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ANEXOS

l Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
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Poderes si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen

Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material bioldgico

Arte final 12 X 12 .

De ser el caso, informacidén sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el ‘.

mismo titular 0 su causante, relacionadas parcial o toialmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
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—
-

FIGURA CARACTERISTICA

12

Solicito la concesién de la patente

NOMBRE: _JIMENA ESCOBAR URIBE
FIRMA: (:]YILQME]M

C.C. 39.779.452 de Usaquen T.P. 68.228

As.3\2)3[ec

\o



’

1k Y COMERCIC Lot e -
GUPERINTINDENCIA DE IMDUSTRIA ¥ CUNMERCIC . '

RECIRD DFICIAL DE CAJA

8 -

FECHA ¢ leRIG 13

' ‘4 < L e S
e . '

ey 27 3
EIT ¢+ 800175089-2
22,388 .P"S;PERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGIO _‘j
- E..\’, . . i i
A IR BT LR T
. No. 08-033378. -00000-0000

Fecha: 2008-04-03 15:25:13 Dep, 2020 NUECREACION!
fra. 11 PATENTELY]

Eve: 378 FASENACIONAL|
Act 411 PRESCNTACION

Folios: 133
435 COHSIGNATTION 84
------------------------------------------------------------------------------ in P ¥r. PRG
........... CLERT ha. FARD FECKA P50 ]
S 1 PAGD BANCD shwh o Na. FRED O FEDKARSD O wr PG
DEPRSITANTE PG PG BANID O BHERR W PARD O REDNAF
3 WSITLL IBOAE  24,030,000.08
CLARKE RODET ¥ OO, COLONSODMBISNACIEN  BANLC DE BCBOTA 42754187 2651340 (370372068 2
LLARRE [ B MU LR YR T

..............
..................

CAMT. RENTIETICD

o

{ETRIENRTOS UR MIL PES

i)
X

.........................

531, 00.¢0
3 591,560, 49

0
T
T
r——
LF]
&
[
52l
e
as

-

/

<A AFLIZARG AL EXPEDIENTE Na.




1.)

2.)

3.)

4.)

. SJ]
S’

ANEXOS
INVENTORES

MONIA, Brett, P.

(2306 Casa Hermosa Court, Encinitas, California 92024, Estados Unidos de América );

MICKAY, Robert /
( 12467 Golden Eye Lane, Poway, California 92064, Estados Unidos de América);
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RESUMEN DE LA INVENCION

Los compuestos, composiciones y metodos se proveen para la

modulacién de la expresion del receptor glucocorticoide; las compesiciones

5 comprenden compuestos antisentido, particularmente oligonucledtidos

antisentido los cuales tienen propiedades particulares in vivo, dirigidos hacia

acidos nucléicos que codifican el receptor glucocorticoide; se proveen los

métodos de uso de estos compuestos para la modulacion de la expresion del
receptor glucocorticoide y para el tratamiento de enfermedades.
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MODULACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR GLUCOCORTICOIDE

LISTADO DE SECUENCIA

En la presente invencidn se incorpora como referencia una
forma que se lee por computadora del listado de secuencia, en un disco, que
contiene el nombre del archivo BIOLOO65WOSEQ.txt, el cual es de 37,122

bytes (medido en MS-DOS) vy se cred 19 de septiembre del 2006.

CAMPO DE LA INVENCION

En la presente invencion se describen compuestos,
composiciones y métodos para la modulacién de la expresion del receptor

glucocorticoide en una célula, tejido o animal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Puesto que la gluconeogénesis incrementada se considera como
la fuente principal de produccion de glucosa incrementada en la diabetes, se
han investigado numerosos blancos terapéuticos para la inhibicidn de la
produccién de glucosa hepatica. Debido a la capacidad de los antagonistas
del receptor glucocorticoide (también conocido como subfamilia del receptor

nuclear 3, grupo C, miembro 1; NR3C1; GCCR; GCR; GRL; receptor

<
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glucocorticoide, linfocito) para mejorar la diabetes en modelos animales,
dichos compuestos se encuentran entre las terapias potenciales a ser
exploradas. Sin embargo, existen efectos sistémicos detrimentales de
antagonistas del receptor glucocorticoide/ incluyendo activacién del eje HPA
(Link, Curr Opin Investig Drugs, 2003, 4, 421-429). La actividad incrementada
del eje HPA se asocia con la supresion de la accidn inflamatoria relacionada
con el sistema inmune, la cual puede incrementar la susceptibilidad a los
agentes infecciosos y neoplasmos. Las condiciones asociadas con la
supresion de la inflamacion mediada por el sistema inmune a través de
defectos en el eje HPA, o sus tejidos blanco, incluyen sindrome de Cushing,
estrés cronico, alcoholismo crénico y depresion melancdlica (Chrousos, N
Engl J Med, 1995, 332, 1351-1362). Por lo tanto, es de gran valor para
desarrollar antagonistas del receptor glucocortocoide especifico del higado y

especifico de la grasa.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn se dirige a compuestos oligoméricos
dirigidos a y que se hibridan con una molécula de acido que codifica GCCR el
cual modula la expresién de GCCR. En la presente invencién se proveen
oligonucledtidos quimericos referidos como "gapmers”, que comprenden una
region deoxinucleétido o "gap” (abertura) flanqueada en cada uno de los

extremos 5 y 3' con "alas" comprendidas de uno a cuatro 2'-O-metoxietil
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nucledtidos. Las regiones de deoxinucleétido de los oligonucledtidos de la
invencidon estan comprendidas de mas de diez deoxinucledtidos, por lo tanto
los gapmers de la presente invencion tienen una “abertura-dilatada’ en
comparacion con los compuestos quiméricos que comprenden una region de
abertura de diez deoxinucleotido, tales como las que se ejemplifican en la
Publicacion de E.U.A. 2005-0164271, la cual se incorpora en la presente
invencién como referencia en su tofalidad. En algunas modalidades, en
comparacion con los oligonucledtidos que tienen la misma secuencia que
comprenden una region de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos
extremos 5'y 3' con cinco 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos, oligonucledtidos de
abertura-dilatada que tienen una potencia comparable o mejorada sin
acumulacién mejorada del oligonucledtido en el higado. Por lo tanto, las
modalidades de la presente invencién incluyen oligonucledtidos de abertura-
dilatada dirigidos a GCCR en donde la potencia es comparable con o mejor
que aquella de un oliéonucleétido que tiene la misma secuencia que
comprende una region de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos
extremos 5' y 3 con cinco 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos sin la acumulacién
mejorada del oligonucledtido en tejidos blanco.

Otra modalidad de la presente invencién incluye oligonucledtidos
de abertura-dilatada dirigidos a GCCR en donde las concentraciones renales
de dicho oligonucledtide son comparables con o estan disminuidas con
respecto a aque! oligonucledtido que tiene !la misma secuencia que

comprende una regién de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos
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extremos 5' y 3' con cinco 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos a la vez que se
mantiene o se mejora la potencia en los tejidos blanco tal como el higado.

Adicionalmente se proveen métodos para la modulacién de la
expresidon de GCCR en células, tejidos 0, animales que comprenden poner en
contacto a dichas células, tejidos o, animales con unc o més de los
compuestos o 6omposiciones de la presente invencion. Por ejemplo, en una
modalidad, los compuestos o composiciones de la presente invencion se
pueden utilizar para reducir la expresion de GCCR en células, tejidos o
animales.

En una modalidad, la presente invencién provee un método para
tratar una enfermedad o© condicion mediada por la expresion de
glucocorticoide en un animal que comprende poner en contacto al animal con
una cantidad efectiva de un compuesto de 'a invencién. Las enfermedades o
condiciones incluyen diabetes, diabetes Tipo 2, obesidad, sindrome
metabdlico X, hiperglucemia, hiperlipidemia, o esteatosis hepética. En algunas
modalidades, la hiperlipidemia se asocia con lipidos elevados tales como
colesterol en sangre o triglicéridos elevados en sangre. Los lipidos en sangre
incluyen lipidos en plasma y iipidos en suero. Adicionalmente se proveen
métodos para disminuir los niveles de lipidos en sangre, métodos para reducir
la masa grasa corporal, métodos para disminuir los niveles de triglicéridos en
higado, y métodos para mejorar la sensibilidad a la insulina en un animal

mediante la administracién de un compuesto de la invencidn.
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También se provee un método para disminuir los niveles de
glucosa en sangre en un animal que comprende administrar un compuesto de
la invencion. Los niveles de glucosa en sangre pueden ser los niveles de
glucosa en ayuno o durante la alimentacion, y los niveles de glucosa en
sangre incluyen los niveles de glucosa en suero o plasma. Adicionalmente se
proveen métodos para incrementar la sensibilidad a la insulina y para inhibir la
salida de la glucosa hepatica.

Otro aspecto de la presente invencion es un métode para
retrasar o prevenir el inicio de un incremento en los niveles de lipidos en
sangre o de glucosa en sangre en un animal mediante 'a administracion de un
compuesto de la invencion.

La presente solicitud tambien se refiere a la Solicitud de E.U.A.
No. 60/718,684, la cual se incorpora como feferencia en su totalidad. La
presente solicitud también se refiere a la Solicitud de E.U.A. No. 11/231,243 y
a la Solicitud PCT No. PCT/US2005/033837, cada una de las cuales se

incorpora en la presente invencién como referencia en su totalidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Revision
En la presente invencion se describen compuestos oligomericos,
incluyendo oligonucledtidos antisentido y otros compuestos antisentido para

uso en la modulacidn de la expresion de las moléculas de acido nucléico que
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codifican GCCR. Esto se logra al proveer compuestos oligomeéricos que
hibridan con una o mas moléculas blanco de &cido nucléico que coditican
GCCR.

De conformidad con la presente invencion son composiciones y
métodos para la modulacion de la expresiéon de GCCR (también conocido
como receptor glucocorticoide; subfamilia del receptor nuclear 3, grupo C,
miembro 1; GR; GRL; y NR3C1). Listados en el Cuadro 1 se encuentran los
nimeros de acceso GENBANK® de las secuencias que se pueden utilizar
para disefar los compuestos oligoméricos dirigidos a GCCR. Los compuestos
oligoméricos de la invencién incluyen 'os compuestos oligoméricos que
hibridan con una 0 mas moléculas blanco de &cido nucléicos mostradas en el
cuadro 1, asi como los compuestos oligoméricos que hibridan con otras
moléculas de acido nucléico que cedifican GCCR.

Los compuestos oligoméricos se pueden dirigir a cualquier
regién, segmento, o sitio de las moléculas de acido nucléico que codifican
GCCR. Las regiones blanco adecuadas, segmentos, y sitios incluyen, pero no
se limitan a, la 5'UTR, el coddn de inicic, el codén de paro, la region
codificante, la 3'UTR, la regién 5'cap (extremo modificado hacia 5'), intrones,

exones, uniones intron-exon, uniones exon-intrén, y uniones exdn-exon.

/O
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CUADRO 1

Genes hlancos

Especies Nimero de acceso | SEQIONO
GENBANK® ¢ descripcion

Humano NM 000176.1 1

Ratdn NM_012576 1 2

Fata N 0081731 2

Las ubicaciones en el acido nucléico blanco al cuai se hibridan
los compuestos oligoméricos activos se refieren a continuacién en la presente
invencién como “"segmentos blanco validados". Como se utiliza en la presenta
invencion el término "segmento blanco validado” se define como al menos una
porcién de 8 nucleobases de una region blanco a la cual se dirige un
compuesto oligomérico activo. Aunque no se desea atenerse a la teoria,
actualmente se cree que estos segmentos blanco representan porciones del
acido nucléico blanco las cuales son accesibles para hibridacion.

La presente invencion incluye los compuestos oligomeéricos que
son compuestos quiméricos. Un ejemplo de un compuesto quimérico es un
gapmer que tiene una region 2'-deoxinuciedtido o una regién "abertura”
flangueada por regiones no deoxinucleétido o "alas". Aunque no se desea
atenerse a ia teoria, la abertura del gapmer presenta un sustrato reconocible
por RNasa H cuando se une al ARN blanco mientras que las alas no son un
sustrato éptimo pero puede conferir otras propiedades tales como la
contribucion a la estabilidad del duplex o efectos farmacocinéticos ventajosos.

Cada ala puede ser uno o mas monémeros no deoxi oligonucledtidos. En una

I
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modalidad, el gapmer estd comprendido de una region de dieciseis 2'-
deoxinucledtidos flanqueada en cada uno de los extremos 5' y 3' por alas de
dos 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos. Este se refiere como un 2-16-2 gapmer.
Por lo tanto, el "motivo de este compuesto oligomérico quimérico o gapmer es
2-16-2. En otra modalidad, todos los enlaces internucleosidicos son enlaces
fosforotioato. En otra modalidad las citosinas del gapmer son 5-metilcitosinas.

Las modalidades de la presente invencion incluyen los
compuestos oligoméricos que comprenden las secuencias de 13 a 26
nucledtidos de longitud que comprenden una regidon deoxi nucledtida mayor
de 10 nucleobases de longitud flanqueada en cada uno de sus extremos 5'y
3' con al menos un 2'-O-(2-metoxieti!) nucledtido. Los oligonucledtidos de
"abertura-dilatada" preferidos comprenden 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 0 18
deoxinucledtides en la porcion abertura del oligonucleétido. Las regiones
flanqueantes preferidas hacia 5' y 3 comprenden 1, 2, 3, o 42-0O-(2-
metoxietil) nucledtidos. Los gapmers de abertura-dilatada preferidos tienen
motivos que incluyen 1-18-1, 1-17-2, 2-17- 1, 2-16-2, 3-14-3, y 4-12-4.

En modalidades preferidas los compuestos oligoméricos se
dirigen o hibridan con ARN de GCCR. En otra modalidad, lcs compuestos
oligoméricos reducen la expresion del ARN de GCCR. En otras modalidades,
los compuestos oligoméricos reducen la expresion del GCCR en donde la
expresion del GCCR se reduce en al menos 10%, en al menos 20%, en al
menos 30%, en al menos 35%, en al menos 40%, en al menos 45%, en al

menos 50%, en al menos 55%, en al menos 60%, en al menos 65%, en al

/2
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menos 70%, en al menos 75%, en al menos 80%, en al menos 85%, en al
menos 90%, en al menos 95%, o en 100%.

Los oligonucledtidos de la presente invencion incluyen aquellos
en donde las concentraciones renales de dicho oligonucleétido estan
disminuidas con respecto a un oligonucledtido que tiene la misma secuencia
que comprende una regién de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos
extremos 5' y 3' con cinco 2'-0-(2- metoxietil) nucleétidos. Los oligonucleétidos
de la presente invencion incluyen aquellos en donde las concentraciones
renales de dicho oligonucleétido son comparables con o estan disminuidas
con respecto a aquellas de un oligonucledtido que tienen la misma secuencia
que comprende una region de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos
extremos 5' y 3' con cinco 2'-0O-(2-metoxietil) nucledtidos. Los coligonucledtidos
de la presente invencion incluyen aquellos en donde la potencia con respecto
a la reduccién blanco o un efecto terapéutico es comparable a 0 mejor que
aquella de un oligonucledtido que tiene la misma secuencia que comprende
una region de diez deoxinucledtidos flanqueada en ambos extremos 5' y 3'
con cinco 2'-0O-(2-metoxietil) nucledtidos sin la acumulacién mejorada de
oligonucledtido en tejidos blanco. Los tejidos blanco preferidos incluyen
higado, y tejido adiposo.

La presente invencion provee oligonucledtides antisentido de 13
a 26 nucleobases de longitud dirigidos hacia una molécula de acido nucléico
que codifica GCCR en donde el oligonucleétido comprende una primera

regién, una segunda regidn, y una tercera region, en donde dicha primera

/13
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ragion comprende al menos 11 decxinucledtidos y en donde dicha segunda v
tercara regiches comprenden 1 a 4 2'-0O-{2-metoxiatil) nucledtidos, dicha
segunda y t;ércera regiones flanquean la primeara regién de 1os extremos 5' y 3
de dicha priimera region.

En algunas modalidades, los oligonucledtidos de la invencion ge
hibridan especificamente con GCCR y reducen la expresion de GCCR. En
algunas modalidades, la region de “abertura” comprende 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, o "18 nucleobases., En algunas modalidades, los oligonucledtidos
antisentido ;son de 20 nucleobases en longitud.

Los compuestos ofligomerices pueden comprender de
aproximadamente 8 a aproximadamente 80 nucicobases (es decir da
aproximadémente B a aproximadamente 80 nucledsidos asociados),
preferiblemente  entre  aproximadamente 13 a aproximadaments 28
nucleobases. Un experto en la técnica apreciara que los compuestas
oligomaéricos preferidos contemplados incluyen los compuestos que son de 13,
14, 15, 16,; 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 0 26 nucleobases en longitud,

Los compuestos de la invencidn incluyen secuencias
oligonucledtidas gue comprenden al menos las 8 nucleobases consecutivas a
partir del éxtremo 5' de uno de los compuestos antisentido ilustrativos {las
nucleobases remanentes siendo una extension consecutiva del mismo
otigcnuclerjjtido empezando inmediatamente cascada arriba del extreme hacia
5 del corﬁpuesto antisentido el cual se hibrida especlficamante con el acido

nuclgico blanco y continuande hasta que el oligonucledtide comprende
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aproximadamente 13 a aproximadamente 26 nucleobases). Otros compuestos
se representan por las secuencias oligonucledtidas que comprenden al menos
las 8 nucleobases - consecutivas a partir del extremo 3' de uno de los
compuestos antisentido ilustrativos (las nucleobases remanentes siendo una
extension consecutiva del mismo oligonucledtido empezando inmediatamente
cascada abajo del extremo hacia 3' del compuesto antisentido el cual se
hibrida espec(ficamente con el acido nucléico blanco y continuando hasta que
el oligonucledtido comprende aproximadamente 13 a aproximadamente 26
nucleobases). También se entiende que los compuestos pueden estar
representados por las secuencias oligonucledtidas que comprenden al menos
8 nucleobases consecutivas a partir de una porcion interna de la secuencia de
un compuesto ilustrativo, y se pueden extender hacia cualquier o ambas
direcciones hasta que el oligonucledtido contiene aproximadamente 13 a
aproximadamente 26 nucleobases.

Los oligonucledtidos de la invencién incluyen oligonucledtidos
antisentido de 20 nucleobases de longitud dirigidos hacia una molécula de
acido nucléico que codifica GCCR y que comprenden al menos una porcion
de 8 nucleobases de SEQ ID NO: 34, 33, 35, 36, 37, 42, 45, 56, 61, 63, 0 96.
En una modalidad, los oligonucledtidos de {a invencion son oligonucledtidos
antisentido de 20 nucleobases de longitud dirigidos hacia una molécula de
acido nucléico que codifica GCCR y que tienen la secuencia de SEQ ID NO:

34, 33, 35, 36, 37, 42, 45, 56, 61, 63, 0 96. En una modalidad, los

AY
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oligonucledtidos de la invencion tienen la secuencia de nucleobases de SEQ

ID NO: 37.

La presente invencion provee oligonucleétidos antisentido que
comprenden la secuencia de nucleobases de SEQ ID NO: 37. En una
modalidad, los oligonucledtidos de la invencién comprenden al menos una
porcién de 8 nucleobases de la secuencia de nucleobases de SEQ ID NO: 37.

En una modalidad, la presente invencién provee oligonucleodtidos
antisentido de 20 nucleobases de longitud dirigidos hacia una molécula de
acido nucléico que codifica GCCR y que comprenden al menos una porcion
de 8 nucleobases de SEQ ID NO: 34, 33, 35, 36, 37, 42, 45, 56, 61, 63, 0 96
en donde el oligonucledtido comprende una region deoxinucledtido de 12, 13,
14, 15, 16, 17, o 18 nucleobases de longitud la cual ésta flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con 1 a 42'-O-(2-metoxietil) nuciedtidos y en donde el
oligonucledtido especificamente se hibrida con y reduce la expresion del ARN
de GCCR.

En una modalidad, las regiones flanqueantes son simétricas
{(que tienen el mismo ndmero de nucledtidos en la region flanqueante hacia 5'
que en la regién flanqueante hacia 3'). En otra modalidad, las regiones
flanqueantes no son simétriéas (que tienen un numero diferente de
nucleotidos en la regién flanqueante hacia 5' en comparacion con la region
flanqueante hacia 3').

Los oligonucleédtidos antisentido de la invencion pueden contener

al menos un enlace internucledsido modificado. Los enlaces internucledsidos

76
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modificados incluyen enlaces fosforotioato. Los oligonucledtidos antisentido de
la invencién también pueden contener al menos un nucleobase modificada. En
modalidades preferidas, a! menos una citosina es una S-metilcitosina.

