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Modulacion antisentido de la expresion de GCGR
DESCRIPCION
Campo

En el presente documento se proporcionan compuestos y composiciones para reducir la expresion del ARNm vy la
proteina del GCGR en un animal. Dichos compuestos y composiciones son Utiles, por ejemplo, para tratar, prevenir,
retrasar o mejorar enfermedades asociadas con trastornos metabdlicos, particularmente trastornos asociados con la
diabetes.

Antecedentes

La insulina y el glucagon son dos hormonas pancreaticas que intervienen en la regulacion de la homeostasis y el
metabolismo de la glucosa. El glucagon se secreta a partir de las células a de los islotes pancreaticos y regula la
homeostasis de la glucosa a través de la modulacion de la produccion de glucosa hepatica (Quesada y col., J.
Endocrinol. 2008. 199: 5-19). La funcion principal del glucagén es contrarrestar las acciones de la insulina.

La alteracion de la regulacion del metabolismo de la glucosa puede deberse a una secrecion y/o accion defectuosa
de la insulina o a una alteracion de la supresion del glucagén posprandial (Shah y col., Am. J. Physiol. Endocrinol.
Metab. 1999. 277: E283-E290). Se ha demostrado que la inhibicién de la secrecién de glucagén posprandial en
sujetos diabéticos reduce sustancialmente la glucosa en sangre, lo que sugiere que el glucagén contribuye
significativamente a la hiperglucemia observada en sujetos con diabetes mellitus de tipo 2 (Shah y col., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 2000. 85: 4053—4059).

La diabetes tipo 2 se caracteriza por la alteracion de la secrecion y/o accion de la insulina, y muchos sujetos también
exhiben niveles inapropiados de glucagon circulante en el estado de ayuno y posprandial. Un aumento en la relacién
glucagén/insulina es, probablemente, un determinante importante de la hiperglucemia observada en pacientes con
diabetes de tipo 2 (Baron y col., Diabetes. 1987. 36: 274—-283). La falta de supresion de la secrecion de glucagén
posprandial en sujetos con DMT2 también desempefia un papel importante en la patogenia de la hiperglucemia
posprandial (Henkel y col., Metabolism. 2005. 54: 1168—1173).

El glucagon ejerce su accion sobre los tejidos diana mediante la activacion de su receptor, GCGR. El receptor del
glucagén es una proteina de 62 kDa que es un miembro de la familia de receptores acoplados a la proteina G de
clase B (Brubaker y col., Recept. Channels. 2002. 8: 179-88). La activacion del GCGR conduce a la transduccién de
sefal por las proteinas G (Gsa y Gg), mediante el cual Gsa activa la adenilato ciclasa, que causa la produccién de
AMPc, lo que da como resultado un aumento de los niveles de proteina quinasa A. La sefalizacion del GCGR en el
higado da como resultado un aumento de la produccién de glucosa hepatica por induccién de la glucogenolisis y la
gluconeogénesis junto con inhibicion de la glucogénesis (Jiang y Zhang. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2003.
284: E671-E678). El GCGR también se expresa en tejidos extrahepaticos, que incluyen corazén, musculo liso
intestinal, rifién, cerebro y tejido adiposo (Hansen y col., Peptides. 1995. 16: 1163—1166).

La inhibicién antisentido del GCGR proporciona una ventaja tGnica sobre los inhibidores tradicionales de molécula
pequefa en que los inhibidores antisentido no dependen de la unién competitiva del compuesto a la proteina e
inhiben la actividad directamente al reducir la expresion del GCGR. Una patente de Estados Unidos representativa
que ensefia inhibidores antisentido del GCGR incluye la patente de Estados Unidos n.° 7.750.142. La tecnologia
antisentido esta emergiendo como un medio eficaz para reducir la expresion de ciertos productos génicos y, por lo
tanto, puede resultar especialmente util en una serie de aplicaciones terapéuticas, diagnosticas y de investigacion
para la modulacion del GCGR.

El documento WO 01/77384 describe la deteccion de polimorfismos de un solo nucledtido y metilaciones de citosina.

El documento US 2007/031843 describe un grupo de oligonucleétidos reguladores bacterianos y asociados a
bacterias.

El documento WO 2007/134014 describe compuestos y procedimientos para modular la expresion de GCGR.

Los documentos WO 2007/035771, WO 2004/096996 y US 2007/238690 describen la modulaciéon de la expresion
del receptor de glucagoén.

Actualmente hay una falta de opciones aceptables para tratar trastornos metabdlicos. Por lo tanto, un objeto de la
presente invencion es proporcionar compuestos y composiciones para usar en el tratamiento de tales enfermedades
y trastornos. La presente invencion se refiere al descubrimiento de nuevos inhibidores altamente potentes de la
expresion génica de GCGR.
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La invencion proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado monocatenario que consiste
en la secuencia de bases nucleotidicas de la SEQ ID NO: 11, en la que el oligonucleétido comprende:

un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;
un segmento del ala en 5' que consiste en tres nucledsidos unidos;
un segmento del ala en 3' que consiste en cuatro nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y entre el segmento del ala 5 y el
segmento del 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 es un enlace de dicho oligonucleétido modificado es un enlace
fosforotioato y en el que cada resto de citosina de dicho oligonucleétido modificado es una 5-metilcitosina.

La invencion también proporciona una composicion que comprende el compuesto de la invencién o una sal del
mismo y al menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencidon o una composicién de la invencién para su uso en
terapia.

La invencion también proporciona un compuesto de la invencidon o una composicién de la invencién para su uso en
el tratamiento o prevencidon de una enfermedad metabdlica en un ser humano, opcionalmente en el que la
enfermedad metabdlica es diabetes.

En el presente documento se desvelan procedimientos, compuestos y composiciones para modular la expresion de
GCGR vy ftratar, prevenir, retrasar o mejorar enfermedades asociadas con trastornos metabdlicos, particularmente
trastornos asociados con diabetes y/o un sintoma de los mismos.

Descripcion detallada

Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la descripcion detallada siguiente son ejemplos y
explicaciones Unicamente y no son restrictivas como se describe en el presente documento, segun lo reivindicado.
En el presente documento, el uso del singular incluye el plural a menos que especificamente se indique lo contrario.
Como se usa en el presente documento, “0” significa “y/0”, a menos que se indique lo contrario. Ademas, el uso del
término “que incluye”, asi como otras formas, tales como "incluye" e "incluido" no es limitante. Asimismo, 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, menos que especificamente se indique lo
contrario.

Los titulos de las secciones usadas en el presente documento son sélo para propodsitos de organizacion y no deben
interpretarse como una limitacién del objeto descrito.

Definiciones

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relacién con la quimica analitica,
la quimica organica sintética y la quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente documento y los
procedimientos y técnicas de las mismas descritos en el presente documento son los bien conocidos y usados
habitualmente en la técnica. Se pueden usar técnicas estandar para sintesis quimica y analisis quimico.

A menos que se especifique lo contrario, los siguientes términos tienen los significados siguientes:

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

"Nucleodtido 2'-O-metoxietilo" significa un nucledtido que comprende un resto de azicar modificado con 2'-O-
metoxietilo.

“Sitio diana en 3" se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es complementario al nucleétido mas en
3' de un compuesto antisentido concreto.

“Sitio diana en 5™ se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es complementario al nucleétido mas en
5' de un compuesto antisentido concreto.

"5-metilcitosina" significa una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posiciéon 5’. Una 5-metilcitosina
es una base nucleotidica modificada.

"Aproximadamente" significa dentro de + 10 % de un valor. Por ejemplo, si se indica, "un marcador puede
aumentarse en aproximadamente un 50 %", se da a entender que el marcador puede aumentarse entre un 45 %
-55 %.

"Agente farmacéutico activo" significa la sustancia o sustancias en una composicion farmacéutica que
proporcionan un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un oligonucledétido antisentido dirigido al GCGR es un agente farmacéutico activo.
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"Region diana activa" o "regién diana" significan una regién a la que se dirigen uno o mas compuestos
antisentido activos. "Compuestos antisentido activos" significa compuestos antisentido que reducen los niveles
de acido nucleico diana o los niveles de proteina.

Adiposidad" u "Obesidad" se refiere al estado de estar obeso o a una cantidad excesivamente alta de grasa
corporal o tejido adiposo en relacién con la masa corporal magra. La cantidad de grasa corporal incluye la
preocupacion por la distribucion de grasa en todo el cuerpo y el tamafio y la masa de los depdsitos de tejido
adiposo. La distribucion de la grasa corporal se puede estimar mediante medidas de los pliegues cutaneos, las
relaciones de la circunferencia cintura-cadera o técnicas tales como obtencion de imagenes por ultrasonidos,
tomografia computarizada o resonancia magnética. De acuerdo con el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades, las personas con un indice de masa corporal (IMC) de 30 o mas se consideran obesos. El
término "Obesidad", tal como se usa en el presente documento, incluye afecciones en las que existe un aumento
en la grasa corporal mas alla de los requisitos fisicos como resultado de la acumulaciéon excesiva de tejido
adiposo en el cuerpo. El término "obesidad" incluye, aunque sin limitaciones, las siguientes afecciones: obesidad
de inicio en el adulto; obesidad alimentaria; obesidad endégena o inflamatoria; obesidad endocrina; obesidad
familiar; obesidad hiperinsulinar; obesidad hiperplasica-hipertréfica; obesidad hipogonadal; obesidad hipotiroidea;
obesidad de por vida; obesidad mérbida y obesidad exdgena.

"Administrado de forma concomitante" se refiere a la administracion conjunta de dos agentes de cualquier
manera en la que los efectos farmacologicos de ambos se manifiesten en el paciente al mismo tiempo. La
administracion concomitante no requiere que ambos agentes se administren en una Unica composicion
farmacéutica, en la misma forma de dosificacién, o por la misma via de administracion. Los efectos de ambos
agentes no necesitan manifestarse al mismo tiempo. Los efectos solo necesitan superponerse durante un
periodo de tiempo y no necesitan ser coextensos,

“Administrar" significa proporcionar un agente a un animal e incluye, entre otros, la administracion por un
profesional médico y la autoadministracion.

"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 el presente documento. Por
ejemplo, un primer agente puede ser un oligonucledtido antisentido dirigido a GCGR. "Segundo agente" significa
un segundo compuesto terapéutico descrito en el presente documento (por ejemplo, un segundo oligonucleétido
antisentido dirigido al GCGR) y/o un compuesto terapéutico no GCGR.

“Mejoria" se refiere a una disminucién de al menos un indicador, signo 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 animal humano o no humano, incluidos, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros,
gatos, cerdos y primates no humanos, incluidos, entre otros, monos y chimpanceés.

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

"Compuesto antisentido" significa un compuesto oligomérico que es capaz de sufrir hibridacion con un acido
nucleico diana a través de enlaces de hidrogeno.

"Inhibicién antisentido" significa reduccion de niveles de acido nucleico diana o niveles de proteina diana en
presencia de un compuesto antisentido complementario de un acido nucleico diana en comparacién con niveles
de acido nucleico diana o niveles de proteina diana en ausencia del compuesto antisentido.

"Oligonucleodtido antisentido" significa un oligonucleétido monocatenario que tiene una secuencia de bases
nucleotidicas que permite la hibridacién a una region o segmento correspondiente de un acido nucleico diana.
"Azucar biciclico" significa un anillo de furosilo modificado por el puente de dos atomos en el anillo no geminal.
Un azucar biciclico es un azicar modificado.

"Acido nucleico biciclico" o "BNA" se refiere a un nucledsido o nucledtido en el que la porcion de furanosa del
nucledsido o nucledtido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo de furanosa,
formando asi un sistema de anillo biciclico.

"Estructura de caperuza" o "resto de caperuza terminal" significa modificaciones quimicas, que se han
incorporado en cualquiera de los extremos de un compuesto antisentido.

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

"Compuesto antisentido quimérico" significa un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
quimicamente distintas.

"Coadministracion" significa la administracion de dos o mas agentes a un individuo. Los dos o mas agentes
pueden estar en una Unica composicién farmacéutica o pueden estar en composiciones farmacéuticas distintas.
Cada uno de los dos 0 mas agentes se puede administrar a través de las mismas vias de administracion u otras
diferentes. La coadministracién abarca la administracion en paralelo o secuencial.

El "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,
incluidas lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). El "colesterol plasmatico” se refiere a la suma del
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colesterol esterificado y/o no esterificado en las lipoproteinas (VDL, IDL, LDL, HDL) presente sen el plasma o
suero.

"Complementariedad" significa la capacidad de apareamiento entre bases nucleotidicas de un primer acido
nucleico y un segundo acido nucleico.

"Bases nucleotidicas contiguas" significa bases nucleotidicas inmediatamente adyacentes entre si.
“Desoxirribonucleotido” quiere decir un nucleétido que tiene un hidrégeno en la posicion 2’ de la porcidon azucar
del nucledtido. Los desoxirribonuclettidos pueden estar modificados con cualquiera de diversos sustituyentes.
"Diabetes mellitus" o "diabetes" es un sindrome caracterizado por un metabolismo desordenado y niveles
anormalmente altos de azucar en la sangre (hiperglucemia) como resultado de niveles insuficientes de insulina o
sensibilidad reducida a la insulina. Los sintomas caracteristicos son produccion excesiva de orina (poliuria)
debido a niveles altos de glucosa en sangre, sed excesiva y aumento de la ingesta de liquidos (polidipsia) que
intentan compensar el aumento de la miccion, vision borrosa debido a los altos niveles de glucosa en la papila
ocular, pérdida de peso inexplicable y letargo.

"Dislipidemia diabética" o "diabetes de tipo 2 con dislipidemia" significa una afecciéon caracterizada por diabetes
de tipo 2, niveles reducidos de HDL-C, niveles elevados de triglicéridos elevados y niveles elevados de las
pequefas LDL densas.

“Diluyente" significa un ingrediente en una composicion que carece de actividad farmacoldgica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composicion inyectada puede ser un
liquido, por ejemplo, solucidn salina.

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

“Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionada en una sola administracion,
o en un periodo de tiempo especifico. En ciertas realizaciones, una dosis se puede administrar en uno, dos o
mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones en las que se desea la
administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen no acomodado facilmente por una Unica
inyeccion, por lo tanto, se pueden usar dos o mas inyecciones para alcanzar la dosis deseada. En ciertas
realizaciones, el agente farmacéutico se administra por infusién durante un periodo prolongado de tiempo o
continuamente. Las dosis se pueden indicar como la cantidad de agente farmacéutico por hora, dia, semana o
mes.

"Cantidad eficaz" o “cantidad terapéuticamente eficaz” significan la cantidad de agente farmacéutico activo
suficiente para efectuar un resultado fisiolégico deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad
efectiva puede variar entre individuos dependiendo de la salud y la condicidn fisica del individuo a tratar, el grupo
taxonémico de los individuos a tratar, la formulacién de la composicion, la evaluacién de la afeccién médica del
individuo y otros factores relevantes.

"Completamente complementario” o "10 0% complementario” significa que cada base nucleotidica de una
secuencia de bases nucleotidicas de un primer acido nucleico tiene una base nucleotidica complementaria en
una segunda secuencia de bases nucleotidicas 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 una region interna que tiene una pluralidad de
nucledsidos que soportan la escision de ARNasa H esta situada entre regiones externas que tienen uno o mas
nucledsidos, en el que los nucledsidos que comprenden la region interna son quimicamente distintos del
nucledsido o nucledsidos que comprenden las regiones externas. La region interna se puede denominar
"segmento separador” y las regiones externas se pueden denominar "segmentos del ala”.

"Receptor del glucagon" o "GCGR" significa cualquier acido nucleico o proteina del GCGR. "Expresion del
GCGR" significa el nivel de ARNm transcrito del gen que codifica el GCGR o el nivel de proteina traducida del
ARNmM. La expresién del GCGR puede determinarse por procedimientos conocidos en la técnica, tales como una
transferencia Northern o Western.

“Acido nucleico del GCGR” significa cualquier &cido nucleico que codifica el GCGR. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un acido nucleico de GCGR incluye, una secuencia de ADN que codifica el GCGR, una secuencia
de ARN transcrita a partir de ADN que codifica el GCGR (incluyendo ADN gendémico que comprende intrones y
exones) y una secuencia de ARNm que codifica GCGR. “ARNm de GCDR” significa un ARNm que codifica una
proteina de GCGR.

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

"Hibridacion" significa la reunién 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 afeccioén caracterizada por niveles elevados de lipidos séricos o lipidos
circulantes (en plasma). Esta afeccion se manifiesta por una concentracién anormalmente alta de grasas. Las
fracciones de lipidos en la sangre circulante son colesterol, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de muy
baja densidad y triglicéridos.

"Hipertrigliceridemia" significa una afeccion caracterizada por niveles elevados de triglicéridos.

"Identificar" o "seleccionar un animal con una afeccion metabdlica" significa identificar o seleccionar a un sujeto al
que se ha diagnosticado una enfermedad metabdlica o un trastorno metabdlico; o, identificar o seleccionar un
sujeto que tenga cualquier sintoma de una enfermedad metabdlica, incluyendo, pero sin limitaciones, sindrome
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metabdlico, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipertension, resistencia aumentada a la insulina, sensibilidad a
la insulina disminuida, peso corporal y/o grasa corporal por encima de lo normal o cualquier combinacion de los
mismos. Dicha identificacion puede lograrse mediante cualquier procedimiento, incluyendo, pero sin limitaciones,
pruebas o evaluaciones clinicas estandar, tales como la medicion de la glucosa en sangre (en plasma) o en
suero, la medicion de triglicéridos en suero o circulantes (plasma), la medicion de la presion arterial, la medicion
de la grasa corporal, la medicion del peso corporal y similares.

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

"Individuo” o “sujeto” o “animal” significa un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento o
terapia.

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

La "resistencia a la insulina" se define como la afeccidon en la cual las cantidades normales de insulina son
inadecuadas para producir una respuesta normal a la insulina de las células grasas, musculares y hepaticas. La
resistencia a la insulina en las células grasas da como resultado la hidrolisis de los triglicéridos almacenados,
que eleva los acidos grasos libres en el plasma sanguineo. La resistencia a la insulina en el musculo reduce la
captacion de glucosa, mientras que la resistencia a la insulina en el higado reduce el almacenamiento de glucosa
y ambos efectos sirven para elevar la glucosa en sangre. Los altos niveles plasmaticos de insulina y glucosa
debido a la resistencia a la insulina a menudo conducen al sindrome metabdlico y a diabetes de tipo 2.

La "sensibilidad a la insulina" es una medida de la eficacia con que un individuo procesa la glucosa. Un individuo
con alta sensibilidad a la insulina procesa la glucosa de forma eficaz, mientras que un individuo con baja
sensibilidad a la insulina no procesa la glucosa de manera eficaz.

Enlace internucleosidico” se refiere al enlace quimico entre nucledsidos.

“Administracion intravenosa” significa administracion en una vena.

"Nucledsidos unidos" significa nucledsidos adyacentes que estan unidos entre si.

"Terapia hipolipemiante" o "agente reductor de lipidos" significa 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 de LDL pequefias densas y Lp (a) en un sujeto. Los ejemplos de terapia hipolipemiante incluyen
estatinas, fibratos e inhibidores de MTP.

“Factores principales de riesgo” se refiere a factores que contribuyen a un alto riesgo de una enfermedad o
afeccion concreta. En ciertas realizaciones, los factores principales de riesgo de cardiopatia coronaria incluyen,
entre otros, tabaquismo, hipertension, niveles bajos de HDL-C, antecedentes familiares de cardiopatia coronaria,
la edad y otros factores desvelados en el presente documento.

“Enfermedad metabdlica” o “trastorno metabdlico” se refiere a una afeccidon caracterizada por una alteracién o
interrupcion de la funcién metabdlica. “Metabdlica/o” 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.
Enfermedades o trastornos metabdlicos incluyen, entre otros, obesidad, diabetes, hiperglucemia, prediabetes,
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia
diabética o hipertrigliceridemia o una combinacion de los mismos.

“Sindrome metabdlico” significa una afeccion caracterizada por una combinacion de factores de riesgo
cardiovascular lipidicos y no lipidicos de origen metabdlico. En ciertas realizaciones, el sindrome metabdlico se
identifica por la presencia de cualquiera de los 3 factores siguientes: circunferencia de la cintura mayor de 102
cm en varones o mayor de 88 cm en mujeres; triglicéridos séricos de al menos 150 mg/dl; HDL-C menor de 40
mg/dl en varones o menos de 50 mg/dl en mujeres; presion arterial de al menos 130/85 mmHg; y glucosa en
ayunas de al menos 110 mg/dl. Estos determinantes se pueden medir faciimente en la practica clinica (JAMA,
2001, 285: 2486—-2497).

"Apareamiento erréneo" o "base nucleotidica no complementaria" se refiere al caso en el que una base
nucleotidica de un primer acido nucleico no es capaz de aparearse con la base nucleotidica correspondiente de
un segundo acido nucleico diana.

“Dislipidemia mixta" significa una afeccion caracterizada por niveles elevados de colesterol y niveles elevados de
triglicéridos.

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

"Base nucleotidica modificada" se refiere a cualquier base nucleotidica que no sea adenina, citosina, guanina,
timidina o uracilo. Una "base nucleotidica no modificada" significa las bases de purina adenina (A) y guanina (G),
y las bases pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

Un "nucledsido modificado” significa un nucledsido que tiene, independientemente, un resto de azucar
modificado o una base nucleotidica modificada.

"Nucleotido modificado” significa un nucleétido que tiene, independientemente, un resto de azicar modificado, un
enlace internucleosidico modificado o una base nucleotidica modificada. Un "nucledsido modificado" significa un
nucleétido que tiene, independientemente, un resto de aztcar modificado o una base nucleotidica modificada.
"Oligonucleotido modificado” significa un oligonucleotido que comprende al menos un nucleétido modificado.
"Azucar modificado" se refiere a una sustitucion o cambio de un azicar natural.

"Motivo" significa el patrén de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.

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

“Enfermedad del higado graso no alcoholico (“NAFLD”) se refiere a una afeccion caracterizada por la inflamacion
grasa del higado que no se debe a un abuso del consumo de alcohol (por ejemplo, consumo de alcohol de mas
de 20 g/dia). En ciertas realizaciones, la NAFLD esta relacionada con la resistencia a la insulina y el sindrome
metabdlico. La NAFLD abarca un espectro de enfermedades que van desde la simple acumulacién de
triglicéridos en los hepatocitos (esteatosis hepatica) hasta la esteatosis hepatica con inflamacion
(esteatohepatitis), fibrosis y cirrosis.

“Esteatohepatitis no alcohdlica” (NASH)” se produce a partir de la progresion de NAFLD mas alla del depésito de
triglicéridos. Para el desarrollo de NASH se requiere un "segundo desencadenante" capaz de inducir necrosis,
inflamacién y fibrosis. Los candidatos para el segundo desencadenante se pueden agrupar en amplias
categorias: factores que causan un aumento en el estrés oxidativo y factores que promueven la expresion de
citocinas proinflamatorias.

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

"Base nucleotidica" significa un resto heterociclico capaz de aparearse con una base de otro acido nucleico.
"Secuencia de bases nucleotidicas" significa el orden de las bases nucleotidicas contiguas independientemente
de cualquier modificacién de azlcares, enlaces o bases nucleotidicas.

"Nucledsido" significa una base nucleotidica unida a un azucar.

“Nucleétido” significa un nucledsido que tiene un grupo fosfato unido covalentemente a la porciéon de azucar del
nucledsido.

Mimético de nucledtido incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el nucleésido 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 (= O) -O- u otro enlace no fosfodiéster).

“Compuesto oligomérico” u “oligdmero” se refiere a una estructura polimérica que comprende dos o mas
subestructuras y que es capaz de hibridar con una regién 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 oligonucleétidos antisentido. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucledtidos quiméricos.

"Oligonucledtido” significa un polimero de nucledsidos unidos cada uno de los cuales puede ser modificado o no
modificado, uno independiente del otro.

"Administracion parenteral" significa la administracion a través de inyeccion o infusion. La administracion
parenteral incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular,
administracion intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo,
administracion intratecal o intracerebroventricular. La administracion puede ser continua, crénica, corta o
intermitente.

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

"Agente farmacéutico” significa una sustancia que proporciona un beneficio terapéutico cuando se administra a
un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido dirigido al GCGR es un agente
farmacéutico.

"Composicion farmacéutica" significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo. Por
ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender agentes farmacéuticos y una solucién acuosa estéril.
“Vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa un medio o diluyente que no interfiere con la estructura del
oligonucledtido. Ciertos de dichos vehiculos permiten formular las composiciones farmacéuticas en forma de, por
ejemplo, comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas,
suspensiones y pastillas para ingestion por un sujeto. Por ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable
puede ser una solucién acuosa estéril.

"Derivado farmacéuticamente aceptable" abarca sales, conjugados, profarmacos o isémeros farmacéuticamente
aceptables de los compuestos descritos en el presente documento.

"Sales farmacéuticamente aceptables” significa sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables de compuestos
antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido precursor y no
imparten efectos toxicoldgicos indeseados a los mismos.

"Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucledsidos en el enlace fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno que no forman un puente por un atomo de azufre. Un enlace
fosforotioato es un enlace internucleosidico modificado.

"Porcion” significa un nimero definido de bases nucleotidicas contiguas (es decir, unidas) de un acido nucleico.
En ciertas realizaciones, una porcidon es un numero definido de bases nucleotidicas contiguas de un acido
nucleico diana. En ciertas realizaciones, una porcién es un numero definido de bases nucleotidicas contiguas de
un compuesto antisentido.

"Prevenir" se refiere a retrasar o prevenir €l inicio o desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccién durante
un periodo de tiempo de minutos a indefinidamente. Prevenir también significa reducir el riesgo de desarrollar
una enfermedad, trastorno o afeccion.
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“Profarmaco” significa un agente terapéutico que se preparar en forma inactiva que se convierte en una forma
activa dentro del cuerpo o las células del mismo por accién de enzimas enddgenas u otros productos quimicos
y/o condiciones.

""Efectos secundarios" significa respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento diferente a 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 en el sistema nervioso centra, miopatias y malestar general. Por ejemplo, incrementos en los niveles
de aminotransferasas en suero pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funciéon hepatica. Por
ejemplo, incrementos en los niveles de bilirrubina pueden indicar toxicidad hepatica o anomalias en la funcion
hepatica.

"Oligonucleodtido monocatenario” significa un oligonucledtido que no esta hibridado con una cadena
complementaria.

"Especificamente hibridable" 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 exhibe efectos minimos o nulos sobre acidos nucleicos no diana en condiciones en las
que se desea union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos
terapéuticos.

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

"Administracion subcutanea" significa administracion justo debajo de la piel.

"De direccion" o "dirigido" significa el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que se
hibridara especificamente con un acido nucleico diana e inducira un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana" y "transcrito de ARN diana" se refieren todos a un acido nucleico capaz de
ser el objetivo de los compuestos antisentido.

"Segmento diana" significa la secuencia de nucleétidos de un acido nucleico diana al que se dirige un compuesto
antisentido. El "sitio diana en 5™ se refiere al nucledtido mas en 5' de un segmento diana. El "sitio diana en 3™ se
refiere al nucleétido mas en 3' de un segmento diana.

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

"Cambio terapéutico del estilo de vida" significa cambios en la dieta y el estilo de vida destinados a reducir la
masa de grasal/tejido adiposo y/o el colesterol. Tal cambio puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiacas y puede incluir recomendaciones para la ingesta en la dieta de calorias diarias totales, grasa total,
grasas saturadas, grasas poliinsaturadas, grasas monoinsaturadas, carbohidratos, proteinas, colesterol, fibra
insoluble, asi como recomendaciones para la salud fisica.

"Triglicérido" o "TG" significa un lipido o grasa neutra que consiste en glicerol combinado con tres moléculas de
acido graso.

"Diabetes de tipo 2" (también conocida como "diabetes mellitus de tipo 2" o "diabetes mellitus, tipo 2",
anteriormente llamada "diabetes mellitus de tipo 2", "diabetes no insulinodependiente (DMNID)", "diabetes
relacionada con la obesidad" o "diabetes de inicio en el adulto ") es un trastorno metabdlico que se caracteriza
principalmente por resistencia a la insulina, deficiencia relativa de insulina e hiperglucemia.

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

"Nucleodtido no modificado" significa un nucledtido compuesto por bases nucleotidicas naturales, restos de azucar
y enlaces internucleosidicos. En ciertas realizaciones, un nucleétido no modificado es un nucleétido de ARN (es
decir, B—D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir,. B—D—desoxirribonucledsido).

Ciertas realizaciones
Ciertas realizaciones de la divulgacion son compuestos y composiciones para inhibir la expresion de GCGR.

Ciertas realizaciones divulgan compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del GCGR. En ciertas
realizaciones, el acido nucleico del GCGR es cualquiera de las secuencias indicadas en el nimero de acceso en
GENBANK NM_000160.3 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1) o nimero de acceso en
GENBANK: NW_926918.1 truncado desde los nucledtidos 16865000 a 16885000 (incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el GCGR tiene la secuencia del mono rhesus como se
expone en la SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones desvelados en el presente documento comprenden un
oligonucledtido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos que tienen una secuencia de bases nucleotidicas
complementarias a una porcion de igual longitud de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-3.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones desvelados en el presente documento consisten en de 12
a 30 nucledsidos unidos y tienen una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 bases nucleotidicas contiguas de cualquiera de las SEQ ID NO: 4-115.

En la invencion, el compuesto o composicion es o comprende ISIS NO: 449884.
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En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones proporcionados en el presente documento comprenden
una sal del oligonucleétido modificado.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones proporcionados en el presente documento comprenden
ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, los siguientes compuestos antisentido estan dirigidos a una regién de la
SEQ ID NO 2, un acido nucleico que codifica el GCGR humano y que demuestran al menos un 90 % de inhibicion de
una secuencia del gen del GCGR: NO ISIS: 449823, 398457, 449883, 449884, 449885, 449894, 449895, 449906,
398486, 449917, 449938, 449945, 448806, 450061, 449951, 398504, 449952, 449953, 449954, 448817, 449955,
449958, 449960, 448819, 448848, 450074, 449859, 459157, 459010, 459087, 459086, 459083, 459082, 459158,
436140, 398503, 398507, 304535, 304538, 304539, 436141 y 436164.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, los siguientes compuestos antisentido estan dirigidos a una regién de la
SEQ ID NO 2, un acido nucleico que codifica el GCGR humano y que demuestran al menos un 90 % de inhibicion de
una secuencia del gen del GCGR: NO ISIS: 398457, 449883, 398486, 448806, 448817, 448819, 459010, 459087,
459086, 398507, 304535 y 304538.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, los siguientes compuestos antisentido estan dirigidos a una regién de la
SEQ ID NO 2, a un acido nucleico que codifica el GCGR humano y demuestran un valor de Clso de menos de 0,2
MM: NO ISIS: 304538, 398457, 398486, 398504, 398506, 398507, 448730, 448802, 448819, 448848, 448850,
448890, 449884, 459010, 459011, 459040, 459076, 459082, 459083, 459157 y 459158.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, los siguientes compuestos antisentido estan dirigidos a una regién de la
SEQ ID NO 2, a un acido nucleico que codifica el GCGR humano y demuestran un valor de Clso de menos de 0,1
pM: NO ISIS: 398457, 398507, 448819,448848, 448850, 459010, 459011, 459083, 459157 y 459158.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las siguientes SEQ
ID NO muestran al menos un 90 % de inhibicién de un acido nucleico del GCGR: 5, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 19, 24, 26,
38,42, 43, 44, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 55, 57, 58, 62, 67, 76, 85, 86, 91, 92, 93, 95, 96, 102, 107, 109, 111, 112,
113, 114 y 115.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, las secuencias de bases nucleotidicas enumeradas en las siguientes SEQ
ID NO muestran al menos un 95 % de inhibicién de un acido nucleico del GCGR: 9, 10, 24, 43, 52, 58, 86, 91, 92,
109, 111y 112.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, los compuestos proporcionados en el presente documento tienen un
potencial terapéutico mayor que los NO, ISIS: 315163, 325568 y 310457 (desvelados en la patente de Estados
Unidos n.° 7.399.853 y la solicitud de patente publicada de Estados Unidos n.° US2007-0087987). En ciertas
realizaciones, los compuestos proporcionados en el presente documento tienen una mejor inhibicién in vivo con
respecto a los NO. ISIS: 315163, 325568 y 310457En ciertas realizaciones, los compuestos proporcionados en el
presente documento tienen un perfil de tolerabilidad mejor que los NO. ISIS: 315163, 325568 y 310457.

