg
atctgtgctg
cttgtgggat
tcactattat
agagatgatc
atattataca
agcacttcag
taatgtcagt
gagcggagcet
ctectgacctt
agactggtte
gaagcatgcet
tataggggct

coccattccac
gagattgtta
cagagggctg
aattataaat
gcatacttgt
ttggcaaaca
agatgattgt
ttaaggattg
ttgtttagaa
tatcteccete
agacactgca
ctgtgttaag
cccagtcacag
gtttgggaag
agagatgcta
atttgaggecc
tatatcaatg
tttaaaacaa
gagtccettaa
tgtacagttc
tggttttgaa
tatgagatga
tetgetcact
ctettgttte
tcatetttte
gggggtcttyg
cagattgtcc
atggatgaaa
ttggecttoctg
cctaatttgt
gtagagcagg
ctectcattyg
ctgggcctct
cctaggaaat
tettttotgt
cegtageatt
gtgtettcetg
ccagaggagyg
tgttgacaca
tccaggcaca
cacaacagtt
aaaatgtcac
taaattttet
agtgtctgag
ccagaatgaa
gtatttggtg
tatttttaat
gcectgatcag
gttcaatctg
tgccacgttt
cccocggtoag
accatggctt
gtgctccaag
ttgtttccee
tttgaagaca
gtgcgacagce
gcggcectactg
gttcctggcet
tacttgtgta
taacaacagt
ctgettgtge
gocottotttg
cacteocagtt
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tggaggatta
aagtttcttt
gctgggagaa
gatccacaca
cttctgattt
tgectgttat
gtgtgttaga
actttagaca
gggggaagta
ctgaaatcct
ttttgtatca
aattacttac
ggttactgta
gccccaagga
gcatgttggce
tggtgaagta
taatagggta
aaatttctat
aaataaatat
caaagtctta
agtgagtgct
ggaagggtgg
ctgtggaatg
tggggtettyg
acattcttcot
ccatgtaatt
ccattcaaga
ctggctaaga
gtctggecact
ttotoccaca
accaataggce
cocccagatg
gctggecccct
cctagtecate
aaccttggcet
tecececoctecag
acagacagcet
tattgagtgg
cgctgacatt
tggtcaggct
atccatgage
taaattcgag
tgttttaaag
attatcaaaa
agggcaagcc
ataactgctc
tgcctgtgag
gtectgggta
gcttcaccto
gaccggggag
cagcttegtg
ccatgttcag
cctectgeca
agttaaaatg
caaatttgaa
tagaattgga
gttcacatge
tttgtatacc
cctaccaagt
taacaccagt
agctgcagag
tggtectcag
tcatagectag

cttgggegtyg
gggatcaaca

atcatgagaa
gettgtggta
cctteoettea
cttttgggac
ctggggtcat
cctcecagtgta
agcaaggtga
cactaaagct
cagggtccat
ttagtteotet
gatgtctttce
ctgtttaaca
actgccatgt
ctgtgttcta
actggaaatg
tggaaatgac
tgggttattg
gtectttacce
tgctgtctgg
cctottoate
ceceacoccay
aggcattata
aagttectge
agcgcecteca
gttcactttt
cttcagacag
gtgaagtttg
ttttgetttg
atttgtggtt
atgccacagg
tcteccagetg
cttcaaaacce
gacctgaaac
cocctococcca
ggcectgaag
gtcagtgcac
tettttgetg
gacceggtag
agaaacattt
tcagtttttg
aaaaatttaa
tagaacatca
ctggggagcce
agcctctceca
ttttctgtge
atgtttgaaa
gtagacggty
ccgatgggtt
coococacece
aaaccccocag
tagaaaaact
cgcacaatac
attaacattg
aaaccttaca
cteottcettt
ccgagcaaga
geccecagggag
tcttagggaa
ggactggagc
tcettegagte
tgaaagtbttt
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cagattggca
ttttcaattc
gttacagtat
aaaccagctt
ccaaatagtg
cetgggette
ccagatgget
ggctgcacca
gtttaattgg
gcegtttget
ataattcatt
gtgttaataa
ataggttttc
totgocttea
tcectcoctggta
ataaaaatcc
tgatcttgtg
agagcatagce
acacttagtt
agattacaga
aggtgagctt
ctgcatttct
cacgggtggg
agatctagtt
ttttagetge
tgccaagtgg
ggcaactcat
gcttgtgtcc
ctgtgatget
gttttgtcott
ctatattcac
tceoctgggee
ctcttttecag
tgcectettge
atttccctet
tagtccacct
tggtitcocett
gtgaactgcc
aaaatcataa
ctctgeccecect
gtgtaactga
tettagacce
tgagectacat
aaagtatttt
tgtctccaag
aagggcctca
agggtaaggce
tggctacaca
agaaagogtc
tggaagtctg
catctccoccca
gcctttgagt
gceccatattge
tggccacaaa
atctetgaag
gtgagtatag
atcocettggg
tgtggtttgg
ggtggaggec
aggagagttt
ggcagoctge
tgaagagagy
ctgggccagy

tgaaaagcaa
tgtatcagca
cttatttgcet
ttggggagtt
taggatgectce
ctggaaacca
agagttctca
tggcgtaagy
ccattgcaga
ttecaggtgct
tttetctegt
tttttggega
caaacaccac
tggtggaaac
ccagcccaag
atctactttt
ccttttaaaa
ttgttgetgt
gcatgacaga
gggttattaa
taagactcgt
gttectteget
gtggaacctyg
gttagaagtg
cacacceact
cagaattgcect
cattgatcca
agactcttga
ggcaccacaa
ttgggcagcet
cctectecacg
tgctgecagt
cctettattt
acagagcettt
tctgaattce
tgtcactgct
cacccacaco
agtgtcattt
gggctttgag
gctgacctge
ggcagaaact
taaatgaaac
ttaaactgag
tctgaatgaa
ccttetetga
cctgetgtet
acctacattce
gaggagtttce
agagccoctge
agccctgtet
tgaggcaggce
tatcatgaag
tcacaataat
aagaagaaaa
atatcaagtc
cacacactte
tgatattace
gcactgtggt
acagtgctct
cttacccaaa
aagtcccagt
gaagaagggyg
tottgggtit

