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I PATENTE PCT

P ENTRADA EN FASE NACIONAL 30 - 01- 20

‘ @ SOLICITUD DE:

| x | Patente de Invencion. Patente de Modelo de Utllidad.

1

i Capitulo 1. X | Capitulo II.

— Z

I /

HORE Nombre: _PFIZER PRODUCTS INC IDENTIFICACION

SOLICITANTE | Direcclén: _Eastern Point Road, Groton, c.C. NIT
(71) Connecticut 06340 E.U.A.

Naclonalidad o Domiclllo: ESTADOUNIDENSE | C.E. Otro
Lugar de Constituclén: Delaware, Estados
Unidos de América. . Cual

' Teléfono: Fax:

| E-mail: NGmero

B IDENTIFICACION

: Nombre: CARLOS R. OLARTE

! c.c.| x | NIT
Direcclon: World Trade Center Torre A,

| R vODERADG | Calle 100 No. 8A-37 Pisp 10 C.E. Otro

I Teléfono: _601-7700 Fax: _601-7799 Cual

: E-mall: _office@olarteralsbeck.com NiGmero 79782747Bta

y | e TP74.295 7
Nombre: POULABI BANERJEE,éREN LYNNE HOUSEKNECHT /

I

| INVENTOR (ES) Direcclén; Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, E.U.A.

(72) Nacionalidad o Domiclllo: INDIA y ESTADOUNIDENSE

| @ PCT (86)
| Solicitud Internacional No. PCT/IBZOOS/OOIQSZ/ . Fecha Junlo 20, 2005 /

Publicacién Internacional No. WO 2006/006062 -"/ Fecha Enero 19, 2006

@ Titulo (54) = ICO POLIMOR
-NUCLEOTIDICO DEL RECEPTOR ACOPLADOQ A

i B Clasificacién Internacional (51) C120Q 1/68.

(33) Pais de Origen | (32) Fecha , A (31) Nimerode Solicitud |
Prioridad us Jynio 30, 2004 Z 60/584.686 7 /
us Enero 26, 2005 11[046 020 7

SI| X |N

@ Comprobante de pago No.__ 06 -97.317 Fecha Diclembre 19, 2006




O O 0000 & E0OREOEHS

® |

9

NOMBRE:

ANEX S
Comprabante de pago de la tasa de presentacion de la sclicitud.

Documento que acredita la existencla y representaclér legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso. Adjunto copla simple ver expeidiente No. (06-051.744
Documento de cesién del inventor al sollcltante o a su causante.

Declaraciones.

Copla de la solicitud internacional. (Resumen, descripcifn, relvindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicltud Internaclonal al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones,
dibujos).

Copla del examen preliminar Internaclonal efectuado por la Autoridad Intermmaclonal de Examen
Prellminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar Intemaclonal efectuacio por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaclén de uso de conocimientos
tradiclonales de las comunidades indigenas.

De ser el casa, certificado de depdsito de! material blologico.

Arte final 12 x 12,

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenlidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parclal o totalmente con la Invencldn de esta
solicltud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud Internaclonal.

Otros. Blsqueda Internaclonal

FIGURA CARACTERISTICA:

~ D

\_ /

Solicito la concesion de la patente,

FIRM,
(C.C.79.782.747 Bt4 T.P._74.295 _

Instrucclones para el dlligenclamiento del presente formularlo, ver reverso de esta pagina.
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e
Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Minlisterio de Juaticia y del Derecho el 11 de febrero de 2002.

Traduccién de las Autenticaciones Notariales y subsiquientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarta y/o J. Ian Raisback y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillermo Moure y/o Natalia Castro,
documento este que viene en espaflol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en ingiés y en espafiol viene Certificacidén Notarial
mediante la cual se confirma el nombre v cargo de Grover F.
Fullar, Jr, asi como la existencia legal de la compaiflia.
Dicha certificaciétn notarial estd firmada por BSusan 2.
Killian, Notario Pdblico de Nueva York, cuyo cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta er su correspondiente
sello notarial.

Suscrito y jurado ante mi el 17 de novierbre de 2005.

(Fdo.) Susan Z. Killian

SEIGIO ABDRES RUZDY LEUT5IS
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ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADQ DE NUEVA YORK Mo. 467518

E1l suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condado y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan 2. Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario PGblico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un.certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dichoc Notario Piblico o he comparado la
firma que aparece en el instrumento anexo con la que reposa
en los archivos de mi oflcina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufio y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.

SERGID ARDAES REDA I
[ S b ]
THADUCTGR E INTERPRETE GFWIAL
BAPARANL, - \NGLES /7 INGLES - ES * hil
RECO eI ON Mo, A0 DF FERRFIG | 2002
BIMS FeRO UL JUaaicia ¥ DEL DERECHY



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América

El presente documento pdblico

2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
1, Lleva el sello del Condado de Nueva ‘'(ork

Se certificéH:

5. En Nueva York, Nueva York

6. El 22 de noviembre de 2005

1. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Estado de Nueva York

8. Bajo el Numero NYC-10404952A

9. Aparece Sello del Estado de Nueva York

10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada pcr:

SERAlO AMRTIS RIIHA (GIESIAS

Ll B 1
C! THALULTOR B ITER €L GFICIAL
Sergio Andrés Rued Igle51as Furhmow - HGLES ¢ F1SLES - ERFAIGL
far et i FON Yot SR 1y MR 1) v
c.c. 80.424.773 de Bogota B -l DE JIESTiGIA Y DL LI HO



3.
9.

Apostille

{Comvention de Ls Haya du 5 Ocinbre '1881)

Country:  United States of Amerlca
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Special Deputy Sacretary of State, State of New York
No. NYC-10404952A

Seal/Stamp 10. Signature _
Domes :
G—
James Bizzarmi

Special Deputy Secretary of State

IH13SSES RIL { REV: 2/80)



COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney Poder

The undersigned, El suscrito,

PFIZER PRODUCTS INC.,
domiciled in domiciligdo en
Eastern Point Road, Groton, State of Connecticut 06340, United Statss of
America

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Inn Raisbeck and/or
Ana Marfa Frierl and/or Juar Guillermo
Moure and/or Natalla Castro full end
sufficient Power af Attomey to file, prosecute,
obtain, defend end enforce any and all of the
company's Patents for Inventions, Utllity Models,

Layout-Designs (topographles) aof Integrated

por medio del jwesente otorga a Carlos R.
Olarte y/o J. Ian Raisheck y/o Ana
Marfa Frierl y/o Juan Gaillermo
Moure y/o Nafalia Castro poder especial,
amplic y suficiznie parn presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas y
cualquiera de las Patentes de [nvencida, Modelos
de Utllidad, Esquemas de Trazades de

Circoits, Indusirial Designs, Trademarks, Circuites [otegindos, Diseflos Industrinles,
Advertising Slogans, Trade Names, Commercial Marcas, Lemss Comerciales, Nombres
Emblems, Geographical Indications, Protection of Comercinles, Ensefns Comerclales,

Trade  Secrets, Obtalner's  Certificates,
Copyrights, Reglitration of Domain Names,
{lealth Registrations, or any other Intellectual
property right in tho Republic of Colombis, to
which end it empowers them to take. all steps
necessary before any adminisirative or judicial
authority of any class for the objects siated, to file
petitlons, recourses, replies and oppositions, pay
taxes and annulties, request testimonies, recelve
documents and securities, abandon' applications and
collect refunds. Sufficient power is hereby granted
to receive notifications on behalf of the Company, to
confer powers on those who are to represent the
company judicially and extrajudicially, to answer in
court in the matter of all clalms end demeands that
may be presented in connection with the objects
stated, glving them likewise power to substitute these
presents and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Date/Fecha:

Denominaciones de Origen, Proteecién de
Seeretos Emprosarisles, . Certifleados de
Obtentor, Derechos de Aptor, Reglastro de
Nombres de Dominlo, Regisiros Sanitarios, o
cusiquler atro bicn de propiedad Intelectusl de
la compaiifa en Ja Repiiblica de Colambia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los paosos
necesarios ante cuslquier autoridad administrativa
o judicial de cuslquier jerrquis para cumplir con
lo encomendndo, elevar soliciludes, recursos,
respuestas y oposiciones, psgar impuestos y
anualidades, solicitar  testimonios, recibir
documentas y valorcs, desistir y percibir. Se
concede poder bastanie para recibir notificaciones
& nombre de la compafifa, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafifa judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a tndas
les reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentsren, dindoles
asimismo facultad pars sustiluir el presente y
revocar dichas sustituciones.

PFIZ RODUCTS INC.,

By: %@7;‘?

Grover F. Fuller, Jr.
Vice President. Attomey-In- Fact

\7 Nodmbee 5

City,Country/Ciudad,Pais:_New Yok, NY USA

Tel + 57 1 6017700, Fax + 57 1 601-T799,

World Trade Center - Tarre A, Calle 100 No, 8A — 37, Pisn 10, Bogotd D.C., Colombia
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L ¥ RMAN OOODMAN County Clchk andld Clerk I
New Yurk, in and lor Lhe Caunty of l\iew ‘York, g Congt of Record,
s La \’otl that .

DC HEREBY CERTIY purmsiant to
- [}
--—. f’@M—- e mant

whousa name ls subscribed to the ynnexed sffidarie, ll=p0l|l|ml. netliﬂ:ne of scknowledgment ar proal, was at the

wme of taking the same a NOTARY PUBLIC in and for the State of New York duly commissloned, swom and

spumlificd to act ae suchy that pursusnt to law, 8 commluion or & cecrlfoate ‘of his cSiiul =Iulum. with kll

autograph sgnatnre has been Blel In my office; chat at the time of taking such prool, acknowl:dgment or oath, hd

wen duly suthcrized to take the e that [ am well scquainted whh the handwiiring of such HNOTARY PUBLIC

ot huve copipared the signature on the snnexed Instrument wich his -utngnpll slgnaturc depostzed In my cﬁce. and
1 LieHeve that such signstura la gernine.

IN "WITNESS WHERIQF, [ hnve lumutn set my hand aflized my official seal this

Wi PAID mr*""*‘”" AT m %ﬁm .

Coundy Clerk ond Clerk of fhia Suprema Courty New Yerk Counly




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certificati n

On this date,

The undersigned Notary Public certifies:

Certificaciéon Notarial
En esta fecha,

¢l Notario Piblic: suserito certifica:

1. That 1. Que
Grover F. Fuller, Jr.
of legal age snd domiciled in mayor de edad y domiciliado
Street_150 East 42™ Street
City___New York
State New York 10017-5612 USA

signed ths foregoing document. suscribié el documr ento que antecede.
2. That the grantor has executed the foregoing 2. Que el otorgante ha suscrito el referido
document us Vice President, Attomey-In-Fact ~ documento en su cardicter de
of PFIZER PRODUCTS INC. de
3. That PFIZER PRODUCTS INC, 4. Que
having iis principal place of business located in con sede principal ubicada en

Groton, State of Connecticut 08340,
United States of America

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purpases for which the Pawer of Attormey is
granted are within the scope of ita corporste
purposes,

4, That the grantor has the anthority to execute the
Power of Attorney and that hiaher representation is
legal.

eath Iegalrnente constituida, que tiene existencia

legnl vigente y quo los propdaitos pare lox cuales
s¢ otorga ¢l poder so encuenira dontro de los que

comprenaren su objuto social.

4. Que el otorganta tieno la representacién pam
suscribir el poder, y que éxta es logitima

- . 0:\
NOTARY PUBLIC (Signature); &WQ \(«\mm /

Pigina 4de 5

10
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Sépase que Yo, STEPHEN DAVID FINN, de 31 Amersham Hill Drive Hight
Wycombe Buckinghamshire Reino Unido un Notario Piiblico debidamente
autorizado.

CERTIFICO UNICAMENTE QUE EL DOCUMENTO ANEXADO AL PRESENTE
LLAMADO:

CESION, firmada por POULABI BANERJEE y KAREN LYNNE HOUSEKNECHT
Ha sido presentado ante mi por los Servicios Consulares de Blair en nombre de
Pfizer con base en un documento original con firmas debidamente autenticas.

Firmado y sellado en 31 Amersham Hill Drive segin lo dicho anteriormente, el
dia de hoy 03 de noviembre de 2006.

[Firmado y sellado}

STEPHEN FINN
Notario Pablico



Apostilla
{Convencion de La Haya del S de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretaria e Irlanda del Norte
2. Este documento pablico ha sido firmado por: Stephen David Finn
3. obrando en su condicién de Notario Pablico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Pablico
Certificado
5. en Londres 6. el 06 de noviembre de 2006
7. por: Secretario Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8. No.HI191338
9. Sello / Estampilla 10. Firma: Christopher Jones

[Sellado] [Firmado]



PC26139A
CO-1
CESION

A cambio de una contraprestacion de valor, la cual me (nos} pagé PFIZER
PRODUCTS INC., una sociedad de responsabilidad limitada constituida y
existente bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados Unidos de Ameérica,
cuya direccién de correos es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340,
Estados Unidos de América, por el presente le vendo y le cedo (le vendemos y le
cedemos) a la citada PFIZER PRODUCTS INC. la totalidad de mis (nuestros)
derechos, el titulo y el interés que tengo (tenemos) en mi (nuestro) invento de
una cierta mejora, nueva y util, del “METODOE RELACIONADOS CON UN
UNICO POLIMORFISMO KRUCLEOTIDICO DEL RECEPTOR ACOPLADO A LA
PR TEINA G, GPR40., en la medida en que esta cesidén concierna a la
Republica de Colombia, tal y como se describe plenamente el mismo en las
especificaciones, y yo (nosotros) autorizo (autorizamos) y le solicito (solicitamos)
por el presente a la Oficina de Patentes de Colombia que le expida dicha
patente a la citada PFIZER PRODUCTS INC. de conformidad con la presente

cesion.

En fe de lo cual firmamos el presente el dia de hoy.

New York, USA 19 de 2006 (Fdo) Poulabi BANERJEE
~ugar, fecha y firma ~ Poulabi BANERJEE

{Fdo) Karen Lynne HOUSEKNECHT, 27 de octubre de 2006, Groton CT, USA
Lugar, fecha y firma — Karen Lynne HOUSEKNECHT

b
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BE IT KNOWN that I, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive

High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public

CERTIFY ONLY that the document annexed hereto, namely:

ASSIGNMENT signed by POULABI BANER]JEE and
KAREN LYNNE HOUSEKNECHT

has been presented before me by Blair Consular Services on behalf of Pfizer
on the basis that it is an authentic duly signed original document

SIGNED and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 3 November
2006

Stephen Finn
Notary Public

srs /]



APOSTILLE
{Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 actotre 1961)

UNTTED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pxys: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d'[riandz du Nord
‘This public docurncnt / Le présent acte public

Hag been signed by Strphen David Fina
a ¢tk zigné per

3. Acting in the capacityof Netary Public
agiamant en qualité de

™

L

Bears the scalbtamp of ~ The Sald Netary Public
st revidtn du sceau/timbee de

Certified/Attesté
5. st London/k Londres 6. thefle 06 November 2006

7. by Her Majesty’s Principal Secvetary of State for Fareign and Commonvrealth Affhirs /
par le Seerétmire d’Elst Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangires et du Commornwealth_

8. Numbersous No H191338
9. Samp: 10. Signature:  Ohristopher Jones

'\S_l

For tha Scerasayy of Ratw / P I Srcrituirs o Exxt

If this deenment Is to be wsed In o country which Is not party to the Hague Convention of 5 October
19461, 1i shouid be preseated to the consalar section of the mission representing thet conatry. An
spostilie or legatization certificate only confirms that the signsture, seal or stamp an the document is
genuise. k& does not mesn that the contents of the document are correet or that the Foreign &
Conmronwealth Office spproves of the contents.



PC26135A

‘! CO-1

ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of Amerlea whose full post office address is Eastern Polnt
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of Ameries, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC.,, all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
uscful Improvementin METHODS RELATED TO A SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM OF THE
G PROTEIN COUPLED RECEPTOR, GPR40 so far as the Republic of Colombis is concerned, as fully set
forth and described in the specification, and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents

of Colombia to issue said patent to the said PFIZER PRODUCTS INC. in aceardance with this assignment.

In witness whereof 1 (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

NEW Yohy, VSA OcTobif 19R 2006  Yawlaks &4%
Place, date and signamre - Poulabi BANERJEE

02y
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0 2006/006062 A1 [HERINNDHENNEEEHERIHDN
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{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER T'HE PATENT COOPFERATION TREATY (PCT)

intermational Bureau R REETmAN
(43) Internationsl Publication Date PCT (19) Iniermaiional Publicstion Number
19 January 2006 (19.01.2006) WO 2006/006062 Al
(31) Inizrnatiooal Pakent Clanification : C12Q /68 (81) Duvignated Simtes (kniscy atherwise indicated, for evary

(21) Imtermationsl Appiication Number:
PCT/IR2005/001962

(11) Intervational Fifing Date: 20 June 2005 (20.06.2005)
(25) Fliing Langusgs: English
(26) Pobliealion Languages English
(39 Priority Data:
/584,606
11/046,020
(71) Applicent (jor all dasignated States excapt US): PFIZER

PRODUCTS INC. [US/US]; Bastem Point Road, Giroton,
CT 06340 (US).

30 June 2004 (30.062000) US
28 Janomry 2005 (28.012005) US

Imventors; and

Inventorn/Applicants (for US only: BANERJEE,
Poulebi (INAUISY; Pflzer (Robal Resenrch & Developmen,
Hasten Point Road, Uroton, CT 06340 (US). HOUSE-
KNECHT, Karen, Lynne [US/US]; Pfizer Clobal
Research & Developmem, Hastern Point Road, Oroton,
CT 08340 (US).

(19 Agenis: FULLER, Grover, F, Ju et al.; co
LAWRINCE, Iackia, Plizer Inc., MS8260-1615, Castern
Point Road, Grown, CT 08340 (US).

g3

U, AZ BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA.CH.CN,
X/CR, CU, CZ DR, DK, DM, DY, BC, KR, G, HS, H,

. 0D, GE. GH, GM, HR. HU. ID, IL, IN, IS, JP, KR,
KG, KM, KP. KR, KZ, LC,LK, LR. LS. LT, LU, LY. MA,
MDD, MQ, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NC3, NI, NO, NZ,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, 30, 3K, SL,
S3L, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ. UA, UG, US, UZ, VC,
VM, YU, ZA, ZM, ZW.

éu?quwmmx AR AQ, AL, AM,

(84) Deilgnuied Siates (iniesy otherwise indicated. for every
tind of regiomal prosection available): ARIPO (BW, GH,
auml KR, 1S, MW, MZ, NA, SD, SL, 87, TZ, UG, 7M,
ZW?), Eurasinn (AM, AZ, BY. KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buiopean (AT, BB, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, FE. ES, FL,
FR, (B, GR, 11U, 14, IS, IT, LT, LU, MC, N1, PL, PT, RO,
SE, S1, SK, TR), OAPI (F, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
0Q, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
~—  with imernaional search rpon
—  bafvre the apiration of the twe limit for amending the

clalngs and o be rrpublished in the event of receips of
amandmenty

For iwa-letter codes and other abbrevigiions, refer io the “Guki-
e Notes on Codes and Abbreviations” appearing as the begin-
ning of each reyular ixsus of the PCT Gagetta.

{54) ‘Tie: METHODS RELATED TO A SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM OF THE G PROTEIN COUPLED RECEP-

TOR, GFR40

(57) Abstrart: This invention relaies to genotyping methods, methods of treatnent, diagnostic tests andt methods of chameterizing
an agent, related 10 8 single nucleotide polymorphism of the GPR40 gene,
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METHODS RELATED TO A SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM

OF THE G PROTEIN COUPLED RECEPTOR, GPR40

FIELD OF THE INVENTION

This Invention relates to genotyping methods, methods of treatment,
diagnostic tests and kits and methods of characterizing an agent, related to a single
nucleatide polymorphism of the GPR40 gene.

Q Q |

Dlabetes is a serious and sometimes fatal disease that affects over 17 million
Americans and 151 milion people woridwide. Gaudsby (2002). Diabetsa results from
the body's failure to produce or properly respond to Insulln. Glucose Is the major
substrate that regulates insulin secration but other nutrients iike free fatly acids (FFA)
and amino aclds can modify Insulln secretion. Haber et al. (2002).

There are two major types of diabetes. In Type | diabetes, Insulln producing
pancreatic B-cells are destroyed by the body’s own immune system, leading to Insufin
deficlency. Type Il diabetes results from the loss of sensitivity by the cells of the
body to the action of Ineulin and the Inability of the pancreas to release insulln
appropriately. The Incidence of Type I dlabetes is Increasing, and, In the U.S., has
become especially prevalent in cartain at risk populations. Gadsby (2002).

" Metabolic syndrome is a clustering of metabolic conditions that Increases the
risk for developing diabetes and canrdiovascular disease. Park et al. (2003),
Conditions Including obeslty, Insulin resistance, dyslipldemia, and hypertension have
been reported as being key components of metatolic syndrome. Rsilly and Rader
(2003); Park et al. (2003); Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol In Adults (2001).

Obesity has besn identified as a core factor coniributing to metabollc
syndrome. It has heen proposed that a reduction In excess body weight would
minimize the risks assoclgted with metabolic syndrcme.  Shiral (2004).

The G-proteln coupled receptors (GPCRs) are a superfamily of membrane
proteins characterized by the presence of seven tranamembrane a-helix segments
(designated TM1 to TM7) connecting alternating Infracellular and extraceilular loops.
Gether (2000). GPCRs mediats signaling beiwsen signal molecules, such as
hormones, neurotransmitters and local mediators, and Intracellular enzymes, lon
channels and fransporters. See Johnson and Dhanasekaran (1989).
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Sawzdargo et al. (1987) discivas the Identification of the GPCR gane,

GPR40, localtzed on chromosome 18q13.1, encoding a 300 amino acid protein and
Identified by GenBank® accesslon number AF024587.

Haga et al. (2002) disclose 190,562 geneti: variations of the human genoms,
Including a single nuclectide polymorphism of the GPR40 gene in which nuclectide
632 of the coding sequance (commesponding to nuclectide 842 In the sequence of
GenBank accession number AF024687) may be elther guanine (G) or adenosine (A),
such that amino acld 211 is elther arginine or histidine. This single nuclectide
polymorphlam Is Identifled In the National Centsr for Blotechnology information
(NCBI) dbSNP database as accession number re2:01151.

International Patent Application Publication No. WO 02/057783 and Briscoe
et al. (2003) disclose that GPR40 Is spacifically a:xpressed In pancreatic fi-celis as
well ag In brain of the human, mouse and rat Furthermore, WO 02/057783 and
Briscoa et al. Idenilfy medium and long chaln saturated and unsaturated fatty acid
figands of GPR40 from experiments meaauring calclum ion concentration.

Kotarsky et al. (2003) disclose that GPR40 i activated, not only by a range of
faity acids, but also by antidiabetsic thlazolidinedione drugs, as measured by a

. reporter system linked to the GPR40 receptor.

ltoh et al. (2003) disclose that binding and activation of GPR40 by free fatly

: acids Increases insulln sacretion.

intemational Patent Appll‘caﬂon Publicatior: No. WO 047072850 diaciose
nuclelc acld sequences and amino acid sequences of human GPR40 and Iis

- reguiation for the treatment of hamatological diseases, disofders of the peripheral

and ceniral nervous eyatemn, gastrolntestinal diseases, respiratory diseases,
metabolic diseasea, cancer, cardlovascular diseasss, and urological dlecases In
mammals.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relataa, In part, to genotyping methods, comprising
datermining the amino acid that Is encoded by the GPR40 gene of a human subject
at amino acld number 211. In a preferred embodiment, the amino acld encoded at
amino acld number 211 of both alleles of the GPR40 gene Is determined. [n another
preferred embodiment, said genotyping methods involve determining whether sald
amino acid number 211 I8 other than higtidine. In a further preferred embodiment,
sald genotyping methads Involve determining whether sald amino acld number 211 is
arginine. In an addional preferred embodiment, saki genotyping methods Involve
determining whether sald amino acdd number 211 is histidine. In a satill further
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prafamdembodkmntsaldgsnotypln;meﬂmdsmmpnu.hohﬂngnudelcadd
fmrﬁ a human subject, amplifying @ contiguous saquence of sald nucleic acid,
whereln sald contiguous sequence comprises the nucleotides of GPR40 that encode
amino ecid number 211, or the complementary sequence thersof, ireating said
contiguous sequence with a nuclectide probe that enables detenmination of the
amino acikd encoded at amino acld number 211 of the GPRAO gene of sald subject;
and determining whether said probe hybridizes to sald coniguous sequence under
corditiona of high stringency. in a preferred embodiment, sald probe consists of a
contiguous portion of a nuclactide sequence of SEQ. 1D. NO: 8 or of SEQ. ID. NO: 10
having a length of about 13 to about 35 nucleotides, linked to a detectable label, and
including the nuciectides encoding amina acid 211, or the complemantary nucieotide
sequence thereof,

A further aspect of the Invention provides methods of treatment, comprising,
determining the amino acid that is ancoded by the (GPR40 gens of a human subject
at amino acid number 211 and freating sald subject with a therapeuticaily effective
amount of an Agent for tregtrnent or prevention of a disease or pathoiogical condltion

_ mediated by having at least one allele, and preferably both allsies, of the GPR40

gene wherein the encoded amino acld number 211 is other than histidine, preferably
arginine. In a prefermed embodiment, said Agent Is selected from Insulin, an Insultn
secretion stimulating sulfonylurea compound, a glycagen phosphorylase inhibitor, a
biguanide hepatic giucose ouliput inhibltor, an alpha-glucosidase inhibltor, a protein
tyrosine phosphatase-1B Inhibitor, a dipeptidyl peptidase IV inhiblior, a glycogen
synthase kinase-3 beta inhibitor, a peroxdsome proliferator-activated receptor gamma
agonist, a glucagon receptor antagonist, a selective serotonin reuptake inhibitor, a 3-
hydroxy-3-methyigiutaryl coenzyme A reductase Innibitor, a gammea-aminobutyric
acid agonist, an anglotensin converting enzyme Inhibitor, an anglotensin-I receptor
antagonist, a phosphodiasterase type 5 inhibitor, a sorbitol dshydrogenase inhibitor
and an aldose reductases inhibitor, a pharmaceutically acceptable prodrug thereof or
pharmaceutically acceptable salt thetwof. In another preferred ambodiment, sald
Agent 8 an anfi-obesity agent, preferably selectad from an apolipoprotein-B
secretion/microsomal triglyceride transfer protein Inhibitor, an 118-hydroxy stercld
dehydrogenase-1 Inhibitor, a peptide YY,s, an analog of a peplide YYsm, a
cannabinoid antagonist, an MCR-<4 agonist, a cholecystokdnin-A agonlst, a
manoamine rauptaks inhibltor, a eympathomimetic agents, a fa adrenergic receptor
agonist, a dopamine agonist, a melanocyte-stimulatigg hormone receptor analog, a
5HT2¢ agonist, a melanin concentrating hormone antegonist, leptin, a leptin analog,
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a leptin receptor agonist, a galanin antagonist, a fipase inhibitor, an anorectic agent,

a neuropeptide-Y receptor antagonist, a  thyromimetic agent,
dehydroeplandrosterone, an analog- of dehydroepiandrosterone, a glucocorticold
receptor agonist, a glucocorticoid receptor antagoniat, an orexdn receptor antagonist,
& glucagon-ike peptide-1 receptor agonist, a cllary neurctrophic factor, a human
agouti-related protein, a ghrelin receptor antagonist, a histamine 3 receptor
antagonist, a histamine 3 recaptor Inverse agontet and a neuromedin U receptor
agonist

Another aspect of the Invention relates to kita, comprising a nuclectide probe
that enablea determination of the amino acld encoded at amino acid number 211 of
the GPR4) gene of a human subject. In a prefermed embodiment, sald probe
enables dstermination whether amino acid numbar 211 of sald GPR40 gene Is
histidine, in another embodiment, sald probe enables datermination whether amino
acld number 211 of sald GPR40 gene ia other than histidine, preferably arginine. In
a further prefemmed embodiment, said probe consiets of a contiguous portion of a
nucieciide sequence of SEQ. ID. NO: 9 or of SEQ. ID. NO: 10 having a length of
about 13 to about 35 nuclsotides, linked to a detectable label, and Including the
nucleotides encoding amina acld 211, or the complementary nucleotide sequence
thereof. In an additjonal preferred embodiment, sald kits further comprise elther: a
first polymerase chain reaction nuclectide primer that-is complemantary to a
nucleotide sequence that is downstream from the n.clectides sncoding amino eckd
211 of sald GPR40 gene and a second polymerase chain reaction primer that is
complementary to a nuclectide sequence that ls upstream from the nucieotides
encoding sald amino acld 211; or, a first primer that ks complementary o a nudleotide
sequenca that is upatream from the nucleotides encoding sald amino acid 211 and a
second polymerase chain reaction primer that Is complementary o a nuclectide
sequence that le downstream from the nucleotides encoding sald amino acid 211. In
another preferred embadiment sald kits further comprise a container.

A further aspect of the invention relates to methods of characterizing an
Agent, comprising measuring the compaetitive inhibition by a test Agent of binding of a
GPR40 ligand to a first human GPR40 receptor wherein amino acld number 211 is
histidine and measuring the competiive Inhibition by sald compound of binding of a
GPR40 ligand to a second human GPRA0 receptor wherein amino acid number 211
is other than histidine. In a preferad embodiment, amino acid number 211 of sald
second receptor Is arginine. in a further preferrad embodiment, the methods further
comprise comparing the competitive inhibition of binding by sald compound of said
first receptor and sald second receptor.
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An additional aspect of the invention relatee to methods of characterizing an

Agent, comprising, measuring the activation by a tast Agent of a first human GPR40
receptor wherain amino acid number 211 s histidine and measuring the activation by
a test Agent of a second human GPR40 receptor wherein amino acld number 211 Is
other than histidine. In a preferred ambodiment, the amino acid number 211 of sald
sacond recaptor Is arginine. In a further preferred embodiment, sald methods further
comprise comparing the activation by sald compound of said first receptor and sald
sacond receptor.

Ancther aspect of the Invention provides methods of characterizing an Agent,
comprising measuring the Inhibition by a test Agent of activation of a firet human
GPR40 recaptor by an activator of GPR40, whereln amino acld number 211 of sald
firat recaptor Is histkline and measuring the inhibiticn by a test Agent of activation of
a second human GPR40 receptor by an aclivator of GPR40, wherseih amino acld
number 211 of sald second receptor Is other than histidine, preferably, arginine. ina
further preferrad embodiment, saki methods further comprise comparing the
Inhibltton of activation by sald compound of said first receptor and sald second
receptor.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 lilustraies the activation of GPRA40 by thiazolidinedione compounds
as-measured by Intraceliular calcium lon release in GIiPR40 expressing HEK 263 cells
as compared to HEK 283 cells that do not axpress GPR40.

Figure 2 shows a comparison between the activation by thiazolidinedione
compounds of GPR40 having histidine versus aginine at amino acid -211 as
measured by Intracellular caicium lon release in GPR40 expressing HEK 293 cells.

Figure 3 shows logistic regression curves (solld lines) with 85% confidence
limits (dotted lines) and individual data points for 2ach genotype of GPR40 in a
population of 2485 subjects (1332 male and 857 female) comparing body maes Index
fo the likellhood of having dlabetss. The data points at the top of the piot indicate the
body mass index of Individuals with diabetes. The data points at the bottom of the
plot indicate the body mass index of Indlviduais who do not have diabetes.

Figure 4 shows a restriction map of the expression vector used to prepare
GPR40 expressing HEK 283 cells.

Figure 5 shows nucieotkis and amino acid seiquences (SEQ. 1D. NO:1 and 2
respectivaly) that encodes human GPR40 wherein the nucleotides that encode
amino acid number 211 and amino acld number 211 as arginine are highlighted.