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

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

En ciertas realizaciones, al menos un nucledsido de dicho oligonucleétido modificado comprende una base
nucleotidica modificada. En ciertas realizaciones, la base nucleotidica modificada es una 5-metilcitosina.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado comprende: a) un segmento separador que consiste en
desoxinucledsidos unidos; b) un segmento de ala en 5' que consiste en nucledsidos unidos; y ¢) un segmento de ala
en 3' que consiste en nucledsidos unidos. El segmento separador esta situado 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 oligonucledtido modificado consiste en 17 nucledsidos unidos, en el que el segmento
separador consiste en diez desoxinucledsidos unidos, el segmento de ala 5' consiste en tres nucledsidos unidos, €l
segmento de ala 3' consiste en cuatro nucledsidos unidos, cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un
azucar modificado 2'-O-metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada citosina es una
5-metilcitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos o composiciones desvelados en el presente documento comprenden un
oligonucledétido modificado que consiste en 17 nucledsidos unidos que tienen una secuencia de bases nucleotidicas
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que comprende al menos 16 bases nucleotidicas contiguas de SEQ ID NO: 11, en la que el oligonucleotido
modificado comprende: a) un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos; b) un segmento
de ala en 5' que consiste en cuatro nucledsidos unidos; y c) un segmento de ala en 3' que consiste en cuatro
nucledsidos unidos. El segmento separador esta situado inmediatamente adyacente a y entre el segmento del ala 5’
y el segmento del ala 3', en el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado 2'-O-
metoxietilo, cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato y cada resto de citosina es una 5-metilcitosina.

Ciertas realizaciones de la divulgacién son compuestos y composiciones para inhibir la expresion de GCGR.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para reducir la expresion de GCGR 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 17 nucledsidos unidos de longitud dirigido
al GCGR.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para 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 17 nucledsidos
unidos de longitud dirigido al GCGR. Ejemplos de enfermedades o trastornos metabdlicos incluyen, entre otros,
diabetes, hiperglucemia, prediabetes, obesidad, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), sindrome
metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia diabética o hipertrigliceridemia o una combinacion de los mismos.

Ciertas realizaciones de la divulgacién son procedimientos para prevenir, mejorar o tratar la obesidad 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 17 nucledsidos unidos de longitud dirigido
al GCGR. En ciertas realizaciones, el compuesto o composicién comprende el compuesto de ISIS NO: 449884.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para prevenir, mejorar o tratar la diabetes 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 17 nucledsidos unidos de longitud dirigido
al GCGR. En ciertas realizaciones, el compuesto o composicién comprende el compuesto de ISIS NO: 449884.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para reducir el peso corporal 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 12 a 30 nucledsidos unidos de longitud
dirigido al GCGR. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado de 17
nucledsidos unidos de longitud dirigido al GCGR. En ciertas realizaciones, la reduccion del peso corporal en un
animal previene, mejora o trata una enfermedad metabdlica. En ciertas realizaciones, la reduccién del peso corporal
en un animal previene, mejora o trata la diabetes. En ciertas realizaciones, la reduccion del peso corporal en un
animal previene, mejora o trata la obesidad. En ciertas realizaciones, la reduccién del peso corporal en un animal
previene, mejora o trata el sindrome metabdlico. En ciertas realizaciones, la reduccion del peso corporal en un
animal previene, mejora o trata la resistencia a la insulina. En ciertas realizaciones, la reduccion del peso corporal en
un animal previene, mejora o trata la hiperglucemia. En ciertas realizaciones, la reduccion del peso corporal en un
animal previene, mejora o trata la NAFLD. En ciertas realizaciones, la reducciéon del peso corporal en un animal
previene, mejora o trata la dislipidemia diabética. En ciertas realizaciones, los niveles de glucosa se reducen en al
menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o
100 %.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos 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 17 nucledsidos unidos de longitud dirigido
al GCGR. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene, mejora o trata una
enfermedad metabdlica. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene,
mejora o trata la diabetes. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene,
mejora o trata la obesidad. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de glucosa en un animal previene,
mejora o trata el sindrome metabdlico. En ciertas realizaciones, la reduccién de los niveles de glucosa en un animal
previene, mejora o trata la resistencia a la insulina. En ciertas realizaciones, la reduccién de los niveles de glucosa
en un animal previene, mejora o trata la hiperglucemia. En ciertas realizaciones, la reduccion de los niveles de
glucosa en un animal previene, mejora o trata la NAFLD. En ciertas realizaciones, la reducciéon de los niveles de
glucosa en un animal previene, mejora o trata la dislipidemia diabética. En ciertas realizaciones, el nivel de glucosa
se reducen en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 % 0 100 %.

En ciertas realizaciones, el GCGR tiene la secuencia humana, tal como se expone en cualquiera de los nimeros de

acceso en GENBANK: numero de acceso en GENBANK NM_000160.3 (incorporado en el presente documento
como SEQ ID NO: 1) o numero de acceso en GENBANK: NW_926918.1 truncado desde los nucleétidos 16865000 a
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16885000 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el GCGR tiene la
secuencia del mono rhesus como se expone en la SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones, los compuestos 0 composiciones proporcionados en el presente documento comprenden
una sal de los mismos ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, la
composicion comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 17 a 35 nucledsidos unidos y que tiene
una secuencia de bases nucleotidicas que comprende al menos 17 bases nucleotidicas contiguas de una secuencia
de bases nucleotidicas citadas en la SEQ ID NO: 11 o una sal de las mismas y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para tratar un animal con una enfermedad o afeccion
relacionada con el GCGR, que comprenden: a) identificar dicho animal con una enfermedad o afeccion relacionada
con el GCGR, y b) administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 12 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia
de bases nucleotidicas al menos un 90% complementaria de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3 as medido sobre la
totalidad de dicho oligonucleétido modificado. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto administrado al animal trata o reduce la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR, o un sintoma
de la misma, en el animal. En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR es obesidad.
En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR es diabetes.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para tratar un animal con una enfermedad o afeccion
relacionada con el GCGR, que comprenden: a) identificar dicho animal con una enfermedad o afeccion relacionada
con el GCGR, y b) administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto que
comprende un oligonucledtido modificado que consiste en de 17 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de
bases nucleotidicas al menos un 100 % complementaria de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-3 as medido sobre la
totalidad de dicho oligonucleétido modificado. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto administrado al animal trata o reduce la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR, o un sintoma
de la misma, en el animal. En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR es obesidad.
En ciertas realizaciones, la enfermedad o afeccion relacionada con el GCGR es diabetes.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para tratar, prevenir o mejorar una enfermedad
metabdlica. En ciertas realizaciones, la enfermedad metabdlica es obesidad, diabetes, hiperglucemia, prediabetes,
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia
diabética o hipertrigliceridemia o una combinacion de los mismos.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos que comprenden administrar a un animal un compuesto
como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, el procedimiento comprende administrar a un
animal un oligonucleétido modificado que consiste en de 17 a 35 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de
bases nucleotidicas seleccionada entre las secuencias de bases nucleotidicas citadas en la SEQ ID NO: 11.

En ciertas realizaciones, el animal es un ser humano.

En ciertas realizaciones, la administracion previene, trata, mejora o ralentiza la progresién de una enfermedad
metabdlica como se describe en el presente documento.

En ciertas realizaciones, la administracion previene, trata, mejora o ralentiza la progresion de la obesidad como se
describe en el presente documento.

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

En ciertas realizaciones, el compuesto se coadministra con un segundo agente.

En ciertas realizaciones, el compuesto y el segundo agente se administran de forma concomitante.

En determinadas realizaciones, la administracion es administracion parenteral.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para reducir la expresion de ARNm o proteina del GCGR
en un animal que comprende administrar al animal un compuesto o composicién como se describe en el presente
documento para reducir la expresiéon de ARNm o proteina del GCGR en el animal. En ciertas realizaciones, el animal
es un ser humano. En ciertas realizaciones, la reduccién de la expresiéon de ARNm o proteina del GCGR previene,
trata, mejora o ralentiza la progresién de la enfermedad metabdlica. En ciertas realizaciones, la afeccion o
enfermedad metabdlica es diabetes. En ciertas realizaciones, la afeccion o enfermedad metabdlica es obesidad.
Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para tratar a un ser humano con una enfermedad

metabdlica que comprenden identificar al ser humano con la enfermedad y administrar al ser humano una cantidad
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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 sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipertension, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la resistencia a la
insulina, disminucion de la sensibilidad a la insulina, peso corporal por encima de lo normal y/o grasa corporal por
encima de lo normal o cualquier combinacién de los mismos.

Ciertas realizaciones de la divulgacion son procedimientos para tratar a un ser humano con obesidad que
comprenden identificar al ser humano 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 sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, hipertension, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la resistencia a la insulina,
disminucion de la sensibilidad a la insulina, peso corporal por encima de lo normal y/o grasa corporal por encima de
lo normal o cualquier combinacién de los mismos.

Ciertas realizaciones de la divulgacién son procedimientos para tratar a un ser humano con diabetes que
comprenden identificar al ser humano 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 sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hipertrigliceridemia, hipertension, aumento de los niveles de glucosa, aumento de la resistencia a la insulina,
disminucion de la sensibilidad a la insulina, peso corporal por encima de lo normal y/o grasa corporal por encima de
lo normal o cualquier combinacién de los mismos.

Se divulga adicionalmente un procedimiento para reducir o prevenir la enfermedad metabdlica que comprende
administrar a un ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz humana de un compuesto o composicion tal
como se describe en el presente documento, reduciendo o previniendo de este modo la enfermedad metabdlica.

Se divulga adicionalmente un procedimiento para reducir o prevenir la obesidad que comprende administrar a un ser
humano una cantidad terapéuticamente eficaz humana de un compuesto o composicion tal como se describe en el
presente documento, reduciendo o previniendo de este modo la diabetes.

Se divulga adicionalmente un procedimiento para reducir o prevenir la diabetes que comprende administrar a un ser
humano una cantidad terapéuticamente eficaz humana de un compuesto o composicioén tal como se describe en el
presente documento, reduciendo o previniendo de este modo la diabetes.

Se desvela adicionalmente un procedimiento para mejorar un sintoma de enfermedad metabdlica, que comprende
administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consiste en de 17 a 35 nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado hibrida especificamente con
la SEQ ID NO: 1, 2 0 3, mejorando de este modo un sintoma de enfermedad metabdlica en el ser humano.

También se desvela un procedimiento para mejorar un sintoma de diabetes, que comprende administrar a un ser
humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 17 a 35
nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucledtido modificado hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1,2 0 3,
mejorando de este modo un sintoma de diabetes en el ser humano.

Se desvela adicionalmente un procedimiento para mejorar un sintoma de enfermedad metabdlica, que comprende
administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consiste en de 17 nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado hibrida especificamente con la
SEQ ID NO: 1, 2 0 3, mejorando de este modo un sintoma de enfermedad metabdlica en el ser humano.

Se desvela adicionalmente un procedimiento para mejorar un sintoma de diabetes, que comprende administrar a un
ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 17
nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucledtido modificado hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1,2 0 3,
mejorando de este modo un sintoma de diabetes en el ser humano.

Se desvela adicionalmente un procedimiento para reducir la velocidad de progresion de un sintoma asociado con
enfermedad metabdlica, que comprende administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende
un oligonucledtido modificado que consiste en de 17 nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado
hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1, 2 o 3, reduciendo de este modo la velocidad de progresion de un
sintoma de enfermedad metabdlica en el ser humano.

Se desvela adicionalmente un procedimiento para reducir la velocidad de progresion de un sintoma asociado con
diabetes, que comprende administrar a un ser humano que lo necesite un compuesto que comprende un
oligonucledtido modificado que consiste en de 17 nucledsidos unidos, en el que dicho oligonucleétido modificado
hibrida especificamente con la SEQ ID NO: 1, 2 o 3, reduciendo de este modo la velocidad de progresion de un
sintoma de diabetes en el ser humano.
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También se desvelan procedimientos y compuestos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencion o mejora de la enfermedad metabdlica.

También se desvelan procedimientos y compuestos para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento,
prevencion o mejora de la obesidad.

También se desvelan procedimientos y compuestos para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento,
prevencion o mejora de la diabetes.

También se desvelan procedimientos y compuestos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento,
prevencion o mejora del sindrome metabdlico.

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 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 obesidad.

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 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 el sindrome metabdlico.

Ciertas realizaciones proporcionan un compuesto como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento, prevencion o mejora de la enfermedad metabdlica como se describe en el presente documento
mediante 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 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 mediante 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 el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencién o mejora de la enfermedad metabdlica como se
describe en el presente documento mediante terapia de combinaciéon 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 el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejora de la obesidad como se describe en el
presente documento mediante 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 el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejora de la diabetes como se describe en el
presente documento mediante 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 el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejora de la diabetes como se describe en el
presente documento mediante 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 el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencién o mejora de la enfermedad metabdlica como se
describe en el presente documento en un paciente al que se administra después un agente o terapia adicional como
se describe en el presente documento.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejora de la obesidad como se describe en el
presente documento en un paciente al que se administra después un agente o terapia adicional como se describe en
el presente documento.
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Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejora de la diabetes como se describe en el
presente documento en un paciente al que se administra después un agente o terapia adicional como se describe en
el presente documento.

Ciertas realizaciones proporcionan el uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencién o mejora del sindrome metabdlico como se describe
en el presente documento en un paciente al que se administra después un agente o terapia adicional como se
describe en el presente documento.

En el presente documento se divulga un kit para tratar, prevenir o mejorar la enfermedad metabdlica como se
describe en la presente, en donde el kit comprende:

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

En el presente documento se divulga un kit para tratar, prevenir o mejorar la diabetes como se describe en la
presente, en donde el kit comprende:

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

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

Compuestos antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, entre otros, oligonucleétidos, oligonucledsidos, analogos de oligonucleotidos,
miméticos de oligonucleotidos, compuestos antisentido, oligonucledtidos antisentido y ARNip. Un compuesto
oligomérico puede ser "antisentido" de un acido nucleico diana, lo que significa que es capaz de sufrir hibridacion
con un acido nucleico diana mediante enlaces de hidrégeno.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de bases nucleotidicas que, cuando se
escribe en la direccion 5’ a 3', comprende el complementario inverso del segmento diana de un acido nucleico diana
al que esta dirigido. En ciertas de estas realizaciones, un oligonucleétido antisentido tiene una secuencia de bases
nucleotidicas que, cuando se escribe en la direccion 5’ a 3', comprende el complementario 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 GCGR tiene una longitud de 10 a
30 nucledtidos. En otras palabras, tales compuestos antisentido tienen de 10 a 30 bases nucleotidicas unidas. En
otras realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consiste en de 8 a 80,
de 10 a 50, de 15 a 30, de 18 a 21, de 20 a 80, de 20 a 35, de 20 a 30, de 20 a 29, de 20 a 28, de 20 a 27, de 20 a
26, de 20 a 25, de 20 a 24, de 20 a 23, de 20 a 22, de 20 a 21 o 20 base nucleotidicas unidas. En ciertas de tales
realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74,
75, 76, 77, 78, 79 u 80 bases nucleotidicas de longitud, o un intervalo definido por cualquiera de los dos valores
anteriores.

Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido antisentido, y/o
introducir bases apareadas erréneamente sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf y col. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:7305-7309, 1992), se analizé una serie de oligonucleoétidos antisentido de 13-25 bases nucleotidicas de
longitud su capacidad para inducir la escision de un ARN diana en un modelo de inyeccién de oocitos. Los
oligonucledtidos antisentido de 25 bases nucleotidicas de longitud con 8 u 11 apareamientos erréneos de bases
cerca de los extremos de los oligonucledtidos antisentido fueron capaces de dirigir la escision especifica del ARNm
diana, aunque en menor medida que los oligonucledtidos antisentido que no contenian apareamientos erréneos. De
un modo similar, se consiguié una escision especifica de la diana usando oligonucleétidos antisentido de 13 bases
nucleotidicas, incluidos aquéllos con 1 o 3 apareamientos erréneos.

Gautschi y col., (J. Natl. Cancer Inst. 93:463—-471, March 2001) demostraron la capacidad de un oligonucleétido que
tiene una complementariedad del 100 % con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 apareamientos erréneos con el ARNm
de bcl-xL para reducir la expresion tanto de bcl-2 como de bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este oligonucledtido
demostré una potente actividad antitumoral in vivo.
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Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) analizaron en una serie de oligonucleétidos antisentido de 14
bases nucleotidicas en tandem y oligonucleétidos antisentido de 28 y 42 bases nucleotidicas compuestos por la
secuencia de dos o tres de los oligonucledtidos antisentido en tandem, respectivamente, su capacidad para detener
la traduccion de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucledétidos
antisentido de 14 bases nucleotidicas pudo inhibir la traduccién, aunque a un nivel mas modesto que los
oligonucledtidos antisentido de 28 o 42 bases nucleotidicas.

Motivos de compuestos antisentido

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

Los compuestos antisentido quiméricos normalmente contienen al menos una region modificada de modo que
confieren un incremento de la resistencia a la degradacion por nucleasas, incremento de la captacion celular y/o
incremento de la afinidad de unién por el acido nucleico diana y/o una actividad inhibidora incrementada. Una
segunda regién de un compuesto antisentido quimérico puede servir opcionalmente como sustrato para la
endonucleasa ARNasa H celular, que escinde la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN.

Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmero se consideran compuestos antisentido quiméricos. En un
gapmero, una region interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision de ARNasaH se coloca
entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos de los nucledsidos
de la region interna. En el caso de un oligonucledtido antisentido que tiene un motivo gapmero, el segmento
separador generalmente sirve como sustrato para la escision con 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 azucar que comprenden cada region distinta. Los tipos de restos de azicar que se usan para
diferenciar las regiones de un gapmero pueden, en algunas realizaciones, incluir B-D-ribonucletsidos, B-D-
desoxirribonucledsidos, nucledsidos modificados en 2’ (tales nucledsidos modificados en 2’ pueden incluir 2'-MOE y
2'-O-CHjs, entre otros), y los nucledsidos modificados con azucar biciclico (tales nucledsidos modificados con azucar
biciclico pueden incluir los que tienen un etilo restringido). En ciertas realizaciones, las alas pueden incluir varios
restos de azucar modificados, incluyendo, por ejemplo, 2—-MOE vy etilo restringido. En ciertas realizaciones, las alas
pueden incluir varios restos de azicar modificados y no modificados. En ciertas realizaciones, las alas pueden incluir
diversas combinaciones de nucledsidos 2'-MOE, nucledsidos de etilo restringidos y 2'-desoxinucledsidos.

Cada region distinta puede comprender restos azucar uniformes, variantes o restos de azucar alternos. EI motivo de
ala-separador-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", en el que "X" representa la longitud de la region del ala
en 5, "Y" representa la longitud de la region separadora y "Z" representa la longitud de la region del ala en 3. "X" y
"Z" pueden comprender restos de azucar uniformes, variantes o alternos. En ciertas realizaciones, "X" e "Y" pueden
incluir uno o mas 2'-desoxinucledsidos. "Y" puede comprender 2'-desoxinucleésidos. Como se usa en el presente
documento, un gapmero descrito como "X-Y-Z" tiene una configuracion tal que el hueco se coloca inmediatamente
adyacente a cada uno del ala en 5’ y el ala en 3'. Por lo tanto, no existen nucleétidos intermedios entre el alaen 5’y
el hueco, o el hueco y el ala en 3'. Cualquiera de los compuestos antisentido descritos en el presente documento
puede tener un motivo de gapmero. En ciertas realizaciones, "X" y "Z" son iguales, en otras realizaciones son
diferentes. En ciertas realizaciones, "Y" esta entre 8 y 15 nucledétidos. X, Y o Z pueden ser cualquiera de 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.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

En ciertas realizaciones, el acido nucleico del GCGR es cualquiera de las secuencias indicadas en el nimero de
acceso en GENBANK NM_000160.3 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1), nimero de
acceso en GENBANK NW_926918.1 truncado de los nucleétidos 16865000 a 16885000, (incorporado en el presente
documento como SEQ ID NO: 2); y la secuencia del mono rhesus como se expone en la SEQ ID NO: 3.

Se entiende que la secuencia indicada en cada SEQ ID NO en los Ejemplos contenidos en el presente documento
es independiente de cualquier modificacion de un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base nucleotidica.
Como tales, los compuestos 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
antisentido descritos por el numero Isis (n.° Isis) indican una combinacion de secuencia de bases nucleotidicas y
motivo.

En ciertas realizaciones, una regiéon 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 unién exén/intron, una
region codificadora, una region de inicio de la traduccién, una region de terminacion de la traduccion u otra region de
acido nucleico definida. Las regiones estructuralmente definidas para el GCGR pueden obtenerse por nimero de
acceso de bases de datos de secuencias, tales como NCBI. En ciertas realizaciones, una regiéon diana puede
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abarcar la secuencia desde un sitio diana en 5’ de un segmento diana dentro de la region diana hasta un sitio diana
en 3' de otro segmento diana dentro de la misma regién diana.

El direccionamiento incluye la determinacién de al menos un segmento diana al que se hibrida un compuesto
antisentido, de manera que se produce un efecto deseado. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es una
reduccion de los niveles de acido nucleico diana de ARNm. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la
reduccion de los niveles de 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 diana. Mdultiples segmentos diana dentro de una region
diana pueden estar superpuestos. Como alternativa, pueden no superponerse. En ciertas realizaciones, los
segmentos diana dentro de una region diana estan separados en no mas de aproximadamente 300 nucledtidos. En
ciertas realizaciones, los segmentos diana dentro de una regiéon diana estan separados por un numero de
nucledtidos que es, es aproximadamente, no es mas que, no es mas que aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90,
80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10 nucledtidos en el acido nucleico diana, o es un intervalo definido por dos cualesquiera
de los valores precedentes. En ciertas realizaciones, los segmentos diana 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 los sitios diana en 5o los sitios diana en 3' enumerados en el
presente documento.

Se pueden encontrar segmentos diana adecuados dentro de una UTR 5’, una region de codificacion, una 3' UTR, un
intrén, un exén o una union exén/intron. Los segmentos diana que contienen un coddn de iniciacion o un codén de
terminacion también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir especificamente
una cierta region definida estructuralmente, tal como el coddn de iniciacion o el codon de terminacion.

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

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

Hibridacién

En algunas realizaciones, la hibridacién se produce entre un compuesto antisentido descrito en el presente
documento y un acido nucleico del GCGR. El mecanismo mas comun de hibridacion implica enlaces de hidrégeno
(por ejemplo, enlaces de Watson-Crick, Hoogsteen o enlaces de hidrogeno invertidos de Hoogsteen) entre bases
nucleotidicas complementarias de las moléculas de acido nucleico.

La hibridacion se puede producir en diferentes condiciones. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y
estan determinadas por la naturaleza y la composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridar.

Los procedimientos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un acido nucleico diana son
bien conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados en el presente
documento son especificamente hibridables con un acido nucleico del GCGR.

Complementariedad
Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero suficiente de
bases nucleotidicas del compuesto antisentido puede unirse por hidrogeno con las bases nucleotidicas

correspondientes del acido nucleico diana, de modo que se producira un efecto deseado (por ejemplo, inhibicién
antisentido de un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico del GCGR).
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Un compuesto antisentido puede hibridarse sobre uno o mas segmentos de un acido nucleico del GCGR de manera
que los segmentos intermedios o adyacentes no estan implicados en el acontecimiento de hibridacion (por ejemplo,
una estructura de bucle, apareamiento erréneo o estructura en horquilla).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido descritos en el presente documento, o una porcién especifica
de los mismos, son, o son al menos, 70 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % complementarios de un acido nucleico del GCGR, una region diana, segmento
diana, o una porcién especificada de los mismos. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido
con un acido nucleico diana puede determinarse usando procedimientos rutinarios.

El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una regién de un acido nucleico diana se
puede determinar rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineacion local basica) y
programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul y col., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403 410; Zhang y Madden,
Genome Res., 1997, 7, 649 656). El porcentaje de homologia, identidad de secuencia o complementariedad, puede
determinarse 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 la algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482 489).

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido descritos en el presente documento, o partes especificas de los
mismos, son completamente complementarios (es decir, 100 % complementarios) de un acido nucleico diana, o una
parte especifica de los mismos.

La ubicaciéon de una base nucleotidica no complementaria puede estar en el extremo 50 en el extremo 3' del
compuesto antisentido. Como alternativa, la base nucleotidica o bases nucleotidicas no complementarias puede
estar en una posicion interna del compuesto antisentido. Cuando dos o mas bases nucleotidicas no
complementarias estan presentes, pueden ser contiguas (es decir, unidas) o no contiguas.

Los compuestos antisentido desvelados en el presente documento también incluyen aquellos que son
complementarios a una porcién de un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son
complementarios de al menos una porcion de 8 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas realizaciones,
los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién de 12 bases nucleotidicas de un
segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién
de 13 bases nuclecotidicas de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son
complementarios de al menos una porcion de 14 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién de 15 bases nucleotidicas
de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una
porcion de 16 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son
complementarios de al menos una porcion de 17 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién de 18 bases nucleotidicas
de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una
porcion de 19 bases nucleotidicas de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son
complementarios de al menos una porcion de 20 bases nucleotidicas de un segmento diana. También se
contemplan compuestos antisentido que son complementarios a al menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, o mas porciones de base nucleotidica de un segmento diana, o un intervalo definido por cualquiera de estos dos
valores.

Identidad

Los compuestos antisentido desvelados en el presente documento también pueden tener un porcentaje de identidad
definido para una secuencia de nucleétidos en particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un namero Isis
especifico, o una porcién del mismo. Como se usa en el presente documento, un compuesto antisentido es idéntico
a la secuencia desvelada en el presente documento si tiene la misma capacidad de apareamiento de bases
nucleotidicas. Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN desvelada
se consideraria idéntico a la secuencia de ADN, ya que tanto el uracilo como la timidina se aparean con adenina. Se
contemplan versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en el presente documento, asi
como también compuestos que tienen bases no idénticas en relacién con los compuestos antisentido desvelados en
el presente documento. Las bases no idénticas pueden estar adyacentes o dispersas por el oligonucleétido por 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 con 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 % idénticos de uno o mas de los
compuestos antisentido o las SEQ ID NOs, o una porcion de los mismos, desvelados en el presente documento.

Modificaciones
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Las modificaciones de los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios en los enlaces
internucleosidicos, restos de azlcar o bases nucleotidicas. Los compuestos antisentido modificados a menudo se
prefieren sobre las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular
potenciada, afinidad potenciada por el diana de acido nucleico, estabilidad aumentada en presencia de nucleasas o
actividad inhibidora incrementada.

Los nucledsidos modificados quimicamente también pueden emplearse para aumentar la afinidad de unién de un
oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se pueden
obtener resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucledsidos modificados
quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados

enlace internucleosidico de origen natural de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster 3' a 5'. Los compuestos
antisentido que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, no naturales se seleccionan a
menudo sobre compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos naturales debido a las propiedades
deseables tales como, por ejemplo, captacion celular potenciada, afinidad potenciada por acidos nucleicos diana y
aumento de la afinidad estabilidad en presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos que
retienen un atomo de fésforo asi como enlaces internucleosidicos que no tienen un atomo de fosforo. Enlaces
internucledsidos representativos que contienen fosforo incluyen, entre otros, fosforodiésteres, fosforotriésteres,
metilfosfonatos, fosforoamidato y fosforotioatos. Los procedimientos de preparacion de enlaces que contienen
fésforo y que no contienen fosforo son bien conocidos.

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

Restos de azucar modificados

Los compuestos antisentido desvelados en el presente documento pueden contener, opcionalmente, uno o mas
nucledsidos en los que el grupo azucar ha sido modificado. Dichos nucledsidos modificados con azicar pueden
impartir estabilidad de nucleasa potenciada, afinidad de unidon aumentada o alguna ofra propiedad bioldgica
beneficiosa a los compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, los nucledsidos comprenden restos de anillo de
ribofuranosa modificados quimicamente. Los ejemplos de anillos de ribofuranosa modificados quimicamente
incluyen sin limitacion, la adicion de grupos sustituyentes (incluyendo grupos sustituyentes 5’ y 2', puente de atomos
del anillo no geminales para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo del atomo de oxigeno del anillo
ribosilo con S, N (R) o C (R1) (R) 2 (R = H, alquilo C1-C12 o un grupo protector) y combinaciones de los mismos.
Ejemplos de azlcares quimicamente modificados incluyen nucledsido 2'-F-5-metilo sustituido (véase la solicitud
internacional de PCT WO 2008/101157, publicada el 21/08/08 para otros nucledsidos 5',2'-bis sustituidos
desvelados), sustitucion del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo por S con sustituciéon adicional en la posicion 2'
(véase la solicitud de patente de Estados Unidos publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o,
como alternativa, sustitucién en 5' de un BNA (véase la solicitud de patente internacional PCT WO 2007/134181,
publicada el 22/11/07, en la que el LNA esta sustituido con, por ejemplo, un grupo 5-metilo o un grupo 5'-vinilo).

Los ejemplos de nucledsidos que tienen restos de azucar modificados incluyen, sin limitacion, nucledsidos que
comprenden grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5-metilo (R o S), 4-S, 2-F, 2'-OCH® y 2'-O(CH;)20CH; grupos
sustituyentes. El sustituyente en la posiciéon 2 'también se puede seleccionar de alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-
alquilo C4-Cqg, -OCF3, O-(CH3)2-O-CHs, 2’-O(CH3)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Ry), y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en las
que cada Ry y R, es, de forma independiente, H o alquilo C1-C+ sustituido o no sustituido.

Como se usa en el presente documento, "nucledsidos biciclicos" se refiere a nucledsidos modificados que
comprenden un resto de azucar biciclico. Los ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen, sin limitacion, nucledsidos
que comprenden un puente entre los atomos del anillo ribosilo 4' y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido desvelados en el presente documento incluyen uno o mas nucledsidos biciclicos en los que el puente
comprende un nucledsido biciclico de 4' a 2'. Los ejemplos de dichos nucledsidos biciclicos de 4 'a 2' incluyen, pero
no estan limitados a, una de las formulas: 4'-(CH,)-0-2' (LNA); 4'=(CH2)-S-2"; 4'-(CH.),—0-2' (ENA); 4'—-CH(CHa)—
0-2'y 4'-CH(CH20OCHj3)-0-2', y analogos del mismo (véase la patente de Estados Unidos 7.399,845, presentada el
15 de julio de 2008); 4'-C(CHz3)(CH3)-0-2', y analogos del mismo (véase la solicitud internacional de PCT publicada
WO02009/006478, publicada el 8 de enero de 2009); 4'—-CH,—N(OCHs;)-2', y analogos del mismo (véase la solicitud
internacional de PCT publicada W0O2008/150729, publicada el 11 de diciembre de 2008); 4'-CH,—O-N(CH3)-2'
(véase la patente de Estados Unidos publicada US2004/0171570, publicada el 2 de septiembre de 2004); 4'-CHo—
N(R)-O-2', en la que R es H, alquilo C1—C+2 0 un grupo protector (véase la patente de Estados Unidos 7.427,672,
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presentada el 23 de septiembre de 2008); 4'-CH,—C(H)(CH3)-2' (véase, Chattopadhyaya, y col., J. Org. Chem.,
2009, 74, 118-134); y 4'—-CH,—C(=CH,)-2", y analogos del mismo (véase la solicitud internacional de PCT publicada
WO 2008/154401, publicada el 8 de diciembre de 2008). Véase también, por ejemplo: Singh y col., Chem. Commun.,
1998, 4, 455-456; Koshkin y col., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt y col., Proc.Natl. Acad. Sci. U.S.A,,
2000, 97, 5633-5638; Kumar y col., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222; documento WO 94/14226;
documento WO 2005/021570; Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava y col., J. Am. Chem.
Soc., 129(26) 8362-8379 (Jul. 4, 2007); Elayadi y col., Curr. Opinion Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch y
col., Chem. Biol., 2001, 8, 1-7; Orum y col., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; las patentes de Estados
Unidos U.S. 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 de PCT publicadas WO 2004/106356, WO 94/14226, WO 2005/021570, y WO 2007/134181; la
publicacion de patente de Estados Unidos n.° US2004/0171570, US2007/0287831 y US2008/0039618; y las
patentes de Estados Unidos con 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 las solicitudes internacionales de PCT N.° PCT/US2008/064591,
PCT/US2008/066154 y PCT/US2008/068922. Cada uno de los nucletsidos biciclicos anteriores puede prepararse
de modo que tengan una o mas configuraciones estereoquimicas del azucar, incluyendo, por ejemplo, a-L-
ribofuranosa y B-D-ribofuranosa (véase la solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de
1999 como el documento WO 99/14226).

En ciertas realizaciones, los restos de azucares biciclicos de nucledsidos de 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 azucar de
pentofuranosilo en el que tales puentes comprenden independientemente 1 o de 2 a 4 grupos unidos seleccionados
independientemente de

—[C(Ra)(Ro)]n—: =C(Ra)=C(Ro)—, —C(Ra)=N-, =C(=NRa)—, -C(=0)-, -C(=S)—, —-O-, —Si(Ra)2—, —=S(=0),—, and -N(Ra)-;
en la que:

xes0,102;

nes3,1,204;

cada R, y Ry es, de forma independiente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C4-C+», alquilo C4-C+2 sustituido,
alquenilo C,-C12, alquenilo C,-C12 sustituido, alquinilo C2-Ci3, alquinilo C,-C+2 sustituido, arilo Cs-Cyo, arilo Cs-Cyo
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical aliciclico Cs-
Cy, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJ+, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ;, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN,
sulfonilo (S(=0)2-J1 o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

y cada J1 y Jz es, de forma independiente, H, alquilo C4-C12, alquilo C4-C;2 sustituido, alquenilo C,-C12, alquenilo
C,-C12 sustituido, alquinilo C2-Ci2, alquinilo C2-C+2 sustituido, arilo Cs-Cao, arilo Cs-Cy sustituido, acilo (C(=0)-H),
acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C4-C12
sustituido o un grupo protector.