62820
62880
62940
63000
63060
63120
63180
63240
63300
63360
63420
63480
63540
63600
63660
63720
63780
63840
63900
63960
64020
64080
64140
64200
64260
64320
64380
64440
64500
64560
64620
64680
64740
64800
64860
64320
64980
65040
65100
65160
65220
65280
65340
65400
65460
65520
65580
65640
65700
65760
65820
65880
65940
66000
66060
66120
66180
66240
66300
66360
66420
66480
66540
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tttigttgtyg
catggcaagg

aataattccce
gagtgcgegy
ctaactgggyg
ttetgtcaaa
ttaccatggg
tgtggagtgy
gectoeccett
tgatgtaage
caggaggatc
gtotctacaa
tactcaggag
tatgettgea
ataaataaaa
gcaaggggtt
ttotgeecte
agagggttet
geagtgtgtt
gcatttgcaa
ctgaatttca
gctcagaggt
tteteageea
gagcaggtgt
aacttgcatt
acggtggcta
ccaggggttc
aaaaaaaaaa
ctgaggcaga
actgcattce
ttaaaaatac
gtatttette
aatgatggaa
gttetgtgeco
atttaatgge
gtectagtaa
ctggcacagt
atcatgagcea
geactgggec
gggcccatgt
aagtgactgyg
ccagtgaggg
aaacagacgc
ttetgggaca
actctctgee
geagetggtyg
cgttocgeatt
tggagaccaa
tettgaagee
actttttcac
atcattgtga
tagggagaaa
cacccetgeag
gggtagtgtgg
gaaggtgact
catcatgagt
taccacatgg
caaagtccga
tgcaggeatce
gaggececteg
aagtagaaac
tgegttacta

ggcoctocoggt

ggaagagttt
cattgtggea
ctggatocgt
cagcacetgg
togaatectyg
ctcaggtttt
tgtgtagcac
ggctecaggy
ctcaagtact
caggtgoggt
actcgaggoee
aaaaacaaaa
gctgaggeag
ccactgeact
aaaatagtag
cgggetgecet
tggtggtgac
gagtacggtyg
ggaatgtget
gcctgacatt
acagagcaga
tttgatgtta
tagetgtetg
gagggagggt
tggcatgett
acacctgtaa
aagaccagce
aattagoegy
gaattgettg
agcoctgggey
attttaagtc
ttctttaatg
ttgoctagtyg
aagatactgt
tgaggcaggg
ctatgeecatg
gactggeaca
gatctctgge
acagggaaac
taggagactt
ttceocattta
ctgeccttttyg
caggccattyg
agggetgggg
toccaaacate
ggagagegea
gactgecctct
gtotgetact
cocgtetgaa
gggaggectt
ctegtgagac
agaggtgagg
gttcagtgte
accctgggag
ctgtgtgtac
atttttetet
cetgactttg
gagtcagggt
ggcaggtctyg
cgggtgecct
tgaagegetc
ataaaggegt
tctgeaggot
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ataacaccag
agcagcactyg
aacttggggyg
gggcaccagt
gecacecaactt
gcgagggtte
gggcetttatce

ctgtgtgggt
actttttaat

ggctecacgte
aggagttcaa
acagttagte
gaggattget
ctagectggg
aagtaagatc
ggctettgag
cgcgecggag
gatggaggtyg
agaggattta
aagagtgact
agagcetgtge
ggatctgttt
ttotageaca
gtcagtggge
gcttettatt
tececageact
tggccaagat
gegtggtgge
aacccaggag
gcagageaaqg
cttttetteoe
tcattaaggt
tgagtectage
atttaatatt
ttaaatatgt
agetetgtga
tgattggeat
ctgaatccott
tetecagget
tcacttecag
ctaggagete
atcacageccy
cttetgttee
teccacettte
cacctectea
gegecagead
tcagctgggt
ttttteteta
agttgeccag
gcagggettt
agagagaaac
ggactcttca
aagoocaggg
aaagtctgag
ttggaattag
ttcagaccca
gagteocctga
cactcageoe
gaaccttetg
ggggagetoe
ctecttocaaa
acctgagact
gtacaagcat