2)
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Figure 8 shows nuclectide and amino acld seguences (SEQ. ID. NO:3 and 4

respectively) that encodes human GPR40 wherein the nucleotides that encode
amina acid numbaer 211 and amino acid number 211 &s histidine are highlighted.

Figurs 7 shows the sequences of PCR primers and PCR probes that may be
used to amplify and detect sequences containing the GPRAO alleles. Figura 7 also
shows nucleotide sequences encading amino acki number 211 as either histidine
(SEQ. ID. NO: 9) or arginine (SEQ. ID. NO: 10).

Figure 8 shows the saquence of an aexpression vector conatruct containing a
GPRA0 atiels that encodes histidine at amino acld number 211.

DETALED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The terms used heraln have their usual meaning in the art. However, to aven
further clarify the present invention and for convenionca, the meaning of certain
tems and phrases employed In the spedcification, inciuding the exampies and
appendant claims are provided below.

The terms "Agent{s)* meana substances, including peptides, and compounds
for treatment or prevention of a diseass or pathological condition that is mediated by
having at least one aliele, preferably both alleles, of the GPR40 gene wherein the
encoded amino acid number 211 Is other than histiline, preferably arginine, as
further described herein.

The term "amino acld number 211° with respect to the GPR40 gene refers to
amino acid residue number 211 In the sequence of GenBank accession number
AF(24887, also shown in SEQ. ID. Nos. 2 and 4.

The term "conditions of high siringency” means wash conditions of 88°C in
the presenca of about 0.2 x SSC and about 0.1% SD8, for 1 hour. Useful variations
on these wash conditions will be readily apparent to those of ordinary sidi In the art.
Generally, stringency of hybridlzation Is expressed, in part, with reference to the
temperature under which the wash step ia caried oul. Ganerally, such wash
temperatures are selected to be about 5 *C to 20 °C lower than the thermal melting
point (Tx) for the specific sequence at a dafined lonic strength and pH. The Ty, Is the
tsmperature (under defined lonic strength and pH) at which 50% of the target
sequence hybridizes to a perfectly maiched probe. An ecuation for calculating T,
and condltions for nuclelc acid hybridization are well known and can be found in
Sambrook (1988), al see volume 2, chapter 8.

The term "diabetas” means disbetes maliltus as tmderstood by those of skill
in the art. The term includes Type ! diabetes mellitus, aleo known as insulin
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dependent diabetes melitus (IDDM), and Type It diabetes meliitus, also known as

nonHnsulin dependent diabetes melfiius (NIDDM). The Workd Health Organization
(W.H.0.) has suggestsd criteria for dlagnosing diabetes mellitus (W.H.O. 1980/85
Tachnical Report Serles No. 646/727). Diabetes as also been characterized by the
National Diabetes Data Group (see Natlonal Dlabetes Data Group: Clasalfication and
dlagnosia of diabetes melittus and other categories: of giucose intolerance, Diabetes,
28:1030-1044, 1878). However, more recently, guidelines have been sst forth, for
example by the Amarican Diabetes Assoclation, to enable diagnosis of Type | and
Type |l diabetes (ses, for exampie, ADA (2004)).

Tha term “therapeutically effective amount” means an amount of an agent
that (l) treats or prevents a particular disease, condlition or disorder; (1) attenuaies,
amellorates or eliminates one or more symptoms of a pariicular diseasa, condlifon or
disorder; or (iil} prevents or delays the onset of one or more symptoms of a particular
disease, condltion or disorder. A therapeutically effective amount can be determined

* by one of ordinary akill in the art, based upon the present disclosure, on an individual

basls and will be based, at Ieast in part, on considerations of the specles of the

* subject, the slze of the subject, the type of dellvery systsm used, and the type of
- administration relative to the prograasion of the diseasa.

The .expression “pharmaceutically acceptable salts® includes bath

-pharmaceutically acceptable acld addition salts and pharmaceutically acceptable

cationic saits, where appropriate. Pharmaceutically acceptable cationic salts Include,

‘but are not limited fo, salts such as the alkall metal salts, (e.g., sodium and

potassium), alkkaline earth metal safts (e.g., calcum and magnesium), alurminum
salts, ammonium salts, and salts with organic amines such as benzathine (N,N'-
dibenzylethylenediamine), choline, disthanolamine, ethylenediamine, meglumine (N-
mathyiglucamine), benethamine {N-benzyiphensthylamine), diethylamine, piperazine,
tromethamnine (2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol) and procaine. The
expression "pharmaceautically-acceptable acid addlion salts” Is Intended to include,
but (s not limited to, such salts as the hydrochloride, hydrobromide, sulfate, hydrogen
sulfate, phosphate, hydrogen phosphats, d!hydmganphosphah. acetate, succinate,
citrats, methanesulfonate (mesylate) and p-toluenesulfonate (tosylate) salts. A
particularly prefermed salt is sodium sat. Descriptions of compounds appearing
herein which inciude the phrase "prodrugs thereo or pharmaceutically acceptable
gaits thereo™ or a substantially similar phrasa are meant to Incude both
pharmaceutically acceptable salts of the applicable compounds as well as
pharmacsutically acceptable salis of such prodrugs.

2>



10

15

25

30

35

WO 2006006062 PCT/1B2005/001962

]
The term “prodrug” means a compound that 18 transformed In vivo to yield a

compound of the present invention. The transformation may occur by various
meachaniems, such as through hydrolysls In blood. A discuasion of the use of
prodrugs s provided by Higuchi and Stella (1987). For axample, when a compound
of the present Invention contains a carboxylic acid functional group, a prodrug can
comprise an ester fonmed by the replacement of the hydrogen atom of the acid group
with a group such as (C1-CB)alkyl, (C2-C12)alkanoyloxymethyl, 1-(alkanoyloxy)etiyl
having from 4 to 8 carbon atoms, 1-methy}-1-(alkanoyloxy}-ethyl having from § to 10
carbon atoms, alkoxycarbonyloxymethyl having from 3 o 6 carbon atoms, 1-
(alkoxycarbonyloxy)ethyl having from 4 to 7 carbon atoms, 1-methyl-1-
(alkoxycarbonyloxy)ethyl having from 5 o 8 carbon atoms, N-
(alkoxycarbonyl)aminomethyl having from 3 to .9 carbon atoms, 1-N-
(alkoxycarbonyl)amino)ethyl having from 4 to 10 carbon atoms, 3-phthalidyl, 4-
crotonolactonyl, gamme-butyrolacton-4-yl, di-N,N<{C1-C2)alkylamina{C2-C3)alkyl
{such "as  b-dimethylaminosthyl), carbamoyH{C1-C2)akyl, = N,N-dl(C1-
C2)alkylcarbamoyl-(C1-C2)alkyl and piperkiino-, pymrolikdino- or morpholino{C2-

. Gl)akyl. Similarly, when a compound of the present invention comprisea an alcohol

functional group, a prodrug can be formed by the replacement of the hydrogen atom

.of the aloohol group with a group such as (C1-C6)alkanoyloxymethyl, 1<(C1-
" Ca)alkanayloxy)ethyl, 1-methy-1-{(C1-CB)akanayloxy)ethy, (C1-

C8)alkoxycarbonyloxymethyl, N{C1-C8)alkoxycarbonylaminomethyl, succinoyl, (C1-
C8)akanoyl, a-amino{C1-C4)alkanoyl, arylacyl and a-aminoacyl, or a-aminoacyt-a-
aminoacyl, where each a-aminoacyl group Is indepandently selected from the
naturally occurring L-amino acids, P(O){OH)2, -P(OXO((C1-C8)alkyl)2 or glycasyl (the
radical resulting from the removal of a hydroxyl group of the hemiacetal form of a
carbohydrate). When a compound of the presant Invention comprises an
amine functional group, a prodrug can be formed by the replacament of a hydrogen
atom in the amine group with a group such as RX-carbanyl, RXO-carbomyl, NRXRX'-
carbonyl where RX and RX are sach independently (C1-C10)alkyl, (C3-
C7)cycloalkyt, benzyl, or RX-carbonyl [a a natural s-aminoacyl or natural a-
aminoacyt-natural a-~aminoacyl,

-C{OH)C(OYOYX whereln YX is H, (C1-C8)atkyl or benzyl), -C(OYX0) YX1 whereln
YX0 is (C1-C4) alkyl and YX1 Is (C1-C8)alkyl, carbuxy(C1-C8)alkyl, amino(C1-
C4)alkyl or mono-N- or di-N,N-(C1-C8)alkylaminoalkyl, -C{YX2) YX3 wherein YX2 s
H or methyl and YX3 is mono-N- or di-N,N-{C1-C8)alkylamino, morpholino, piperidin-
1-yi or pyrroiidin-1-yi.
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"Nucleotide saquence™ and ‘pol;nudaotida'-mns DNA or RNA, whether In
single-stranded or double-stranded form. The term “"complementary nudeatide
sequence” means a nucleotide sequenca that anneals (binds) to a another
nucleotide sequence according to the palring of a guanidine nudlectide (G) with a
cytidine nucieotide (C) and adenosine nuciectide (A) with thymkdine nudectide (T),
axcept In RNA where a T Is replaced with a uridine nucleotide (U) so that U binds
with A.

The abbreviations used herein have their usual meaning in the art. However,
o even further clarify the present invention, for conveniencs, the meaning of certain
abbraviations are provided as follows: "*C" means degreas centigrade; "CO," means
carbon dicxide; "DMEM" means Dulbecco’s modifled Eagle's medium; "“DNA" means
deoxyribonudleic acld; "FBS" means fetal bovine serum; "g® means gram; "HEPES"
means 4-(2-hydroxyethyl)-1-plperazineethanesulforiic acld; "kg® means kilogram;
"mg” means milligram; "mL" means mililiter; "mM® means millimolar; "u* means
microliter; *uM* means microimolar; "ng” means nanogram; "nm" means nanometer;
*nM" means nanomoilar; "PCR" means polymerase chain reaction; "Pen/Strep”
means a mixture containing penidiliin and streptomycin; "RNA" means ribonucielc
acld; "RPM" means revoiutions per minute; and *xg” means times gravity.

"The following amino acid abbreviations are used in this disclosure:

A - Alanine T - Threonine
V - Valine C - Cysteina

L - Leucine Y - Tyrosine

| - lsoleucine N - Asparagine
P - Prline Q - Glutamine
F -~ Phenylalanin D - Aspartic Acid
W - Tryptophan E - Gilutamic Acld
M - WMsthionine K - Lysine

G - Glycine R - Amginine

S - Serine H - Hietidine

The GPCR gene, GPR40, Identiflied by GenBank accession number
AF024887, ancodes a 300 amino acid proteln. Sawzdargo et al. (1897). GPR40,
which Is highly axpressed In pancreatic Islet cells has been linked to the regulation of
insulln secretion and, thus, has been proposed aa a tamet for the treatment of
diabetes, Briscoe et al. (2003); itoh et al. (2003). Kotaraky et al. (2003) propose that
GPR40 meadlates responses to thlazolldinedicne-type diabetes drugs.

As with other GPCRs, GPR40 is involved in transmitling extraceliular signals
info the ceil. Activation of GPR40 elicits release, via the pathway Invalving the G,
protein, of Intraceliular calcium. Briscoe et al. (2003). Tha resulting calcium flux is
useful for detecting GRP40 activetion by methods known to those of sidil in the art
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based upan the present disclosure (see, for sxampiv: Kotarsky et al. (2003); Briecoe

ot al. (2003)).

Thiazolidinedione and certain fatty acids zre known to aclivate GPR40,
Kotarsky et al. (2003) and Briscoe et al. (2003). As lustrated by Figure 1, herein,
thiazolidinedione compounds stimulate Infraceliutar calclum lon relsasae In GPR40
expressing cells as compared to celis that do not express GPR40.

This invention Is based, in part, on the discovery that a singla nucleotide
polymorphism influences activation of GPR40, for eample, by thlazolidinedione-type
drugs. This polymorphiem, which occurs at nucleolide 632 of the GPR40 coding
sequence (comesponding to nuclectide 842 In the sequence of GenBank accession
number AF024887), Involves a substitution of A to a nucleotide other than A,
preferably G, resulting In an amino acid substitution at residue 211 from histidine to
an amino acld other then histidine, preferably arginina. Nucieotide and amino acld
sequences of GPR40 whersin amino add 211 is arginine appear at SEQ. ID. Nos. 1
and 2 respectively. Nucleotide and amino acd sequences of GPR40 whersin amino
ack 211 Is histidine appear at SEQ. ID. Nos. 3 and 4 respectively.

Aa illustrated by Figure 2, calls in which nuclectide 832 of GPR40 Is G have a
higher response to, for example, thlazolidinedione activation, as compared to cells
having the A nudeotide at position 632, Figure 2 shows the resuits of a celi-based
assay measuring Intraceliuiar caicium ion in cells having the G versus A nucieotide at
position 832,

Furthermore, this invention Is basad, in part, on the discovery that Individuals
who have G at nucleotide 842, particularly those who hive G on both alleles, have a
higher riek for diabates compared to Individuals In which the nucieotide is A. As
Tiustrated by Figure 3, for a given body mass Index subjacts that are heterozygous or
homozygous A at nucleotide 842 have a significantly lower chance of having Type i
dlabetes than a subject that is homozygous G.

The present Invention encompasses characterization methods and methods
of treatment or prevention of diseases or pathological conditions that are related to
having at least one allele, preferably both alleles, of GPR40 wherein tha encoded
amino acid number 211 Is ather than histidine, preferably arpinine. Genolyping of
subjects for the methods of the Invention may be performed by methods known fo
those of akill in the art based upon the present disclosure. Exemplary methods are
described, for exampie, In Chapter 2 of Dracopoll et al. (2004).

Genotyping may be performed using an appropriate tissue of a subject as Is
known o those of skiii in the art based upon the preseni disclosure. In a preferred
embodimant, DNA for genotyping is fsolated from whole a blood sample by
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procedurea well known to those of skllll;n the art based upon the present disclosure.
These procedures may be conducted using a vartaty of commerclally available kits,
such as, the Puregene® DNA lsolation Kit (Gentra Systems, Inc., Minneapolls, MN),
DNA Isolation Kit for Blood (catalog no. 2-032-805, Roche Diagnostics Corporation),
GenomicPrep™ Biood DNA lsolation Kit (catalyg no. 27-5238-01, Amersham
Biosclences Corp., Piscataway, NJ), PAXgens Blood DNA Kit (catalog no, 761133,
QIAGEN Inc., Valencla, CA), GNOME® Whole Biood DNA Isolation Kit (catalog no.
2011-800, Qblogene, Inc., Carisbad, CA) and Wizard® Genomic DNA Purification Kit
{catalog no. A1120, Promega U.S., Madison, Wi).

The nucieic acld region contalning the single nuclectide polymorphism may
ba amplified, for example, by PCR techniques using a sense and an ant-sense
primer and a detaction probe. However, other nuclelc acid ampiification methods
may also be usad, including ligase chaln reaction (3ee, for example, Abravaya, K. et
al. (1985), branched DNA signal ampiification (ses, for example, Jrdea, M.S. et al.
(1993)), isothermal nucleic acld sequence -besed amplification (NASBA) (see, for
example, Klevits, T. et al. (1801)), and other self-sustained sequence replication

. assays.

Mathods for preparing PCR primers and probes are well known In the art, and
are-described, for example, In Sambrook et al. (1988), Ausubel et al. (1984) and Innis
et al. (1980). PCR primer palrs can be derived from known sequences, for exampie,
by using computer programe intended for that purpose such as Primer (Version 0.5,
1881, Whitehead institute for Blomedical Research, Cambridge MA).

Oligonuciectides for use as primers may ba selected using sofiware known In
the art for such purposes. For example, OLIGQO® version 8 software (Molecular
Blology Insights, inc., Cascade, CO, www.glino.net) is useful for the selection of PCR
primer pairs of up to 100 nucleotides each. Similar pimer selection programa have
incarporated addttional {eatures for axpanded capabiiities. For exampls, the PimOU
primer selection program (avallable to the public from the Genoma Center at
Univarslty of Texas, South West Medical Center, Dallas TX,

JMp.ge 31,6d D ams )u_sre.tar) Is capable of choosing specific
pﬂmﬁmmbauuqummandhhmuwﬁﬂfordulgnimprhmma
genome-wide scope. The Primer3, version 0.9, primer selection program (avallable
to the public from the Whitshead Institute/MIT Ceitter for Genome Resasarch,
Cambridge MA, hitpJ//www-genome.wi.mit.edu/genome_sofiware/othen/primer3.hitmi)
allows the user to input a “mispriming fibrary,” in which sequences to avold as primer
binding sites are user-specified. Primer3 s useful, in parficular, for the selection of
oligonudieotidas for microarrays. (The source code for the latter two primer selection
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programs may alec be obtained from their respective sources and modified to meet

the user's specific needs.) The PrimeGen program (avafable to the public from the
UX Human Genome Mapping Pro]ect Resource Centre, Cambridge UK,

: Registere pgen.himi) designs primers based
on mulﬂpla saquence allgnmanta iharaby allowing selaction of primers that hybridize
to either the most conserved or least conserved reglons of aligned nucleic acid
sequences. Hence, thls program is useful for Identification of both unique and
conserved oligonuclectides and polynuciectide fragments.  Other oligonuciectide
selection mathods will ba apparent to those of skill ‘'n the art based upon the present
disclosure.

Preferably, the length of the sequance used for probes Is minimizad using a
minor groove binder (MGB) linked to the probe sequencs in order to discriminate
between the two SNPs. MGBs are known to those f skill in the art, for example, as
discosad In U.S. Patent Nos.: 5,801,155; 6,084,102, 8,420,408; 6,312,894, and
6,683,173.

in a preferred embodiment, the Primer Express® version 1.5 software
(Applied Blosystems, Foster Clty, CA) ls used to design PCR primers and probes for
the practice of the invention. Eemplary primers include
CTTGGCCATCACAGCCTTCT for the forward primer (SEQ. ID. NO: §) and
CCACGTTGGAGGCGTTGT for the reverse primer (SEQ. ID. NO: 8). Probas may
be FAM™ and VIC® dye-iabeled TagMan® MGB probes (Applied Biosystems)
having the sequances 8FAM-CACTGGCCCACTCT and VIC-CACTGGCCCGCTC
(SEQ. ID. Nos. 7 and 8 respectively). Isolated DNA of a subject is treated with the
PCR reagsnts, including the primers and probes, anti exposed o repeatad thermal
cycling in order to develop the PCR reaction. Dstection of the SNP may be
performed, for exampie, using a fluorescence besed sequence detection system
such as the ABI PRISM® 7800HT Sequence Detection System (AME Bloacience,
Toroed, Norway).

The Invention aiso encompasses diagnostic text kits for determining whether
a subject has a nuclectide cother than A, preferably G, at nuclectide 832 of the
GPR40 coding sequence. For example, the kit can comprise a reagent such as a
labeled or labelable nudelc acld probe capable of detecting whether a subject has A
or G at nucleotide 832 of the GPR40 coding sequence. Such a proba Is preferably
leas than 35 nucieotides in length, more preferably, leas than 25 nucleotides and,
aven mors preferably, between 13 and 25 nucleotikies. The kit can further comprise
reagents, such as PCR primers, for ampilfying the nuclalc acld reglon contalning
nuclectide 832. The reagents can be packaged in a suitable container. The kit can
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further comprise Instructions for using the kit to detect whether a subject has A or G

at nucieotide 832 of the GPR40 coding sequence.

The prasant invention provides methods for identifying test Agents that
activate GPR40 by comparing activation by a test Agent of a first human GPR40
receptor wherein amino acid 211 Is other than histidine, preferably arginine, to
activation by a test Agent of a second human GPR40 receptor whereln amino acid
211 Is histidine. Any appropriate method that measures activation of GPR40 may be
used In the practice of this Invention. Such mathods are known or will ba apparent to
those of skill In the ast based upon the present disdosure. For example, In a
prefarred embodiment, such methods involve the use of calcium sensitive dyea in a
fluorometric Imaging piate reader system (l.e., FLIPR®) which measure calclum flux
following activation of G protein coupled receptors mediated through the G protein

" (s0e, for sxample, Chambers et al. (2003). Other methods known In the art include

the use of caiclum binding proteins (Miyawald et al. (1987), Kain (1998)) and calcdum
seneltive luciferase (Bulton and Brownstain (1867), Stables et al. (1897)).

The Invention further provides methods for identifying test Agents that inhibit
aclivation of GPR40 by comparing inhibition of actization by a teet Agent of a first

. human GPR4Q receptor wharain amino acid 211 Is histidine, to Inhibition of a second

human GPR40 receptor wherein amino acld 211 Ie other than histidine, preferably
arginine. Such methoda may utiltze the activetion assays described above using a
known aclivator of GPR40 in combination with a test Agent The dstectabie signal
produced is compared to the signal that would be expected if the known activator
ware used by Itself. Varlous activators of GPR40 ars known In the art and may be
used for such methods, including those desacribed In Kotarsky et al. (2003), Briscoe
et al. (2003) and Intemational Patent Application Publication No. WO 02/057783.

This invention also ancompaases methods for Identifying teet Agents that bind
to GPRAO, by comparing the compaetitive inhibition by a test Agent of binding of a
known GPR40 ligand to a first human GPR40 recepior whereln amino acld 211 Is
histidine to competivive Inhibltion by the compound of binding the known ligand to a
second human GPRAQ receptor wherein amino acikd 211 Is other than histidine,
preferably arginine. The ligand may be labeled with a detectable label as is well
known In the art, Including, for example, radioisoiopes, fiuorescent dyes and
enzymes. Various ligands of GPR40 are known In the art and may be used for such
methods, including those described in Kotarsky et al. (2003), Briscoe et al. (2003)
and Intsmational Patsrt Application Publication No. WO 02/057783.

Those of sklll in the art will appreciate, based upon the present disciosure,
that the comparison of activation, inhibiton or activation and Inhibition of binding of
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the methods for Identifying test Agents of this invention may be performed by any of

a number of ways. For example, the measurement of activation and Inhibitlon of
aclivation of GPR40 may be performed using flusrometric or colorimetric methods
that measure calclum flux (e.g., FLIPR). Hence, activation of GPR40 may be
accurately quantified by such methods, for example, by using a light detector
instrument that generates a numerical value. The resulting values from such
measuraments may be compared by automated or manual means. For axample, a
practical method, particularly where large numbere of values have been generated,
would Involve comparing the values using a computerized system by methods weli
known to thogse with ekill in the art.

Furthermaore, the present invention encompasses methods of treatment or
prevention of diseases or pathological conditions that are related to having at least
one allele, preferably both slleles, of GPR40 wherein the encoded amino acid
number 211 Is cther than histidine, preferably arginine. Methods of Identifying such
diseases or conditions are well known to those ekilled In the art or will be apparent
based upon the present disclosure. For example, Figure 3 illustrates the results of a
study comparing the genotype of subjecis with Type I diabstes with subjects who do
not have dlabates. it will be apparent to those skillad In the art that methods similar
to those described In Figure 3.and Example 5 may be employed to identify other
diseases or conditions that are related o having at least ons allele, preferably both
alleles, of GPR40 wherein the encoded amino azid number 211 s other than
histidine, preferably arginine.

In one embodiment of the present invention, a disease or pathological
condition mediated by having at least one aiiele, pruferably both alleles, of GPR40
wherein the encoded amino acki number 211 Is other than histidine, preferably
arginine Is diabetes, preferably Type |l diabstes. In another embodiment, the
diseases or condiions are compiications assoclated with diabetes. Such
complications Include arterosclerusis, dlabetic cardiomyopathy, cataracts, foot
uicers, dlabetic macroanglopathy, dlabetic microanglopathy, diabetic nephropathy,
diabetic retinopathy and dlabetic neuropathy. In a further embodiment, such
diseases or condiions are any of the risk factors assoclated with metabolic
syndrome, Including obesity, hypertension, insulin reslstance, Type 1l diabetes and
dyslipidemia.

The present Invention provides methods of treatment relating o the
administration of an Agent for treatment or prevention of a disease or pathological
condition mediated by having at least one allele, preferably both alleles, of the
GPR40 gene wharein the encoded amino acid numbar 211 is other than histidine,
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preferably arginine (previocusly defined as the "Agents®). The Agents will be apparent
to those skilied In the art based upon this disclosure or may be readlly dentified by

_ methods known In the art. For example, the Agents may include Insulin, insuiln

secretion stimulating sulfonylurea compounds, glycogen phosphorylase Inhibitors
(GPI), biguanide hepatic glucose output Inhibitors, thiazolidinedions antidiabetic
compound, alpha-giucoaidase inhibitors, proteln tyrosine phosphatase-1B (PTP-1B)
inhibltors, dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) inhibltors, glycogen synthase kinase-3
beta (GSK-3) inhibltors, peroxisome proifferetor-activated recepior gamma (PPARY)
agonisis, glucagon receptor antagonists, selective serotonin reuptake Inhibitors
{SSRI's), 3-hydroxy-3-mathyigiutaryl coenzyme A reductase inhibitors (statine), y-
aminocbutyric acld (GABA) agonists, anglotensin converting enzyme (ACE) Inhibitora,
angiotensin-il (A-ll) receptor entagonists, phosphodiesterase type 5 (PDE-5)
inhibltors, sorbliol dehydrogenase Inhibitors (SDI) and aldose reductase nhibitors
(ARI). .
The Agente may include any protein tyrosine phosphatase-1B (PTP-1B)
Inhibltor. The term protein tyrosine phosphatase-18 inhibitor refars to any compound
that Inhibits the enzyme protein tyrosine phosphatase-1B. PTP-1B s believed to
Inhibit the abiliity of Insulin o reduce blood suger levels.

BExemplary PTP-1B Inhibltors, assays for ldentifying such Inhibitors and
prefarred dosage and methods of administration are disclosed in the following US
patents, intemational Patent Appiication publications and othar publicationa: US
6.251938, US 6,221,002, US 6,057,318, US 6,001,887, US 5,753,687, WO
01/48203, WO 01/48204, WO 01/48208, WO 01/17518, WO 00/53583, WO
89/58518, WO 98/61435, WO 89/58521, WO 81/58522, WO 09/58514, WO
99/58520, WO 96/68518, WO 06/58511, WO 99/81410, WO 99/15529, Malamas et
al. (2000A), Bleasdale ot ai.(2001), Wrobal et al. (1998), Malamas et al. (2000B),
Wang ot al. (1998), Andersen et al. (2000), Iversen et al., (2000), Wrobel et al. (2000)
and Kees (1608).

The Agents may Include any glucagon recepior antagonist The term
glucagon receptor antegonists refers to any compound that antagonizes the
glucagon receptor, thus inhibiting the release of glucoss inducad by glucagon binding
o the glucagon receptor. Such antagonism is readily determined by those skilled In
the art according to assays known to thosa skilled In the art.

Examplary glucagon receptor antagonists, assays for identifying such
antagonists and preferred dosage and methods of administraion are disclosed In the
following US patsnis, Intemational Patent Application publications and other

%)\
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publications: US 6,218,431, US 5,138,090, WO 98/04528, WO 98/01423, WO

00/39088, WO 00/89810, WO ©68/21957, WO 98/22100, WO ©68/22108, WO
§7/16442, Livingston et al. (1889), Madsen et al. (1998), de Laszo et al. (1989),
Chang et al. (2001), Cascier] et al. (1808), Ling et &l. (2001) and Gullion et al. (1998).

The Agents may include any glycogen synthase kingse-3 beta (GSK-3 B)
antagonist. Examplary GSK-3 B antagonists, asssys for idantifying such antagonists
and preferred dosage and methods of administration are disciosed In the following
US patents, International Patent Application publications and other publications: US
6,057,288, WO 01/56567, WO 01/09108, WO 01/48708, WO 01/44248, WO
01/44208, WO 01/42224, WO 00/21827, WO 00/38875, WO 09/85897, WO
98/18528, Coghlan et al. (200), Smith et al. (2001), Cross et al. (2001) and Lochhead
ot al. (2001).

The Agents for the invention may include aipha-glucosidase inhibltors. Any
alpha-giucosidase Inhibltor may be used as an Agant in the invention. Exemplary
alpha-glucosidase inhibitors include acarboes (also known as Pracose™) and migiitol
(also known as Glyset®), and analogs, derivatives, prodrugs and pharmaceutically
acceptable salta of those alpha-glucosidase inhibitors.

The Agents may. .Include Insulln secrstion stimulating sulfonylurea
compounds. Any Insulin secretion stimulating sulfonylurea compound may be used
as an Agent for the Invention. Exemplary Insulln secretion stimulating sulfonylurea
compounds inciude gliptzide, also known as Glucotrol® and Glucotrol XL®, glimepiride
(also known as Amaryf®), glyburide and chiorpropamida (also known as Diabinese®);
and analogs, derivatives, prodrugs and pharmaceutically acceptable salts thereof. A
preferred insulin secretion stimulating sulfonyiurea coinpounds Is giiplzdde.

The Agents may Include biguankie hepatic glucose output nhibliors. Any
biguanide hepatic glucose output inhibitor may be used as an Agent In the practice of
the invention. An exemplary biguanide is metformin, also known as Glucophage®.

The Agents may includa PPARy agonists, Including thiazolidinedions and
non-thiazolidinedions compounds. PPARy agonisis increase Insulln sensitivity in
tissues important for insulin action such as adiposa tiasue, skeletal muscle, and {iver.

Any PPARy agonists mdy be used as an .Agent In the practice of the
invention. Exemplary PPARy agonists include those described In the following US
Patants: US 4,340,6805; US 4,342.771; US 4,367,234; US 4,617,312; US 4,687,777
and US 4,703,062, and analogs, derivatives, prodrugs and phemaceutically
acceptabie salts thereof. Prefemmad PPARY agonists include darglitazone, cigiitazone,
snglitazone, piogiitazone, also known ae Actos®, and rosigiitazone, also known.as
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Avandia® and BRL-46853. PPARy agonists ‘are praferably administered in amounts

ranging from about 0.1 mg/day fo about 100 mg/day In single or divided doses,
preferably about 0.1 mg/day to about 50 mg/day fur an average subject, depending
upon the thiazolidinedione antidlabetic compound and the route of administration.
However, some variation In dosage will nacessarlly accur depending on the condtiion
of the subject being treated. The indMidual responuible for dosing will, in any event,
detarmine the appropriate dose for the individual subject.

The Agents may Include any dipeptidyl peptidase IV (DPP IV) inhibltors. The
termn DPP {V Inhibltor refers to any compound which Inhibits the anzyme dipaptidyl
peptidase. Such inhibition Is readlly deterrnined by those skilled in the art according
fo assays such aa thoss disciosed In International Patent Application publication
number WO 88/19088.

Examplary DPP IV Inhibitors Include those disclosed In US Patent Numbers
US 8,124,305, US 6,110,840 and US 6,124,305, in Intemational Patent Application
Publication Nos. WO 01/34584, WO 668/81431, WO 88/19688, WO 87/40832 and
WO 95/15308 and In Augustyns et al. (1987); and analogs, derivatives, prodrugs and
pharmacsutically acceptabie salts thereof.

- .Praferrad dosage and methods of administration are according to those
provided in WO 01/34584 and WO 88/19688. Scmae variation in dosage may
neceasarlly occur depending on the condition of tha sublect being treated. The
individual responsibie for dosing will, in any event, detenmine the appropriate dose for
the individual subject.

The Agents may aiso comprise any selectiva serotonin reupiake inhibitor
(SSRI). The term selective serctonin reuptake inhiblior refars to an compound which
inhibits the reuptake of serotonin by afferent neurons. Such Inhibition ls readily
determined by those skiled in the art according to standard aseays such as those
disclosed In US 4,538,518 and other US patents recited In the next paragraph.