En ciertas realizaciones, el puente de un resto de azucar biciclico es —[C(Ra)(Ro)]n—, —[C(Ra)(Rb)]:—O—, —C(RaRb)—
N(R)-O- 0 —C(RaRb)-O-N(R)-. En ciertas realizaciones, el puente es 4'-CH,—2', 4'—(CH3)—2', 4'-(CH3)3—2', 4'-CHo—
0-2', 4'~(CHy)—0-2", 4'-CH,—O-N(R)-2' y 4'-CH,—N(R)-O-2'-, en el que cada R es, independientemente, H, un
grupo protector o alquilo C1—Ci2.

En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos se definen adicionalmente por la configuracion isomérica. Por
ejemplo, un nucledsido que comprende un puente 4'-2 'metileno-oxi, puede estar en la configuraciéon o-L o en la
configuracion (-D. Anteriormente, los alfa-L-metilenoxi(4’'-CH2-O-2’) BNA se incorporaron en oligonucleétidos
antisentido, que mostraron una actividad antisentido (Frieden y col., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-Metilenoxi (4'-CH)-O-2 ")
BNA, (B) B-D-Metilenoxi (4'-CH2-0-2 ') 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 (metilenoxi) (4'-CH (CHs) -O-2 ') BNA, (G) metilen-tio (4'-
CH»-S-2 ') BNA, (H) metilen-amino (4'-CH2-N (R) -2') BNA, (I) metilcarbociclico (4'-CH>-CH (CHzs) -2 ') BNA, y (J)
propileno carbociclico (4' - (CH2)s-2 ') BNA como se representa a continuacion.

7 ; O Bx 0 /Bx
L _1‘ . -“f"." O | ;,“., O
(A) (B) )
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— 0. Bx . 0 Bx
O+-N RN0
R
(D) (E)
—. 0. Bx 0 B — .0 B
fod (H) oy fod
(G) R O TH
\ (1)
7. .0, Bx

)
en el que Bx es el resto de base y R es, independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1—Ci2.
En ciertas realizaciones, el nucledsido biciclico que tiene la Férmula I:

Ta_o Bx

en la que:

Bx es un resto base heterociclica;

—Qa—Qp—Qc— es —CHx—N(R¢)—CHz—, =C(=0O)}-N(R¢)—CH2—, —CH2—O—-N(R¢)—, -CH2—N(R:)-O— 0 —-N(R:)-O—-CHy;

R. es alquilo C1—C+2 0 un grupo protector de amino; y

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

En ciertas realizaciones, el nucledsido biciclico que tiene la Férmula II:

Ta_o QO Bx

en la que:

Bx es un resto base heterociclica;

Ta y Ty cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo fésforo

reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Za es alquilo C1-Cs, alquenilo C»-Cs, alquinilo C»-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo C,-Cs sustituido, alquinilo

C,-Ce sustituido, acilo, acilo sustituido o amida sustituida, tiol o tiol sustituido.
En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, de forma independiente, mono o polisustituido con
grupos sustituyentes seleccionados de forma independiente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJe, NJcJa, Sdc, Ns,
OC(=X)Jc, ¥ NJeC(=X)NJcJa,, en los que cada Je, Jg,Je €5, de forma independiente, H, alquilo C1—Cs 0 alquilo C1-Cg
sustituido y X es O o NJc..

En ciertas realizaciones, el nucledsido biciclico que tiene la Féormula llI:
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Ta y Ty cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo fésforo
reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

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

En ciertas realizaciones, el nucledsido biciclico que tiene la Férmula IV:

en la que:

Bx es un resto base heterociclica;

q‘d qb
T,~0 0
O’Tb
e
qQq 1‘\I
ORy

Bx

v

Ta y Ty cada uno, independientemente, H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo fésforo
reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;
R4 es alquilo C1—Cs, alquilo C1—Cs sustituido, alquenilo C—Cs, alquenilo Co—Cs sustituido, alquinilo C—Cs 0

alquinilo C,—Cg sustituido;

cada ga, Ob, ¢ Y da €S, independientemente, H, halégeno, alquilo C1—Cs, alquilo C1—Cs sustituido, alquenilo Co—
Cs, alquenilo C,—Cs sustituido, alquinilo C—Cs o alquinilo Co—Cs sustituido, alcoxilo C1—Cs, alcoxilo C1—Cs
sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquilo C1—Cs 0 aminoalquilo C1—Cs sustituido;

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

en la que:

Bx es un resto base heterociclica;

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

Ja, 9b, Je Y gr SON cada uno, independientemente, hidrégeno, halégeno, alquilo C1—C+», alquilo C+—C12 sustituido,
alquenilo C,—Ci3, alquenilo C,—C+2 sustituido,, alquinilo Co—C+2, alquinilo C,—C+» sustituido, alcoxi C+—C12, alcoxi
C1—C12 sustituido C1—C12, OJJ, SJJ, SOJJ, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, O—C(=O)NJJJK,
N(H)C(=NH)NJjJk, N(H)C(=O)NJ;jJk 0 N(H)C(=S)NJ;Ji;

0 Qe Y gt juntos son =C(qg)(qn);

dg Y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo C1—Cj2 o alquilo C1—Cj. sustituido.

Se han descrito la sintesis y preparacion de los mondémeros de metilenoxi(4’-CH,-O-2') BNA adenina, citosina,
guanina, 5-metilcitosina, timina y uracilo, junto con su oligomerizacién y las propiedades de reconocimiento de
acidos nucleicos (véase Koshkin y col., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). También se han descrito BNA y su
preparacion en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.
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También se han preparado analogos de metilenoxi(4’-CH2-O-2’) BNA, metilenoxi(4’-CH»-O-2’) BNA y 2'-tio-BNA
(véase Kumar y col., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito la preparacion de
analogos nucleosidicos bloqueados que comprenden duplex de oligodesoxirribonucledtidos como sustratos para las
acido nucleico polimerasas (véase, por ejemplo, Wengel y col., documento WO 99/14226). Ademas, en la técnica se
ha descrito la sintesis de 2'-amino-BNA, un nuevo analogo oligonucleotidico de alta afinidad restringido por
conformacion (véase, por ejemplo, Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Ademas, se han preparado
2’-amino y 2’-metilamino-BNA y anteriormente se ha comunidad la estabilidad térmica de otros duplex con hebras de
ARN y ADN complementarias.

En ciertas realizaciones, el nucledsido biciclico que tiene la Férmula VI:
- O T
O_ Tb;"

G VI

T,~0—.

Bx

en la que:

Bx es un resto base heterociclica;

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

cada g, qj, g« Y qi es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1—C12, alquilo C1—C12 sustituido, alquenilo Co—
C12, alquenilo C,—C42 sustituido,, alquinilo C,—C42, alquinilo C,—C42 sustituido, alcoxi C1—C42, alcoxi C1—Ci2
sustituido C1—C12, OJJ, SJJ, SOJJ, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, O—C(=O)NJJJK,
N(H)C(=NH)NJ;jJk, N(H)C(=O)NJ;Jk 0 N(H)C(=S)NJJi; y

gi Y qj 0 g1y gk juntos son =C(qg)(an), €n la que qg y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo
C1—C+2 0 alquilo C1—C12 sustituido.

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

Como se usa en el presente 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 el atomo de carbono 4.

Como se usa en el presente documento, "nucledsidos monociclicos" se refiere a nucledsidos que comprenden restos
de azucar modificados que no son restos de azucar biciclicos. En ciertas realizaciones, el resto de azucar, o analogo
de resto de azucar, de un nucledsido se puede modificar o sustituir en cualquier posicion.

Como se usa en el presente documento, "aztcar modificado en 2™ significa un azucar de furanosilo modificado en la
posicion 2’. En ciertas realizaciones, tales modificaciones incluyen sustituyentes seleccionados entre: un haluro, que
incluye, pero no se limita a, alcoxi sustituido y no sustituido, tioalquilo sustituido y no sustituido, aminoalquilo
sustituido y no sustituido, alquilo sustituido y no sustituido, alilo sustituido y no sustituido y alquinilo sustituido y no
sustituido. En ciertas realizaciones, las modificaciones en 2' se seleccionan de sustituyentes que incluyen, pero no
se limitan a: O[(CH2),OlnCHs, O(CHz)nNH2, O(CH2),CHs, O(CH2).ONHz, OCH,C(=O)N(H)CHs vy
O(CH3).ON[(CH2)nCHj3]2, en las que n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros grupos sustituyentes en 2’
también se pueden seleccionar entre: alquilo C1—Ci2; alquilo sustituido; alquenilo; alquinilo; alcarilo; aralquilo; O-
alcarilo u O-aralquilo; SH; SCHj3;; OCN; CI; Br; CN; CF3; OCFj3; SOCH;; SO2CHsz; ONOg2; NOgz; Ns; NHy;
heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escision de
ARN; un grupo reportero; un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas; y un grupo para
mejorar las propiedades farmacodinamicas de un compuesto antisentido y ofros sustituyentes que tienen
propiedades similares. En ciertas realizaciones, los nucledsidos modificados comprenden una cadena lateral 2'-
MOE (véase, por ejemplo, Baker y col., J. Biol. Chem., 1997, 272, 11944-12000). Tal sustitucion 2'-MOE se ha
descrito como que tiene una afinidad de uniéon mejorada en comparacion con los nucledsidos no modificados y con
otros nucledsidos modificados, tales como 2'-O-metilo, O-propilo, y O-aminopropilo. También se ha demostrado que
los oligonucledtidos que tienen el sustituyente 2'-MOE son inhibidores antisentido de la expresién génica con
caracteristicas prometedoras para su uso in vivo (véase, por ejemplo, Martin, P., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486—
504; Altmann y col., Chimia, 1996, 50, 168—176; Altmann y col., Biochem. Soc. Trans., 1996, 24, 630-637; y Altmann
y col., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).
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Como se usa en el presente documento, un "nucledsido de tetrahidropirano modificado" o "nucledsido de THP
modificado” significa un nucledsido que tiene un "azucar" de tetrahidropirano de seis miembros sustituido en el
residuo de pentofuranosilo en nucledsidos normales (un sustituto de azucar). Los nucledsidos de THP modificado
incluyen, pero no se limitan a, lo que se denomina en la técnica acido nucleico de hexitol (HNA), acido nucleico de
anitol (ANA), acido nucleico de manitol (MNA) (véase Leumann, CJ. Bioorg. & Med. Chem. (2002) 10:841-854),
fluoro HNA (F-HNA), o aquellos compuestos que tienen Formula X:

Formula X:

Ta_o o q3
a5 dy
% Bx

O
/ORI Ry s
T4
X

en la que independientemente para cada uno de dichos al menos un analogo de nucledsido de tetrahidropirano de
Foérmula X:

Bx es un resto base heterociclica;

T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de union internucleosidico que une el analogo de
nucledsido de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Tz y T4 es un grupo de unién internucleosidico
que une el analogo de nucledsido de tetrahidropirano con el compuesto antisentido y el otro de Tz y T4 es H, un
grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido, o un grupo terminal §' o 3';

a1, 2, 93, G4, 95, 9s Y g7 son cada uno independientemente, H, alquilo C1—Cs, alquilo C4—Cg sustituido, alquenilo
C>—Cs, alquenilo Co—Cg sustituido, alquinilo C—Cs, 0 alquinilo Co—Cs sustituido; y

uno de R1y Rz es hidrégeno y el otro se selecciona de halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, Na,
OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2, y CN, en el que X es O, S, o NJy, y cada uno J1, Jo, y J3 es,
independientemente, H o alquilo C1—Ces.

En ciertas realizaciones, se proporcionan los nucledsidos de THP modificados de Férmula X en la que qm, Gn, Qp, qr,
Js, Gt, Y qu son cada uno H. En ciertas realizaciones, al menos uno de qm, dn, Gp, dr, s, Jt, Y qu €s diferente de H. En
ciertas realizaciones, al menos uno de gm, qn, dp, dr, Gs, Jt Y Ju €S metilo. En ciertas realizaciones, se proporcionan
nucledsidos de THP de Férmula X en la que Ry y Rz es F. En ciertas realizaciones, Ry es flior y Rz es H, Ry es
metoxi y R> es H y Ry es metoxietoxi y Rz es H.

Como se usa en el presente documento, "2'-modificado” o "2'-sustituido" se refiere a un nucledsido que comprende
un azucar que comprende un sustituyente en la posicion 2 'distinta de H u OH. Los nucledsidos modificados en 2’
incluyen, pero sin limitaciones, nucleosidos biciclicos en los que el puente que conecta dos atomos de carbono del
anillo de azucar conecta el carbono 2' y otro carbono del anillo de azucar y los nucledsidos con sustituyentes 2’ que
no forman puentes, tales como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C4-Cio, -OCF3, O-(CH3),-O-CHs,
2’-O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn), 0 O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), en las que cada Rn y R, es, de forma
independiente, H o alquilo C+-C4o sustituido o no sustituido. Los nucledsidos modificados en 2' pueden comprender
ademas otras modificaciones, por ejemplo, en otras posiciones del azicar y/o en la base nucleotidica.

También se conocen en la técnica muchos otros sistemas de anillo sustituto de azicar biciclo y triciclo que pueden
usarse para modificar nucledsidos para la incorporacion en compuestos antisentido (véase, por ejemplo, el articulo
de revision: Leumann, J. C, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854).

Dichos sistemas de anillos pueden sufrir varias sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

Los procedimientos para las preparaciones de los azlcares modificados son bien conocidos para los expertos en la
técnica.

En los nucledtidos que tienen restos de azucar modificados, los restos de bases nucleotidicas (naturales,
modificados o una combinacion de los mismos) se mantienen para la hibridacidon con un diana de acido nucleico
apropiada.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucleétidos que tienen restos de azucar
modificados. En ciertas realizaciones, el resto de azlcar modificado es 2'-MOE. En ciertas realizaciones, los
nucleétidos modificados con 2'-MOE estan dispuestos en un motivo gapmero.

Bases nucleotidicas modificadas

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

Las modificaciones o sustituciones de bases nucleotidicas (o bases) son estructuralmente distinguibles, aunque
funcionalmente intercambiables, de las bases nucleotidicas naturales o sintéticas no modificadas. Las bases
nucleotidicas naturales y modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrégeno. Tales modificaciones de
bases nucleotidicas pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unién aumentada o alguna otra propiedad
bioldgica beneficiosa a los compuestos antisentido. Las bases nucleotidicas modificadas incluyen bases
nucleotidicas sintéticas y naturales tales como, por ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de bases
nucleotidicas, que incluyen sustituciones de 5-metilcitosina, son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de
union de un compuesto antisentido por un acido nucleico diana. Por ejemplo, se ha demostrado que las
sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S.,,
Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pag. 276—
278).

Las bases nucleotidicas no modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metil y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilicos de
adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2 -tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C=C-CHz) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilicos de bases de pirimidina, 6-azo-uracilo, citosina y timina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8- hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-
sustituidas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros 5-sustituidos uracilos y citosinas, 7-metilguanina
y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-aminoadenina, 8- azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y
3-deazaguanina y 3-deazaadenina.

Los 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-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona.
Las bases nucleotidicas que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de union de los compuestos
antisentido incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico del GCGR comprenden una o mas
bases nucleotidicas modificadas. En ciertas realizaciones, la base nucleotidica modificada es una 5-metilcitosina. En
ciertas realizaciones, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Composiciones y procedimientos para formular composiciones farmacéuticas

Los oligonucledtidos antisentido pueden mezclarse con sustancias activas o inertes farmacéuticamente aceptables
para la preparacioén de composiciones farmacéuticas o formulaciones. Las composiciones y procedimientos para la
formulacion de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, que incluyen, pero no se limitan a,
la via de administracion, la extension de la enfermedad o la dosis a administrar.

Un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del GCGR se puede utilizar en composiciones farmacéuticas
combinando el compuesto antisentido con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado. Un
diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solucién salina tamponada con fosfato (PBS). PBS es un diluyente
adecuado para usar en composiciones que se administran por via parenteral. Por consiguiente, en una realizacion,
se emplea en los procedimientos descritos en el presente documento una composicién farmacéutica que comprende
un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del GCGR y un diluyente farmacéuticamente aceptable En
ciertas realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En ciertas realizaciones, el compuesto
antisentido es un oligonucledtido antisentido.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal, éster o sales de
dichos ésteres farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro oligonucleétido que, tras la administracion a un
animal, incluido un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o
un residuo del mismo. De acuerdo con esto, por ejemplo, la divulgacion también se extiende a sales
farmacéuticamente aceptables de compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de
dichos profarmacos, y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero sin
limitacion, sales de sodio y potasio.

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

Un profarmaco puede incluir la incorporacién de nucleésidos adicionales en uno o ambos extremos de un compuesto

antisentido que se escinden mediante nucleasas endogenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto antisentido
activo.
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Compuestos antisentido conjugados

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

Los compuestos antisentido también pueden modificarse para que tengan uno o mas grupos estabilizadores que
estan generalmente unidos a uno o a ambos extremos de compuestos antisentido para potenciar propiedades tales
como, por ejemplo, estabilidad de nucleasas. Incluidas en los grupos estabilizadores se encuentran las estructuras
de caperuza. Estas modificaciones terminales protegen el compuesto antisentido que tiene acido nucleico terminal
de la degradacién por exonucleasa, y pueden ayudar a la administracion y/o localizacion dentro de una célula. La
caperuza puede estar presente en el extremo 5'(5'-caperuza), o en el extremo 3’ (3'-caperuza), o puede estar
presente en ambos extremos. Las estructuras de caperuza son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo,
caperuzas desoxiabasicas invertidas. Adicionalmente, los grupos estabilizadores 3'y 5' que pueden usarse para
cubrir uno o ambos extremos de un compuesto antisentido para impartir estabilidad a la nucleasa incluyen los
desvelados en el documento WO 03/004602 publicado el 16 de enero de 2003.

Cultivo celular y tratamiento con compuestos antisentido

Los efectos de los compuestos antisentido sobre el nivel, la actividad o la expresion de los acidos nucleicos del
GCGR pueden probarse in vitro en diversos tipos de células Los tipos de células utilizadas para tales analisis estan
disponibles en proveedores comerciales (por ejemplo, la Coleccidon americana de cultivos tipo, Manassus, VA; Zen-
Bio, Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y las células se
cultivan de acuerdo con las instrucciones del proveedor utilizando reactivos disponibles en el mercado (por ejemplo,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Los tipos de células ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, células
HepG2 y hepatocitos primarios.

Prueba in vitro de oligonucledtidos antisentido

En el presente documento se divulgan procedimientos para el tratamiento de células con oligonucleétidos
antisentido, que se pueden modificar de forma apropiada para el tratamiento con otros compuestos antisentido

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

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

Otro reactivo utilizado para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye LIPOFECTAMINE
2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE 2000® en medio
de suero reducido OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de
oligonucledtido antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINE® que tipicamente varia de 2 a 12 ug/ml por
100 nM de oligonucledtido antisentido.

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

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

Las células se tratan con oligonucledtidos antisentido por procedimientos de rutina. Las células se recogen
tipicamente 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el que se miden los
niveles de ARN o proteina de los acidos nucleicos diana mediante procedimientos conocidos en la técnica y
descritos en el presente documento. En general, cuando los tratamientos se realizan en multiples repeticiones, los
datos se presentan como el promedio de los tratamientos duplicados.

La concentracion del oligonucledtido antisentido usado varia de una linea celular a otra linea celular. Los
procedimientos para determinar la concentracion optima de oligonucledtidos antisentido para una linea celular
particular son bien conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se usan tipicamente a concentraciones
que varian de 1 nM a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE2000®, Lipofectin o Cytofectin. Los
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oligonucledtidos antisentido se usan a concentraciones mas altas que varian de 625 a 20,000 nM cuando se
transfectan usando electroporacion.

Aislamiento de ARN

El analisis del ARN se puede realizar sobre ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los procedimientos de aislamiento
de ARN son bien conocidos en la técnica. El ARN se prepara usando procedimientos bien conocidos en la técnica,
por ejemplo, usando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con los protocolos recomendados
por el fabricante.

Andlisis de la inhibicion de niveles o expresion diana

La inhibicién de los niveles o la expresion de un acido nucleico del GCGR se pueden analizar de varias maneras
conocidas en la técnica. Por ejemplo, los niveles de acido nucleico diana se pueden cuantificar mediante, por
ejemplo, analisis de transferencia de tipo Northern, reaccion en cadena de la polimerasa competitiva (PCR) o PCR
cuantitativa en tiempo real. El analisis del ARN se puede realizar sobre ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los
procedimientos de aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. El analisis de transferencia de tipo
Northern también es una rutina en la técnica. La PCR cuantitativa en tiempo real se puede llevar a cabo
convenientemente usando el sistema de deteccién de secuencia ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 disponible
comercialmente, disponible en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizado de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Analisis con PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm diana

La cuantificacion de los niveles de ARN diana se realizé mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el sistema
de deteccion de secuencias ABI PRISM® 7600, 7700, o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Los procedimientos 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 luego se usa como sustrato para la amplificacion por PCR en tiempo real.
Las reacciones de RT y PCR en tiempo real se realizan secuencialmente en la misma muestra. La RT y los reactivos
de PCR en tiempo real se obtienen en Invitrogen (Carlsbad, CA). Las reacciones de PCR en tiempo real con RT se
llevan a cabo por procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las cantidades diana de genes (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan usando el nivel de
expresion de un gen cuya expresion es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando EL ARN total utilizando
RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CA). La expresion de de ciclofilina A SE cuantifica mediante PCR en
tiempo real realizada simultaneamente con la diana, multiplexando o por separado. EI ARN total se cuantifica
usando reactivo de cuantificacion de ARN RRIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR) Los procedimientos de
cuantificacion de ARN por RIBOGREEN® se ensefian en Jones, L.J., y col., (Analytical Biochemistry, 1998, 265,
368-374). Se usa un instrumento CYTOFLUOR® 4000 (PE Applied Biosystems) para medir la fluorescencia de
RIBOGREEN®.

Las sondas y los cebadores estan disefiados para hibridar con un acido nucleico del GCGR. Los procedimientos
para disefiar sondas y cebadores de PCR en tiempo real son bien conocidos en la técnica y pueden incluir el uso de
software tal como PRIMER EXPRESS (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Anélisis de los niveles de proteina

La inhibicién antisentido de acidos nucleicos del GCGR puede evaluarse midiendo los niveles de proteina del
GCGR. Los niveles de proteina del GCGR pueden evaluarse o cuantificarse de diversas formas bien conocidas en la
técnica, tales como inmunoprecipitacion, analisis de transferencia de tipo Western (inmunotransferencia), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayos cuantitativos de proteinas, ensayos de actividad de proteinas
(para ejemplo, ensayos de actividad de caspasa), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o clasificacién celular
activada por fluorescencia (FACS). Los anticuerpos dirigidos a un diana pueden identificarse y obtenerse a partir de
diversas fuentes, tales como el catalogo de anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI) o pueden
prepararse por procedimientos convencionales de generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales bien
conocidos en la técnica. Los anticuerpos utiles para la deteccion de GCGR de ser humano y de rata estan
disponibles comercialmente.

Pruebas in vivo de compuestos antisentido
Los compuestos antisentido, por ejemplo, oligonucleétidos antisentido, se prueban en animales para evaluar su

capacidad para inhibir la expresion del GCGR y producir cambios fenotipicos. Las pruebas se pueden realizar en
animales normales o en modelos experimentales de enfermedades. Para la administracion a animales, los
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oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina
tamponada con fosfato. La administracion incluye vias de administracion parenteral. Después de un periodo de
tratamiento con oligonucledtidos antisentido, se aisla el ARN del tejido y se miden los cambios en la expresion del
acido nucleico del GCGR. También se miden los cambios en los niveles de la proteina GCGR.

Ciertas indicaciones

En ciertas realizaciones, en el presente documento se divulgan procedimientos de tratar a un individuo, que
comprende administrar una o0 mas composiciones farmacéuticas como se describe en la presente invencién. En
ciertas realizaciones, el individuo tiene una enfermedad metabdlica relacionada.

Como se muestra en los ejemplos a continuacion, los compuestos dirigidos al GCGR, como se describe en el
presente documento, han demostrado reducir la gravedad de los sintomas fisiol6gicos de enfermedades metabdlicas
relacionadas, incluyendo sindrome metabdlico, diabetes mellitus, resistencia a la insulina, dislipidemia diabética,
hipertrigliceridemia, obesidad y aumento de peso. En algunos de los experimentos, los compuestos redujeron los
niveles de glucosa en sangre, por ejemplo, los animales continuaron experimentando sintomas, pero los sintomas
fueron menos graves en comparacion con los animales no tratados. En otros 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 aquellos a los que se administraron los compuestos
durante un periodo de tiempo mas corto. En otros 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 aquellos a los que se administraron los compuestos durante un periodo de tiempo mas
corto. En otros experimentos, sin embargo, los compuestos parecen inhibir la hipertrigliceridemia; por ejemplo, los
animales tratados durante un periodo de tiempo mas largo experimentaron signos y/o sintomas menos graves que
aquellos a los que se administraron los compuestos durante un periodo de tiempo mas corto. La capacidad de los
compuestos ilustrados como ejemplo a continuacién para restaurar la funcién, por lo tanto, demuestra que los
sintomas de la enfermedad pueden revertirse mediante el tratamiento con un compuesto como se describe en el
presente documento.

La diabetes mellitus se caracteriza por numerosos signos y/o sintomas fisicos y fisioldgicos. Cualquier sintoma
conocido por un experto en la técnica que se asocia con la diabetes de tipo 2 se puede mejorar o modificar de otro
modo tal como se ha establecido anteriormente en los procedimientos descritos anteriormente. En ciertas
realizaciones, el sintoma o signo es un sintoma o signo fisico, tal como aumento de los niveles de glucosa, aumento
de peso, miccion frecuente, sed inusual, hambre extrema, fatiga extrema, vision borrosa, infecciones frecuentes,
hormigueo o entumecimiento en las extremidades, sequedad y picazén en la piel, pérdida de peso, llagas de
cicatrizacion lenta y encias hinchadas. En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es un sintoma o signo fisioldgico
seleccionado del grupo que consiste en aumento de la resistencia a la insulina, aumento de los niveles de glucosa,
aumento de la masa grasa, disminucion de la tasa metabdlica, disminucion del aclaramiento de glucosa, disminucion
de la tolerancia a la glucosa, disminucion de la sensibilidad a la insulina, disminucién de la sensibilidad a la insulina
hepatica, aumento del tamafio y peso del tejido adiposo, aumento de la grasa corporal y aumento del peso corporal.

En ciertas realizaciones, el sintoma o signo fisico es un aumento de los niveles de glucosa. En ciertas realizaciones,
el signo o sintoma es aumento de peso. En ciertas realizaciones, el sintoma es miccidon frecuente. En ciertas
realizaciones, el sintoma es sed inusual. En ciertas realizaciones, el sintoma es hambre extrema. En ciertas
realizaciones, el sintoma es fatiga extrema. En ciertas realizaciones, el sintoma es 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 piel seca y con picor. En ciertas
realizaciones, el signo o sintoma es pérdida de peso. En ciertas realizaciones, el sintoma son llagas de cicatrizacion
lenta. En ciertas realizaciones, el sintoma es inflamacién de las encias. En ciertas realizaciones, el signo o sintoma
es resistencia a la insulina aumentada. En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es un aumento de los niveles de
glucosa. En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es aumento de la masa grasa. En ciertas realizaciones, el
sintoma o signo es una tasa metabdlica disminuida. En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es disminucién del
aclaramiento de glucosa. En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es disminucién de la tolerancia a la glucosa.
En ciertas realizaciones, el sintoma o signo es disminucién de la sensibilidad a la insulina. En ciertas realizaciones,
el sintoma o signo es disminucion de la sensibilidad a la insulina hepatica. En ciertas realizaciones, el sintoma o
signo es aumento del tamafio y peso del tejido adiposo. En ciertas realizaciones, el signo o sintoma es aumento de
la grasa corporal. En ciertas realizaciones, el signo o sintoma es aumento del peso corporal.

En ciertas realizaciones, se divulgan procedimientos de tratar a un individuo, que comprende administrar una o mas
composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, el individuo
tiene una enfermedad metabdlica relacionada.

En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico del GCGR da

como resultado la reduccion de la expresion del GCGR en al menos aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 99 %, o un intervalo definido por cualquiera de estos dos valores.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido dirigido al
GCGR se usan para la preparacion de un medicamento para tratar un paciente que padece una enfermedad
metabdlica relacionada o es susceptible a sufrirla.

En ciertas realizaciones, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen administrar un compuesto
que comprende un oligonucledtido modificado que tiene una porcion de bases nucleotidicas contiguas como se
describe en el presente documento de una secuencia citada en la SEQ ID NO: 11 (ISIS 449884).

Ciertas terapias de combinacion

En ciertas realizaciones, una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se
administran conjuntamente con uno o mas agentes farmacéuticos distintos. En ciertas realizaciones, dichos uno mas
agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar la misma enfermedad, trastorno o afeccion distinta a la
de las una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En ciertas realizaciones, dichos
uno mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar una enfermedad, trastorno o afeccion distinta a
la de las una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En ciertas realizaciones,
dichos uno mas agentes farmacéuticos distintos estan disefiados para tratar un efecto secundario indeseado de las
una o mas composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, una
0 mas composiciones farmacéuticas se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para tratar un
efecto indeseado de dicho otro agente farmacéutico. En ciertas realizaciones, una o mas composiciones
farmacéuticas se administran conjuntamente con otro agente farmacéutico para producir un efecto combinado. 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 a tiempos diferentes. En
ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se preparan juntos en una Unica formulacion
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 administracién de una composicion
farmacéutica descrita en el presente documento. En ciertas realizaciones, el segundo compuesto se administra
después de la administraciéon de una composicidon farmacéutica descrita en el presente documento. En ciertas
realizaciones, el segundo compuesto se administra al mismo tiempo que una composicion farmacéutica descrita en
el presente documento. En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo compuesto coadministrado es la misma que
la dosis que se administraria si el segundo compuesto se administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un
segundo compuesto coadministrado es menor que la dosis que se administraria si el segundo compuesto se
administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo compuesto coadministrado es mayor que la dosis
que se administraria si el segundo compuesto se administrara solo.

En ciertas realizaciones, la administracion conjunta de un segundo compuesto potencia el efecto de un primer
compuesto, de manera que la administracién conjunta de los compuestos da como resultado un efecto que es mayor
que el efecto de administrar el primer compuesto solo. En ciertas realizaciones, la administracion conjunta da como
resultado efectos que son aditivos de los efectos de los compuestos cuando se administran solos. En ciertas
realizaciones, la administracion conjunta da como resultado 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, los segundos agentes incluyen, pero sin limitacion, un agente hipoglucemiante. El agente
hipoglucemiante puede incluir, pero sin limitaciones, un cambio de estilo de vida terapéutico, agonista de PPAR, un
inhibidor de la dipeptidil peptidasa (IV), un andlogo de GLP-1, insulina o un analogo de insulina, un secretagogo de
insulina, un inhibidor de SGLT2, un analogo de amilina humana, una biguanida, un inhibidor de alfa-glucosidasa o
una combinacion de los mismos. El agente hipoglucemiante puede incluir, pero sin limitacién, metformina,
sulfonilurea, rosiglitazona, meglitinida, tiazolidindiona, inhibidor de alfa-glucosidasa o una combinacion de los
mismos. La sulfonilurea puede ser acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glimepirida, una
glipizida, una gliburida o una gliclazida. La meglitinida puede ser nateglinida o repaglinida. La tiazolidindiona puede
ser pioglitazona o rosiglitazona. La alfa-glucosidasa puede ser acarbosa o miglitol.

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

En ofras realizaciones, la terapéutica hipoglucemiante es una sulfonilurea. En algunas realizaciones, la sulfonilurea
es acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida, glimepirida, una glipizida, una gliburida o una 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 se disminuyen sin incremento de la acidosis lactica en
comparacioén con la acidosis lactica observada tras el tratamiento con metformina sola.
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En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es una meglitinida. En algunas realizaciones, la meglitinida es
nateglinida o repaglinida.

En algunas realizaciones, el farmaco hipoglucemiante es tiazolidindiona. En algunas realizaciones, la tiazolidindiona
es pioglitazona, rosiglitazona o troglitazona. En algunas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre se
disminuyen 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 la alfa-glucosidasa es acarbosa o miglitol.