ctacttgett
cegetgaacy
tgttcatgtce
gaagagtgge
actagctcat
tgggaggtcc
tgaagggaag
ggggagggat
catcatgget
tttaatccca
gaccagcttg
agacatcgtg
tgtgcceggyg
tgacagagca
tagaatgtag
gatggtagca
tcaccagcec
ctitectggaa
tgcagtagee
tctgggaaac
getttttget
gctccaacag
aggcetggaat
ggtaacccac
caattttaaa
ttgaggggcet
ggtgaaaccc
gggeacctgt
goggaggtty
actctgtecte
ccacctgoct
tatatggata
aattatccta
taatgaacat
attattttca
gggtgaggty
agtgtggaca
ctgeccatcag
ggtatggtte
agccotttee
ttaggtcatt
ccagaagcct
tctggggcag
aaacgtgtcet
tcoggaaaatyg
gtaggacaca
gttgagecac
aagtgacaat
agccagtgee
atgacaagat
cagttgtaac
atccgaaggy
cetggocaca
aatgaatgtt
tgatttotgt
agaaactcga
atcaccagce
ggagcacggyg
tetggetgat
tctacctget
atacagagac
cggtaatttyg
ggcaccagca
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ggtaaaagtt
cgetgetect
attoctgggga
cagccaccaa
cacagtgtct
tatacgggaa
gtggagcegt
ctgettetgg
cctgecatte
gcacttgggy
ggcaacatag
gtgctceocot
agttcaagge
agaccctgte
cacaggttac
gtgcagetga
tgcecatagee
gattcteagg
ttttaaaaga
tatttgettg
tggcagagtyg
actttgtttt
gagttcocttyg
accttcaagy
atacatttta
gaggtgggty
catctctact
aatcccaget
cattgagecey
aaaataataa
ccacccacca
ccatttteta
acatacacaa
taaatattat
tcccageaga
gtgtetttge
ttegteaagt
ctgectcogeca
ctgtetgtag
cteotecaggge
gaagatgttg
caaggaagga
acccagecac
geageagget
gatgggagty
cteggtteat
accttggagt
cctotgaaac
tecacctgetg
tttatgggty
catgtagaca
aaatgaagtc
gggtgtggta
cetettagag
acagatgatt
gagatcttac
tcattottga
cocogttogtgg
acctgeetet
ctgectgtgat
tcactgtgtt
taaagaaaag
tcotgetegge

ggtettggaa
ggggctttgg
acagtggagyg
cctctagaac
cogtttecte
gggttagcag
agggagacca
gttaccocat
atttcatagt
aggcetgagge
tgagacccce
atagtccage
tgcagtgage
tcaaaaataa
caggacgtag
tgtgagtget
ctgatgggge
agtaacatgyg
atgettttta
ttgagggaaa
aatacagcca
taaaaggctt
tgaaagaggt
attaaaggaa
acggccggge
gtteacgagyg
aaaaatacaa
actcgggagy
agatcatgece
taataatttt
aatagaagag
gagaggaaag
atttctoctt
ttactagtgt
gttgggggag
cecaegectec
gaaggaaggc
ggtggcactyg
ctgtettoce
cttgcttace
cgtactocee
gcagagctgg
ggaagagaca
ctecageatgyg
cctgectgga
gggetgatge
caccagtett
ctecagatca
ttecttgtie
gctgeccage
gtggaagtga
taagcaggceg
tttgttgact
gtagagagtyg
cttttagaat
atttccacta
actttetttt
tgcactgcag
tgetggtaag
gttttttcet
agtctgtttt
aggtttaact

tcectggggag

66600
66660
66720
66780
66840
66900
66960
67020
67080
67140
67200
67260
67320
67380
67440
67500
67560
67620
67680
67740
67800
67860
67320
67980
68040
68100
68160
68220
68280
68340
68400
68460
68520
68580
68640
68700
68760
68820
68880
68940
€35000
63060
69120
69180
69240
69300
69360
69420
69480
69540
639600
69660
69720
69780
69840
69900
69960
70020
70080
70140
70200
70260
70320
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gcectcaggga
aggtcccaga
cttteatgag
ctagggatca
gttgececttg
agaggaaaga
ggatgggget
gtgccaaatt
aggtgtgacc
caccgtetgg
aaaatgttca
gaagacgaga
aggccgagayg
ccagocgaag
gagetttoece
cocaaacgaa
tgggtgaagy
cccttaaatg
ggtgagggga
cagcctcetg
gccactccac
ageccacttet
gccaccgagt
cagtcctgaa
gaatgtaacc
aaccattatt
tggtetgtgt
gggcccatgyg
cagtaggtgyg
tgactgecgy
acttgaccca
gtgtaaagat
tagagacagyg
gatattetgt
ttgcagtaca
gataaatcect
tgctatetga
ggcctggeaco
tctgtctaca
attcatttte
gacactgaag
ccagecaaag
aagececttee
tacagggtat
gecgetagee
cagatcaaag
atgcactggyg
cttaacctat
ttttttttat
ctttataaaa
gaaactttct
gggaaggaat
gttgegetea
tcccactata
toetgeteoagg
cagccatctt
ggecctctgee
taattcagag
cgttagacgt
ccatggaaat
ggcatctgag
ttttggggag
gttgaagttg

gettecagte
ctottaacca
ggacctgtee
catttcagea
agaattggac
cccttetteco
gatccagaca
catcatgggg
attttaactt
tgtcagggga
ccatgttgea
ctttatttte
cocctegeea
tgaacactasa
acgaggaccet
toctggagae
aagagacccea
ccgeacccta
aatgacttte
ttggcaagca
tecetggetge
gtgggettet
agggttttte
atgtgatgte
ttttttatgt
gagtacctat
tctagaccat
acagtgatgt
ccgtgcacgyg
ctgtgcocctt
geagttgtat
gtgtataggt
ccaatgatat
agctettaaa
tgagaaggca
cacagtgacce
agtacctggg
tcecctecaag
cgtggettgt
tccaaagtga
ttagaagtcyg
gggagcegta
tggtcaacat
gtttecactyg
cgatggtagy
gtttttaaag
gttttaagga
tcaggagtaa
teoctttgttt
agcagctttt
cataccctta
cccaaacttt
agcacecocte
agaagaacag
gtgtoeccege
gcteatgtac
tgggggtcag
aagtgggctc
gtgttgectgt
gacctcctaa
tacatcagat
agggggctac
ccggggggty
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atggtggaag
getetettgt