En ofras modalidades, la presente invencidn incluye
oligonucledtidos antisentide que tienen la secuencia de nucleobases de SEQ
ID NO: 37, en donde el oligonucledtido antisentido se caracteriza por una
region de 12 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro
2'-0-(2-metoxietil) nucledtidos, una region de 14 deoxinucledtidos flanqueada
en sus extremos 5' y 3' con tres 2'-0O-(2-metoxietil) nucleotidos, una region de
16 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con dos 2-O-(2-
metoxietil) nucledtidos, una regién de 17 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5'y 3' con uno o dos 2'-0O-(2-metoxietil) nucledtidos, o una region de
18 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con un 2'-O-(2-
metoxietil} nucledtido.

En una modalidad particular, los oligonucledtidos antisentido
tienen la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 37, en donde el
oligonucledtido antisentido tiene una region de 12 deoxinucledtidos
flanqueada en sus extremos §' y 3' con cuatro 2'-O(2-metoxietil) nucleétidos.
En una modalidad adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida
especificamente con y reduce la expresién de GCCR. En una modalidad
adicional, ai menos un enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En

una modalidad adicional, al menos una citosina es una 5-metilcitosina.
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En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 37, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regidon de 14 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con tres 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una modalidad
adicional, el oligonucleotido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonuciedtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 37, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regidon de 16 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con dos 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una modalidad
adicional, el oligonucleétido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5 -metilcitosina.

En una modalidad particular, e! oligonuciedtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 37, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regién de 17 deoxinucleétidos flanqueada en sus
extremos 5"y 3' con uno o dos 2'-O(2-metoxietil) nucleétidos. En una
modalidad adicional, el oligonuclectide antisentido hibrida especificamente

con y reduce la expresién de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un
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enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional,
al menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nuclecbases de SEQ ID: 37, en donde el oligonucleétido
antisentido tiene una regidn de 18 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3 con un 2'-0O(2-metoxietil) nucledtido. En una modalidad
adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresién de GCCR. En una modalidad adicienal, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una S-metilcitosina.

En otra modalidad los oligonucledtidos antisentido comprenden
la secuencia de nucleobases de SEQ ID NO: 33. En una modalidad, los
oligonucledtidos de la invencién, comprenden al menos una porcion de 8
nucleobases de la secuencia de nucleobases de SEQ 1D NO: 33.

En otras modalidades, la presente invencion incluye los
oligonucledtidos antisentido que tienen la secuencia de nucleobases de SEQ
ID NO: 33, en donde el oligonucleétido antisentido se caracteriza por una
region de 12 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro
2'-0-(2-metoxietil) nucledtidos, una region de 14 deoxinucledtidos flanqueada
en sus extremos 5' y 3' con tres 2'-0-(2-m;etoxietil) nucledtidos, una region de
16 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con dos 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos, una region de 17 deoxinucleédtidos flanqueada en sus

extremos 5' y 3' con uno o dos 2'-0-(2-metoxietil) nucledtidos, o0 una region de
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18 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con un 2-O-(2-
metoxietil) nucledtido.

En una modalidad particular, los oligonucledtidos antisentido
tienen la secuencia de nuclecbases de SEQ ID NO: 33, en donde los
oligonuciedtidos antisentido tienen una regién de 12 deoxinucledtidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro 2-0(2-metoxietil) nucleétidos.
En wuna modalidad adicional, el oligonuciedtido antisentido hibrida
especificamente con y reduce la expresién de GCCR. En una modalidad
adicional, al menos un enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En
una modalidad adicional, al menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID NO: 33, en donde el oligonucleétido
antisentido tiene una region de 14 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con tres 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una modalidad
adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresién de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 33, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regién de 16 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con dos 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una modalidad.

adicional, el oligonucledtide antisentido hibrida especificamente con y reduce
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la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace

internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucleétido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 33, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regidon de 17 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3' con uno o dos 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una
modalidad adicicnal, el cligonucledtido antisentido hibrida especificamente
con y reduce la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un
enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional,
al menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 33, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una region de 18 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5" y 3' con un 2-0O(2-metoxietil) nucleétido. En una modalidad
adicional, el oligonuciedtido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

La presente invencidén provee oligonucledtidos antisentido que
comprenden la secuencia de nucleobases de SEQ ID NO: 45. En una
modalidad, los oligonucledtidos de la invencion comprenden al menos una

porcién de 8 nucleobases de la secuencia de nucleocbases de SEQ ID NO: 45.
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En otras modalidades, la presente invenciéon incluye
oligonucledtidos antisentido que tienen la secuencia de nucleobases de SEQ
1D NO: 45, en donde el oligonucleédtido antisentido se caracteriza por una
regién de 12 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro
2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos, una regién de 14 deoxinuciedtidos flanqueada
en sus extremos 5' y 3' con tres 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos, una regién de
16 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con dos 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos, una regién de 17 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5' y 3' con uno o dos 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos, o una regién de
18 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con un 2-O-(2-
metoxietil) nucledtido,

En una modalidad particular, los cligonucledtidos antisentido
tienen la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 45, en donde los
oligonucledtidos antisentido tienen una region de 12 deoxinucledtidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos.
En una modalidad adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida
especificamente con y reduce la expresion de GCCR. En una modalidad
adicional, al menos un enlace internucleésido es un enlace fosforotioato. En
una modalidad adicional, al menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nuc!scbases dé SEQ ID: 45, en donde el oligonucleétido
antisentido tiene una region de 14 deoxinucledtidos flanqueada en sus

extremos 5' y 3' con tres 2'-O(2-metoxietil) nucledtidos. En una modalidad
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adicional, el oligonucledtide antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 45, en donde el oligonucleétido
antisentido tiene una region de 16 deoxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3' con dos 2'-O(2-nietoxietil) nucledtidos. En una modalidad
adicional, el oligonucleétido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonucledtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 45, en donde el oligonucledtido
antisentido tiene una regién de 17 decxinucledtidos flanqueada en sus
extremos 5 y 3' con uno o dos 2-0O(2-metoxietil) nucledtidos. En una
modalidad adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida especificamente
con y reduce la expresion de GCCR. En una modalidad adicional, al menos un
enlace internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional,
al menos una citosina es una 5-metilcitosina.

En una modalidad particular, el oligonuclegdtido antisentido tiene
la secuencia de nucleobases de SEQ ID: 45, en donde el oligonucledtido

antisentido tiene una regidon de 18 deoxinucledtidos flanqueada en sus
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extremos 5 y 3' con un 2'-O(2-metoxietil) nucleétido. En una modalidad

adicional, el oligonucledtido antisentido hibrida especificamente con y reduce
la expresién de GCCR. En una modzlidad adicional, al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato. En una modalidad adicional, al
menos una citosina es una 5-metilcitosina.

También se contempla en la presente invencidon una
composicién farmacéutica que comprende un oligonucledtido antisentido de la
invencién y opcionalmente un vehiculo, diluyente, potenciador o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Los compuestos de la invencién también se
pueden utilizar en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades y trastornos relacionados con la actividad glucocorticoide
mediada por GCCR.

Las modalidades de la presente invencion incluyen métodos
para reducir la expresién del GCCR en tejidos o células que comprenden
poner en contacto a dichas células © tejidos con una composicion
farmacéutica o un oligonucledtido antisentido de 'a invencién, métodos para
disminuir los niveles de glucosa en sangre, niveles de triglicéridos en sangre,
o niveles de colesterol en sangre en un animal que comprende administrar a
dicho animal una composiciéon farmacéutica de la invencién. Los niveles en
sangre pueden ser niveles en plasma o en suero. También se contemplan los
métodos para incrementar la sensibilidad a la insulina, métodos para disminuir
los niveles de triglicéridos en higado, y métodos para inhibir la salida de

glucosa hepatica en un animal que comprende administrar a dicho animal una
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composicion farmacéutica de la invencién. La sensibilidad incrementada a la
insulina se puede indicar por una disminucidn en los niveles de insulina en
circulacion. Otro aspecto de la presente invencién es un metodo para reducir
la masa grasa corporal en un animal.

Otras modalidades de la presente invencién incluyen métodos
para el tratamiento de un animal que tiene una enfermedad o condicion
asociada con la expresidn del receptor glucocorticoide que comprende
administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente o profilacticamente
efectiva de un oligonucledtido antisentido de la invencion. La enfermedad o
condiciéon puede ser una enfermedad o condicién metabdlica. En algunas
modalidades, ia enfermedad o condicién metabdlica es diabetes, obesidad,
sindrome metabdlico X, hiperglucemia, hiperlipidemia, ¢ resistencia a la
insulina. En algunas modalidades, la enfermedad es diabetes Tipo 2. En
algunas modalidades, la obesidad es inducida por dieta. En algunas
modalidades la hiperlipidemia se asocia con niveles elevados de lipidos en
sangre. Los lipidos incluyen colesterol y triglicéridos. En una modalidad, la
condicion es esteatosis hepatica. En algunas modalidades, la esteatosis es
esteatohepatitis o esteatohepatitis no alcohdlica.

También se proveen los métodos para prevenir o retrasar el
inicio de los niveles elevados de glucosa en sangre o los niveles de lipidos en
sangre en un animal.

Los compuestos de la invencion se pueden utilizar para modular

la expresién del GCCR en un animal que necesita de la misma, tal como un
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humano. En una modalidad no limitante, los métodos comprenden el paso de
administrar a dicho anima! una cantidad efectiva de un compuesto antisentido
que -reduce la expresion de GCCR. En una modalidad, los compuestos
antisentido de la presente invencién reducen efectivamente los niveles o la
funcion del ARN de GCCR. Debido a que la reduccion en los niveles de
ARNm de GCCR tambien puede Hevar a la alteracién en los productos
protéicos de expresion de GCCR, también se pueden medir dichas
alteraciones resultantes. Los compuestos antisentido de la presente invencion
que reducen efectivamente los niveles o 1a funcién de un ARN de GCCR o los
productos protéicos de expresion se consideran un compuesto antisentido
activo. En una modalidad, los compuestos antisentido de la invencion reducen
la expresién del GCCR ocasionando una reduccion del ARN en al menos
10%, en al menos 20%, en al menos 25%, en al menos 30%, en al menos
40%, en al menos 50%, en al menos 60%, en al menos 70%, en al menos
75%, en al menos 80%, en al menos 85%, en al menos 90%, en al menos
95%, en al menos 98%, en al menos 99%, o en 100% como se mide por un

ensayo ejemplificado en la presente invencion.

Mecanismos antisentido

Los "mecanismos antisentido" son todos aquellos que incluyen la
hibridacién de un compuesto con un acido nucléico blanco, en donde el

resultado o efecto de la hibridacién es ya sea la degradacion del blanco o la
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ocupacion del blanco con pérdida de velocidad concomitante de la maguinaria

celular incluyendo, por ejemplo, transcripcién o procesamiento alternativo.

Blancos

Como se utiliza en la presenta invencién, los términos "acido
nucléico blanco” y ‘molécula de acido nucléico que codifica GCCR" se han
utilizados por conveniencia para incluir el ADN que codifica GCCR, ARN
(incluyendo pre-ARNm y ARNm o porciones de los mismos) transcrito a partir

de dicho ADN, y también ADNc derivado a partir de dicho ARN.

Redgiones, Seamentos, v Sitios

El proceso de direccionamiento usualmente también incluye la
determinaciéon de al menos una region blanco, segmento, o sitio dentro del
acido nucléico blanco para que se realice la interaccidon antisentido de tal
manera que se produzca el efecto deseado, por ejemplo, modulacién de la
expresion. "Region” se define como una porcién del acido nucléico blanco que
tiene al menos una estructura identificable, funcién, o caracteristica. Dentro de
las regiones de acidos nucléicos blanco se encuentran segmentos. Los
"segmentes” se definen como porciones mas pequenas o sub-porciones de
regiones dentro de un acido nucléico blanco. "Sitios”, como se utiliza en la
presente invencion, se definen como posiciones Unicas de la nucleobase

dentro de un acido nucléico blanco.
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Una vez que una o mas regiones blanco, segmentos o sitios han
sido identificados, se disefian los compuestos oligoméricos los cuales son lo
suficientemente complementarios con respecto al blanco, es decir, hibridan
suficientemente bien y con especificidad adecuada, para producir el efecto

deseado.

Variantes

También se sabe en la técnica que los transcritos alternos de
ARN se pueden producir a partir de la misma regién genémica del ADN. Estos
transcritos alternativos generalmente se conocen como ‘“variantes." Mas
especificamente, las "variantes pre-ARNm" son transcritos producidos a partir
del mismo ADN gendémico que difieren con respecio a otros transcritos
producidos a partir del mismo ADN gendmico ya sea en su posicion inicial o
de paro y contienen tantas secuencias intrénicas como exoénicas.

Después de la escisidon de una 0 mas regiones de exon o intron,
o de porciones de los mismos durante el procesamiento, las variantes de pre-
ARNm producen "variantes de ARNm" mas pequeias. Consecuentemente,
las variantes de ARNm son variantes procesadas de pre-ARNm y cada
variante unica de pre-ARNm siempre produce una variante unica de ARNm
como un resultado del procesamiento. Estas variantes de ARNm también se
conocen como “variantes de procesamiento alternativo." Si no se produce el
procesamiento de la variante de pre-ARNm entonces la variante de pre-ARNm

es idéntica a la variante de ARNm.
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También se sabe en la técnica que las variantes pueden ser
producidas a través del uso de sefales alternativas para iniciar o detener la
transcripcion o paro y que los pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un
codén de inicio o0 de un corddn de paro. Las vartantes que se originan a partir
de un pre-ARNm o ARNm que utilizan codones de inicio alternativos se
conoccen como “variantes de inicio alternativo” de ese pre-ARNm o ARNm.
Aquellos tfanscritos que utilizan un coddn de parc alternativo se conocen
como ‘variantes de paro alternativo” de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo
especifico de variante de paro alternativo es la "variante polyA" en la cual los
multiples transcritos producen resultados a partir de la seleccion alternativa de
una de las "sefnales de paro polyA" mediante la maquinaria de transcripcion,
produciendo asi transcritos que terminan en sitios unicos polyA.
Consecuentemente, los tipos de variantes descritas en la presente invencion

también son acidos nucléicos blanco adecuados.

Modulacidon de la expresion del blanco

La "modulacién” significa una perturbacién de la funcién, por
ejemplo, ya sea un incremento (estimulacién o induccién) o una disminucién
(inhibicion o reduccidn) en la expresidn. Como otro ejemplo, la modulacion de
la expresion puede incluir perturbacién de la seleccion del sitio de
procesamiento del pre-ARNm. La "expresion” incluye todas las funciones por
medio de las cuales una informacion codificada por un gen se convierte hacia

estructuras presentes y en operacion en una célula. Estas estructuras incluyen
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los productos de transcripcion y traduccién. “Modulacién de la expresion”
significa la perturbacion de dichas funciones. "Moduladores" son aquellos
compuestos que modulan la expresién del GCCR vy los cuales comprenden al
mengs una porcidon de 8 nucleobases la cual es complementaria con un
segmento blanco validado.

La modulacién de la expresion de un &cido nucléico blanco se
puede lograr a través de la alteracién de cualquier niamero de funciones del
acido nucléico (ADN o ARN). Las funciones del ADN a ser moduladas pueden
incluir replicacién y transcripcién. La replicacién y transcripcion, por ejemplo,
puede ser a partir de un molde celular endégeno, un vector, una construccion
piasmidica o de otro tipo. Las funciones del ARN a ser moduladas pueden
incluir las funciones de translocacién, las cuales incluyen, pero no se limitan a,
translocacién del ARN hacia un sitio de translocacién de la proteina,
translocacion del ARN hacia sitios dentrc de la célula los cuales estan
distantes de sitio de la sintesis del ARN, y la traduccién de la proteina a partir
del ARN. Las funciones del procesamiento del ARN que pueden ser
moduladas incluyen, pero no se limitan a, procesamiento del ARN para'
producir una o mas especies de ARN, modificacion del ARN, 3' maduracién
del ARN y actividad catalitica c formacion del complejo que incluye el ARN en
el cual puede participar el ARN o puede ser facilitado por el ARN. La
modulacién de la expresién puede resultar en el nivel incrementado de una o
mas especies de acido nucléico o el nivel disminuido de una o mas especies

de acido nucléico, ya sea temporalmente o por un nivel de estado estacionario
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neto. Un resultado de dicha interferencia con la funcién del acido nucléico
blanco es la modulacion de la expresiéon del GCCR. Por lo tanto, en una
modalidad la modulacién de la expresién puede significar el incremento ©
disminucién en los niveles de ARN blanco o proteina. En otra modalidad la
modulacién de la expresion puede significar un incremento o disminucién de
uno ¢ mas productos del procesamiento del ARN, o un cambio en la relacton

de dos 0 mas productos de procesamiento.

Hibridacion y complementariedad

"Hibridacién" significa que el acoplamiento de cadenas
complementariaé de compuestos oligoméricos. Aunque no se limita a un
mecanismo particular, el mecanismo mas comun de acoplamiento incluye la
formacién de enlaces de hidrégeno, los cuales pueden ser de tipo Watson-
Crick, Hoogsteen o formacion de enlaces de hidrégeno tipo Hocgsteen
reversa, entre las bases nucleosidicas o nucleotidicas complementarias
(nuclecbases) de las cadenas de los compuestos oligomeéricos. Por ejemplo,
adenina y timina son nucleobases complementarias las cuales se acoplan a
través de la formacién de enlaces de hidrégeno. La hibridacion se puede
presentar bajo circunstancias variables. Un compuesto oligomérico es
especificamente hibridizable cuando existe un grado adecuado de
complementariedad para evitar la union no especifica del compuesto
oligomérico a secuencias de &cido nucléico no blanco bajo condiciones en las

cuales se desea la unidn especifica, es decir, bajo condiciones fisioldgicas en
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el caso de los ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y bajo condiciones en
las cuales los ensayos se llevaran a cabo en el caso de los ensayos in vitro.

“Condiciones severas de hibridacion” o "condiciones severas” se
refieren a condiciones bajo las cuales un compuesto oligomeérico hibridara con
su secuencia blanco, pero con un nimero minimo de otras secuencias. Las
condiciones severas dependen de la secuencia y seran diferentes en
diferentes circunstancias, y las "condiciones severas® bajo las cuales los
compuestos oligoméricos hibridan con una secuencia blanco se determinan
por la naturaleza y composicion de los compuestos oligoméricos y los ensayos
en los cuales son investigados.

“Complementariedad”, como se utiliza en la presenta invencion,
se refiere a la capacidad de acoplamiento preciso entre dos nucleobases en
una o dos cadenas del compuesto oligomérico. Por ejemplo, si una
nucleobase en una cierta posicion de un compuesto antisentido es capaz de
acoplarse mediante la formacion de enlaces de hidrégeno con una nuclecbase
en una cierta posicion de un acido nucléico blanco, entonces la posicién del
enlace de hidrogeno entre el oligonuciedtido y el acido nucléico blanco se
considera una posicién complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN o
ARN son complementarios entre si cuando un numero adecuado de
posiciones complementarias en cada molécula estan ocupadas por
nucleobases que pueden formar enlaces de hidrogeno entre si. Por lo tanto,
"especificamente hibridizable" y "complementariedad” son términos los cuales

se utilizan para indicar un grado adecuado de acoplamiento preciso o
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complementariedad en un numero adecuado de nucleobases de tal manera
que la unién estable y especifica se presenta entre el compuesto oligomérico
y un acido nucléico blanco.