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

En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero sin limitacion, agentes hipolipemiantes. El agente
hipolipemiante puede incluir, entre otros, atorvastatina, simvastatina, rosuvastatina y ezetimiba. En ciertas de dichas
realizaciones, el agente hipolipemiante se administra antes de la administracién de una composicién farmacéutica
descrita en el presente documento. En ciertas de dichas realizaciones, el agente hipolipemiante se administra
después de la administracion de una composicion farmacéutica descrita en el presente documento. En ciertas de
dichas realizaciones, el agente hipolipemiante se administra al mismo tiempo que la composicion farmacéutica
descrita en el presente documento. 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 administrara 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 coadministrado 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 HMG-CoA reductasa. En
ciertas de dichas realizaciones, el inhibidor de la HMG-CoA reductasa 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 absorcién de colesterol es ezetimiba.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la HMG-CoA reductasa
formulado conjuntamente con un inhibidor de la absorcion de colesterol. En ciertas de dichas realizaciones, el
agente hipolipemiante formulado conjuntamente es ezetimiba/simvastatina.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un inhibidor de la proteina de transferencia de
triglicéridos microsomal.

En ciertas realizaciones, un agente hipolipemiante coadministrado es un oligonucledétido dirigido a ApoB.

En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero sin limitacion, un agente o farmaco anti-obesidad.
Dichos agentes antiobesidad incluyen, pero sin limitacion, orlistat, sibutramina o rimonabant, y se pueden administrar
como se ha descrito anteriormente, como agentes adiposos o reductores del peso corporal. En ciertas realizaciones,
el compuesto antisentido puede coadministrarse con supresores del apetito. Dichos supresores del apetito incluyen,
pero sin limitacion, tenuato de dietilpropion, mazindol, orlistat, fendimetrazina, fentermina y sibutramina, y pueden
administrarse como se describe en el presente documento. En cierta realizacion, los agentes antiobesidad estan
basados en el SNC, tales como, pero sin limitaciéon, sibutramina, o basados en GLP-1 tales como, pero sin
limitacion, liraglutida.

Formulaciones

Los compuestos proporcionados en el presente documento también pueden mezclarse, conjugarse o asociarse de
otro modo con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas,
moléculas dirigidas a receptores u otras formulaciones, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcion. Las
patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacion de tales formulaciones de captacion,
distribucion y/o absorcion incluyen, pero sin limitaciones, los documentos US: 5.108,921; 5.354,844; 5.416,016;
5.459,127; 5.521,291; 5.543,158; 5.547,932; 5.583,020; 5.591,721; 4.426,330; 4.534,899; 5.013,556; 5.108,921;
5.213,804; 5.227,170; 5.264,221; 5.356,633; 5.395,619; 5.416,016; 5.417,978; 5.462,854; 5.469,854; 5.512,295;
5.527,528; 5.534,259; 5.543,152; 5.556,948; 5.580,575; y 5.595,756.

Los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento pueden incluirse en una composicion o
formulacién farmacéutica. La composicion farmacéutica que puede incluir cualquier sal, éster o sales de dichos
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ésteres farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro compuesto que, tras la administracion a un animal, incluido
un ser humano, puede proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o un residuo del
mismo.

La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de
los compuestos proporcionados en el presente documento: es decir, sales que conservan la actividad bioldgica
deseada del compuesto parental y que no producen efectos toxicoldgicos indeseados en el mismo. La expresion “sal
farmacéuticamente aceptable” incluye una sal preparada a partir de bases o acidos inocuos farmacéuticamente
aceptables, incluyendo bases y acidos inorganicos y organicos. Para los oligonucleoétidos, los ejemplos preferidos de
sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la patente de Estados Unidos n.°
6.287.860. Se ha demostrado que las sales de sodio son formas adecuadas de farmacos oligonucleotidicos.

La expresion "derivado farmacéuticamente aceptable" abarca, pero sin limitacién, sales, solvatos, hidratos, ésteres,
profarmacos, polimorfos, isdmeros farmacéuticamente aceptables, variantes marcadas isotdpicamente de los
compuestos descritos en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se pueden administrar de diversos modos
dependiendo de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que se va a tratar. La administracion puede ser
parenteral. La administracion parenteral incluye, pero sin limitacién, inyeccion o infusion subcutanea, intravenosa o
intramuscular.

Se prefiere que la administracion parenteral esté dirigida a la expresion de GCGR dirigida en el higado y el plasma.
Se cree que los oligonucledtidos con al menos una modificacion 2'-O-metoxietilo son particularmente Utiles para
administracion parenteral.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en la presente invencién, que se pueden presentar de forma conveniente
en forma de monodosis, se pueden preparar de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria
farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto los ingredientes activos con el(los)
transportador(es) farmacéutico(s) o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan mezclando de forma
uniforme e intima los principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o0 ambos.

Las composiciones descritas en el presente documento también se pueden formular en forma de suspensiones en
medio acuoso, no acuoso o mixto. La suspension también puede contener estabilizantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen, entre otras, soluciones, emulsiones
y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas descritas en el
presente documento pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracién, vehiculos, excipientes u otros
principios activos o inactivos

Las formulaciones incluyen formulaciones liposomales. Como se usa en la presente invencion, el término "liposoma"
significa una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas. Los liposomas
son vesiculas unilaminares o multilamelares que tienen una membrana formada a partir de un material lipéfilo y un
interior acuoso que contiene la composicién que se va a administrar. Los liposomas catidnicos son liposomas
cargados positivamente que se cree que interaccionan con moléculas de ADN cargadas negativamente para formar
un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o estan cargados negativamente atrapan
ADN en lugar de formar complejos con él. Se han usado liposomas catiénicos y no catidénicos 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 a liposomas, dan como resultado tiempos de vida en circulacién mejorados con respecto a liposomas que
carecen de tales lipidos especializados. Los liposomas y sus usos se describen con mas detalle en la patente de
Estados Unidos 6.287.860.

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

En ciertas realizaciones, una formulacién excluye liposomas. En ciertas realizaciones, la formulacion excluye
liposomas estabilizados estéricamente. En ciertas realizaciones, una formulacion excluye fosfolipidos. En ciertas
realizaciones, una formulacion consiste esencialmente en los compuestos descritos en el presente documento y
solucion salina y excluye liposomas.
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Las formulaciones y composiciones farmacéuticas también pueden incluir tensioactivos. Los Tensioactivos y sus
usos se describen con mas detalle en la patente de Estados Unidos 6.287.860.

En una realizacion, la presente invencién emplea diversos potenciadores de la penetracion para afectar la
administracion eficiente de acidos nucleicos, particularmente oligonucleétidos. Los potenciadores de la penetracion y
sus usos se describen con mas detalle en la patente de Estados Unidos 6.287.860.

Un experto en la técnica reconocera que las formulaciones se disefian rutinariamente de acuerdo con su uso
pretendido, es decir, via de administracion.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, incluyendo inyeccion o infusiéon subcutanea,
intravenosa e intramuscular, pueden incluir soluciones acuosas estériles que pueden también contener tampones,
diluyentes y otros aditivos adecuados, tales como, entre otros, potenciadores de la penetracion, compuestos
vehiculo y otros vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacion relacionada, las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden contener uno
0 mas compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas
compuestos antisentido dirigidos a un segundo acido nucleico diana. Como alternativa, las composiciones
proporcionadas en el presente documento pueden contener dos o0 mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes
regiones del mismo acido nucleico diana. En la técnica se conocen numerosos ejemplos de compuestos antisentido.
Se pueden usar dos 0 mas compuestos combinados juntos o secuencialmente.

Dosificacion

La dosificacion depende de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado de enfermedad que se va a tratar y
el curso de tratamiento que dura de varios dias a varios meses 0 hasta que se efectda una cura y se consigue una
disminucién del estado de la enfermedad. Pautas de dosificacién éptimas se pueden calcular a partir de mediciones
de la acumulacién del farmaco en el cuerpo del paciente. Las dosis 6ptimas pueden variar dependiendo de la
potencia relativa de los oligonucleétidos individuales y generalmente se pueden estimar basandose en las CEso que
se ha descubierto que son eficaces en modelos animales in vitro e in vivo. En general, las dosificaciones varian de
0,01 pyg a 100 g por kg de peso corporal y pueden administrase una o mas veces diariamente, semanalmente,
mensualmente o anualmente, o en los intervalos deseados. Tras un tratamiento exitoso, puede ser deseable hacer
que el paciente se somete a terapia de mantenimiento para prevenir la recurrencia del estado de enfermedad, en el
que el oligonucledtido se administra en dosis de mantenimiento, que varian de 0,01 yg a 100 g por kg de peso
corporal, una o mas veces al dia.

Aunque la presente invencion se ha descrito con especificidad de acuerdo con algunas de sus realizaciones
preferentes, los ejemplos siguientes solo sirven para ilustrar los compuestos de la invencion y no se pretende que
limiten la misma.

Ciertos compuestos

Se analizaron aproximadamente setecientos setenta y siete compuestos antisentido recientemente disefiados y
desvelados anteriormente de diversas longitudes, motivos y composiciéon de la cadena principal para determinar su
efecto sobre el ARNm de GCGR in vitro en varios tipos de células (Ejemplo 1). Los nuevos compuestos se
compararon con compuestos disefiados previamente, incluyendo ISIS 310457, ISIS 315163 e ISIS 325568 que se
han determinado previamente como algunos de los compuestos antisentido mas potentes in vitro (véase, por
ejemplo, la publicacion de patente de Estados Unidos, la patente de Estados Unidos n.° 7.399.853 y la solicitud de
patente publicada de Estados Unidos n.° US2007-0087987). De los aproximadamente setecientos setenta y siete
compuestos antisentido disefiados recientemente y disefiados previamente, solo se presentan aquellos compuestos
que fueron seleccionados para un estudio adicional basado en la potencia in vitro. Los compuestos seleccionados se
analizaron para determinar la inhibicion dependiente de la dosis en hepatocitos primarios de mono cinomolgo y
células HepG2 (Ejemplos 5-13). De los 120 compuestos analizados por los ensayos de respuesta a la dosis, se
seleccionaron 33 oligonucledtidos antisentido para los ensayos de tolerabilidad in vivo.

Los 33 oligonucledtidos seleccionados finales ISIS 304538 (SEQ ID NO: 112), ISIS 304539 (SEQ ID NO: 113), ISIS
325568 (SEQ ID NO: 4), ISIS 398457 (SEQ ID NO: 9), ISIS 398471 (SEQ ID NO: 17), ISIS 398486 (SEQ ID NO: 24),
ISIS 398491 (SEQ ID NO: 105), ISIS 398506 (SEQ ID NO: 108), ISIS 398507 (SEQ ID NO: 109), ISIS 398508 (SEQ
ID NO: 110), ISIS 436034 (SEQ ID NO: 35), ISIS 436140 (SEQ ID NO: 102), ISIS 436141 (SEQ ID NO: 114), ISIS
448718 (SEQ ID NO: 99), ISSI 448730 (SEQ ID NO: 100), ISIS 448754 (SEQ ID NO: 98), ISIS 448766 (SEQ ID NO:
31), ISIS 448817 (SEQ ID NO: 52), ISIS 448818 (SEQ ID NO: 56), ISIS 448819 (SEQ ID NO: 58), ISIS 448848 (SEQ
ID NO: 62), ISIS 448860 (SEQ ID NO: 65), ISIS 448890 (SEQ ID NO: 68), ISIS 449884 (SEQ ID NO: 11), ISIS
449954 (SEQ ID NO: 51), ISIS 449956 (SEQ ID NO: 54), ISIS 459014 (SEQ ID NO: 80), ISIS 459024 (SEQ ID NO:
89), ISIS 459032 (SEQ ID NO: 81), ISIS 459040 (SEQ ID NO: 82), ISIS 459046 (SEQ ID NO: 83), ISIS 459076 (SEQ
ID NO: 84) y ISIS 459157 (SEQ ID NO: 85), se analizaron para determinar la tolerabilidad en un modelo de ratén
CD1, asi como un modelo de rata Sprague-Dawley. Los compuestos son complementarios a las regiones 548-567,
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2016-2035 y 2018-2037 de las SEQ ID NO: 1, y 6682-6698, 7267-7283, 7270-7286, 7292-7308, 7295-7311,
7316-7332, 7317-7333, 7319-7335, 7341-7357, 7344-7360, 7365-7381, 7368—7384, 7389-7405, 7392—7408,
74167432, 7437-7453, 7440-7456, 77837799, 8030-8049, 8133-8152, 8141-8160, 8144-8160, 9002—9021,
9008—-9027, 9245-9264, 9246-9262, 9804-9823, 10676-10695, 10718-10734, 12030-12049, 12031-12050,
12031-12047, 12032-12051, 12033-12052, 12033-12049, 12036-12055, 12175-12194, 12178-12194, 13490-
13509, 14138-14157, 15075-15094, 15743-15762.15744-15763, 1574515764, y 15746-15765 de la SEQ ID
NO:2.

En los modelos in vivo se midieron los pesos corporales y los pesos de los 6rganos, los marcadores de la funcion
hepatica (tales como alanina transaminasa, aspartato transaminasa y bilirrubina) y los marcadores de funcion renal
(tal como BUN vy creatinina). En el modelo de ratén, ISIS 304538, ISIS 325568, ISIS 398457, ISIS 398471, ISIS
398491, ISIS 436140, ISIS 448754, ISIS 448766, ISIS 448818, ISIS 449884, ISIS 449956, ISIS 459014, ISIS
459024, ISIS 459032, ISIS 459040, ISIS 459046, ISIS 459076 e ISIS 459157 fueron tolerables en términos de
niveles de transaminasas (Ejemplo 11). En el modelo de rata Sprague-Dawley, ISIS 304538, ISIS 325568, ISIS
398457, ISIS 398471, ISIS 398491, ISIS 436140, ISIS 448754, ISIS 448766, ISIS 448818, ISIS 449884, ISIS
449956, ISIS 459014, ISIS 459024, ISIS 459032, ISIS 459040, ISIS 459046, ISIS 459076 e ISIS 459157 se
consideraron tolerables en términos de niveles de funcién hepatica y marcadores de la funcion renal (Ejemplo 12).

Se seleccionaron nueve compuestos, ISIS 325568 (SEQ ID NO:4), ISIS 398471 (SEQ ID NO:17), ISIS 436140 (SEQ
ID NO:102), ISIS 448766 (SEQ ID NO:31), ISIS 449884 (SEQ ID NO:11), ISIS 459014 (SEQ ID NO:80), ISIS 459032
(SEQ ID NO:81), ISIS 459040 (SEQ ID NO:82) e ISIS 459157 (SEQ ID NO:85), a partir de los modelos de
tolerabilidad y se analizaron los efectos a largo plazo sobre la tolerabilidad en un modelo de rata CD/1GS durante 13
semanas (Ejemplo 13). Se midieron los pesos corporales y los pesos de los érganos, los marcadores de la funcién
hepatica (tales como alanina transaminasa, aspartato transaminasa y bilirrubina) y los marcadores de funcion renal
(tal como BUN Yy creatinina). Los nueve compuestos también se analizaron para determinar su viscosidad, que se
encontré que era 6ptima para todos los oligonucleétidos (Ejemplo 14).

ISIS 449884, que demostrd una tolerabilidad muy buena en los tres modelos in vivo, se analizé para determinar su
semivida en el higado de raton CD1 (Ejemplo 15). La semivida de ISIS 449884 se calculé en 15 dias.

La evaluacion final de estos estudios (Ejemplos 11-15) condujo a la seleccién de ocho oligonucleétidos que tienen
una secuencia de bases nucleotidicas de SEQ ID NO: 17 (ISIS 398471), 102 (ISIS 436140), 31 (ISIS 448766), 11
(ISIS 449884), 80 (ISIS 459014), 81 (ISIS 459032), 82 (ISIS 459040) o 85 (ISIS 459157). Los compuestos son
complementarios a las regiones 7267—-7283, 7270-7286, 7292-7308, 7295-7311, 7316-7332, 7319-7335, 7341-
7357, 7344-7360, 7437-7453, 7365-7381, 7368-7384, 7389-7405, 7392-7408, 7416-7432, 7440-7456, 7783—
7799, 8133-8152, 8144-8160, 98049823, 10718-10734, 15743-15762 de SEQ ID NO: 2. En ciertas realizaciones,
los compuestos dirigidos a las regiones enumeradas, como se describe adicionalmente en el presente documento,
comprenden un oligonucledtido modificado que tiene alguna porcién de base nucleotidica de la secuencia indicada
en las SEQ ID NO, como se describe adicionalmente en el presente documento. En ciertas realizaciones, los
compuestos dirigidos a las regiones enumeradas o que tienen una porcion de base nucleotidica de una secuencia
enumerada en las SEQ ID Nos pueden ser de diversa longitud, como se describe adicionalmente en el presente
documento, y puede tener uno de varios motivos, como se describe adicionalmente en el presente documento. En
ciertas realizaciones, un compuesto dirigido a una regién o que tiene una porciéon de base nucleotidica de una
secuencia enumerada en las SEQ ID NOs listadas tiene la longitud y el motivo especificos, como se indica mediante
los nimeros ISIS: 398471, 436140, 448766, 449884, 459014, 459032, 459040, y 459157.

Estos ocho compuestos se analizaron para determinar su actividad, perfil farmacocinético y tolerabilidad en monos
cinomolgos (Ejemplo 16). El tratamiento con algunos de los compuestos causé la reduccion de la expresion de
ARNm del GCGR en tejido hepatico. Especificamente, el tratamiento con ISIS 449884, ISIS 459157 e ISIS 325568
caus6 una reduccion significativa de la expresiéon de ARNm de GCGR en el tejido hepatico, en comparacion con el
control de PBS. Se observd que ISIS 449884 causo la mayor reduccion de expresion de ARNm de GCGR en
comparacion con el control de PBS. El aumento de los niveles de glucagdn es una consecuencia de la inhibicion de
los niveles de ARNm de GCGR. El tratamiento con ISIS 325568, ISIS 448766, ISIS 459157 e ISIS 449884 causo
aumentos significativos en los niveles de glucagon en plasma, causando ISIS 449884 el mayor aumento. Por lo
tanto, en términos de actividad, ISIS 449884 fue el mas eficaz en el estudio de los monos. El tratamiento con los
compuestos fue bien tolerado en los monos, en particular, el tratamiento con ISIS 449884.

De acuerdo con esto, se proporcionan en el presente documento compuestos antisentido con una o mas de las
caracteristicas mejoradas. En ciertas realizaciones, los compuestos como se describen en el presente documento
son eficaces en virtud de tener al menos uno de una Clsg in vitro inferior a 0,1 uM, inferior a 0,2 pM, inferior a 0,4 pM,
inferior a 0,35 pM, inferior a 0,3 uM, inferior a 2,5 uM, inferior a 2,0 uM, inferior a 1,5 uM, inferior a 1,0 uM, cuando
se libera en una linea celular HepG2 usando electroporacion como se describe en los Ejemplos 8-11. En algunas de
tales realizaciones, los compuestos son complementarios a una o mas de las regiones 548-567, 2016—2035 y 2018—
2037 de la SEQ ID NO: 1, y 66826698, 7267-7283, 72707286, 7292-7308, 7295-7311, 7316-7332, 7317-7333,
7319-7335, 7341-7357, 7344-7360, 7365-7381, 7368-7384, 7389-7405, 7392-7408, 7416-7432, 74377453,
7440-7456, 7783-7799, 8030-8049, 8133-8152, 8141-8160, 8144-8160, 9002—9021, 9008-9027, 9245-9264,
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9246-9262, 9804-9823, 10676—-10695, 10718—-10734, 12030-12049, 12031-12050, 12031-12047, 12032—-12051,
12033-12052, 12033-12049, 12036-12055, 12175-12194, 12178-12194, 13490-13509, 14138-14157, 15075-
15094, 15743-15762, 15744-15763, 15745-15764, y 15746-15765 de la SEQ ID NO:2.

En ciertas realizaciones, los compuestos como se describen en el presente documento son altamente tolerables,
como se demuestra al tener al menos uno de un aumento de un valor de ALT o AST de no mas de
aproximadamente 100 veces, aproximadamente 60 veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 40 veces,
aproximadamente 30 plegar, aproximadamente 25 veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 4 veces, aproximadamente 3 veces, 0 aproximadamente 2 veces sobre los animales tratados con
solucion salina; o un aumento del peso del higado, bazo o rifiédn de no mas de aproximadamente 30 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 12 %, aproximadamente 10 %,
aproximadamente 5 % o aproximadamente 2 % como se describe en los Ejemplos. En ciertas de tales realizaciones,
los compuestos son complementarios a una o mas de las regiones 7267-7283, 7270-7286, 7292-7308, 7295-7311,
73167332, 7319-7335, 7341-7357, 7344-7360, 7437-7453, 7365-7381, 7368-7384, 7389-7405, 7392-7408,
7416-7432, 7440-7456, 7783-7799, 8133-8152, 8144-8160, 9804-9823, 10718—-10734, 15743-15762 de la SEQ
ID NO:2.

Ejemplos
Divulgacioén no limitante

Aunque en el presente documento se han descrito ciertos compuestos, composiciones y procedimientos con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los ejemplos siguientes sélo sirven para ilustrar los compuestos
descritos en el presente documento y no se pretende que limiten la misma.

Ejemplo 1: Inhibicion antisentido del receptor de glucagén humano (GCGR) en células HepG2

Se disefaron oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico de GCGR y se analizaron sus efectos sobre
el ARNm de GCGR in vitro. ISIS 310457, que se describié en una publicacion anterior (WO 2007/035771) también
se analizé. Las células HepG2 cultivadas a una densidad de 40.000 células por pocillo se transfectaron usando
electroporacion con oligonucleétido antisentido 4.000 nM. Tras un periodo de tratamiento de aproximadamente 24
horas se aisld el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm del GCGR mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. El conjunto de sonda de cebador humano RTS1508 (secuencia directa GACACCCCCGCCAATACC,
designado en el presente documento como SEQ ID NO: 116; secuencia inversa CCGCATCTCTTGAACACGAA,
incorporada en el presente documento como SEQ ID NO: 117; secuencia de la sonda TTGGCACCACAAAGT,
incorporada en el presente documento como SEQ ID NO: 118) se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles
de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar. Se
aislo un total de 309 oligonucledtidos. Solo los oligonucledétidos que se seleccionaron para los ensayos de respuesta
a la dosis se muestran en la Tabla 1.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en la Tabla 1 se disefiaron como gapmeros 3-
10-4 MOE o gapmeros 5-10-5 MOE. Los gapmeros 3-10-4 MOE tienen 17 nucledsidos de longitud, en los que el
segmento del hueco central comprende diez desoxinucledsidos 2' y esta flanqueado por un segmento de ala en la
direccion 5' que comprende tres nucledsidos y por un segmento de ala en la direcciéon 3' que comprende cuatro
nucledsidos. Los gapmeros 5-10-5 MOE tienen 20 nucledsidos de longitud, en los que el segmento del hueco central
comprende diez desoxinucleodsidos 2' y esta flanqueado por segmentos de ala en la direcciéon 5' y en la direccién 3’
que comprende cinco nucledsidos cada uno. Cada nucledsido en el segmento de ala en 5’ y cada nucledsido en el
segmento de ala 3' tiene una modificacion de 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero
son enlaces fosforotioato (P = S). Todos los restos de citosina a lo largo de cada gapmero son 5-metilcitosinas. El
"sitio de inicio” indica el nucledtido mas 5’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. El "sitio de
terminacion” indica el nucleotido mas 3’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada gapmero
enumerado en la Tabla 1 esta dirigido al ARNm de GCGR humano, designado en el presente documento como SEQ
ID NO: 1 (N.° de acceso de GENBANK NM_000160.3) o la secuencia genémica de GCGR humano, designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 2 (N.° de acceso en GENBANK NW_926918.I truncado de 19598000 a
16865000). 'n/a’ indica que el oligonucledtido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular.
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Tabla 1
Inhibicién de los niveles de ARNm del GCGR humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos dirigidos a la SEQ
ID NO: 1ylaSEQ ID NO: 2

Sitio Sitio
de de
Sitio de Sitio de
No. inicio terminacion . % de . inicio terminacion SEQ
ISIS dela de la SEQ Secuencia inhibicion Motiv, de la de la SEQ 'D
SEQ SEQ NO
D ID NO:1 D ID NO:2
NO:1 NO:2
310457 | 548 564 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 88 5-10- | n/a n/a 4
5
449823 | 1098 1114 GCACCCCAGCCGATGCC 91 3-10-| n/a n/a 5
4
450035| n/a n/a AGCCCTGGCCGGTCCTT 82 3-10- | 6691 6707 6
4
449881| nl/a n/a TCCCGAGGTGCCCAATG 89 3-10- | 7267 7283 7
4 7292 7308
7316 7332
7341 7357
7365 7381
7389 7405
7437 7453
449882 | nl/a n/a TTCCCGAGGTGCCCAAT 87 3-10- | 7268 7284 8
4 7293 7309
7317 7333
7342 7358
7366 7382
7390 7406
7414 7430
7438 7454
398457 | nl/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCCAAT 95 3-10- | 7268 7287 9
4 7293 7312
7317 7336
7342 7361
7366 7385
7390 7409
7414 7433
7438 7457
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Sitio Sitio
de de
Sitio de Sitio de
No. inicio terminacion % de inicio terminacion SEQ
ISIS dela de la SEQ Secuencia inhibicion Motiv, de la de la SEQ 'D
SEQ SEQ NO
D ID NO:1 D ID NO:2
NO:1 NO:2
449883 | n/a n/a GTTCCCGAGGTGCCCAA 98 3-10- | 7269 7285 10
4 7294 7310
7318 7334
7343 7359
7367 7383
7391 7407
7415 7431
7439 7455
449884 | nl/a n/a GGTTCCCGAGGTGCCCA 94 3-10-| 7270 7286 11
4 7295 7311
7319 7335
7344 7360
7368 7384
7392 7408
7416 7432
7440 7456
449885| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCC 93 3-10-| 7271 7287 12
4 7296 7312
7320 7336
7345 7361
7369 7385
7393 7409
7417 7433
7441 7457
450039| n/a n/a TGATCTCACCCAGCCCT 88 3-10- | 7740 7756 13
4
449894 | nl/a n/a AAGGTGACACCAGCCTG 92 3-10-| 7782 7798 14
4
449895| n/a n/a CTGAAGGTGACACCAGC 90 3-10-| 7785 7801 15
4
450040| n/a n/a TTCCAGCTGAGCACCCA 84 3-10- | 7897 7913 16
4
398471| nl/a n/a TCCACAGGCCACAGGTGGGC 80 5-10- | 8133 8152 17
5
449905| n/a n/a GCATCCACAGGCCACAG 85 3-10- | 8139 8155 18
4
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Sitio Sitio
de de
L. Sitio de L. Sitio de
No. nicto terminacion . % de . nicto terminacion SEQ
ISIS dela de la SEQ Secuencia inhibicion Motiv, de la de la SEQ 'D
SEQ SEQ NO
D ID NO:1 D ID NO:2
NO:1 NO:2
449906 | n/a n/a AGCATCCACAGGCCACA 90 3-10- | 8140 8156 19
4
449907 | n/a n/a CAGCATCCACAGGCCAC 85 3-10- | 8141 8157 20
4
449908 | n/a n/a CTCAGCATCCACAGGCC 84 3-10- | 8143 8159 21
4
449910| n/a n/a AGCCACTGGGAGCACCC 85 3-10- | 8386 8402 22
4
449912| nl/a n/a GGCTCTGCCCCAACTCT 82 3-10- | 8448 8464 23
4
398486 | n/a n/a GTGAGCAGCCATGCAGGCTT 95 5-10- | 9002 9021 24
5
449916| n/a n/a GAGCAGCCATGCAGGCT 86 3-10- | 9003 9019 25
4
449917 | nl/a n/a TGAGCAGCCATGCAGGC 90 3-10- | 9004 9020 26
4
449922 | nl/a n/a GCCAGGTGAGCAGCCAT 86 3-10-| 9010 9026 27
4
450049 | n/a n/a AGGGACAGGCACCTGCG 87 3-10-| 9130 9146 28
4
450050| n/a n/a GCCTGGATTTTAGCCTC 84 3-10- | 9249 9265 29
4
448762 | n/a n/a CGGGGTGGCAACAGCTACAC 80 5-10- | 9592 9611 30
5
448766 | n/a n/a GCAAGGCTCGGTTGGGCTTC 86 5-10- | 9804 9823 31
5
450054 | n/a n/a TGCAAGGCTCGGTTGGG 82 3-10- | 9808 9824 32
4
449759 | 176 192 GCAGAGCAGCAGAGCCT 80 3-10- | 10667 10683 33
4
449760| 177 193 GGCAGAGCAGCAGAGCC 88 3-10- | 10668 10684 34
4
436034 | 185 204 GGCAGCTGAGTGGCAGAGCA 72 5-10- | 10676 10695 35
5
450059 | 281 297 GCATGCCTCTGGGCAGC 88 3-10- | 10772 10788 36
4
448799 | n/a n/a AGGCACAGGCTGAAAGGCTC 80 5-10- | 11667 11686 37
5
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Sitio Sitio
de de
L. Sitio de L. Sitio de
No. nicto terminacion . % de . nicto terminacion SEQ
ISIS dela de la SEQ Secuencia inhibicion Motiv, de la de la SEQ 'D
SEQ SEQ NO
D ID NO:1 D ID NO:2
NO:1 NO:2
449938 | n/a n/a AGGCCAGGCACAGGCTG 92 3-10- | 11675 11691 38
4
448802| n/a n/a GCTGAGGCCAGGCACAGGCT 87 5-10- | 11676 11695 39
5
398585| n/a n/a GGCTGCATAAGCACCCAGGA 87 5-10- | 11724 11743 40
5
449944 | nl/a n/a CTGCATAAGCACCCAGG 84 3-10- | 11725 11741 41
4
449945| nl/a n/a CCCAGCTCTGTGGCTCA 90 3-10- | 11819 11835 42
4
448806| n/a n/a GTCCCCAGCTCTGTGGCTCA 96 5-10- | 11819 11838 43
5
450061| n/a n/a GCAAGTCCCCAGCTCTG 91 3-10- | 11826 11842 44
4
449948 | nl/a n/a CGCCCTGGCACTGTCTG 88 3-10- | 11962 11978 45
4
449949 | n/a n/a GTGTCCAGGCCATGATA 88 3-10- | 12026 12042 46
4
449951| nl/a n/a AAGTGTCCAGGCCATGA 93 3-10- | 12028 12044 47
4
398504 | n/a n/a CCCAAGTGTCCAGGCCATGA 91 5-10- | 12028 12047 48
5
449952 | nl/a n/a CAAGTGTCCAGGCCATG 90 3-10- | 12029 12045 49
4
449953 | n/a n/a CCAAGTGTCCAGGCCAT 91 3-10- 112030 12046 50
4
449954 | nl/a n/a CCCAAGTGTCCAGGCCA 92 3-10- | 12031 12047 51
4
448817 | nl/a n/a CACCCCAAGTGTCCAGGCCA 98 5-10- | 12031 12050 52
5
449955| n/a n/a CCCCAAGTGTCCAGGCC 94 3-10- | 12032 12048 53
4
449956 | n/a n/a ACCCCAAGTGTCCAGGC 89 3-10- | 12033 12049 54
4
449958 | n/a n/a GCACCCCAAGTGTCCAG 93 3-10- | 12035 12051 55
4
448818 | nl/a n/a CCCTGCACCCCAAGTGTCCA 83 5-10- | 12036 12055 56
5
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Sitio Sitio
de de
L. Sitio de L. Sitio de
No. nicto terminacion . % de . nicto terminacion SEQ
ISIS dela de la SEQ Secuencia inhibicion Motiv, de la de la SEQ 'D
SEQ SEQ NO
D ID NO:1 D ID NO:2
NO:1 NO:2
449960| n/a n/a AAACCTGTGGCTGCCAC 93 3-10- | 12175 12191 57
4
448819| n/a n/a GCCAAACCTGTGGCTGCCAC 95 5-10- | 12175 12194 58
5
449797 | 733 749 GGACAGGCTGTAGCCCA 83 3-10- | 13034 13050 59
4
448840| n/a n/a GGCTCACTCCATCACTGAGC 82 5-10- | 13314 13333 60
5
449967 | n/a n/a CCACCTGCCTGGCTGCC 89 3-10- | 13366 13382 61
4
448848 | 1024 1043 GTGCAGGTACAGGCCCTCCA 92 5-10- | 13490 13509 62
5
448850 | 1049 1068 GGAGGGTGGCCAGGCCCAGC 80 5-10- | 13515 13534 63
5
449819 | 1093 1109 CCAGCCGATGCCCAGGT 82 3-10- | 13559 13575 64
4
448860| n/a n/a GGCCAGTGTCCTGGTGTCCT 79 5-10- | 14138 14157 65
5
449836 | 1467 1483 GCCACCAGCAGGCCCTG 87 3-10- | 14779 14795 66
4
450074 | n/a n/a GGGCTGAGGCCAACCTG 91 3-10- | 15007 15023 67
4
448890| n/a n/a GCCACCCAGCATCGCCACGG 86 5-10- | 15075 15094 68
5
448897 | nl/a n/a CCCTGCTGGGCACAGCTATG 83 5-10- | 15094 15113 69
5
448901| n/a n/a CACAAGCTCCCTGCTGGGCA 82 5-10- | 15102 15121 70
5
448903 | n/a n/a GAGCGACACAAGCTCCCTGC 86 5-10- | 15108 15127 71
5
448905| n/a n/a GGTGCAGAGCGACACAAGCT 81 5-10- | 15114 15133 72
5
449851 | 1646 1662 GGCTGCCACCACCCCTC 88 3-10- | 15374 15390 73
4
449856 | 2016 2032 CTTTATTGTTGGAGGAC 85 3-10- | 15744 15760 74
4
449858 | 2018 2034 CTCTTTATTGTTGGAGG 85 3-10- | 15746 15762 75
4
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Sitio Sitio
de de
Sitio de Sitio de
inicio inicio SEQ
No. terminacion % de terminacion
de la Secuencia Motivo | de la ID
ISIS de la SEQ inhibicion de la SEQ
SEQ SEQ NO
ID NO:1 ID NO:2
ID ID
NO:1 NO:2
449859 | 2019 2035 GCTCTTTATTGTTGGAG 91 3-10- | 15747 15763 76
4
449860 | 2020 2036 AGCTCTTTATTGTTGGA 88 3-10- [ 15748 15764 77
4
449861 | 2021 2037 GAGCTCTTTATTGTTGG 81 3-10- [ 15749 15765 78
4