ccetgaccea
tgagattggg
ctggetgact
gttgatatca
gccgaccage
gactecttecyg
ttttgtcttt
aatagctacc
ctttgtgoct
aaaagatttc
agecegteace
taggacttee
ggagecoeca
acacaatggg
ggaggataaa
cggeatcgaa
tgttctagaa
gegettecge
tggaggtcecg
agtgccacct
tgceccoceoct
caggettgag
ggtcttgatt
tgatatgtgt
cttgectggga
gatagaggtyg
aaagtttgca
ggtacctget
acatggagaa
agttgtgttt
aaccagggac
gaatgagatce
aatcatacag
agtcegeccag
ggagggggty

cagagggggc
tttttecctag

gtaacccatce
ggtegtgggy
actgcecgag
gtgegtgget
acagacgcege
attcagttct
tetggaactyg
geactotggt
gtagagaaaa
ttggaaaaaa
tgttatttet
ggtgatgtaa
tacgaatgta
agetgtgtge
caacaaaagg
tgggttteca
cagcccteat
aggtcaccac
cacctcattg
taagtaaggg
gacttttteg
ggttttgcaa
tgtaaaaaat
tggeeggggt

gtgaagggga
gaatgecattg
gacacctecoe
aggggacaga
tatatctect
agaaagtgcet
tgogettate
tgecaggtcag
gaaggaggct
cttcatgttt
ttgaagtgcet
atcttccaag
totgeteatyg
tettgetget
cccgageata
aaatgcaggyg
gactgeoecca
aggtaatatg
acacacgctg
atccttgggg

gtattgggca
tgtggtgett
gacgacagceg
tgeactceagt
aaatcccatt
ggtgtactga
aaaaggcaga
tcogetgagy
gaatgagcag
ttctggaggy
atttactttg
gttgtggeat
ctgatcaatt
tgggtgtact
tagtgtgtac
geaccettgtyg
acaagtggac
tggectegetyg
aattcctgee
totgeoectet
ggaagtcettce
aaggacgagg
acggtcectceca
tggegagatyg
gtggtgecatc
tggaaggget
ccecaagaata
tgccaaatac
atagagttac
ggaacaaaaa
tcageccatat
aactcccttg
acactgagece
cegtctagaa
ttgtcottte
cacccecatec
agggtggcea
ggagaagtge
gaagagagag
tggttttaaa
aatgcaaaca
aaaaccaaaa
catgcatgag
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gcaggagcaa
cctcagggag
acccagecce
catctaacygg
ctetggettt
gttagaaatg
ctacctgget
cattgecttt
gtcagttgta
aaaatagcta
cacatagaga
tacatggctyg
caaagggatt
ctttcaagga
tcoccoccace
agttcttece
tcaaggaaga
attgggtccce
gtactgaaac
aacagggcge
cagggtggce
gttggaatga
cecteecceca
ccccacagtyg
ttactteott
gttaactaga
cccaaageat
tggtcaggga
gtgttagttc
aagttttaag
cagcaactet
tgtttgtagt
atgttctote
gatgtggeca
accagtgagt
aaccctaccee
ttcaggectga
gaaggttaac
acaatagcag
gattcctceag
gaggtgecccea
accatgecact
cggecggege
ctegtgtgea
tgagecagte
aacaagagaa
taagagtcta
gtotgtttet
aacacattgt
aaaacaaagt
aatttatatt
gagaagaggy
aggacagyggt
aaacagaacc
tecattgote
ccataaatgy
ttggcatgtc
catttcagca
gactagecctc
tattttacct
attttttect
cccecettige
gcgacagete

gagatggggyg
ggcaccaage

acctccaaca
tgttattaac
cagatggaca
aggaagttte
gtgatcgaag
gtttgaatcc
aaagttcaaa
gaaagttgtc
gcattgatag
cagccctgag
tectgacaaa
tcagtggaag
tococeggeca
aaatcaccag
aaaaggaagc
agettgttgg
cctgtggatg
gtggaccaca
gcaggacatg
ggggctegga
ggttteccogga
gteetttggg
gcaggttaac
acatgtecoce
attttggtgyg
aggetgettyg
cagctggaga
acgtgtgeat
caaaacaagc
agtgaaaaat
ccggtgttgg
gacattgcaa
cetecageca
tgggtgtygy

tgtgggcect
atcatccaac

catccttgec
catgagtcaa
ggctgectec
gagttactgg
ttacctetge
gagagcactg
tcagaagaaa
ttaaggatceg
atctecaggge
cteteteottt
tgtttttaac
aggcacttat
tgatttceca
ttaggacget
ctttgagett
tgecetetget
cctoctgtga
gtgtcctega
aacccgetgt
gaaattcaca
agagctctgg
ctttccaggt
tggggatgat
teccteggag
tgecaggtgeyg

70380
70440
70500
70560
70620
70680
70740
70800
70860
70920
70980
71040
71100
71160
71220
71280
71340
71400
71460
71520
71580
71640
71700
71760
71820
71880
71940
72000
72060
72120
72180
72240
72300
72360
72420
72480
72540
72600
72660
72720
72780
72840
72800
72960
73020
73080
73140
73200
73260
73320
73380
73440
73500
73560
73620
73680
73740
73800
73860
73920
73980
74040
74100
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ggtotggget
gccoctgacccet
cagactageca
cggacggacy
tcoottttact
gagtgaaaga
ctegececcac
cccocttgaat
aaaggcatce
gtcageettg
ggaatggaag
tgtaagcagt
atatataatyg
ttattectect
tagaatgcat
tttgatctct
atcattacat
gtgcagtttt
tggtgaggece
gtatgggaag
[stelalalsfelelaleleal
gaccgtgatt
acggtecettt
gtectgeceeca
gaactgaaga
cegagetact
agagaaattce
gataaggett
gtatatgtat
gtttaaccte
gaggtagcga
ttttacaatg
ttttggtata
gggggagtgt
acttgecata
aacatgaatt
gtaactcctyg
ttagagtttt
ctggagoeget
cccaaattga
gtttgaagaa
taagacacaa
gaaataagac
coccaaagtg
tagtacgaag
ggoocagget
tggggctgea
tttecaagaag
ccggttecat
tagaaacttc
ctettgeaca
ctgatctaac
gccatgeagt
aggaccccetg
agatgggaca
ggagecttog
ggocacccte
gcaggtattt
gtttaattga
taaaaacaca
tgecattget
caggacatgg
gcaattgegt