Se entiende en la técnica que la secuencia de un compuesto
oligomérico no necesita ser 100% complementaria con respecto a la de su
acido nucléico blanco para ser especificamente hibridizable. Ademas, un
oligonucledtido se puede hibridan en uno o mas segmentos de tal manera que
los segmentos intermedios o adyacentes no participan en el evento de
hibridacion (por ejemplo, una estructura en asa, inconsistencia o estructura en
horquilla). Los compuestos oligoméricos de la presente invencién comprenden
al menos 70%, o al menos 75%, 0 al menos 80%, o al menos 85%, o al
menos 90%, o al menos 92%, o al menos 95%, o al menos 97%, o al menocs
98%, ¢ al menos 99% de complementariedad de secuencia con respecto a
una secuencia blanco dentro de la secuencia de acido nucleico blanco a la
cual estan dirigidos. Por ejemplo, un compuesto oligomérico en el cual 18 de
20 nuclecbases del compuesto antisentido son complementarias a una region
blanco, y por 1o tanto se podrian hibridar especificamente, podria presentar 90
por ciento de complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases
remanentes no complementarias se pueden agrupar 0 espaciar con
nucleobases complementarias y no necesitan estar contiguas entre si o con
respecto a l'as nucleobases complementarias. Como tal, un compuesto
oligomérico el cual es de 18 nucleobases de longitud que tiene 4 (cuatro)

nucleobases no complementarias las cuales estan flanqueadas por dos
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regiones de complementariedad completa con el &cido nucléico blanco podria
tener 77.8% de complementariedad general con el acido nucléico blanco y por
lo tanto podria caer dentro del alcance de la presente invencion. La
complementariedad porcentual de un compuesto oligomérico con una regién
de un acido nucléico blanco se puede determinar rutinariamente utilizando los
programas BLAST (basic local alignment search tools - herramientas de
busqueda del alineamiento local basico) y programas PowerBLAST conocidos
en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang vy
Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656). Homologia porcentual, identidad
de secuencia o complementariedad, se pueden determinar mediante, por
ejemplo, el programa Abertura (Wisconsin Sequence Analysis Package,
Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, Unfversity Research Park,
Madison WI), utilizando los ajustes por omision, que utilizan el algoritmo de

Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482-489).

Compuestos oligoméricos

El término "compuesto oligomérico" se refiere a una estructura
polimérica capaz de hibridar con una regién de una molécula de acido
nucléico. Este término incluye oligonucleétidos, oligonucledsidos, andlogos de
oligonucleotido, miméticos de oligonucledtido y combinaciones quiméricas de
éstos. Los compuestos oligomeéricos se preparan rutinariamente de manera
lineal pero se pueden unir 0 preparar de otra manera para que sean

circulares. Ademas, las estructuras ramificadas se conocen en la técnica. Un
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"compuesto antisentido” o "compuesto oligomérico antisentido” se refiere a un
compuesto oligomérice que es al menos parciaimente complementario con la
regién de una molécula de acido nucléico con la cual hibrida y la cual modula
(incrementa o disminuye) su expresién. Consecuentemente, aunque se puede
decir que todos los compuestos antisentido son compuestos oligomeéricos, no
todos los compuestos oligoméricos son compuestos antisentido. Un
“oligonucledtido antisentido” es un compuesto antisentido que es un oligémero
basado en acido nucléico. Un oligonucledtido antisentido se puede modificar
quimicamente. Los ejemplos no limitantes de los compuestos oligoméricos
incluyen iniciadores, sondas, compuestos antisentido, oligonucledtidos
antisentido, oligonucledtidos de secuencia guia externa (EGS), procesadores
alternos, y ARNsi. Como tal, estos compuestos se pueden introducir la forma
de cadenas sencillas, cadenas dobles, elementos circulares, cadenas
ramificadas u horquillas y pueden contener elementos estructurales tales
como profuberancias o asas intemas o terminales. Los compuestos
oligoméricos de cadena doble pueden ser dos cadenas hibridadas para formar
compuestos de cadena doble o una cadena sencilla con suficiente auto
complementariedad para permitir la hibridacién y formacion de un compuesto
completamente de cadena doble o parcialmente de cadena doble.

Los compuestos oligoméricos "quiméricos” o "quimeras,” en el
contexto de esta invencion, son compuestos oligoméricos de cadena sencilla
o doble, tales como oligonucledtidos, que contienen dos o mas regiones

quimicamente distintas, cada una comprendiendo al menos una unidad
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monomérica, es decir, un nucledtido en el caso de un compuesto
oligonucleétido.

Un "gapmer" se define como un compuesto oligomérico,
generalmente un oligonucledtido, que tiene una region 2'-deoxioligonucledtido
flanqueada por segmentos no-deoxioligonucledtido. La regidén central se
refiere como la "abertura.” Los segmentos flanqueantes se refieren como las
“‘alas.” Si una de las alas tiene cero mondémeros no-deoxioligonucleétido, se

describe un "hemimer”.

NAFLD

El término "enfermedad hepatica grasa no alcohdlica® (NAFLD)
abarca un espectro de enfermedades que tiene un intervalo desde la simple
acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos (esteatosis hepatica) hasta la
esteatosis hepatica con inflamacion (esteatohepatitis), fibrosis, y cirrosis. La
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) se presenta a partir de la progresién de
la NAFLD mds alla de la depositacién de triglicéridos. Se requiere un segundo
efecto capaz de inducir necrosis, inflamacion, y fibrosis para el desarrollo de
NASH. Los candidatos para el segundo efectc se pueden agrupar en
categorias amplias: factores que ocasionan un incremento en el estrés
oxidativo y factores que promueven la expresion de citocinas proinflamatorias.
Se ha sugerido que los triglicéridos incrementados en el higado llevan a una
estrés oxidative incrementado en los hepatocitos de animales y humanos,

indicando una relacién causa-y -fecto potencial entre la acumulacion hepatica
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de triglicéridos, el estrés oxidativo, y el progreso de la esteatosis hepatica
hacia NASH (Browning y Horton, J. Clin. Invest, 2004, 114, 147-152). La
hipentrigliceridemia e hiperacidemia grasa pueden ocasionar acumulacion de
triglicéridos en tejidos periféricos (Shimamura et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 2004, 322, 1080-1085). Una modalidad de la presente invencién es
un método para reducir los lipidos en el higado de un animal mediante la
administracion de una cantidad profilacticamente o terapéuticamente efectiva
de un compuesto oligomérico de la invencion. Otra modalidad de la presente
invencion es un métode para el tratamiento de la esteatosis hepatica en un
animal mediante la administracién de una cantidad profildcticamente ©
terapéuticamente efectiva de un compuesto oligomeérico de la invencién. En
algunas modalidades, la esteatosis es esteatohepatitis. En algunas

modalidades, la esteatosis es NASH.

Modificaciones quimicas

Nuclepbases modificadas vy alternas

Los compuestos oligoméricos de la invencidén también incluyen
variantes en las cuales esta presente una base diferente en una o mas de las
posiciones nucleotidicas en el compuesto. Por ejemplo, si el primer nucleétido
es una adenosina, se pueden producir variantes que contienen timidina,
guanosina o citidina en esta posicion. Esto se puede realizar en cualesquiera

de las posiciones del compuesto oligomérico. Estos compuestos son
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evaluados entonces, utilizando los métodos descritos en la presente invencion
para determinar su capacidad para reducir la expresion del ARNm de GCCR.
Los compuestos oligoméricos también pueden incluir
modificaciones o sustituciones de las nucleobases (frecuentemente referidas
en la técnica como bases heterociclicas o simplemente como "bases"). Como
se utiliza en la presenta invencion, las nucleobases "no modificadas" o
“naturales" incluyen las bases purina adenina (A) y guanina {G), y las bases
pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Una "sustitucion" es el
reemplazo de una base no modificada o natural con otra base no modificada o
natural. Las nucleobases "modificadas" significa otras nucleobases sintéticas
y naturales ta|és como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina,
xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados alquilo de
adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilo de adenina y guanina,
2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (-
C=C-CHa) uracilo y citosina y otros derivados alquinilo de bases pirimidina, 6-
azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-
amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas,
5-halo particularmente 5-bromo, S-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-
sustituidas, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-
azaguanina y B8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-
deazaguanina y 3-deazaadenina. Las nucleobases adicicnales modificadas
incluyen pirimidinas triciclicas tales como fenoxazina citidina(1H-pirimido(5,4-

b)(1,4)benzoxazin-2(3H)-ona), fenctiazina citidina (1H-pirimido(5,4-
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b}(1,4)benzotiazin-2(3H)-ona), Uniones-G tal como una citidina fenoxazina

sustituida (por ejemplo 9-(2-aminoeloxi)-H-pirimido(5,4-b)(1.4)benzoxazin-'

2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-pirimido(4,5-b)indol-2-ona), piridoindol
citidina (H-pirido(3',2":4,5)pirrolo(2,3-d)pirimidin-2-ona). Las nuclecbases
modificadas también pueden incluir aquellas en las cuales la base purina o
pirimidina se reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-deaza-adenina,
7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Las nucleobases adicionales
incluyen aquellas descritas en la Patente de Estados Unidos No. 3,687,808,
aquellas descritas en The Concise Encyclopedia Of Polymer Science and
Engineering, paginas 858-859, Rroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990,
aquellas descritas por Englisch et al., Angewandte Chemie, International
Edition, 1991, 30, 613, y aquellas descritas por Sanghvi, Y.S., capitulo 15,
Antisense Research and Applications, paginas 289-302, Crooke, S.T. y
Lebleu, B., ed., CRC Press, 1393. Algunas de estas nuclechases se conocen
por aquellos expertos en la técnica como adecuadas para incrementar la
afinidad de union de los compuestos de la invencién, Estas incluyen
pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas,
incluyendo 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha
mostrado que las sustituciones 5-metilcitosina incrementan la estabilidad del
duplex de acido nucléico por 0.6-1.2°C y son sustituciones de bases
adecuadas, incluso mas particularmente cuando se combinan con

modificaciones de 2'-O-metoxietil azdcar. Se entiende en la técnica que la



10

15

20

36

modificacion de la hase no incluye dichas modificaciones quimicas gue
producen sustituciones en una secuencla de acidos nucléicos.

Las Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la
preparacion de algunas de las nucleobases modificadas anteriormeante
mencionadas asi como ctras nucleobases modificadas incluyen, pere no se
limitan &, [a Patentz de E.U.A. antericrmente mencionada 3,687,808, asi como
la Patente de E.U.A.: 4,845,205; 5,130,302; 5,134 066; 5,175,273; 5,367,068,
5,432,272; 5 457,187, 5,459,255, 5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540;
5,587 468; 5,584,121, 5,586,001; 5,614,617; 5,645,985; 5,830,653, 5,763,588;
6,005,096; 5,681,941; y 5,760,692

Los compuestos oligoméricos de la presente invencién tambisn
pueden incluir compuestos heterociclicos policiclicos en fugar de una ¢ mas
de las porciones de las bases heterociclicas que se presentan de manera
natural.  Numerosos compuestos  heterociclicos  triciclicos  han  sido
previamente reportados. Estos compuestos se utilizan rutinariaments en
aplicaciones antisentide para incrementar las propiedades de union de |a
cadena medificada hacia una cadena blanco. Las modificaciones mas
gstudiadas son dirigidas a guanosinas por lo tanto éstas han sido
denominadas Unicnes-G o andlogos de citidina. Los anadlogos de citosina
representatives que hacen 3 enfaces de hidrdgeno con una guanosina en Una
segunda caderna incluyen 1,3-diazafenoxazina-2-ona (Kurchavov, et al,
MNucieosides and Nucledtides, 1997, 16, 1837- 1848), 1,3-dlazafenctiazina-2-

ona, {Lin, K.-Y.; Jores, R. J.; Matieucei, M. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,

S0
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3873-3874) y 6,7,8,9-tetrafluoro-1,3-diazafenoxazina-2-ona (Wang, J.; Lin, K.-
Y., Matteucci, M. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8385-8388). Ya incorporadas
dentro de los oligonucledtidos se mostré que estas modificaciones de bases
se hibridan con guanina complementaria y también se mostrd que la ultima
hibrida con adenina y mejora la estabilidad térmica al extender las
interacciones que se apilan (también véase las publicaciones de E.U.A. Pre-
Apoyo economico 20030207804 y 200301758086).

Se han observado propiedades estabilizantes de la hélice
adicionalmente cuando un analogo/sustituto de citosina tiene una porcién
aminoetoxi unida a la estructura rigida de la 1,3-diazafenoxazina-2-ona (Lin,
K.-Y.; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8531-8532). Los estudios
de unién demostraron que una incorporacion unica podria mejorar !a afinidad
de unién a un oligonucledtido modelo con respecto a su ADN blanco
complementario 0 ARN con una ATy, de hasta 18°C en relacion con la 5-metil
citosina (dC5™¢), que es un potenciador de alta afinidad para una modificacién
particular. Por otra parte, la ganancia en la estabilidad por la hélice no
compromete la especificidad de los oligonucledtidos.

Los compuestos heterociclicos triciclicos adicionales y métodos
para el uso de los mismos que son adecuados para uso en la presente
invencion se describen en las Patentes de Estados Unidos 6,028,183, y
6,007,992.

La afinidad de unidén mejorada de los derivados de fenoxazina

junto con su especificidad de secuencia no comprometida los hace analogos
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valiosos de las nucleobases para el desarrollo de fArmacos mas potentes

basados en antisentido. De hecho, se han derivados datos prometedores a
partir de experimentos in vitro demostrando que fos heptanucledtidos que
contienen sustituciones en la fenoxazina son capaces de activar la RNasa H,
mejorar la toma celular y exhibir una actividad antisentido incrementada (Lin,
K-Y; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8531-8532). La actividad
mejorada fue incluso mas pronunciada en el caso de union-G, puesto que una
sustitucion unica mostré mejorar significativamente la potencia in vitro de un
2'-deoxifosforotioato cligonucledtidos de 20 elementos (Flanagan, W. M.; Wolf,
JJ.; Olson, P.; Grant, D.; Lin, K.-Y.; Wagner, R. W.; Matteucci, M. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1999, 96, 3513-3518).

Los compuestos heterociclicos policiclicos modificados
adicionales utiles como bases heterociclicas se describen en pero no se
limitan a, la Patente de E.U.A. anteriormente mencionada 3,687,808, asl como
a las Patentes de E.U.A.: 4,845205, 5,130,302, 5,134,066, 5,175,273,
5,367,066; 5,432,272; 5,434,257, 5,457,187, 5,459,255, 5,484,908; 5,502,177,
5,525,711, 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121, 5,596,091; 5,614,617; 5,645,985;
5,646,269; 5,750,692; 5,830,653; 5,763,588; 6,005,096; y 5,681,941, vy

Publicacion de E.U.A. Pre-Apoyo econdmico 20030158403,

Combinaciones
Las composiciones de la invencion pueden contener dos o mas

compuestos oligoméricos. En otra modalidad relacionada, las composiciones
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de la presente invencién pueden contener uno 0 mas compuestos antisentido,
particularmente oligonucledtidos, dirigidos hacia un primer acidoe nucléico y
uno o mas compuestos antisentido adicionales dirigidos a un segundo acido
nucléico blanco. Alternativamente, las composiciones de la presente invencion
pueden contener dos o mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes
regiones del mismo acido nucléico blanco. Des o mas compuestos

combinados se pueden utilizar juntos o secuencialmente.

Terapia de combinacion

Los compuestos de la invencion se pueden utilizar en terapia de
combinacién, en donde se logra un efecto aditivo mediante la administracién
de uno o mas compuestos de la invencion y uno o mas de otros compuestos
terapéuticos/profilacticos adecuados para tratar una condicion. Los
compuestos terapeuticos/profilacticos adecuados incluyen, pero no se limitan
a, agentes que disminuyen la glucosa, agentes anti-obesidad, y agentes que
disminuyen los lipidos. Los agentes que disminuyen la glucosa incluyen, pero
no se limitan a hormonas, miméticos_ de hormona, 0 miméticos de incretina
(por ejemplo, insulina, incluyendo insulina inhalada, GLP-1 o analogos de
GLP-1 tales como liraglutida, o exenatida), inhibidores de DPP(IV), una
sulfonilurea (por ejemplo, acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida,
tolazamida, glimepirida, una glipizida, gliburida o una gliclazida), una
biguanida (metformina), una meglitinida (por ejemplo, nateglinida o

repaglinida), una tiazolidinediona u otros agonistas PPAR-gamma (por
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ejemplo, pioglitazona o rosiglitazona), un inhibidor de la alfa-glucosidasa (por
ejemplo, acarbcsa o miglitol), 0 un compuesto antisentido no dirigidos hacia
GCGR. También se incluyen los agonistas de PPAR dual (por ejemplo,
muraglitazar, que se ha desarrollado por Bristol-Myers Squibb, o tesaglitazar;
que se ha desarrollado por Astra-Zeneca). Tambien se incluyen los otros
tratamientos para la diabetes en el desarrollo (por ejemplo LAF237, que se ha
desarrollado por Novaris; MK.-0431, que se ha desarrollado por Merck; o
rimonabant, que se ha desarrollado por Sanofi-Aventis). Los agentes anti-
obesidad incluyen, pero no se limitan a, supresores del apetito (por ejemplo
fentermina o Meridia™), inhibidores de la absorcién de grasa tal como orlistat
(por ejemplo Xenical™), y formas modificadas del factor neurotréfico ciliar el
cual inhibe las sefiales de hambre que estimulan el apetito. Los agentes que
disminuyen los lipidos incluyen, pero no se limitan a, resinas que secuestran
las sales biliares (por ejemplo, colestiramina, colestipol, y clorhidrato de
colesevelam), inhibidores de la HMGCoA-reductasa (por ejemplo, lovastatina,
pravastatina, atorvastatina, simvastatina, y fluvastatina), acido nicotinico,
derivados del acido fibrico (por ejemplo, clofibrato, gemfibrozil, fenofibrato,
bezafibrato, y ciprofibrato), probucol, neomicina, dextrotiroxina, ésteres de
estanol vegetal, inhibidores de la absorcion del colesterol (por ejemplo,
ezelimiba), inhibidores de CETP (por ejemplo torcetrapib, y JTT-705),
inhibidores de MTP (por ejemplo, implitapida), inhibidores de los
transportadores acidos biliares (transportadores apicales del acido biliar

dependientes de sodio), reguladores del CYP7a hepatico, inhibidores de
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ACAT (por ejémplo Avasimiba), terapéuticos para reemplazo de estrégenoc
(por ejemplo, tamoxigen), HOL sintético (por sjemplo ETC-218),
antiinflamatarios {por eiemple, glucccorticoides), © un compuesto antisentido
no dirigido hacia GCGR. Uno o mas de estos farmaces se pueden combinar

con uno o mas de los inhibidores antisertids de GCGR para lograr un efecto

terapéutico aditivo.

Sintesis del oligémero

La cligomerizacidn de los nucledsidos modificados vy no
modificados se puede llevar a cabo de manera rutinaria de confermidad con
los procedimientos en la literatura para el ADN (Protocols for Oligonucleotides
and Analogs, Ed. Agrawal (1993), Humana Press) y/fo ARN {Scaringe,
Methods {2001), 23, 208-217. Gait et al., Applications of Chemically
synthesized RNA in RNA: Protein Interactions, Ed. Smith (1998), 1-38. Gallo et
al., Tetrahedron (2001}, 57, 5707-5713) y Publicacion de E.U.A. No. US2005-
0164271, la cual se incorpora en la presente invencién como referencia.

Los compuestos oligomeérices de la presents invencién se
pueden elaborar convenientemente y de manera rutinaria a través de técnicas
bien conocidas de sintesis de fase sdlida. El eguipo para dicha sintesis se
vende por varios vendedores incluyendo, por ejemplo, Applied Biosysliems
(Foster City, CA). Cualesquiera otros métodos para dicha sintesis conocidos

en la técnica s¢ pueden emplear adicionalmente o de manera alternaliva. Se
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conoce bien el uso de técnicas similares para preparar oligonucledtidos tales

como los fosforotioatos y derivados alquilados.

Purificacion del oligémero v analisis

Los métodos para la purilicacié'n y el analisis del oligonucledtido
se conocen por aquelios expertos en la técnica. Los métodos de analisis
incluyen electroforesis capilar (CE) y espectroscopia de masas por
electroaspersion. Dichos métodos de sintesis y de analisis se pueden llevar a

cabo en placas de multiples pozos.

Descripcién no limitante e incorporacion como referencia

Aunque ciertos compuestos, composiciones y meétodos de la
presente invencidén se han descrito con especificidad de conformidad con
ciertas modalidades, los ejemplos en la presente invencién sirven solamente
para ilustrar los compuestos de la invencién y no se pretende que limiten los
mismos. Cada una de las referencias, nimero de acceso GENBANK®, y los
similares mencionados en la presente solicitud se incorporan en la presente

invencion como referencia en su totalidad.
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EJEMPLO 1

Ensayo para [a modulacidén de |a expresién

La modulacion de la expresion de GCCR se puede ensayar en
una variedad de formas conocidas en la técnica, Los niveles de ARNm de
GCCH se pueden cuantificar mediante, por ejample, andlisis de Northern bilot,
reaccién competitiva en cadena de la polimerasa {PCR}, o PCR en tiempo
real. E! andlisis de ARN se puede llevar a cabo en ARN total celular o ARNM
poly(A)+ mediante los métodos conocidos en la tecnica. Los métodos para el
aislamiento del ARN se ensefan en, por gjemplo, Ausubel, F.M. et al, Current
Protocols in Melecular Biclogy, Volumen 1, pp. 4.1.1-4.29 y 4.5.1-4.5.3, John
Wilay & Sons, Inc., 1963,

El analisis de Northern blot se realiza de rutina en la técnica y se
ensefia en, por gjemplo, Ausubel, F.M. et al., Current Pretocols in Malecular
Biclogy, Yolumen 1, pp. 4.2.1-4.2.9, John Wiley & Sons, Ihc., 1896, La PCR
cuantitativa en tiempo real (PCR) se puede lograr convenisntemente utilizando
el sistema de deteccidn de secuencia comercialmente disponible AB!
PRISM™ 7700, disponible a pariir de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA
¥ 58 uﬁlizd de conformidad con las instrucciones dei fabricante.