Ejemplo 2: Inhibicion antisentido del receptor de glucagén humano (GCGR) en células HepG2

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos a un acido nucleico de GCGR y se analizaron sus
efectos sobre el ARNm de GCGR in vitro. También se analizé I1SIS 315163 (ACCTGGAAGCTGCTGTACAT (SEQ ID
NO 79); el sitio de iniciacion en la SEQ ID NO:1 es 702; el sitio de iniciacion en la SEQ ID NO:2 es 13003), que se
describié en una publicacion anterior (documento WO 2004/096016). Las células HepG2 cultivadas a una densidad
de 40.000 células por pocillo se transfectaron usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 1.000 nM. Tras
un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de
ARNm del GCGR mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de sonda de cebador humano
RTS1508. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicién de GCGR respecto a las células
control sin tratar. Se aislé6 un total de 156 oligonucledtidos antisentido. Solo los oligonucledtidos que se
seleccionaron para los ensayos de respuesta a la dosis se muestran en la Tabla 2.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en la Tabla 2 se disefiaron como los gapmeros
3-10-3 MOE, 3-10-4 MOE 4-10-4 MOE, 4-10-5 MOE o 5-10-6 MOE. Los gapmeros 3-10-3 MOE tienen 16
nucledsidos de longitud, en los que el segmento del hueco central comprende diez desoxinucledsidos 2' y esta
flanqueado por segmentos de ala en la direcciéon 5' y en la direccion 3’ que comprende tres nucledsidos cada uno.
Los gapmeros 3-10-4 MOE tienen 17 nucledsidos de longitud, en los que el segmento del hueco central comprende
diez desoxinucledsidos 2' y esta flanqueado por un segmento de ala en la direccion 5' que comprende tres
nucledsidos y por un segmento de ala en la direccion 3' que comprende cuatro nucledsidos. Los gapmeros 4-10-4
MOE tienen 18 nucledsidos de longitud, en los que el segmento del hueco central comprende diez
desoxinucledsidos 2' y esta flanqueado por segmentos de ala en la direccion 5' y en la direccion 3’ que comprende
cuatro nucledsidos cada uno. Los gapmeros 4-10-5 MOE tienen 19 nucledsidos de longitud, en los que el segmento
del hueco central comprende diez desoxinucledsidos 2' y esta flanqueado por un segmento de ala en la direccién 5'
que comprende cuatro nucledsidos y por un segmento de ala en la direccién 3' que comprende cinco nucledsidos.
Los gapmeros 5-10-6 MOE tienen 21 nucledsidos de longitud, en los que el segmento del hueco central comprende
diez desoxinucledsidos 2' y esta flanqueado por un segmento de ala en la direccion 5' que comprende cinco
nucledsidos y por un segmento de ala en la direccion 3' que comprende seis nucledsidos. Cada nucleosido en el
segmento de ala en 5 y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion de 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos a lo largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P = S). Todos los restos de citosina a lo
largo de cada gapmero son 5-metilcitosinas. El "sitio de inicio” indica el nucleétido mas 5’ al que se dirige el gapmero
en la secuencia génica humana. El "sitio de terminacion” indica el nucleétido mas 3’ al que se dirige el gapmero en la
secuencia génica humana. Cada gapmero enumerado en la Tabla 2 esta dirigido al ARNm de GCGR humano,
designado en el presente documento como SEQ ID NO: 1 (N.° de acceso de GENBANK NM_000160.3) o la
secuencia genomica de GCGR humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (N.° de acceso
en GENBANK NW_926918.I truncado de 19598000 a 16865000). 'n/a' indica que el oligonucledtido antisentido no se
dirige a esa secuencia génica particular.
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Tabla 2

Inhibicion de los niveles de ARNm del GCGR humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos dirigidos a la SEQ
ID NO: yla SEQ ID NO: 2

Sitio
de Sitio de Sitio de | Sitio de
No. | inicio (terminacién . % de . inicio de |terminacion| SEQ ID
ISIS | dela | dela SEQ Secuencia inhibicion Motivo laSEQID| delaSEQ | NO
SEQID| ID NO:1 NO:2 ID NO:2
NO:1
315163| 702 721 ACCTGGAAGCTGCTGTACAT 38 5-10-5| 13003 13022 79
459014| 227 243 GGGCAATGCAGTCCTGG 62 3-10-4| 10718 10734 80
459032| n/a n/a GAAGGTGACACCAGCCT 83 3-10-4| 7783 7799 81
459040| n/a n/a GCTCAGCATCCACAGGC 63 3-10-4| 8144 8160 82
459046| n/a n/a TGGATTTTAGCCTCCTC 73 3-10-4| 9246 9262 83
459076| n/a n/a GCCAAACCTGTGGCTGC 84 3-10-4| 12178 12194 84
459157| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCCAATG 92 5-10-6| 7267 7287 85
7292 7312
7316 7336
7341 7361
7365 7385
7389 7409
7437 7457
459010 n/a n/a GGTTCCCGAGGTGCCC 100 |3-10-3| 7271 7286 86
7296 7311
7320 7335
7345 7360
7369 7384
7393 7408
7417 7432
7441 7456
459011| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCC 89 3-10-3| 7272 7287 87
7297 7312
7321 7336
7346 7361
7370 7385
7394 7409
7418 7433
7442 7457
459058| n/a n/a GAGGCCAGGCACAGGCT 75 3-10-4| 11676 11692 88
459024| n/a n/a CGGTCCTTGGAGGATGC 63 3-10-4| 6682 6698 89
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Sitio
de Sitio de Sitio de | Sitio de
No. | inicio (terminacién . % de . inicio de |terminacion| SEQ ID
ISIS | dela | dela SEQ Secuencia inhibicion Motivo laSEQID| delaSEQ | NO
SEQID| ID NO:1 NO:2 ID NO:2
NO:1
459088| n/a n/a GTTCCCGAGGTGCCCAATG 89 4-10-5| 7267 7285 90
7292 7310
7316 7334
7341 7359
7365 7383
7389 7407
7437 7455
459087| n/a n/a GGTTCCCGAGGTGCCCAAT 95 4-10-5| 7268 7286 91
7293 7311
7317 7335
7342 7360
7366 7384
7390 7408
7414 7432
7438 7456
459086| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCCAA 96 4-10-5| 7269 7287 92
7294 7312
7318 7336
7343 7361
7367 7385
7391 7409
7415 7433
7439 7457
459083| n/a n/a GGTTCCCGAGGTGCCCAA 91 4-10-4| 7269 7286 93
7294 7311
7318 7335
7343 7360
7367 7384
7391 7408
7415 7432
7439 7456
459009| n/a n/a GTTCCCGAGGTGCCCA 61 3-10-3| 7270 7285 94
7295 7310
7319 7334
7344 7359
7368 7383
7392 7407
7416 7431
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Sitio
de Sitio de Sitio de | Sitio de
No. | inicio (terminacién . % de . inicio de |terminacion| SEQ ID
ISIS | dela | dela SEQ Secuencia inhibicion Motivo laSEQID| delaSEQ | NO
SEQID| ID NO:1 NO:2 ID NO:2
NO:1
7440 7455
459082| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCCA 91 4-10-4| 7270 7287 95
7295 7312
7319 7336
7344 7361
7368 7385
7392 7409
7416 7433
7440 7457
459158| n/a n/a GGGTTCCCGAGGTGCCCAATA 94 5-10-6| 7413 7433 96
459063| n/a n/a CCAGCTCTGTGGCTCAG 62 3-10-4| 11818 11834 97

Ejemplo 3: Inhibicion antisentido del receptor de glucagén humano (GCGR) en células HepG2

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos a un acido nucleico de GCGR y se analizaron sus
efectos sobre el ARNm de GCGR in vitro. También se analizé ISIS 315163. También se analizé ISIS 325568, que se
ha descrito en una publicacién anterior (documento WO 2007/035771). Las células HepG2 cultivadas a una
densidad de 40.000 células por pocillo se transfectaron usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 2.000
nM. Tras un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas se aisl6 el ARN de las células y se midieron los
niveles de ARNm del GCGR mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de sonda de cebador
humano RTS1508. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido
mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a
las células control sin tratar. Se aislo un total de 78 oligonucleétidos antisentido. Solo los oligonucleétidos que se
seleccionaron para los ensayos de respuesta a la dosis se muestran en la Tabla 3.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recién designados en la Tablas 3 se disefiaron como gapmeros 5-10-5
MOE. También se analiz6 I1SIS 315163 (ACCTGGAAGCTGCTGTACAT (SEQ ID NO 79); el sitio de iniciacion en la
SEQ ID NO:1 es 702; el sitio de iniciacion en la SEQ ID NO:2 es 13003), que se describié en una publicacion
anterior (documento WO 2004/096016). Cada nucledsido en el segmento de ala en 5 y cada nucledsido en el
segmento de ala 3' tiene una modificacion de 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero
son enlaces fosforotioato (P = S). Todos los restos de citosina a lo largo de cada gapmero son 5-metilcitosinas. El
"sitio de inicio” indica el nucledtido mas 5’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. El "sitio de
terminacion” indica el nucleétido mas 3’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada gapmero
enumerado en la Tabla 3 esta dirigido al ARNm de GCGR humano, designado en el presente documento como SEQ
ID NO: 1 (N.° de acceso de GENBANK NM_000160.3) o la secuencia genémica de GCGR humano, designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 2 (N.° de acceso en GENBANK NW_926918.I truncado de 19598000 a
16865000). 'n/a’ indica que el oligonucledtido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular.
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Tabla 3
Inhibicién de los niveles de ARNm del GCGR humano mediante oligonucledtidos antisentido quiméricos dirigidos a la
SEQID NO: 1ylaSEQID NO: 2

Sitio Sitio
de Sitio de de Sitio de
No. | inicio |terminacion . % de . inicio |terminacién|SEQ ID
ISIS | dela | dela SEQ Secuencia inhibicion Motivo dela | delaSEQ | NO
SEQID| ID NO:1 SEQID| ID NO:2
NO:1 NO:2
315163| 702 721 ACCTGGAAGCTGCTGTACAT 42 5-10-5| 13003 13022 79
325568| 548 567 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 58 2-16-2| n/a n/a 4
448754 n/a n/a CCTGGATTTTAGCCTCCTCC 79 5-10-5| 9245 9264 98
448718| n/a n/a TGGGTCTCTGATAGTGAGGC 81 5-10-5| 8030 8049 99
448730/ n/a n/a GCTCAGCATCCACAGGCCAC 74 5-10-5| 8141 8160 100
448738| n/a n/a GCCAAGCCTGGCTCTGCCCC 76 5-10-5| 8454 8473 101

Ejemplo 4: Inhibicion antisentido del receptor de glucagéon humano (GCGR) en células HepG2

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos a un acido nucleico de GCGR y se analizaron sus
efectos sobre el ARNm de GCGR in vitro. También se analizaron ISIS 315163 e ISIS 325568. Las células HepG2
cultivadas a una densidad de 40.000 células por pocillo se transfectaron usando electroporacion con oligonucleétido
antisentido 5.000 nM. Tras un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas se aislé el ARN de las células y
se midieron los niveles de ARNm del GCGR mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de sonda
de cebador humano RTS1508. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN
total medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR
respecto a las células control sin tratar. Se aisl6 un total de 234 oligonucleétidos antisentido. Solo los
oligonucledtidos que se seleccionaron para los ensayos de respuesta a la dosis se muestran en la Tabla 4.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recién designados en la Tablas 4 se disefiaron como gapmeros 5-10-5
MOE. También se analiz6 I1SIS 315163 (ACCTGGAAGCTGCTGTACAT (SEQ ID NO 79); el sitio de iniciacion en la
SEQ ID NO:1 es 702; el sitio de iniciacion en la SEQ ID NO:2 es 13003), que se describié en una publicacion
anterior (documento WO 2004/096016). Cada nucledsido en el segmento de ala en 5 y cada nucledsido en el
segmento de ala 3' tiene una modificacion de 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero
son enlaces fosforotioato (P = S). Todos los restos de citosina a lo largo de cada gapmero son 5-metilcitosinas. El
"sitio de inicio” indica el nucledtido mas 5’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. El "sitio de
terminacion” indica el nucledtido mas 3’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada gapmero
enumerado en la Tabla 4 esta dirigido al ARNm de GCGR humano, designado en el presente documento como SEQ
ID NO: 1 (N.° de acceso de GENBANK NM_000160.3) o la secuencia gendmica de GCGR humano, designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 2 (N.° de acceso en GENBANK NW_926918.I truncado de 19598000 a
16865000). 'n/a’ indica que el oligonucledtido antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular.

Tabla 4
Inhibicion de los niveles de ARNm del GCGR humano por oligonucleétidos antisentido quiméricos dirigidos a la SEQ
ID NO: 1ylaSEQ ID NO: 2

No. [Sitio de| Sitiode Secuencia % de |Motivo| Sitio Sitiode |SEQ
ISIS inicio |terminacion inhibicion de |terminacion| ID
de la | dela SEQ inicio (de la SEQID| NO
SEQID| ID NO:1 de la NO:2

NO:1 SEQ

ID

NO:2
315163 | 702 721 ACCTGGAAGCTGCTGTACAT 71 5-10-5| 13003 13022 79
325568 | 548 567 GCACTTTGTGGTGCCAAGGC 79 2-16-2| nl/a n/a 4
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436140 2015 2034 CTCTTTATTGTTGGAGGACA 93 5-10-5| 15743 15762 102
398455| 2014 2033 TCTTTATTGTTGGAGGACAT 89 5-10-5| 15742 15761 103
398470| n/a n/a CCACAGGCCACAGGTGGGCT 85 5-10-5| 8132 8151 104
398491| nl/a n/a AGCCAGGTGAGCAGCCATGC 81 5-10-5| 9008 9027 105
398501| n/a n/a AAGTGTCCAGGCCATGATAT 84 5-10-5| 12025 12044 106
398503| n/a n/a CCAAGTGTCCAGGCCATGAT 92 5-10-5| 12027 12046 107
398506| n/a n/a ACCCCAAGTGTCCAGGCCAT 89 5-10-5| 12030 12049 108
398507 | nl/a n/a GCACCCCAAGTGTCCAGGCC 97 5-10-5| 12032 12051 109
398508| n/a n/a TGCACCCCAAGTGTCCAGGC 87 5-10-5| 12033 12052 110
304535| 1988 2007 GCACATGGGACGTGCCGACA 98 5-10-5| 15716 15735 111
304538 | 2016 2035 GCTCTTTATTGTTGGAGGAC 95 5-10-5| 15744 15763 112
304539 | 2018 2037 GAGCTCTTTATTGTTGGAGG 92 5-10-5| 15746 15765 113
436141 2017 2036 AGCTCTTTATTGTTGGAGGA 93 5-10-5| 15745 15764 114
436164 | nla n/a GGTTCCCGAGGTGCCCAATG 92 5-10-5| 7267 7286 115

7292 7311

7316 7335

7341 7360

7365 7384

7389 7408

7437 7456

Ejemplo 5: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de
mono cinomolgo

Los gapmeros del Ejemplo 1 que exhiben inhibicién significativa in vitro del GCGR humano se analizé en diversas
condiciones en hepatocitos primarios de cinomolgo. Las células se sembraron a una densidad de 24.000 células por
pocillo y se transfectaron mediante electroporacién con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,4 pM,
1,1 uM, 3,3 yM y 10,0 pM, como se especifica en la Tabla 5. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, el ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se usé para medir
los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total
medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR
respecto a las células control sin tratar.

La concentracion inhibitoria semimaxima (Clsp) de cada oligonucledtido también se presenta en la Tabla 5 y se
calculd representando las concentraciones de oligonucledtidos utilizadas frente al porcentaje de inhibicion de la
expresion de ARNm de GCGR logrado en cada concentracion, y observando la concentracion de oligonucleétido a la
que se logré una inhibicién del 50 % en comparacion con el control. Como se ilustra en la Tabla 5, los niveles de
ARNm del GCGR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células tratadas con
oligonucledtidos antisentido

Tabla 5
Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de mono cinomolgo
usando electroporacion

ISIS No 0,4 uM 1,1 M 3,3uM 10,0 uM Clso (pM)
315163 23 39 73 88 2,0
398457 64 69 71 68 <0,3
449759 24 47 75 85 1,3
449760 43 49 77 86 0,7
449797 38 54 69 93 0,8
449819 30 36 56 85 1,7
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ISIS No 0,4 uM 1,1 uM 3,3 uM 10,0 uM Clso (uM)
449823 29 31 43 82 2,5
449836 29 37 62 85 1,6
449851 14 36 73 93 1,6
449856 0 39 70 88 2,1
449858 16 27 65 86 2,1
449859 57 76 92 96 <0,3
449860 41 66 86 91 0,5
449881 27 49 67 70 1,5
449882 33 33 53 71 2,3
449883 63 66 75 76 <0,3
449884 64 77 74 71 <0,3
449885 67 74 71 76 <0,3
449894 55 56 74 78 <0,3
449895 44 60 71 72 0,5
449905 47 59 65 69 0,4
449906 52 66 75 80 <0,3
449907 35 36 62 70 1,8
449908 21 48 67 69 1,8
449910 7 16 51 61 48
449912 21 45 66 60 2,3
449916 16 40 55 55 3,9
449917 45 67 72 71 0,3
449922 39 48 60 67 1,3
449938 22 44 41 >10,0
449944 0 25 62 7,0
449945 22 36 57 64 2,8
449948 19 45 60 5,2
449949 16 41 52 7,8
449951 26 40 55 61 2,9
449952 21 28 52 62 3,8
449953 15 22 49 59 48
449954 0 53 60 58 3,4
449955 30 43 61 66 1,9
449956 10 40 52 64 3,3
449958 17 46 54 67 2,6
449960 10 22 46 63 47
449967 0 16 36 49 9,8
450035 0 35 41 60 5,0
450039 18 30 51 60 42
450040 0 21 41 66 47
450049 22 27 59 68 2,9
450050 28 22 49 61 47
450054 0 11 22 25 >10,0
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ISIS No 0,4 uM 1,1 M 3,3 uM 10,0 uM Clso (pM)
450059 11 41 64 78 21
450061 13 29 49 60 4.4
450074 15 27 40 61 5,4

Ejemplo 6: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros del ejemplo 5 que exhiben inhibicion significativa in vitro del ARNm del GCGR se analizaron a
diversas dosis en células HepB2. Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo y se
transfectaron mediante electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,12 yuM, 0,37 pM,
1,11 uM, 3,33 yM y 10,00 uM como se especifica en la Tabla 6. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, el ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se usé para medir
los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total
medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR
respecto a las células control sin tratar.

La concentracion inhibitoria semimaxima (Clsp) de cada oligonucledtido se presenta también en la Tabla 6. Como se
ilustra en la Tabla 6, los niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente de una manera dependiente de
la dosis en células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 6
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2 usando electroporacion

ISIS No 0,12 uM 0,37 uM 1,11 uM 3,33 uM 10,00 pM | Clso (M)
315163 0 3 26 62 88 2,2
398457 47 81 94 97 97 <0,1
449760 26 64 91 97 0,8
449797 16 42 84 95 1,2
449819 17 40 79 93 1,3
449851 28 65 94 97 0,7
449859 36 51 89 95 95 0,2
449860 30 53 77 86 94 0,3
449882 19 57 85 97 1,0
449883 7 49 84 92 96 0,5
449884 67 87 95 94 97 <0,1
449885 44 83 77 97 95 <0,1
449894 1 34 78 87 98 0,7
449895 31 29 84 95 1,1
449906 12 26 67 93 95 0,7

Ejemplo 7: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros del ejemplo 5 que exhiben inhibicion significativa in vifro del ARNm del GCGR se seleccionaron
analizaron adicionalmente a diversas dosis en células HepB2. Las células se sembraron a una densidad de 40.000
células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacién con concentraciones de oligonucleétido antisentido
de 0,04 uM, 0,12 puM, 0,37 pM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00 uM como se especifica en la Tabla 7. Después de un
periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del
GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano
RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un
contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de
inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar.

La concentracion inhibitoria semimaxima (Clsp) de cada oligonucledtido se presenta también en la Tabla 7. Los

niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células
tratadas con oligonucleétidos antisentido. 'n/a' indica que no hay datos para el oligonucleétido ISIS para dicha
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concentracion en particular. ISIS 398457, ISIS 449884 e ISIS 449954, que causaron una reduccion significativa de
los niveles de ARNm de GCGR, se seleccionaron para estudios adicionales. Significativamente, ISIS 449884
demostré una Clso de diez a cincuenta veces mas baja que el ISIS 315163 de referencia en estudios comparativos
presentados en los ejemplos 5-7.

Tabla 7
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2 usando electroporacion

ISISNo | 0,04uyM | 012uyM | 0,37pM | 1,11puM | 3,33uM | 10,00 yM | Clso (uM)
315163 22 9 22 45 67 93 1,5
398457 36 62 88 99 99 100 0,1
449856 8 24 49 73 92 95 0,4
449858 28 27 41 80 93 97 0,3
449859 16 40 72 89 97 98 0,2
449860 32 38 46 78 94 98 0,2
449883 25 27 68 92 98 100 0,2
449884 42 59 93 99 100 n/a <0,04
449885 18 60 84 97 98 n/a 0,1
449894 8 31 44 83 96 99 0,3
449951 0 32 62 86 98 99 0,4
449954 9 40 57 86 99 99 0,2

Ejemplo 8: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de
mono cinomolgo

Los gapmeros de los estudios descritos en los Ejemplos 1-7 se analizaron adicionalmente a varias dosis en
hepatocitos primarios de cinomolgo. Las células se sembraron a una densidad de 35.000 células por pocillo y se
transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 750 nM, 1.500 nM, 3.000 nM, 6.000 nM y 12.000 del
oligonucledtido antisentido, como se especifica en la Tabla 8. Tras un periodo de tratamiento de aproximadamente
16 horas, el ARN se aisl6 de las células y los niveles de ARNm de GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm.
Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicién de GCGR respecto a las células
control sin tratar. Como se ilustra en la Tabla 8, los niveles de ARNm del GCGR se redujeron significativamente en
células tratadas con oligonucleétidos antisentido

Tabla 8
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de mono cinomolgo
usando electroporacion

N° ISIS 750,0 nM 1500,0 nM | 3000,0 nM | 6000,0 nM | 12000,0 nM
398457 85 89 92 89 85
398471 78 85 87 85 87
436140 81 93 96 97 96
448754 44 59 80 80 81
448766 79 90 88 87 83
448818 19 13 58 64 76
4490884 89 92 89 87 90
459014 51 63 79 82 84
459032 78 85 88 88 87
459040 70 77 81 89 83
459046 34 38 65 61 80
459076 31 39 67 79 77
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459157 89 87 88 88 86

Ejemplo 9: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de
mono cinomolgo

Los gapmeros del ejemplo 8 que exhiben inhibicidon significativa in vitro del GCGR humano se seleccionaron y
analizaron adicionalmente a diversas dosis en hepatocitos primarios de cinomolgo. También se analizé I1SIS 325568
(GCACTTTGTGGTGCCAAGGC (SEQ ID NO:4), el sitio de iniciacion diana 548 en la SEQ ID NO:1), que se
describioé en una publicacion anterior (BIOLO66USL). Las células se sembraron a una densidad de 35.000 células
por pocillo y se transfectaron mediante electroporacion con concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,006
pM, 0,020 pM, 0,063 uM, 0,200 pM, 0,632 uM, 2,000 uM, 6,325 uM, y 20,000 uM como se especifica en la Tabla 9.
Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el ARN aislado de las células y los niveles de
ARNm del GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El conjunto de sonda de cebador DE
GCGR humano RTS 1508 se usd para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de GCGR se ajustaron de
acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en forma del
porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar.

La concentracion inhibitoria semimaxima (Clsp) de cada oligonucledtido se presenta también en la Tabla 9. Los
niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente de una manera dependiente de la dosis en células
tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 9
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en hepatocitos primarios de mono cinomolgo
usando electroporacion

N° ISIS | 0,006 uM | 0,020 uM | 0,063 uM | 0,200 uM | 0,632 uM | 2.000 uM | 6.325 uM | 20.000 uM | Clso (UM
325568 0 0 0 0 0 42 75 93 3,1
398471 0 4 7 24 62 65 65 59 0,4
448766 5 0 0 2 28 51 57 34 0,6
449884 0 12 61 59 71 68 72 62 0,1
459014 1 0 23 15 47 69 74 2,6
459032 0 6 33 55 68 72 61 0,5
459157 0 12 29 69 69 72 73 62 0,1

En base a los datos de inhibicién, se seleccionaron ISIS 398471, ISIS 448766, ISIS 449884, ISIS 459014, ISIS
459032 e ISIS 459157 para las pruebas in vivo en un modelo de raton.

Ejemplo 10: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros de los estudios descritos en los Ejemplos 1, 4 y 9 se analizaron adicionalmente a varias dosis en
células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo y se transfectaron mediante
electroporacion con concentraciones de oligonucledtido antisentido de 0,12 uM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00
MM como se especifica en la Tabla 10. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el
ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles
de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar.
Como se ilustra en la Tabla 10, los niveles de ARNm del GCGR se redujeron significativamente en células tratadas
con oligonucledtidos antisentido

Tabla 10
Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2 usando electroporacion

N° ISIS 042uyM | 0,37pM | 1,11pM | 3,33uM | 10,00uM | Clso(uM
398455 35 57 81 94 94 0,2
398457 33 79 91 97 98 0,1
398470 37 48 86 92 96 0,2
398471 33 50 86 92 87 0,2
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398486 50 47 85 91 98 0,1
398491 25 61 73 96 92 0,3
398501 35 43 85 98 98 0,3
398503 21 58 80 97 99 0,3
398504 51 57 91 92 98 0,1
398506 40 71 96 98 99 0,1
398507 59 85 97 98 n/a <0,1
398508 22 48 90 94 98 0,3
398585 25 57 84 88 93 0,3
436034 34 56 61 81 92 0,3

En base a los resultados de inhibicion, se seleccionaron ISIS 398457, ISIS 398471, ISIS 398486, ISIS 398491, ISIS
398506, ISIS 398507, ISIS 398508 e ISIS 436034 para analizar en un modelo de raton.

Ejemplo 11: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros del estudio descrito en el Ejemplo 4 se analizaron adicionalmente a varias dosis en células HepG2.
Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo y se transfectaron mediante electroporacion
con concentraciones de oligonucledtido antisentido de 0,04 pM, 0,12 uM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00 pM
como se especifica en la Tabla 11. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el ARN
aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El
conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de
ARNmM de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibiciéon de GCGR respecto a las células control sin tratar. Los
niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente en las células tratadas con oligonucleétido antisentido.

Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del ggg};;umano en células HepG2 usando electroporacion
N° ISIS 0,04 uM 0,12 uyM 0,37 uM 1,11 pM 3,33 uM 10,00 pM Clso (UM
304535 21 31 55 90 99 96 0,2
304538 27 42 73 91 100 95 0,1
304539 15 33 56 87 95 93 0,3
436140 4 27 57 85 94 95 0,3
436141 19 27 64 84 92 95 0,3
436164 12 37 75 94 94 96 0,2

En base a los resultados de la inhibicién, se seleccionaron ISIS 304538, ISIS 304539, ISIS 436140 e ISIS 436141
para analizar en un modelo de ratén.

Ejemplo 12: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros del estudio descritos en los Ejemplos 1, 3, 8 y 9 se analizaron adicionalmente a varias dosis en
células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo y se transfectaron mediante
electroporacion con concentraciones de oligonucledtido antisentido de 0,12 uM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00
MM como se especifica en la Tabla 12. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el
ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles
de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar. Los
niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente en las células tratadas con oligonucleétido antisentido.
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Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del ggg};ﬁumano en células HepG2 usando electroporacion
Ne° ISIS 0,12 uM 0,37 uM 1,11 uM 3,33 uM 10,00 pM Clso (MM
448718 35 64 74 90 92 0,2
448730 44 67 87 94 85 0,1
448738 31 52 75 95 97 0,3
448754 40 47 81 95 96 0,3
448762 43 62 75 96 97 0,2
448766 36 59 88 94 85 0,2
448799 42 53 92 96 99 0,2
448802 43 70 88 97 93 0,1
448806 39 60 82 97 96 0,2
448817 35 62 95 88 92 0,2
448818 29 52 74 97 98 0,3
448819 73 89 97 n/a 93 <0,1
448840 31 58 80 83 98 0,3
448848 71 92 98 98 99 <0,1
448850 54 60 74 88 94 <0,1
448860 41 58 73 92 98 0,2
448890 49 60 83 94 99 0,1
448897 50 52 80 92 97 0,2
448901 29 58 81 91 99 0,3
448903 32 48 73 91 99 0,3
448905 43 49 76 89 97 0,2

En base a los resultados de inhibicion, se ISIS 448718, ISIS 448730, ISIS 448754, ISIS 448766, ISIS 448817, ISIS
448818, ISIS 448819, ISIS 448848, ISIS 448860 e ISIS 448890 para analizar en un modelo de ratén.

Ejemplo 13: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del GCGR humano en células HepG2

Los gapmeros del estudio descritos en los Ejemplos 1, 2, 8 y 9 se analizaron adicionalmente a varias dosis en
células HepG2. Las células se sembraron a una densidad de 40.000 células por pocillo y se transfectaron mediante
electroporacion con concentraciones de oligonucledtido antisentido de 0,12 uM, 0,37 uM, 1,11 uM, 3,33 uM y 10,00
MM como se especifica en la Tabla 13. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, el
ARN aislado de las células y los niveles de ARNm del GCGR se midieron mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
El conjunto de sonda de cebador DE GCGR humano RTS1508 se us6 para medir los niveles de ARNm. Los niveles
de ARNm de GCGR se ajustaron de acuerdo con un contenido de ARN total medido mediante RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en forma del porcentaje de inhibicion de GCGR respecto a las células control sin tratar. Los
niveles de ARNm de GCGR se redujeron significativamente en las células tratadas con oligonucleétido antisentido.

Inhibicién antisentido dependiente de la dosis del ggg}; ﬁumano en células HepG2 usando electroporacion
N° ISIS 0,12 uM 0,37 uM 1,11 pM 3,33 uM 10,00 pM Clso (UM
398457 62 84 95 98 97 <0,1
459009 26 47 80 96 97 0,3
459010 56 90 96 98 97 <0,1
459011 46 81 97 95 96 <0,1
459024 29 56 74 89 95 0,3
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459032 40 61 74 97 98 0,2
459040 48 65 84 96 95 0,1
459046 36 54 77 96 98 0,2
459058 21 46 88 95 98 0,3
459063 34 42 79 97 99 0,3
459076 32 72 84 98 99 0,1
459082 46 71 92 97 97 0,1
459083 53 71 90 96 97 <0,1
459086 24 72 92 96 97 0,2
459087 23 67 94 97 98 0,2
459088 34 61 86 95 98 0,2
459157 50 74 92 97 97 <0,1
459158 54 81 94 97 99 <0,1

En base a los resultados de la inhibicion, se seleccionaron ISIS 459024, ISIS 459032, ISIS 459040, ISIS 459046,
ISIS 459076, e ISIS 459157 para analizar en un modelo de ratén.

Ejemplo 14: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR humano en ratones CD1

Los ratones CD1® (Charles River, MA) son un modelo de ratén multipropdsito, frecuentemente utilizado para
pruebas de seguridad y eficacia. Los ratones se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los
estudios descritos anteriormente y se evaluaron los cambios en los niveles de diversos marcadores de quimica
plasmatica.