Proferred SSRis which may be usad in accordance with this Invantion include
femoxetine, which may be prepered as described in U.S. Patent No. 3,912,743;
fluoxatine, which may be prepared as described in U.S. Patant No. 4,314,081,
fluvoxamine, which may be prepared as described in U.S. Patent No. 4,085,225;
indalpine, which may be prepared as described In U.S. Patent No. 4,064,255;
Indeloxazine, which may be prepared as described in U.S. Patent No. 4,108,088;
milnacipran, which may be prepared as described in U.S. Patent No. 4,478,838;
paroxetine, which may be prepared as described in U.S. Patent No. 3,912,743 or
U.S. Patent No. 4,007,199; seriraline, which may be prepared as described in U.S.
Patent No. 4,538,518; sibutramine, which may be prepared as described In U.S.

3
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Patent No. 4,829,826; and Zimekdine, which may be prepared as described in U.S.

Patent No, 3,628,389. Fluoxetine la also known as Prazac®. Sertraline
hydrochlarids, alsa known as Zoloft®, may be prepared as set forth In US 4,538,518.
Sibutramine Is also known as Meridia®. SSRIs that may be used as Agents Include
analogs, derivatives, prodrugs and phammaceutfically acceptable saits of the SSRis
described above.

SSRis are preferably administered in amounts ranging from about 0.01
mg/kg/day to about 500 mg/kg/day In single or divided doses, preferably about 10 mg
to about 300 mg per day for an average subject, depending upon the SSRI and the
route of administration. However, some variation In dosage will necessarily occur
depending on the condition of tha sublect being freated. The individual responsible
for dosing will, In any event, determine the appropriais dose for the Individual subject.

The Agents may further comprise any 3-hydroxy-3-methyiglutaryl coenzyma
A (HMG-CoA) reductase Inhiblior (statin), The term 3-hydroxy-3-methyigiutaryt
coenzyme A (HMG-CoA) reduciase Inhiblior refers to a pharmaceutical compound
which Inhiblts the enzyme 3-hydraxy-3-methyigiutaryl-coenzyme A (HMG-CoA)
reductase. This enzyme |s involved in the conversion of HMG-CoA to mevalonate,
which Is one of the steps In cholesterol biosynthasis. Such inhibition is readily
detarmined according to standard assays well known to those skilled in the art.

Preferred statins which may be used In accordance with this invertion include
atorvastatin, disclosad In U.S. Patent No. 4,681,893, atorvastatin calclum, disclosed
In U.S. Patent No. 5,273,995, cerivastatin, disclosed In U.S. Patent No. 5,502,198,
dalvastatin, disclosed In European Patent Application Publication No. 738,510 A2,
fluindostatin, diaciosed In European Patent Applicaticn Publication No. 383,834 A1,
fluvastatin, disciosed In U.S. Patent No. 4,739,073, lovastatin, disclosed in U.S.
Patent No. 4,231,938, mevastatin, disciosed in U.S. Patent No. 3,983,140,
pravastatin, disclosed In US 4,348,227, simvastatin, disdosed In U.S. Patent No.
4,444,784 and velostatin, disclosed In U.S. Patant No. 4,448,784 and U.S. Patent
No. 4450,171. Espedally preferred 3-hydroxy-2-methyiglutaryl coenzyme A
reductase inhibitors include atorvastatin, atorvastatin calcium, aleo known as Lipitor®,
lovastatin, also known as Mevacor®, pravastatin, also known as Pravachof®, and
simvastatin, also known as Zocor®; and anslogs, derivatives, prodrugs and
pharmacsutically acceptable salts thereof.

Statins are preferably administered in amounts ranging from about 0.1 mg/kg
to about 1000 mg/kg/day In single or divided doses, preferably about 1 mg/kg/day to
about 200 mg/kg/day for an average subject, depending upon the statin and the route
of administration. However, some variation in dosage will necessarly occur
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depending on the condition of the subject being treated. The Individual reaponsible

for dosing wili, in any event, determine the appropriate dose for the individual subject.

The Agents may Include any anglotensin canverting enzyme (ACE) inhibitor.
The tenn angiotensin converting enzyme Inhititor refers to a phamaceutical
compound which Inhibits anglotensin converting anzyme activity. ACE s involved in
the conversion of anglotensin | to the vasoconstrictor, anglotensin Il. The activity of
ACE Inhibitors may readlly be determined by methods known to thase skilled in the
art, Including anty of the standerd assays described in the patents listed beiow.

Preferred ACE inhibitors include: alaceprll, disclosed In U.S. Patent No.
4,248 ,883; benazeprl, disclosed In U.S. Patent No. 4,410,520; captopril, disciosed In
U.S. Patent Nos. 4,046,889 and 4,105,776; ceronapril, disclosed in U.S. Patent No.
4,452,790; delapril, disciosed In U.S. Patent No. 4,385,051; enalaprl, disclosed in
U.S. Patent No. 4,374,829; fosinoprli, disciosed in U.S. Patent No. 4,337.201;
imadapril, disclosed In U.S. Patent No. 4,508,727; Isinopril, disclosed In U.S. Patent
No. 4,555,502, moexiprll, disciosed in U.S. Patent No. 4,344,048; moveitopril,
disciosed In Belglan Patent No. 883,553; perindop/l, diaciosed in U.S. Patent No.
4,508,729; quinapril, disciosed In U.S. Patent No. 4,344,949; ramiprl, dlaciosed In
U.S. Patent No. 4,587,258; spirapril, disclosed In U.S. Patent No. 4,470,872;
temocaprll, disclosed in U.S. Patent No. 4,800,805; and trandolapril, dieciosed In
U.S. Patent No. 4,833,361; and analogs, derivatives. prodruge and pharmaceutically
acceptable salts thereaf. .

- ACE Inhibltors are preferably administered in amounts ranging from about
0.01 mg/kg/day to about 500 mg/kg/day In single or divided doses, preferably about
10 mg to about 300 mg per day for an average subject, depending upon the ACE
inhibitor and the route of administration. However, some variation In dosage will
nacessarlly occur depending on the condition of the subject being treated. The
individual responsible for dosing will, in any event, detsrmine the appropriate dose for
the individual subject.

The Agents may include any angiotensin-li receptor (A-ll) antagonist The
term angiotensin-il receptor antagonliet refars to a pharmaceutical compound that
blocks the vasoconstrictor effects of angiotensin 1l by blocking the binding of
angiotensin 11 to the AT; receptor found In many tissues, (e.g., vascular smooth
muscie, adrenal gland). The activity of an A-lt antagonist may readily be determined
by mathods known to those skilled in the art, Including any of the standard assays
described In the patents listed balow. .

Prefarred A-1! antagonisis inciude: candesartan, which may be prepared as
disciosad in U.S, Patent No. 5,198,444; eprosartan, which may be prepared as
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disclosed in U.S. Patent No. 5.185521: irbesartan, which may be prepared
disciosed In U.S. Patent No. 5,270,317; losartan, which may be prepared as
disciosed in U.S. Patent No. 5,138,068; and valsartan, which may be prepared as
disciosed In U.S. Patent No, 5,388,578; and analogs, derivatives, prodrugs and
pharmacsutically acceptable salis thareof. More prefarred anglotensin-il receptor
antegonists are losartan, Irbesartan and valsartan.

A-ll antagonists are preferably administered In amounts ranging from about
0.01 mg/kg/day to abaut 500 mg/kg/day In single or divided doses, preferably about
10 mg to about 300 mg per day for an average subject, depending upon the A-ll
antagonist and the route of administration. Howewsr, some varlation in dosage will
necaessarlly occur depending on the condition of the subject being treated. The
individual responalble for dosing will, In any event, datermine the appropriate dose for
the individual subject.

: The Agents may include any y-aminobutyric acld (GABA) agonist. The term y-
aminobutyric acid agonist refers to a phamacsutical campound that binds to GABA
recepiors In the mammalian central nervous system. GABA la the major inhibitory .
neurctrensmitier in the mammalian central nervous system. The activity of a GABA
agonist may readlly be determined by methods known to those skilled In the art,
including the procedures disciosed in Janssens de Verebeke, P. et al., Blochem.
Pharmacol,, 31, 2257-2281 (1982), Loacher, W., Blochem, Pharmacol,, 31, 837-842,
(19882) and/or Philtipa, N. st al., Biochern. Pharmacol,, 31, 2257-2281.

Preferrad GABA agonists Include: muscimol, which: may be prepared as
disclosed In U.S. Patent No. 3,242,180; progabide, which may be prepared
disciosed in US 4,004,092; riluzole, which may be prepared as disclosad in U.S.
Patent No. 4,370,338; baclofen, which may be preparad as disclosed in U.S. Patent
No. 3,471,548; gabapentin (Neurontin®), which may be prepared as disclosed in U.S.
Patent No. 4,024,175; vigabatrin, which may be prepared as disclosed In U.S. Patent
No. 3,860,827; tlagabine (Gabltril®), which may be prepared as disclosed In US
5,010,090; lamotrigine (Lamictal®), which may be prepared as disclosed In U.S.
Patent No. 4,602,017, pregabalin, which may be prepared as disclosed in U.S.
Patant No. 8,028,214; phenytoin (Dilentin®), which mav be prepared as disclosed In
U.S. Patent No, 2,409,754; carbamazepine (Tegretol®), which may be prepared as
disclosad In U.S. Patent No. 2,948,718; and topiramate (Topamax®) which may be
prepared as disciosed In U.S. Paient No. 4,513,008; and analogs, derlvatives,
prodrugs and pharmaceutically acceptable salts of those GABA agoniats.
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in general, In accoriance with this Invention, the GABA agonist used as the

Agents will be adminletered In a dosage of about 4 mg/kg body weight of the subject
to be treated per day to about 80 mg/kg body weight of the subject to be treated per
day, In single or divided doses. However, aome varlation In dosage will necessarlly
occur depending upon the condiion of the subject being treated. The person
responsible for administration will, In any event, daterrnine the appropriate doss for
the individual subject. In particular, when used as the GABA agonist In this Invention,
pregabalin will be dosed at about 300 mg to about 1200 mg per day; gabepentin will
be dosad at about 600 mg fo about 3600 my per day.

‘The Agerta may Inchude any glycogen phosphorylase inhibitor (GP1). The term
glycogen phosphoryless inhibitor refere o any substance or compound or any
combination of substances and/or compounds which reduces, retards, or eliminatea
tha enzymatic action of glycogen phosphorylase. Such aclions are meadily
datermined by thoes skilled In the art according fo standard assays as described In
U.S. Patant No. 5.088483. U.S. Patent No. 5,088,483, Intemafional Patent
Application Publication No. WO 98136384 and International Patent Application
Publication No. WO 86/38385 exemplify GPI's that may be Agents.

GPls are preferably administarad In emounts ranging from about 0.005
mg/kg/day to about 50 mg/kg/day In" single or divided doses, preferably about 0.1
mg/kg to about 15 mg/kg per day for an avarage subject, depending upon the GPI
and the route of administration. However, some varlation In dosage will necsssarily
ocsur depending on the condition of the subject being treated. The Individual
responsile for dosing will, in any event, determine the apprapriate dose for the
individual subject.

The Agents may Include any sorbitol dehydrogenase inhibitor (SDJ). The
tarm sorbitol dehydrogenase Inhibitor refers to any substance or compound or any
combination of aubstances and/or compoundss which reduces, retards, or eliminates
the enzymatic action of sorbitol dehydrogenase. Sorbital dehydrogenase catalyzes
the oxidation of sorbltol to fruciose.

Exemplary SDis include those dieclosed In ccrmmonly assigned U.S. Patent
No. 5,728,704, U.S. Patent No. 5,886,578 and Imtamational Patent Application
Publicaion No. WO 00/58510; and analogs, derivatives, prodruge and
pharmacsutically accepiabie salts thereof.

SDIs ama preferably administered (n amountis ranging from about 0.001
mg/kg/day fo about 100 mg/kg/day In single or dividad doses, preferably about 0.01
mg/kg to about 10 mg/kg per day for an average subject, depending upon the SDI
and the routs of adminletration. However, some variation in dosage will necessarily
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occur depending on the condiion of the subjsct being teated. The person

responsible for administration will, in any event, determine the appropriate dose for
the individual sublect.

The Agents may include any phosphodiesterase type 5 (PDE-S) Inhibitor. The
term phosphodiesterass typa 5 Inhibitor refars to any substance or compound or any
combination of substances and/or compounds which reduces, retards, or eliminates
the enzymatic action of cyclic guanosine monophosphate (¢-GMP)-specific PDE-5.
Such actions are eadily determined by thoee skilled In the art according to assays as
described in International Patent Appiication Publication No. WO 00/24745.

The following patent publications exemgilfy phosphodiesterase type 5
inhibitors which can be used as the Agents of thia invention, and refer to methods of
preparing those phosphodiestarase type 5 (PDE-£) Inhibitors: Intermnational Patent
Application Publication No. WO 00/24745; Intemational Patent Application
Publication No. WO 04/28002; Europsan Patent Application Publication No.
0463756A1; European Patent Application Publication No. 0526004A1 and European
Patent Application Publication No. 0201188A2. Preferred phosphodiesterase type 5
inhibitor are sidenafll (preferably sildenafll citrate, alzo known as Viagra®) which may
be prapared as set forth in U.S. Patent Noe. 5,250,534 and 5,055,611, tadalafll (also
known as Clalle®) which may be prepared-as set forth In U.S. patent No. 5,859,008 and
vardinafii (also known as Levitra®) which may be prepared as set forth In U.S. Patent
No. 8,362,178. Exsmplary POE-5 Inhibltors also Inclucs analoge, derivatives, prodrugs
and pharmaceutically acceptabls salts of the PDE-5 inhibitors listed abave.

PDE-5 Inhibitors are preferably administered ir. amounts ranging from about 5
mg/day to about 500 mg/day in single or divided doses, preferably about 10 mg/day
to about 250 mg/day, for an average subjsct depending upon the PDE-5 Inhibitor and

the route of administration. However, same variation In dosage will necessarily occur-

depending on the condition of the subject being treated. The Individual reaponsible
for dasing will, In any event, determine the appropriate dose for the Individual subject.

The Agents may Inciude any aldose reductase Inhibitor. The term aldose
reductasa inhibitor refers to compounds that inhibit the bloconversion of giucoss to
sorbliol catelyzed by the enzyme aidose reductase. Exemplary akiose reductase
inhibltore include ponairesiat, disclosed in U.S. Patent No. 4,251,528, tolrestat,
disciosad In U.S. Patent No. 4,600,724, epalrestat, disciosed In U.S. Patents Nos.
4,464,382, 4791,128 and 4,831,045, zanarestat, disclosaed in U.S. Patent Noe.
4,734,419, and 4,883,800, zopolrestat disclosed In U.S, Patent No. 4,830,140 and
preferred aidose reducatase Inhibliors disclosed In U.S. Patent No. 6,579,879.
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Examplary aldose reductase Inhibitors azllso include analogs, derlvatives, prodrugs and
pharmaceutically acceptable saits of the aldose reduictase Inhibitors (isted above.

The amount of aidose reductase Inhibitor that Is administered per dose and
the Intervals between dosas will depend upon the aldose reductase Inhibltor being
used, the type of pharmaceutical compositions being used, the cheracteristics of the
subject being treated and the severily of the conditions, If any, being treated. Aldose
reductase inhibltors are preferably administered In amounts ranging from about 0.001
mg/kg/day to about 1000 mg/kg/day in single or divided doses, preferably about 0.01
mg/kg to about 500 mg/kg per day for an average subject, depending upon the
aldose reductase inhibltor and the route of administration. Howaver, some varlation
in dosage will necessarlly occur depending on the condition of the subject being
treated. The person responsible for administration ‘will, In any event, detarmine the
appropriate dose for the Individual subject. A preferred aidose reductase Inhibitor Is
zopaolrestat which Is administarad preferably at a dosage of betwesn 250 mg and 500
mg per day.

The Agents may also include antl-obesity agents such as apolipoprotein-B
sacreforvmicrosomal triglyceride transfer protein (apo-B/MTP) Inhibltors, 11p3-
hydroxy steroid dehydrogenase-1 (118-HSD- type ‘1) Inhibltors, peptide YYss o
analogs thereof, cannabinoid antagonists (e.g., CB-1 antagonists, such as
rimonabant and purine compounds descrived in U.S. Patent Publication No.
2004/0002520), MCR-4 agonists, cholecystokinin-A {CCK-A) agonists, monoamine
reuptake Inhibltors (such as slbutramine), sympathomimetic agents, p; adrenengic
recepior agonists, dopamine agonists (such as bromocriptine), melanocyte-
stimulating hormone receptor analogs, SHT2c agonists, meianin concentrating
hormone antagonists, isptin (the OB protein), leptin analogs, leptin recepior agonists,
gaianin antagonlets, lipase inhibitors (such as tetahydrolipstatin, la. orlstat),
anorectic agents (such as a bombesin agonist), neuropeptide-Y recaptor antagonists
(e.g., NPY Y5 receptor antagonists, such as the spimo compounds described in U.S,
Patent Nos. 6,566,367, 6,649,624, 6,638,042, 6,605,720, 6,495,559, 6,482,053,
8,388,077, 8,335,345, and 6,326,375, U.S. Patent Publication Nos. 2002/0151456
and 2003/036652, and PCT Pubilcaion Nos. WO 03110175, WO 03/082180 and
WO 02/048152), thyromimetic agents, dehydroepiandrosisrone or an analog thereof,
glucocorticold receptor agonists or antagonists, orexin receptor antagonists,
glucagon-ilke peptide-1 receptor agonists, cliary neurotrophic factors (such as
Axokina™ avaiiable from Regeneron Pharmaceuticals, Inc., Tamytown, NY and
Procter & Gamble Company, Cincinnat!, OH), human agouti-related protaine (AGRP),
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ghrelin receptor antagonists, histamine 3 receptor antagonists or inverse agonists,
neuromedin U receptor agonists and the iike. Other anti-obesity agents, are well
known, or will be readily apparent in light of the Inatant disclosure, to one of ardinary
ekill In the art. Especially preferred are anti-obesity agents selectad from the group
consisting of orlistat (prepared as described prepared as described in U.S. Patent
Nos. 5,274,143, 5,420,305, and 5,540,017), sibutramine (prepared as described
prepared as described In U.S. Patent No. 4,820,6820), bromocriptine (U.S. Patent
Nos. 3,752,814 and 3,752,888), ephedrine, leptin, pseudoephedrine; rimonabant
{prepared as describad prapared as described In .8, Pat. No. 5,624,941), peptide
YYsx Or 2n analog thereof (prepared as described In U.S. Patant Publication No.
2002/0141685 and PCT Publication No. WO 03027637). and and the NPY Y5
receptor  antagonist  2-0x0-N-(5-phenyipyrazinyl)spiro-{lsocbenzofuran-1(3H),4'-
plperidinel-1'-carboxamkie. Other preferred NPY Y5 receptor antagonists are those
described In PCT Publication No. WO 03/08219C, including 3-oxo-N-(5-phenyl-2-
pyrazinyi)}-spofisobenzofuran-1(3H), 4"-piperidine}-1'carboxamide;  3-oxo-N-(7-
trifluoromethylpyride[3,2-blpyridin-2-yl)-spiro-{lsobenzofuran-1(3H), 4-piperidine}-1'-
carboxamide; N- [5-(3-fluorophenyl)-2-pyrimidinyf}~3-oxoepiro-{isocbenzofuran-1(3H),
[4-plperidine]-1'-carboxamide; trans-'-ox-N-{5-phenyl-2-pyrimidinyi)]
spirolcyclohexane-1,1'(3'HHscbenzofuran}-4-carboxamide;  trans-3'-axo-N- [1(3-
quinoiyl}-4-Imidazolyljspiro{cyciohaxane-1,1'(3'HHsobsnzofuran}-4-carbaxamide;
trans-3-0x0-N~(5-phenyl-2-pyrazinyl)spiro[4-azaiso-benzofuran-1(3H),1'-
cyclohexane]-4'-carbaxamide; trans-N-[5-(3-fluorophanyi)-2-pyrimidiny{}-3-
oxospim{S-azalsobenzofuran-1({3H), 1'~Cycichexane)-4'-carboxamide; frans-N-{5-(2-
fluorophenyl)}-2-pyrimidinyl}-3-axnepliro{5-azaisobenzofuran-1(3H), 1'-cyclohaxane]-
4'-carboxamide; trans-N-{1-(3,5-dfluorophanyl)-4-imidazolyl]-3-oxoapira[7-
azaisobenzofuran-1{3H),1’-cyclohexane}-4'-carbccmmide;  frans-3-oxo-N-{1-phanyk
4-pyrazolyl)spiro{4-azalscbenzofuren-1(3H), 1'-cyclohexane]-4'-carboxamkie; frans-
N-{1-(2-fluorophenyt)-3-pyrazolyl]-3-axospirof8-azalsobenzofuran-1(3H),1'-
cyclohexane}-4’-carboxarnide; trans-3-0xo-N-(}-phenyl-3-pyrazolyl)spiro6-
azalsobenzofuran-~1(3H), 1’-cyclohexane}-4'-carboxamide;  frans-3-oxo-N-{2-phenyl-
1,2,3-trlaznl4-y1)spiro[8-azaiscbenzofuran-1 {3H), 1’-cyciohexane]-4'-carbaxamide,
and and pharmaceutically acceptable salis and prodrugs thereof. Prefsrably,
compounds of the present invention and combination therapies are administered In
conjunction with exercise and a sanalble dist

The Agents ara amployed for the methods of this Invention elther alone or In
comblnation with one or mora other Agents. The Agents may be administered alone
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or with one or more ph-nnacauﬁe:";ly accepable cariers, diivents or. fillers.
Pharmaceutical compoattions containing the Agen=s may be readily administered In a
variety of dosage forms such as tablets, powders, lozenges, syrups, injectabie
solutions and eo forth. These pharmaceutical ~ompositions may, if so desired,
contain addlional ingredients such as flavoringa, binders, exciplents and the like.
For the purposea of oral administration, tablets containing varlous exciplents such as
sodium citrate, calcium carbonate, and calcium diphosphate may be used along with
varicus disintegrants such as starch, alginic add and certasin complex sllicates,
together with binding agents such as polyvinylpyrrolidone, sucrose, gelatin and
acacla. Additionally, lubricating agents such as magnesium stearate, sodium lauryl
sulfate, and taic are often useful for tableiting purposes. Sold compositions of a
similar type may also be used as fiilers In soft and hard flled gelatin capsules.
Preferred materials for this use include lectose or milkk sugar and high molecular
welght polyethyiene glycols. When aqueous suspensions or elbdrs are desired for
oral administration, the Agent therein may be combined with varlous swestening or
flavoring agents, coloring matter or dyes and, If decired, emulsifying or suspending
agents; together with diluents such as water, ethanal, propylene glycol, glycerin or
various combinations thereof.

- For parenteral administration, solutions of the Agents useful in this lnvention,
in sssame or peanut oll, aquecus propylene glycol, or In steriie aqueous solution may
be empioyed. Such aguecus solutions should be sultably buffered If necessary and
the liquid dliuent first rendered Isotonic with sufficent saline or glucose. These
parlicular aqueous solutions are espacially sultable 7or Intravenous, Intramuscular,
subcutaneous and Intraperitoneal edministration. In this connection, the sterila
aqueous media employed are all readily avallable by standard tachniques known to
those sklilled in the art. Mathods of preparing various pharmaceutical compositions
with a certain amount of active ingredient are known, or wili be apparent In fight of
this disclosure, to those with kil in the art. For examples, methods of preparing
pharmacsutical compositions are described In Gennaro (2003).

The disciosures of all patents, applications, publications and documents,
including brochures and technical bulletins, clted horeln, are hersby expressly
Incorporatad by reference in thelr entirety. It is bellevad that one skified in the art
can, based on the present description, including the exampies, drawings, and
appendant claimes, utiiize the present invention to Its fullest extent.

It is belleved that ons skilled In the art can, ueing the present description,
including the Examplea, sequence listings and attendant claime, utilize the present
invention to Its fullest extent. The following Examples ara to ba construed as merely
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llustrative of the practice of the invention and nct imitative of the remainder of the

disclosure In any manner whatsoaver.

EXAMPLES
Example 1
GPR40 Bxpressing 293 Cells

Expression vector construcis containing the GPR40 gene alleles were
prepared based upon the vector, pIRESpuro, (catalog no. 8031-1, BD Blosclences,
Franklin Lakes, NJ). One such expression vecior construct has the sequence of
SEQ. ID. NO: 11 and the restriction map shown In Figure 4. Human embryonic
kidney (HEK) 283 cells which have been transfonned with adenovirus 5 (avaliable
from the ATCC, catalog no. CRL-1573) were grown In medla containing DMEM
{catalog no. 11885-085, Invitrogen, Carisbad, CA), 10% FBS (catalog no. 16140-071,
Invitrogen) and 100 units Pern/Strep (catalog no. 15140-122, invitrogen). When the
calls reached 80% confiuence, they were transfected with the GPR40 containing
expression vectors using Fugene-8 reagent (Roche Dlagnostics Corporation,
Iindlanapolis, IN). Following 48 hours incubation, the media was aspirated and new
media containing DMEM, 10% FB8S, 100 units PervStrep end 1ug/mi puromycin were
added. At four weeks, cloning cylinders (Sigme-Aldrich Ca., St. Louls, MO) were
used to- sslect stable clones having puromycin resistance conveyed by the
pIRESpuro vector. These colonies were allowed to amplify for an additional four
weeks and fast growing colonles were selaciad resuliing In HEK 283/GPR40 cells for
use In the FLIPR assay of Example 2.

Example 2
GPR40 FLIPR Assay

On day one, HEK 283/GPR40 cells prepared according to Example 1 and
control HEK 293 cells were plated !n poly-D-lysina-couted 384-well black piates with
clear bottom (catalog no. 354883, BD Blosclences) at 10,000 celis per weli (30 ul per
well of 3.3 x 10® cells/mL soiution) in growth medium contalning DMEM, 10% FBS
and Penn/Strep (100 pg/mlL), with the addition of 1 pg/mL puromycin for HEK
203/GPRAQ celis only, and incubated at 37 °C In 5% CO,. On day two, the medium
from each well was removed and replacad with 30 ul cf serum-free medium (DMEM
and Pen/Strep only, and no FBS), with the addition of 1 pg/mL puromycin for HEK
293/GPR40 celia only. On day three, dye vials of the FLIPR® Calclum 3 assay kit
(catalog no. RB0G1, Molecular Devices, Sunnyvele CA) were reconslithited with 11
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mL Hanks’ Buffared Saline Solution (component of FLIPR® aseay kit) and 225 pl

freshly-made 250 mM probenecid stock containing SN NaOH (1 mL), probenecid
(0.74 g) (catalog no. P8761, Sigma-Aldrich Co.) and 1X FLIPR buffer (8 mL) (made
from 10X FLIPR buffer contalning, per llter, NaCl (64.88 g), D(+) glucose anhydrous
(18.02 g), MgSO,*TH;O (1.2 g), KC (3.73 g), HEPES (23.8 g) and CaCl, (1.11 g), at
pH 7.4). Falty acide and other GPR40 ligand test compounds wera diluted to
concentrations of betwean 0.05 pM and 100 M In FLIPRDMSO (1X FLIPR buffer
contalning 0.25% DMSO). Thirty microfiters of dye was added to each plate well and
the plates were incubated at 37 *C and 5% CO; for one hour. Calclum flux was
measured using a FLIPR plate reader {Molecular Devices). Test compound solutions
were Injected into each well (15 | per well) at a rate of 10 pl per second. Exposures
were made very two seconds for 0.4 seconds par exposure for 50 axposures.

Eampled
DNA Isolation and Pyrification
DNA from a whole blood sample is lsclated and purified using the Puregene®
DNA lsolation Kit (Gentra Systems, Inc. Minneapolls, MN) according to the
manufacturer's Instructions. Altematively, red bloods celis from frazen whole blood
samples may be lysed by mixing thawed, whole blood (1 mL) with RBC Lysls Solution
{Gentra Systems, Inc.), for example, in a 3:1 ratio (I.e., 3 mL RBC Lysls Solution to 1

.ml. whole blood) and mixed. The solution Is incubated for 10 minutes at room

temperature. After incubation, the solution Is centrifuged at 1,800 xg for 10 minutes.
The supematant from the tube is poured off and the resulting pellet is re-suspended
in the residual supernatant Celi Lysis Solution (1 mL) (Gentra Systems, Inc.) is then
added, for example, to a volume equivalant to that of the Initlal whole blood volume.
RNase A Solution (5 ul) (Gentra Systems, Inc.) s sdded to the cell lysate and the
tube s incubated at 37°C for 15 minutes. The sample is then cooled 10 room
temperature, Protsin Precipltation Sciution (333 ul) (Genira Systema, Inc.) ia added
fo the cell lysate and the mixture Is mixad by vortaxing at high speed for at isast 20
seconds. The mixture Is then cantrifuged at 1,800 g for 10 minutes resulting In a
tight protsin pellet. The resulting supematant contalning DNA Is poured Into a clean
15 mL centrifuge tube contalning a 10 mL of 100% Isopropanal (2-propancl). The
sample Is mixed by gently Inverting the tube (approximately 40-80 times) untii DNA
precipitates. Iif DNA does not appear, seven ul of Glycogen (20 pg/mL) per mL of
whole blood (original starting material) is added and incubate at room temperature for
16 minutes. The sampla is then centrifuged at 1,800 :qg for three minutes resulting In
a srna_nll white DNA pellet. The supematant is pourad off and the tube drained onto
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absorbent paper. Ten mb of 70% ethanol are added and the tube Inverted several

fimes to wash the DNA pellst The sampie Is centiffuged for one minute at 1,800 xg.
The supematant is then be poured off, and the tube Is inverted and air-dried.

Example 4
Allellc Discriminatica

Primers and Taqman® MGB probes (Apgplied Biosystsms) were designed
using the software Primer Express version 1.5 (Applled Blosystems). The PCR
reaction was carried out In a volume of 5 pl conslsting of: 2.5 W of 2X TagMan®
Universal PCR Master Mix (no AmpErase), 200 nM of each probe, 800 nM of the
forward and reverse primers, and water to 5 ul. Altematively, primers and probes
wera obtained as a TaqgMan Assays-on Demand™ (Applied Blosystemns) and the
PCR reaction wae carrled out In 5 pl consisting of: 2.5 pl of 2X TagMan® Univeraal
PCR Master Mix (no AmpErase), 2.25 u water and (.25 pl of 20 X Assay Mix. The 5
pl reaction mbdure was added {o approxdmately 10 ng of dried DNA In the well of a 86
wall-plate, The plates were placed on a titer plate ahaker and shaken vigorously for
10 minutes and then briefly spun at 1000 RPM. Thermal cydling was performed in @
GeneAmp® PCR System 8700 (Applled Biosytemu) with a dual 384-well sample
block madule using the following tharmal cydling conditions: 85° C for 10 minutes, 40
cycles of 82 °C for 15 ssconds and 80 °C for ona minute. The fluorescent signal was
detected using an ABI PRISM 7800HT Sequence Detsctor (Appfied Blosystems)
according to the manufacture’s Instructions. The data was analyzed with the
Sequence Detsction Systam (SDS) software version 2.1 (Appfiad Blosytema).

Eample 5
Investigation of Variants for GPR40 in Type || Disbetic Patients

Of the 2465 subjects analysed, 1332 were male and 857 were female. Allsle
frequencies were estimated by counting the occurrences of the particular allele of
GRP40, and then dividing by two times number of indlviduals to account for the two
alleles contributed by each subject  Genotype frequencies were estimated by
counting the occurrences of a particular genctype and then dividing by the number of
Individuals.
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CLAIMS

1. A genotyping method, comprising detsrmining the amino acid that is
encoded by the GPR40 gene of a human subject at amino acid number 211.

2. A method of calm 1 further comprising determining the amino acld
that Is encoded at amine acid number 211 by both alleles of the GPR40 gene of sald
subject.