Los niveles de proteinas codificadas por GCCR se puetden
cuantificar de numerosas formas bien conocidas en la técnica, tales como
inmunoprecipitacian, analisis de Western blot (inmunoblet}, ELISA o seleccidn

celular activada por fluorescencia (FACS). Los anticuerpos dinigidoes a una
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proteina codificada por GGCR se pueden identificar y obtener a partir de una
variedad de fuentes, tal como el catdloge de anticuerpos MSRS (Aerie
Corporation, Birmingham, M|}, o se pueden preparar mediante métodos
convencionales para generacion de anticuerpos. Los metedos para la
preparacion de antisueros policlonales se ensenan en, por gjemplo, Ausubel,
F.M. et al., Currert Protocols in Molecular Biclogy, Volumen 2, pp. 11.12.1-
11.12.9, John Wiley & Sons, Inc., 1997. La preparacion de anticuerpos
monaclonales se ensefia en, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al.,, Current
Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, pp. 11.4.1-11.11.5, John Wiley &
Sons, Ing., 1987,

Los métodos para inmuncprecipitacion son estandares en la
técnica v se pueden encontrar en, por ejempla, Ausubel, F.M. et al., Current
Protocols in Molecular Biclogy, Yolumen 2, pp. 10.16.1-10.16.11, John Wiley &
Sons, Inc., 1988. E! analisis por Western blat {inmunoblot} es estandar en la
técnica y se pueden encontrar en, por gjemplo, Ausubel, F.M. et al., Current
Protocols in Molecular Biology, Volumen 2, pp. 10.8.1-10.8.21, John Wiley &
Sons, Inc., 1997, Los ensayos inmunosorbentes asociados a enzima (ELISA}
son estandares en la técnica y se puedsen encontrar en, por ejemplo, Ausubasl,
F.M. et al., Current Protocels in Molecular Biology, Volumen 2, pp. 11.2.1-
11.2.22, John Wiley & Sons, Inc., 1991.

El etecto de los comhueslos oligomeéricos de la presente
invension sobre la expresién del acido nucléice blanco se pueden evaluar en

cualesqguiera de una variedad de tipos celulares con |la condicion de que el
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4cido nucléico blanco esté presente a niveles que se puedan medir. El efecto
de 1os compuestos oligoméricos de la presente invencion sobre 1a expresion
del acido nucléico blanco se puede determinar de manera rutinaria utilizando,
por ejemplo, PCR o anélisis de Northern blot. Las lineas celulares se derivan
tanto a partir de tejidos normales como a partir de tipos celulares y a partir de
células asociadas con  diversos trastornos  (por  ejemple  trastornos
hiperproiiferativos). Las tineas celulares derivadas a parir de multiples tejidos
y especies se pueden oblener a partir de American Type Culiure Collection
{ATCC, Manassas, VA), the Japanese Cancer Resesarch Resources Bank
(Tokic, Japdn), o the Centre for Applied Microbiology and Research (Wiltshire,
Reina Unida).

Las células primarias, © aquellas células que se aislan a partir de
un animal y que no se someten a cultivo continuo, s¢ pueden preparar de
conformidad con los métados conocidos en la techica ¢ s8 pueden oblener a
partir de diversos abastecedores comerciales. Adicionalmente, las celulas
primarias incluyen aquellas cbtenidas a partir de sujetos humanos donantes
en una instalacion clinica {es decir denantes de sangre, pacientes

quirargicos).

Tipos celulares

Los efectos de los compuestos cligoméricos schre fa expresion
del acido nucléico blanco se evaluaron en las células HepG2 y en los

hepatocitos primarios de rata.
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Células HepG2

La linea celular de hepatoblastoma de humano HepG2 se obtuve
a partir de the American Type Culture Collection {Manassas, VA'}. Las células
HepG2 se cultivaron de manera rutinaria en MEM de Eagle suplementado con
10% suero de bovino fetal, 1 mM de aminoicidos no esenciales, v 1 mi de
piruvato de sodio (Invitrogen Life Technolagies, Carlsbad, CA). Las celulas se
sometieron a pasajes rutinariamente mediante tripsinizacion y dilucién cuando
alcanzaron aproximadamente 80% de confluencia. Se prepararon placas para
cultivo con multiples pozos para cultive celular megiante el revestimiento con
una dilucidn 1100 de la colagena tipo 1 de cola de rata (BD Biosciences,
Bedford, MA} en solucicn salina con pH regulade con fosfato. Las plagas que
contienen coldgena se incubaron a 37°C por aproximadamente 1 hora,
después de lo cual la colagena se removid y los pozos se lavaren dos veces
con solucion salina con pH regulade con fosfato. Las células se sembraron en
placas de 96 pozos (Falcon-Primaria #353872, BED Biosciences, Bediord, MA)
a una densidad de aproximadamente 2,000 células/pozo para usc enh los

exparimentos de transfeccidén con el compuesto oligomeérico.

Hepatocitos primarios da rata:

Los hepatocitos primarios de rata se prepararon a partir de ratas
Sprague-Dawley de Charles Hiver Labs (Wilmington, MA) v se cultivaron
rutinariamente en DMEM, con alto contenido de glucosa (Invitrogen Life

Technologies, Carlshad, CA) suplementado con 10% da suero de bovino fetal
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(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), 100 unidades por mL de
penicilina, y 100 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen Life Technologies,
Catlsbad, CA). Las células se sembraron an pkacas de 96 pozos (Falcon-
Primana #353872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad dg
aproximadamente 4 000-6,000 células/pozo con tratamiento con oS

compuestos oligomericos de la invencidn.

Tratamiento coh l0s compuestos dligomericos

Cuando las células alcanzaron una confluencia apropiada, éstas
se trataron con el oligonucledtide utilizando un métado de transfeccion como
s& describe. Otros reactivos adecuades para transfeccidn conocides en la
técnica incluyen, pero no se limitan a, LIPOFECTAMINE™,
OLIGOFECTAMINE™, y FUGENE™. Otros métodos adecuados para
transfeccién conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a,

electroporacion.

LIPOFECTIN™

Cuando las células alcanzan un 65-75% de confluencia, éstas se
tratan con oligonucledtido. El cligonucledtido se mezcia con LIPOFECTIN™
Imvitrogen Lite Technologies, Carlsbad, CA) en medio Opti-MEM™-1 con
suero reducido {Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para lograr la
concentracion deseada del oligonucledtido y una concentracion de

LIPOFECTIN™ de 2.5 6 3 pg/mL por 100 nii del gligonucledtide. Esta mezcla
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de transfeccién se incuba a temperatura ambiente por aproximadamente 0.5

horas. Para las células crecidas en placas de 96 pozos, los pozos se lavaron
una vez con 100 pL de OPTI-MEM™-1 y luego se trataron con 130 pL de la
mezcla para transfeccion. Las células crecidas en placas de 24 pozos u otras
placas estdndares para cultivo de tejidos se trataron de manera similar,
utilizando volumenes apropiados de medio y oligonucledtido. Las células se
trataron y se obtuvieron datos por duplicado ¢ por triplicado. Después de
aproximadamente 4-7 horas de tratamiento a 37°C, el medio que contenia la
mezcla para transfeccién se reemplazé con medio de cultivo fresco. Las
células se cosecharon 16-24 horas después det tratamiento con el

oligonucledtido.

CYTOFECTIN™

Cuando las células alcanzaron 65-75% de confluencia, se
trataron con el ocligonucledtido. El oligonucledtido se mezclo con
CYTOFECTIN™ (Gene Therapy Systems, San Diego, CA) en medio OPTI-
MEM™-1 con suerc reducido (invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)
para lograr la concentracién deseada del oligonucledtido y una concentracion
de CYTOFECTIN™ de 2 6 4 ug/mL por 100 nM del oligonucledtido. Esta
mezcla de transfeccion se incuba a temperatura ambiente por
aproximadamente 0.5 horas. Para las células crecidas en placas de 96 pozos,
los pozos se lavaron una vez con 100 pL de OPTI-MEM™-1 y luego se

trataron con 130 plL de la mezcla para transfeccidon. Las células crecidas en
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placas de 24 pozos u otras placas estandares para cultivo de tejidos se
trataron de manera similar, utilizando volumenes apropiados de medio y
oligonucledtido. Las células se trataron y se obtuvieron datos por duplicado o
por triplicado. Después de aproximadamente 4-7 horas de tratamiento a 37°C,
el medio que contenia la mezcla para transfeccion se reemplazé con medio de
cultivo fresco. Las células se cosecharon 16-24 horas después del tratamiento

con el oligonucledtido.

Qligonucledtidos control

Los oligonucledtidos control se utilizan para determinar la
concentracion oOptima del compuesto oligomérico para una linea celular
paricular. Ademas, cuando los compuestos oligoméricos de la invencion se
evalian en experimentos de seleccidn de compuesto oligomérico o ensayos
fenotipicos, los oligonucledtidos control se evallan en paralelo con los
compuestos de la invencién. En ciertas modalidades, los oligonucledtidos
control se utilizan como oligonucledtidos control negativos, es decir, como un
meétodo para medir la ausencia de un efecto sobre la expresion del gen o
fenotipo. En modalidades alternativas, los oligonuclettidos control se utilizan
como oligonucledtidos control paositivos, es decir, como oligonucledtidos que
se sabe que afectan la expresién del gen o fenotipo. Los oligonucledtidos
control se muestran en el cuadro 2. "Nombre del blanco" indica el gen al cuai
se dirige el oligonucledtido. "Especies de blanco" indica las especies en las

cuales el oligonucledtido es perfectamente complementario para el ARNm
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blanco. "Motivo" es indicativo de las regiones quimicamente distintas que
comprenden el oligonucledtido. Ciertos compuestos en el cuadro 2 son
oligonucledtidos quiméricos, compuestos de una region "abertura" central que
consiste de 2'-deoxinucleétidos, que esta flanqueada en ambos lados (5' y 3")
por "alas". Las alas estan compuestas de 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos,
también conocidos como 2'-MOE nucledtidos. El "motivo" de cada gapmer
oligonucledtido se ilustra en el cuadro 2 e indica el nimero de nucledtidos en
cada regién abertura y ala, por ejemplo, "5-10-5" indica un gapmer que tiene
una regién abertura de 10 nucledtidos flanqueada por alas de 5-nucledtidos.
ISIS 29848.es una mezcla de compuesto oligomérico al azar; su secuencia se
muestra en el cuadro 2, en donde N puede ser A, T, C o G. Los enlaces
internucleosldicos (estructura base) son fosforotioato a lo largo de todos los
oligonucledtidos en el cuadro 2. Las citosinas no modificadas se indican por
e en la secuencia nucleotidica; todas las otras citosinas son 5-

metilcitosinas.

4y
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La concentracién del oligonucledtido ufilizado varia de linea
celular a linea celular. Para determinar la concentracién optima del
oligonucledtido para una linea celular particular, las células son tratadas con
un oligonucledtido contro! positivo a un intervalo de concentraciones. Los
controles positivos se muestran en el cuadro 2. Por ejemplo, para células de
humano y de primate no humano, el oligonucledtide control positivo se puede
seleccionar a partir de ISIS 336806, o ISIS 18078. Para las células de raton o
de rata el oligonucleétido control positivo puede ser, por ejemplo, ISIS 15770.
La concentracion del oligonucleétido control positivo que resulta en una
reduccién del 80% del ARNm blanco, por ejemplo, Raf cinasa C de rata para
ISIS 15770, se utilizd entonces como la concentracidon de seleccidn para los
oligonucledtidos novedosos en experimentos subsecuentes para esa linea
celular. Si no se alcanza una reduccion det 80%, se utiliza entonces la
concentracion més baja del oligonuciedtido control positivo que resulta en una
reduccién del 60% en el ARNm blanco como la concentracion de seleccion del
oligonucledtido en experimentos subsecuentes para esa linea celular. Si no se
alcanza una reduccién del 60%, se considera que esa linea celular particular
como inadecuada para experimentos de transfeccion del oligonucledtido. Las
concentraciones de los oligonucledtidos antisentido se utilizan en la presente
invencion de 50 nM a 300 nM cuando el ocligonucleétido antisentido se
transtecta utilizando un reactivo lipcsoma y 1 UM a 40 uM cuando el

oligonucleétido antisentido se transfecta mediante electroporacion.
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EJEMPLO 2 -

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

GCCR

La cuantificacién de los niveles de ARNm de GCCR se logré
mediante la PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el sistema de deteccién
de secuencia ABlI PRISM™ 7600, 7700, o 7800 ‘(PE-AppIied Biosystems,
Foster City, CA} de conformidad con las instrucciones del fabricante.

Las cantidades de! gen blanco obtenidas mediante RT, PCR en
tiempo real se normalizaron utilizando ya sea el nivel de expresion de
GAPDH, un gen cuya expresion es constante, o mediante la cuantificacién del
ARN total utilizando RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). El
ARN total se cuantificd utilizando el reactivo para cuantificacion de ARN
RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). 170 uL de reactivo de
trabajo RiboGreen™ (reactivo RiboGreen™ diluido 1:350 en 10 mM de Tris-
HCI, 1 mM de EDTA, pH 7.5) se pipetearon dentro de una placa de 96 pozos
que contenfa 30 plL de ARN celular purificado. La placa se leyd en un
CytoFluor 4000 (PE Applied éiosystems) con excitacion a 485 nm y emision a
530 nm.

La expresién de GAPDH se cuantificé mediante RT, PCR en
tiempo real, ya sea simultdneamente con la cuantificacién del blanco o
separadamente. Para la medicién simultanea con la medicién de los niveles

bianco, la serie de iniciadores-sondas especificas al gen blanco a ser medido
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se evaluaron por su capacidad para ser “formados en complejo” con una
reaccion de amplificacion de GAPDH antes del andlisis cuantitativo de PCR.
La formacién en complejo se refiere a la deteccion de multiples especies de
ADN, en este caso e! blanco y la GAPDH control enddgena, en un tubo unico,
que requiere que la serie de iniciadores-sondas para GAPDH no interfieran
con la amplificacién del blanco.

Las sondas e iniciadores para uso en PCR en tiempo real se
disenaron para hibridar con las secuencias especificas al blanco. Los métodos
para el disefio del iniciador y de la sonda se conocen en la técnica. El diseio
de los iniciadores y de la sonda para uso en PCR en tiempoe real se puede
llevar a cabo utilizando software comercialmente disponible, por ejemplo
Primer Express®, PE Applied Biosystems, Foster City, CA. Los iniciadores y
sondas y las secuencias de acido nucléico blanco a las cuales se hibridan se
presentan en el cuadro 4. Las sondas de PCR especlficas del blanco tienen
FAM covalentemente unido al extremo §' y TAMRA o MGB covalentemente
unido al extremo 3', en donde FAM es el colorante fluorescente y TAMRA o
MGB es el colorante eliminador.

Después del aislamiento, el ARN se sometié a la reaccion
secuencial de reverso transcriptasa (RT) y de PCR en tiempo real, ambas se
llevaron a cabo en el mismo pozo. Los reactivos para RT y PCR se obtuvieron
a partir de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA). La RT, PCR en tiempo
real se llevo a cabo en el mismo pozo mediante la adicidén de 20 puL de céctel

de PCR (regulador de pH para PCR 2.5x menos MgCl,, 6.6 mM de MgCl,, 375
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KM de cada uno de dATP, dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM de cada uno del

iniciador hacia adelante vy del iniciador reverso, 125 nM de la sonda, 4
unidades de inhibidor de RNasa, 1.25 unidades de PLATINUM® Taq, 5
unidades de MulV reverso transcriptasa, y colorante ROX 2.5%) a placas de
96 pozos que contienen 30 pL de una solucion de ARN total (20-200 ng). La
reaccion de RT se levo a ¢abo mediante incubacion por 30 minutos a 48°C.
Despuss de una incubacién de 10 minuto a 95°C para activar la PLATINUM®
Tag, se levaren a cabe 40 ciclos de un protocolo de PCR en dos pasos: 95°C
per 15 segundes (desnaturalizacién) seguido por 60°C por 1.5 minutos
{hibridacién/extension).

Los compuestos de la invencidn se evaluaron por su efecto
sobre los niveles de ARNm blanco de humanc mediante PCR cuantitativa en
tiempo real como se describié en otros sjemplos en la presente invencidn,
utilizando un diseno de setie de iniciadores-sondas para hibridar con el GCCR
de humano. Por ejemplo:

Iniciador hacia adelante: TTGACATTTTGCAGGATTITGGA
{incorporade en la presente invencion como SEQ ID NO: 17)

Iniciador reverso CCAAGGACTCTCATTCGTCTCTTT
(incorparade en la presente invencion como SEQ ID NQ: 18}

y la sonda de PCR:

FAM-TTTCTTCTGGGTCCCC-MGB {incorporado en a presente
invencidén como SEQ D NO: 19), en donde FAM es el colorante flucrescente y

MGB es un colorante eiminador no fluorescents.
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Los compuestos de la invencion se evaluaron por su efecto
sobre los niveles de ARNm blanco de rata mediante PCR cuantitativa en
tiempo real como se describe en otros ejemplos en la presente invencion,
utilizando un disefio de serie de iniciadores-sondas para hibridar con GCCR
de rata. Por ejemplo:

Iniciador hacia adelante: AAACAATAGTTCCTGCAGCATTACC
(incorporado en la presente invencion como SEQ 1D NO: 20)

Iniciador reverso: CATACAACACCTCGGGTTCAATC
(incorporado en la presente invencién como SEQ ID NO: 21)

y la sonda de PCR:

FAM-ACCCCTACCTTGGTGTCACTGCT-TAMRA  (incorporado
en la presente invencion como SEQ ID NO: 22), en donde FAM es el colorante
fluorescente y TAMRA es el colorante eliminador.

Los compuestos de la invencion se pueden evaluar por su efecto
sobre los niveles de ARNm blanco de ratén mediante PCR cuantitativa en
tiempo real como se describe en otros ejemplos en la presente invencion,
utilizando una serie de iniciadores-sondas disenada para hibridar al GCCR de
ratén. Por ejemplo:

Iniciador hacia adelante: GACATCTTGCAGGATTTGGAGTT
(incorporado en la presente invencion como SEQ ID NO: 23)

Iniciador reverse: AACAGGTCTGACCTCCAAGGACT
(incorporado en la presente invencién como SEQ ID NQO: 24)

y la sonda de PCR:
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FAM-CGGGTCCCCAGGTAAAGAGACAAACGA-TAMRA
(incorporado en la presente invencién como SEQ ID NO: 25), en donde FAM

es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante eliminador.

EJEMPLO 3

Inhibicidn antisentido de la expresidén de GCCR de humano por qapmers

5-10-5

Una serie de los compuestos oligomeéricos se disefi¢ para
dirigirse a las diferentes regiones de GCCR de humano, utilizando las
secuencias publicadas citadas en el cuadro 1. Los compuestos se muestran
en el cuadro 3. Tedos los compuestos en el cuadro 3 son oligonucleotidos
quiméricos ("gapmers") de 20 nucledtidos en longitud, compuestos de una
region "abertura” central que consiste de 10 2'-deoxinucleétidos, que esta
flanqueada en ambos lados (5' y 3') por "alas" de cinco nucledtidos. Las alas
estan compuestas de 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos, también conocidos como
2'-MOE nucledtidos. Los enlaces internucleosidicos (estructura base) son
fosforoticato a lo largo de todo el oligonucleétido. Todos los residuos de
citidina son 5-metilcitidinas. Se muestra en el cuadro 3 la secuencia det
oligonucledtido, y en sitio blanco el cual se encuentra en la primera posicién
(mas hacia 5') en la secuencia blanco a la cual se une el compuesto. Los
compuestos se analizaron por su efecto sobre los niveles de ARNm del gen

blanco mediante PCR cuantitativa en tiempo real como se describe en otros
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ejemplos en la presente invencién, utilizando un diseno de la serie de
iniciadores-sondas para hibridar con GCCR de humano.