catctgaact
cctacactce
ggcatgecge
ttggttctge
ttttgecoccet
gagtaccatg
ccagggctaa
ctgcagggag
atagtgcact
catcaagggc
gctttgecat
tgttatttag
aacacgtggy
coctgttate
gtaaggtctt
goettactaat
ggoetgtggtt
coaggaatag
cagectgtec
ccatattcac
cacctttggg
tggaagagag
aggcagcectg
ccctcaaaco
cctocacatt
ctettgecag
tgtgygtggga
aggtgecagg
gtagtagttt
ctatccttgg
gctgotetge
gocatggaat
atacctttte
ctcagggtct
ttcatgatgy
tggggtgett
tttettteta
ccacttctaa
tteoettgact
cgctttgeet
cagtgttttg
tggttaccac
agattagtat
atttttttga
agttcoccecayg
catgagactyg
gaagtcagtg
agggaggatyg
ggaagacaat
cacctcagat
cattcagttc
aggagatgga
ccagttcecta
ctctaggetg
aaagggcaaa
agagcatgea
caagtgtcce
ggggaaacaa
aatttcagaa
aaatatgtcce
acagcaacct
tttgecttttt
tcttecagtga

ES 2634450 T3

gtttggtttce
acctocacce
ggtaggtaag
actaaaacce
tocactttga
ctggeggege
ctectggage
caactcteea
agcattttet
tttatcaaaa
gggcectgetyg
tgatattgtg
tatttaataa
tgctagatcet
cttgtgtcoct
gtgococcatyg
cotaagoctyg
gceatttgect
tggtacagca
acctcacget
atcageccteco
gcacctgetg
cogoegtete
ctgtggggec
aagtggettt
cattttcaca
acattegagg
ctgtaagcat
gggtgtgtat
agagcagcetg
tatatgectt
aaaccatttt
aggtgtgtgt
tctgtgacct
gtttgecattt
cccatttttt
tecotgetga
gaattaacct
gtgagettgt
gtgtagggcce
agttgtaate
atctcagtac
agtttttcat
ctttttgaag
taccctegaa
ggaagaggac
tggottecac
ctotagggea
tttttcacag
catcaggceat
acaatagggt
gectcaggtgg
acaggectea
gtactgetga
ggeagtgeca
gagaagectyg
cacagegceac
ctgotgteta
aattgaacat
aggaagtatc
caaaccctag
tttaagactt
actctttett

attccagttc
actgtecegec
ggccgoogga
atcttocececyg
gtaccaaatc
agagggaagyg
atcccaggey
ctcecatattt
tgaaccaata
agtacaataa
cgtcagacca
ggtaacgtga
gaaacatgat
agttctcaat
gatgaaaaat
tccaagteca
ttgotgaagt
aattcocctgge
gggtcttget
ctggacatga
gccattecaa
gaaaccacac
tgtcccggtt
tgatggtget
ttaacatgaa
ttttgeoettt
tgtcaccctyg
tetgagetgg
atatagtage
gcteotecace
aagccaatat
tacaaaaata
ggatacgtgyg
cacagaactg
tagctgcaac
toctttgetta
tgtgaaacag
cagcatcccet
tgaacacctt
ctcagataac
tcaaaaccat
gtaaagtcca
ttgtgtacaa
taattttgga
gtttectega
aggetgtggt
catttcaggt
goeggtoccca
geetgggggt
cagattctca
tcacgctect
tcatgetcag
gaccagtacc
tgcttaaaaa
cagagtgcece
gagactgcat
cacaagacca
ctettttggg
atgaacaagyg
gatgagaatg
gttctctetyg
aaataggaaa
taggeccagtt
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ctgttcaaca
toctgocegea
cogagtagag
gatgtgtgtc
cacaagcecat
ggcctacace
ggeggeacge
atttaaacaa
atgtattaaa
taaatcctea
gtactgggaa
gaagatagaa
gtgagattac
cactgetece
atgtgettga
acctgocetgt
cattgteget
atgacactct
gtaactcaga
tttagggaag
gtcaacactc
ttecttgaaac
caccttgeeg
cacgactett
aaacacggca
ctegtggtag
cagagetatg
gottgttgtt
atttcaaaat
ttgttacaca
ttactcatca
aaaacaaaaa
ctgcatgacc
tcagactgta
aataaaattt
atagagctaa
atgttgtcaa
gecattgecag
aggcctcage
ttaacaaact
atcccettace
cttgatatag
aattaaacaa
cttgeaaaat
ctgtttcaaa
catgtggacc
ataaaaaagg
accttttetg
ggtgagggat
taaggagcett
aagagaacct
togetcegeea
ggtctgtgge
gagagggttt
atatagggga
ttaccggage
caggagtgac
taaaaagtga
caaataaata
ttcaagttaa
cactattaac
ctaattttte
gatggettct