3. A genolyping method of claim 1 further comprising determining
whether the GPR40 gene of a sald subject encodes an amino acld number 211 that
Is other than histidine.

4, A genolyping method of cdaim 1 further comprising determining
whether the GPR40 gena of a sald subject encodes an amino acid number 211 that
Is arginine. '

5. A genolyping method of claim 1 further comprising determining
whether the GPR40 gens of a sald subject encodes an amino acid number 211 that
ia histidine.

6. A genciyping method of clalm 1 further comprising:

tsolating nudleic acid from a humsin subject;

amplifying a contiguous sequence of sald nuclelc acid, wherein sai
contiguous sequance comprises the nudectides of GPR40 that encode amino add
number 211, or the compiementary sequence thereof;

treating sald contiguous sequence with a nucleotide probe that enables
determination of the amino acid encoded at amino acid number 211 of the GPR40
gene of said subject; and

determining whether sakd probe hybridizes to said contiguous sequence
under condltions of high stringency.

7. A method of claim 6 wherein sald Jrobe enables datsrmination
whether amino add number 211 of said GPR40 gene is: hietidine.

8. A method of claim 6 wherein sald probe snables determination
whether amino acid 211 of sald GPR40 gene Is arginina.

9. A method of claim 6 whereln sald prcbe consists of a contiguous
portion of a nucleotide sequence of SEQ. ID. NO: 8 having a length of about 13 to
about 35 nucleotides, linked to a detectable label, and ncluding the nucieotides
encoding amino acld 211, or the complementary nucleotide sequence thereof.

10. A method of claim 8 wherain said probe consists of a contiguous
portion of a nucieotide sequence of SEQ. ID. NO: 10 having a length of about 13 to
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about 35 nudlectides, linked to a detactable label, and Induding the nucleotides

encoding amino acid 211, or the complementary nucleotide sequence thereof.

11. A method of treatment, comprising:

determining the amino acid that Is encoded by the GPR40 gaene of a human
subject at amino acld number 211; and

freating said subject with a therapeuticaily sffective amount of an Agent for
freatment or prevention of a dissase or pathological condition medlated by having at
least one allele of the GPR40 gene wherein the encoded amino acld number 211 Is
other than histidine.

12 A method of claim 11, wherein sald Agent Is a thiazolidinedione
antidiabetic compound, a phamnaceutically acceptable prodrug thereof or a
pharmacsutically acceptable salt thereof.

13. A method of claim 11, wherein sald Agent Is a dipeptidyl peptidase IV
inhibltor, a pharmaceutically acceptable prodrug thereof or a phamaceutically
acceptable salt thereof.

14. A Kit, comprising a nucleotide probe that anables determination of the
amino acld encaded at amino acid number 211 of the GPR40 gens of a human

.subject

15. A method of characterizing an Agent, comprising:

measuring the competitive inhibition by a test Agent of binding of a GPR40
ligand to a first human GPR40 recsptor whereln amino ackd number 211 s histidine;
and

measuring the competitive inhibition by sald compound of binding of a GPR40
figand to a second human GPR40 receptor whereln amino acid number 211 Is other
than histidine,

b
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FIG 5A

SEQ ID NO 1

Human GPR40 nucleotide sequence
ATGGACCTGCCCCCGCAGCTCTCCTTCGGCCTCTATGTGGCCGCCTTTGCGCTGGGCTTCCCGCTCAAC
GTCCTGGCCATCCGAGGCGCGACGGCCCACGCCCGGCTCCGTCTCACCCCTAGCCTGGTCTACGCCCTG
AACCTGGGCTGCTCCGACCTGCTGCTGACAGTCTCTCTGCCCCTGAAGGCGGTGGAGGCGCTAGCCTCC
GGGGCCTGGCCTCTGCCGGCCTCGCTGTGCCCCGTCTTCGCGGTGGCCCACTTCTTCCCACTCTATGCC
GGCGGGGGCTTCCTGGCCGCCCTGAGTGCAGGCCGCTACCTGGGAGCAGCCTTCCCCTTGGGCTACCAA
GCCTTCCGGAGGCCGTGCTATTCCTGGGGGGTGTGCGCGGCCATCTGGGCCCTCGTCCTGTGTCACCTG
GGTCTGGTCTTTGGGTTGGAGGCTCCAGGAGGCTGGCTGGACCACAGCAACACCTCCCTGGGCATCAAC
ACACCGGTCAACGGCTCTCCGGTCTGCCTGGAGGCCTGGGACCCGGCCTCTGCCGGCCCGGCCCGCTTC
AGCCTCTCTCTCCTGCTCTTTTTTCTGCCCTTGGCCATCACAGCCTTCTGCTACGTGGGCTGCCTCCGG
GCACTGGCCQQQTCCGGCCTGACGCACAGGCGGAAGCTGCGGGCCGCCTGGGTGGCCGGCGGGGCCCTC
CTCACGCTGCTGCTCTGCGTAGGACCCTACAACGCCTCCAACGTGGCCAGCTTCCTGTACCCCAATCTA
GGAGGCTCCTGGCGGAAGCTGGGGCTCATCACGGGTGCCTGGAGTGTGGTGCTTAATCCGCTGGTGACC
GGTTACTTGGGAAGGGGTCCTGGCCTGAAGACAGTGTGTGCGGCAAGAACGCAAGGGGGCAAGTCCCAG
AAG

* Nucleotides encoding aminoc acid number 211 are highlighted
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FIG 5B

SEQ ID NO 2

Human GPR40 amino acid sequence
MDLPPQLSFGLYVAAFALGFPLNVLAIRGATAHARLRLTPSLVYALNLGCSDLLLTVSLPLKAVEALAS
GAWPLPASLCPVFAVAHFFPLYAGGGFLAALSAGRYLGAAFPLGYQAFRRPCYSWGVCAAIWALVLCHL
GLVFGLEAPGGWLDHSNTSLGINTPVNGSPVCLEAWDPASAGPARFSLSLLLFFLPLAITAFCYVGCLR

ALABSGLTHRRKLRAAWVAGGALLTLLLCVGPYNASNVASFLYPNLGGSWRKLGLITGAWSVVLNPLVT
GYLGRGPGLKTVCAARTQGGKSQK

* Amino acid number 211 ais haighlaghted
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FIG 6GA

SEQ ID NO 3

Human GPR40 nucleotide sequence
ATGGACCTGCCCCCGCAGCTCTCCTTCGGCCTCTATGTGGCCGCCTTTGCGCTGGGCTTCCCGCTCAAC
GTCCTGGCCATCCGAGGCGCGACGGCCCACGCCCGGCTCCGTCTCACCCCTAGCCTGGTCTACGCCCTG
AACCTGGGCTGCTCCGACCTGCTGCTGACAGTCTCTCTGCCCCTGAAGGCGGTGGAGGCGCTAGCCTCC
GGGGCCTGGCCTCTGCCGGCCTCGCTGTGCCCCGTCTTCGCGGTGGCCCACTTCTTCCCACTCTATGCC
GGCGGGGGCTTCCTGGCCGCCCTGAGTGCAGGCCGCTACCTGGGAGCAGCCTTCCCCTTGGGCTACCAA
GCCTTCCGGAGGCCGTGCTATTCCTGGGGGGTGTGCGCGGCCATCTGGGCCCTCGTCCTGTGTCACCTG
GGTCTGGTCTTTGGGTTGGAGGCTCCAGGAGGCTGGCTGGACCACAGCAACACCTCCCTGGGCATCAAC
ACACCGGTCAACGGCTCTCCGGTCTGCCTGGAGGCCTGGGACCCGGCCTCTGCCGGCCCGGCCCGCTTC
AGCCTCTCTCTCCTGCTCTTTTTTCTGCCCTTGGCCATCACAGCCTTCTGCTACGTGGGCTGCCTCCGG
GCACTGGCCEQETCCGGCCTGACGCACAGGCGGAAGCTGCGGGCCGCCTGGGTGGCCGGCGGGGCCCTC
CTCACGCTGCTGCTCTGCGTAGGACCCTACAACGCCTCCAACGTGGCCAGCTTCCTGTACCCCAATCTA
GGAGGCTCCTGGCGGAAGCTGGGGCTCATCACGGGTGCCTGGAGTGTGGTGCTTAATCCGCTGGTGACC
GGTTACTTGGGAAGGGGTCCTGGCCTGAAGACAGTGTGTGCGGCAAGAACGCAAGGGGGCAAGTCCCAG
AAG

* Nucleotides encoding amino acid number 211 are highlighted
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FIG. 6B

SEQ ID NO 4

Human GPR40 amino acid sequence
MDLPPQLSFGLYVAAFALGFPLNVLAIRGATAHARLRLTPSLVYALNLGCSDLLLTVSLPLKAVEALAS
GAWPLPASLCPVFAVAHFFPLYAGGGE‘LAALSAGRYLGAAFPLGYQAFRRPCYSWGVCAAIWALVLCHL
GLVFGLEAPGGWL DHSNTSLGINTPVNGS PVCLEAWDPASAGPARFSLSLLLFE‘LPLAI TAFCYVGCLR

ALAESGLTHRRKLRAAWVAGGALLTLLLCVGPYNASNVASFLYPNLGGSWRKLGLITGAWSVVLNPLVT
GYLGRGPGLKTVCAARTQGGKSQK

* Amino acid number 211 1s highlighted
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FIG. 7A

SEQ ID NO 5
Human GPR40 PCR forward primer
CTTGGCCATCACAGCCTTCT

SEQ ID NO &
Human GPR40 PCR reverse primer

CCACGTTGGAGGCGTTGT

SEQ ID NO 7
Human GPR40 PCR pProbe sequence
CACTGGCCCACTCT

SEQ ID NO 8
Human GPR40 PCR Probe sequence
CACTGGCCCGCTC

sequence

sequence
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FIG. 7B

SEQ ID NO 9
Human GPR40 nucleotide sequence

CTTCTGCTACGTGGGCTGCCTCCGGGCACTGGCCCGCTCCGGCCTGACGCACAGGCGGAAGCTGCGGGC

CG

* Nucleotides encoding amino acid number 211 are haghlighted

SEQ ID NO 10
Human GPR40 nucleotide sequence

CTTCTGCTACGTGGGCTGCCTCCGGGCACTGGCCCACTCCGGCCTGACGCACAGGCGGAAGCTGCGGGC

CG

* Nucleotides encoding amino acid number 211 are haghlighted
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BEQURNCE LIBTING

<110>» Pfizer Inc.
Housaknecht, Karen L.
Banarjee, Poulabl

<120> RNA BIOABBAY

<130> PCIE1IDA

UB 60/584,686
2004-06-30

<150>
<151>

,<160> 11
<170> PateatIn vezrsion 3.3
<210> 1

<211> 900

<3213> DEA

«<213> Homo saplans

<400> 1
atggacectge cccogeaget ctcecttegge

ccgectcaacyg tectggccat ccgaggegeg
agcctggtet acgccctgaa cctgggetge
ctgasggegg tggaggcget agectcocggg
gtettogegy tqgeceactt ctteceacte
agtgcaggcce goctacctggg sgoagectte
tgctattoct gggogagtgtg cgeguccoatco
gtctttgggt tggaggctece aggaggctgy
sacacaccgg tcamcggcte tcoggtetge
ceggecoge: tcagectete tetectgete
tgctacgtgg getgeetocy ggcactggee
cgggeegect gggtggecgg eggggococte
aacgcctocoa acgtggccag cttectgtac
gggctcatca cgoggtgecty gagtgtggty
aggggtcctg goctgaagac agtgtgtgeg
<210> 2

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiena

<400> 2

ctctatgtgy
acggcccacyg
tccgacctge
geetggecte
tatgeoggeg
ceccttggget
tgggecocteqg
cktggaccaca
ctggaggcect
tttettotge
cgecteoggec
cteacgetge
cccaatctag

cttaatcege

gcaagaacge

19

cegeactttge
cecggctecg
tgctcacagt
tgeccagecte
goggetteet

accsagectt
tectgtgtca
gcascaccte
gggaccgyc
ccttggcoat
tgacqeacag
tgotetgegt
gagget.cetg
tggtgaccay
aagggcgeaa
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getgggctte 60
tctecaccoet 120
ctetectgeca 180
gectgtgeccee 240
ggcegecetg 300
ccggaggeey 360
cctgggtctg 4320
cctgggeate 480
ctetgeegge sS40
cacagccttc €00
geggasgety 660
aggaccctac 720
deggaagetg 780
ttacttggga 840
gtcccagaag 500
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Met Asp Leu Pro Pro Gln Leu Ber

1

Ala I=u Gly Pha Pro Lau Asn Val

9

His Ala Arg Leu Arg Leu Thr Pro

Gly Cys Ber
50

dlu Ala Leu
65

Val Pha Ala

Leu Ala Ala

Gly Tyr Gla
115

Ala Ile Trp
110

Glu Ala Pro
145

Asn Thr Pro

Ala HSer Ala

Leu Pro Leu
195

Lav Ala Arg
110

hsp

Ala

Val

Leu

100

Ala

Ala

aly

Val

aly

180

Ala

Ser

Leu Isu Leu Thr
58

8er Gly Ala Trp
70

Ala His Pha Fhe
as

Ber Ala Gly Aryg

Phe Arg Arg Pro
120

Leu Val Leu Cys
1315

dly Trp Leu Asp
150

Asn Gly Ser Pro
165

Pro Ala Arg Phe

Ila Thr Ala Pha
400

Gly Leu Thr His
218

Phe Gly Leu Tyr
10

Leu Ala Ile Arg
25

Ser Leu Val Tyr

Val Ber Leu Pro
60

Pro Leu Pro Alg
75

Pro Leu Tyr Ala

Tyr Leu Gly Ala
105

Cys Tyr Ser Trp

His Leu Gly Leu
140

His Ser Asn Thr
155

Val Cys Lau Glu
170

Her Lan Her Leu
ies

Cys Tyr Val Gly

Arg Arg Lys Leu
220
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Val Ala Ala Phe
15

Gly Ala Thr Ala
k{4

Ala Leu Asn Leu
45

Leu Lys Ala Val

Sex Leu Cys Pro
a0

Qly 9ly Gly Phe
95

Ala Fhas Pro Lesu
110

3ly Val Cya Ala
125

Val Phe Gly Lsu

fler Leu QGly Ile
160

Ila Trp Asp Pro
175

Lsu Leu Phe Phe
1%0

Cys Leu Arg Ala
205

Arg Ala Ala Trp

Val Ala Gly Gly Ala Leu Leu Thr Leu Leu Lau Cys Val Gly Pro Tyr

Asn Ala Ser Aan Val Ala Ser Phe Leu Tyr Pro Asn Leu Gly Gly Her

29

0



WO 2006006062

245

PCT/IB2003001962 -

a55

Trp Arg Lye Lsu Gly Leu Ils Thr Gly Ala Trp Ber val Val Leu Asn
265

a7o

Pro Leu Val Thr Gly Tyr Leu Gly Arg Gly Pro Gly Leu Lys Thr Val

27s

Cys Ala Ala Arg Thr Gln Gly Gly Lys Ser Gla Lys

<d1l0> 3

<211> S00

<d1ld> DLEA

«213> Howmo sapiens

<400> 3
atggacctge ccecgoaget

ccgctcaacg tectggecat
agcetggtot acgcocctgaa
ctgaaggcgy tggaggcget
gtottegegy tggeccactt

ago

cteeocttegge ctctatgtogg cegecstttge getgogette

ccgaggegeg
cctgggetge
agccteeggy

cttcceacte

agtgcaggec getacotggg agcagectte

tgctatteet ggggogtgtg
gtetttgggt tggaggctce
aacacaccgg tcaacggete
ceggeccget tcagectcte
tgctacgtagg gobgectecg
cgggecgect gggtogecgg
aacgectecea acgtggocag

cgcggecate
aggaggctoy
teceggtetge
tetectgete
ggcactggce
cgaggcecte
cttectgtae

acggcccacyg
tcegacetge
gectggeete
tatgceggeg
cecctitggget
tagggccctey
ctggaccaca
ctggaggcct
ttttttctge
cacteceggce
ctecacgetge

cccaatctag

gugctcatea egggtgcetg gagtgtggty cttaatccge
aggggtcctg gectgmagac agtgtgtgeg gomagaacge

«210> 4

<211> 2300

<213> PRT

<313> Homo saplens

<400> 4

ccogyetecg tetcaccect
tgetsgacagt ctetcetgece
tgooggoete
ggg.gc:ttccr.

getgtgecoe
ggccgecctg
accaagectt ceggaggocg
cctogggtctg

cetgggeate

tcetogtgten
gcascaccte
gggaccegge ctetgoegge
cottgyccat cacagectte
tgncgcacag goggaagetyg
tgectesgegt aggacccotac
gaggcroetg geggaagetg
tggtgucegg ttacttggga

aagggggcaa gtcccagaag

Mst Amp Leu Pro Pro Gln Leu Ser Pha Gly Leu Tyr Val Ala Ala Phe

1 5

10

»

15

120

180

360

420

540

720

780

5
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Ala Leu Gly Fhe
a0

His Als Arg Leu
as

Gly Cys Ber Asp
50

Glu Als Leu Ala
&5

Val Fhe Ala Val

Leu Ala Ala Leu
100

Gly Tyr Gln Ala
115

Ala Ile Txp Als
130

Glu Ala Pro Qly
145

Asn Thr Pro val

Ala Ber Ala dly
180

195

Leu Ala Eias gar
210

Val Alz Gly dly
225

Asu Ala Ser Asn

ser
Ala

Sexr

Gly

165

Pro

Ila
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Leu Asp Val Ley Ala Ile Arg Gly Ala Thr Ala

Leu Thr Pro Ser Leu Val Tyr Ala Leu Asn Leu

Leu Leu Thr Val
55

Ser Lau Pro Leu Lys Ala Val

Gly Ala Txp Pro Leu Pro Ala Ser Lau Cys Pro

70

His Pha Phe Proc Leu Tyr Ala 3ly Gly Gly Phe

Ala Gly Arg Tyr Leu Gly Ala Ala Phe Pro Leu

105

Arg Arg Pro Cys
120

Val Leu Cys His
135

Trp Leu Agp His
150

aly Ser Pro Val

Tyr Ber Txp

110

Qly Val Cys Ala
1as

Leu Qly Leu Val FPhe Gly Leu

Ser Asn Thr Bor Leu QGly Ile

160

Cya Lau Glu Ala Txp Asp Pro

175

Ala Arg Pha Ser Leu Sar Ieu Leu Leu Pha Pha

185

190

Thr Ala Phe Cys Tyr Val Gly Cys Leu Arg Ala

Gly Leu Thr Hie Axg Arg Lys Leu Arg Ala Ala Trp

Ala

Val
245

215

Lau Leu Thr Leu Leu Leu Cys Val Gly Pro Tyr

230

240

Als Ser Phs Leu Tyr Pro Asn Leu Gly Gly Ser

a5s
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Trp Arg Lys Lau Gly Leu Ile Thr Gly Ala Trp Ser Val Val Leu Asn
460 32635 270

Pro Lieu Val Thr Gly Tyr Leu Gly Arg Gly Pro Gly Leu Lym Thr Val
a5 a80 ags

Cys Ala Als Axg Thr Gln Gly Gly Lys Ser Gl Lys
%90 a9 300

<d1l0> S

<d1ll> 20

<213> 0OHA

<213> Homo saplens

<400> 5
cttggecate acagecttet

<210> &

<211> 18

«<212> DER

<113> Eomo saplans

<400> &
ccacgttggs ggegttgt

<210> 7

<311l> 14

<212> DHA

«<213> Homo sapilens

<400> 7
cactggcceoa ctet

<210> 8

<211> 13

<312> DNA

«213> Homo sapiens

<400> 8
cactggeceg cte

<310> 9

<3ll> 71

<212> DMRA

<213> Homo sapiens

<440> 9
cttctgetac gtgggetgee toogggomct ggcccgetec ggectgacge acaggcggaa

gctgogggee g

<310> 10

1

1s

13

71

T
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<31ll>»
<213>
213>

7L
DNA
Homo saplens

<400> 10

PCT/IB20050001962

cttecbgetac gtgggetgee tcogggoact ggecomctce ggectgacge acaggcggaa

gctgegggee g

<110>
<311>
<212>
<213>

11
6201
DHR

<400> 11
gacggatogy

Expression Vector

gagatctece gatccoctat ggtegactet

ccgeatagtt
CgAgCAAART
ttagggttag
gattattguc
tggagttceg
ccegoocatt
attgacgtca
atcatatgce
atgcccagta
tcgetattao

actcacgggg

aagocagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tagttattaa
cegttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecc
catgacctta
catggtgatg
atteccoaaqgt

ctgctcoctg cttgtgtgtt
acaaggcaag gcttgacega
ctgcttogeg atgtacguge
tagtaatcaa tiacggggtc
cttacggtaa atggcccgea
atgacgtatg ttcocatagt
tatttacggt aaactgccca

aaaatcascy ggactitcca
gtaggegtgt acggtgggeg
ctgettactg gektaktcgaa
gtttatcaca agtttgtaca
ceggtaccga attcgetaga
getetectte ggectctatyg
catccgugge gogecggeca
gaacctggge tgetcoegace
getagectee ggggecetgge
cttctkccca ctetatgeeg

cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctcocaccoca
asatgtcgta
gtctatataa
attaatacga
aaasagcagc
goettgetgg
toggecgectt
acgcecgget
tgctgctgac
ctetgocgge
gogggggott

tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccecge
goagagctct
ctcactatag
tggcgecgga
ecggcgcceee
tgegotggge
cogtcteace
agtctctotyg
etegotgtge

ectggecgee

cagtacaate
ggaggteget
caatigcatyg
cagatatacg
attargkttecat
tggctgaceg
ascgeosata
cttggcagta
taaatggecee
gtaca:ctac
tgggcytgga
tgggagtttg
cccattgacy
ctggctaact
ggagacccua
accaattcag
accatggacc
ttccegirtea

cctageotgy

tgoteckgatg
gagtagtgcg
aagaatctge
cgttgacatt
agecccakata
cccaacgace
gggactttoc
catcaagtgt
geectggeatt
gtattagteoa
tagcggtttg
ttttgycaco
canatgggeg
sgagasccca
gctggctage
tegactggat
tgccoceogea
acgtcctgge
tetacgeect

cccotguagg cggtggagge
cccgtetteg cggtggecea
ctgagtgcag goccgetacct

gggageagee ttoccettgg gotaccaage cttcoggaqgg cogtgetatt cetggogogt

&

et

60
120
180
240
Joo
360
420
480
540
§00
660
720
780
840
00
260

1020
1040
1140
1200
1260
1320

1380

(S
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gtgtgeggee
tccaggagge
ctetcoggteo

ctotetoctg

atctgggece
tggctggace
tgcctggagg
ctotttttte

cogggoactg guccactcog

eggcggggec
cagettectg
ctggagtgtyg
gacagtgtgt
aggectagec
tggtaagatc
gcgagggeca
agattgtcag
ttgagggtoy
tgtgocagge
Ectccacagg
attcegecec
ccggtgtgeg
ggoccggaan
caaaggaatg
sagacaaaca
gtgoctotge
gtgcocacgtt
caacaagggg
toggtgeoaca
ccacggggac
sgacgacett
coccegggecyg
gtcgaccedy
gtcgggecteg

ctecteacge
taccceaate
gtgcttaatc
gcggcaagaa
guattcgcgy
cgoggccgea
gotgttgggg
tttccannan
cocygegtocat
ttgagatctg

tgtccactce

tcgtoctgtg
acagcaacac
cctgggacca
tgecgttgge
gectgacgca
tgctgetetg
taggaggcte
cgctggtgac
cgcaagggag
cogcactoga
tagataactg
tgagtacteeo
cgaggagget
ctggtcagaa
gccatacact

caggtccaac

tcacctgggt
ctcectggge
ggectetgec
catcacagoe
caggcggang
cgtaggacce
ctggcggeag
cggttacttyg
caagtcccay
gatatctaga
atccagtgtg
ctctcasusag
ttgatattca
aagacaatct
tgagtgacaa
tgcaggtega

ctggtotttg
atcaiacacac
ggoceggecc
ttectyctacy
ctgoggeeg
tacascgect
ctggggctca
ggaaggggtc
aagtaactog
cccagzttte
ctgganttas
cgggcatgac
cotggcooge
ttttgttgte
tgacatccac

goatgeatet

tetecctoce ceccecctaa
tttgtetata tgtgattttc
cctggeactg tettetitgec
caaggtetgt tgaatgtegt
acgtctgtag cgaccctttg
ggocasaagce cacgtgtata
gtgagttoga tagttgtoga
ctgaaggatg cccagaagyt
tgctttacat gtgtttagtc
gtggttitce tttgasaaac
ceatgaccege gtacaagccc
tacgcaccet cgeeogocgeg
accgccacat cgagegggtc
acatcggcas ggtgtgggtce

cgttactggc cgaagocget
caccatattg ccgtetrttg
aggagtoetie
gaaggaagoa gttcctatgg

gageattoct

caggcagegg Aaccccceac
agatacacct gcaaaggcgg
aagagtcaaa tggctctcot
accceattgt atgggatctg
gaggttaaaa aaacgtctag
acgatgataa gcttgocaca
acggtgegec tcgocacceq
ttegecgact acecegcocdac
accgagetge aagaactctt
geggacgacg gogocgoggt

m
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ggttggagge 1440
cggtcaacgyg 1500
gottcagect 1560
tgggotgect 1620
cctgggtgge 1680
ccaacgtgge 1740
tcacgggtge 1300
otggoctgaa 1860
agggccaact 1920
ttgtacaaag 1980
ttegotgtet 2040
ttetgegota 2100
ggtgatgect a1g0
aagcttgagg 2320
tttgeettte 2280
agggcggeca 32340
tggastasgy 2400
gcaatgtygag 2460
cccotctege 1520
aagcttcttg 1580
ctggcegacag 2640
caceacccca 2700
caagcgtact 2760
atetggggec 2820
gccoccecgas 1080
acccacaagg 2940
cgacgacgte 3000
gogcocacace 3060
coteacgege 3130
ggeggtctgy 3180



WO 2006/006062

PCT/1B2003/001962

sccacgcegg agagegtoga agegggugcy gtgttegoeg agateggeec gegeatggec

gagttgageg gttcccgget ggocgegoag cascagatgg aaggectoct ggogecgoac
agocogogtg gttccroges

cggcccangg
aagggtctgy
ceegucttce
accygtcacoy
cccggtgect
catggotcceg
coacegactc
ttgtttgoce
cctaataaaa
gtggagtggy
atgcggtggy
agttgtggtt
agctagagcet
acaattccac
gtgagctaac
tegtgecage
cgetctteeg
gtatcagete
asgaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
gtgegetete
ggaagegtyy
cgctcoaage
ggtaactatce
actggtaaca
tggcctaact

gttacctteg
ggtggttttt

geagogeegt
tggagacecto

cgtgoteccce
cgegocecge

acegtcggeg totegccoge coaccaggye

gyagtggagg cggcogageg cgecggggtg

sacctceccct tectacgageg geteggetic

ccgacgtoga gtgoccgasg gaccgegega cetgytgeat

gacgecegeoc
accgaagocg
tagagatcge
ckcaccogty
tgaggasatt
goaggacayc
ctctakgget
tgtccasact
tggrgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttccteget
actcaasgge
gagcaanagg
ataggctceg
acccgacagyg
ctgttcogac
cgctktcton
tgggctgtgt
gtcttgagte
ggattagcag
acggctacaa
gasaaagagt
ttgtttgcaa

cocacgacceg

cagogeccga

ccganaggeg

acccgggegg cccogocgac cccgoacceg

tgatcagect
cettocttga
geatcgeatt
arggyggagg
tctgaoggegy

catcaatgta
atggtcatag
agocggaagc
tgcgttgege
asatcggccaa
cactgacteg
ggtaatacgg
ccagcasaaag
cccocectgac
actatanagn
catgoegett
atgotecacge
gCacgasces
cAaccoggta
agcgaggtat
taguaggaca
tggtagetct
gcagcagatt

cgactgtgco
cocctggaagg
gtectgagtag
attgggaaga

tkctagttge
tgcecactcee
gtgteattct
caatagcagg

aaagasccag ctggmicteg

tcttatcatg

tctgtatace

ctgtttcctg tgtganartg

ataaagtgta
tcactgeceg
cgegeogggga
ctgcgetegy
ttatceacag
dgccaggaace
glgcntcnél
taccaggcgt
accggatacce
tgtaggtatc
ccegttcage
agacacgact
gtaggeggty
gtatttggta
tgatccggea
acgegecagaa

asgcctgggg
ctttecagte
gaggcggttt
tegttogget
aatcagygga
gtaaaanggc
aaaatcyacyg
ttecocatgy
tgtcegectt
tcagtteggt
ccgaccgetg
tategeoeact
ctacagaytt
totgegetot

azaaaggate

gacccgcaag
cgocacgacce
ceccogagge
cagccatctg
actgtcettt
attctggggg
catgetggag
agtgcattet
gtcgacctet
ttatcegetc
tgecctaatga
gggaaacctg
gcgtattggy
geggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagteag
aagcteccte
tcteccatteg
gtaggtegtt
cgeccttatee
ggcageagcec
cttgaagtgg
getgaageca
cgctggtage
tcaagaagat

3240
3300
3360
34120
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
1900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4330
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4060
4920
4980

5040

A0
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cctttgatct tttctacggg gtotgacget

ttggteatga
tttasatcaa
agtgaggoac
gtegtgtaga
cogogegace
gccgagegea
cgggaagcta
acaggcateg
cgatcaagge
cctcegateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tettegggge
actcgtgcac
asaacsggaa
ctcatactect

ggatacatat

cgaaaagtgc

gattatcaaa
tctasagtat
ctatctcocage
taactacgat
cacgctcaco
gaagtggtee
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt
cattctgaga
ataccgegee
gaaaactcte
ccaactgatce
ggcaaaatge
tcetttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt

saggatctte
atatgagtas
gatctgteota
acgggaggge
ggctceagat
tgcaacttta
ttegocagtt
ctogtegtit
atcccecatg
taagttggce
catgccatee
atagtgtatyg
acatagcaga
aaggatctta
Etcngcatet
cgcaaAaasy
atattattga
ttagaaasat

c

cagtggaacg
acctagatce
acttggtctg
tttcgtioat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecegecteca
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaan
gcagigttat
gtaagatgct
cggcgacega
actttasaag
ceqetgttge
tttactrtea
ggaataaggg
agecatttatc

asacaastag

PCT/IR2005001962

asaactcacg ttaagggatt
ttttaaatta asaatgaagt
acagttacca atgettaatc
ccatagttge ctgacteecec
goccecagtge tgcaatgata
tsanccagec agocggangy
tccagtctat taattgttge
gcaacgttgt tgccattget
cattcecagete cggttccoaa

asgcggtteg
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctettyg
tgctoateat
gateceoagttc
ccagegttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttcegeg

ctecttoggt
tatggcagea
tggtgagtac
cecggegton
tggaaaacgt
gatgtaacce
tgggtgagca
atgttgaata

tctcatgage

cacatttcec

5100

5140

5110

5340

5640

5700

5760

6120

6180

6201
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METODOS RELACIONADOS CON UN UNICO PCLIMORFISMO NUCLEOTIDIC
DEL RECEPTOR ACOPLADO A LA PROTEINA G, GPR40

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refiere a métodos de genotipado, métodos de tratamiento,
pruebas de diagnéstico y kits y métodos de caracterizacién de un agente, relacionado
con un tnico polimorfismo nucleotidico del gen GPR40.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La diabetes es una enfermedad grave y a veces morial que afecta a mas de 17

millones de americanos y a 151 millones de personas en todo el mundo. Gadsby
(2002). La diabetes procede de la insuficiencia de cuerpo Bara producir insulina o
responder apropiadamente a la misma. La glucosa es el principal sustrato que regula
la secrecidn de la insulina, pero otros nutrientes tales como los acidos grasos libres
(FFA) y los aminoécidos pueden modificar la secrecion de insulina. Haber ot al. (2002).