Los datos son promedios a partir de tres experimentos en los
cuales las células HepG2 se trataron con 50 nM de los compuestos
oligoméricos descritos utilizando LIPOFECTIN™. Una reduccién en la
expresion se expresé como la inhibicion porcentual en el cuadro 3. Si esta
presente, "N.D." indica "no determinado”. Las regiones blanco a las cuales
éstos compuestos oligoméricos son inhibidores se refieren en la presente

invencion como "segmentos blanco validados.”

S3
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Se prefieren los oligonucledtidos gapmer 5-10-5 mostrados en &l
cuadre 3 Ips cuales logran una expresion reducida de GGCCR en al menecs
30%. Los ssgmentos blanco a los cuales son complementarias estas
secuencias prefenidas se refieren en la presente invencion como "segmentos
blanco preferidos” y por lo tante se prefieren para el direccichamiento por fos
compuestos de la presente invencion. Otro aspecto de la presente invencién
es un compuesto antisentide dirigide hacia GCCR que comprende una porcion
de 8 nuclecbases de SEQ |D NOs: 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,66, 67, 68, 69,70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78,
79, 80, 81, 82 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 84, 95, 85, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 0 113 en
donde diche compuesto hibrida especificamente con y reduce la exprasiéon de
GCCR. En una modalidad el compuesto antisentido es un oligonuclediido
antisentido, 20 nucleobases de longitud caracterizado por una regidn de 10-
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con cincg 2'-0-(2-
metoxietil} nucledtidos. En  una modalidad, todos los  enlaces
internucleosidicos son enlaces fosforoticate. En una modalidad, todas las

citosinas son 5-metilcitosinas.
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EJEMPLO 4

Inhibicion antisentido de |a expresién de GCCR de humano por

oligonuclesétidos de abertura-dilatada

De conformidad con la presente invencidn, también se evaluaron
los oligonuciedridos de abertura-dilatada que tienen las mismas secuencias
gue los compuestos descritos en el cuadro 4. Todes los compueastos en &l

cuadro 4 saon oligonucledtidos quiméricos ("gapmers”) de 20 nucledtidos en

iongitud, compuestos de una region "abertura” central gue consiste de 16 2'-

deoxinuciedtides, que esta flanqueada en ambos lados (5' y 3') por “alas” de
dos-nucledtidos. Las alas estan compuesias de 2-0-(2-metoxietil) nuclec’}t]das,
también conocidos como 2-MOE nucledtidos, Los enlaces internuclecsidicos
(estructura base) son fosforctivato a lo largo de todo el oligonucledtido. Todos
los residuos de citidina son S5-metilcitidinas. Se muestra en ¢l cuadro 4 la
secuencia del cligonucledtide, vy el sitic blanco el cual es 1a primera porcién
iméas hacia 5') en la secusncia blanco g la cual se une el compuesto. Los
compuestos motivo 2-16-2 se analizaron por su efectc sobre los niveles de
ARNm del gen blanco mediante PCR cuantitativa en tiampo real como se
describe en la presente invencion.

Los datos fueron promediados a partir de tres experimentos en
los cuales las celulas HepG2 se trataron con S0 nM de los compuestos
oligoméricos descrites utilizando LIPOFECTIN™. Una reduccion en la

expresion se expresa como ia inhibicion porcentual en el cuadro 4. Si esta
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Se prefieren los oligonucledtidos 2-16-2 que se muestran en el
cuadro 4 los cuales reducen la expresion de GCCR en al menos 30%. Los
segmentos blanco a los cuales estas secuencias preferidas son

complementarias se refieren en la presente invencién como "segmentos

blanco preferidos” y por lo tanto se prefieren para direccionamiento mediante -

los compuestos de la presente invencidn.

Otro aspecto de la presente invencién es un compuesto
antisentido dirigido hacia GCCR que comprende una porcion de 8-
nucleobases de SEQ ID NOs: 26, 27, 28, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 0 113 en donde
dicho compuesto hibrida especificamente con y reduce la expresion de
GCCR. En una modalidad el compuestc antisentido es un antisentido
oligonucledtido de 20 nucleobases de longitud caracterizado por una regién de
16 deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con dos 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos. En una modalidad, todos los enlaces
internucleosidicos son enlaces fosforotioato. En una modalidad, todas las

citosinas son 5-metilcitosinas.

Yy
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EJEMPLO 5

Oligonucledtidos de cruza de especies dirigidos a GCCR

Algunos oligonucledtidos descritos en el ejemplo previo son
especies hibridas complementarias y por lo tanto se espera que reduzcan la
expresion del receptor giucocorticoide entre las especies. Se muestra en el
cuadro 5 la secuencia de dichos oligonucleétidos de cruza de especies, y los
nimeros ISIS del motivo version 5-10-5 y el motivo version 2-16-2 del
oligonucledtido. También se indica para cada secuencia el sitio blanco el cual
es la primera posicion (mas hacia 5') en la secuencia blanco de humano
{(NM_0001786.1, incorporado en la presente invencion como SEQ ID NO: 1) a
la cual se une sl compuesto. Se indica la complementariedad para ARNm de
GCCR de humano, de mono cynomolgus, de rata, y de raton (“si* significa
complementariedad perfecta y "1 mm" significa una inconsistencia a partir de

la complementariedad perfecta).
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EJEMPLO 6

Inhibicion antisentido de los niveles de ARNm de GCCR de humano v de

rata - estudios dosis-respuesta con gapmers 5-10-5

En una modalidad adicional de la presente invencién, se
seleccionaron once oligonucledtidos para estudios adicionales de dosis-
respuesta. Los hepatocitos primarios de rata se trataron con 5, 10, 25, 50, 100
0 200 MICROM de ISIS 180274, ISIS 180275, I1SIS 180276, ISIS 180281, ISIS
180304, ISIS 361137, ISIS 361141, ISIS 361151, ISIS 361156, ISIS 345198,
ISIS 361137 o los oligonucledtido control negativos (SIS 141923
(CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC, incorporado en la presente invenciéon como
SEQ D NO: 114), y se rﬁidieron los niveles de ARNm como se describe en
otros ejemplos en la presente invencién. ISIS 141923 es un 5-10-5 gapmer
que comprende una abertura de diez deoxinucledtidos flanqueda por alas 2'-
MOE y una estructura base de fosforotioato. Todas las citosinas son 5-
metilcitosinas. Las células no tratadas sirvieron como el contrcl con respecto
al cual se normalizaron los datos.

Los resultados de estos estudios se muestran en el cuadro 6.
Los niveles de ARNm blanco se midieron mediante PCR en tiempo real como
se describe en la presente invencion. Los datos son los promedios de tres
experimentos y se expresan como la inhibicion porcentual en relacion con el

control no tratado.
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CUADRO &

Inhibicién dosis-tependiente de la expresidn de GCCR en hepatocitos

primarios de rata

| 1s518% | SEQ ' % de inhibicion

1D NO Dosis de oligonucledtido {n)
i 5 110 25 50 100 [ 200
180274 | 34 15 33 29 65 a4 89
180275 | 35 0 13 | 56 | 84 84 90
180276 | 36 23 43 43 68 89 93
180281 | 42 0 D) 33 75 86 a7
180304 | 96 42 51 47 75 86 IEX
361137 (33 |40 30 48 81 83 89
361141 | 45 36 &1 48 77 87 9z
361151 | 56 10 28 42 77 90 |54 j
361156 | 61 22 47 | 46 66 84 g2
345198 | 37 0 35 53 B1 77 85
361158 | 63 34 50 47 79 91 93
141923 [ 114 [0 10 i 18 43 0 12 |

En una medalidad adicional de la presente invencion, se
probaran los mismos oligonuciedtidos en la linea celular HepG2 de humano
por su capacidad para reducir la expresidn del ARNm de GCCR a las dosis
indicadas. Las céiulas ng tratadas sirvieront come el control cen respecto al
cual se normalizaron los datos.

Los resultados de estos estudios s& muestran en el cuadro 7.
Los niveles de ARNm blanco se midieron mediante PCR en tiempo real como
se describe en la presente invencién. Los datos son los promedios de tres
gxpermentos y se expresan come la inhibicidn porcentual an relacion con el

control no tratado.
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CUADRO 7

Inhibicién dosis-dependiente de la expresion de GCCR en células HepG2

ISIS# | SEQ % de inhibicién

ID NO Dosis de oligonucledtido (nM) 3

1 10 25 50 100 200

180274 | 34 0 31 54 66 77 83
180275 | 35 | 13 54 75 86 93 94
180276 | 36 26 77 87 92 94 98
180281 | 42 3 46 68 80 90 84
180304 | 96 0 64 90 90 92 91
361137 | 33 18 71 84 91 92 86
361141 | 45 1 49 81 85 73 78
361151 | 56 22 42 71 82 89 91
361156 | 61 7 75 75 79 80 82
345198 | 37 17 71 79 86 80 82
361158 | 63 11 35 78 80 82 77
141923 | 114 15 12 20 12 14 3

Como se muestra en el cuadro 6 y en e! cuadro 7, los
oligonucledtidos antisentido que se dirigen a GCCR son efectivos para reducir
los niveles de ARNm blanco tanto de humano come de rata de manera dosis

dependiente.

EJEMPLO 7

Inhibicién antisentido de los niveles del ARNm de GCCR de rata -

estudios dosis respuesta in vivo con gapmers 5-10-5

Cinco de los oligonucledtidos motivo gapmer 5-10-5 (ISIS

180281, ISIS 361137, ISIS 345198, ISIS 180304, y ISIS 361141) se evaluaron
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a diversas dosis en ratas por su capacidad para reducir los niveles de ARNm
de GCCR en el higado. Las ratas Sprague Dawley de ocho semanas de edad
se dividieron en grupos de tratamiento que recibieron dosis de 50, 25 o0 12.5
mg/kg de uno de los oligonucledtidos indicados via inyeccién. Cada grupo de
tratamiento estaba comprendido de cuatro animales, y se dosificd dos veces a
la semana por 3 semanas. Los animales inyectados con solucidn salina sola
sirvieron como un grupo control. Los animales se evaluaron semanalmente
para parametros estandares en sangre (ALT/AST, colesterol, triglicéridos, y
glucosa). Los animales se sacrificaron al término del estudio y el tejido
hepatico se recolectd y se analizé para reduccién del blanceo utilizando los
metodos de analisis de PCR en tiempo real descritos en la presente invencion.
Los resultados se muestran en los cuadros 8a y 8b (experimentos separados)
como el porcentaje de reduccién en el ARNm de GCCR medido después del

tratamiento con las dosis indicadas de los oligonucledtidos indicados.

CUADRO 8a

oligonucledtidos antisentido GCCR por seleccidn en rata in vivo

Compuesto % de reduccion en ARNm de GCCR en higado de rata
{en comparaciéon con controles tratados con solucién
salina)

50 mg/kg 25 mg/kg 12.5 mg/kg

ISIS 180281 68 65 48

ISIS 1803304 52 34 0

ISIS 345198 63 58 52
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CUADRO &b

oligonucledtidos antisentido GCCR por seleccidn en rata in vivo

Compuesto % de reduccién en ARNm de GCCR en higado de rata
(en comparacién con controles tratados con solucidn
salina)

50 mg/kg 25 ma/kg 12.5 mg/kg

ISIS 180281 62 62 59

ISIS 361137 59 47 32

ISIS 361141 61 45 22

Los datos en los cuadros 8a y 8b muestran que los
oligonucledtidos antisentido dirigidos a GCCR son efectivos para reducir la
expresion in vivo de manera dosis dependiente. ISIS 345198
(GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG; SEQ ED NO: 37) se eligié para evaluacion
adicional en experimentos de estructura-actividad enfocandose en la
optimizacion de la abertura. Este compuesto es perfectamente
complementario con el ARN del receptoer glucocorticoide de ratdn, rata,

humano, mono, conejo y conejillo de Indias.

EJEMPLO 8

Inhibicién antisentido de los niveles de ARNm de GCCR in vivo — estudio

de optimizacion de abertura

Se disend una serie de compuestos oligoméricos para dirigirse a

GCCR con tamanos variables del deoxinucleétido de las abertura y alas 2'-
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MOE. Cada uno de los oligonucleétidos evaluados tiene la misma secuencia
de nucleobases (GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG, incorporado en la presente
invencién como SEQ ID NO: 37) y por lo tanto se dirige al mismo segmento de
SEQ ID NO: 1 (nucleobases 689 a 709). Como se muestra en el ejemplo 5,
este oligonucledtido también es perfectamente complementario a GCCR de
rata.

Los compuestos se muestran en el cuadro 9. £l texto sencillo
indica un deoxinucleétido, y nucleobases disefadas en negritas, el texto
subrayado son 2'-O-(2-metoxietil) nucleétidos. Los enlaces internucleosidicos
son fosforotioato a lo largo de todo el texto, y todas ias citosinas son 5-
metilcitosinas. Se indica en el cuadro 9 el "motivo" de cada compuesto
indicativo de las regiones quimicamente distintas que comprenden el

oligonucledtido.

CUADRO 9

Compuestos antisentido que se dirigen a GCCR de rata

Numero I1SIS | Quimica SEQ ID | Motivo

345198 GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG 2170 ' gapmer
372339 GTCAAAGGTGCTITGGTCTG 37 3;p0r:$r
377130 GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG 37 S;L?fer
377131 GTCAAAGGTGCTTTGGTCTG 37 §;i:p:n-1}r
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Las ratas macho Sprague-Dawley de nueve semanas de edad
se trataron dos veces a la semana por tres semanas con dosis de 50, 25,
12.5, y 6.25 mg/kg de los oligonucledtidos presentes en el cuadro 9. Los
animales inyectados con solucion salina sola sirvieron como controles. Cada
grupo de tratamiento estaba comprendido de cuatro animales y los animales
se monitorearon semanalmente para las transaminasas en plasma, lipidos,
niveles de glucosa y ganancia de peso corporal, Como se esperaba para i0s
animales normales, no se observaron alteraciones sustanciales en la glucosa.
Los niveles de linea ba:.sa! {antes del inicio del tratamiento) de los niveles del
colesterol en plasma (CHOL) y de triglicéridos (TRIG) y los niveles medidos en

la semana 3 se muestran en el cuadro 10 en mg/dL como el promedio para

cada grupo de tratamiento.
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CUADRO 10

lipidos en plasma en ratas normales

Tratamiento Linea Semana | Linea Semana
basal 3 TRIG | basal 3 COL
TRIG (mg/dL) | COL (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
Solucidn salina 78 70 77 62
345198, 50 mgrkg 50 23 66 35
345198, 25 mg/kg 99 34 69 39
345198, 12.5 mg/kg 71 52 64 42
345198, 6.25 mg/kg 139 99 78 58
372339, 50 mg/kg 93 29 75 54
372339, 25 ma/kg 86 33 70 40
372339, 12.5 mg/kg 104 71 69 49
372339, 6.25 mg/kg 103 102 71 56
377130, 50 mg/kg 91 21 65 41
377130, 25 mg/kg 82 32 75 41
377130, 12.5 mg/kg 84 68 72 47
377130, 6.25 mg/kg 76 67 70 52
377131, 50 mg/kg 96 28 85 48
377131, 25 mg/kg 83 25 75 |42
377131, 12.5 mg/kg 64 49 79 44
377131, 6.25 mg/kg 119 110 75 60

Como se muestra en el cuadro 10, el tratamiento con
oligonucledtidos antisentido dirigidos a GCCR ocasiona disminuciones
dependientes de la dosis en los niveles de colestercl y de triglicéridos. Por lo
tanto, una modalidad de la presente invencidn es un método para disminuir los
niveles de lipidos en sangre en un animal que comprende administrar a dicho
animal un otigonucledtido de abertura-dilatada. En una modalidad preferida, el

oligonucledtido de abertura-dilatada tiene la secuencia de SEQ 1D NO: 37. En
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otras modalidades preferidas, el oligonucleétido de abertura-dilatada es ISIS
372339, ISIS 377130, 0 ISIS 377131.

Al término del estudio, los animales se sacrificaron, se midieron
los pesos del 6érgano, y los tejidos se recolectaron para la determinacion de la
reduccion del blanco y de la concentracion del oligonucledtido.

El tejido adiposo blanco se analizé para reduccion del blanco
utitizando el método de andlisis de PCR en tiempo real descrito en la presente
invencion. Los resultados se muestran en los cuadros 11a, 11b, y 11c
(experimentos separados) como la reduccién porcentual en el ARNm de
GCCR medida después del tratamiento con las dosis indicadas de los
oligonucleétidos indicados. Los tejidos a partir de animales tratados con cada
oligonucledtido de abertura-dilatada se ensayaron para la reduccion del
blanco a lo largo de los tejidos a partir de animales tratados con el

oligonucledtido motivo 5-10-5 para comparacion.
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CUADRO 12a

Reduccion in vivo de los niveles de GCCR en tejido adiposo blanco con

oligonucledtidos 2-16-2

Grupo de % de inhibicion
tratamiento Dosis de oligonucledétido (mg/kq)
50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 56 26 117 7
ISIS 372339 | 34 0 8 8
CUADRO 11b

Reduccidn in vivo de los niveles de GCCR en tejido adiposo blanco con

oligonucledtidos 3-14-3

Grupo de % de inhibicion
tratamiento Dosis de oligonucledtido (mg/kg)
50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 59 49 27 } 22
ISIS 377130 | 34 37 21 18
CUADRO ti¢c

Reduccidn in vivo de los niveles de GCCR en tejido adiposo blanco con

oliagonucledtidos 4-12-4

Grupo de % de inhibicién
tratamiento Dosis de oligonucleétido (ma/kg)

50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 56 23 21 7
ISIS 377131 | 55 23 15 0
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El tejido hepéatico también se analizé para reduccion del blanco
utilizando los métodos de andlisis de PCR en tiempo real descritos en la
presente invencion. Los resultados se muestran en los cuadros 12a, 12b, y
12¢ (experimentos separados) como la reduccién porcentual en el ARNm de

5 'GCCR medida después del tratamiento con las dosis indicadas de los
oligonucledtidos indicados. Los tejidos a partir de animales tratados con cada
oligonucledtido de abertura-dilatada se ensayaron para reduccién del blanco a
lo largo de los tejidos a partir de los animales tratados con el motivo

oligonucieétido 5-10-5 para comparacion.

10
CUADRO 12a
Reduccion in vivo de los niveles de GCCR en higado con
oligonucledtidos 2-16-2

15 Grupo de % de inhibicién

tratamiento Dosis de cligonucledtido (ma/kg)

50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 78 77 65 51
ISIS 372339 | 83 77 56 44
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CUADRO 12b

Reduccidn in vivo de los niveles de GCCR en higado con

oligonucledtidos 3-14-3

Grupo de % de inhibicion
tratamiento Dosis de oligonucleétido (mg/kg)
| 50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 78 80 67 54
ISIS 377130 | 87 78 68 43
CUADRO 12¢

Reduccion in vivo de los niveles de GCCR en higado con

oliqonucledtidos 4-12-4

Grupo de % de inhibicién
tratamiento Dosis de oligonucledtido (mg/kg)
50 25 12.5 6.25
ISIS 345198 | 76 75 58 49
SIS 377131 | 82 64 60 61

Como se muestran los cuadros 11a, 11b, y 11c, todos los
oligonucledtidos de abertura-dilatada evaluados fueron efectivos para reducir
los niveles de GCCR de manera dosis dependiente in vivo. Ademas, los
oligonucleétidos abertura-dilatada muestran una tendencia hacia una mayor

potencia que el gapmer 5-10-5 en el higado.



86

Ademas, para determinar los efectos de alterar el tamano de la
abertura sobre las farmacocinéticas, se determin6é la concentracion del
oligonucledtido en el rifidn e higado. Los métodos para determinar la
concentracion del oligonucledtido en los tejidos se conocen en la técnica

5 (Geary et al., Anal Biochem, 1999, 274, 241 -248). El oligonucledtido total es
la suma de todos los metabolitos del oligonucledtidos detectados en el tejido.
Se muestra en el cuadro12 la concentracion total y la concentracidn del
oligonucledtido de longitud total (en pg/g) en el higado de animales tratados

con el oligonucleétido indicado a la concentracién indicada.