gcaacacata
gagoocacge
agoogggooe
tcacceoctca
tttttgagga
cgtottgggy
caacageece
tttttteccee
attttttgat
ggtagtactg
ggaggacggt
caatgctata
tttgtocege
cogtgtgtat
aatgagaaac
gcatgacctyg
cagcaatagg
agtgacttcee
cattccaagg
cagggacace
ttcttgagea
agoctgggtyg
agagaggeygc
cctgeaaagy
gcetgtagete
aagecagtac
gtgaggtgtyg
tttaagtcect
ggacgtactg
ttatgttaga
ggtcattatt
aagcaaggtyg
gggtgggtgyg
cagttttcca
ttttctaaag
accaggatga
tcagetgggyg
caccctcagg
ccatttectt
taccagtgtt
caattacctg
aattgactta
tgtaaattcce
gttgccaaaa
getggoetgea
cacaggggoc
gecatotaage
gcaccaggaa
ggttttggga
gcaacctgat
gatgctgcag
ctcacctect
ctgggggttyg
gccagaaatce
gagcacgect
tgctgoctga
ctoctecactyg
aacaccaata
ctaagtaagt
agttctecaa
acagacatct
tttctttaaa
tagcagttta

74160
74220
74280
74340
74400
74460
74520
74580
74640
74700
74760
74820
74880
74940
75000
75060
75120
75180
75240
75300
75360
75420
75480
75540
75600
75660
75720
75780
75840
75900
75960
76020
76080
76140
76200
76260
76320
76380
76440
76500
76560
76620
76680
76740
76800
76860
76920
76980
77040
77100
77160
77220
77280
77340
77400
77460
77520
77580
77640
77700
77760
77820
77880
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ttgacgagat
ggccaaagtyg
t

<210> 3

<211> 4522

<212> ADN

<213> Macaca mulatta

<400> 3

geggtgegta
agcggcagga
cggeggactyg
atggaaaagg
atcocgacacyg
cgaaataggt
gataacgact
cttacccagg
aaaagcaggyg
cagtactggce
acattgatot
cttacaaccec
ggagtceooccog
toactcagec
gggaccttet
tocgttgata
acagcagacc
ggggactccoct
cocgagoacy
aaatgcaggg
gactgeecaca
agcatgagtc
caggcectgoet
ctgagtcact
gcgtacctet
cagagagaoeac
tctcagaaga
ttaaggatcg
atctcaggge
cteototectot
ttgtttttaa
cacttaatga
atttcecccagy
aggacgctet
ttgagcttte
ctgcttetge
ttgetcatgt
cctgggggte
aggagtggge
gtgtgttgct
gacctactga
gtacatcaga
gaaggggcta

gococgggaggt
tcatctgaac

tocteocacte
aggcatgeoog
gttggttctg
tttttgecoee
agtaccatgc
cagggctecco
gggagcaact
cactagcatt

ES 2634450 T3

cctagggtag cttcocgaage tgggttgatt gattgecattt gggtgcecggat 77940
agtggeccta ctgectgtge tgctcaggge tectgggetg atgtggtgge 78000
78001

gttcoggetg
gtcggtgett
cgcagtgggo
agttcgagca
aagcecagtga
acagagacgt
atatcaacgce
goactttgee
gtgtcgtcat
cacaaaaaga
ctgaagatat
aagaaactcg
aatcgcoccage
cggageatgyg
gtetggetga
tcaagaaagt
agctgegett
ctgtgcagga
teccoocace
agttctteoccc
tcaaggaaga
aagacactga
ccctagccaa
ggaagcecett
gctacagggt
tggoagetag
aacagatcaa
atgcactggg
cttaacctat
ctttttttta
cctttataaa
aactttoteg
gaaggaatoc
tgegetecaag
ccactgtaag
tcagggtgte
accageocte
agaggtcacc
tccaccteat
gttaagtaag
gacttttteca
tggttttgea
ctgtaaaaaa
gtggccgggg
tgtttggttt
cacctocace
cggtaggtaa
cactaaaacc
ttcecactttg
tggcggacgca
tectggagea
ctcocactcca
ttcttgaace

ceggtitgaca
gcectgeggacc
cgagaaggayg
gatcgacaag
cttcocacatgt
cagtacettt
tagtttgata
taacacatgc
gctcaacaga
agaaaaagaa
caaatcatat
agagatctta
ctcattcttg
geacegtegtg
tacctgeeto
getattagaa
ctcctacttyg
tcagtggaag
tecoooggaca
aaatcaccag
aacaggaage
agttagaagt
aggggagccyg
actggtecaac
atgtttccac
ccecagatggta
aggtttttaa
gttttaagga
tcaggagtaa
ttceottbtgtt
aagcagcttt
tacccttagg
caaactttta
ceoccctcag
aacagcaaca
cgttgtcocett
atcaccccat
acagggtggce
tgggagaagt
gggaagagag
tegttttaaa
aaatgcaaac
taaaaccaaa
tocgtgecatga
cattccagtt
cactgtcoge
gggcecgeegyg
catctteceoc
agtaccaaat
gagggaggdyg
tocccaggcag
tatttattta
aataatgtat