Existen dos tipos principales de diabetes. En la diabetes de tipo |, las células R
pancreéticas productoras de insulina son destruidas por el propio sistema inmunitario
del cuerpo, lo que conduce a una insuficiencia de insulina. La diabetes de tipo Il
procede de la pérdida de sensibilidad por las células del cuerpo a la accién de la
insulina y de la incapacidad del pancreas para liberar la insulina de manera apropiada.
La frecuencia de la diabetes de tipo Il esta aumentando, y, en los Estados Unidos, ha
llegado a ser especialmente frecuente en determinadas poblaciones en situacién de
riesgo. Gadsby (2002).

El sindrome metabélicc es un conjunto de condiciones metabdlicas que
aumenta el riesgo de desarrollar diabetes y enfermadades cardiovasculares. Park o¢
al. (2003). Se han descrito procesos incluyando la obesidad, resistencia a la insulina,
dislipidemia e hipertensién que son componentes clave del sindrome metabdlico.
Reilly y Rader (2003); Park et al. (2003); Expert Panel on Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (2001)

La obesidad se ha identificado como un factor central que contribuye al
sindrome metabdlico. Se ha propuesto que una reduscion del exceso de peso corporal
minimizaria los riesgos asociados al sindrome metabdlico. Shirai (2004).

Los receptores acoplados a la proteina G (GPCR) son una superfamilia de las
proteinas de la membrana caracterizados por la presencia de siete segmentos de la
hélice a de la transmembrana (denominados TM1 a TM7) que conectan bucles
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intracelulares y exiracelulares altemos. Gether (2000). Los GPCR median la
sefializacion entre las moléculas con sefial, tales como las hormonas,
neurotransmisores y mediadores locales, y enzimas intracelulares, canales y
transportadores idnicos. Véase Johnson y Dhanasekaran (1888).

Sawzdargo ef al. (1997) dan a conocer la identificacion del gen del GPCR,
GPR40, localizado en el cromosoma 19g13.1, que codifica una proteina de 300
aminodcidos e identificado con el nimero de registrc AF024887 del GenBank®.

Haga et al. (2002) dan a conocer 190.562 variaciones genéticas del genoma
humano, incluyendo un Gnico polimorfismo nucleotidico del gen GPR40 en el que el
nucledtido 632 de la secuencia de codificacién (correspondiente al nucledtido 642 en
la secuencia con el nimero de registro AF024687 del GenBank) puede ser guanina
(G) o adenosina (A), de manera que el aminoacidc 211 es arginina o histidina. Este
tnico polimorfismo nucleotidico estd identificado en la base de datos dbSNP del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) con el nimero de registro
rs2301151.

La publicacién de la solicitud de patente intemacional n® WO 02/057783 y
Briscoe et al. (2003) dan a conocer que GPR40 se expresa de manera especlfica en
las células P pancredticas asi como en el cerebrc humano, del ratén y de la rata.
Ademds, el documento WO 02/057783 y Briscoe et al. identifican ligandos de GPR40
con acidos grasos saturados e insaturados de cadena media y larga procedentes de
experimentos de medicion de la concentracién del ion calcio.

Kotarsky ot al. (2003) dan a conocer que GPR40, no solamente es activado por
una gama de &cidos grasos, sino también por farmacos antidiabéticos de
tiazolidindiona, medidos con un sistema indicador ligado al receptor GPR40.

Itoh ef al. (2003) dan a conocer que la fijacién y activacion de GPR40 por
4cidos grasos libres aumenta la secrecién de insulina.

La publicacién de la solicitud de patente internacional n® WO 04/072650 da a
conocer secuencias de acido nucleico y secuencias de aminoacidos de GPR40
humano y su regulacién para el tratamiento de enfermedades hematolégicas,
trastomos del sistema nervioso periférico y central, enfermedades gastrointestinales,
enfermedades respiratorias, enfermedades metabdlicas, cdncer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades urolégicas en mamiferos.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere, en parte, a métcdos de ganctipado, que
comprenden la determinacién del aminodcido que e3 codificado por el gen GPR40 de
un paciente humano en el amino-écido nimero 211. En una realizacion preferida, se
determina el aminoacido codificado en el aminoacide nimero 211 de ambos alelos del
gen GPR40. En otra realizacién preferida, dichos métodos de genctipado conlievan
determinar si dicho aminoacido nimero 211 es ciro distinto de histidina. En otra
realizacién preferida, dichos métodos de genctipado conlievan detsrminar si dicho
aminodcido nimero 211 es arginina. En una reali;acion preferida adicional, dichos
métodos de genctipado conllevan determinar si dicho aminodcido nimero 211 es
histidina. En una realizaciébn ain mas preferida, dichos métodos de genctipado
comprenden, el aistar un acido nucleico de un paciente humano, ampliando una
secuencia contigua de dicho 4cido nucleico, en la que dicha secuencia contigua
comprende los nucleétidos de GPR40 que codifican el aminoacido nimero 211, o sus
secuencias complementarias, ftratar dicha secuencia contigua con una sonda
nucleotidica que permite la determinacién del aminoécido codificado en el aminoécido
nimero 211 del gen GPR40 de dicho paciente; y determinar si dicha sonda hibrida
dicha secuencia contigua en condiciones de alta severidad. En una realizacién
preferida, dicha sonda consiste en un fragmerito contiguo de una secuencia
nucleotidica de la SEQ. ID. n® 9 o de la SEQ. ID. n®: 10 que tiene una longitud de
aproximadamente 13 a aproximadamente 35 nucledtidos, unidos a un marcador
detectable, e incluyendo los nucledtidos que codifican el aminodcido 211, o su
secuencia nucleotidica complementaria.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona métodos de tratamiento, que
comprenden, determinar el aminoécido que es codificado por el gen GPR40 de un
paciente humano en el aminoécido nimero 211 y tratar a dicho paciente con una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente para el tratamiento o la prevencién de
una enfermedad o un proceso patolégico mediadc: por tener al menos un alelo, y
preferentemente ambos alelos, del gen GPR40 en los que el aminoécido codificado
nimero 211 es ofro distinto de la histidina, preferentemente arginina. En una
realizacién preferida, dicho agente se selecciona =ntre insulina, un compuesto de
sulfonilurea que estimula la secrecién de insulina, un inhibidor de glucégeno
fosforilasa, un inhibidor de la produccién de biguanida glucosa hepatica, un Inhibidor
de alfa-glucosidasa, un inhibidor de la protelna tirosina fosfatasa-1B, un inhibidor de
dipeptidil peptidasa IV, un inhibidor de glucigenc sirtetasa cinasa-3 beta, un agonista
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del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma, un antagonista del
receptor de glucagon, un inhibidor selectivo de reabsorcién de serotonina, un inhibidor
de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, un agonista del acido gamma-
aminobutirico, un inhibidor de la enzima convertidora en angiotensina, un antagonista
receptor de angiotensina-ll, un inhibidor de fosfodiesterasa de tipo 5, un inhibidor de
sorbitol deshidrogenasa y un inhibidor de aldosa reductasa, uno de sus profarmacos
farmacéuticamente aceptables o de sus sales farmecéuticamente aceptables. En otra
realizacién preferida, dicho agente es un agente contra la obesidad, preferentemente
seleccionado de un inhibidor de la proteina de transferencia de la secrecién de
apolipoproteina Biriglicerido de microsomas, un inhibidor de 11B-hidroxi esteroide
deshidrogenasa-1, un péptido YY,ss un andlogo del péptido YYsss un agonista
canabinoide, un agonista de MCR-4, un agonista de colecistoquinina-A, un inhibidor de
reabsorcion de monoamina, un agente simpatomimético, un agonista de receptor

4

adrenérgico P3, un agonista de dopamina, un andlogo del receptor de hormona
estimulante de melanaocitos, un agonista de SHT2c, un antagonista de la hormona
concentradora de melanina, leptina, un anslogo de laptina, un agonista de receptor de
leptina, un antagonista de galanina, un inhibidor de I'ipasa, un agente anorexigeno, un
antagonista de receptor de neuropéptido-Y, un agente tiromimético,
deshidroepiandrosterona, un andlogo de deshidrozpiandrosterona, un agonista de
receptor glucocorticoids, un antagonista de receptor de oraxina, un agonista de
receptor de péptido-1 tipo glucagdn, un factor neurdtrofo ciliar, una protelina humana
relacionada con el agutl, un antagonista de recepior de ghrelin, un antagonista de
receptor de histamina 3, un agonista inverso de receptor de histamina 3 y un agonista
de raceptor U de neuromedina.

Otro aspecto de la invencion se refiere a kits, que comprenden una sonda
nucleotidica que permite la determinacion del aminoacido codificado en el aminoécido
nimero 211 del gen GPR40 de un paciente humanc. En una realizacién preferida,
dicha sonda permite la determinacién si el aminodcido nimero 211 de dicho gen
GPR40 es histidina. En otra realizacién, dicha sonda permite la determinacién si el
aminodcido nimero 211 de dicho gen GPR40 es otro distinto de histidina,
prefariblemente arginina. En una realizacién preferida adicional, dicha sonda consiste
en un fragmento contiguo de una secuencia nucleolidica de la SEQ. ID. n° 9 o de la
SEQ. ID. n* 10 que tiene una longitud de aproximadamente 13 a aproximadamente 35
nucleétidos, unidos a un marcador detectable, e incluyendo los nuciedtidos que
codifican el aminodcido 211, o su secuencia nuclzotidica complementaria. En una
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realizacién preferida adicional, dichos kits comprenden ademas: un primer cebador
nucleotidico de la reaccién en cadena de la polimerasa que es complementario con
una secuencia nucleotidica que est4 aguas abajo de los nucledtidos que codifican el
aminoécido 211 de dicho gen GPR40 y un segundo cebador de la reaccién en cadena
de la polimerasa que es complementario de una secuencia nucleotidica que esta
aguas amiba de los nucledtidos que codifican dicho aminoacido 211; o un primer
cebador que es complementario con una secuencia nucleotidica que estd aguas arriba
de los nucledtidos que codifican el aminodcido 211 y un segundo cebador de la
reaccién en cadena de la polimerasa que es complementario de una secuencia
nucleotidica que est4 aguas abajo de los nucleétidos que codifican dicho aminoacido
211. En otra realizacién preferida, dichos kits comprenden ademés un recipiente.

Un aspecto adicional de [a invencidn se refiere a los métodos de
caracterizacion de un agente, que comprende medir la inhibiciébn competitiva mediante
un agente de ensayo de la fijacién de un ligando GPR40 a un primer receptor GPR40
humano en el que el aminoacido nimero 211 es la histidina y medir la inhibicién
competitiva mediante dicho compuesto de fljacién de un ligando de GPR40 a un
segundo receptor GPR40 humano en el que el aminodcido nimero 211 es otro distinto
de histidina. En una realizacién preferida, el aminoédcido nimero 211 de dicho segundo
receptor es la arginina. En una realizacién mas preferida, los métodos comprenden
ademés comparar la inhibicion competitiva de Ia fijacidn con dicho compuesto de dicho
primer receptor y de dicho segundo receptor.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a los métodos de
caracterizacion de un agente, que comprenden, medir la activacién mediante un de
agente de ensayo de un primer receptor GPR40 humano en el que el aminoacido
nimero 211 es la histidina y medir la activacién mediante un agente de ensayo de un
segundo receptor GPR40 humano en el que el aminoacido numero 211 es otro distinto
de la histidina. En una realizacién preferida, el arninodcido nimero 211 de dicho
segundo receptor es la arginina. En una realizacién mas preferida, dichos métodos
comprenden adem#is comparar la activaci6n mediante dicho compuesto de dicho
primer receptor y de dicho segundo receptor.

Otro aspecto de la invencién proporciona métodos de caracterizacién de un
agente, que comprende medir la inhibicion mediante un agente de ensayo de la
activacién de un primer recaptor GPR40 humano mediante un activador de GPR40, en
el que el aminoacido nimero 211 de dicho primer raceptor es la histidina y medir la
inhibicién mediante un agente de ensayo de la aciivacién de un segundo racaptor
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GPR40 humano por un activador de GPR40, en el que el aminoacido nimero 211 de
dicho segundo receptor es otro distinto de la histidina, preferentemente, Ia arginina. En
una realizacion més preferida, dichos métodos comprenden ademas comparar la
inhibicién de la activacién mediante dicho compuesto de dicho primer receptor y de
dicho segundo receptor.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 ilustra la activacion de GPR40 por los compuestos de

tiazolidindiona medida por liberacién del ion calcio irtracelular en células HEK 283 que
expresan a GPR40 comparadas con células HEK 293 que no expresan a GPR40.

La Figura 2 presenta una comparacion entre la activacién por los compuestos
de tiaxolidindiona de GPR40 con histidina frente a arginina en el aminoécido 211
medida por liberacién del ion calcio intracelular en las células HEK 293 que expresan a
GPRA40.

La Figura 3 presenta las curvas de regresion loglstica (Iineas llenas) con limites
de confianza del 85% (lineas de puntos) y los puntcs de datos individuales para cada
genctipo de GPR40 en una poblacion de 2485 pacientes (1332 masculinos y 857
femeninos) comparando el ndice de masa corporal con la probabilidad de padecer
diabetes. Los puntos de datos en la parte superior del gréfico indican e] Indice de
masa corporal de pacientes con diabetes. Los puntos de datos en la parte inferior del
gréfico indican el Indice de masa corporal de pacientas que no padecen diabetes.

La Figura 4 presenta una cartografia de restriccion del vector de expresién
utilizado para preparar las células HEK 293 que expresan a GPR40.

La Figura 5 presenta las secuencias nucleotidicas y de aminoécidos (SEQ. ID.
n°%1 y 2 respectivamente) que codifican el GPR40 humano en la que los nucledtidos
que codifican el aminodcido nimero 211 y el aminodcide nimero 211 como arginina
estan subrayados.

La Figura 8 presenta las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos (SEQ. ID.
n°3 y 4 reapectivamente) que codifican el GPR40 humano en la que [os nucleétidos
que cadifican el aminodcido nimero 211 y el aminodcido nimero 211 como histidina
estén subrayados.

La Figura 7 presenta las secuencias de cebadores de PCR y de sondas de
PCR que pueden utilizarse para ampliar y detectar las secuencias que contienen los
alelos de GPR40. La Figura 7 asimismo presenta ias secuencias nucleotidicas que
codifican el aminoacido nimero 211 ya sea como histidina (SEQ. ID. n® 8) o arginina



10

15

20

25

30

35

(SEQ. ID. n®; 10).
La Figura 8 presenta la secuencia de un montaje del vector de expresién que
contiene un alelo de GPR40 que codifica a histidina en el aminoacido nimera 211.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Los términos y expresiones utilizados en la presente memoria tienen su

significado habitual en la técnica. Sin embargo, para aclarar alin més la presente
invencién y por conveniencia, a continuacién se prosorciona el significado de ciertos
términos y frases empleados en la memoria descriptiva, incluyendo los ejemplos y
reivindicaciones adjuntas.

Ellos término(s) "agente(s)" significa(n) sustancias, incluyendo péptidos, y
compuestos para el tratamiento o ia prevencion de una enfermedad o proceso
patolégico que estd mediado por tener al menos un alelo, preferentemente ambos
alelos, del gen GPR40 en el que el aminoécido codificado niimero 211 es otro distinto
de histidina, preferentemente arginina, tal como se describe con mas detalle en la
presente memoria descriptiva.

La expresion "aminodcido nimero 211" con respecto al gen GPR40 se refiere a
un resto del aminodcido nimero 211 en la secuencia con nimero de registro
AF024887 de GenBank, también mostrada en las SEQ. ID.n"°2yn® 4,

La expresion "condiciones de alta severidad” significa condiciones de lavado a
68°C en presencia de aproximadamente 0,2 x SSC y aproximadamente 0,1 % de SDS,
durante 1 hora. Variacionea (itilea de estas condiciones de lavado serén obvias para
los expertos en la materia. Generaimente, la severidad de la hibridacién se expresa,
en parte, con referencia a [a temperatura a la que se realiza la etapa de lavado.
Generalments, dichas temperaturas de lavado se seleccionan para que sean
aproximadamente 5°C a 20°C inferiores al punto de fusién térmico (T.,) de la
secuencia especifica a una fuerza idnica y pH definidos. El T, es la temperatura (a
fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencla diana se hibrida con una
sonda perfectamente emparejada. Una ecuacién para calcular Ty, y las condiciones de
hibridacién del dcido nucleico son bien conocidas y pueden encontrarse en Sambrook
(1989), véase el volumen 2, capltulo 9.

El término "diabetes" significa diabetes mellitus tal como lo interpretan los
experios en [a materia. El témino incluye diabetes mallitus de tipo 1, también conocida
como diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM), y diabetes mellitus de tipo I,
también conocida como diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM). La
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Organizacién Mundial de fa Salud (O.M.S.) ha sugerido criterios para diagnosticar la
diabetes mellitus (O.M.S. 1980/85 Technical Report Series n°® 646/727). La diabetes ha
sido caracterizada asimismo por el National Diabetes Data Group (véase National
Diabetes Data Group: Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other
categories of glucose intolerance, Diabetes, 28:103¢-1044, 1978). Sin embargo, méas
recientements, por ejemplo la American Diabetes Association, ha publicado directrices
para facilitar el diagnéstico de la diabetes de tipo | ¥ de tipo Il (véase, por ejemplo,
ADA (2004)).

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de un
agente que (i) trata o previene una enfermedad, prozeso o trastomo determinado; {ji)
atenia, mejora o elimina uno o més sintomas de una enfermedad, proceso o trastorno
determinado; o (jii) evita o retarda el comienzo de uno o mas sintomas de una

enfermedad, proceso o trastomo determinado. Una cantidad terapéuticamente eficaz
puede ser determinada por cualquier experto en la materia, basandose en la prasente
descripcién, sobre una base individual y se basari, al menos en parte, en
consideraciones de la especie del paciente, el tamafio del paciente, el tipo de sistema
de administracién utilizado y el tipo de administracion con relacién a la evolucidn de la
enfermedad.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” incluye tanto las sales de
adicion de &cido farmacéuticamente aceptables como las sales catidnicas
farmacéuticamente aceptables, en cada cuaso. Las ‘“sales catiénicas
farmacéuticamente aceptables” incluyen, pero no s limitan a, sales tales como las
sales de metales alcalinos (p. ej., sodio y potasio), sales de metales alcalinotérreos (p.
ej., calcio y magnesio), sales de aluminio, sales de amonio y sales con aminas
orgénicas tales como: benzatina (N,N'-dibenciletilendiamina), colina, dietanolamina,
etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina), benetamina (N-bencilfenetilamina),
dietiiamina, piperazina, trometamina (2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) y
procalna. La expresién "sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables” se
desea que defina, pero no se limita a incluir, sales tales como las sales de
hidrocloruro, besilato, hidrobromuro, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, fosfato
dibdsico, acetato, succinato, citrato, metansulfonato (mesilato) y p-toluensulfonato
(tosilato). Una sal particularmente preferida es la sal sédica. Las descripciones de los
compuestos que aparecen en la presente memaoria que incluyen la frase "sus
profirmacos o sus sales farmacéuticamente aceptables” o una frase sustanciaimente
similar significan que incluyen tanto [as sales farmacéuticamente aceptables de los
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compuestos aplicables as! como las sales farmacéuticamente aceptables de dichos
profarmacos.

La terminologla "profarmaco” quiere decir un compuesto que se transforma in
vivo para producir un compuesto de la presente invencién. La transformacién puede
tener lugar por varios mecaniesmos, como por hidrélisis en la sangre. Higuchi y Stella
(1887) proporcionan una exposicion del uso de profidrmacos. Por ejemplo, cuando un
compuesto de la presente invencién contiene un grupo funcional de acido carboxflico,
un profarmaco puede comprender un éster formado por la sustitucién del dtomo de
hidrégeno del grupo dcido con un grupo tal como aiquilo (C1-C8), alcanoiloximetilo
(C2-C12), 1-(alcanoiloxi)etilo -que tiene de 4 a 9 atomos de carbono, 1-metil-1-
(alcanoiloxi)-etilo que tiene de 5 a 10 4tomos de carbono, alcoxicarboniloximetilo que
tiene de 3 a 8 atomos de carbono, 1-(alcoxicarbonilcxi)etilo que tiene de 4 a 7 4tomos
de carbono, 1-metil-1-{alcoxicarboniloxi)etilo que tiene de 5 a 8 atomos da carbono,
N-(alcoxicarbonil)aminometilo que tiene de 3 a 9 atomos de carbono, 1-{N-
(alcoxicarbonil)amino)etilo que tiene de 4 a 10 &tomos de carbono, 3-falidilo,
4-crotonolactonilo, gamma-butirolacton-4-ilo, di-N,N-alquil (C1-C2)amino-alquilo (C2-
C3) (tal como b-dimetilaminoetilo), carbamoil-alquila (C1-C2), N,N-di-alquilcarbamoil
(C1-C2)-alquilo (C1-C2) y piperidino-, pirrolidino- o meorfolino-aiquile {C2-C3). Asli
mismo, cuando un compuesto de la presente invencién comprende grupo funcional
alcohélico, puade formarse un profdrmaco mediante la sustitucién del Atomo de
hidrégeno del grupo alcohdlico por un grupo tal como: alcancil (C1-C8)-oximetilo, 1-
(alcanoil (C1-C6)oxi)etilo, 1-metil-1{alcanoil (C1-CB)oxi)etilo, alcoxi (C1-
Cg)carboniloximetilo, N-alcoxi (C1-C8)carbonilaminometilo, succinaflo, alcanofio {C1-
C8), a-aminoalcanollo (C1-C4), arilacilo y a-aminoacilo o a-aminoacil-a-aminoacilo,
donde cada grupo a-aminoacilc se selecciona independientemente de los
L-aminoécidos que se encuentran en la naturaleza, P(O)(OH)z, -P(O)(Oalquilo(C1-
C6)); o glicosilo (radical resultante de la eliminacién de un grupo hidroxilo de la forma
hemiacetdlica de un carbohidrato). Cuando un compuesto de la presente invencién
comprende un grupo funcional amino, puede formarse un proférmaco mediante la
sustitucidon de un dtomo de hidrégeno en el grupo amino con un grupo tal como
RX-carbonilo, RXC-carbonilo, NRXRX'-carbonilo donde RX y RX' son cada uno
independientemante alquilo (C1-C10), cicloalquilo (C3-C7), bencilo o RX-carbonilo es
un a-aminoacilo natural o un a-aminoacilo natural a-aminoacilo natural,
-C(OH)C(O)OYX en la que YX es H, (alquilo o bencilo (C1-C6)), -C(OYXQO) YX1 en la
que YXO es alquilo (C1-C4) e YX1 es alquilo (C1-C8), carboxi alquilo (C1-C8), amino
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alquilo (C1-C4) o mono-N- o di-N,N-(C1-C6)alquilaminoalquilo, -C(YX2) YX3 an la que
YX2 a8 H o metilo @ YX3 es mono-N- o di-N,N{C1-C8)alquilamino, morfolino,
piperidin-1-ilo o pirrolidin-1-ilo.

"Secuencia nucleotidica" y "polinucleétido” significa ADN o ARN, si estd en
forma de una sola cadena o de doble cadena. La exprasion "secuencia nucleotidica
complementaria” significa una secuencia nucleotidica que se hibrida (se une) con ofra
secuencia nucleotidica segun el emparajamiento de: un nucledtido de guanidina (G)
con un nucledtido de citidina (C) y un nucleétido de adenosina (A) con un nuclaétido
de timidina (T), excepto en el ARN en que una T se sustituye con un nucleétido de
uridina (U) de manera que U se une con A

10

Las abreviaturas utilizadas en la presente memoria tienen su significado
habitual en la técnica. Sin embargo, para aclarar alin mas la presente invencién, por
conveniencia, a continuacién se proporciona el significado da ciertas abreviaturas: "°C"
significa grados centigrados; "CO;" significa diéxido de carbono; "DMEM" significa
Medio Eagle modificado por Dulbecco; "ADN" significa écide desoxirribonucleico;
"FBS" significa suero bovino fetal; "g" significa gramo; "HEPES" significa dcido 4-(2-
hidroxietil}-1-plperazinetansulfénico; "kg" significa kilogramo; "mg" significa miligramo;
"ml" significa mililitro; "mM" significa milimolar; "pl" significa microlitro; "uM" significa
micromolar; "ng" significa nanogramo; "nm" sigrifica nanometro; "nM”" significa
nanomolar; "PCR" significa reaccién en cadena de la polimerasa; "Pen/Strep" significa
una mezcla que contiene penicilina y estreptomicina; "ARN" significa acido
ribonucleico; "RPM" significa revoluciones por minuto; y "x g" significa nimero de
veces la aceleracién de la gravedad.

En esta descripcién se utilizan las siguientes abreviaturas de aminoécidos:

A- Alanina T-  Treonina

V- Valina C- Cistelna

L- Leucina Y-  Tirosina

l- Isoleucina N-  Asparagina

P- Prolina Q- Glutamina

F- Fenilalanina D-  Acido aspértico
W-  Triptéfano E- Acido glutdmico
M- Metionina K- Lisina

G- Glicina R- Arginina

S- Serina H- Histidina
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El gen del GPCR, GPR40, identificado con el nimero de registro AF024687 del
GenBank, codifica una proteina de 300 aminoacidos. Sawzdargo et al. (1997). GPR40,
que es muy expresada en las células pancredticas de los islotes ha estado ligado a la
regulacién de la secrecién de insulina y, por lo tanto, se ha propuesto como diana para
el tratamiento de la diabetes. Briscoe et al. (2003); Itoh et al. (2003). Kotarsky et al.
(2003) proponen que GPR40 media las respuestas a los fdrmacos para la diabetes de
tipo tiazolidindiona.

Como con otros GPCR, GPR40 esta implicado en la transmisién de ias sefiales
extraceluiares en la célula. La activacion de GPR40 produce la liberacién, a través de
la serie de reacciones que implican la protelna G,, del calcio intracelular. Briscoe ot al.
(2003). El flujo de calcio resultante es (itil para detectar la activacién de GRP40 por los
métodos conocidos por los expertos en la materia basados en la presente descripcién
(véanse, por ejemplo: Kotarsky et al. (2003); Briscoe of al. (2003)).

La tiazolidindiona y determinados dcidos grasos son conocidos por activar el
GPR40.

Kotarsky ef al. (2003) y Briscoe et &/. (2003). Como se ilustra en la Figura 1, en
la presente memoria, los compuestos de tiazolidindicna estimulan la liberacién del ion
calcio intracelular en las céiulas que expresan a (3PR40 en comparacién con las
células que no expresan a GPR40.

Esta invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que un solo
polimorfismo nucleotidico influye en la activacién de GPR40, por ejemplo, mediante los
farmacos de tipo tiazolidindiona. Este polimorfismo, que tiene lugar en el nucleédtido
632 de la secuencia de codificacion de GPR40 (correspondiente al nucleétido 642 en
la secuencia de nimero de registro AF024887 del CienBank), implica una sustitucién
de A por otro nucleétido distinto de G, y preferiblemente éste, resultante de una
sustitucién del aminodcido en el resto 211 desde la histidina hasta otro aminoécido
distinto de la histidina, preferentemente arginina. Las secuencias nuclectidicas y de
aminoacidos de GPR40 en las que el aminodcido 211 es arginina aparecen en [a SEQ.
ID. n® 1 y n® 2 respectivamente. Las secuencias nucleotidicas y de aminoécidos de
GPR40 en las que el aminodcido 211 es histidina aparecen en fa SEQ. ID.n®3yn° 4
respectivamente.

Tal como se ilustra en la Figura 2, las células en las que el nucleétido 632 de
GPR40 es G presentan una respuesta mayor a, por ejemplo, la activacién de
tiazolidindiona, en comparacién con las céiulas con el A nucledtido en la posicién 632.
La Figura 2 presenta los resultados de un ensayo celular que mide el ion calcio
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intracelular en células con el nucledtido G frente al A en la posicién 632.

Ademds, esta invencién se basa, en parte, en el descubrimientio de que
individuos que tienen G en el nucledtido 842, particularmente aquellos que tienen G en
ambos alelos, presentan un riesgo mayor de diabetes en comparacién con los
individuos en los que el nucledtido es A. Tal coma se ilustra en la Figura 3, para un
Indice de masa corporal dado los pacientes que sean hetsrocigéticos u homocigéticos
A en el nucledtido 642 tienen una probabilidad significativamente inferior de padecer
diabetes de tipo Il que un paciente que sea homocigético G.

La presente invencién comprende la caracterizaciéon de métodos y los métodos
de tratamiento o prevencién de enfermedades ¢ procesos patolégicos que estan
relacionados con los que tienen al menos un alelo, preferentemente ambos aleles, de
GPR40 en los que el aminoacido codificado nGmero 211 es otro distinto de histidina,
preferentemente arginina. El genotipado de pacientes por los métodos de la invencién
puede realizarse por los métodos conocidos por los expertos en la materia basandose
en la presente descripcion. Ejemplos de métodos se describen, por ejemplo, en el
capitulo 2 de Dracopoli et al. (2004).

El genotipado puede realizarse utilizando tejido apropiado de un paciente tal
como es conocido por los expertos en la materia basdndose en la presente
descripcién. En una realizacion preferida, se aisla ADN para genotipado procedente de
una muestra de sangre completa por procedimientos bien conocidos por los expertos
en la materia basdndose en la presente descripcién. Estos procedimientos pueden
llevarse a cabo utilizando una variedad de kits disponibles en el mercado, tales como,
el kit Puregene® para aislamiento de ADN (Gentra $ystems, Inc., Minneapolis, MN), el
kit para aislamiento de ADN en la sangre (n® de catalogo 2-032-805, Roche
Diagnostics Corporation), el kit GenomicPrep™ para aislamiento del ADN en la sangre
(n° de catdlogo 27-5236-01, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ), el kit
PAXgene para ADN en la sangre (n° de catdlogo 761133, QIAGEN Inc., Valencia, CA),
el kit GNOME® para aislamiento de ADN en la sangre completa (n° de catédlogo 2011-
6800, Qbiogene, Inc., Carlsbad, CA) y el Kit Wizard® para purificacién del ADN
gendmico (n® de catalogo A1120, Promega U.S., Madison, WI).

La zona de dcido nucleico que contiene el Unico polimorfismo nucleotidico
puede ampliarse, por ejemplo, mediante técnicas de PCR utilizando un cebador
transcrito y uno complementario y una sonda de deteccién. Sin embargo, pueden
utilizarse asimismo otros de métodos de ampliacion de &cido nucleico, incluyendo la
reaccién en cadena de la ligasa (véase, por ejemplo, Abravaya, K. ef al. (1985), la
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ampliacién de la sefial del ADN ramificado (véase, por ejemplo, Jrdea, M.S. ot al.
(1983)), secuencia isotérmica de 4cido nucleico busada en la ampliacién (NASBA)
(véase, por ejemplo, Kievits, T. et al. (1991)), y oiros ensayos independientes de
replicacién de la secuencia.

Los métodos para la preparacion de cebadores y sondas de PCR son bien
conocidos en la técnica, y estan descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. (1889),
Ausubel of al. (1994) e Innis ef al. (1980). Pares cebadores de PCR pueden proceder
de secuencias, conocidas por ejemplo, utilizando programas informéticos pensados
con esta finalidad tal como Primer (Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge MA).