Tratamiento

A grupos de ratones CD1 machos de seis semanas se inyecté por via subcutanea dos veces por semana durante 6
semanas 50 mg/kg de ISIS 304538, ISIS 304539, ISIS 325568, ISIS 398457, ISIS 398471, ISIS 398486, ISIS
398491, ISIS 398506, ISIS 398507, ISIS 398508, ISIS 436034, ISIS 436140, ISIS 436141, ISIS 448718, ISSI
448730, ISIS 448754, ISIS 448766, ISIS 448817, ISIS 448818, ISIS 448819, ISIS 448848, ISIS 448860, ISIS
448890, ISIS 449884, ISIS 449954, ISIS 449956, ISIS 459014, ISIS 459024, ISIS 459032, ISIS 459040, ISIS
459046, ISIS 459076 e ISIS 459157. Se inyectd a un grupo de ratones CD1 macho de seis semanas de edad por via
subcutanea dos veces a la semana durante 6 semanas con PBS. Se sacrificé a los ratones 48 horas después de la
Ultima dosis, y los érganos y el plasma se recogieron para un analisis posterior. Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleotidos ISIS sobre la funcién hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, bilirrubina, albumina y BUN usando un analizador quimico clinico automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 14. Los oligonucleétidos ISIS que
causaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funciéon hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Tabla 14
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido en marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones
CD 1 enla semana 6

ALT (UlNn) AST (UlN) Bilirrubina Albumina (mg/dl) | BUN (mg/dl)
(mg/dl)
PBS 26 37 0,20 3,2 24
ISIS 304538 71 93 0,18 3.4 24
ISIS 304539 151 126 0,21 3.4 22
ISIS 325568 47 67 0,20 3,1 18
ISIS 398457 26 45 0,28 3,6 25
ISIS 398471 33 46 0,21 3,6 28
ISIS 398486 447 381 0,22 3,5 28
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ALT (UlNn) AST (UlN) Bilirrubina Albumina (mg/dl) | BUN (mg/dl)
(mg/dl)
ISIS 398491 56 54 0,20 3,3 28
ISIS 398506 884 823 0,35 3.4 25
ISIS 398507 2381 895 0,28 3,9 24
ISIS 398508 643 227 0,20 3.4 25
ISIS 436034 1481 696 0,38 3.4 23
ISIS 436140 40 62 0,20 3,0 25
ISIS 436141 232 163 0,20 3,3 21
ISIS 448718 378 221 0,20 2,9 25
ISIS 448730 852 398 1,40 3,5 27
ISIS 448754 71 84 0,20 3.4 28
ISIS 448766 47 46 0,26 3,5 23
ISIS 448817 211 144 0,25 3,6 24
ISIS 448818 33 52 0,17 3,1 23
ISIS 448819 196 188 0,25 3,5 23
ISIS 448848 1677 855 0,61 3,1 17
ISIS 448860 951 536 0,22 3,3 20
ISIS 448890 402 345 0,17 3,0 18
ISIS 449884 38 51 0,23 3,5 23
ISIS 449954 1465 1229 0,28 3,7 23
ISIS 449956 55 63 0,17 2,9 21
ISIS 459014 27 50 0,17 3,2 22
ISIS 459024 52 54 0,23 3,3 22
ISIS 459032 50 55 0,22 3,2 21
ISIS 459040 37 70 0,14 3,1 22
ISIS 459046 41 81 0,19 3,0 20
ISIS 459076 33 50 0,21 3,0 22
ISIS 459157 25 43 0,21 3,2 21

Ejemplo 15: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR humano en ratas Sprague—
Dawley

Las ratas Sprague-Dawley son un modelo multipropdsito utilizado para evaluaciones de seguridad y eficacia. Se
traté a las ratas con oligonucledtidos antisentido ISIS seleccionados el estudio descrito en el ejemplo 14 y se
evaluaron los cambios en los niveles de diversos marcadores de quimica plasmatica.

Tratamiento

Se mantuvieron las ratas macho Sprague-Dawley de siete semanas de edad en un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas y se alimentaron ad libitum con pienso normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de cuatro ratas
Sprague-Dawley se inyectd por via subcutanea dos veces a la semana durante 4 semanas con 50 mg/kg de ISIS
304538, ISIS 304539, ISIS 325568, ISIS 398457, ISIS 398471, ISIS 398486, ISIS 398491, ISIS 398506, ISIS
398507, ISIS 398508, ISIS 436034, ISIS 436140, ISIS 436141, ISIS 448718, ISS| 448730, ISIS 448754, ISIS
448766, ISIS 448817, ISIS 448818, ISIS 448819, ISIS 448848, ISIS 448860, ISIS 448890, ISIS 449884, ISIS
449954, ISIS 449956, ISIS 459014, ISIS 459024, ISIS 459032, ISIS 459040, ISIS 459046, ISIS 459076 e ISIS
459157. Cuarenta y ocho horas después de la Ultima dosis, se sacrifico a las ratas y se extrajeron los érganos y el
plasma para su posterior analisis.
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Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, se midieron los niveles plasmaticos de
transaminasas, usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Se
midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa) y los resultados se
presentan en la Tabla 16 expresados en Ul/l. Los niveles plasmaticos de bilirrubina también se midieron usando el
mismo analizador de quimica clinica y los resultados también se presentan en la Tabla 16. ALT y AST también se
expresaron como aumento de veces sobre el control de PBS y se presentan en la Tabla 17. Los oligonucledtidos
ISIS que causaron cambios en los niveles de cualquier marcador de funcién hepatica fuera del intervalo esperado
para los oligonucleétidos antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisg:t'i)c:?) ;gbre la funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley
ALT (Uln) AST (Uln) Bilirrubina
(mg/dl)
PBS 49 74 0,13
ISIS 304538 127 206 0,17
ISIS 304539 48 70 0,10
ISIS 325568 66 89 0,13
ISIS 398457 59 98 0,10
ISIS 398471 57 78 0,10
ISIS 398486 778 734 0,28
ISIS 398491 121 211 0,13
ISIS 398506 236 287 0,57
ISIS 398507 424 231 0,25
ISIS 398508 305 302 0,31
ISIS 436034 338 385 0,30
ISIS 436140 58 92 0,13
ISIS 436141 55 108 0,15
ISIS 448718 99 115 0,13
ISIS 448730 92 110 0,13
ISIS 448754 131 79 0,10
ISIS 448766 70 102 0,10
ISIS 448817 102 169 0,16
ISIS 448818 92 188 0,19
ISIS 448819 261 211 0,11
ISIS 448848 105 125 0,14
ISIS 448860 203 248 0,79
ISIS 448890 224 204 0,22
ISIS 449884 134 121 0,15
ISIS 449954 548 706 1,19
ISIS 449956 100 133 0,21
ISIS 459014 64 138 0,16
ISIS 459024 150 182 2,38
ISIS 459032 109 109 0,11
ISIS 459040 67 95 0,11
ISIS 459046 60 127 0,09
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ISIS 459076 57 114 0,14
ISIS 459157 52 85 0,15
Tabla 17
Aumento sobre el control de PBS de ALT y AST en grupos de tratamiento de ratas Sprague—Dawley
NO. ISIS ALT AST
304538 4.1 3,6
304539 0,8 0,8
325568 1,2 1,4
398457 0,9 1,1
398471 0,9 0,9
398486 12,2 8,3
398491 1,9 24
398506 7,6 5,0
398507 13,6 4,0
398508 9,8 5,3
436034 10,8 6,7
436140 1,9 1,6
436141 1,8 1,9
448718 3,2 2,0
448730 1,4 1,2
448754 2,1 0,9
448766 1,1 1,2
448817 2,0 24
448818 1,9 24
448819 5,0 3,0
448848 2,0 1,8
448860 4.1 3,2
448890 4,5 2,6
449884 2,6 1,7
449954 11,1 9,0
449956 2,0 1,7
459014 1,3 1,8
459024 3,1 2,3
459032 2,1 1,6
459040 1,3 1,4
459046 1,1 1,8
459076 1,2 1,5
459157 1,0 1,2

Funcién renal
Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron los niveles plasmaticos de

nitrégeno ureico en sangre (BUN) y creatinina, usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la Tabla 18, expresados en mg/dI.
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Tabla 18
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los marcadores de funcion renal (mg/dl) en ratas
Sprague-Dawley

BUN (mg/dl) Creatinina (mg/dl)

PBS 16 0,27
ISIS 304538 18 0,35
ISIS 304539 21 0,32
ISIS 325568 15 0,31
ISIS 398457 18 0,32
ISIS 398471 19 0,33
ISIS 398486 20 0,34
ISIS 398491 21 0,32
ISIS 398506 18 0,44
ISIS 398507 16 0,33
ISIS 398508 18 0,41
ISIS 436034 17 0,33
ISIS 436140 16 0,42
ISIS 436141 25 0,42
ISIS 448718 17 0,4
ISIS 448730 21 0,35
ISIS 448754 23 0,36
ISIS 448766 21 0,35
ISIS 448817 17 0,33
ISIS 448818 20 0,52
ISIS 448819 16 0,31
ISIS 448848 19 0,34
ISIS 448860 25 0,38
ISIS 448890 19 0,39
ISIS 449884 16 0,34
ISIS 449954 19 0,45
ISIS 449956 30 0,52
ISIS 459014 20 0,45
ISIS 459024 25 0,59
ISIS 459032 13 0,22
ISIS 459040 21 0,33
ISIS 459046 19 0,3
ISIS 459076 21 0,39
ISIS 459157 17 0,31

Ejemplo 16: Tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos al GCGR humano en ratas CD/IGS
Las ratas CD/IGS son un modelo multipropdsito utilizado para evaluaciones de seguridad y eficacia. Se traté a las

ratas con oligonucleotidos antisentido ISIS seleccionados el estudio descrito en los ejemplos 14 y 15 y se evaluaron
los cambios en los niveles de diversos marcadores de quimica plasmatica.
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Tratamiento

Se mantuvieron ratas CD/IGS macho de diez y doce semanas de edad en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se
alimentaron ad libitum con pienso normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de cuatro ratas CD/IGS se inyectd
por via subcutanea dos veces a la semana durante 13 semanas 30 mg/kg de ISIS 325568, ISIS 398471, ISIS
436140, ISIS 448766, ISIS 449884, ISIS 459014, ISIS 459032, ISIS 459040 e ISIS 459157. Se extrajeron muestras
de sangre a varios puntos de tiempo. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se tomaron los pesos
corporales, se sacrifico a las ratas y se extrajeron los érganos y el plasma para su posterior analisis.

Pesos de los 6rganos

Se midieron los pesos del higado, corazén, pulmones, bazo vy rifidn al final del estudio, y se presentan en la Tabla
19. Los oligonucledtidos ISIS que causaron cualquier cambio en el peso de los 6rganos fuera del intervalo esperado
para los oligonucledtidos antisentido se excluyeron de estudios posteriores.

Tabla 19
Peso de los 6rganos de ratas CD/IGS después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido en la semana 13
expresado en gramos (g)

Corazén Higado Pulmén Bazo Rifi6n

PBS 1,8 21,3 1,9 1,0 4.1
ISIS 325568 1,3 16,9 2,6 2,1 3,6
ISIS 398471 1,6 19,8 2,1 1,6 3,3
ISIS 436140 1,4 22,7 24 24 4,9
ISIS 448766 1,5 22,6 2,2 2,3 3.4
ISIS 449884 1,6 19,0 2,0 1,3 3,3
ISIS 459014 1,6 16,4 1,9 1,0 3,2
ISIS 459032 1,6 33,3 2,8 6,1 4,0
ISIS 459040 1,5 18,7 2,7 2,3 4,5
ISIS 459157 1,4 19,4 2,1 1,5 3,3

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica, se midieron los niveles de diversos
marcadores de quimica plasmatica en la semana 8,5 (dia 57) y la semana 13 (dia 90) usando un analizador quimico
clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina
transaminasa) y AST (aspartato transaminasa) y los resultados se presentan en las Tabla 20 y 21 expresados en
Ul/l. Los niveles plasmaticos de bilirrubina y BUN también se midieron usando el mismo analizador de quimica
clinica y los resultados también se presentan en las Tablas 20 y 21. Los oligonucleétidos ISIS que causaron cambios
en los niveles de cualquier marcador de funcion hepatica fuera del intervalo esperado para los oligonucledtidos
antisentido se excluyeron en estudios posteriores.

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisen’[idc-)r ggtl%:ltc))s marcadores de funcion hepatica en ratas CD/IGS el
ia
ALT Ul AST Ul Bilirrubina mg/dlI BUN mg/dlI
Solucién salina 28 48 0,12 12,7
325568 38 59 0,09 16,7
398471 29 49 0,10 10,4
436140 28 45 0,08 11,0
448766 31 64 0,08 13,2
449884 45 55 0,11 12,1
459014 27 44 0,13 23,2
459032 98 172 0,23 14,6
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459040 25 43 0,08 14,1
459157 26 48 0,09 15,8
Tabla 21
Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido szre los marcadores de funcion hepatica en ratas CD/IGS el
5 dia 80

ALT AST Bilirrubina BUN
PBS 47 71 0,22 17,9
ISIS 325568 57 102 0,15 19,6
ISIS 398471 59 88 0,18 18,8
ISIS 436140 43 70 0,19 23,3
ISIS 448766 77 168 0,18 22,3
ISIS 449884 95 105 0,23 20,1
ISIS 459014 58 108 0,26 21,4
ISIS 459032 221 422 0,53 18,3
ISIS 459040 56 98 0,16 14,1
ISIS 459157 67 138 0,34 19,4

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos de ISIS sobre la funcion renal, se midieron los niveles de proteinas
10 totales en orina y de creatinina en la orina, y se evalud la relacién entre la proteina total de la orina y la creatinina.
Los resultados se presentan en la tabla 22.

Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentidgzg::?rezlza proporcion proteina/creatinina en la orina en el rifién
15 de ratas CD/IGS
pre—dosis Semana 8 Semana 12
PBS 1,1 0,7 0,7
ISIS 325568 1,1 3,6 5,2
ISIS 398471 0,8 4,4 4,6
ISIS 436140 1,1 5,4 15,6
ISIS 448766 0,9 5,4 7,0
ISIS 449884 0,9 3,2 3,7
ISIS 459014 1,0 3,6 3,3
ISIS 459032 1,0 4,5 6,0
ISIS 459040 0,8 4,8 5,6
ISIS 459157 1,2 3,3 4.1

Ejemplo 17: Determinacion de la viscosidad de los oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos al GCGR
humano

20
La viscosidad de los oligonucleétidos antisentido seleccionados del estudio descrito en el Ejemplo 16 se midié con el
objetivo de seleccionar oligonucleétidos antisentido que tienen una viscosidad superior a 40 cP. Los oligonucledétidos
que tienen una viscosidad superior a 40 cP serian demasiado viscosos para ser administrados a cualquier sujeto.

25 Se pesaron los oligonucleédtidos ISIS (32 - 35 mg) en un vial de vidrio, se afadieron 120 pl de agua y el
oligonucledtido antisentido se disolvid en solucion calentando el vial a 50 °C. Parte de (75 pl) la muestra
precalentada se pipeted a un micro-viscosimetro (Cambridge). La temperatura del microcomponedor se ajust6 a 25
°C y se midio la viscosidad de la muestra. Otra parte (20 ul) de la muestra precalentada se pipeted en 10 ml de agua
para lectura de UV a 260 nM a 85 °C (instrumento Cary UV). Los resultados se presentan en la Tabla 23 e indican
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que todas las soluciones de oligonucledtidos antisentido son éptimas en su viscosidad segun el criterio indicado
anteriormente.

Viscosidad y concentracion de los oIigonuc-llt-aac':ildaoiaantisentido ISIS dirigidos al GCGR humano
N.°ISIS Motivo Viscosidad (cP) Concentracion (mg/ml)
398471 5-10-5 27 173
436140 5-10-5 6 162
448766 5-10-5 4 142
449884 3-10-4 4 145
459014 3-10-4 9 167
459032 3-10-4 7 154
459040 3-10-4 11 157
459157 5-10-6 5 144

Ejemplo 18: Farmacocinética del oligonucleétido antisentido en higado de ratén CD1

Se tratd a los ratones CD1 con ISIS 449884 y se evalud la semivida de los oligonucledtidos, asi como el tiempo
transcurrido para la degradacion y eliminacion del oligonucleétido del higado.

Tratamiento

Se inyect6 a un grupo de diez ratones CD1 por via subcutanea dos veces a la semana durante 2 semanas con 50
mg/kg de ISIS 449884. Se sacrific a grupos de cinco ratones cada uno 3 dias y 56 dias después de la dosis final.
Se extrajeron los higados para su analisis.

Determinacion de la concentracion de oligonucledtidos

Se midié la concentracion del oligonucledtido de longitud completa asi como la concentracion total de
oligonucledtidos (incluida la forma degradada). El procedimiento utilizado es una modificacion de procedimientos
previamente publicados (Leeds y col., 1996; Geary y col., 1999) que consisten en una extraccion en fenol-cloroformo
(liquido-liquido), seguido de una extraccion en fase sdlida. Se afadid un patron interno (ISIS 355868, un
oligonucledtido de fosforotioato modificado con 2'-O-metoxietilo 27-mer, GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCGTTTTTT,
designado aqui como SEQ ID NO: 119) antes de la extraccion. Las concentraciones de la muestra de tejido se
calcularon usando curvas de calibracion, con un limite inferior de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14
Mg/g. Las semividas se calcularon después utilizando el software WinNonlin (PHARSIGHT).

Los resultados se presentan en la Tabla 24, expresados como ug/g de tejido hepatico. La semivida de ISIS 449884
se calculé como 15,1 dias.

Tabla 24
Concentracion de oligonucledtidos de ISIS 449884 en el higado de ratones CD1

Concentracion de la longitud
completa (pg/g)

Dia 3 118,7

Dia 56 10,9

Ejemplo 19: Efecto de oligonucleétidos antisentido de ISIS sobre el GCGR humano en monos cinomolgos

Los monos cinomolgos se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de los estudios descritos en
los Ejemplos 14-18. Se evaluaron la eficacia y tolerabilidad de los oligonucledtidos antisentido, asi como su perfil
farmacocinético en el higado y el rifidn. Los oligonucledtidos antisentido humanos analizados también tienen
reactividad cruzada con la secuencia genémica de rhesus (designada aqui como SEQ ID NO: 3). Cuanto mayor es
la complementariedad entre el oligonucledtido humano y la secuencia del mono rhesus, mas probable es que el
oligonucledtido humano pueda reaccionar de forma cruzada con la secuencia del mono rhesus. Los sitios de
iniciacion y terminacion de cada oligonucledtido para la SEQ ID NO: 3 se presentan en la Tabla 25. El "sitio de
iniciacion” indica el nucleodtido mas 5’ al que se dirige el gapmero en la secuencia génica del mono rhesus,
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Tabla 25
Oligonucledtidos antisentido complementarios de la SEQ ID NO: 3
Sitio de Secuencia NO. ISIS Motivo SEQID NO
iniciacion

1495 TCCACAGGCCACAGGTGGGC 398471 5-10-5 17
8857 CTCTTTATTGTTGGAGGACA 436140 5-10-5 102
3196 GCAAGGCTCGGTTGGGCTTC 448766 5-10-5 31
639 GGTTCCCGAGGTGCCCA 449884 3-10-4 11
666

716

744

799

826
4131 GGGCAATGCAGTCCTGG 459014 3-10-4 80
1142 GAAGGTGACACCAGCCT 459032 3-10-4 81
1506 GCTCAGCATCCACAGGC 459040 3-10-4 82
636 GGGTTCCCGAGGTGCCCAATG 459157 5-10-6 85
663

713

741

796

823

Tratamiento

Antes del estudio, se mantuvo a los monos en cuarentena durante un periodo de 5 semanas, durante el cual los
animales fueron observados diariamente para vigilar la salud general. Los monos tenian 2-3 afios y pesaban entre 2
y 5 kg. A cada uno de nueve grupos de cinco monos cinomolgos macho asignados al azar se inyectd
subcutaneamente el oligonucleétido ISIS o PBS utilizando una aguja dosificadora de acero inoxidable y una jeringa
de tamafo apropiado en la region intracapsular y el muslo externo de los monos. Los monos recibieron la dosis
cuatro veces a la semana durante la primera semana (dias 1, 3, 5y 7) como dosis de carga, y, posteriormente, una
vez a la semana durante semanas 2-13, con 40 mg/kg de ISIS 325568, ISIS 398471, ISIS 436140, ISIS 448766, ISIS
449884, ISIS 459014, ISIS 459032, ISIS 459040, o ISIS 459157. Se inyectd un grupo de control de 8 monos
cinomolgos con PBS por via subcutanea tres veces por semana durante la primera semana (dias 1, 3, 5).,y 7), y
posteriormente una vez por semana durante semanas 2-13.

Durante el periodo de estudio, se observé a los monos dos veces al dia en busca de signos de enfermedad o
angustia. Cualquier animal que experimente mas que un dolor momentaneo o leve o angustia debido al tratamiento,
lesién o enfermedad fue tratado por el personal veterinario con analgésicos o agentes aprobados para aliviar el dolor
después de consultar con el Director del estudio. Cualquier animal con mala salud o en una posible condicién
moribunda se identific para un seguimiento adicional y posible eutanasia. Por ejemplo, un animal del grupo tratado
con ISIS 436140 se sacrifico el dia 86, y un animal del grupo tratado con ISIS 459040 se sacrificd el dia 71. La
eutanasia programada de los animales se realizd el dia 93 mediante exanguinacion después de administracion de
ketamina/xilazina como anestesia inducida y administracion de pentobarbital sédico. Los protocolos descritos en el
Ejemplo fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC).

Reduccién de la diana hepatica

Analisis de ARN

El dia 93, se extrajo el ARN del tejido hepatico para el analisis PCR en tiempo real del GCGR usando el conjunto de
sonda de cebador humano RTS1508. Los analisis también se realizaron usando el conjunto de sonda de cebador de
mono rhesus humano RTS1479 (secuencia directa ATCTCCTGCCCCTGGTACCT, designada en el presente
documento como SEQ ID NO: 120; secuencia inversa GGTCCACGCACCCACTGA, incorporada en el presente
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documento como SEQ ID NO: 121; secuencia de la sonda ACCGCTTCGTGTTCAAGAGATGCG, designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 122). Los resultados se presentan como el porcentaje de inhibicion del
ARNm de GCGR, en relacion con el control de PBS, normalizado para el gen de mantenimiento, ciclofilina. Se
obtuvieron resultados similares en la normalizacion con RIBOGREEN®. Como se muestra en la Tabla 26, el
tratamiento con los oligonucledtidos antisentido ISIS dio como resultado una reduccion significativa del ARNm del
GCGR 1 en comparaciéon con el control con PBS. Especificamente, el tratamiento con ISIS 449884 dio como
resultado la reduccion mas significativa de la expresion de ARNm de GCGR.

Porcentaje de inhibicion del ARNm del GCGR en el hgﬂg gg monos cinomolgos en relacion con el control de PBS
NO. ISIS RTS1508/Ribogreen | RTS1479/Ribogreen | RTS1508/Ciclofilina | RTS1479/Ciclofilina
325568 59 49 68 59
398471 27 16 39 30
448766 49 37 55 42
449884 78 75 79 75
459014 25 21 39 32
459157 63 62 72 69

Analisis de los niveles de glucagon

Los niveles de glucagéon en plasma se midieron antes de la dosificacion, y en las semanas 3, 6, 7 y 10 del
tratamiento. Dado que los niveles de glucagén cambian en funcién del nivel de estrés en los animales, se sedo6 a los
monos con ketamina administrada por inyeccién intramuscular antes de la obtencién de muestras sangre. Los
animales ayunaron durante la noche antes de la extraccion de sangre. Los animales se dejaron en ayunas durante la
noche previa a la cirugia. Se extrajeron aproximadamente 1,8—-2,0 ml de sangre de la vena femoral y se introdujeron
en tubos con Ko—EDTA que contenian 10 pl/ml del inhibidor de DPP-IV y 250 KIU/ml aprotinina. Los tubos se
invirtieron para mezclar la sangre con las soluciones y luego se colocaron en agua helada. Las muestras de sangre
se centrifugaron a 3.000 g durante 15 minutos a 4-8 °C dentro de los 30 minutos de la obtencion de sangre.

El aumento de los niveles de glucagén es una consecuencia de la inhibicion de los niveles de GCGR. Los niveles de
glucagén se midieron usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY).
Los resultados se presentan en la Tabla 27, e indican que la inhibicion de los niveles del receptor de glucagoén por el
tratamiento con oligonucledtidos antisentido da como resultado un aumento significativo en los niveles de glucagén
en plasma. Especificamente, el tratamiento con ISIS 449884 dio como resultado un aumento dependiente del tiempo
en los niveles de glucagoén.

Tabla 27
Niveles de glucagén en el higado de mono cinomolgo después del tratamiento antisentido (pg/ml)

Pre—dosis Semana 3 Semana 6 Semana 7 Semana 10
PBS 268 231 248 170 304
ISIS 325568 271 759 726 760 850
ISIS 398471 322 317 279 132 220
ISIS 448766 404 560 572 313 411
ISIS 449884 257 439 631 716 1018
ISIS 459014 348 281 245 122 180
ISIS 459157 369 471 486 538 828

Estudios de tolerabilidad

Determinaciones de los pesos corporales y de 6rganos

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la salud general de los animales, se midieron los pesos
corporales y de los 6rganos el dia 93. Se midieron los pesos corporales y se presentan en la Tabla 28. Se midieron
los pesos de los 6rganos y los datos se presentan también en la Tabla 28. Los resultados indican que el efecto del
tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los pesos del cuerpo y de los 6rganos estaba dentro del intervalo
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esperado para los oligonucleétidos antisentido. Especificamente, el tratamiento con ISIS 448994 fue bien tolerado en
términos del peso corporal y de los 6rganos de los monos.

Pesos finales del cuerpo y del 6érgano en el mon-cca::'i)r:?)riglgo en relacion con los niveles previos a la dosis
Peso corporal (kg) Bazo (g) Rifion (g) Higado (g)
PBS 2,6 4 12 60
ISIS 325568 2,6 8 16 69
ISIS 398471 2,6 5 13 71
ISIS 436140 2,7 13 23 98
ISIS 448766 2,7 9 18 80
ISIS 449884 2,6 5 14 70
ISIS 459014 2,6 5 12 65
ISIS 459032 2,5 5 13 65
ISIS 459040 2,7 5 13 69
ISIS 459157 2,5 7 12 68

Funcioén hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos de ISIS en la funcidon hepatica, se tomaron muestras de sangre de
todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron mediante venopuncion femoral el dia 95, 48
horas después de la dosificacion. Los monos se dejaron en ayunas durante la noche previa a extraccion de sangre.
La sangre fue recolectada en tubos que contenian anticoagulante K,-EDTA, que se centrifugaron para obtener
plasma. Los niveles de diversos marcadores de funcion hepatica se midieron usando un analizador de quimica
Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japén). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT y AST y los resultados se
presentan en la Tabla 29, expresados en Ul/l. La bilirrubina, un marcador de funcién hepatica, se midié6 de manera
similar y se presenta en la Tabla 29, expresado en mg/dl.. Los resultados indican que los oligonucledtidos antisentido
no tuvieron ningun efecto sobre la funcidon hepatica fuera del intervalo esperado para los oligonucledtidos
antisentido. Especificamente, el tratamiento con ISIS 448994 fue bien tolerado en términos de la funcién hepatica en
monos.

Tabla 29
Efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre los marcadores de funcion hepatica en plasma de
mono cinomolgo

ALT (UIN) AST (Ul Bilirrubina (mg/dl)

PBS 42 42 0,18
ISIS 325568 31 31 0,14
SIS 398471 56 39 0,16
ISIS 448766 89 43 0,14
ISIS 449884 44 43 0,14
ISIS 459014 24 39 0,16
ISIS 459157 47 34 0,18

Funcién renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos de ISIS en la funcién renal, se tomaron muestras de sangre de todos
los grupos de estudio. Las muestras de sangre se recogieron mediante venopuncion femoral el dia 95, 48 horas
después de la dosificacion. Los monos se dejaron en ayunas durante la noche previa a extraccion de sangre. La
sangre fue recolectada en tubos que contenian anticoagulante K,-EDTA, que se centrifugaron para obtener plasma.
Los niveles de BUN y creatinina se midieron usando un analizador de quimica Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co.,
Japon). Los resultados se presentan en la Tabla 30, expresados en mg/dl.
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Los datos de la quimica en plasma indican que la mayoria de los oligonucleétidos ISIS no tenian ningun efecto sobre
la funcion renal fuera del intervalo esperado para los oligonucleétidos antisentido. Especificamente, el tratamiento
con ISIS 449884 fue bien tolerado en términos de la funcion renal de los monos.

Tabla 30

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los niveles de BUN plasmatico y creatinina (mg/dl)

Hematologia

en monos cinomolgos

BUN Creatinina

PBS 17 0,60
ISIS 325568 16 0,52
ISIS 398471 16 0,50
ISIS 448766 13 0,54
ISIS 449884 17 0,59
ISIS 459014 18 0,60
ISIS 459157 17 0,58

Para evaluar cualquier efecto de los oligonucledtidos ISIS en monos cinomolgos sobre los parametros
hematoldgicos, se extrajeron muestras de sangre de aproximadamente 1,3 ml de sangre la semana 11 de cada uno
de los animales de estudio disponibles en tubos que contenian K,-EDTA. Las muestras se analizaron para
determinar el recuento de glébulos rojos (RBC), recuento de glébulos blancos (WBC), recuentos de glébulos blancos
individuales, tales como el de monocitos, neutréfilos, linfocitos, asi como para el recuento de plaquetas, el contenido
de hemoglobina y el hematocrito, usando un analizador de hematologia ADVIA120 (Bayer, EE. UU.). Los datos se
presentan en las Tabla 31y 32.

Los datos indican que los oligonucledtidos no causaron ninglin cambio en los parametros hematologicos fuera del
intervalo esperado para los oligonucledtidos antisentido a esta dosis. Especificamente, el tratamiento con ISIS
448994 fue bien tolerado en términos de los parametros hematoldgicos de los monos.