tgaagaagcc
tcagggctaa
gogeageagae
tcecgggaget
agagtggoca
gaccatagtce
aaaatggaag
ggtcactttt
gtgatggaga
atgatectttg
tatacagtgce
catttccact
aactttettt
gtgcactgea
ttgetgatgy
atgaggaagt
gctgtgateg
gagctttocecc
cocaaacgasa
tgggtgaagyg
cocttaaatg
cgggtegtgg
tcaccgecta
atgtgtgtggy
tgacagacgc
ggattcagtt
agtctggaac
gecctotggt
gtagagaaaa
tttggaaaaa
ttgttatttc
tgatgtaatt
cgaatgtaaa
ctgtgtgcecac
caaggccgto
tetccattge
toccataaaa
cctcagecatg
goecatttcag
gactagcctce
tattttacct
aattttttec
acccectttg
ggcgacagct
cctgttcaac
ctetgecege
accgegtaga
ggatgtgtgt
ccacaagoca
gectgoacct
gtggtacacc
aacaattttt
taaaaatttt
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gcggaggeta
gagcgocgacy
cgaecctggac
gggcggceat
agcettoectaa
ggattaaact
aagcaccaaaqg
gggagatggt
aaggttcgtt
aagacacaaa
gacagctaga
ataccacatg
tcaaagtccg
gtgcgggtat
acaagaggaa
ttcggatggg
aaggtgccaa
acgaggacct
tecotggagoc
atgagacocca
cogeacocta
ggggaagtct
agaaggagga
ctacggtcot
goctggegaga
ctgtggogea
tgtggaaggg
cccaagaata
tgaecaaatac
aatagaatta
tggaaaaaaa
agctatataa
ctoeccttgga
actgagacag
tagagaaaca
tcececctoctgt
gagtgtaocte
tcagcocctot
cagaaatcca
agagctctgg
cttttcaggt
ttgggggtga
ctoccctcgga
ctgegggtge
agcaacacat
agagooccacy
gagecaogggece
ctcaccccte
ttttttgagg
gtctggagge
aacagocooo
coccaaaggt
tgatgtcage

gggeggeggt
cggcctagag
cgtcatggag
ttaccaggat
gaacaaaaac
acatcaagaa
gagttacatc
gtgggaacag
aaaatgcgca
cttgaaatta
attggaaaac
gcctgacttt
agagtcaggy
cggcaggtct
agacccttet
goetgatecag
attcatcatg
ggagcoccca
acacaatggyg
ggaggataaa
cagceatggaa
tcgaggtgoc
ggaccatgca
cacggecgge
tgctegtgtg
tetgageecag
ctaacgagaa
taagagtcta
gtotgtetet
caacacattg
acaaactagg
tttatatttg
gaagagggtt
gacagggtct
gaacctgcct
gacagccatc
gaggactato
gttaattcag
cacgttagac
ccatggaaat
ggccatctga
tttttgggga
ggttgaagtt
gggtctggge
agcctgacec
cecacgactage
coggacggac
atccttttac
agagtgaaag
tegeooccacace
ttgactcgceca

gtoacatagtg
cttgcatcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
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gggcetttate
ceatgggect
tttagtgata
gtgggtattt
ttatctgeta
ggtcttettyg
actaatgtge
gtggttccta
gaataggcat
ctgtoctggt
attcacaccet
tttgggatca
agagaggcaa
agactgecage
cgaaccctgt
cacattaagt
tgccagecatt
gtgggaacat
gecaggoetgt
tagttitgggt
cctoggagag
tctgoctatat
ggaataaacc

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400>4
ttgtcgatct gctcgaactc 20

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 5
Sgacttgtcga tctgctcgaa 20

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 6
cccggacttg tcgatctget 20

<210>7

ES 2634450 T3

aaaaagtaca
getgegteag
ttgtgggtaa
aataagaaac
gatctagtte
tgtcctgatyg
cacatgteoca
agcctgttge
ttgoctcatt
geageagggt
cacgetetgg
goctotgeoca
ctgctggaaa
cgteteegte
ggggectgat
ggctttttaa
ttcacatttt
tcgaggcate
aagcattcetyg
gtgtatatat
cagctggete
gocttaageoo
atttttacaa

ataataaatc
accagtactg
cgtgagaaga
atgatgtgag
tcaaatcact
aaaaatatgt
agtccaacct
tgaagtcogtt
cctggectga
ctogetgtaa
acattattta
ttccaagtca
ccacacttct
tgggttecace
ggtgctcacyg
caagaaaaac
gacttteteg
accecataga
agctgggett
agtagcattt
tececaccttgt
aatatttact
aa
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ctcaggtagt
ggaaggagga
tagaacaatg
attactttgt
getecccegt
gettgaaatg
gectgtgeat
gtecacteage
cactctagtg
ctcagacatt
ggcaagcagyg
gcactcttcot
tgaaacagcc
ttgecgagag
actcttecetyg
acggcagctyg
tggtagaagce
getgtggtga
gttgttttta
caaaatggac
tacacgtatg
catcaggtca

actgggaatg
cggttgtaag
ctataatata
coccgettatt
gtgtactaga
agaaactttg
gacctgatca
aatagggtgce
acttcctggt
ccaagggtat
gacacceeas
tgagcagact
tgggtgacgy
aggegegtet
caaagggaac
tagctcocega
cagtacagag
ggtgtggata
agtcctgtat
gtactggttt
ttagagaggt
ttatttttta

gaagactttg
gcagtcgtta
taatgaacac
ctcetecetyg
atgcatgtaa
atctctgett
ttacatgget
agttttccag
gagaccogge
gggaagcaat
goaeeceaca
gtgatttgga
tcectttagge
geeeccacect
tgaagacctc
gctactctet
aaattcetgte
aggcttaggt
atgtatgtag
aacctectat
agcgagetge
caatggccat