10
CUADRO 12
Concentracién del oligonucleétido GCCR en higado de rata
| Tratamiento | Motivo Dosis Oligo Hepatico de
hepatico longitud total
_ total
ISIS 345198 | 5-10-5 25 mg/kg 507 408
15 125 mg/kg | 318 224
(SIS 372339 | 2-16-2 25 ma/kg 450 306
12.5 mg/kg 311 183
ISIS 377130 25 mg/kg 575 315
12.5 mg/kg 350 212
ISIS 377131 | 4-12-4 25 mg/kg 584 424
12.5 mg/kg 354 265
20 Como se muestra en el cuadro 12, los niveles de oligonucledtido

de longitud total en el higado son comparables o reducidos para [SIS 372339
y 1SIS 377130 en comparacién con los ISIS 345198. Acoplados con la

reduccion blanco como se muestra en el cuadro 11, estos datos muestran que

ik}
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la potencia mejorada de los compuestos de abertura-dilatada no se debe a la
acumulacion mejorada del compuesto en el higado. Por lo tanto, los
oligonucleétidos preferidos de la presente invencion incluyen oligonucledtidos
de abertura-dilatada que muestran una potencia mejorada o potencia
comparable con respecto a la reduccién blanco al gapmer 5-10-5
correspondiente sin la acumulacion mejorada del compuesto en un tejido
blanco. En algunas modalidades, el tejido blanco es adiposo y en algunas

modalidades, el tejido bianco es higado.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un oligonucledtido antisentido de 20 nuclecbases de iongitud
dirigido hacia una molécula de &cido nucléico que codifica GCCR y que
comprende al menos una porcién de 8 nucleobases de SEQ ID NO: 34, 33,
35, 36, 37, 42, 45, 586, 61, 63, 0 96, en donde el oligonucleétido comprende
una region deoxinucledtido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 0 18 nucleobases de
longitud la cual ésta flanqueada en sus extremos §' y 3' con 1 a 42'-0O-(2-
metoxieti!) nucledtidos y en donde el oligonucledtido especificamente se
hibrida con y reduce la expresion de GCCR.

2.- El odligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado ademds porque el nimero de nucledtidos que
flanquean la regién de deoxinucledtido en los extremos 5' y 3' es el mismo.

3.- El odligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado ademas porque el nimero de nucledtidos que
flanquean la regién de deoxinucledtido en los extremoes 5' y 3' no es el mismo.

4.- El oligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado ademas porque al menos un eniace

internucledsido es un enlace fosforotioato.
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5.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

6.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado ademas porque tiene la secuencia de
nucleobases de SEQ ID NO: 37.

7.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 6, caracterizado ademas por una regién de 16 deoxinucledtidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con dos 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos.

8.- El oligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 7, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

9.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 7, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

10.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizado ademas por una regidén de 14 deoxinucleotidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con tres 2'-O-(2-metoxietil) nucledtidos.

11.- El oligonucleétido antisehtido de conformidad con la
reivindicacion 10, caracterizado ademés porque al menos un enlace

internucledsido es un enlace fosforotioato.
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12.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

13.- El ocligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 6, caracterizado ademas por una region de 12 deoxinuclestidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro 2'-0-(2-metoxietil) nucledtidos.

14.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioate.

15.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 13, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

16.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizado ademas por una regidn de 18 deoxinucleotidos
flanqueada en sus extremos 5' y 3' con un 2'-0-(2-metoxietil) nucledtidos.

17.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 16, caracterizadoc ademas porque al menos un enlace
intemucledsido es un enlace fosforotioato.

18.- El oligenucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 16, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metiicitosina.

19.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la

reivindicacion 6, caracterizado ademas por una regién de 17 deoxinucledtidos
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flanqueada en sus extremos 5 y 3' con uno o dos 2-O-(2-metoxietil)
nucleétidos.

20.- El oligonucledtide antisentidoc de conformidad con la
reivindicacion 19, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

21.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 19, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

22.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizade ademas porque tiene la secuencia de
nucleobases de SEQ ID NO: 33.

23.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicaciéon 22, caracterizado ademas por una regidon de 16
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con dos 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

24.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 23, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

25.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 23, caracterizado ademds porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

26.- Ei oligonucledtido antisentido de conformidad con ia

reivindicacién 22, caracterizado ademas por una region de 14
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deoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5 y 3 con tres 2-0O-(2-
metoxietil} nucledtidos.

27.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 26, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

28.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 26, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

29.- El gligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizado ademas por una regiébn de 12
deoxinucleétidos flanqueada en sus extremos 5 y 3' con cuatro 2'-0O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

30.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 29, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucleodsido es un enlace fosforotioato.

31.- E! oligonucledtido antisentido de confermidad con la
reivindicacion 29, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

32.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 22, caracterizado ademas por una regidn de 18
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con un 2'-0O-(2-metoxietil)

nucledtido.
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33.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicaciéon 32, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucleodsido es un enlace fosforotioato.

34.- EI oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicaciéon 32, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

35.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 22, caracterizado ademaAs por una regién de 17
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con uno o dos 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

36.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 35, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

37.- El oligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 35, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

38.- EI oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado ademas porque tiene la secuencia de
nucleobases de SEQ ID NO: 45.

39.- El oligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 38, caracterizado ademas por una region de 16
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5 y 3 con dos 2'-O-(2-

metoxietil) nuciedtidos.
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40.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 39, caracterizado ademds porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

41.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 39, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

42.- E! oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 38, caracterizado ademds por una region de 14
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con tres 2-O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

43.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 42, caracterizado ademas porque al menos uﬁ enlace
internucledsido es un entace fosforoticato.

44.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 42, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metiicitosina.

45.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 38, caracterizado ademas por una regién de 12
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con cuatro 2'-O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

46.- El oligonucleétido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 45, caracterizado ademas porque al menos un enlace

internucledsido es un enlace fosforotioato.
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47.- El ofigonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 45, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

48.- El oligonuciedtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 38, caracterizado ademds por una regién de 18
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con un 2'-0-(2-metoxietil)
nucledtidos.

49.- El ofigonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacién 48, caracterizado ademas porque al menos un énlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

50.- El oligonucledtide antisentido de conformidad con la
reivindicacion 48, caracterizado ademads porque al menos una citosina es una
5-metilcitosina.

51.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 38, caracterizado ademas por una region de 17
deoxinucledtidos flanqueada en sus extremos 5' y 3' con uno o dos 2-O-(2-
metoxietil) nucledtidos.

52.- El oligonucledtido antisentido de conformidad con la
reivindicacion 51, caracterizado ademas porque al menos un enlace
internucledsido es un enlace fosforotioato.

53.- El odligonucledtido antisentido de contormidad con la
reivindicacion 51, caracterizado ademas porque al menos una citosina es una

5-metilcitosina.
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| 54.- Una composicion farmacéutica que comprende el
oligonucledtido antisentido de conformidad con la reivindicacién 1 vy
ocasicnalmente un vehiculo, diluyente, potenciandor o0 excipiente
farmacéuticamente aceptable.

55.- Un método para reducir la expresion del receptor
glucocorticoide en una célula o tejido que comprende poner en contacto a
dicha cédula o tejido con la composicién farmacéutica de conformidad con |a
reivindicacion 54.

56.- ElI método de conformidad con la reivindicacién 55,
caracterizado ademads porque el tejido es grasa o tejido hepatico.

57.- Un método para tratar una enfermedad o condicion mediada
por la expresion de glucocorticoide en un animal que comprende poner en
contacto a dicho animal con una cantidad efectiva de la composicidn
farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 54.

58.- ElI método de conformidad con la reivindicacion 57,
caracterizado ademas porque la enfermedad o condicién es diabetes,
obesidad, sindrome metabadlico X, hiperglucemia, o hiperlipidemia.

59.- El método de conformidad con la reivindicacion 57,
caracterizado ademas porque la enfermedad es diabetes Tipo 2.

60.- El método de conformidad con la reivindicacion 57,
caracterizado ademas porque la enfermedad es hiperlipidemia asociada con

colesterol elevado en sangre o niveles elevados de triglicéridos en sangre.
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61.- El método de conformidad con la reivindicacion 57,
caracterizado ademas porque la condicién es esteatosis hepatica.

62.- El método de conformidad con la reivindicacién 61,
caracterizado ademas porque la esteatosis es esteatohepatitis.

63.- El método de conformidad con la reivindicacion 61,
caracterizado ademas porque la esteatosis es esteatohepatitis no alcohdlica.

64.- Un método para disminuir los niveles de glucosa en sangre
en un animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 54.

65.- El método de conformidad con la reivindicacion 64,
caracterizado ademas porque el animal es un humano.

66.- El método de conformidad con la reivindicacion 64,
caracterizado ademas porque los niveles de glucosa en sangre son niveles de
glucosa en sangre en ayuno.

67.- Un método para disminuir los niveles de lipidos en sangre
en un animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 54.

68.- El método de conformidad con la reivindicacion 67,
caracterizado ademas porque los niveles de lipidos en sangre son niveles de

colesterol en sangre.
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69.- El método de conformidad con la reivindicacion 67,
caracterizado ademas porque los niveles de lipidos en sangre son niveles de
triglicéridos en sangre.

70.- Un método para disminuir los niveles de triglicérdos en el
higado en un animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicion farmacéutica de conformidad con
la reivindicacion 54,

71.- Un metodo para reducir la masa grasa corporal en un animai
que comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicion farmaceéutica de conformidad con la reivindicacion
54.

72.- Un método para reducir la sensibilidad mejorada a la
insulina en un animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacion 54.

73.- Un metodo para inhibir la salida de glucosa hepatica en un
animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicion farmacéutica de conformidad con
la reivindicacion 54.

74.- Un meétodo para retrasar o prevenir el inicio de un
incremento en los niveles de lipidos en sangre o de glucosa en sangre en un

animal que comprende administrar a dicho animal una cantidad

G4
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terapéuticamente efectiva de la composicion farmaceéutica de conformidad con
la reivindicacion 54.

75.- Un métode para tratar a un animal que tiene una
enfermedad metabdlica o condicién que comprende administrar a dicho
animal un compuesto de conformidad con la reivindicacion 1 en combinacion
con un agente antidiabético seleccionado a partir del grupo que comprende
agonistas PPAR incluyendo agonistas PPAR-gamma, dual-PPAR o pan-
PPAR, inhibidores de la dipeptidil peptidasa (1V), analogos de GLP-1, insulina
y analogos de insulina, secretagogos de insulina, inhibidores de SGLT2,
analogos de la amilina de humano incluyendo pramlintida, activadores de la
glucocinasa, biguanidas e inhibidores de la alfa-glucosidasa para lograr un

efecto terapéutico aditivo.
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<170>
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<211>
<212>
<213>
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<400> 1
titttagaanm
ttatctegge
tgatatccac
agtgrgetyg
..gctactgiga
aageagegaa
gatctgtcea
gitgatgggaa
acagacttaa
gagaacccea
ccaagaacec
aacggtggeca
Ltggagttt
ctgttgatag
Ltggaaggaa
attanaggata
adbaacagaad
cigggcacag
tcrgecatit
aatacagcat
atteccgthg
cchckgggga
agcatgagac
ceteccaahe
acLigrggaa
tgtgctggaa
cgctatcgaa
ataaaaggaa
aacaaaacaa
gaggttattg
tggrggatca
Lggycaadgy
tagrastect
agtgcasacc
cectgcatgt
caggratctt
aaggacggre
ctaggaaaay
canstgacay
tLtocoaaacat
srcaccaate
aagtgactge
catadactat

ADN
saplens

FastSEQ para

aasaaaatat
tgeggeggga
tgatggactc
ctcaggagag

windows veresion

acttecctee
actgeggacyg
caaagaatca
gggagatgig

aggtttetge--gtettcacee

gacttteggr
aageagtitc
atgacctgygy
agetittgga
agagttcagc
actctgatgt
atgrgaaatt
cttcegggke
atgaaaactyg
actcgaatga
atggagatet
aagaagattt
tttactgtea
ctartcatgg
cectttetca
gttoegaaaa
ctctgaacte
cagatgtaag
tctgectggt
gctgtaaagt
ggaatgattg
aatgrcttca
ttecageagge
tagttcetge
aacctgaagt
tgactacgct
caataccayy
ggatgtrect
tgctgtgttt
acyaccaatg
atgaagagta
rgaagagcca
ccattgtcaa
aactetigga
ctktggataa
agataccaaa
ctraataaga
cagtttgtee

tgattttcea
actcktcaatg
attcecacag
agaaageatt
atccactget
atctrcagaa
gtataccaca
cccaggtaag
tttgettiet
ggactgcaag
ggttttgtea
catcgaacte
ggcaagoettt
tgcgagtace
acagcaggat
ttggaatagg
ccctggtoga
ctetecteea
gtgetctgat
ttocttezaa
catcatogas
ggctggaaty
cactacagga
aacgttacca
gttatatygca
caacatgtta
ttteaggaac
tatggeatet
tgcteckgat
taaacacaty
tctckygtaty
agagctattt
gagggaagga
ttctatgeat
gaccatgagt
atattcaaat
atggttgect
tgtagaggtt

cgctcettiet
gtggcgggcy
ttaacteetrg
atggacttet
‘toactggety”
aaaggetcag
ggactgtata
cagggccaaa
gcaaaqctca
gtgtcrgeky
cagcaacatt
gaccaaagcea
gagacgantg
cetetgyegg
cctchecatte
agoecceagta
tgeaccectg
cctggageaa
tetggaggac
tagaageeta
tgccaaggat
acagretttr
tcecagetect
gaagetlcag
agagcagtygg
aaaattcgaa
aacctggaag
gkbctcacageg
caactcacce
ggatatgata
ggagggcegge
ttacacetgy
getetggggt
ctgattatta
ctytatgitn
aaaagcttac
gatgaaatta
aactccagee
gaagrtggttg
attgaatice
ggaaatatca
taaagaaagt
tegttgtbtt

gegtncacaa
agcggctoet
gragagaaga
ataaaaccet
tegottéeca
taagcaatge
tgggagagac
tcagcctite
ataggtegac
cocccacaga
tgaagggeea
cctttgacat
agagtccrty
gagaagacga
taccggacac
atgtaacact
gpataattaa
atataattgg
agatgtacea
tteotastgt
ctggagatga
ctaatggeta
caacagcaac
gatgtcatta
aaggacagca
gaaaaaactg
ctcogkaaaac
aaacctctga
ctacceggt
gctetgttcec
zagtgattge
atgaccaaat
ggagatcata
atgagcagag
cctetgagtt
tgotketete
gaatgaccta
agaactggea
aaaatctect
cocgagacgrt
saaaacttet
cgaattaata
attttttatt

Page 1

gctaagtegt
ctgceagagt
aaacaceage

asgaggagga,

atcagactee
gcageageca
agaaacobid
ctoggyggaa
cagtgtkbcea
gaaggagtelt
gactggeace
ttrtgeaggat
gagatcagac
ttcattcett
taaacccaaa
gecocaagty
gcaagagaaa
taatasaatyg
ctatgacaty
cattceacca
caacttgact
ttcaagcece
aacaggacea
tggagtctta
caattaccta
cccageatge
anagaaaaaa
aaatcctggh
gtcactgttg
agactcaact
agcagtgaaa
gaccctacty
tagacaatca
aatgactcta
acacaggert
ctcagticet
catcaaagag
geggtrtac
taactattge
agcigaaatc
gtttcatcaa
gettttattg
gtrricatet

60
120
1890
240,
3a0
3eo
420
480
540
500
660
720
780
a40
300
260
1020
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18640
1920
1580
2040
2100
2160
2220
228¢
2340
2400
2460
2520
2580
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Ghtgtitigt
apgcagttga
taatatatce
gatggcacct
tricacagtt
agriaggata
tcagaaaagyg
atattragtg
acaguhgtik
caatcatctyg
Accacaana
tatttigtat
actggratag
agactaattt
aatggctata
rtgtataact
Lttaatcaga
ggcaaazakg
cctgatggta
teeatgibog
gaatttctte
tgtgsacekt
atttgattte
ttasdaatat
taciggtatt
zaatgattgt
teateatgac
atgatitata
trgctecTagg
tctgacecag
cattccaaca
.gratgtaaay
cLaatagogg
toagaagtit
cataggbige
TAazaaltsagyg
agrattrrgyg

<210> 2
<21l» 6322
<212> ADN
<Z213>

<220>
<d21>
<222
3Bel,
4284,
6011,
<223>

24,

<400> 2.

gacgctgegyg
atingccaad
gtetgeorlygy
ctacagtcaa
agceagcagag
agcageagea
gottatecaa
tgatggyyad
cagastiecy
agaAcCcolas
Tedaaactea
acgyaggoay
tggagtibroe
tgrtigataga
2zaJ0gaz0ac
aggaltkactgg
cagaaasaga
goasaghtta

.tatgtaaaca

tttaaatacg
gtegtcatea
cagaaattag
aaaccaccag
ggctggatga
geatktikbtga
gaagttgtgce
aactacgett
aagatgggea
tgtgaaaatg
ttgactcaaa
atacctgett
agcacctagt
aaaaaataac
tggcaagaaa
ettaaaagt
caaagtaatt
geragacace
caggaaagcet
tasaactacs
acktgttgaaa
acgaactLic
tattcaaggt
ggaacticta
cactaatctg
agaatagcete
atgtratrata
gtctchacat
Sgaagaggga
tgagattaca
gtgagtctgt

grtactttca
ggcaatagee
cuataataca
acabtgtebtt
agaaattact

R. norveglcus

3680,

gggtaggsea
ggactccaaa
ccaagygagg
ghLtLLctgea
gattcteett
goagcegeag
agecyttTea
tgacttggge
gettectggaa
gagtlcaacg
ctcggatgea
rgtgaaattg
CYCTIgUree
tgaaaactty
gaatgaggat
agatacaatc
tguthtcace

tgrcaggea

cactacatgt
cttttcagtg
aaaccttaat
tgeccaaagt
aattttctag
tttatgcatg
cttitatage
gercatttte
getagtiegt
gyttggtget
tctecagtat
cagtggagaa
ceagtgacct
rtaccaagagg
gctggtaaac
tgtgattcea
cctetoacka
cattttcaca
cagetactga
catecctaat
atcattttas
tgragacteca
ggceaaakia
ataktattttt
ggaagggaag
gtatagtgta
trttttgtag
gcattcatac
gatggagact
gaggaagtra
cagcgeaggt
ggagacagga
catacagece
tgcatagagy
ckaattcete
grroteotttg
taataaaaaa

caracterfatica miasc

3663, 3684, 3685,

6069,

cctneggegyg
gaatcettag
gggagegraa
tcttegeecet
gatttctega
cagcagcage
ctgtceatgyg
tacccacage
gaaageattg
tengeaacky
tebicagaac
tatcccacay
ccaagtaaayg
citkcteoott
tgraagecte
ttatcaagte
gaactttgca
agcktttcotg

6145,

BIOLO065Y0

ggtttataga
atgggagagt
atgtggacgc
ctgtgtgatyg
actttetgtt
gaaacctgas
tattactgte
tottacataa
agetbtecca
tctaacctga
tertgtoasa
ttatataggt
gctgggtaaa
cectgbetgt
tatttgtcre
gataaccage
aactttacee
ttceccatctg
ttretgtyat
gtgtgeecata
acaaaataga
aaacttaaca
tttgtgtaat
atakttagtt
ggctactgea
asataagaat
gggtcaasaga
aggcagcegat
ggtectgtgt
tectetgect
ttagtttact

aggtggtget”

teceoecagea
taccageaat
tctatectac
aatgetettt
acaatcattt

3791,

6161

cacggagtec
ctceccekgg
tggactttta
cagtggcrtge
maggctccecac
agcagcagea
ggctgeatat
agggceaack
caaaccteaas
ggtotgctac
agcaaaatcg
acgcagagcac
acacaaacga
tggegggaga
ttattttace
ccageagrgt
cceeeggaut
ggacaaatat

3805,

gggcecaagac
agatggtgaa
aatectccaca
2actttetet
ggtgtatcee
aaaapgikta
tggttttaac
tettthatte
aataaactet
tggcacttag
anadaaasab
tgtgcaaatt
ctgtggatga
acctaacgee
tcaggacett
tgtaacacag
aaaaactaaa
tcaccaatty
cttagaacktgt
gagtttarca
agcrgtagta
tatttactaa
agaaaactga
atagttteag
getkracaty
gatttttaga
aatgetgatg
ggtctcagaa
geagtgaagy
cgcattetga
caatctcoee

‘tacatcctta

gttgaatgac
atgtazatay
aacaagagtt
gaatgitate
gettktig

ceceseccggge
tagagacgaa
taaaagcetg
tgettcteay
aagcaartgtg
gcagcagcag
gggagagaca
kggectttee
raggtcgace
ccecgacagag
aanaagecceag
ctrttgaccte
gagrecetgg
agatgatcca
ggacactaaa
ggecactaccce
aatraagaaa
adattggraat
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ttggcaacag
atttattagt
gtcaaagaag
tcatactttt
ccceectgtat
caagtgtata
aatttectit
aagttattgt
aaacattaat
ctatcagaag
aaaangetea
aacagtecta
tggttgcaaa
ctatttttge
ttgaagtagt
ctgagagact
tetotaatat
gttastcttt
atgtcagaca
caagtcctgt
geoetttetg
geccacaagaa
aajtctaaka
atatatatca
caattraktta
tgagattgtt
gataacctat
accaaacagt
ttgctgagge
ceacecktet
ttgcactaaa
aaggcaccat
aacagaagct
Lgcagaatct
tatttceaaa
tgttatitte

3806, 3813, 3854,
4162, 4177, 4205, 4208, 4240, 4246, 4247, 4262, 4283,
4293, 4295, 4311, 4354, 4358, 4359, 4360, 4398, €010,
6013, 6014, §0Ss5,
nsATCora@

tcacattaat
gtccoctggea
aggggaggag
geagakteca
cagcagegac
cagcagcooag
ghaacaaaay
tctggggaaa
agcgttccag
aaggagttte
accggcacca
ttgaaggatt
agatcagata
ttectrceeg
cctaaaatta
caagtgaaaa
gagaaactgg
anaatgrctg

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
31zc
3180
3240
3300
3360
3428
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440.. ..