Tabla 31

Efecto del tratamiento con oligonucledétidos antisentido sobre varias células sanguineas en monos cinomolgos

GR Plaquetas WBC Neutrdfilos Linfocitos Monocitos

(x 108/pl) (x 103/pl) (x 103/pl) (x 103/ul) (x 103/pl) (x 103/pl)
PBS 5,4 499 11,5 5,8 5,2 0,28
ISIS 398471 5,4 568 9,1 2,9 5,8 0,21
ISIS 448766 4,9 422 8,6 4.1 3,9 0,34
ISIS 449884 5,2 415 10,0 4,4 5,1 0,25
ISIS 459014 5,1 433 9,8 4,6 4,7 0,26
ISIS 459157 5,3 357 8,0 3,8 3,8 0,26
ISIS 325568 5,1 376 11,7 5,2 57 0,55

Tabla 32

Efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido sobre los parametros hematolégicos

en monos cinomolgos

Hemoglobina (g/dl) HCT (%)
PBS 13,1 43
ISIS 398471 13,1 44
ISIS 448766 12,3 41
ISIS 449884 12,6 41
ISIS 459014 13,2 44
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ISIS 459157 13,2 43
ISIS 325568 13,3 44

En general, los resultados del estudio indican que ISIS 449884 es el compuesto mas potente y bien tolerado de los
que se analizaron para inhibir el receptor de glucagén y es un candidato importante para el tratamiento de
5 enfermedades metabodlicas, tales como diabetes, obesidad, resistencia a la insulina y deficiencia de insulina.
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<210> 1
<211> 2051
<212> ADN
<213> Homo

<400> 1

<210> 2
<211> 20001
<212> ADN
<213> Homo

<220>

sapiens

agtttgcace
cgagcgcegec
ctgaggctca
ctgctgetet
ccccagetgt
cctgecagee
toecceteocge
gtcaccacaa
acaagtatte
ggtacctgec
acggteagtyg
tggatggega
tgatgtacac
tggggggect
cottogtget
gocagaaaat
gotgeegtgt
tggtggaggg
tetteocagect
cagtggtcaa
tetggtggat
teogeategt
acaagtteceg
tggtcttege
tattegacet
tcaacaagga
tgctatggga
ctcccagecaa
cccecttgge
cccagctagg
cccagctgag
tgtggctgtce
gtgagcagag
ccacgtatgt
tggtcacegt

sapiens

<221> misc_feature
<222> (1)...(20001)
<223>n=AT,CoG

gaccccgate
cagaggacgg
gaggggcagc
gccactcagce
gcagcccctg
acagagacdoe
tcaggtgatg
cctgagectg
ctgctggecg
ttggcaccac
ggtgegtgga
ggagattgag
agtgggctac
cagcaagcetg
gaaagocage
tggcgacgac
ggccgeggtyg
cctgtaccetg
ctacctggge
gtgtetgtte
cctgeggtte
tcagetgete
getggecaag
cttegtgacg
cttecteoage
ggtgcagteg
ggagcggaac
ggagctgcag
tggtggecctce
gctggactct
gctgggggcg
tgcgagattg
gagtccaggg
cggecacgtee
g

tggcagegece
cggggagcca

ttcaggggag
tgccetegga

ccagatgtgg
ctgetgetgt
gacttectgt
ctgececececcte
gacacccacg
aaagtgcaac
cccecggygggce
gtccagaagg
agoectgtece
cactgcacee
tccgtgetgg
ctecagtgtca
ttcatgcaat
cacaacctge
atcggetggg
gagaacgtcc
ccegtettec
gtggccaage
tccacgetga
gacgagcacg
tcettecagg
gagctgegge
accagcaacc
tttgggaggg
cctagattgg
ggcacccaga
ggggagccaa
ggcctectet
cgggagtggg
catgtgcatg

gcgaagacga
agccgacccc
gacaccccac
ggagcgtaca
gaggcagcta
tgaetgetget
ttgagaagtg
ccacggaget
ccaataccac
accgcttegt
agoeettggeyg
aggtggccaa
tgggggccet
gcaatgeocat
tcattgatgg
gcacctgget
atggcategt
tgggcectgge
gtgcccccat
agtgctggac
tggeccatect
tgegggecacyg
acctcatece
cccagggeac
gectgetggt
ggegttggca
acagggccte
gtggtggcag
ctgagagcce
gggcgteget
cagcagccce
ccctgoacct
ggctgtgccg
gaaatgtcct
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gcggtcaccyg
cgagcagcgc
tggccaggac
cacccaccag
gctgeoccaga
goetggeatge
gaagctctac
ggtgtgcaac
ggccaacatc
gttcaagaga
tgatgectee
gatgtacage
gctoctogeoe
ccacgcgaat
gcotgotcagg
cagtgatgga
ggccaactac
caceccteece
goetgttegte
cagcaatgac
gatcaactte
gcagatgeac
tetgetggge
cctgegetec
ggcetgtacte
ccgetggege
atcttegece
ccaggattca
cttectgaacce
ggacaaccca
cacctacccc
gcecttgtecce
tgaactgcgt
ccaacaataa

gcgoccgace
cgcgcggacc
gccccaggct
gactgcattg
ggcatgecece
cagocadagg
ggtgaccagt
agaaccttcg
toctgecect
tgcgggeeeg
cagtgccaga
agettecagyg
ttggocatce
ctgtttgegt
accdgctaca
geggtggcetyg
tgcetggetge
gagaggagct
gteccctggyg
aacatgggct
ttcatetteg
cacacagact
gtcecacgaag
gccaagetcet
tactgettee
ctgggcaaag
ggccacggcce
totgoggaga
ctgectgggac
gaactggacg
ccaccceccag
tggtgcagag
gccagtgtee

agagctcaag
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780
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1080
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1500
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1620
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1800
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1320
1580
2040
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<400> 2

nnnnnnnnnn
NONNNNANNIN
NANNNNANNN
NANNNNANIN
NNNNNNANNN
NNNNNNANNN
ANNNONANNN
NNNNNNANNn
NNNNNNANND
nnnnnnnnnn
NONNNNANNN
nnnnnnnnnn
NONNNNANNN
nnnnnnonnn
nnnnnnonnn
NNNNNNANNN
NONNNNANNN
cagtgaaaac
cccaateocee
agcactccta
gagccacacca
gttgaccagg
agtgttggga
atgetetgtt
ttttetttte
caatggcaca
ctcagectee
tttttagtag
ggtgatcagc
cagecttttt
aaatttttta
ttgttttceca
ggataatcag
tttectacag
tttgcattca
gtcgtaaggt
accctcaaat
gaaatgettg
aaatgtatta
ggtctecteeg
tetgggecca
tcgettteat
ctcgctggea
ccgtctccag
acctgcccce
NNNNNNNNNN
ttatatgtct
tgttcgggac
aatgtggecac
aaattactgg
ttgctgaggy
acccaggtaa
gcagaggecta
agacacggcce

nnnnnnnnnn
NNONNNINNI
NNNNNNNNNI
NANNNNNNNT
NNNNNNNNNIN
NNNNNNNNNIN
nrnnnNnnnn
NNONNNNNNIN
NNNNNNNNNIN
annnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
gaggacactg
cacttactct
tggttcaagt
cacacgeccag
ctggtctcga
ttacaggcgt
atcttttatt
tttttttttt
accttggete
caagtagctg
agacagggtt
ccgecttgge
gttgtttctt
aattccagat
aagcattccg
agtggttaaa
tttectettt
catctaaggg
ttgtgecettt
actaagtgec
tgttataggt
atgcacagta
aggggcagec
gatgcagect
ccctectect
gtatgggctc
aatcccecage
agnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
caccaatgtc
tattgtaata
aggcaagtgy
cacgaaacac
caggcagggt
aatgaagett
aggaacctac
tggaggtgge
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nnnnnnnnnn
NNNOONNNNN
NNNOONNNNN
NNNANANNNN
nnnonnnnnn
NNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nnnonnnnnn
NNNOONNNNn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNONNNNNN
NNNNONNNNAN
ctaatatgct
aagctoccca
gattcttgtg
ttaatttttyg
actcctgacc
gagccactgce
cctettggat
tttgagatgyg
actgcaacct
ggattacagg
tctecgtgtt
ctcccaaagt
ctgagagatt
attctatttg
ttctagtttt
atgttcttga
cccaagtgat
caaaaggcgce
cttagtcectg
cotgggtagt
tgtggtgaga
aagacacctg
ccaccacect
ceccteccac
catcagecec
cataagtctt
acagatagac
nnnnnnnnnn
NNINNNNNNN
aagggaaacc
ggggaaaaaa
ggatttagat
ctgtctggag
tagcagacat
goetgacggea
ccaggtaaaa
agaggctaag

nnnnonnnnnn
NNANNNNNNL
NNANNINNNN
ANNNNANNNN
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNn
nnnnnnnnnn
NNONNNONNN
NNNNNNONnNN
nnnnnnnnnn
NNNNNNONNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
NNANNNNNNN
nnntacttgg
ttagaaaata
ggtagcaata
teteagecte
tattttttag
tcaagtgatc
gcccagecte
ttttgttgtt
agtttecatte
tegectectyg
catgtgctac
ggtcgggetyg
gctgagatta
tcttcaacte
cagecggeaa
tatgggagca
agttttcttc
tggtotgtet
taggatgcag
cagtggttga
gatgtggagg
aacgetggtt
gaaaaaaaat
cetgtttece
cactggtece
ttgecagaact
gctggacacc
aaacccacat
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
agaactggat
gattttagta
ctgaggagca
gattctggcect
cgcctggggyg
gacagggtta
cgaagettge
gaacctacca

65

nnnnnnnnnn
NNOOANINNN
NNONANNANN
NNNANNNAND
NNNONNNnonNn
NNNONNNANN
nnnnnnnnnn
NNNONNNANN
NNNONNnonn
nnnnnnnnnn
NNNONNNnONn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNONNNNNN
coctcctaat
gocctcacat
attcagaagt
ccaagtaget
tagagatggyg
cactggcctc
aaccttctag
tettttettt
ttgttgacca
ggttcaageca
catgeectgge
atctcaaact
caggcatgag
aattttccaa
ggactcttee
tcatcecttte
tgttcectge
catataccta
tgcggaggte
gtaaaacctg
ggccttcotta
acaaaactat
gcceetttaat
ttecctgeatt
tcegecttgg
ccagggtggyg
gaaattaagt
ctcaggggtyg
NnnNNnNnonn
nnntcccage
agcagttgaa
tagacctggg
gggcggggte
aaacccagga
tggcggagge
gcagacacgyg
tgacggcaga
aggtaaaatg

nnnnnnnnnn
NONONONNNNI
NNNNNNNNNI
NONONNNNNAN
NNNNNNONNN
NNNONNNNNN
nnnnnnnnnn
NONNONNNNN
NONONNNNNN
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNL
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NONNNANNNNN
tgggtgttct
tcteocctgtt
caaattgete
gggactacag
gtttcaccat
ggcctccaaa
tgaaccctcc
ttettettet
ggctggagtyg
atttgectge
gaattttgta
cccgacectca
ccaccacacce
ccettctatt
tgegetetge
atgtctctaa
agtagctctyg
gaggtottge
cattogottt
accatecccac
ttaatgtgag
atcaaagtaa
gctcacagaa
teccacgtttt
ctteeggetyg
gettetgagt
tctgecaggtg
gggggtygcag
NNNNNNNNNn
tgecctetgt
acacatattt
ctcaactctc
agtgggtgga
aacaggaagc
tgagaaccct
cctggaggtyg
cagggttage
aagcttgetg
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aaggcagcca
gtaaaaggaa
getgaggact
cgcctggggg
gecagggtga
ggaagcottge
gaccotgate
gctgaatetg
gactacagtt
cocagoeccag
aacctttcag
caggtaccag
ggacctgtee
geeggtgege
caccccagte
attcacagag
ctgttgtctg
gggagaagat
tgccttetga
aacagggett
tgaggaccag
agtggcccet
cagaagtaga
tctccacggyg
ggtggageag
ggagacaggc
gacttggagg
Jgggaggagga
ggcatgacca
catggggttyg
g999aggggc
ggagtgagga
getggggett
agagagcgeoc
gggccttage
gcaccccagg
cceegtetge
gtettteocag
aggaaggggy
cctcoceecggga
gggtetgeag
gggtccgegy
cctgegecagg
cctecggtge
cgeccctegte
goggtcaceg
cgagecagege
cceggtgggg
agecggeegy
ccgttccecaa
ctecageceoet
gocgoctgge
ggccecgeeg
toeaccagege
geggeccagyg
cacactggeg
ggcgeccgac
accooggooo
ggtattgggg
gggtgaggye
gccctgacet
ctoctcaaag
accagtggece

gggtgagcag
gecctgetgaa
ctacccaggt
tggcggagge
gecagacgteg
tgaaggcagg
agatatgggg
gattttataa
tggtcaagca
gggaggtgec
getttgecee
acteocggeca
tccaggaaac
cgtetattea
cctgcageca
gtctcggact
tgcetetgga
gcagtagcag
cctttgecte
cctatggget
gtgggggcag
gggaggggga
attagggaga
caggaggtgt
gacccagaga
actgcagaca
aagacctecte
gagtgctcat
tecagtgteee
tggtgacoce
gcegggetgag
aggggagaat
ctcecactece
ccgeggecge
gocgacaggac
gacecgecoctg
tcotgeagggg
aaaatcaggc
cgaggggygnn
ctgggaccca
gattagggtc
ggtggaattc
gtgggcagga
cgcteccace
goocgecoggaa
gogoccgace
cgegeggtga
acagagaccg
geggtetecg
ccceggeteg
cococegttcet
goocotgogge
ccctggggag
tgteteococt
atggggtgag
actttgacce
cacccggecy
ceteggegee
acatcagggt
geagggatag
tocecactacct
cgtetgagag
gcteocaccca
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atattgectg
ggcaggcagg
aacaggaatc
tgaggactct
cctgggggtg
caaggtaagce
ggatggagge
ggcagaatge
aacaatcttg
ccacccocate
cttcacacac
cccagegett
aaggccagac
geeccecatgge
ccaggaggtyg
gaggctggea
gaggtggggy
gagcagatgc
tggccactge
gggaagcaty
gcetgtgggg
atggctgggg
aaggaccccc
cccagggtga
tggattggag
agtgtcageg
cagggagaag
cctggaagece
aggatgctga
aagatcactg
gttctaggge
gkteccectetga
aggaaaggag
aggaccagca
tggccagaga
ceggteocace
aaggaaccgg
aggcatcagg
nnnnnnnnnn
ccgegacecac
tgcggaacca
agcgegocga
ccgaagcteg
cegoggggec
agtttgeacc
cgagegegee
geacetggge
cggggcgggc
gggtecggge
gacaccacee
ctggtcctgg
ggccacactg
cgecacaaagce
cggtgggete
gggtgtetge
cggcaagcgyg
actcggecac
cgeatectee
tggggggtet
ggetttgtea
tototggttt
geeccttgeg
tcctggggge

ggggtggegg
gtgagcagac
ttgcttaagyg
acccagataa
gtggaagetg
agacategee
ttettgecaa
agatgagect
tcatggattc
tgttecctet
tccaaakttta
acctgggact
acaggagggc
acttgactta
gtceecectca
gggggagcac
caggagctga
tggcaggtag
tccaactaaa
gagccacoac
gtcacagagc
ttaagaccct
aagaccaagg
gggtggecag
atgcceggagg
ggaggggcte
ggaggagggg
acagcctcgg
gaggccagga
ggcacagagc
cccaaagcca
gegtgeetkct
gtggtgtgga
ggtgggggac
ccggggatgt
catgtcacce
gageegeggt
aaagaagggyg
nnnnnnnnnn
cacctgctgg
ggaccegtygy
gtctgeogtat
ccgggagectg
goceocgage
gacccecgatc
cagaggacgg
cgeggacceg
goeggcgggge
tggtgegete
ggtcctgeoac
ggggcgeggc
cagoggocac
geecgeggacg
ctgeccegag
goceagectg
gtcactgecce
cgggettatg
aaggacogge
gggtgecacec
acagoctgtg
cacaaaaaca
gacgcecekbgyg
ccagectccag
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aaactgagga
attgectgtg
caggcaaggt
caggaatctt
aggaccctac
tgggggtgge
actgacttag
gtgagaaggt
agtcatataa
cactecccac
ttettectact
getgggeocte
agggaggact
ggcagageot
tcccattage
catgacccaa
gggagggttt
agacaaactt
acagaatggc
agtgtggeta
tgggctaagc
gggttceccac
acggecaccta
gacaggtcta
ggaggcttce
tgggtgggga
gaaggagaag
agagaacttt
aaggtgagge
agggatggot
ggtgtgatgt
tggggaaggc
aggagegggt
cagggtcage
ggcacagaaa
atgttggecce
gggggegact
cgagaacceg
nnnegegtec
gcecagggtec
gacaaaggtc
ggceggggta
cgecggagggc
cegeactaag
tggcagcgece
cggggagcca
aggggacgtt
Cgggggcgeyg
ctcagteceg
cgtecgggcay
tgggggcgag
actcecccact
cgtececegag
gactgeccgg
gecegetocte
tgeceggete
ctcegactet
cagggctget
acgectgeee
geccetgate
teceggetec
gagegeeoget
gtetgcgggt

ccctaccecag
ggtagcagag
gagecagacat
gctgcgggea
ccaggtaaaa
ggaggcotgag
cagagttett
teotgaageeg
ataagggtca
actgagteceg
toctettectg
tgocccegtgy
cttotcecagg
acagcacact
catcaccgece
gatcagaacc
gggtggagag
ttatgacctt
cccctoctggg
tgcaggggayg
ttcagaggga
goccccaaaa
tcagaggage
gggaaatgca
tagcgggage
agaagactgg
gggaggaagt
ctagaaggaa
ctcaaggege
gggggtggaa
ggctcetaggy
aggggttectg
gggacggagy
gectgetggag
gagttaaagg
ctactcecage
gggggtgteg
gggacgcgag
cagggegtee
gegggctcag
tgtggggege
cgaggogeta
gggcggggac
cogocgecct
gcgaagacga
agoegaccee
ggggagtaga
gagagegagy
tcagacacce
gtccaggggt
ggtgtcgetyg
cagggoccog
gegaggggte
tggcaccgge
tteegeggeo
cggecceoce
gaaccgactyg
ctetgeectt
cgoaocccanyg
coegacceggt
catcccggag
goectteoctgy
ccctcageeyg

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5%40
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6560
7020



cccecagtgg
gccagggagg
gagctcaggt
Jgggaggaagg
ccoccccatt
ggcacctegg
aaccctcococa
gggcaccteog
gactccaagg
ctggtgggte
cocggggage
caaacattga
gggetgagtg
gtgatgagge
cagcctcage
ccceccccgge
gacccaccac
agagacccag
agggatcogg
tgteggggga
gggacacaga
cagccaaccc
ggcccetggea
ctctagagtce
agccaggctt
tgggtggtce
ggcagggaac
atccaccctg
cteoccctgeoa
ttgggggtge
tggeeggage
ataaggceceoc
cgectgoege
caagcctgca
cctoccecateg
agtctgtgac
ggcceegtta
acctggagga
aaaccctetg
ctggcactge
attcecatttyg
actcgcggya
agaattcagt
ttgeccacceoe
tcccacagec
gccagetcoct
ctgtggegte
ccetaggoace
cccacacact
tggggccaag
gtcagectgg
Jcageccgggyg
caagagcatt
tgegaccocte
toteoetocet
tgtcacccag
gttcacatca
acgectgget
ggtctcoaate
aggtgtgage
agaggggcag
tgecactcoag
tgcagceect

gaatcggtgg
acatgggaca
ggcectaage
gggtggcatg
gggcaccteg
gaacccecca
ttgggecacct
ggaacecees
cctgagaagyg
gteccaccota
cocgagbgge
toctgggcty
agatcaacag
agggtcccca
cctgetetee
tccacceacc
ccgcagggaa
tggagaattg
gactaggggt
atcctacagg
gccccactea
ctcecectegge
cgcgaggace
aacatgacag
ggccacgcetg
tcceccececagyg
agctcattgg
ctccagetge
cocctgagee
acacagtggg
cgcccaggac
ttgegtgace
tgteteegee
tggctgetea
gccectacat
gcaggtgect
geggggeage
ggctaaaatc
ctcecagetge
cttcoccagetg
agggtgecee
ccccgeacat
tggtgcagaa
gaactcccag
ctggcaggca
cctecaagte
ccatgggate
ceggtgctgyg
tggcetggea
tgatggaagg
caagccaget
gctgtcaact
gggtcaccct
agagetgoca
cctategoee
gctggactge
ttctectgee
aattttttgt
toccagacote
caccacgoos
cttecagggga
ctgocctegyg
geccagatgtg
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agcctgacge
ggacacgggg
cctggtggtg
cggtgggggt
ggaacccccaa
cattgggecac
cgggaaccee
ctattgggea
agcttggtcea
ceagebtgtgt
agctccacag
accggggcece
aggagccteoc
attgggaagt
aggccagget
cetgttgggg
cggaggacgc
ccteccacct
gccctatggg
atceccagece
tgggtecctga
tegetggggt
tcatgtgtgg
gcatcgaatg
ggctctaagg
gtgagcacgce
ccagtgtcct
cccttgtece
tgcecaccta
gagaggegge
agtggcagta
ccagagetgg
agggagaggce
cctggetcag
gagcccaggg
gteecotgtea
cetgggtgga
caggctgtee
agcecttegee
gotggeecte
aaagaagage
gcacgtggac
actgggctet
ctcagatget
ccacggggga
gacgecogoca
caggaagcec
gcagggggca
cagctgecaag
tccaggcace
ttcoccagggg
gagggaggaqg
gcaggaaggt
gocagocaga
tatttttttt
aatggcgeaa
tcaagctcce
atttttagta
gtgatccace
agoocccage
ggacacccca
aggagcgtac
ggaggcagcet

agccaggagce
tgccageceoect
gctggtgtgg
ctagagaagg
acattgggeca
ctegggaace
ccatattggge
cottgggaac
cctggactgt
cgcaggaaygy
ctgggagttt

gggggtgtea
cttettecct

taaatcgteg
ctctcatggg
tgaggagctg
tcacacttct
cacctcttgt
gagcccacct
ccaacttace
ctgtttcaaa
ctccagactg
aggcactgge
gcteoctgttt
ggctgtcatt
gtcceccecea
tecectecttgt
tctcecegte
goagtgocec
tectgetgeot
gatggggetg
ggacgccaaa
ccctactctg
gaactgggga
tccaaggget
ttecagetgte
gotggeccca
cgtggcagec
catctcettg
catctgccea
cogtaacage
ccacaggaag
gtagcaacga
ggctgtggea
tgteococtecece
gtgctaacct
aaccgagect
cacatgtgac
ccagcccagce
gccaccctea
ctaagaatag
gt.caccatct
ggctgecace
cetgggtgge
ttttbttttt
tetecogetea
gagtagectgg
gacatggggt
cooctoggec
tocctottta
ctggccagga
acagccacca
agctgcccag
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gcccaagagt
gcaaagcggce
ceoggecaggce
cgggcagggce
cetegggaac
cecgeattgg
acctegggaa
ccctececta
gaaggtggag
gtaatacgga
ctgteccacte
gtgtctecte
tecaggetggt
toccogtace
tgctcagetyg
gagtctccct
gcacctectg
attcagaggc
gtggcctgtyg
aaccttetgt
gaaaggcctg
gctgeccegge
ttggggggtg
ctctggecaga
ttgececaggg
cccccactte
cceecgeetyg
ccctgeccecag
tegtocaggg
cctoacccag
tttgatecagg
actgcececte
tgggtccttce
tcagcegacac
gecggttggga
acactgettg
cgegggetea
agcagtccag
ccectetece
geccatccatce
cegggggete
acccteectg
aaggccgatt
tggggaccag
accctgtgec
caaaggactg
tgecacggcac
acagaccoot
cactttgete
cgcttggeac
gtgaggagga
ggggaggoty
agcaatgaga
aagagtgact
tttgagacgg
ctgeaagecte
gactacaggc
ttecactgtgt
toccaaagtyg
tocetaggac
cgececcagge
ggactgeatt
aggcatgeec

cacgtgttet
cggggcagtg
agetgtggga
acctcgggag
ccteccattg
gcaccteggg
ccaccacatt
attctcaget
ggtggggtee
geactgtgge
cttcagtcaa
tegggggaga
gtcacecttea
aggaccacag
gaaattggtce
acccatatgg
cctecactate
cctgaccect
gatgctgagce
tgaggctgag
ggggactggg
tggaaggtgg
cteeccagtgg
gttggggcag
agctecctgge
gaggcgecca
catctcecace
agccccaggt
cecectetggg
cocaggeteag
atcagggaag
ctececcace
goceccagoac
acgggtcctg
gctectttage
gggcatctea
cccageeget
gocctgecoegg
cggecttocee
cacacctett
atagcocagec
cttcteccocac
tgtgtagctg
gggctgtgac
ccecaccctag
tgecagccage
ccacgaggea
gagtgtggge
gctgtggeac
attggctcag
tggtgaggaa
gteccccace
cgaggggcte
cctoctaggy
agtctegete
tgectecoogyg
goctgoccace
tagccaggat
ctgggattac
coctgaggete
tetgetgete
gocccagety
ccectgocage

7080
7140
7200
1260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7380
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
3000
3060
9120
9180
9240
3300
38360
9420
9480
$540
93600
3660
9720
9780
2840
5500
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800



cacagcgacc
ccctcageac
cctgeectgec
cctgtetgte
cetgtetgee
tetgectgee
ctgeatgtet
ctgtetgtet
ctgocctgect
ctgtoegtet
ctgtetgtet
ctgectgoect
ctggttgett
ctgtttgaga
cctoocacygy
ctgagttctc
ggggccctgt
agccacagag
ttgccccaga
ccccgtggag
tgggaggget
atagggctgg
cactgggcag
gccacaggtt
agagggaggt
catttgagat
ctgggegtge
gtcagatggg
gaggtgacgg
toteeccaceoe
caacagaacc
catctectge
gtggagagag
caccgetteg
cagccttgge
agt.gggcggc
goccteacag
gtgatgtaca
ctggggggec
ggacgggcgc
gegaatetgt
ctcaggaceoc
gatggagtga
ggccacgtag
gcggtgttea
tacctgcaca
ctgggcateg
cetttgggac
gcagtggtca
Jagggaccdyg
gectggtgeoc
ttagatcetg
ccagtatgtg
ggtggatcoct
gogcacccea
ctgtetgaga
accctggaca
tgtggeccag
caagggcaca
agatcaactt
ggcagatgea
acctggagac
tggtgcgggc

cctgetgetg
ccaggggece
tgecctgtety
tgcctgteoeg
tgteegtetg
tgtetgtegg
gectgtecgt
gcctgectgt
gtctgcctgt
gtecatetge
goectgtetge
gtctgectgt
gtgeatgtgt
agtggaaget
gtgagcecec
ttcatgggaa
cattccteag
ctggggactt
accggctgct
ttttcagtgy
cgggtggaga
aggactcacc
aggggggcag
tggcgatgcea
gctgagagaa
ggggggtcte
tagcggagge
ggaggtggag
cagagetcag
tgceaetgeoce
ttegacaagt
ccctggtace
cgggeccagy
tgttcaagag
gtgatgectc
aggcaggege
gcocactgtaa
cagtgggcta
tcaggtagga
tgactggctg
ttgegtoott
gctacagcca
gccceceteg
cagegetcac
tgcaatatgg
acctgetggyg
gctggggtga
cacagctget
agtgtctgtt
ggggctyggy
tgggogagggy
gcaaaatogg
agtggectgg
gaggttecae
ggccecteet
gcgetgggag
ctgagccagy
ggectatett
gagctgttee
cttecatette
ccacacagac
cotcaggged
cgagggtagy

ES 2673721 T3

ttgetgetge
tcctgtgagg
cctgectgte
tctgtectgte
cctgtetgte
actgectgee
ctgectgect
ctgeetgeet
ctgcccgtet
ctatecatet
ctgbetgtet
ctgtetgect
coceocageoa
ctacggtgac
cacccagage
ggttcctggg
gcccccacca
gcctcaggece
gctgetgece
gcagacagtyg
gtgtatatca
cgggaggcag
gtgtggcage
cctgggaagg
ggtcacggag
caagggaagg
tggtccaggy

gtcaagtggg
gettocagag

tgetetgece
attectgetg
tgecettggea
gtggggctga
atgcegggece
ccagtgccag
ggtggggetg
ctegcagaag
cagectgtee
ttcecgecage
tgcecacage
cgtgetgaaa
gaaaattgge
gcggccccag
actgcacctg
categtggee
cotggecace
gtgggectgge
gocooccaca
cgagaacgte
tgcggegete
gtcatttgtg
gacgggggtyg
cctegeaggt
gtoettectgyg
cocttggegt
ggagccggcea
ctgttectcee
getgecagge
ctggggcteg
gtoogeateg
tacaagttece
agagggeage
ggcggtgggt

tgctggectg
actgcacact
tgtctgtctyg
catctgtcca
tgectgteea
tgactgtetg
gteegtetge
gteegtetge
goctgtetgt
gaectgectat
goecetgtetgt
gtetgtetge
caggtccoct
cagtgtcace
ctttcagecet
tgcttatgeca
ccgtgggcag
gcagagccag
ccaggcccag
ccagggegtyg
tggcectggac
tgectgggtt
ctecattggg
atgaaaatgg
aatgggggac
tgtcctgeag
gaggtggatg
Jgagggagca
agaggagaga
tgecctacce
goecggacacce
ccacaaaggt
ceccagecte
gacggtcagt
atggatggeg
gatgggaacg
gaggtggcca
ctgggggeec
Jgeccggggced
aagctgcact
gecagetaceg
gacgacctca
gcaggtgggt
taccaggcgg
aactactgct
ctcececgaga
atgagagggg
ggtgccococa
cagtgagtat
tggcctgagg
accttectceo
ctgaggggcy
getggaccag
ceatectggt
coctgaggetg
cocagacagg
ctggetgtgt
ccacctgoayg
ggatgccect
ttcagotget
ggtgggtgee
tggaggtggg
gactcaggeg
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ccaggtgagg
gatggctcte
ceegtetgee
tctgcctate
tetgtecate
tetgetgeoet
ctgtecgtet
ctgtecgtet
ctgectgtece
ctgtetgtec
ccatctgect
ctgectgtet
cegetcaggt
acaacctgag
gtgcctggec
gecctttgagg
gtgaggtaac
gaaataacag
atgggtaata
gaagctggga
acttggggtg
cggatgaggg
cagagggagc
cattggggtt
cccagtgtgg
agctgcaatt
gtcaggtgag
gcccaggeca
ggcctgotga
taceccotgeoag
ccegecaata
acccatagag
ceceecacace
gggtgegtgg
aggagattga
ggcatggggg
agatgtacag
tgectoctege
gccgcagagyg
gcacccgcaa
tgetggteoat
gtgtcagcac
gggtgggcag
tggetggetyg
ggctgctggt
ggagcttett
gttaaggcag
tgectgttegt
gagcggetgg
cagggagygyg
ttcecttttet
gaggggctgg
caatgacaac
gaggaaatga
ccccaggaga
acaccaggac
gcccaccage
gagggtcagy
gactcgcacc
cgtggocaag
geggeagetg
gactecaage
ctgecteotge

actcacagca
tgtctgectg
tgcccatetyg
catctgectg
tgectatceca
gtetgteegt
goetgeotge
gecectgeetgt
gtctgeotgt
gtetgectge
atccatctac
gtetgtotgt
gatggactte
cctgotgece
tcagcactte
accccgocaa
gaggtaactg
aacggtggca
ccacctacag
acocaggggece
cagggagagqg
aggcagccac
agatgtggea
cagcccccag
gtttggggca
cagggctggg
gaaggtggag
tgtcectggge
gggagcccet
agetggtgtyg
ccacggocaa
gggaggaact
cccagtgoaa
accccggggg
ggtccaggte
ccectgectg
cagcttecag
cttggececate
acagggagga
tgeccatccac
tgatgggetg
ctggotcagt
ccaggcaggt
ccegtgtggeoe
ggagggcctg
cagecctctac
gotgaccaag
cgtoccotgyg
acagcctggg
coggggatga
gagaccogaa
gggctgtgee
atgggcttet
agagocagga
cagcageoate
actggccage
cccagggcta
tggggectte
cttetcacac
ctgogggeac
gegtetegag
toccacgtgga
aggctggeca

10860
10920
10880
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
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
13680
13740
13800
13860
13%20
13580
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580



agtccacget
cggacgagca
getectteca
ctgaccaccc
gaggtaggtg
gagagaggca
agcectttece
ccaggacagg
ctgcagactg
gtegetoetge
cggtgaggtyg
tgcagtogga
agcggaacac
agetgeagtt
gtggcctococe
tggactctgg
tgggggcggyg
cgagattggg
gtccagggcy
gcacgtcocca
atgtcctgga
tgggtggtca
agttggcact
tcectggoeoac
gagggtcacc
tcacagtcece
aggcecgtgag
tcegttteat
cgggaagaaa
caacttcotge
aggtcacggece
tgccacacag
cgccagtect
aggtceggoc
ccagggagea
ggggtctece
ggtggagaca
cctgecageoag
caggtgecece
ctcacagcce
gggcaaatga
gcactggggce

cagggaggga
tgattgggac

tctcagacect
ctctgageee
ggaggtggac
ctgoecccteoa
cctettteac
ggtggagttg
aggcagtoct
ctecactctgt
cteecaggtt
goecacgacac
cccaggetgyg
agcgattcte
ggcatcccaa
tgactttgat
ggagaccagg
gtgegtcaca
ggggatgaaa
gactagtaca
cagcactttg

gacccteate
cgcccaggge
ggtgeccgee
tgtctcteca
ggagtggggg

cagggatgee
tacececctget

ttggectcag
cttteccgtgy
acccactcaga
gagaggacag
gctgeggegy
cagcaaccac
tgggaggggt
tagattggct
cacccagagg
ggagccaaca
ccteetetee
ggagtgggay
tgtgeatgga
aagcagggct
gcgecagtge
ggaaccceogg
cttececatee
attcaccagce
ctgaccgace
gacactggca
ctcagctcea
tgggectgaa
acaggacceg
tacgecagte
agaggtcegyg
cgtgecacac
tacgecagte
ccaggaaaga
attgtgtggg
aattcagggt
gcactgtgag
tgctetgagg
ctgocetggge
ggggacagga
cctoetgggy
agtgagctga
ggcaaggcca
taaggcttca
tggatgeceg
attctectte
cotgggacet
ctetgteceg
gggactggca
gcaggeaggt
tgcccaagtt
catgtgatte
ctggetaatt
agctcaatgg
ctgeettage
aggggtatct
accctggaat
azaaaggaaq
ggaatagggy
gggattgagt
tagaaaacta
gggggccaaq