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4522
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 7
gctececeggac ttgtcgatet 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 8
ccagctcccg gacttgtcga 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 9
ggcaccttcg atcacagcca 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 10
gctectteca ctgatectge 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 11
ggtcatgcac aggcaggttg 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 12
aggtcatgca caggcaggtt 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 13
gatcaggtca tgcacaggca 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 14
tgatcaggtc atgcacaggc 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 15
acccttggaa tgtctgagtt 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 16
cccataccct tggaatgtct 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleotido sintético
<400> 17

tcccataccc ttggaatgtc 20
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<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 18
ttcccatacc cttggaatgt 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 19
tattccatgg ccattgtaaa 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 20
ttattccatg gccattgtaa 20

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 21
tttattccat ggccattgta 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 22
gtttattcca tggccattgt 20

<210> 23

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

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 23
ggtttattcc atggccattg 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 24
tggtttattc catggccatt 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 25
atggtttatt ccatggccat 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sintético

<400> 26
aatggtttat tccatggcca 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleotido sintético

<400> 27
aaatggttta ttccatggcc 20

<210> 28
<211> 20
<212> ADN
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<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 28
aaaatggttt attccatggce 20

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 29
aaaaatggtt tattccatgg 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 30
aggaggtcat ttccatggcec 20

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 31
ggtcatttcc atggccagag 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 32
ggaggtcatt tccatggcca 20

<210> 33

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 33
ctggtttaac ctcctatcct TGGA 24

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
cagagcagct cgctacctct ct 22

<210> 35

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 35
cagctggctc tccaccttgt tacacattat gt 32

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
ggagttcgag cagatcgaca un 21

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
ggccactcta catgggaagt c 21

<210> 38

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 38
ccatttacca agctgggcgg GGAT 24
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<210> 39

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 39
tattccatgg ccattgta 18

<210> 40

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 40
ttattccatg gccattgt 18

<210> 41

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 41
tttattccat ggccattg 18

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 42
gtttattcca tggccatt 18

<210> 43

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 43
ggtttattcc atggccat 18
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<210> 44

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 44
tggtttattc catggcca 18

<210> 45

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 45
atggtttatt ccatggcc 18

<210> 46

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 46
aatggtttat tccatggc 18

<210> 47

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 47
aaatggttta ttccatgg 18

<210> 48

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 48
atggtttatt CCATGG 16
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<210> 49

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 49
tttattccat ggccat 16

<210> 50

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleotido sintético

<400> 50
gcgtttgctc ttcttcttge gtttttt 27

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51
gaccagctgc gcttctecta 20

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 52
cagaggagtc ccccatgatg 20

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 53
ttggctgtga tcgaaggtgce caaa 24

<210> 54

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 54
gggccctttg cctaacaca 19

<210> 55

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
cgacacccct gcttttctg 19

<210> 56

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 56

cggtcacttt tgggagatgg tgtgg 25

ES 2634450 T3
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Reivindicaciones

10.

Un compuesto que comprende un oligonucleétido monocatenario modificado, en el que dicho
oligonucledtido modificado consta de 20 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de nucleobases
que consiste en SEQ ID NO: 26, en el que el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de hueco que consiste en diez deoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consta de cinco nucledsidos enlazados;

un segmento de ala 3' que consta de cinco nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco esta colocado entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3’, en
el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado de 2'-O-metoxietilo,
en el que cada enlace internucleosidico de dicho oligonucledtido modificado es un enlace de
fosforotioato, y en el que cada residuo de citosina de dicho oligonucleétido modificado es una 5-
metilocitosina.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto consiste en el oligonucleétido de cadena
sencilla modificado.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto es un compuesto antisentido conjugado.

El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el compuesto comprende una sal del
oligonucledtido modificado.

El compuesto de la reivindicacién 4, en el que la sal es una sal de sodio o una sal de potasio.

Una composicion que comprende el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes y al
menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

El compuesto o composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso en terapia.

El compuesto o composicién de la reivindicacion 7 para su uso en

a) prevenir, tratar, mejorar, ralentizar la progresion de, o retrasar la aparicion de una enfermedad o
condicion asociada con la PTP1B en un animal; o

b) prevenir o retrasar la aparicién de aumento de los niveles de glucosa en sangre en un animal;

c) prevenir, tratar, mejorar, o ralentizar la progresion de una enfermedad metabdlica o condicion.

El compuesto o composicion para su uso segun la reivindicacion 8, en el que

a) el animal es humano;

b) el animal es un animal diabético; y/o

c) los niveles de glucosa en sangre son los niveles de glucosa en plasma o niveles de glucosa en suero.

El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en el que la enfermedad o
afeccion es:

a) diabetes, opcionalmente diabetes de tipo 2; o
b) obesidad.

116



ES 2 634 450 T3

wuig-CLLrOF BU|[Bg

ZAL b4l EWNL TWNL O INE THdE LA EWNE ZWNE WML
Ty

HRUE-ZROZF L BU|BEG

Z4€ IJE EWE ZTWE INE T4l k4l DL ZMNLE LML

AR e S e a - L

euewasydwg
B Z80ZFL "SAELLYOF 9P BIOUIJ04

Figura

117



ES 2 634 450 T3

Comparacién de parametros de tolerabilidad claves para 409826, 404173

y 142082
40 mpk/semana Sobre salina
Posicion
ISIS # uimica | marcha | paga b Pesc rifién | Peso higado
142082 5-10-5 4522 3.0 2.1 1.7
404173 5-10-5 4521 1.6 1.5 1.5
40 mpk/semana Cambio vs linea de base
ISIS # C3 CRP MCP1 -1
Salina __-0.05 _ .23 _ .29 _ -0.44
142082 | 016 | 1452 | 636 | 164
404173 0.18 0.48 0.82 0.09

*1 animal muy alto en dia 93; de otro modo el incremento era de ~3-4 veces.

Figura 2
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