4500
4560
4620
4480
4740
4788

60
120
180
240
300
3150
420
480
540
600
660
720
780
849
900
960
1020
1080
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ccattictygt
cagcateceet
ctgttggtte
tgggggotat
tgangaccaga
aggiotgect
gaaycrtycaa
saagaaacga
ggasatgtot
ggakbtcagra
tagttectge
daccogrggt
tgaccacact
cgatactagg
ggakgteecr
tgctohgoett
atgaccaatg
atghagagta
tgaagagcca
ccatogtoaa
agckbetgga
ttktogatsa
agataccaan
chtactaaga
tcaattigtc
acgeagtaca
ctctgaagtyg
agttacgtgg
tcecatghggt
chttetyttg
aacctgaaaa
tagtgtckyg.
caataatttt
tttcctagac
cacecagetat
Lcrtactety
chgageagat
accykbggatg
c¢oatetaaty
tcaggaccktt
tctgataaay
ccaactaaat
ccgattggte
antrcagga
aagrcotgtg
agceecttiet
gacacaagaa
aaaatctaat
atatatatca
atgcaattea
attgcrrtat
tgatagoecta
gaaannaaaa
tnggaggtee
ctaattacct
tactaatata
gggtratctte
cgrggegrge
atacactaat
tgrkttertt
taaaazagka
tgghctonas
agaaataccsa
tagablatty
aaatctgott
aagtatatag
ageontecectr
gteatagtrot
ttcckasora
catypaccgat

tcatggtoty
ttctcageag
tgaazactgg
gaacticeea
tgtaagctet
ggrgtgetee
agtakbcttbt
trgcatcstt
tcaggctqoa
agcecactgea
ageattaccea
gktygratgea
capcatgtta
ctkgagaaac
catggeattt
tgetcengat
tagacacatg
tctetgtatg
agagttatre
aagggaaggy
crocatgeat
gaccatgagt
atabtecaaag
aaggttgcet
ttgtagatgt
tgtygtbtar
atgacacagce
aggeatggee
rLecaacttret
gtgtacktetyg
aagtttacaa

ttttaacaat

tgtattecag
gctaacatta
cagaagacca
tatataterg
taaccgtcet
atggttacag
cagccatctet
ckggagtggt
ccgagagate
cgetaataca
tagctctcat
ctecgeatten
aacttcttea
ntgtgcacct
atcngattte
attaaaaata
taccggtatt
ttaactgact
catgacatgt
tatgatttaa
tacecttigte
cgaggctegy
caccacccat
aatagganag
ccatgeagcece
atagaggcac
cckoceccace
gaatgetttt
taattbgaat
gtacttiaag

ttgaatartt
tacatttatg
tcagektgge
acgegrigtt
caagcgtata
cgagtacaga
cttaggrtta
¢ttgaaagat

TSI S RS BRI

agtacctcetg
caggatcaga
aataggtgec
ggecggteay
ecteocatecea
gatgaagett
aaaagageag
gataaaatte
atgaacctig
ggagtetcac
cagcteacce
ggatatgata
ggtgggcgtc
ttacaccteg
goottgggtt
ctgattatta
ctgtttgktet
afaaccttac
gatgagattc
aactcecagtc
gaggtggttg
attgaattcc
ggaaatatca
taaagaaagt
ttkgttgtte
agagggccaa
acacagtgaa
actygtqagag
gactcagaac
cceatgtata
gtgtaktatca
ttccettata
trattgtacea
atttcecgtgt
cdagaaatctga
cticeatgga
aactggtgta
aagactggty
tcaaktgggga
ttgecataaca
gtttaatcag
gcaagaatgg
ggtggtcagy
tecnnecaca
cattgagaat
tacenncktt
nacttaaagg
tgaaacttct
cactgatcett
gtaaaatage
tatatagttt
tngtatataa
ctaagctagyg
atnnaagaga
gatcctgtca
aaggglggcg
tccegacaay
cagcaacatg
cttcaatagt
agaatgttgt
tetctetaaa
ataartgraa
atcaagacag
gaatglitata
tttcaasaat
attaacagaa
aagagcecatg
gagaagatgce
tazataacttce
atctttaate

BICL006540

gaggacagat
agcectgeett
aaggetcegy
tghtrtotaa
gctecgteage
caggatgtea
tggaaggaca
gaaggaaaaa
aagctegaaa
aagacactte
ctacetiggt
gcteegttec
aagtgattge
acgaccaaat
ggagatcata
atgagcagag
ccketgaatt
tgettectete
gaatgactta
agaactggca
agaatctcct
cagagatgtt
aaaagcttet
tgaatttata
ttttegttte
gacttggcga
gtgtattgtt
agggaccgea
tttacagttg
gttaggatgg
gaaaagyggaa

‘ttcagtgdaT

goetgtttaag
gassatgggt
ctcagatete
gaattacata
gagoacetag
ggaaaacagt
gatagcaace
ctttasaatg
accaagtaac
ctagacacce
agaatcagct
catcectaca
taccatttta
ckntgactca
cgccaaatta
aatatatttt
gggaaaggga
tgtatagtaa
tegtaggggt
aagcatncaa
gaagggagen
tcnanegggyg
gtgnaggnnm
cteacgtctyg
gttagcagag
taaacctaaa
ccatttgoeona
tattttcagt
agegattgte
ccoagergga
tgitaagrkt
tggttaaacc
agagctecaa
ggcaacagac
ctecttage
ggtactgtetr
agtgagacte
actggtaggsa

gtaccactat
taatgtcatt
agaggacagc
tgggtactca
agecacggga
ttacgaggta
geoacaattac
ctgeccagea
aacaaagaaa
ggaaaatect
gtcactgety
agattcageca
agcagtgaaa
gacceigeta
cagacaatca
aatgteteta
acaaagattg
ctcagttcct
tatcaaagay
acggrttac
tacctactge
agctgaaacc
gtlitcatcaa
gettitactg
tgtetrgtit
cagaagcagt
ggtgtatecac
cctaaaccac
gctgggtana
tatttbgact
gttgtgcett

“tdtgeteget

atgggeaget
cggtgetict
cagtattctt
ggctgagcag
tecagtgace
aactaccaaa
aageccgtaa
tattattcca
tteteteakt
actktttcacat
actgatttet
tgtgccatag
aacaaascag
aagctkaata
tttgtgtaat
tatatttagt
aagggctact
taagaatgac
Caaagaaatka
acaggeotta
ggagannggc
atctaattece
ggttattana
ttccaggege
ggaggetttyg
gagecccatag
gtaagatgag
Ettttgcaga
cagtrtgtaa
tgtgaaatet
taaasatgagce
caaaagagea
aaacgaaaaa
attcataaaa
atgtggggaa
ccgigtgtgy
ggtgacatgc
cansagyyac
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gacatgaata
ccaccaatte
ctgacttect
agceotggaa
ccacchbeeea
ctgacatgtyg
cttgtgerg
tgceogctatce
adsatcaaag
aacaaaacaa
gaggtgattg
tggagaatta
tgggcaaagg
cagtactcat
agcggaaace
cectgcatgh
caggtatectk
aaggaaggke
ctaggaanag
caactgacaa
ttccagacat
atcactaatce
aaatgactgce
tacaaactta
tgttttaaac
tgagtcaaca
agaaactaac
catgcocaag
actitetaga
tatgcatgea
ttatagcrat
cgttictett
gcetrcacage
acectgttag
gttaaaaagc
attacatagg
ctoctgggtan
aggccecetit
atcagetctt
gatagecage
aaacttacce
ctcaccegea
gttacttaga
aatttaacac
aagcagtagt
tgcttactaa
agaaaaactg
tatagttteg
geagetttac
ttttagtgag
ttgatggata
acgegtetiyg
ccegtgtgta
ntaccrgccat
tccoecgtta
cgcagtagca
gcaagtttgg
gaagecaaga
gacatgetta
aattatttaa
tggtttaaat
atggtgceta
ttectcaaaaa
catcacacat
ggagaagaaa
ctactaccga
gaagagagce
ctteatacgccg
ctgtatgact
actcbgygtra

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18640
1920
19280
2040
2100
2160
2320
2280
2340
2400
2460
2520
258¢
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
39006
1960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
41740
4800
£B60
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
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titraggeet
agggaaggga
taccoaaagg
tgggcataga
agarcggatkgc
atggagtaty
ccaacggtaa
aacagagtglt
attttecagte
rotgtctaga
clgetcaata
attaaacaaa
gaageltttin
gtgantseng
taajaatecy
tgtttaactt
ctgaattsge
ptaataaaat

<210
<21l>
<21id>
213>

3
2575
RDN

<400> 3

ggaagttaat
gteeccagea
aggggrggag
geagatteca
_Ccagcageago
atgggactygt
cagcagggec
attgeaaace
gctgogtaty
gaacageoaaa
acagaccaas
aazgagacaa
cchtigycgg
cerettatet
agececccagea
tgcacccoctg
tctgggacaa
tectggaggac
cagaageata
tgccaagygt
teaghgrttt
ccoageteet
gctuoggtat
gcagtgaaag
attegaagaa
ctggaagete
tzacaagaca
acccetacee
gacagetetyg
cgocaagtga
ctyggatgace
ggtigoauat
attaatgage
atckcceactg
ttacrgetoe
attcgaatga
agtcagaatt
gttgaaaatce
ttecoagaga
atcaaaaage
sagtigaatt
grtetthteg
agactiggcon

tggcttggga
acctaggaag
gacaaggeca
gaagceagea
ggatcccagt
gatctgtcag
goctgagattg
acagaagaca
ageetgetet
atatgcctga
accrgettaa
ggctatataa
nannattttt
tttaaaaata
tctkkbetacc
ttattrtect
agtaaatgrt
atctgetrttt

K. rnueculus

atttgccaat
gtrtycttgg
ctacagktcaa
agcagcagag

agcagcagea-gcagcegeay

atatgggaga
agcetrggect
tcaataggtc
ctacceogac
atagaaaaag
geoaccttbga
acgagagtec
gagaagatga
taccggacac
gtgtggeact
gggtaattaa
atataatkbgg
agakgtacca
tttttaatgt
ctggagagga
ctaatggata
ccazageaac
gcecattatgyg
GROBYCATHE
aaaactgtoec
gaaadacgoa
cttgctgaaaa
tggkgtcact
ttccagacte
ttgeccgeagt
aaatgacceet
catacagaca
agagaatgac
zattacaaag
tctectecagt
crtatatcaa
gycageggte
tccttaycta
tgttagctga
ttcrgtttca
tatagetttt
trigtottgt
acagaageayg

» vy
]

T

2

noeg

o+

tactgtatat
cactgectte
cacagtgtgy
actcecagtgc
cceagtagtt
cactcaagga
aatgtgttte
ctgcaaaccyg
atcaggactyg
aaggatttta
ctacatagag
tggggacaaa
tatcacagta
aaagttgtag
tacanagtga
trasattegc
agteagecat
ke

ggactccaaa
cocgggggagy

ggtttotgey
gattctectt

gaccgaaaca
ctcotetgyy
gaccagecgt
agagaaggag
ccageetgge
catcttgeag
ttggaggtca
tecatteckt
taaacctaaa
gceceaaghy
gcaagagaaz
gaataaaatyg
ctatgacaty
caktceacea
caacchtgact
ttcaageecet
gggaccacct
ggtgetgacy
ttacecttrot
agcatgecge
gadaaadatt
¢getaacaaa
getggaggty
agcakggaga
gaaatgggea
tetacagtac
agcaagtocs
rtctaccctge
attgcaggra
tcctaaggaa
agagctagga
Tratcaactg
ctgettccae
aatcatcact
tcagaaatga
actgtacaaa
trgktcteta
argagccakte

BIOLOOESWQ

ccagaagaaa
tgtaggaaagy
ggtetaagga
tacagegcag
tgetecetet
tcatggaget
ttatgtgccy
gtcagatgaa
gtgaccagct
tektctgata
attteagigt
tetatateat
atttttanat
trekttatice
aatgtcagac
tgtetbggta
ttacagcaat

gaatcettag
ggaagecgtga
tctkcaccer
gatttitcaa

‘coagat LR

acagtgatgy
gaaacagact
ccagagaatc
tttecccaga
accaacggty
gatttggagt
gacctgttga
ctggaagggy
attcaggata
aaaacagaga
ctgggccegg
tcrgocattt
aatacagcat
attectgttg
tecttgggay
ggaatgagac
cccaaactet
tgrggaagct
gctggaagaa
tategaaaat
aaaggaatec
acaatagtee
atcgagcctg
attatgacca
aaggegatac
tcatggatgt
ascCtgotat
atgtakgace
tcotatgaag
ggtetgaaga
aragccattg
acaagacttec
acatttttgg
aatcagabac
crgoottact
cttatcaact
tacgcactac
acttrIcagt

qgagacagga
aacacaccaa
tgagteaggyg
ggcagggcag
tatttaccat
tgagattccg
gtttcagtgt
agtcttctea
gctaggacag
aatggetgta
gtcaatatte
actgtgtatg
gtgtaaaaaa
atgetgaata
ngtaaaattt
ttaccaaace
gccaaatatg

ctcecectyg
tggacttgta
cagtggetge

aaggctcage

écadagcegt
ggaatgactt
tteggetiet
ccaagagetce
cteactetga
geagtgtgaa
tttetgecgg
tagatgaaaa
acgtgaatgs
ctggagatac
aagatgatct
tttatctgeca
ctgttcatgg
cectktctea
gttctgaaaa
cratgaactt
cagatgrgag
gecetggtgty
gtaaagtett
atgattgcat
gtettearage
ageaagecac
ctgeegeget
aggtgttata
cgectecaacat
caggatlcag
ctcteatgge
gcgtigeted
aatgtaaaca
agtatctety
gccaagagtt
tcaaaaggya
tggactccat
ataagtccat
caaaatacte
aagaaagget
tgtcttgtag
atgtggtctc
gacaggaaag
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aacttggaga
taagtgagag
tgagetetgg
ggatgggaca
gggatgaace
gttgpteacc
tagaaggega
tteccaaact
ggkeggeget
tgzaadtacc
tattttgtat
gcatrtattaa
ttaaaaattca
acctgtagte
tgtgtggaasa
acacattgta
gataaacatc

tagagacgaa
taaaacecty
tgctictcag

eaagcaatgca,

ﬁtcactgtcc
gggctaceca
ggaagaaagce
aucaccLgca
tecakckbtca
attgtatacc
gtccecagygt
cttgettket
ggattgcaay
aatettatca
cattgagckt
ggcaagctitt
cgtgagtacce
geagecaggat
ctggaatagg
cgcaggcege
ttctectecy
ctecogatgaa
ctttaaaaga
cattgataaa
tggaatgaac
tgcrggagte
gecacagett
tgcaggatat
gtraggtagg
aaacttacac
atttgeccty
tgatctgatt
catgctgttt
tatgaaaacc
atttgatgag
aggasactecc
gcatgatgtyg
gagtattgaa
aastggaaat
gcertauaaga
atgetetgte
taghgggcca
cagac

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6322

60
120
180
240 ..
300
366
420
480
540
600
660
7260
780
840
900
960
10290
1080
1140
1200
1260
1320
1389
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
15890
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2575
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<210> 4
<21l>» 20
€212> ADN
%213> secuencia artificial

220>
<2231> compuesto oligomérico

<4Q0> &
cgtgrgretg tgctagtece 20

<210> S

<211> 29

<212> ADN

<213> Bgecuencia artificial

<220>
<123> compuegto oligomérico

<400> 5
gycaavgtga acaggtccaa 20

<210> 6

<211> 18

<212> ADM

<213> gecuencia artificial

<220> .
<223, Compuesto oligomérico

gceceattyget ggacatge . iR

<210% 7

<211> 20

<212> ADN

<2137 gecuencia artificial

<220
2223» compuesto oligomérico

<400> 7
agcecattge tggacatgca 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

«213> gecuencia artificlal

<220>
<223> compuesto oligomérico

<400> 8
ttgtceccagt ccecaggecte 20

<2i0> 9

<21l 20

<212> ApN

<213> gecuencia artificial

<P Z0>
<2373 CoTmpuesto oligomérico

<&00> 9
coutecgtty gacececctggy 29

<219> 10
<211> 20
<212> ALN
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<213> secuencia artificial

<220=
<323> compueste oligomérico

<4060> 1§
gtgragogega geooganate

<210» 11

<2il> 20

<212»> ADN

<213> secuencla artificial

%220>
<223» compuesto cligomérico

<A00> 11
atccaagtes tactgtagta

<210> 12
<Zll» 26
<212> Apn
<?:3> secuencia artificial
<220

<223> c<ompuesto oligomérico

<d20%
<221 Caracteristica migc

<222» 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20
<223> n.= A,M,C-0r-G - - -

<400> 12
MNARNNNNN nannnannnn

<330 13

<Z11» 29

<2132> ApDR

<2135 secuencia artificial

<220>
<223» compuesto oligomérice

<4080> 13
geccrocaty ctggcacagy

<210~ 14

<211> 20

<212> ADN

<213> asecuencia artifigial

<220> ) .
«<223> compuesto cligomérico

~a00> 14
a2gcaaasgatb caatccytta

<Z10> 1§

<2L1l> 20

w212 APN :
Secuencia artificial

223> compuesto oligomérica

<4005 1

G
tacaga&ggc tgggozttga

BICLOGESWO
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<Z11> 20
<212> apN
%213> gecuencia artificial

<220>
<223> compuesto oligomérico

<600 16
atgcatteotg ecccccaagga

<213> 17
<21l> 22
<232> aApn

<213» gecuencia artificial

<220>
<223> iniciador de PCR

<430 17
ttgacatktt gcaggatitg ga

<21d> 18

<211>» 24

<€212> ADN

<213> sBecuencia artificial

<220>
<223> iniciador de BCR

<409> 18

ccaaggacte teattegher cttt
<3216> 19
<231> 16
<212> apn
<213> secuencia artificial

<220>
<%223> nponda de PCR

<400> 19
tktetictgg gtecce

<210» 20

<211> 25

<212» ADN

<213> sgecuencia artificial

«220>
2223> iniciador de PCR

<¢4Q> 20
asacaatagt tectgcagca thacc

<210> 21

<2Ll1l> Z3

<212> ADN

“213> gecuencia artificial

220>
<223%» iniciador de PCR

«£90»> 21
Catucaacas ciogggttea atc

e210> 2

<23il> 23

<212» ADN

<213» gecuencia artificial

20

22

24

16

25
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<2230
<223> sonda de PCR

<400> 22

acecetager bggtgteact get
«Z10> 23

<21:> 23

<212> ADN

<2l3* gacuencia artificial
<220>

<223> iniciador de PCR
400> 23

gacatcetbge aggatitgga gtt

<210» 2
<211>
<212> mpn

©213% gecuencia artificial

28]
i

<229
<223> iniciador 4= PCR

<400 24
aacaggtetg acctccasgg act

<21(8> Z5
<211> 27
<212% ADN

. %213>. secusncia artificial

<320>
223> ponda de PCR

<40C> 25
cgggtococa gghkaazgaga casacga

<210> 28

<211> 20

<212 ADN

<213 zecuencia arcificial

<220>
<223» Ccompuesto cligomérico

<300> 26
tetgtetete coakatacag

«210> 27

<211%. 20

<212 ;o

<213> gecuencia artificial

<220
223> compuesto oligomériceo

«<40G> 47

tgtrotocgre tekoceatat
<210 28

<gli» 2D

<212> ADN

<213> gecuencia artificial

<220
<223> compuesto oligomérico

<400 28

{rs'f! ﬂ_:j.;l »" =i ra' !E"-l ";:uf .l"‘

?