Pueden seleccionarse oligonucledtidos para su utilizacidbn como cebadores
utilizando programas informéticos conocidos en |a materia para tales fines. Por
ejemplo, la versién 6 del programa informatico OLIGO® (Molecular Biology Insights,
Inc., Cascade, CO, www.oligo.net) sirve para |a seleccién de pares cebadoras PCR de
hasta 100 nucleétidos cada uno. Programas similares de seleccién de cebador han
incorporado caracteristicas adicionales para capacitiades ampliadas. Por ejemplo, el
programa para la seleccién de cebador PrimOU (disponible al piblico en el Genome
Center de la Universidad de Texas, South West Medical Center, Dallas TX,
fip://ftp.genome,ou edu/pub/programs/primou  src.tayf) es capaz de seleccionar
cebadores especificos a partir de secuencias de la megabase y sirve por tanio para
disefiar cebadores en un ambito amplio del genoma. El Primera, versién 0.9 del
programa para la seleccién de cebador (disponible al publico en el Whitehead
Institute/MIT Center for Genome Research, Cambridge MA, hilp:/Awww-
genome.wi.mit.edu/genome software/other/primer3.Fiml) permite al usuario introducir
un “migpriming library" en el que las secuencias impiden que los puntos de unién del
caebador sean especlficos para el usuario. Primer3 sirve, en particular, para la
seleccidn de oligonucledtidos para chips. (E! codigo original para los dos Ultimos
programas de seleccibn de cebador puede obtenerse también a partir de sus
respectivas fuentes y modificarse para satisfacer las necesidades especificas del
usuario). El programa PrimeGen (disponible al publico en el UK Human Genome

Mapping Project Resource Centre, Cambridge UK,
hitp:/Awww homp.mre. ac.uk/Registered/Option/primecen.hitmh ~ disefla  cebadores

basados en alineaciones de secuencia multiples, permitiendo de este modo la
seleccion de cebadores que se hibridan con las zonas mas conservadas o menos
conservadas de las secuencias alineadas de acido nucleico. Por consiguiente, este
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programa sirve para la identificacién de fragmentos de oligonucledtidos y
polinucledtidos tanto lnicos como conservados. Otros métodos de seleccién serén
evidentes para loa expertos en la materia basdndose en la presents memoria
descriptiva.

Preferentemente, la longitud de la secuencia utilizada para las sondas se
minimiza utilizando un aglutinante menor con surco (MGB) unido a la secuencia de la
sonda para discriminar entre las dos SNP. Los MGB son conocidos por los expertos en
la materia, por ejemplo, tal como se da a conocer en las Patentes U.S. n° 5.801.155;
n° 8.084.102; n° 6.426.408; n” 6.312.894; y n° 6.683.173.

En una realizacién preferida, se utiliza la versién 1.5 del programa informético
Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA) para disefiar cebadores y
sondas de PCR para la puesta en prictica de la invencién. Ejemplos de cebadores
incluyen CTTGGCCATCACAGCCTTCT para el cebador transcrito (SEQ. ID. n®: 5) y
CCACGTTGGAGGCGTTGT para el cebador complementario (SEQ. ID. n°% 8). Las
sondas pueden ser sondas TagMan® MGB marcadas con colorantes FAM™ y VIC®
(Applied Biosystems) que tienen las secuencias BFAM-CACTGGCCCACTCT y VIC-
CACTGGCCCGCTC (SEQ. ID. n* 7 y n° 8 respectivamente). El ADN aislado de un
paciente se trata con reactivos de PCR, incluyendo los cebadores y sondas, y se
expone a un ciclo térmico repetido para desarollar la reaccion PCR. La deteccién de
la SNP puede llevarse a cabo, por ejemplo, utilizando una fluorescencia basada en el
sistema de deteccién de secuencias tal como el ABl PRISM® 7800HT Sequence
Detection System (AME Bioscience, Toroed, Noruega).

La invencién también comprende kits de ensayo de diagnéstico para
determinar si un paciente posee otro nucleétido distirto de A, preferentementa G, en el
nucledtide 832 de la secuencia de codificacidn de GPR40. Por ejemplo, el kit puede
comprenden un reactivo tal como una sonda de &cido nucleico marcada o que se
puede marcar capaz de detectar si un paciente tiene A o G en el nucledtido 632 de la
gecuencia de codificacion de GPR40. Dicha sonda tiene preferentemente menos de 35
nucleétidos de longitud, mas preferentemente, menns de 25 nucledtidos y, ain més
preferentemente, entre 13 y 25 nucledtidos. El kit puede comprender ademas
reactivos, tales como cebadores de PCR, para ampliar la zona de éacido nucleico que
contiene el nucledtido 632. Los reactivos pueden envasarse en un recipiente
adecuado. El kit puede comprender ademéas instrucciones para utilizar el kit para
detectar si un paciente tiene A 0 G en el nucladtido 632 de la secuencia de
codificacién de GPR40.
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La presente invencién proporciona métodos para identificar agentes de ensayo
que activan GPR40 comparando la activacibn mediante un agente de ensayo de un
primer receptor de GPR40 humano en el que el arninoacido 211 es otro distinto de
histidina, preferentemente arginina, para la activacién mediante un agente de ensayo
de un segundo receptor humano de GPR40 en ol que el aminoédcido 211 es la
histidina. En la puesta en prictica de esta invencién puede utilizarse cualquier método
apropiado que mida la activacién de GPR40. Tales métodos son conocidos o seran
evidentes para los expertos en la materia basdndose en la presente memoria
descriptiva. Por ejemplo, en una realizacién preferida, dichos métodos implican la
utilizaciéon de colorantes sensibles al calcio en un sistema lector de placas de
diagndstico por imagen fluorométrica (Le., FLIPR®) que mide el flujo de calcio tras la
activacién de los receptores acoplados a la proteina G mediada por la protelina G
(véase, por ejemplo, Chambers ef a/. (2003). Otros métodos conocidos en la técnica
incluyen la utilizacién de proteinas de fijacion de calcio (Miyawaki ef al. (19897), Kain
(1999)) y de luciferasa sensible al calcio (Button y Brownstein (1997), Stables et al.
(1987)).

La invencién proporciona ademéas métodos para identificar agentes de ensayo
que inhiben la activacion de GPR40 comparand? la inhibicibn de la activacién
mediante un agente de ensayo de un primer receptor de GPR40 humano en el que el
aminodcido 211 es la histidina, con la inhibicién de un segundo receptor humano de
GPR40 en el que el aminodcido 211 es otro distinto de histidina, preferantemente
arginina. Dichos métodos pueden utilizar los ensayos de activacibn descritos
anteriormente que utilizan un activador conocido de GPR40 en combinacién con un
agente de ensayo. La sefial detectable producida se compara con la sefial que seria
de esperar si se utilizase el activador conocido por sl mismo. Varios activadores de
GPR40 son conocidos en la materia y pueden utilizarse para dichos métodos,
incluyendo los descritos en Kotarsky ef al. (2003), Briscoe ef al. (2003) y en la
publicacién de la solicitud de patente internacional n® WO 02/057783.

Esta invencién también comprende los métocos para identificar los agentes de
ensayo que se fllan a GPR40, comparando la inhibicién competitiva mediante un
agente de ensayo de fijacién de un ligando conocido de GPR40 a un primer receptor
GPR40 humano en el que el aminoécido niimero 211 es la histidina con la inhibicién
competitiva mediante el compuesto de fijacién del ligando conocido a un segundo
receptor GPR40 humano en el que el aminodcido nimero 211 es otro distinto de
histidina, preferentemente arginina. El ligando puede estar marcado con un marcador
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detectable como es bien conocido en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
radioisétopos, colorantes fluorescentes y enzimas. Varios ligandos de GPR40 son
conocidos en la materia y pueden utilizarse para dichos meétodos, incluyendo los
descritos en Kotarsky ef al. (2003), Briscoe ot al. (2003) y en la publicacién de la
solicitud de patente internacional n® WO 02/057783.

Los expertos en la materia apreciardn, basandose en la presente descripcion,
que la comparacién de la activacion, inhibicién o activacién e inhibiciéon de la fijacién
de los métodos para identificar los agentes de ensayo de esta invencién puede
realizarse por cualquiera de numerosas formas. Por ejemplo, la medida de la
activacién y la inhibicion de la activacidn de GFR40 puede realizarse utilizando
métodos fluorométricos o colorimétricos que miden el flujo de calcio (p. ej., FLIPR). Por
consiguiente, la activacién de GPR40 puede cuantificarse exactamente por dichos
métodos, por ejemplo, utilizando un instrumento detector de luz que genera un valor
numérico. Los valores resultantes de dichas mediciones pueden compararse por
medios automaticos 0 manuales. Por ejemplo, un método practico, particularmente
donde se han generado numerosos valores, implicaria comparar los valores utilizando
un sistema informatico por los métodos bien conocidos por los expertos en la materia.

Ademés, la presente invencion comprende meétodos de tratamiento o
prevencién de enfermedades o procesos patolégicos que estan relacionados con los
que tienen al menos un alelo, preferentemente ambos aleles, de GPR40 en los que el
aminoacido codificado ndmero 211 es ofro distinto de histidina, preferentemente
arginina. Los métodos para identificar dichas enfermedades o procesos son bien
conocidos por los experios en la materia o serdn evidentes basandose en la presente
descripcion. Por ejemplo, la Figura 3 ilustra los resultados de un estudio que compara
el genotipo de pacientes con diabetes de tipo Il con pacientes que no padecen
diabetes. Para los expertos en la materia sera evidente que pueden emplearse
métodos similares a los descritos en la Figura 3 y en el Ejemplo 5 para identificar otras
enfermedades o procesos que estdn relacionados con las que tienen al menos un
alelo, preferentemente ambos alelos, de GPR40 en los que el aminoécido codificado
nimero 211 es distinto de histidina, preferentemente arginina.

En una realizacién de la presente invencién, una enfermedad o proceso
patoldgico mediado por tener al menos un alelo, preferentemente ambos alelos, de
GPR40 en la que el aminoacido codificado nimero 211 es distinto de histidina,
preferentemente arginina es la diabetes, preferentemente la diabetes de tipo Il. En otra
realizacién, las enfermedades o procesos son complicaciones asociadas a la diabetes.
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Dichas complicaciones comprenden la arterioscl2rosis, cardiomiopatia diabética,
cataratas, Giceras de los pies, macroangiopatia diabética, microangiopatia diabética,
nefropatia diabética, retinopatia diabética y neuropatfa diabética. En una realizacion
adicional, dichas enfermedades o procesos son alguno de los factores de riesgo
asociados al sindrome metabélico, incluyendo la obesidad, hipertensién, resistencia a
la insulina, diabetes de tipo Il y dislipidemia.

La presente invencién proporciona métodos de tratamiento relacionados con la
administracién de un agente para el tratamiento o prevencién de una enfermedad o
proceso patolégico mediada por tener al menos un alelo, preferentemente ambos
alelos, del gen GPR40 en el que el aminoacido codificado nimero 211 es distinto de
histidina, preferentemente arginina (definidos anteriomente como "agentes"). Los
agenteé serdn evidentes para los expertos en la materia baséndo's;a en esta
descripcién o pueden ser faciimente identificados por los métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los agentes pueden comprender insulina, compuestos de
sulfonilurea que estimulan la saecrecién de insulina, inhibidores de glucégeno
fosforilasa (GPI), inhibidores de produccidn de glucosa hepética biguanida, compuesto
antidiabético tiazolidindiona, inhibidores de alfa-glucosidasa, inhibidores de ia proteina
tirosina fosfatasa-1B (PTP-1B), inhibidores de dipeptidil peptidasa IV (DPPIV),
inhibidores de glucégeno sintetasa cinasa-3 beta {GSK-3pB), agonistas del receptor
gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARYy), antagonistas de receptor de
glucagén, inhibidores selectivos de reabsorcién de serotonina (SSRI), inhibidores de
3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A reductasa (astatinas), agonistas del acido
y-aminobutirico (GABA), inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(ACE), antagonistas del receptor de angiotensina-l! (A-ll) , inhibidores de la
fosfodiesterasa de tipo 5 (PDE-5), inhibidores de sorbitol deshidrogenasa (SDI) e
inhibidores de aldosa reductasa (ARI).

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de la proteina tirosina fosfatasa-
1 B (PTP-1B). La expresién inhibidor de la proteina tirosina fosfatasa-1B se refiere a
cualquier compuesto que inhiba la enzima protefna tirosina fosfatasa-1 B. PTP-1B se
cree que inhibe la capacidad de la insulina para reducir las concentraciones de azticar
én sangre.

Ejemplos de inhibidores de PTP-1B, andlisis para identificar dichos inhibidores
y dosis y métodos preferides de administracién se dan a conocer en las siguientes
patentes de Estados Unidos, publicaciones de solicitud de patente internacional y otras
publicaciones: U.S. n® 8.251.836, n° U.S. 6.221.902, n® U.S. 6.057.316, n° U.S.
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6.001.8687, n° U.S. 5.753.887, WO 01/46203, WO 01/46204, WO 01148208, WO
01/17518, WO 00/53583, WO 99/58518, WO 99/614.35, WO 80/58521, WO 99/58522,
WO 99/58514, WO 99/58520, WO 99/58518, WO 99/58511, WO 99/81410, WO
99/15529, Malamas et al. (2000A), Bleasdale et al.(2001), Wrobel ef al. (1999),
Malamas et al. (2000B), Wang ef al. (1998), Andersen ef al. (2000), Iversen et al.,
{2000), Wrobel ot al. (2000) y Kees (1998).

Los agentes pueden incluir cualquier antagorista del receptor de glucagén. La
exprasion antagonistas del receptor de glucagén se refiere a cualquier compuesto que
antagonice e! receptor de glucagdn, inhibiendo asl la liberacion de la glucosa inducida
por la fijacién de glucagén al receptor de glucagén. Dicho antagonismo es determinado
féacilmente por los expertos en la materia segn ensayos conocidos por los experios en
la materia.

Ejemplos de antagonistas del receptor de glucagén, andlisis para identificar
dichos antagonistas y dosis y métodos preferidos de administracidén se dan a conocer
en las siguientes patentes de Estados Unidos, publicaciones de solicitud de patente
internacional y otras publicaciones: U.S. n° 6.218.431, U.S. n® 5.138.080, WO
98/04528, WO 98/01423, WO 00/39088, WO 00/69810, WO 98/21957, WO 98/22108,
WO 98/22108, WO 97/168442, Livingston et al. (1999}, Madsen et al. (1998), de Laszlo
et al. (1999), Chang ef al. (2001). Cascieri et a/. (1989), Ling ef al. (2001) y Guillon et
al. (1998).

Los agentes pueden incluir cualesquiera de los antagonistas GSK-3p a titulo de
ejempio la glucdgeno sintetasa cinasa-3 beta (GSK-3B), los andlisis para la
identificacion de dichos antagonistas y la dosis y métodos preferidos de fa
administracién se dan a conocer en las siguientes patentes de EEUU, las
publicaciones de la solicitud de patente interacional y otras publicaciones: patentes
U.S. n® 6.057.286, WO 01/56567, WO 01108108, WO 01/49708, WO 01/44248, WO
01/44208, WO 01/42224, WO 00/21927, WO 00/38675, WO 99/85887, WO 98/16528,
Coghlan et al. (200), Smith ef &l. (2001), Cross et al. (2001} y Lochhead et al. (2001).

Los agentes para la invencién pueden incluir los inhibidores de alfa-
glucosidasa. Cualquier inhibidor de alfa-glucosidasa puede utilizarse como agente en
la invencién. A titulo de ejemplo los inhibidores de alfa-glucosidasa incluyen acarbosa
(conocida también como Precose®) y miglitol (corocida también como Glyset®) y
andlogos, derivados, profArmacocs y sales farmacéuticamente aceptables de estos
inhibidores de alfa-glucosidasa.
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Los agentes pueden incluir los compuesios de sulfonilurea que estimulan la
secrecién de insulina. Cualquier compuesto de sulfonilurea que estimule la secrecién
de insulina puede utilizarse como agente para la invencién. A titulo de ejemplo los
compuestos de sulfonilurea que estimulan la secreciébn de insulina comprenden
glipizida, también conocida como Glucotrof® y Glucotrol XL®, glimepirida (también
conocida como Amaryl®), gliburida y clorpropamida (también conocida como
Diabinese®); y andlogos, derivados, profdrmacos y sus sales farmacéuticamente
aceptables. Un compuesto de sulfonilurea que estimula la secrecion de insulina es la
glipizida.

Los agentes pueden incluir inhibidores de la produccién de biguanida glucosa
hepética. Cualquier inhibiqlor de la produccién de biguanida glucosa hepdtica puede
utilizaree comc agente en la puesta en prictica de la invencién. Un ejemplo de
biguanida es la metformina, también conocida como Glucophage®.

Los agentes pueden incluir agonistas de PPARY, que incluyen compuestos de
tiazolidindiona y no de tiazolidindiona. Los agonistas de PPARy aumentan la
sensibilidad de la insulina en tejidos, importante para la accién de la insulina tales
como el tejido adiposo, el musculo esquelético y el higado.

Cualquier agonista de PPARy puede utilizarse como agente en la puesta en
practica de la invencion. A titulo de ejemplo los agonistas de PPARy comprenden los
descritos en las siguientes patentes de EEUU: U.S. n® 4.340.605; U.S. n® 4.342.771;
U.S. n°® 4.367.234; U.S. n° 4.617.312; U.S. n°® 4.687.777 y U.S. n° 4.703.052; y
andélogos, derivados, profarmacos y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los
agonistas de PPARy preferidos comprenden dargiitazona, ciglitazona, englitazona,
pioglitazona, conocida también como Actos®, y rosiglitazona, conocida también como
Avandia® y BRL-49653. Los agonistas de PPARy se administran preferentemente en
cantidades que varlan desde aproximadamente 0,1 mg/dla a aproximadamente
100 mg/dia en dosis individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de
0,1 mg/dia a aproximadamente 50 mg/dia para un paciente medio, dependiendo del
compuesto antidiabético tiazolidindiona y de la via de administraciéon. Sin embargo,
sera necesaria alguna variacién en la dosis dependiendo del estado del sujeto que ha
de ser tratado. El responsable de la dosificacién determinard, en todo caso, la dosis
apropiada para cada paciente.

Los agentes pueden incluir cualquiera de los inhibidores de dipeptidil peptidasa
IV (DPP IV). La expresion inhibidor de DPP IV se refiera a cualquier compuesto que
inhiba la enzima dipeptidil peptidasa. Los expertos en la materia determinan facilmente
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dicha inhibicién segun los ensayos tales comol los descritos en la publicacién de la
solicitud de patente intermacional nimero WO 98/19998.

A titulo de ejemplo los inhibidores de DPP IV incluyen los dados a conocer en
las patentes U.S. nimeros U.S. 6.124.305, U.S. 6.110.949 y U.S. 6.124.305, en las
publicaciones de solictudes de patente intemacional n® WO 01/34594, n® WO
99/61431, n® WO 98/19998, n® WO 87/40832 y n® WO 95/15309 y en Augustyns et al.
(1997); y andlogos, derivados, profdrmacos y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

La dosis y los métodos de administracion preferidos son segun los
proporcionados en los documentos WO 01/34594 y WO 98/19998. Alguna variacién en
la dosis puede tener lugar necesariamente dependiendo del estado del paciente que
se estd tratando. El responsable de la dosificacién daterminard, en todo caso, la dosis
apropiada para el cada paciente.

Los agentes pueden también comprender cualquier inhibider selectivo de
reabsorcién de serotonina (SSRI). La expresién inhibidor selectivo de reabsorcién de
serotonina se refiere a un compuesto que inhibe |a reabsorcién de serotonina por
neuronas aferentes. Los expertos en [a materia determinan facilmente dicha inhibicién
segin ensayos normalizados tales comoD los descritos en la patente U.S.
n® 4.536.518 y otras patentes de EEUU citadas en el parrafo siguiente.

Los SSRI preferidos que pueden utilizarse de acuerdo con esta invencién
incluyen femoxetina, que puede prepararse como se describe en la patente U.S.
n® 3.912.743; |la fluoxetina, que puede prepararse como se describe en la patente U.S.
n° 4.314.081; la fluvoxamina, que puede prepararse como se describe en la patente
U.S. n° 4.085.225; la indalpina, que puede prepararse como se describe en la patente
U.S. n° 4.064.255; la indeloxazina, que puede prepararse como se describe en la
patente U.S. n® 4.109.088; el milnaciprano, que puede prepararse como se describe
en la patente U.S. n° 4.478.836; la paroxetina, que puede prepararse como se
describe en la patente U.S. n® 3.812.743 o |a patenta U.S. n° 4.007.196; la sertralina,
que puede prepararse como se describe en la patente US. n° 4.536.518; la
sibutramina, que puede prepararse como se describe en la patente U.S. n® 4.829.629;
y la zimeldina, que puede prepararse como se Jdescribe en la patente U.S. n°
3.928.369. La fluoxetina es conocida también como Prozac®. El hidrocloruro de
sertralina, también conocido como Zoloft®, puede p-epararse como se publica en la
patente U.S. n® 4.536.518. La sibutramina es conocida también como Meridia®. Los
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SSRI que pueden utilizarse como agentes incluyen andlogos, derivados, profdrmacos
y sales farmacéuticamente aceptables de los SSRI descritos anteriormente.

Los SSRI se administran preferentemente en cantidades que varian desde
aproximadamente 0,01 mg/kg/dia 0 a aproximadamente 500 mg/kg/dia en dosis
individuales o divididas, con preferencia aproximadaments de 10 mg a
aproximadamente 300 mg al dia para un paciente medio, dependiendo del SSRI y de
la via 0 de administracién. Sin embargo, serd necesaria alguna variacién en la dosis
dependiendo del estado del paciente que debe ser tratado. El responsable de la
doslificacién determinaré, en todo caso, la dosis apropiada para el cada paciente.

Los agentes pueden comprender ademds cualquier inhibidor de 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa (estatina). La expresién inhibidor de 3-
hidroxi-3-metilgiutaril 5 coenzima A (HMG-CoA) reductasa se refiere a un compuesto
farmacéutico que inhibe la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa. Esta enzima esta implicada en la conversién de HMG-CoA a mevalonato,
que es una de las etapas en |a biosintesis del colesterol. Dicha inhibicién se determina
faciimente segun los ensayos normalizados bien conocidos por los expertos en la
materia.

Las estatinas preferidas que pueden utilizaree de acuerdo con esta invencién
comprenden la atorvastatina, dada a conocer er la patente U.S. n° 4.681.893,
atorvastatina de caicio, dada a conocer en la patente U.S. n® 5.273.995, cerivastatina,
dada a conocer en la patente U.S. n® 5.502.189, dalvastatina, dada a conocer en la
publicacién de la solicitud de patente europea n® 738.510 A2, fluindostatina, dada a
conocer en la publicacién de la solicitud de patente europea n° 383.934 A1,
fluvastatina, dada a conocer en la patente U.S. n° 4.738.073, lovastatina, dada a
conocer en la patente U.S. n° 4.231.938, mevastatina, dada a conocer en la patente
U.S. n® 3.983.140, pravastatina, dada a conocer en la patente U.S. n° 4.348.227,
simvastatina, dada a conocer en la patente U.S. n° 4.444.784 y velostatina, dada a
conocer en la patente U.S. n° 4.448.784 y en la patente U.S. n° 4.450.171. Los
inhibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa especiaiments preferidos
comprenden atorvastatina, atorvastatina de calcio, también conocida como Lipitor®,
lovastatina, también conocida como Mevacor, pravastatina, también conocida como
Pravachol®, y simvastatina, también conocida como Zocor®; y andlogos, derivados,
profarmacos y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Las estatinas se administran preferentemente: en cantidades que varian desde
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg/dla en dosis individuales
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o divididas, con preferencia aproximadamente de 1 mg/kg/dia a aproximadamente
200 mg/kg/dia para un paciente medio, dependiendo de la estatina y de la via de
administracién. Sin embargo, serd necesaria alguna variacion en la dosis dependiendo
del estado del paciente que debe ser tratado. El responsable de la dosificacién
determinard, en todo caso, la dosis apropiada para cada paciente.

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de la enzima convertidora de la
angiotensina (ACE). La expresidon inhibidor de la enzima convertidora de la
angiotensina se refiere a un compuesto farmacéutico que inhibe la actividad de la
enzima convertidora de la angiotensina . ACE estd implicado en la conversién de la
anglotensina 1 en el vasoconstrictor, angiotensina |l. La actividad de los inhibidores de
ACE puede determinarse féciimente por métodos conocidos por los expertos en la
materia, incluyendo cualquiera de los ensayos normalizados descritos en las patentes
citadas a continuacién.

Los inhibidores preferidos de ACE comprendsan: alacepril, dado a conocer en la
patente U.S. n® 4.248.883; benazepril, dado a conocar en la patente U.S. n° 4.410.520;
captopril, dado a conocer en la patentes U.S. n° 4.046.889 y n® 4.105.776; ceronapril,
dado a conocer en la patente U.S. n° 4.452.790; delapril, dado a conocer en la patente
1).S. n° 4.385.051; enalapri, dado a conocer en la patente U.S. n° 4.374.829;
fosinopril, dado a conocer en la patente U.S. n° 4.337.201; imadapril, dado a conocer
en la patente U.S. n° 4.508.727; lisinopril, dado a conocer en la patente U.S. n°
4.555.502; moexipril, dado a conocer en la patents U.S. n° 4.344.948; moveitopril,
dado a conocer en [a patente belga n® 893.553; perindopril, dado a conocer en la
patente U.S. n® 4.508.729; quinapril, dado a conocer en la patente U.S. n° 4.344.048;
ramipril, dado a conocer en la patente U.S. n° 4.587.258; espirapril, dado a conocer en
la patente U.S. n° 4.470.972; temocapril, dado a conocer en la patente U.S. n°
4.699.905; y trandolapril, dado a conocer en la patente U.S. n® 4.833.361; y anélogos,
derivados, profdrmacos y sus sales famacséuticamerie aceptables.

Los inhibidores de ACE se administran preferantemente en cantidades que
varian desde aproximadamente 0,01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 500 mg/kg/dia
en dosis individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de 10 mg a
aproximadamente 300 mg al dia para un paciente medio, dependiendo del inhibidor de
ACE y de |a vla de administracién. Sin embargo, sera necesaria alguna variacién en la
dosis dependiendo del estado de! sujeto que debe ser tratado. El responsable de la
dosificacién determinard, en todo caso, |la dosis apropiada para cada paciente.
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Los agentes pueden incluir cualquier antagonista del receptor de angiotensina-
Il (A-ll). La expresién antagonista del receptor de angiotensina-ll se refiere a un
compuesto farmacéutico que bloquea los efectos vasoconstrictores de angiotensina i
bloqueando ia fijacién de angiotensina Il al AT, receptor encontrado en muchos tejidos,
(p. ej., masculo liso vascular, gldndula suprarrenal). La actividad de un antagonista de
A-ll puede determinarse facilmente por métodos conocidos por los expertos en la
materia, incluyendo cualquiera de los ensayos normalizados descritos en las patentes
citadas a continuacion.

Los antagonistas de A-ll preferidos incluyen: candesartdn, que se puede
preparar como se describe en la patente U.S. n° 5.196.444; eprosartan, que se puede
preparar como se describe en la patente U.S. n® 5,185,351; irbesartan, que se puede
preparar como se describe en la patente U.S. n® 5,270,317, losartdn, que se puede
preparar como s$e describe en la patente U.S. n° 5,138,069; y valsartan, que se puede
preparar como se deacribe en la patente U.S. n® 5,399,578; y andlogos, derivados,
profdrmacos y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los antagonistas de receptor
de angiotensina-ll mas preferidos son losartén, irbesartan y valsartan.

Los antagonistas de A-ll se administran preferentemente en cantidades que
varian desde aproximadamente 0,01 mg/kg/dia hasta aproximadamente 500 mg/kg/dlia
en dosis individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de 10 mg a
aproximadamente 300 mg al dfa para un paciente medio, dependiendo del antagonista
de A-ll y de la via de administracién. Sin embargo, sera necesaria alguna variacién en
la dosis dependiendo del estado del paciente que debe ser tratado. El responsable de
la dosificacién determinara, en todo caso, la dosis apropiada para cada paciente.

Los agentes pueden incluir cualquier agonista del &cido y-aminobutirico
(GABA). La expresién agonista del dcido y-aminobutirico se refiere a un compuesto
farmacéutico que se fija a los receptores GABA en el sistema nervioso central del
mamifero. GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso
central del mamifero. La actividad de un agonista de GABA puede determinarse
facilmente por métodos conocidos por los expertos en la materia, que incluyendo los
procedimientos dados a conocer en Janssens de Verebeke, P. et al, Biochem.
Phammacol., 31, 2257-2261 (1982), Loscher, W., Biochem. Pharmacol., 31, 837-842,
(1982) y/o Phillips, N. et a/., Biochem. Phammacol., 31, 2257-2261.

Los agonistas de GABA preferidos incluyen: muscimol, que puede prepararse
como se describe en la patente U.S. n°® 3.242.190; progabida, que puede prepararse
como se describe en [a patente U.S. n° 4.094.992; riluzol, que puede prepararse como
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se describe en la patente U.S. n® 4.370.338; baclofén, que puede prepararse como se
describe en la patente U.S. n° 3.471.548; gabapentin (Neurontin®), que puede
prepararsae como se describe en la patente U.S. n°® 4.024.175; vigabatrin, que puede
prepararse como se describe en la patente U.S. n® 3.960.927; tiagabina (Gabitril®), que
puede prepararse como e describe en la patente U.S. n°® 5.010.090; lamotrigina
(Lamictal®), que puede prepararse como se describ2 en la patente U.S. n® 4.602.017;
pregabalin, que puede prepararse como se describe en la patente U.S. n® 6.028.214,
fenitolna (Lamictal®), que puede prepararse como se describe en la patente U.S. n°
2 409.754; carmamazepina (Tegrotol®), que puede prepararse como se describe en la
patente U.S. n° 2.948.718; y topiramato (Topamax®), que puede prepararse como se
describe en la patente U.S. n® 4,513,008; y andloges, derivados, profarmacos y sales
farmacéuticamente aceptables de estos agonistas de GABA.

En general, de acuerdo con esta invencién, el agonista de GABA utilizado
como agente se administrarda en una dosis de aproximadamente 4 mg/kg de peso
corporal del paciente en tratamiento al dla hasta aproximadamente 60 mg/kg de peso
corporal del paciente en tratamiento al dia, en dasis individuales o divididas. Sin
embargo, se dardn necesariamente algunas variaciones en la dosificacion
dependiendo de la enfermedad del paciente en tratamiento. El responsable de la
administracién determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada para cada paciente.
En particular, cuando se ulilice como agonista de GABA en esta invencion, el
pregabalin se dosificardA desde aproximadamente 300 mg hasta aproximadamente
1200 mg al dla; el gabapentin se dosificara desde aproximadamente 600 mg hasta
aproximadamente 3.600 mg al dfa.

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de glucdgeno fosforilasa (GP1).
La expresién inhibidor de gluctgeno fosforilasa se refiere a cualquier sustancia o
compuesto o a cualquier combinacién de sustancias y/o compuestos que reduzca,
retarde o elimine la accién enzimética de la glucdgena fosforilasa. Dichas acciones son
determinadas facilmente por los experios en :a materia segin los ensayocs
normalizados descritos en la patente U.S. n® 5.988.463. La patente U.S. n° 5.888.483,
la publicacién de solicitud de patente intemacional n® WO 96/39384 y la publicacién de
solicitud de patenta internacional n® WO 96/38385 ejemplifican los GPI que pueden ser
agentes.

Los GPl se administran preferentemente en cantidades que varlan desde
aproximadamente 0,005 mg/kg/dla hasta aproximadamente 50 mg/kg/dia en dosis
individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de 0.1 mg/kg/dia
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aproximadamente 15 mg/kg/dla para un paciente medio, dependiendo del GP! y de la
vla de administracion. Sin embargo, serd necesaria alguna variacién en la dosis
dependiendo del estado del paciente en tratamiento. El responsable de la dosificacién
determinard, en todo caso, la dosis apropiada para cada paciente.