ES 2673721 T3

cctetgetgg
accctgeget
cgecegecyg
gggcctgetg
catetgagac
agcecccacee
cttattgggt
coccateget
cgatgctggg
gceggagactg
gcaggececta
cgttggcace
agggecctcat
ggtggecagee
gagagcccct
gegtegetgg
gcagccccca
ctgecacctge
ctgtgccgtg
aatgteoctece
ggaaatgctg
gggetgttga
aggatccega
tggttetgge
agagacgtga
ccatcagcac
cctggetcat
gcceecctcegg
cattgcegeg
gggtgegeca
ctegtgecac
cctacgeccag
agagaggtcce
ctettgecac
gctgoecteet
goccaacctg
agaagctgtg
acctactgag
agctgetggg
cacgtggget
ggcctectgag
gggccctcac
ttaggcaagg
ggagacggt.c
ggccagctot
ggtgoctgtyg
atgecagetg
cotgacagee
cactecatecee
gggggtggac
aggtggaggg
ggagtgcagt
tetgectcag
ttttttttte
acgogatetea
ctecectagta
gcaagagttg
ctggtgtetg
acatgaacta
accttgagee
gcactaatat
aacaaatgag
gegggcgaat

gegtecacga
ccgeccaaget
cteceecegee
gtggectgtee
catcagcact
ctgeccgggg
gcagttgceeca
acggtgtcca
tggcataget
ggcatetocg
ggactggocot
getggegeet
cttegecogg
aggattcate
tctgaaceet
acaacccaga
cctaccccce
cttgtcecctg
aactgcgtgc
aacaataaag
gggccgaage
agggtcccec
aggcagccag
gggcagtccc
ggggcacagt
tggattcacc
cggececgeee
gcaatttaca
ggtcecaggeg
cacacacgcc
acagagaggt
tectegtgece
ggectacgee
ctegtggtgg
gegtgetgga
agtctaaggg
aggggcctgt
gtgtgtgeat
aagtgectget
ggagccgctc
gaaaggtaaa
cctgecacee
ctggaccctt
cactgagctg
acgcecctoco
tgggcacgag
agctcaggge
ctocccatte
taagggaact
tcacccagge
actgtttttt
ggcatgatct
ccotecegagt
tttttttgag
gotecacegea
gctgggatta
ggtgctgtgt
tggacacaaa
catgaaggac
agacagaagg
ttagaggaga
goetgggtgea
cacctgaggt
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agtggtectte
cttecttegac
cagggcgcayg
tctactgett
ggcegteggg
gttggaacac
tggegetggg
cegtgggggt
gtgcccagea
atgaggccoca
gccecgtoce
gggcaaagtyg
ccacggeoct
tgeggagacc
gectgggacec
actggacgcc
acccccagtg
gtgcagaggt
cagtgtcccc
agctcaagtyg
agtgggggat
tgctgtceoeca
cctgtgeecca
cctggacget
ggctaaggcg
cgagggegte
ttcectectgag
ggccacgtag
acggaggagqg
agtoctegtyg
ceggectacg
acacagagag
agtcctegtyg
gtgggegecce
cacaggaggt
cocagggace
ggtcagcccce
gggetgggga
gggccetggg
aggcagagcc
tagaattact
accacagggce
ctggggecect
cacectgetgg
ggcctcaggt
getgctoega
tggtgactge
cogagtecet
ggagcaggct
aataaacact
ttottttttyg
tggctcactyg
agetgggatt
acggagttte
acctecageet
caggcaggta
gtgcatgget
aatactacta
caaatctagg
cteoagcagag
gagttcagga
gtggetcatyg
caggagtteg

gcecttegtga
ctettcctea
tgtgccacee
cctcaacaag
gteaggggea

gtggggceca
tgtecaggeee

ccecaggtgt
gggagcttgt
cagcaggteco
cctoceccagy
ctatgggagg
cocageaaqq
cocttggetyg
cagctaggge
cagctgaggc
tggctgtcetg
gagcagagga
acgtatgtcg
gteaccgtge
ggaacagcgg
gttcactcag
tetgageagg
ttggeccaceca
gcatgaggca
ttetececctgg
cctectggee
cagattgaag
geaggttgeeo
ccacacagag
ccagtceteg
gtecggecta
ccacacagag
tgcettgecag
gcttcagggt
acacageggg
ccggggggte
aggagccagt
ggaaggggtyg
ggactaattg
caccogocay
ctgcatgeag
ggggttgctg
aggcctgtga
cctggctcte
gtecagcacac
cetggggaaa
ctgoocttgt
ggtggagttyg
ggecctaace
gagatagagt
caaactccac
ataggegtgt
actctegttyg
cocaggttea
tgtgatgcce
gggaggaaga
aaatgagagt
agagtcagaa
acacccteaa
cttgattagt
cctgtaateoe
agaccagcct

14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15200
159860
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16820
16680
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17%40
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
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<210>3

ggccaacatg
gggcgcctgt
ggcggagget
gactcegtet
aattaataat
accatgacte
aaccagaatc
tactgggggt
aaaatacaga
teggggecgy
cggatcacaa
ctaaaaatta
gcaggagaat
cactecaget
aacaaagtgg
cgtgagetgg
ctgcactcac
cactcactca
teetttttet
ttgatcaatc
ggggctctge
tccacaccga
ctectaacag
gatgetttga
ttacagaagt
gcagaatgtg
gaggggcatg
caacccacca

<211> 10000

<212> ADN

<213> Macaca mulatta

<400> 3

tgctectact
ccagggectge
caggeeggea
gectgtggece
aaaaacatece
gccctgggag
getcocaggte
catgagcaca
cagcoctgea
ggtgtggece
aggaaaggeg
ggcattggge
acctcgggaa
ggggaacccce
cccctecect
aaggccgagy
taataagggg
tgtcecactte
tgtctectgt
caggctggtg
ccccgtecca
gctcagetgg
ggagtctece
tacacctect
tattcagagg
ctgtggectyg
ccaaccttet
cctgggecct
gctecactggg

gtgaaacctc
agtcccagcet
gctgtgagee
caaaaaaaaa
tocaaagaaa
agttctgaat
atgggagaaa
aggggagaga
gcaaaattta
gegeggtygge
ggccaggagt
gccaggegtyg
ggcgtgaacc
tygggcaacag
tecatctetag
ctcagcctat
toageoececeygy
gececcogggte
tetttetete
tttaaaaacc
tgaatccacg
gctgctcacce
gaccectget
cacdcgaagt
acaggggaaa
gggtacacga
ttacggatgyg
ggaacctatt

ccgaaccgac
tttctgeccct
cccaggectg
ccetgateceg
cggctecgat
ccccgetgece
tgcgagtoce
caagagtcac
aaggggecayg
ggcaggcggce
ggcagggeac
acctcgggaa
ccccocccccyg
ccccgecattg
aattcttatg
gtggggtcte
cactgcggcc
ttcagtcaac
caggggagag
tcacctteag
ggaccacagc
aaattggcce
taccecacatg
gcctcactat
ccctgaccce
tggatgetga
gttgagattg
gactgcttca
gtetecagac
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gtctctactyg
acttgggagc
aagatggtge
aaaaaagaaa
agaaaaattt
acaaacacag
aaagatctag
acaaaatggg
aaaatgcaaa
tcacgectgt
ttgagaccat
gtggtgggcyg
caggaggcgc
agtgagactce
gcaaggtggyg
cceccagacac
gtcectececect
ctecccetgee
ccetgttgtgt
agcagtgectce
ctttagaccce
ctgtccccag
gctacceegg
cteoctatgaa
caggggtctg
ctgtcaaacg

aggctecggga
a

cgaccecagece
tgctattggg
coccgeeeee
cecetggtgee
geeggagete
ttcctgaacce
tcagceacec
gtgttectgee
ggcagtggag
tgtgggaggyg
ctcgggagac
ccccocegeat
cattgggcac
ggcacctcegg
actccaagge
tggtgggtgg
atggggagcc
agacattgat
ggctgggtga
tgacggggca

ggtctcagce
atccceocgg

ggacccaceg
cagagaccca
taaggatcca
getgttaggg
ggggggacac
aagaaaggcc
tgcatgeacg

aaaatacaaa
ctgaggcagg
cattgcactc
gaaaaaacca
gggcagaaaa
acatcataat
ggagggtggt
aaaaatcaaqg
gaatgaggtg
gatceccagea
cctggctaac
cctgtagtce
agcttgcagt
cgecteaaac
tgggagatgg
cctgcactca
gcactecacte
tgetetttet
ccaggaacca
agctaactct
agctatcagce
cttcttecte
accctgeaac
tecgatgagy
ttgacaccac
ccaggggtcc
cacatgggeg

ctcteggege
cgcatgaggg
acggagtgag
ctgacettee
ctcaaagogt
agtggccget
ccagtgggaa
agggcagaca
ctcaggtgge
aggaaggggg
cecctecattg
tgggaacctc
ctcgggaacc
gaacccccce
ctgagaagga
cccaacctac
ccgggtggea
cccgggetga
gatcatcaga
gggtccctat
ttgctctcta
cttcaccecac
ccogeaggga
gtggagaatt
ggactagggg
gaateccteca
agagageccce
tgggggactg
gctggaaggt
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aattagccgg
agaatcgctt
caccctgggt
agcaaatgaa
gaacaaaaca
gtaaacacca
ggacgggaat
aataattcac
aagagttcaa
ctetgggagy
aaggagaaac
cagctactcg
gagccgagat
aaaacaaaac
ctagggctge
ctcagecccgg
agccccgggt
ctgaccctge
ggcaccacee
tcatctatet
tcggcatgta
ccactgtcca
ccatteccac
cctatgoace
agagatgcag
ttacacgaat
cogeoctteoce

ccgcatocte
ttggggggtc
ggctecaggge
getgecttet
ctgagaggco
gcacccatce
ttggtggage
tgggacagga
cccaaggect
tggtgtgeag
ggcacctegyg
gggaaccccco
cccccocgea
cgcattggge
gcttggteac
cagcagcgtc
cctccacagce
cgggggeccy
ggagcctece
ttgggaagtt
ggccaggctg
ccctgetggg
acagaggacc
gcecoeccace
tgeccctgatg
ggatecgoag
actccctett
ggcagecege
ggggcceegyg

gcgtggtgge
gaacctggga
gacagagcaa
aaaagaaggce
agcagaattt
acactgatge
atcacgtatg
gttagaaata
agtggtcacc
ctgaggeggy
cccatctcta
ggaggctgag
cgcgecactg
aaaacaaaaa
aggtcacacta
ggtecteocee
cotceccaetg
cecteoecactgt
tcatttette
cececocgacet
cagctggatg
ctgcagaagc
acagcagecca
acacctaatt
ctggccaaag
ggtggaaaaa
atgctgecag

caaggaccgg

ggggcgcaca
tttgtecaaca

ctggttteac
ccttgeggac
tgggggeeca
ctgagggagc
cagggggtge
ggtggtggct
tggaggggct
gaaceocoece
cgcattgggco
ttgggcacct
acctcgggaa
ctggactgtg
gcecagcaggyg
tgggagtttc
gggttgtcag
ttcttecett
aaatcatcat
tctecectgggt
atgaggggct
cccacactec
ccacctettg
gggageccac
coocecacttte
cctecccact
ccecteectea
cactcgagga

18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
192320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19520
19980
20001

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



gettgtgtgt
ggggtcaaca
aggcttggce
ctgtcetcte
gggaacagcet
gecetgeteo
cctgeacceeo
cccctegggg
cccagctcag
atcaggaaaa
cteococcace
cttegeccca
atgeatgggt
ggaagoccoat
tttggtgecat
gctcacccag
tecagecegyg
ctcceegget
ccatccacac
ggdtcacage
agttggtgca
cccaaactcc
ccectggeaga
ctectecgag
tecccatggga
ccacagtgct
ttggecectgge
gtgatggaag
gcaagccaac
actgagggag
eggcaggagg
cagccagcca
teoctgctggg
acagtctcac
tctgecteece
gegeccacta
tttagecagg
ttetgggatt
actctgagge
ggctetgetg
attgcoccocag
ccccectgte
aggactcaca
ctgectgect
ccatectgtet
coegtetgtet
ttgtetgtet
ttgtoctgtet
ctgeetgtet
ctgcctatet
cagceacagg
ggtgaccagt
agagccttte
gggtgottat
ccatgggcag
gcagagocag
ataccgccta
ggacccagag
atggoctgga
gtgccacggt
ccacaggttt
gagggaggta
atctgagatg

ggaggegccea
tggcagtcat
acgectgggct
cccagggtga
tatcageccag
agctgeegtt
tgageectgee
ttgggggtge
tggccagage
ataaggcccee
cgectgetge
gtgctaagee
cotgecteee
tageaggotyg
ctcaggeccct
cagctgectg
cccggaaatc
tcttectgge
ctcttattcc
cageacacgqg
gaaactaggc
cagctcagat
caccacaggg
ccggegetgg
cccaggaagce
gggcaggggce
acagectgcaa
gtctgggcac
tttoccaggg
gaggtecageca
gtggetgcea
gcgetgggtyg
gtctecctece
tctgteotgee
gggttcacge
ccatgecegg
atggtectega
acaggtgtga
tgagagggge
ctctgecact
cegtgeagee
agccacgtcg
gcaccctcag
goctgectge
gtctgectat
gtctgtctge
gtetgeetgt
gtctgtetge
gectgectgt
gtctgtccat
ccocetecge
gtcaccacaa
agcectgtgee
geageccttyg
gtgacgtaac
gaaataacag
tagecccatyg
ggteagcaga
cacttggggt
tcagacgagy
ggcagtgcac
ctgecgagaaa
ggggttctct
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teteceteteg
tgaatggctc
ctaagggget
gcacgcatgc
tgtocttoct
tgtetttete
cacctagcag
acacagcagg
cgcoccagggc
ttgggtgace
tttctecace
tgcatggetg
atecggeccoct
tgacgecaggt
gttagcagga
gaggaggcta
ctcegeteca
actgccttec
gtttgagggt
gacceacggg
tctgecagcaa
gctggctetg
getgtectee
cagtgctaat
ccaaccgagce
atgcatgtga
gocecagcccag
cgccacccte
gctaagaatg
tctggggagyg
acagcactga
gcaggaaagc
tcccagetcee
agtctggagt
cattctcetg
cataatttttt
teteetgace
gocaccatge
agcttaaggg
cagctgocet
cetbgecagat
acccctgeta
cacccagggg
ctggetgtee
ctgteotgtet
ctatctgtet
ctgoctattt
ctatttetcet
ctgeetgeet
ctgcectgect
tcaggtgatg
cctgagectyg
tggeeteage
aggatcocge
caggtagetg
aacagtggaa
gagttttcag
ggacacagge
gcagggcygag
gaggcageet
ctgggatgga
gkteacggaga
gagtgaaggt

cactggettg
ctgtttectet
gtcattttge
ccctaacccoe
ccttggecee
cccgtececct
tgeecactect
gagaggcgge
agtggcagca
ccagagetgyg
agggagagee
ctcacctgge
acctgagcee
goctgteoct
ggagccccag
aaatccaggc
gcggcagect
agctggeegg
gccccaaaga
aagacactce
tgaaaggccg
gcctgggace
ccaccctgtg
ctcaaaggaa
cttgecatgge
cacagatcce
ccactttgct
aggctcggca
ggtgaggace
ctggtococt
gacaagggge
cagctceact
ctcttttttt
gcagtggcte
cctecagacte
tatttttagt
ttgtgatetg
ccagocooca
gagggeccce
cggaggageg
gtgggaggca
ctgttgetge
ccctectgag
gtctgeetat
gcctgectgt
gtctttetge
ctctgeectat
gectatetge
gectgtetgt
gtctgtatgg
gacttcetgt
ctgccoocte
atttectgag
caaggggoce
agccacagag
ttgctgegtyg
tgggcagaca
ctgggaagge
goetagggotyg
ccactgggca
tgaaaatgge
atgggggace
gtcectgecaga

71

ggggtgctec
ggcagagttg
ccagggaget
cactgcaggg
tgecetgeate
gcccagagaoc
ceoagggecooc
teectgetget
gatggggctg
ggacgocaaa
cectecctac
tcagggactyg
agggteccaag
atcatteage
gtggtgctgg
tgtcccatgg
tegecettet
ccctecatet
agagctcatc
atgettetec
atttgtggag
aggtgectgtg
cacegactet
tgtgcagcca
acccatgggg
cgagtgtggg
cacegtggea
cgttggctca
ggaaccgacg
gccaagagoa
tetgggacce
tcectactgge
tttttttttt
cgtettgget
ccgagtaact
agagacatgg
cetgecttga
gctecetett
ccactggecca
cgcacaccecca
gcetagetgec
tgctgetgygce
gactgcacac
ctgteocateot
ctgeocectgect
ctgtctgeet
ctgtetgect
ctgectgtet
ctgtetgtec
ttgcttgtge
ttgagaagtg
ccacgggtga
ctetteatgg
caccacctca
ctggggactt
tceccaggec
gtgccagggc
ttgggtggag
gaggacttac
gaggggaccg
attggggtte
ccagtgtgag
gctggaacte

cagtggctet
gggcagagce
cctggctgay
ccocccaggea
tocaccateo
ccaggectee
tecteocaggg
cotcaccecag
tttgatcaga
actgetecte
teegtgggte
gggatcagtyg
ggctgeggtt
tgtcaccetyg
ccoccacgoad
cagccagcetg
cctecacccet
gcccagecct
gcagcectggg
cacagaatte
ctgttcececge
actcccocgeag
aggeccagete
gectgtagtg
cacctaggca
tccecacacac
ctggggecaa
ggtcagectg
ggggctgtea
ttgggtcace
tcagagetge
aaggagtgac
tttttttgag
cattacaage
gggactacag
tttecaactat
coteccaaag
tatccgtagg
gggceteccea
ccaggactge
cagaggcatyg
ctgccaggtyg
tgatggttct
goctgectgt
goctatetgt
gtctgectat
gtetgectat
gectgectgt
atctgcectgt
atgtgtccce
gaaactctac
gococcacos
gaaggttcct
ggooccacca
goctaagget
cagatgcgta
gtgggaggty
agtgcatate
ctgggaggca
ggtgtggeag
agcocccaga
ttitgggggac
agggatggge

1800
1860
1820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



tgggagtgct
tcagattggg
gaggtgacayg
tctcecacece
gccagacace
ccacaaaggt
accccagect
cgatggtcag
gatggacggc
ggatgggaat
ggaggtgget
cetgggggec
tgecegggge
caagotgoac
ggccagetoc
cgacgacctc
acacaggcgg
tgtgccagge
ccaactactg
cactecctga
gcacgggaag
aggtgcccec
ccagtgagta
tctggcccga
gtgaccttcet
gtgctgaggg
gtgctggacc
ggccatcctg
gtcctgagge
ccagacagga
tggetgggtyg
cctgcaggag
tgccectgac
acctgettgt
gggtgccacg
ggtgggggga
ctegggetet
gteocacgaag
geccaagctet
cceccacecegg
getgtoctet
cagcectgge
ctcaggggtt
gctgteagge
gtccocagat
agcagggage
cccacageag
coocoagece
agtgctgecag
cctteoctgge
gatcccecttg
accceagota
egeeccagetg
agtgtggcag
gggegagetg
coccatggat
agtggtcacc
atggaacage
gttcacagag
tetgageagy
tggccaccag
catgaggeat
tecteocctgg

aggggaggct
gaggtggagyg
ctgagetcag
tgcectgeag
cctgecaata
acccatagag
coccccaacac
tgggtgegtyg
gaggagettg
gggcacgggy
aagatgtaca
ctgectecteg
ggccgeagag
tgcaccogea
gtgctggtca
agtgtcagca
gtgggcggge
ggtggeegge
ctggctgctyg
gaggagette
gggtcgggge
atgctgttca
tgageggecg
ggcagggagyg
cccttegttt
ctgaggggcc
agcaatgaca
gtgaggaaat
tgceoccagga
caccaggaca
cccaccagece
ggtcaggtgg
tcgtgeoectt
ggccaagetg
goegggecgge
ctcecaagete
gcoctetgtag
tggtettege
tcttegaccet
ggcgcagcat
actgettect
cgtecagggte
ggaacacatg
coccaagaca
gtctgecagac
ttgtgtcoget
gteeceggtgg
caggtgcagt
gaggageggy
aagaagctge
gctggtggee
gggotggact
aggetggggg
tocgagagat
aggagtccag
gttggcacgt
gcgeatgtee
agtgggtgygt
agttggtact
coctggecace
agggtcacca
cacagteoecee
aggccgtgayg
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ggccecaggygyg
tcaggtggag
gectecagayg
agctggtctg
ccacggecaa
ggaaggaaca
acgcagtgea
gaccccgggg
aggtccaggt
gtococgooe
gragetteca
ccttggoegt
ggcagggagg
acgccatcea
tocgatggget
tctggctcag
agccaggcag
tgcegtgtgg
gtggagggce
ttcagcetet
aggctggcea
tcateccecetg
gacggccegg
ggeecggggat
cctgaggect
ggggtctgtg
acatgggctt
gaagagcaag
ggcagcatcce
ctggecagea
ccagggetet
ggeccttecaa
ctcacataga
cgggcgeggg
gcoctecggat
cacgtggatg
actggccaag
cttegtgacg
cttcectcage
gcecaccoctg
caacaaggayg
aggggcagayg
tggceccaage
ggttggecte
tgtgetttee
ctgcacccet
ggcggagagg
cggaactteg
gcaccagcaa
agtctgggag
tococtaggtt
caggcaccta
caggggagec
ggggecteet
ggcagaggta
gctacatgee
tggaaagcaqg
cagogecagt
ggaaccccag
cttoccatee
ttecaccagea
caacccacee
gacactggta

agatggatgg
gaggaagcag
agaggtaaga
taacagaacc
cateteoetge
gtgggagggg
acaccgette
gecageccttgg
cagccggcgy
ggcccteaca
ggtgatgtac
cctgggggge
agggcggteg
cgogaacatg
gectcaggace
tgatggagtg
gtggccatgt
ccgeggtgtt
tgtacctgca
acctgggeat
agccttgaga
ggtggtggte
ggaaggggec
gagecctggtg
gaattagata
ccccagtttg
ctggtggatc
gaccgcacgc
tgtetgggag
cectgggeoac
gtgecaggge
gggcacagag
tcaacttett
agatgcacca
ctggagacce
gtgegggeceg
teocacactga
gacgagcacg
tecttccagy
accaccgtct
gtaggtggca
agtggcacag
cttttactgg
agccoccattg
gtggcegatge
cagagtggag
acaggcagac
gcggcatigg
ccacaaggcc
gggtggtygge
ggctgagage
gagggcatcy
aaaagcagce
ctecctgeac
ggggetgtge
tggagatgtc
ggctggaaat
gegggtegtt
aggatoccga
tggttotgge
gaaatgtgag
catcageact
cctggetcoac
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tcaggtgagg
cccaggtcat
ggcetgetga
ttcgacaagt
cectggtace
caggececcagg
gtgttecaaga
cgtgacgect
caggcgyggcyg
ggccactgta
acggtgggct
atcaggtagg
ctgactgget
tttgtgtect
cgctacagec
agccocccgt
ggccacgcte
catgcaatat
caacctgctg
cggcetggggt
ccacagctgce
aggtgtectgt
ggggggcetgg

ceceggggagyg
ctggcaagat

tgagtggcecc
ctgeggttcee
cagggccctc
ggccaggagg
tgagecagge
ctatetgget
ctgtecectg
catcttcatc
cacagactac
tcagggecag
agggcgaggg
cectecateeco
coccagggoac
tgectgeceg
ctetecaggg
gtgggggegt
ggatgccage
gtgecegttge
ctagggtgte
tgggtggcat
accgggecate
cacaggactg
cacegetgge
ccatetgege
agccaggact
ccctteotcaa
ctggacaacc
cecgectate
ctgecctgte
tgegaactge
ctccaacaat
goeogggecga
gaaagaccoo
aggcagocag
gggcatocac
gggcacagtg
ggatteacce
cagcccacec

aagttggagg
gtectggggy
gggageecct
attcctgetg
tgcettggea
ggtggogoetg
gatgogggee
ctcagtgeeca
cggtgggget
actagcagaa
acagcctgte
atccogacag
gtccecacag
toegtgotgaa
agaagattgg
aggcggecce
acactgcacce
ggcgtegtgg
ggcctggeca
gagtgggcoeyg
tgocccececac
tcgagaacat
ggtgtggage
gtggtcatte
cgggacgggg
ggcctogeag
cegtettect
ctceoecttgge
gagctggeac
tgctectece
gcocagaccca
gggctcetggg
cgcattgttc
aagttceggt
agggcagcty
tggtgtgtga
cotgetgggt
cotgegette
cocgecggete
cotgotggtg
ctgagaccat
cocacceectg
cgtggcgetg
cacagcgggg
agctgtgeee
tctgacgggy
goctgeeccea
goectgggeaa
ctggccaagg
catctgegga
ctotgectggg
cagaaccadga
cectacecce
cetggtgegy
tcaccagtgt
aaagagctca
agcagtgggg
tgectgtecea
cotgtgececa
ctggacgett
gctaagggag
agagggtgte
ttcectetgag

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
€420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6800
6560
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7520
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
€880
8240
9000
2060
9120
9180
9240
3300
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cctecectggeoe
cagactgaag
gcaagttgee
gecagtecte
ggaaagagct
gtectggggea
ccagggtgga
gctgtgagac
ctctgaggag
gceetgggeca
ggacaggagg
tectgggggg

teegetteat
caggaagaaa
caaactetge
ctgccactge
geccteoctgea
caccctgaat
agcccatgag
ctgctgaagt
ctgctgggag
cgtgggetgg
cotetgagga
geccteoaceo

ES 2673721 T3

ctcagetcca
tgggcctgaa
acaggaccca
atggtgggta
tgttggacac
ctaagggccc
gggcctgtgg
gtgtgcatgg
gtgccgetgg
agcegcetcag
aaggtaaata
tgccactcac

gcecoectegg
cattgccacg
cggegtgeca
ggtgcectge
aggaggtgct
agggaccaca
tcagtecteg
gctggggaag
accctggggg
gcagagccgyg
gaattactcoa
cacagggoct

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 4

gcactttgtg gtgccaagge 20
<210>5

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 5

gcaccccagc cgatgcc 17
<210>6

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 6

agccctggcec ggtectt 17
<210>7

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>7

tcccgaggtg cccaatg 17
<210> 8

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

73

gcaatttgea
ggtccaggtyg
cacagagagqg
ttgocageeca
tgagggtggg
cagcaggggt
gggtggtect
gagccagcca
aaggggtgct
actaattggg
aacaccagge

ggccacgtag
acgaagcagt
tcocagectac
gggagcacea
gtcteoccatt
ggagacaagt
tatggtaggt
ggtgcccctg
cacaggcccc
gcaaatgagg
actggggecoc

9360
9420
9480
9540
9600
96€0
9720
9780
9840
99200
9960
10000



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 8

ttcccgaggt gcccaat 17
<210>9

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 9
gggttcccga ggtgeccaat 20

<210> 10

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10

gttcccgagg tgcccaa 17
<210> 11

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11

ggttcccgag gtgecca 17
<210> 12

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 12

gggttcccga ggtgece 17
<210> 13

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13

tgatctcacc cagccct 17
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<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14
aaggtgacac cagcctg 17
<210> 15
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15
ctgaaggtga caccagc 17
<210> 16
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
ttccagctga gcaccca 17
<210> 17
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 17

tccacaggcc acaggtgggce 20
<210> 18

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 18

gcatccacag gccacag 17
<210>19

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 19

agcatccaca ggccaca 17
<210> 20

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20

cagcatccac aggccac 17
<210> 21

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21

ctcagcatcc acaggcc 17
<210> 22

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22

agccactggg agcaccc 17
<210> 23

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23

ggctctgccc caactct 17
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24

gtgagcagcc atgcaggctt 20

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

<210> 25

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25
gagcagccat gcaggct 17
<210> 26
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26
tgagcagcca tgcaggc 17
<210> 27
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27
gccaggtgag cagccat 17
<210> 28
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28

agggacaggc acctgcg 17
<210> 29

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29

gcctggattt tagectc 17
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 30

cggggtggca acagctacac 20
<210> 31

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 31
gcaaggctcg gttgggcttc 20

<210> 32

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32

tgcaaggctc ggttggg 17
<210> 33
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33

gcagagcagc agagcct 17
<210> 34

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34

ggcagagcag cagagcc 17
<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35

ggcagctgag tggcagagca 20

78



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

<210> 36

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36
gcatgcctct gggcage 17
<210> 37
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37
aggcacaggc tgaaaggctc 20
<210> 38
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38
aggccaggca caggctg 17
<210> 39
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39

gctgaggcca ggcacaggct 20
<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40

ggctgcataa gcacccagga 20
<210> 41

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 41

ctgcataagc acccagg 17
<210> 42

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42

cccagctctg tggctca 17
<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43

gtccccagct ctgtggctea 20
<210> 44

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44

gcaagtcccc agctctg 17
<210> 45

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45

cgccctggca ctgtetg 17
<210> 46

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46

gtgtccaggc catgata 17
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<210> 47

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47
aagtgtccag gccatga 17

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 48
cccaagtgtc cag
gccatga 20

<210> 49
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49
caagtgtcca ggccatg 17
<210> 50
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50

ccaagtgtcc aggccat 17
<210> 51

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51

cccaagtgtc caggcca 17
<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 52

caccccaagt gtccaggcca 20
<210> 53

<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53

ccccaagtgt ccaggec 17
<210> 54

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 54

accccaagtg tccagge 17
<210> 55

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 55

gcaccccaag tgtccag 17
<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56

ccctgcacce caagtgtcca 20
<210> 57

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57

aaacctgtgg ctgccac 17
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<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58
gccaaacctg tggctgccac 20

<210> 59

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 59
ggacaggctg tagccca 17

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 60
ggctcactcc atcactgage 20
<210> 61
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 61
ccacctgcct ggctgce 17
<210> 62
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 62

gtgcaggtac aggccctcca 20
<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 63

ggagggtggc caggcccage 20
<210> 64
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 64

ccagccgatg cccaggt 17
<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 65
ggccagtgtc ctggtgtect 20
<210> 66
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 66

gccaccagca ggcecctg 17
<210> 67

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 67

gggctgaggc caacctg 17
<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 68
gccacccagc atcgccacgg 20

<210> 69
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 69
ccctgetggg cacagctatg 20
<210> 70
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 70
cacaagctcc ctgctgggca 20
<210> 71
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 71
gagcgacaca agctccctge 20
<210> 72
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 72
ggtgcagagc gacacaagct 20
<210> 73
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 73

ggctgccacc acccctc 17
<210> 74

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 74
ctttattgtt ggaggac 17
<210> 75
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 75

ctctttattg ttggagg 17
<210> 76

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 76
gctctttatt gttggag 17
<210> 77
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 77

agcitctttat tgttgga 17
<210> 78

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 78

gagcicttta ttgttgg 17
<210> 79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 79
acctggaagc tgctgtacat 20

<210> 80
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<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 80
gggcaatgca gtcectgg 17
<210> 81
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 81
gaaggtgaca ccagcct 17
<210> 82
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 82
gctcagcatc cacaggc 17
<210> 83
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 83
tggattttag cctcctc 17
<210> 84
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 84

gccaaacctg tggctge 17
<210> 85

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 85
gggttcccga ggtgeccaat g 21
<210> 86
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 86

ggttcccgag gtgecc 16
<210> 87

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 87
gggttcccga ggtgec 16
<210> 88
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 88

gaggccaggc acaggct 17
<210> 89

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 89

cggtccttgg aggatge 17
<210> 90

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 90
gttcccgagg tgcccaatg 19

<210> 91
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 91
ggttcccgag gtgcccaat 19
<210> 92
<211>19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 92
gggttcccga ggtgeccaa 19
<210> 93
<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 93
ggttcccgag gtgcccaa 18
<210> 94
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 94
gttcccgagg tgccca 16
<210> 95
<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 95

gggttcccga ggtgecca 18
<210> 96

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

89



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673721 T3

<400> 96
gggttcccga ggtgeccaat a 21
<210> 97
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 97

ccagctctgt ggctcag 17
<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 98
cctggatttt agcctectee 20
<210> 99
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 99

tgggtctctg atagtgaggce 20
<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 100

gctcagcatc cacaggccac 20
<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 101
gccaagcctg getetgecce 20

<210> 102
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 102

ctctttattg ttggaggaca 20
<210> 103

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 103

tctttattgt tggaggacat 20
<210> 104

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 104

ccacaggcca caggtgggct 20
<210> 105

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 105

agccaggtga gcagccatge 20
<210> 106

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 106

aagtgtccag gccatgatat 20
<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 107

ccaagtgtcc aggccatgat 20
<210> 108

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 108
accccaagtg tccaggcecat 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 109

gcaccccaag tgtccaggec 20
<210> 110

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 110

tgcaccccaa gtgtccagge 20
<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 111

gcacatggga cgtgccgaca 20
<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 112
gctctttatt gttggaggac 20

<210> 113
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 113

gagctcttta ttgttggagg 20
<210> 114

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 114

agctctttat tgttggagga 20
<210> 115

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 115

ggttcccgag gtgcccaatg 20
<210> 116

<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 116

gacacccccg ccaatacc 18
<210> 117

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 117

ccgcatctct tgaacacgaa 20
<210> 118

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda
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<400> 118

ttggcaccac aaagt 15
<210> 119

<211> 27

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 119

gcgtttgctc ttcttettge gtttttt 27
<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 120

atctcctgece cetggtacct 20
<210> 121

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 121

ggtccacgca cccactga 18
<210> 122

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 122

accgcttcgt gttcaagaga tgcg 24
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado monocatenario que consiste en la secuencia de
bases nucleotidicas de la SEQ ID NO: 11, en la que el oligonucleétido comprende:

un segmento separador que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;
un segmento del ala en 5' que consiste en tres nucledsidos unidos;
un segmento del ala en 3' que consiste en cuatro nucledsidos unidos;

en el que el segmento separador esta colocado entre el segmento de ala en 5’ y el segmento de ala en 3,

en el que cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azicar modificado 2'-O—metoxietilo, en el que
cada enlace internucleosidico de dicho oligonucleétidos modificado es un enlace fosforotioato y en el que cada resto
de citosina de dicho oligonucleotido modificado es una 5-metilcitosina.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto esta en forma de una sal de sodio.

3. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto esta en forma de una sal de potasio.

4. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el compuesto antisentido esta conjugado.

5. Una composiciéon que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, o una sal del

mismo y al menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

6. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicién de la reivindicaciéon 5 para su uso
en terapia.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o la composicién de la reivindicaciéon 5 para su uso

en el tratamiento o prevencién de una enfermedad metabdlica en un ser humano, opcionalmente en el que la
enfermedad metabdlica es diabetes.
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