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de sorbitol deshidrogenasa
(SDI). La expresién inhibidor de sorbitol fosforilasa se refiere a cualquier sustancia o
compuesto o a cualquier combinacién de sustancias y/o compuestos cque reduzca,
retarde o elimine la accibn enzimatica de la sorbitol fosforilasa. La sorbitol
deshidrogenasa cataliza la oxidacién de sorbitol a fructosa.

A titulo de ejemplo los SDI incluyen los dados a conocer en la patente U.S. n°
5.728.704, patente U.S. n® 5.866.578 y la publicacién de la solicitud de patente
intemacional n® WO 00/59510 normaimente asignacias; y en ios andlogos, derivados,
profdrmacos y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los SD! se administran preferentemente on cantidades que varian desde
aproximadamente 0,001 mg/kg/dia hasta aproximadamente 100 mg/kg/dla en dosis
individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de 0,01 mgkg a
aproximadamente 10 mg/kg al dla para un paciente medio, dependiendo del SDI y de
la via de administracién. Sin embargo, serd necesaria alguna variacion en la dosis
dependiendo del estade del paciente en tratamiento. E! responsable de |a
administracién determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada para cada paciente,

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de fosfodiesterasa de tipo 5
(PDE-5). La expresién inhibidor de fosfodiesterasa de tipo 5 se refiere a cualquier
sustancia o compuesto 0 a cualquier combinacién de sustancias y/o compuestos que
reduzcan, retarden o eliminen la accidn enzimitica de PDE-5 especifico del
monofosfato clclico de guanosina (c-GMP). Dichas acciones son determinadas
ficimente por los experios en la materia segin los ensayos descritos en la
publicacién de la solicitud de patente intemacional WO 00/24745.

Las siguientes publicaciones de patente ejemplifican los inhibidores de
fosfodiesterasa de tipo 5 que pueden utilizarse como agentes de esta invencién, y se
refieren a métodos de preparacién de estos inhibidores de fosfodiesterasa de tipo 5
(PDE-5): publicacién de solicitud de patente internacional n® WO 00/24745; publicacion
de solicitud de patente intemacional n® WO 94/2E802; publicacién de solicitud de
patente europea n° 0483758A1; publicacién de solicitud de patente europea n°
0526004A1 y publicacidon de solicitud de patente europea n° 0201188A2. Los
inhibidores de fosfodiesterasa de tipo 5 preferidos son sildenafilo (preferentemente
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citrato de sildenafilo, también conocido como Viagra®) que puede prepararse como se
publica en las patentes U.S. n® 5.250.534 y n® 5.955.811, tadalafilo (también conocido
como Cialis®) que puede prepararse como se publica en la patente U.S. n°® 5.859.008
y vardinafilo (también conocido como Levitra®) que puede prepararse como se publica
en la patente U.S. n® 6.362.178. A titulo de ejempic los inhibidores de PDE-5 también
incluyen andlogos, derivados, profAirmacos y sales farmacéuticamente aceptables de
los inhibidores de PDE-5 citados anteriormente.

Los inhibidores de PDE-5 se administran preferentemente en cantidades que
varian desde aproximadamentse 5 mg/dia hasta aproximadamente 500 mg/dia en dosis
individuales o divididas, con preferencia aproximadamente de 10 mg a
aproximadamente 250 mg/dfa, para un paciente medio, dependiendo del inhibidor de
PDE-5 y de la via de administracién. Sin embargo, sera necesaria alguna variacién en
la dosis dependiendo del estado del paciente en tratamiento. El responsable de la
dosificacién determinard, en todo caso, la dosis apropiada para cada paciente.

Los agentes pueden incluir cualquier inhibidor de aldosa reductasa. La
exprasion "inhibidor de la aldosa reductasa” se refiere a compuestos que inhiben la
bioconvesidn de glucosa en sorbitol, catalizada por fa enzima aldosa reductasa. A
titulo de ejemplo los inhibidores de aldosa reductasa comprenden ponalirestat, dado a
conocer en la patente U.S. n° 4.251.528, tolrestat, dado a conocer en la patente U.S.
n® 4.6800.724, epalrestat, dado a conocer en las patentes U.S. n° 4.464.382,
n® 4.781.126 y n° 4.831.045, zenarestat, dado a conocer en las patentes U.S.
n® 4.734.418 y n° 4.883.800, zopolrestat dado a conocer en la patente U.S.
n°® 4.939.140 y los inhibidores preferidos de aldosa reductasa dados a conocer en la
patents U.S. n® 8.579.879.

A titulo de ejemplo los inhibidores de aldosa reductasa también incluyen
andlogos, derivados, profdrmacos y sales farmacéuficamente aceptables de los
inhibidores de aldosa reductasa citados anteriormenie.

La cantidad de inhibidor de aldosa reductasa que se administra por dosis y el
intervalo entre dosis dependerd del inhibidor de aldosa reductasa que se esté
utiizando, del tipo de composiciones farmacéuticas que se estén utilizando, de las
caracteristicas del paciente que esta siendo tratado y de la gravedad de los procesos,
si los hay, que estdn siendo tratados. Los inhibidores de aldosa reductasa se
administran preferentemente en cantidades que varian desde aproximadamente 0,001
mg/kg/dia hasta aproximadamente 1000 mg/kg/dia en dosis individuales o divididas,
con preferencia aproximadamente de 0,01 mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg al dia
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para un paciente medio, dependiendo del inhibidor de aldosa reductasa y de la via de
administracién. Sin embargo, ser& necesaria alguna variacién en la dosis dependiendo
del estado del paciente en tratamiento. El responsable de la administracion
determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada para cada paciente. Un inhibidor de
aldosa reductasa preferido es zopolrestat que se administra preferentements a una
dosis de entre 250 mg y 500 mg al dia.

Los agentes pueden también incluir agentes contra la obesidad tales como los
inhibidores de la secrecidn de apolipoproteina-B/proteina microsémica de
transferencia de triglicérido (apo-B/MTP), inhibidores de 11B-hidroxi esteroide
deshidrogenasa-1 (118-HSD de tipo 1), péptido YY1 s 0 sus andlogos, antagonistas de
canabinoides (p. ej., antagonistas de CB-1, tales como rimonabant y compuestos de
purina descritos en 4 publicacién de batente U.S. n° 2004/0092520), agonistas de
MCR-4, agonistas de colecistoquinina-A (CCK-A), inhibidores de reabsorcién de
monoamina (tal comol sibutramina), agentes simpatomiméticos, agonistas del
receptor By adrenérgico, agonistas de dopamina (tal como bromocriptina), andlogos del
receptor de la hormona estimulante de melanocitos. agonistas de 5HT2¢, antagonistas
de la hormona concentradora de melanina, leptina {proteina OB), andlogos de leptina,
agonistas receptores de leptina, antagonistas de galanina, inhibidores de lipasa (tal
comol} tetrahidrolipstatina, es decir orlistat), agentes anoréxicos (tal como un agonista
de bombesina), antagonistas de receptor de neuropéptido-Y (p. ej., antagonistas de
receptor NPY Y5, tales como los compuestos espiro descritos en las patentes U.S.
n° 6.566.367, n° 6.640.624, n°® 6.638.942, n® 6.60%.720, n° 6.495.550, n 6.462.053,
n° 6.388.077, n° 6.335.345 y n® 6.326.375, las publicaciones de las patentes U.S.
n® 2002/0151456 y n® 2003/036652, y las publicaciones PCT n® WO 03/010175, n® WO
03/082190 y n® WO 02/048152), agentes tiromiméticos, deshidroepiandrosterona o su
andlogo, agonistas o antagonistas del receptor glucocorticoide, antagonistas del
receptor de orexina, agonistas del receptor del péptido-1 similar a glucagén, factores
neurétrofos cillares (tal comoDd Axokine™ disponible en Regeneron Pharmacetticals,
Inc., Tarrytown, NY y en Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH), proteinas
humanas relacionadas con el aguti (AGRP), antagonistas del receptor de ghrelin,
antagonistas de receptor de histamina 3 o agonistas inversos, agonistas del receptor
de neuromedina U y similares. Otros agentes contra la obesidad, son bien conocidos,
0 serdn evidentses a la luz de la presente publicacién, para cualquier experto en la
materia. Los agentes contra la obesidad especialmente preferidos se seleccionan del
grupo consistente en orlistat (preparados como se describe en las patentes U.S.
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n° 5.274.143, n°® 5.420.305 y n° 5.540.917), sibutramina (preparado como se describe
en la patente U.S. n° 4.929.629), bromocriptina (patentes U.S. n® 3.752.814 y
n® 3.752.888), efedrina, leptina, pseudoefedrina; rimonabant (preparado como se
describe en la patente U.S. n°® 5.624.941), péptido YY3-36 o uno de sus andlogos
(preparado como se describe en la publicacién de la patente U.S. n® 2002/0141985 y
la publicacién PCT n® WO 03/027637); y el antagonista de receptor de NPY Y5, 2-oxo-
N-(5-fenilpirazinil)espiro-{isobenzofuran-1(3H),4'-piperidina}1'-carboxamida. Otros
antagonistas de receptor NPY Y5 son los descritos en la Publicacion PCT n® WO
03/082180, incluyendo la 3-oxo-N-(5-fenil-2-pirazinil)-espirofisobenzofuran-1(3H),
4'-piperidinal-1'-carboxamida; la 3-oxo-N-(7-triflucrometilpirido[3,2-b]piridin-2-il)-espiro-
[isobenzofuran-1(3H), 4'-piperidina]-1'-carboxamida; la N{5-(3-fluorofenil)-2-pirimidinil}-
3-oxospiro{isobenzofuran-1(3H), [4'-piperidina]-1'-carboxamida; la trans—3'—oxo-N-(5'-
fenil-2-pirimidinil)] espiro[ciclohexano-1,1'(3'H)-isobenzofuran}-4-carboxamida; la
trans-3'-oxo-N-[1-(3-quinolil}-4-imidazoliljespiro[ciclohexano-1, 1'(3'H)-isobenzofuran}-
4-carboxamida; la trans-3-oxo-N-(5-fenil-2-pirazinil)espiro[4-azaiso-benzofuran-1
(3H),1'<ciclohexano]-4'-carboxamida; la trans-N-[5-(3-fluorofenil)-2-pirimidinil]-3-
oxospirof5-azaisobenzofuran-1(3H), 1'-ciclohexano]-4'-carboxamida; la trans-N-{5-(2-
fluorofenil)2-pirimidinil]-3-oxospiro[5-azaisobenzofuran-1(3H), 1'<ciclohexano]-4'-
carboxamida,; la trans-N-[1-(3,5-difluorofenil)-4-imidazolil}-3-oxospiro[7-
azaisobenzofuran-1(3H), 1'-ciclohexano]-4'-carboxamida; la frans-3-oxo-N-{1-fenil-4-
pirazolil)espiro[4-azaisobenzofuran-1(3H),1'-ciclohexano]-4'-carboxamida; la trans-N-
[1-(2-fluorofenil)-3-pirazolil]-3-oxospiro[6-azaisobenzofuran-1(3H), 1'-ciclohexano]-4'-
carboxamida; la trans-3-oxo-N-(l-fenil-3-pirazolil)eapiro[8-azaisobenzofuran-1(3H), 1'-
ciclohexano}4'carboxamida; la  trans-3-oxo-N-(2-fenil-1,2,3-riazol-4-il)espiro[6-
azaisobenzofuran-1(3H), 1'-ciclohexano]-4'-carboxamida y las sales farmacéuticamente
aceptables y sus profarmacos. Preferiblements, los compuestos de la presente
invencién en las terapias de combinacién se administran junto con ejercicio y una dieta
sensible.

Los agentes se emplean en los métodos d= esta invencién bien solos o en
combinacién con uno ¢ otros agentes mas. Los agentes pueden administrarse solos o
con unc o mas excipientes, diluyente o cargas farmacéuticamente aceptables. Las
composiciones farmacéuticas que contienen los agentes pueden administrarse
faciimente en una variedad de formas de dosificacién tales como comprimidos, polvos,
pastillas, jarabes, soluciones inyactables y asl sucesivamente. Si se desea, estas
composiciones farmacéuticas pueden contener ingredientes adicionales como
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aromatizantes, aglutinantes, excipienies y similares. Para los propdsitos de
administracidén oral, pueden utilizarse los comprimidos que contienen varios
excipientes como citrato de sodio, carbonato de calcio y difosfato célcico junto con
varios disgregradores como almidén, metilcelulosa, dcido aiginico y determinados
gilicatos complejos, junto con agentes aglutinantes como polivinilpirolidona, sacarosa,
gelatina y acacia. Ademds, a menudo son utiles para la compresidén agentes
lubrificantes tales como estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio y talco. Las
composiciones sdlidas de un tipo similar también pueden emplearse como cargas en
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cdpsulas de gelatina rellenas, blandas y duras. Materiales preferidos para esta
utilizacion incluyen lactosa o azlcar de leche y polietilenglicoles de peso molecular
elevado. Cuando se desean suspensiones acuosas o elixires para administracion
bucal, el agente en las mismas puede combinarse con diversos agentes eduicorantes
o aromatizantes, materia colorante o colorantes y si se desea, agentes emulsionantes
o de suspensién junto con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglical, glicerina
y/o combinaciones de los mismos.

Para administracién parenteral, pueden emplearse soluciones de los agentss
dtiles en esta invencién, en aceite de sédsamo o aceite de cacahuete, propilenglicol
acuoso o en soluciones acuosas estériles. Dichas soluciones acuosas deben eatar
adecuadamente tamponadas si fuera necesario y €l diluyente liquide en primer lugar
puesto en forma isoténica con suficiente solucién salina o glucosa. Estas soluciones
acuosas particulares son especiaimente adecuadas para administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En relacién con esto, los medios acuosos
estériles empleados estdn todos disponibles faciimente por técnicas cldsicas
conocidas por los expertos en la materia. Los mérodos de preparacidén de diveraas
composiciones farmacéuticas con una determinada cantidad de ingrediente activo eon
conocidos o serén obvios a la luz de esta descripcién, para los expertos en la materia.
Por ejemplo, los métodos de preparacién de composiciones farmacéuticas se
describen en Gennaro (2003).

Las descripciones de todas las patentss, solicitudes, publicaciones y
documentos, incluyendo los folletos y boletines iécnicos, citados en la presente
memoria, se incorporan en la presente como referencia en su totalidad. Se considera
que un experto en la materia, baséndose en la presente descripcion, que inciuye los
ejempios, dibujos y reivindicaciones adjuntas, pueds utilizar ia presente invencién en
todo su alcance.
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Se cree que un experio en la materia, utilizendo la presente descripcién, que
incluye los ejemplos, listados de secuencias y reivindicaciones adjuntas, puede utilzar
la presente invencion en todo su alcance. Los siguientes ejemplos deben considerarse
sblo ilustrativos de la practica de la invencién, ¥ no limitativos del resto de la
descripcién de ninguna manera.

EJEMPLOS

Eiemplo 1
Células 293 que expresan a GPR40

Se prepararon montajes de! vector de expresitn que contiene los alelos del- gen
GPR40 basandose en el vector, pIRESpuro, (n° de catdlogo 6031-1, BD Biosciances,
Franklin Lakes, NJ). Dicho montaje del vector de expresion presenta la secuencia de
SEQ. ID. n% 11 y la cartografla de restriccion mostrada en la Figura 4. Células 283
embrionarias de rifién humanas (HEK) que han sido transformadas con adenovirus 5
(disponibles en la ATCC, n® de catdlogo CRL-1573) se cultivaron en medio que
contiene DMEM (n° de catdlogo 119985-065, Invitrogen, Carlsbad, CA), 10% de FBS (n°
de catdlogo 16140-071, Invitrogen) y 100 unidades Pen/Strep (n° de catdlogo 15140-
122, Invitrogen). Cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia, se
transfectaron con los vectores de expresioén que contienen GPR40 utilizando reactivo
Fugene-8 (Roche Diagnostics Corporation, Indiandpolis, IN). Después de 48 hora de
incubacién, se aspird el medio y se afladié medio nueve que contiene DMEM, FBS al
10%, 100 unidades de Pen/Strep y 1ug/ml de puromicina. A las cuatro semanas, se
utilizaron probetas de clonacién (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) para seleccionar
clones estables con resistencia a la puromicina transportados por el vector pIRESpuro.
Estas colonias se dejaron ampliar durante cuatroc semanas méas y se seleccionaron
colonias de crecimiento rapido que producen células HEK 293/GPR40 para su
utilizacién en el ensayo FLIPR del Ejemplo 2.

Ensayo FLIPR con GPR40

El primer dia, células HEK 293/GPR40 preparadas segin e! Ejemplo 1 y
células HEK 293 de referencia se colocaron en placas negras con fondo transparents
de 384 pocillos recubiertas con poli-D-isina (n°® de catdlogo 354663, BD Biosciences) a



10

15

20

25

30

35

&

v:3

razén de 10.000 células por pocillo (30 ul por pocillo de 3,3 x 10° células/ml de
solucién) en medio de cultivo que contenla DMEM, 10% de FBS y Penn/Strep (100
pug/ml), con adicién de 1 pg/ml de puromicina para las células HEK 293/GPR40
Gnicamente, y se incubaron a 37°C en 5% de CO.. El segundo dla, se eliminé el medio
de cada pocillo y se sustituyé por 30 yl de medio exanto de suero (DMEM y Pen/Strep
solamente, y sin FBS), con adicién de 1 pg/ml de puromicina para las células HEK
293/GPR40 solamente. El tercer dia, viales con colorante del kit de ensayo FLIPR®
Calcium 3 {(n° de catidlogo R8091, Molecular Devices, Sunnyvale CA) se
reconstituyeron con 11 ml de solucién salina tamponada de Hanks (componente del kit
de ensayo FLIPR® ) y 225 ul de solucién madra de probenecid 250 mM recién
preparada que contenfa NaOH 5N (1 ml), probenecid (0,74 g) (n° de catilogo P8761,
Sigma-Aldrich Co.) y tampén 1x FLIPR (9 ml) (prepa-ado a partir de tampdn 10x FLIPR
que contiene, por litro, NaCl (84,68 g), D(+) glucoea anhidra (18,02 g), MgSQ,-7H;0
(1,2 g), KCI (3,73 g), HEPES (23,8 g} y CaClz (1,11 g), a pH 7,4). Los acidos grasos y
otros compuestos de ensayo del ligando GPR40 se diluyeron hasta concentraciones
de entre 0,05 uM y 100 uM en FLIPR/DMSO (tampén 1x FLIPR que contiene 0,25%
de DMSO). Se afladieron 30 microlitros de colorante a cada pocillo de la placa y se
incubaron las placas a 37°C y 5% de CO; durante una hora. Se midié el flujo de calcio
utilizando un lector de placas FLIPR (Molecular Devices). Se inyectaron soluciones del
compuesto de ensayc en cada pocilio (15 pl por pocillo) a un ritme de 10 pl por
segundo. Se hicieron exposiciones cada dos segundos para 0,4 segundos por
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exposicién para 90 exposiciones.

Elemplo 3
Aislamiento y purificacién del ADN

Se aisla y purifica ADN de una muestra de sangre completa utilizando el kit
Puregene® de aislamiento de ADN (Gentra Systerns, Inc., Minneapolis, MN) segtin las
instrucciones del fabricante. Altemmativamente, los glébulos rojos procedentes de
muestras congeladas de sangre completa pueden lisarse mezclando sangre completa
descongelada (1 ml) con solucién de lisis RBC (Gentra Systems, Inc.), por ejempio, en
una proporcién 3:1 (es decir, 3 ml de solucién de lisis RBC para 1 ml de sangre
compieta) y se mezclan. La solucién se incuba durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Tras la incubacion, la solucién se centrifuga a 1.800 x g durante 10 minutos.
El sobrenadante del tubo se vierte y el sedimento resultante se vuelve a poner en
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suspensién en el sobrenadante residual. Se afiade a continuacién Solucién de lisis
celular (1 mi) (Gentra Systems, Inc.), por ejemplo, hasta un volumen equivalente al del
volumen de sangre completa inicial. Se aflade Soucién A de RNasa (5 pl) (Gentra
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Systems, Inc.) al lisado celular y el tubo se incuba a 37°C durante 15 minutos. La
muestra se enfria a continuacién a temperatura ambiente, se aflade Solucién para
precipitacion de protelnas (333 pl) (Gentra Systems Inc.) al lisado celular y la mezcla
se combina agitando a alta velocidad durante al msnos 20 segundos. La mezcla se
centrifuga a continuacién a 1.800 x g durante 10 rrinutos produciendo un sedimento
proteico compacto. El sobrenadante resuitante que contiene ADN se vierte en un tubo
de centrifugadora limpio de 15 ml que contiene 10 ml de isopropanol al 100%
(2-propanol). La muestra se mezcla suavemente invirtiendo el tubo (aproximadamente
40 a 60 veces) hasta que pracipite el ADN. Si no aparece el ADN, se afladen siete ul
de glucdgeno (20 ug/ml) por ml de sangre complsta (materia prima original) y se
incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos. La muestra se centrifuga a
continuacion a 1.800 x g durante tres minutos produciendo un pequefio sedimento
blanco de ADN. Se afiaden 10 ml de etanol al 70% y el tubo se invierte varias veces
para lavar el sedimento de ADN. La muestra se centrifuga durante un minuto a 1.800 x
g. El sobrenadante se vierte a continuacion, y el tubo se invierte y se seca con aire.

Elemplo 4
Discriminacién alélica

Se disefiaron cebadores y sondas Tagman® MGB (Applied Biosystems)
utilizando el programa informatico Primer Express version 1.5 (Applied Biosystems). La
reaccién PCR se llevd a cabo en un volumen de 5 pl consistente en: 2,5 pl de 2x
TagMan® Universal PCR Master Mix (sin AmpErase), 200 nM de cada sonda, 900 nM
de los cebadores transcritos y complementarios y agua hasta 5 pl. Aternativamente,
se obtuvieron cebadores y sondas como TagMan Assays-on Demand™ (Applied
Biosystems) y se llevd a cabo la reaccion PCR en 5 pl consistente en: 2,5 ul de 2x
TagMan® Universal PCR Master Mix (sin AmpErase), 2,25 ul de agua y 0,25 ul de
20 x Assay Mix. Los 5 pl de mezcla de reaccidn se afiadieron a aproximadamente
10 ng de ADN anhidro en el pocillo de una placa de 96 pocillos. Las placas se
colocaron en un agitador de placas de valoracion y se agitaron intensamente durante
10 minutos y a continuacion se centrifugaron brevemente a 1.000 RPM. El ciclo
térmico se realizd en un GeneAmp® PCR System 3700 (Applied Biosytems) con un
mdédulo del bloque de la muestra doble de 384 pocillos utilizando las condiciones
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siguientes de ciclo térmico: 950°C durante 10 minutos, 40 ciclos de 92°C durante
15 segundos y 60°C durante un minuto. La sefial fluorescente se detectd utilizando un
detector de secuencia ABI PRISM 7800HT (Applied Biosystems) segln las
instrucciones del fabricante. Los datos se analizaron con el programa informatico
Sequence Detection System (SDS) versiéon 2.1 (Applied Biosytems).

33

Elemplo 5
Investigacién de varian GP en jent iabéticos de ti

De los 2.4685 pacientes analizados, 1.332 eran varones y 857 eran hembras.
Las frecuencias alélicas se estimaron haciendo el racuento de las apariciones del alelo
completo de GRP40, y a continuacién dividiendo por dos el nimero de individuos a
considerar para los dos alelos a los que contribuye cada paciente. Se estimaron las
frecuencias en el genctipo haciendo el recuento de las apariciones de un determinado
genotipo y a continuacion dividiendo por el nimero de individuos.
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REIVINDICAC| NES

1. Un método de genotipado, que comprende determinar el aminoécido
que estd codificado por el gon GPR40 de un paciente humano en el aminoécido
nimero 211.

2. Un método de la reivindicacién 1 que comprende ademas determinar el
aminodcido que esta codificado en el aminodcido nimero 211 por ambos alelos del
gen GPR40 de dicho paciente.

3. Un método de genotipado de la reivindicacién 1 que comprende ademés
determinar si el gen GPR40 de dicho paciente codifica el aminodcido nimero 211 que
es distinto de histidina.

4, Un método de genotipado de la reivindicacion 1 que comprende ademds
determinar si el gen GPR40 de dicho paciente codifica el aminodcido nimero 211 que
es la arginina.

5. Un método de genctipado de la reivindicacién 1 que comprende ademas
determinar si el gen GPR40 de dicho paciente codifica el aminoécido nimero
211 que es la histidina.

6. Un método de genotipado de la reivindicacién 1, que comprende
ademads:

aislar el 4cido nucleico procedente de un paciente humano;

ampliar una secuencia contigua de dicho acido nucleico, en el que dicha
secuencia contigua comprende los nucledtidos de GPR40 que codifican el aminodcido
nimero 211, o su secuencia complementaria;

tratar dicha secuencia contigua con una sonda nucleotidica que permite la
determinacion del aminoécido codifica en el aminoacido nimero 211 del gen GPR40
de dicho paciente; y

determinar si dicha sonda hibrida dicha secuencia contigua en condiciones de
alta severidad.
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7. Un método de la reivindicacion 6, en el que dicha sonda permite la
determinacién si el amino4cido nimero 211 de dicho gen GPR40 es la histidina.

8. Un método de [a reivindicacién 8, en el que dicha sonda permite la
determinacién si el aminodcido numero 211 de dicho gen GPR40 es la arginina.

9. Un método de la reivindicacién 6, en el que dicha sonda consiste en un
fragmento contiguo de una secuencia nucleotidica de la SEQ. ID. n°® 9 que tiene una
longitud de aproximadamente 13 a aproximadamente 35 nucledtidos, unidos a un
marcador detactable, y que incluye los nucleétidos que codifican el aminodcido 211, o
su secuencia nucleotidica complementaria.

10. Un método de la reivindicacién 8, en el que dicha sonda consiste en un
fragmento contiguo de una secuencia nuclectidica de la SEQ. ID. n® 10 que tiene una
longitud de aproximadamente 13 a aproximadamente 35 nucledtidos, unidos a un
marcador detectable, e incluyendo los nucledtidos que codifican el aminoécido 211, o
su secuencia nucleotidica complementaria.

1. Un método de tratamiento, que comprende:

determinar el aminoédcido que esté codificado por el gen GPR40 de un paciente
humane en el aminodcido numero 211; y

tratar a dicho paciente con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o proceso patolégico mediado
por que tiene al menos un alelo del gen GPR40 en al que el aminodcido codificado
numero 211 es otro distinto de la histidina.

12. Un método de la reivindicacién 11, 2n el que dicho agente es un de
compuesto  antidiabético de tiazolidindiona, uno de sus profdrmacos
farmacéuticamente aceptables o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

13. Un método de la reivindicacion 11, en el que dicho agente es un
inhibidor de dipeptidil peptidasa IV, uno de sus profdrmacos farmacéuticamente
aceptables © una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
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14. Un kit, que comprende una sonda nucleotidica que pemite la
determinacién del aminoacido codificado en el amincécido nimero 211 del gen GPR40
de dicho paciente humano.

4]

15. Un método de caracterizacién de un agente, que comprende:

medir la inhibicién competitiva mediante un agente de ensayo de fijacién de un
ligando de GPR40 a un primer receptor humano de GPR40 en el que el aminodcido
ndmero 211 es la histidina; y

medir la inhibicién competitiva mediante dicho compuesto de fijacién de un
ligando de GPR40 a un segundo raceptor humano de GPR40 en el que el aminoacido
numero 211 es distinto de la histidina.
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RESUMEN
Esta invencién se refiere a métodos de genotipado, métodoa de tratamiento,

pruebas de diagnéstico y kits y métodos de caracterizacién de un agente, relacionado
5 con un dnico polimorfismo nucleotidico del gen GPR£0.
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Vector de exprasidn
8201 bp



EIGURAS

SIQ. ID. NO: 1

Sscusncia nuclactidica de GPR40 haumano

ATGGACCTGOC OO G OAG T T OO T CGCC I CTATO TG OC UG C TI TUCIC TURGC T TCCCGCTTAAC
GFTCCTGGCCAT CCUAGGCOI0GACOGCCCACUCONGGCTC COTCTCACCC L TAGCCTGRTCTACCCCTS
AR TG C I COGACT TOC TGC TAACAOTCT CICTGOCC CTRRAAGCGOGE TOGAGGCGCTAGCCTCC
RO IO T TGO T T L TG TOCCCCGTCT IO TG aTOGOCCACTTCT ICCCACTC TATGOC
e 0T I TeGC oG CCC TGRAOTOCACOCCGCTAC  TEOGAGCACCCTTCCCCTTGRACTASCAA
GLCTTCCRGAGECCGTGC TATTC C TOGIGATE TGCEC G CCAT CTGERCCCTCGTCCTOTITOACCTA
GTCTAGICTITCGGT IGRAGCCTCCAGGACCE T GO TOUAC CACAGUAACACC TOCCTROGTATCART
ACACC N ARCOGC T T CCOG T C TGO T OGAGE CCTaaGA OGO TC TG COGRGCCOGACTOACTIT
AGCCTCTCT CTCC TGCTC T T T I T T TGOS TTAACCATCACAGCCTITC TGO T ACITOSGC TICCTOCGE
CTCADGCIGCTGC TCTGCOTAGGACCCTACAACGOCTCOAACG TOGCCAGCTTCCTC TACCOCARTOTA
GKIRGECTCCTEGCGEAAGCTCGAGCICATCACAGG T BCCTAGAGTGT GATGCT TAAT COGCTGOTAACT
OGTTACTTAGOAAGGGGTCCTAGCC YGARGACAGTG TOTOUOGCARGAACTCARGCGOGCRACTCCCAG

AMG
* Bubrayados los mucladtides que codificun el mminckecido mimaro 211

SEQ. ID. NO: 2

Sacusncia da aminodecidos del GPR40 bumanoc

MDLP PO LEFGLYVARFALGF PLNVLAI ROATAHARLRLTPALVYALNLGCSULLLTVELPLKAVEALAS
GANPLPASLCPVFAVANT FPLYAGOGF LAALSAGRYLAAAFLAYQAFRRPLT SNGVCAAT WALYLCHL
GLYFGLERPCEWLDH SN TALG I N T PVNGE PVCLEAWD PAS MPAR PSLSLLLFFLPLAITAFCTVGCLR
ALARSGUTHREXIRARNVAGGALLTLLLCVGPYHASHVAS FL. Y PNLOGESWRRLG LI TCANSVVLNPLVT
GYLARGPGLATVCAARTOOUESOK

* Subrayado al sminodcido nimero 211



FIGURA G

§3Q. ID. NO: 3 _
Secusncia mucleotidica de GPR40 humeno

ATGOACCTGCCOCOGCAGCTCTCCTTCOGCCTCTATETAGCCLCCT T ICOGCT GCGLTTCCCGITCAM
GTCCTGGCCATCCaABECE CRACRBACCCACGCCOGE CECOGTCTCACCCCTAGCCTGCTCTACGCOCTE
AACCTGAGCTACTCCRACCTACTGE TRACAGTCTCT CTOC COr TRAAGECHATEAAMIGCUCTAGCCTCT
GOGGCCTGGCCTCTG GG TCICTETGCOCCa I C T OB COATAGCCCACTTCTTCCCACTCTATOCC
GGCCRGGECTTCCTGGCOGCCCTOAST GCAGGCOGCTACCTGLGAGCAGCCETCCCCTTGAOCTACCAA
GCCTTCCAGANGCCHTRC TAT TS TRAGAGETE TACGOEGCCATCTAGRCCCTCOTCCTGTG ICACCTS
GOTCTEGTCITTOGATTGRAGGCTCCAGGAGICTGACTRAACCACAGCAACACCT CCCTAGRCATCARD
ACACCGGTCAACGEC OO G T TG e T e CAS SO IGIGAC R GCCTCTECCRICCCEGCCOSCTTe
AGCCTCTICTCICCIACTCITTTTTCTGCCCTTOGCCATCACALCCT TCTGCTACGTGAGCTGOCTTCEG
GLACTEOCCCACTCCHRCCTAACECACAZGCEGAABCTCOGSGCTACCTEAATAACCGICBIEOGCICTC
CTCACGCTGCTACTCTOCATAGGACCCTACAROGOCTCCAACETOGCCAGCTTCCTGTACCCCAATCTA
GRAGGCTCCTGGOGAAAGL TEEGGCTCATCACGGETECCTGOARTETAGTACTTAATCCGCTERTUALT
GETTACTTOGAARGAGATCCTRECCTOANGACAGTCTETACOGCARIAACGCAAGGAGECAAGTCCCAG
AAG

* Suhrayados 1os mucledtidos gue codificen el eminodcido mimero 211

SEQ. ID. XOu 4

Secusncia de aminodcidos de GPR40 humano

MDLP PQLE ALY VAAFALOY R LN VLA IRGATAHARLRLT PALY YALNLECSDLLLTVELPLEAVEALAS
GANPLPASLCPVFAVARFFPLYAGOOFLAALSACRYLOGAA FPLAYQAFRRFCY SWEVCAAIWALVLCUL
GLVFGLEAPGGWLIHANT SLOINT PVNGEPVCLEAWD PAEAGEARFSLSLLLFFLPLAITAPCYVICLR
ALARSGLTHRRXLAAAWVAGAALLTLLL.CVGPYNASNVASPLY PRLGGSWRXLGL ITGANSVVLEPLVY
GYLORGPGLATVCARRTQOGRSCK

* Subreyado el eminodcido nimero 211



FIGURA 7

SEQ. ID. NO: 5
Secuencia de cebador trenscrito para PCR d= GPR40 humenn
CTIGCCCATCACRGCCYTCT

8BQ. ID. NO: &
Secuencia de cebador complementario para PCR de GPR40 lnmano

COAQUTTGOAGGOCTTCT

BEQ. ID. NO: 7
Secuencia de sonda para PCR de GPR40 mmano
CACTGOCCCACTCT

SEQ. ID. RO: @
Secuencia de sonda para PCR de GFR40 humano

CACTAECOOGCTC

SEG. ID. NO: 9

Secuencia nucleotidica de GPR40 humano

T CTUC T AL PG RRCTGCCTCCAGaCACTOECCCACT CCGUCCTRACGCACNGGCUGANGCTGCA0GC
oG

* Subrayados los nucledcidos que codificen el aminodcido mimero 211

SEQ. ID. WO: 10

Secuencia micleotidica de GPR4A0 meno
CTTCTECTACSTGGGCTGCCTCOGAGCACTGICOCACTCOBANCTAACGCACACCOCAAACCTGOAGAC
oG

* Subrayados los mucledtidos que codifican el eminoécido mimero 211
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAF. INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F., Jr.
c/o LAWRENCE, Jackie
Easter Point Road

Groton, CT 06340

Estados Unidos de America

Sello de Recibido 2 de Junio de 2006, Departamento de patentes Pfizer

Fecha de expedicién: 29.05.2006

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC26139A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/001962

Fecha de presentacion internacional: 20.06.2005

Fecha de prioridad: 30.06.2004

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompafiado, si procede, de sus anexos.

. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizara
una traduccion en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y
la transmitird a las Oficinas interesadas.

. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentaciéon de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o més tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) {(Articulo
39 (1)} (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccién de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualquier anexo de
informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al



solicitante preparar la traduccibn en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para mas amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencién del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacion
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) sélo servirdn a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacion, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx:523656 epmu d
Fax: +49 89 2399 - 4465

Funcionario Autorizado: Cleere, C
Tel: +49 89 2399-7713



TRATADO DE CO PERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o0 mandatario: PC26139A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/001962

Fecha de presentacion internacional: 20.06.2005

Fecha de prioridad: 30.06.2004

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: INV. C12Q1/68

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et al.

1. El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revisién Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segiin el Articulo 36.

2. Eate REPORTE consta de un total de 10 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [] (remitido al solicitante y a la oficina internacional} un
total de ___ hojas, descritas a continuacion.:

[ hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[0 hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracion considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alla de Ila
divulgacion de la invencion tal como fue
originalmente presentada, segiin se indica en el punto
4 del Reglamento [ y en el Recuadro Suplementario.

b. [J] (remitido unicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) ,
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s}
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).



4, El presente informe contiene indicaciones relativas a los
siguientes puntos:
X Recuadrol Base de eate informe

[l Recuadroll Prioridad

D4 Recuadrolll  Ninguna formulacién de opinion sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacién industrial

[0 RecuadroIV Falta de unidad de Invencién

{d RecuadroV Declaracién motivada segin el Articulo
35(2) sobre la ncovedad, la actividad
inventiva y la aplicacién industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaraciéon

[ Recuadro VI Ciertos documentos citados

[[J Recuadro VI Defectos en la Solicitad Internacional

[] Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud
internacional

Fecha de radicacion de la demanda: 16.09.2005

Fecha de elaboracion de este reporte: 29.05.2006

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich

Tel. +49 89 2399 - o0 Tx:523656 epmu d

Fax: +49 89 2399 - 4465

Funcionario Autorizado: Barz. W

Tel: +49 89 2399-7713

e

X



Recuadro I. Base de este informe

1. Por la respuesta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en
el cual se depositd, salvo indicacién en contra sefnalada a
continuacion.

[J] Este informe estd basado en una tracduccién del idioma
original al siguiente idioma , que e¢s el de una traduccién
roporcionada a los fines de:

bisqueda internacional (segiin Reglas 12.3 y 23.1 (b))

[0 publicacién de la solicitud internacional (segin Regla
12.4)

[[1 examen preliminar internacional {segtin Reglas 55.2
y/o0 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcibn, Phiginas

1-31 tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, Nimeros

1-9 tal como se presentaron inicialmente

Numero de Hojas

1-15 Tal como se presentaron inicialmente
Hojas de dibujo
1/13-13/13 Tal como se presentaron inicialmente

X una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. [0 Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de:

la descripcion, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias {especificar):

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

I
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4. [0 E! presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que sec he considerado que iban
mas alla de la divulgacién de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla -

0.2(c)).
[0 1a descripcién, paginas

[0 las reivindicaciones, Nos.

[] 1losdibujos, hojas/fig.

[0 lalista de secuencias (especificar):

[0 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* 81 se utiliza el punto 4, algunas o todas estas piginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre Ia
novedad, la actividad inventiva y la aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacion industrial, por lo que respecta.

] al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 1-13 (14), 11-13 parcialmente

debido a que:

{ la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos.1-13
(1A) con respecto la aplicacién industrial, en cuestion se
refieren al objeto, respecto del cual no requiere examen
preliminar internacional (especifique):

Ver hoja sep/mada

[0 a descripcidn, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacion) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestibn no son claras, de manera que no es posible
formular una opinién significativa (especifique):

[C] 1las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestién
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinién significativa.

Xd no se ha emitido informe de basqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos. 1-13 parcialmente



[(] 1alista de secuencias nucledtidas y/o de aminoacidos no
cumplen la norma estindar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:

La lista en papel [0 no se presentd

[0 no cumple con la norma estandar

La lista en formato legible por ordenador

O no se presentd
[0 no cumple con la norma estandar

[ las tablas relativas a las listas de secuencias de nucleétidos
y/o de aminoacidos, si se han presentado tnicamente en
formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos
previstos en el Anexo C-bis de las Instrucciones
Administrativas.

[0 wver Recuadro Suplementario para mis detalles.

Recuadro No. V Declaracién razonada segin el Articulo 35
(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién
industrial: anterioridades y explicaciones que soportan tal
declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 6-15
No: Reivindicaciones 1

Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones -
No: Reivindicaciones 1-15

Aplicacién Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 14-15
No: Reivindicaciones

Ver hoja separada
2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

>
g



Recuadro luglementnrlo relativo a listas de secuencias

Continuacioén del Recuadro 1, punto 2:
1. En lo que se refiere a las secuencias cle nucleftidos y/o de
aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para
::;:invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido sobre la base
a. tipo de material
X unalista de secuencias
[0 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias
b. formato del material
Bd por escrito
B2  en soporte legible por ordenadcr
c. fecha de presentacién/entrega

X contenido en la solicitud internacional tal y como se
presento

[d presentado junto con la solicitud internacional en
formato legible por ordenador

[0 presentado posteriormente a esta Administracién a
los fines de blisqueda y/o examen

[0 recibido como modificacién, por esta Administracién
en fecha

2. [0 Ademas, en caso de que se haya presentado mas de una
version o copia de una lista de secuencias y/o tabla(s) relacionada(s)
con ella, se ha entregado la declaracién requerida de que la informacién
contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de
la solicitud tal y como se presentd o no va mas alli de lo presentado
inicialmente.

3. Comentarios adicionales
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA \'bl?
Solicitud Internacional No. PCT/IB2005/001962

ftem 1T
No formulacién de concepto con respecto a la novedad, nivel Inventivo y aplicacién
industrial

L. Puesto que las expresiones “determinando el... de aminodcidos del sujeto
humano...” en la reivindicacién 1 y “aislando &cido nucleico a partir de un sujeto
humano” en la reivindicacién 6 puede comprender pasos quirdrgicos o pasos
diagnésticos realizados sobre el cuerpo humano, las reivindicaciones 1-10 se relacionan
con materia considerada cubierta por esta Autoridad por las srovisiones establecidas en
la Regla 67.1(iv) del PCT. De manera similar, las reivindiceciones 11-13 que se
relacionan con el tratamiento de sujetos humanos también son consideradas cubiertas
por esta Autoridad por las provisiones establecidas en la Regla 67.1(iv) del PCT. De
manera que ningin concepto se formulard con respecto a la aplicacion industrial de la
materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) del PCT). Sin embargo, vera
continuacién la seccién V-3.

2. La reivindicacién 11 se relaciona con el tratamiento de sujetos humanos con un
agente para el tratamiento o prevencién de una “enfermedad o condicion patol6gica
mediada por el hecho de tener al menos un alelo del gen GPR40 en donde el nimero
aminodcido codificado 211 no sea histidina”. Sin embargo, puesto que la presente
solicitud solamente proporciona evidencia convincente para diabetes tipo II por ser de
hecho tal condicién (ver la pagina 10, lineas 22-27; ejemplo 5; figura 3), la
reivindicacién 11 no es ni clara ni estd soportada de manera suficiente por la memoria
descriptiva (Articulo 6 del PCT) ni tampoco la presente invencién estd divulgada de
manera suficiente para ser llevada a cabo por aquella persona capacitada (Articulo 5 del
PCT). De manera que la Bisqueda Internacional no fue realizada sobre todo el alcance
de la reivindicacién 11. Por lo tanto, la basqueda solo se limit6 al tratamiento con
agente para el tratar o prevenir diabetes tipo II. Asi, la Evaluacién Preliminar
Internacional solo se basard en aquellas partes de la presente solicitud que hayan sido
sometidas a bdsqueda (Regla 66.1(¢) del PCT).

ftem V
Declaracion razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial; citas y explicaclones sustentando dicha declaracion

Se hace referencia a los siguientes documentos:

DI: JOURNAL OF HUMAN GENETICS, vol. 47, no. 11, 2002, péginas 605-610,
(HAGA H. ET AL.);

D2: BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS,
ACADEMIC PRESS INC., US, vol. 239, 1997, péginas 543-547, (SAWZDARGO M.
ET AL.), ISSN: 0006-291X;

D3: DIABETES, NEW YORK, US, vol. 45, diciembre 1996, pdginas 1661-1669,
(SALTIEL A.R. ET AL.), ISSN: 0012-1797;

D4: CLINICAL AND EXPERIMENTAL HYPERTENSION, MARCEL DEKKER,
NEW YORK, US, vol. 21, 1999, pdginas 121-136, (SUBRAMANIAM 8S.);
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DS: ARZNEIMITTEL FORSCHUNG, ECV EDITIO CANTOR VERLAG, DE, vol. \)
48, no. 2, 1998, paginas 97-119, (BETHGE H ET AL), ISSM: 0004-4172;

D6: WO 02/057783 A (GLAXO GROUP LTD; SMITHKLINE BEECHAM P.L.C.),

25 de julio de 2002.

1. NOVEDAD - Articulo 33(2) del PCT

Las reivindicaciones 1-5 no cumplen con los requisitos establecidos en el Articulo 33(2)
del PCT por las siguientes razones:

1.1  Un método de genotipificacidn el cual comprende la determinacién del
aminodcido 211 del gen GPR40 es conocido a partir del documento D1 (ver el resumen,
la seccién de Métodos en la pdgina 606, como también el sitio en Intemnet citado en el
resumen). Por lo tanto, la materia de la presente reivindicacién 1 no es novedosa.

1.2  Las reivindicaciones dependientes 2-5 también no son novedosas (Articulo 33(2)
del PCT), puesto que las caracteristicas adicionales de dichas reivindicaciones también
se conocen a partir de D1 (ver los pasajes citados anteriormente).

1.3  Las restantes reivindicaciones 6-15 parecen ser novedosas, puesto que ninguno
de los antecedentes disponibles divulga la misma combinacisn de caracteristicas como
en dichas reivindicaciones.

2.  NIVEL INVENTIVO - Articulo 33(3) del PCT

Sin embargo, las reivindicaciones 6-15 parecen no cumplir con los requisitos del
Artfculo 33(3) del PCT por las siguientes razones:

2.1  Encomparacién con la divulgacién de D1, considerado el estado de la técnica
més cercano a las reivindicaciones 1-10, la materia de las presentes reivindicaciones 6-8
difiere solamente en que el genotipo es determinado mediante hibridizacién de una
sonda nucledtida bajo condiciones estrictas (en Jugar de secuenciamiento tal como se
usa en D1). Sin embargo, dicha diferencia no puede considerarse en hacer de dichas
reivindicaciones inventivas, puesto que la hibridizacion por sonda es solo una entre
varias posibilidades directas para la genotipificacion. Por consiguiente, aquella persona
capacitada podria seleccionar hibridizacidn por sonda, segin las circunstancias, sin el
ejercicio de habilidades inventivas.

2.2  De manera similar, los métodos de genotipificacién de las presentes
reivindicaciones 9-10 también no pueden ser reconocidos er. tener nivel inventivo
(Articulo 33(3) del PCT), puesto que la escogencia de una szleccién de 13-35
nucledtidos a partir de la secuencia genémica conocida cercana a codificacién por
tripletas para el residuo 211 del gen GPR40 (representado por la DEQ ID Nos 9-10),
serla un procedimiento de rutina obvio para aquelia persona capacitada.

2.3 Lareivindicacifn 11 se relaciona con un método de tratamiento, el cual
comprende la determinacién del residuo 211 del gen GPR4( y ¢l tratamiento con un
agente para tratar o prevenir la diabetes tipo II (ver la seccién ITI-2. arriba). Sin
embargo, dichos dos pasos no estén conectados mediante alguna relaci6n funcional y



por lo tanto se considera como una yuxtaposicién de procesos funcionando en su
manera normal y no produciendo alguna interrelacién de trabajo no obvia (ver las
Directrices PCT 1V-8.3a y IV-8.8(B1)). Por consiguiente, seria obvio combinar los
métodos conocidos para la determinacién del residuo 211 del gen GPR40 (ver la
seccién V-1.1 arriba) con algiin tratamiento conocido para tratar la diabetes tipo II
(usando por ejemplo, la tiazolidindiona, ver los documentos D3-D5).

2.4  Objeciones andlogas aplican para los métodos de tratamiento de las presentes
reivindicaciones 12-13.

2.5 Lareivindicacién 14 se relaciona con un kit el cual comprende una sonda de
nucledtidos el cual permite la determinacién del aminoédcido 211 del gen GPR40. Sin
embargo, puesto que cada sonda de nucleétidos que coincide con la codificacién de
tripleta para el aminoécido 211 del gen GPR40 debe considerarse en poder permitir la
determinacién de dicho residuo, dicha sonda es obvia a partir de todos los antecedentes
que divulgan la secuencia genémica para el gen GPR40 (por ejemplo, ver el documento
D2). Adicionalmente, puesto que la inclusion de sondas conocidas dentro de un kit
yace sobre el alcance de la prictica normal realizada por expertos en el estado de la
técnica, seria entonces una posibilidad obvia para aquel experto incluir dicha sonda en
un kit. De manera que la materia de la reivindicacién 14 parece carecer de nivel
inventivo.

2.6 Lareivindicacién 15 se relaciona con la caracterizacién de un agente de pruecba
uniéndose al gen GPR40 (ver la seccién 5.1 a continuacién), que comprende la
medicién de la inhibicién competitiva de la unién de un ligando GPR40 al gen GPR40
por medio de dicho agente de prueba. Sin embargo, de mancra andloga a la objecién
trazada en la anterior seccién 2.3, parece no haber ninguna rclacién funcional entre el
polimorfismo de GPR40 y la caracterizacién de un agente uniéndose a GPR40. Sin
embargo, puesto que la identificacién de un compuesto de prueba como ligandos
GPR40, mediante la deteccién de dicho compuesto de prueba inhibe de manera
competitiva la unién de un 4cido graso al gen GR40, se conaoce a partir del antecedente
D6, no puede reconocerse un nivel inventivo para la reivindicacion 15.

3. APLICACION INDUSTRIAL - Articulo 33(4) del PCT

3.1  Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 1-13 sobre si son
industrialmente aplicables, no existen criterios unificados entre los Estados
pertenecientes al PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacion de
las reivindicaciones. La Oficina de Patentes Europea, EPO, por ejemplo, no reconoce
como cumplimiento del requisito de la aplicacién industrial, un contenido de
reivindicaciones con respecto al uso de un compuesto en un tratamiento médico (ver la
seccién [11-1, arriba), pero si permite sin embrago, reivindicaciones con respecto a un
compuesto para primer uso en un tratamiento médico y el usio de tal compuesto para la
produccién de un medicamento para un tratamiento médico nuevo.

3.2  Las restantes reivindicaciones 14-15 cumplen con los requisitos del Articulo
33(4) del EPC.

4, DOCUMENTOS P, X

\



Los dos documentos citados en el Reporte de Bisqueda Internacional como documentos
P, X fueron publicados después de la fecha de prioridad, pero antes de la fecha de
presentacién de la presente solicitud. Por lo tanto, solo son relevantes para aquellas
partes de la presente solicitud, si las hay, que no tengan una reivindicacion de prioridad
vilida. Puesto que ¢l documento de prioridad no estuvo disponible para la evaluacién
preliminar internacional, se asumié que la prioridad de la presente solicitud era vélida.
Sin embargo, el anterior documento de patente podria convertirse en un antecedente
relevante en la fase Regional de la presente solicitud.

5. COMENTARIOS ADICIONALES

5.1 Lareivindicacién 15 no es clara (Artfculo 6 del PCT) puesto que no es aparente
c6émo la medicioén de la inhibicién competitiva por el agente de prueba del ligando
GPR40 uniéndose a las dos formas diferentes de GPR40 (llevando histidina u otro
aminoécido sobre la posicién 211) podria permitir la caracterizacion de dicho agente.
En otras palabras, la reivindicacion 15 parece carecer las dos caracteristicas esenciales
“método de caracterizar un agente de prueba que se une a GPR40” (segtin se expone en
la pégina 13, lincas 26-27, de la especificacién) y “por comparacion de la inhibicidn
competitiva de (...)"” (pdgina 13, lineas 26-27, de la especificacion).

5.2  Adicionalmente, la expresién “dicho compuesto™ en la mitad posterior de la
reivindicacién 15 no es clara (Articulo 6 del PCT), puesto que la primera mitad de dicha
reivindicacién no menciona ningin “compuesto™. Por consiguiente, la expresién “dicho
compuesto” deberia probablemente ser reemplazado por “agente de prueba™.

5.3  Lafigura 2 no es clara, puesto que no es aparente cdmo la Fig. 2A es diferente
de la Fig. 2B (debido a la rotulacién idéntica de dichos paneles y debido a la ausencia de
cualquier comentario en la memoria descriptiva).

5.4 Lafigura 3 no es clara, puesto que no es aparente cusiles datos corresponden a
cual genotipo. Esta objecién aplica especialmente a las seis lfneas discontinuas por
encima y por debajo de las lineas continuas/discontinuas. Adicionalmente, ni el
significado de los numerosos puntos de datos expresados en la parte superior e inferior
de la figura 3 ni el significado de la expresién “95% CI” son claros.
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Box No.| Basis of the report

1. With regand to the language, this report Is based on the intemational application in the language in which it was
filad, unless otherwise Indicated under this tem.

O This report is based on transiations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation furnished for the purposes of:

O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O international preliminary examination {under Rulea 55.2 andbr 55.3)

2. With regard io the elements” of the intemational application, this report is based on (repiacement sheets which
have been furnished o the recelving Office in response io an invitation under Article 14 are referrad 1o in this
report as “originally filed” and ane not annexad o this report);

Deascription, Pagee
1-31 as originally filed

Sequencs listings part of the description, Pages

1-8 a8 originally filed

Cialms, Numbers

1-15 as originally fied

Drawings, Shesis

S ——..___ asorginallyfliad - -

H asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

a2, 1 The amsndments have resulted In the cancellation ot

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetafigs

O the sequencs listing (specify):

0 any table(s) refatad to sequenca lieting (specify):

4 OO This report has been established as if (some of) the amendmants annexed 1o this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyord the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box {Rule 70.2(c)).

O the description, pages

O the claims, Noa.

[0 the drawings, sheetafigs

O the sequence listing (specify}.

[ any table(s) related to saquence listing (speciy):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”
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Box No. il Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicabliity

1. The queetions whether the claimed Invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemnational application,
claims Nos. 1-13 (lA), 11-13 (partially)

because:

B the sald intamational application, or the eaid claims Nos. 1-13 (IA) relate to the following subject matter
which does not require an intemational preliminary examination (apecify):

880 separate sheet

0 the description, claims or drawings (indicate particular elemants below) or said claims Noe. are so unclear
that no meaningtul opinion could be formed (specify)

00 the claime, or sald claims Nos. are so inadequately supportsd by the description that no meaningful opinion
could be formed.

B no intemational search report has baen established for the said claims Nos. 11-13 (partially)

O the nuclectide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that

the written form O has not been fumished
0 does not comply with the standard
" " the computer readable form L] has not been fumished
0 does not comply with thu standard

[0 the tables related to the nuclectide andbr amino acid sequence liating, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-big of the Administrativa Instructions.

OO0 See separate sheet for further detaile

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)
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Box No.V Reasoned statement under Articie 35(2) with regard to noveity, inventive step or induatrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
\ovelty (N) Yes: Claims 8-15
No: Claima 1-6
inventive step (I1S) Yes: Claima
No: Claima 1-18
Industrial applicability {IA) Yeos: Claims 1415
No: Claima

2. Citations and explanations {Rule 70.7):
noe separate sheet

Form PCTAPEA/408 {January 2004)
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Supplemantai Box relating to Sequence Listing
Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleotide andbr amino acld sequence clsclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this report has been established on the basis of:

a. type of material:

& asequence listing
O tabie(s) related to the sequence listing
b. format of material:
&  in writtan format
&2 In computer readable form
c. time of filingfumishing:
contained in the intamational application as flled
filad together with the International application in computer readable forn
fumished subsequently to thia Authority for the purposes of search andbr examination

OO0 R

recelved by this Authority as an amendment on

2. 00 In addition, Inmomamnmmﬂnnmovennnorcopyofasoquoncalhﬂngandbrlable(-)ralatlng

- ———— Inmtohubaurﬁledorfumhhed—ﬂu—mqmmdmmmmemhnmﬁonm

additional coples ls identical to that in the application as flled or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were fumished.

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)
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ITEM il

1. Since the expressions "determining the amino acid [...] of human subject[...]" in
claim 1 "isolating nucleic acid from a human subject® in claim 6 may comprise
surgical steps or diagnostic steps performed on the human body, claims 1-10
relate to subject-matter considered by this Authcrity to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Similarly, claims 11-13 relating to the treatment
of human subjects are also considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 87.1(iv} PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(i) PCT). See, however, item V-3. below.

2. Claim 11 relates to the treatment of human subjects with an agent for treatment or
prevention of a "disease or pathological condition mediated by having at least one
allele of the GPR40 gene wherein the encoded amino acid number 211 Is other
than histidine", Since, however, the present application only provides convincing
evidence for type || diabetes as being such a condition (see page 10, lines 22-27;
example 5; figure 3), claim 11 is neither clear and sufficiently supported by the
description (Article 8 PCT) nor is the present invention sufficiently disclosed to be

_carried out by the skilied person (Article 5 PCT). Consequently, the Intemational

Search was not performed over the whole scope of claim 11. Instead, the search
has only been limited to the treatment with agent for treating or preventing type {1
diabetes. Consequently, the Intemational Preliminary Examination will only be
based on those parts of the prasent application which have been searched (Rule
66.1(e) PCT).

ITEM V:
Reference is made to the following documents:

D1: JOURNAL OF HUMAN GENETICS, vol. 47, no. 11, 2002, pages 605-610,
(HAGA H. ET AL.);

D2: BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS,
ACADEMIC PRESS INC., US, vol. 239, 1987, pages 543-547,
(SAWZDARGO M. ET AL.), ISSN: 0008-291X;

D3: DIABETES, NEW YORK, US, vol. 45, December 1998, pages 1661-1669,

Form PCT/Separaie Sheet/408 {Shest 1) (EPO-January 2004)
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(SALTIEL A.R. ET AL.), ISSN: 0012-1797;
D4: CLINICAL AND EXPERIMENTAL HYPERTENSION, MARCEL DEKKER,
NEW YORK, US, vol. 21, 1999, pages 121-136, (SUBRAMANIAM S.);
D5: ARZNEIMITTEL FORSCHUNG, ECV EDITIO CANTOR VERLAG, DE,
vol. 48, no. 2, 1998, pages 97-119, (BETHGE H ET AL), ISSN: 0004-4172;
D6: WO 02/057783 A (GLAXO GROUP LTD; SMITHKLINE BEECHAM P.L.C.),
25 July 2002.

1. NOVELTY

Claims 1-5 do not meet the requirements of Article 33(2) PCT for the following
reasons:

1.1 A genotyping method comprising the determination of amino acid 211 of GPR40 Is
known from document D1 (see abstract, the Methods section on page 608, as wel!
as the web site cited in the abstract). Therefore, the subject-matier of present
claim 1 is not novel.

1.2 The dependent claims 2-5 are also not novel (Article 33(2) PCT), because the

additional features of said claims are also known from D1 (see the passages cited
above).

1.3 The remaining clalms 8-15 appear to be novel, bacause none of the available
prior art documents discloses the same combination of features as in said claims.

2. INVENTIVE STEP

However, claims 6-15 do not appear to meet the requirements of Article 33(3)
PCT for the following reasons:

2.1 Compared to the disclosure D1, which is regarded as being the closest prior art to
claims 1-10, the subject-matter of present ciaims 8-8 differs only the fact that the
genotype is determined by hybridization of a nuclectide probe under stringent
conditions (instead of sequencing as used in D1). However, said difference cannot
be regarded as making said claims inventive, because probe hybridization is

Formn PCT/Separate Sheel/400 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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merely one of several straightforward possibilities for genotyping. Therefore, the
skilled person would select probe hybridization, in accordance with circumstances,
without the exarcise of invantive skill.

2.2 Similarly, the genotyping methods of presant claims 9-10 also cannot be
acknowledged as involving an inventive step (Articie 33(3) PCT), because the
selaction of a 13-35 nucleotide sequence from the known genomic sequence
close to triplet coding for residue 211 of GPR40 (represent by SEQ ID NO:s 9-10)
would be an obvious routine procedure for the skillad person.

2.3 Clalm 11 reiates to a method of treatment, comprising the determination of
residue 211 of GPR40 and the treatment with an agent for treating or preventing
type |l diabetes (see item llI-2. above). However, said two steps are not connected
by any functional relationship and are therafore considered as a juxtaposition of
processes functioning in their normal way and not producing any non-obvious
working Interrelationship (see PCT Guidelines IV-8.3a and iV-8.8(B1)). Therefore,
it would be obvious to combine the known methods of determining GPR40 residue
211 (see item V-1.1 above) with known treatment of treating type Il diabetes
(using e.g. thiazolidinedione, see documents D3-D5).

24 Analogous objections apply to the treatment methods of prasent claims 12-13.

2.5 Claim 14 relates to a kit comprising a nucleotide probe that enables determination
of amino acid 211 of GPR40. Since, however, every nucleotide probe overapping
the triplet coding for amino acid 211 of GPR40 must be regarded as enabling the
determination of sald residue, sald probe is obvious: from all prior art documents
disclosing the genomic sequence of GPR40 (e.g. document D2). Since,
furthermore, the inclusion of known probes into a kit falls within the scope of the
customary practice followed by persons skilled in the art, it would therefore be an
obvious possibility for the skilled person to include said probe into a kit. Conse-
quently, the subject-matter of claim 14 appears to lack an inventive step.

2.8 Clalm 15 relates to the characterization of an test agent binding to GPR40 (see
item 5.1 below), comprising the measurement of competitive inhibition of binding
of a known GPR40 ligand to GPR40 by said test agant. However, analogous to
the objection outlined in item 2.3 above, there appear to be no functional
relationship between the GPR40 polymorphism and the characterization of an

Form PCT'Sapamate Sheet/406 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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agent binding to GPR40. Since, however, the identification of test compound as
GPR40 ligands by detecting whether said test compound competitively inhibits the
binding of a fatty acid to GPR40 Is known from document D6, the involvement of
an inventive step cannot be acknowiedged for claim 15.

3. INDUSTRIAL APPLICABILITY

3.1 For the assessment of the present clalms 1-13 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can aiso be dependent upon the formulation of the claims. The EPQO,
for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of
claims to the treatment of the human or animal body by surgery or to the use of a
compound in medical treatment (see item llI-1. above), but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

3.2 The remaining claims 14-15 fulfill the requirements of Article 33(4) EPC.

4. PXDOCUMENTS

The two documents cited in the International Seerch Report as P,X documents
were published after the priority date, but before the filing date of the present
application. Therefore, they are only relevant for those parts of the present
application, if any, which do not have a valld claim to priority. Since the priority
document was not availabie for the intemational preliminary examination, the
priority of the present application was assumed tc be valid. However, the above
patent document may become relevant prior art in the Regional phase of the
present application.

5. FURTHER COMMENTS

5.1 Claim 15 is not clear (Article 6 PCT), because it is not apparent how the
measurement of the competitive inhibition by the tast agent of GPR40 ligand

Form PC“/Sapantin Sheat/409 (Sheat 4) (EPO-January 2004)
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binding to the two different GPR40 forms (carrying histidine or another amino acid
at position 211) might possibly allow the characterization of said agent. In other
words, claim 15 appears to lack the two essential features "method of
characterizing an iest agent that binds to GPR4(I" (as outlined on page 13, lines
26-27, of the specification) and "by comparing the competitive inhibition of {...]"
(page 13, lines 26-27, of the specification).

5.2 Furthermore, the expression "said compound" in the lower half of clalm 15 is not
clear, (Article 6 PCT), because the upper half of said claim does not mention any
*compound®. Therefore, the expression “said cornpound” should probably be
replaced by “test agent".

5.3 Figure 2 is not clear, becausa it is not apparent how Fig. 2A is different from Fig.
2B (due to the identical labelling of said panels and due to the absence of any
comments in the specification).

5.4 Figure 3 is not clear, because it is not apparent which data correspond to which
genotype. This objections applies especially to tha six dotted lines above and
below the solid/dashed lines. Furthermore, neither the meaning of the numerous
data points at the very top and the very bottom of figure 3 nor the meaning of the
expression "95% CI" are clear.

Form PCT/Separats Shee/400 (Sheet 5) (EPO-Janusry 2004)
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