BIOLOOG6SVO
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BIOLOOGSWO
ctttrgtite tgkctctecc

<210> 29

<211> 29

212> ADN

<Z1)> secuencia artificial

2220
«223> compuesto cligomérico

<430> 29
atcaccetig tttectgecte

<210 30

<21il> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220~
<223> compuesto cligomérico

<4Q0> 30
gtttgcaary ctttckicca

<210> 32

<2il> 290

<212> ADN

<213> gecuencia artificial

<220>
<223> compuestc oligowdrico

rgagghttge aatgeokitct

«210> 32
<211> ZzZ0
<212> oy

<213> gecuencia artificial

<220>
<223 compuesto oligomérice

<400> 32
ctattgaggt ttgraatgct

<210> 33
«211> 20
<212> DN
<213> gecuencia artificial

<22%>
<2233 compuegto nligomérico

<4006> 33
cgacctattyg aggtttgcaa

<230> 34

<211l> 20

<2i2% ppN

<213 gecvencia artificial

<220> N A
<223> Ccompuesto oligomérico

<400 24
ctygtegace tattgaggit

<210> 35
<iliz 20
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<212 ADN
<213> secuencia artifieial

<220>
<223> compuesto oligomérico

«430> 35 ‘
ctgtggrata caattrcaca

<210> 36

<2l1> 20§

<212> ADN

<213> secusncia artificial

<223> compuesto cligomérico

> 3§
ggtetg tggtatacaa

<210 27
<2il> 20
<2312> ADN
<213> gecuencia artificial

<220
<223> <ampuedto oligomérico

<400> 37
grteaaaggty ctttggtetg

£210> 3B . .. L. e e e

«211> 20
<212 ADpN
213> geguencia artificial

w220% .
<223> compuesto oligomérico

<400> 38
ggtttagtat ccggtaasat

213> 3§

<211> 20

<212> ADN

=313> gecuencia artificiat

<220 .
<223> compuestc oligomérico

<400> 39
cittbberge tttecactrgg

<210> 40
<21l1> 20
<212> upn
<213> gacuencia artificial

A
| NS

2

¥

O
3> compueato eligomérico

2139» 40
ttctcoctiget taattaccce

<21J> 41
<231> 20
<212> npy
<213> gecuencta artificial

220>

BIOLOQ65WO
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<223> compueato oligomérico

<400> 41
cegtrberet tgothaatta

<210> 42

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia arcificial

<220>
<223> rcompuesto oligomérico

<440> 42
geccaghthc tectgcttaa

<Z10> 43
«<21l1> 29
«212> RDN
213> gecuencia artificial

<220>
<223 Cadpueato oligomérico

<400 43
rohattacea attatacttg

<210> 44

<21i> 20

<212> DNA

<213» Artificial Sequence

e e w m oW

220>
<223>» compueato cligoméricy
<4005 41

acatrkbtatr accaattata

<210> 45

<21i> 2§

<212> ADN

<213> 39ecuencia artificial

<220>
<223> compuests oligomérice

«<400> 18

goaygucstit tattaccaat
<210> 45

<21ll> 2C

<212> ADM

«~213> pacuencia artificial

<220>
<223> compueste oligomérice

<400> 46
aatggoayan atircaktac

210> &
<211i» 2
<21Z2> ADRN

<213> gecuencia artificial

b B |

<220>
<223» compuesto sligomérico

«3C0» 47
cagaaatgpe agacatocta
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Y
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w2id>
«211>
<212>
<213

<320
223>

<40{:

48

20

ADN

gecuencia artificial

Compuusto o)igomérico

L8

tgaacagaaa tggeagacat

“210>
<211
<A12>
<2ij3>

<220

49

20

ADN

secuencia artificial

<223> compuestoe oliécmérico

<400>

43

ccatgaacay aaatggcaga

<210>
<21ll>
«212>
<213

L2409z

50
20
ADN
gsecuencia artificial

“Lompueste cligomérice

50

“acaccatga acaynaatygy

<210>
<211>
<212
<213

<320
<223>

<400

51

20

ADN

secuencia argificial

Compuestn oligomérico

51

tattsacace atgaacagaa

«2il> 52

<211> 20

<212> ADN

“213% ge¢uencia artificial
<220 ) .
«223» (compuessto oligomérico

<400> 52
gaggtactca caccatgaac

<210
<211>
212>
<213

<400

53

249

ADH

secuencia artificial

compuesto aligomérico

53

recagayGla ctcacaccat

24
29
ADN

(]

#p

BIOLOO65Y0
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<213» secuencia artificial

<220>
<222> compuesto Oligomérico

<4005 54
akceteocaga ggtactcaca

<2105 55

«211> 20

<212> nom

<2L3» secuencia artificial
<220>

<223> compueato oligomérice

<£00> 55
atclgtecte cagaggtact

<210> 8¢

<211l> 29

«212> rou

«213> gesuencia arvificial

220> ) )
<223> compuesto oligomérico

<430> 58§
gtacatectyt cekccagagg

<210> 57
<3ily 29.. . ..o o - -

2212> ADN

<213> gecuencia artificial

<220> )
223> zompuests oligomérico

<4G0> S§7
aglggtacat ctgtccteca

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> aecuenczia artificial

<220>
<223> compuestd ocligomérice

440> 58
rcategtgyt acatctgtec

=230> 99

~211= 2¢

<212> DN

«213> pgecvencia artificial

<220> i
<223> cempursto oligomérico

<J00> 59
catgteatag tggtacatcot

<233> 60
<211> 0
<2i2> /DN
<213> gecuencia arvificial

<420
223> Compuesto oligomérico

e
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<4CC> 60

tattcatgre atagrggtac 20

<210>
<211»
<312»

<213>

61

20

AN

secuencia artificial

<220
<233> compuesto oligomérico
<400> 61

getgrattes tgtcatagtg

<219> 62
<2iix 20
<212 anpy
<213> gecuancia artificial

<Z20>
<223> compuesto oligomdrice

<400> 52
ggatgcrtgta ttcatgtcat

<2i0>
<211>
<312>
<213»

220>
2223

<430>

63

20

ADN

Seruencia artificial

compuestso oligomérico

63

F

daagggatge tgetattcatg

<210> ¢
<21iis> 26

<212>
<213>

<220>
223>

<G

Yk

gecuencia artificial

Gompuesta oligemérico

€4

tgagaaaggs atgctgtatt

<210>
<211>
<Z213:
<213

<220
<223

<400>

35

20

MDN

sccuencia artificial

compueaco oligomérico

63

tggtggaatg acattazaaa

<21.0>
<211
<2125
<213

<2245
<223

<4&00>

56

20

ADN

secuencia artificial

compriaatsd cligomérico

6%

saattggtgg aatygacalta

R e

20

20
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20

20
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<219> 57
<213> 20
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220
<223> compuesto oligomérico

<490> 67
gagettacat ctggtcteat

<210> 68

<all> 20

<213» ADm

<213> gecuencia artificial

<229>
<223> compucsto oligomérico

<4Q0>» 68
aggagagett acatetggte
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WBCTS.06/36527

International Filing Date

REQUEST

The undersigned requests that the present
international upplicalion be processcd
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT International Application™

Applicont’s or agent's file reference

(if desired) (12 characters maximum) BIOLOO65SWO

Box No. | TITLE OF INVENTION
MODULATION OF GLUCOCORTICOID RECEPTOR EXPRESSION

1
Box No. 11 APPLICANT D This person is also inventor

Nume and address: (Family name followed by given name, for a legal entizy, full official designarion. | Velephone No.
The address musi include posial code and name of country. The cowntry of the address indivated in this 760 931-9200
Box ix the applicant’s Stale (that i, country) of residence if no State of rexidence is Indicated below.)

Isis Pharmaceuticals, Inc, Facsimile No.

1896 Rutherford Road .760'603-3820

Carlsbad, CA 92008 Teteprinter No.

USA —

Applicant’sregistration No. with the Office
State (that is, c.To;mny) of nationality: Statc (that is, country) of residence: -
@ us 3 us ]

This person i heant 1l desi 1 fi dcsignated Stat the United Snat he States indicnted &
fol'1 ?h%c;u]';‘);:;pgf 1 e D gkal:s el m ?hc lﬁrs'nliﬁ,da I‘S‘(atn; :‘!’ ﬁ:::mn uf Anrr‘f.l-nim uvrr‘xlyB :hg Supt;l!c:rr‘ac:\cl?s'lcﬂn‘g

Box No. Il FURTHER APPLICANT(S) ANIYOR (FURTHER) lN'VE.NTO[i(S)

Name and address: (Fumtly name foliowod by;zr'vcn name; far @ legeel entity, fidl officiol dexiynation, This person is:
The address must inchude postal code and name of country. The couniry of the address indicated in this $ persan is;
Baxis the apphcant’s Stale {that is, country) of residence ifno State of rexidence is indicated below,) D .
, applicant only
MONIA, Brett P.
2306 Casa Hermosa Court [E applicant and invemor
ini inventor only (If this check-hox is
Encinitas, CA 92024 ) i ot it i i
USA
Applicant’s registrution No. with the Offiec

State (that is. country) of nationality: | State @that is, country) of residence:

us us
This person is applicant all designated 21l designawcd Statcs except the United Stares the States ndicated in |
for the purposcs of: D Statcs D the Umied States of Anfecr'zm of Americs only the Supplemental Box

[Z] Further applicants and/or (turther) inventors arc indicated on a continuation sheet.

[ Box No. IV ACENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

conunon

‘Fha person idenhfied below i3 hereby/has been appointed to act en behalf E agent
i & represenative

. of the applicani(s) betore the competent International Authorities as:

" Name and address: ffamily name fnl.'nwr(ﬁ:;v given name; for o legat entity, fill nf?dnl flesfgninrian Telephone No.
Pt address musit include postal codv and name of country. 978 251 35 09

ELMORE, Car0|yn Facsimile No.
Eimore Patent Law Group

78 251-397

209 Main Street -z.c rinter Nos o |
Chelmslord, MA 01863 P '

USA

Agent’sregistration No. with the Office

35,5667

D Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative isfhag been nppeinted and the
spoace abuve 18 used instead to indicate a special address 1o which correspondence shoutd be senr, :

Fortn PCTARQI 0T (first sheet) (Apnl 2005)

See Nates to the request form
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- Sl WS FL
Continuatjon of Box No. ITI FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-baxes is used, this sheet should not be included im the request.

Name and adidress; (Family nante followed by given namei-{ora legal entity, full official desicnotion, l

7 | This person is:
The address must include pastal cods and nome of couniry, The country of the addrexs indicoted in this

faxis the agdicant’s State (that 13, couniry) of residence if no State of reshience is indicated below } \ D applicant only

MCKAY, Robert ' '

12467 Golden Eye Lane [X] applicant and inventor
Poway, CA 92064 D inventor only (If this check-box

is marked, do not fill in below,)
USA

Applicant’s registration No. with the Office

| State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

us us _

This person is licant rll desipnated all degipnated States ex the United States
for th‘::cpurpc.u:;.p Sl‘: r__l States = D e L'niﬂd States of Anffﬁ'm of Americu only

the States indicated in
the Supplemental Ltax

Name and address: (Fumily name followed by given name, for a legol entity, fudl official desigmanon. | This person js:
The addrass must include postal code and name of country, The conentry of the addrexs indicated in this

the Supplemental Hox

Bacx (s the appheant’s Stite {thatis, coniry) of residence if no State of resddence is indicated below} D applicant only

FREIER, Susan M. E applicant and inventor

2946 F}enauh Street D inventar only (If this check-box
San Diego, CA 92122 is marked, do reot fill in below)
USA - — -

Applicant’sregistration No. with the Qffice
. State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

us - |us
This person is applicant all designated 1 deaigmated Stat Tt the United Stu the Statss indicated i
e et ) ghtosne [Tl bl e, M) Aty [ e St

Name and nddress: (Family name fallowed by given nome. far o legal endty. full official desivaation. ] This person is:
The addrexs must inchide postal eonde and nume of cointry. The country of the uddress indicated in this

Bax is the applicant’s Statr (that is, country) of retidente if nes State of residence is Indicated below.} [ septicant only

BHANOT, Sanjay . '

8094 Paseo Arrayan [E applicant and inventor

Carlsbad, CA 92009 D inventor only (If this check-box
. ]

USA is marked, do not fill in below,)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that ix. country) of nationality: State (that is, country) of residence: |
CA us

This person is applicant D all designated oll desigmated States except the United Starcs D the States indicated in
for the purpuses of: Sutes the Umited States of America of Amcrica only the Supplemental Box

Name and address: (Family name folluwed by given name, for a legal endity, full official destgnation, | Thi i
: b me; . : is person is:
The address must inchade postal eode ond name of country, The country af the uddress indicated in this pe

Bax iy the applicant s State (that 1, country) of residence if no Stete of residence Is indicatnd below.) D applicant only

WATTS, Lynnetta -
. 7778 Ca"eyMeejOr applicant and inventor

ggﬂsbad. CA 92009 . L e o s e bos
A

Applicant’s repistration No. with the Office

State fthat is, country) of paticnality; State (that is, cauntry) of residence:
“This person is applicant all designated an Llcsij?mled States except r the United States - the Stutes indicated in
for the purposes of: Slates the Unifed States of America of America only the: Swpplemental Box

D Further applicants sndvor (further) inventors ase indicatcd on anuther continuation sheet,

Faru PCT/RO/ 101 (captinuation sheet) (Apnl 2005) See Notes to the request jorm
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Supplemcental Box If the Supplemental Box is not used, this sheet should not be included in the request.

I If. in any of the Boxes, except Boxes Nos. V1) to () for which
a special continuation box is provided, the space is insufficient
to furnish all the information: insuchcase, write "Contintation
of Box Nu.... " (indicate the number of the Box) and furnish the
infarnalion in the same manner as required aucording lo the
capiions of the ox in which the space was insufficient, in
particular;

(i) if more than twe persoas are to be indicated oy applicants
and/or inventors and no “continuation sheet” is available: in
such case, write “Continuation of Box No. Il and indicute for
each additional person the same lype of information as requircd
in Box No. 1il. The country of the address indicated in this Box
ix the applicant s State (that is, couniry) of residence if no Stute
of residence is indicated below:;

(i) if; in Box No. I or in any of the sub-buxes of Box No. Hi, the

indication “the States indicated in the Supplernental Box” is

cheeked: in such case, write “Continuation of Box No, 11" or
"Continuation of Box No. Il " or "Continuation of Boxes No. If
ane No. I (ax the case may be), indicate the name of the
applicant(yx) involved and, next to (each) such name, the Siate(s)

(and/or. where applicuble, ARIPO, Eurasiun. European or

OA P! patent) for the purposes of whick the named person is

upplicant;

(rii} 1[ in Box No. Il or in any of the sub-boxes of Box No. J1I, the
inventor or the inventor/opplicant i not inventor for the
purposes of ail designated Statex or for the purposes of the
United States of America: in such case, write “'Continuation
of Box No. It or "Continuation of Bax No. I~ or
“Continnation of Boxes No. I and No, HI" {as the case may
he), indicate the name of the imventor(s) and, next to (each)
such rame, the State(s) (amitlor. where applicable, ARIPQ,
Eurasian, European or QAP patent} for the purposes of which
the named person is inventor;

(iv)  if, in addition to the agent(s) indicated in Box No. [V, there are .
j{lrrhfr agents: in such case, write “Confinuation of CONTINUATION OF BOX IV:
Box No. IV” and indicate for each further ageni the same type  C2rolyn Elmore, Reg No 35,567; Darlena Vanstone,
of information as required in Box No. IV; Reg No 35,729; and Donna T. Ward, Ph.D., Reg No
. ) . 48,271 of E\mora Patent Law Group, 209 Main

() ¢ inBox No. V! thercarc morethan three earlicr applicationy

whaose priority is claimed: in such case, write “Continuution
of Box No. VI and indicate for each additional carliar
application the same type of information ax required
in Box Ne VI

If the applicant intemds to make an indication of the wish that
the international application be treaied, in ceriuin designated
States, as an application for a patert of addition, certificate of
addition, inventor s certificate of addition or utility certificate
of addition: in such a case, write the name or two-letter code
of each designated State: concerned and the indication “patent
of addition,” “certificate of addition,” “inventor's certificate
of addition ™ or “ulility certificete of addition,” tie aumber of
ih fifmmm application or parent patent or other parent grani
arrd the dute of grant of the parent patent or other petent grant
or the date of filing of the parent application (Rules 4.1 1 {a)(iii)
and 49bis. Ha) or (12}).

if the applicant intends o make an indication of the wish thas
the international application be treated, in the United States of
America, as a conlimualion or continuation-in-paré of an
carlier application: in such a case, write “United Siates of
America™ or "US™ and the indication “centinaation™ or
“vontinuatian-in-part” and the number and tire filing date of
the parent application {Rules .11 (a)fiv) and 49his [ (d)).

Street, Chefmsford, Massachusetts 01863 and Herb
Boswaell, Reg No 27,311; Robert S. Andrews, Reg No
44,508; Jodi Connoily, Reg No 54,044; Melissa R.
Leuenberger-Fishar, Ph.D., J.D., Reg No 47,747
Jason D. Ferrone, Reg No 52,887; Jefirey E. Landes,
Reg No 55,355; arnd Frances R. Putkey, Reg No
57.257 of Isis Pharmaceutfcals, Inc., 1896 Rutherford
Rd., Carlsbad, Califomia 92008, USA.

Form PCT/RO/IDY (supplemental sheet) (April 2005) Ses Notes 10 the request form
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Box No. ¥V DESICNATIONS

The filing of this request tonstiiut_es under Rule 4.9(a), the deslgnation of oll Contracting States bound by the PCT on the intemationn!
filing date, fur the gront of every kind of protection svailable and, where applicable, for the grant of both regional and national patents.

However,

D DE Germany is not designated for any kind of national protection

D KR Republic of Korea 13 not designated for any kind of national protection

D RU Russian Fedcration is not designated for any Xind of national protection

(The check-boxes above may be used to exclude (frrevocably) the designations concerned in order to avold the ceasing of the effect, under

the natigned law, of an earlier national application from which priority is claimed. Sce the Notex to Box No. ¥V as ta the conseguences
of such national law provisions in these and certain ather States.)

Box No. V1 PRIORITY CLAIM

The priority of the following carlicr application{s) is hercby cliimed:

Filing date Numbc’r_ . Where carlier application is:
of carlier application of carlicr application ; — —
{day/month/ycar) ‘:‘:::!?:l‘f)" i'?‘?fifﬁig’.."r regional application:® | international application:
of WTO regional Oftice receiving Office
item (1)
19/09/2005 60/718,685 usa

item {2)
item (3)

E] Further priority claims amre indicated in the Supplemental Box.

‘The recciving Office is requesterd to prepare and transmit (o the Intemational Bureaw a centified copy of the carlier application(s) (only

i the earlier application was filed with the Qffice which for the purpases of this international application is the receiving (ffice) identified
abovc as:

al) items D item (1) D item (2) D item (3) D other, sec Supplementat Box

* Where the earlier application Is an ARIPO application, indicate at least one country parly to the Paris Convention for the Protcction of
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for which that carlier application was filed (Rule 4. 10(b)(5i)):

Box No. VII  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Chioice of International Searching Authority (ISA) (if twe or more fnternational Searching Authorities are competen( 1o varry ont the
international search, indicate the Authority chosen; the two-letier code may be wsed):

ISA L BP '

Request (o use resulls of eartier search: refercnce to that search (if an earlier search has been carvied out by or reguested from the
Internationel Scarching Authortiy):

Nave (day/monthfyear) Number Country (or regional Office)

Box No. VIl ODECLARATIONS

. The following declarations arc contoined in Boxes Nes. VI () to (v) finark the upplicakble Number of
check-boxes below and indicate in the right column the number of each type of declaration): declarations
3 Bex No.vin (i PDeclaration 3s 1 the identity of the inventor
D Box No. VI (i) Declaration us to the applicant’s entitiement, as ot the intemational filing

date, 1o apply for and be granted a patent

[ Box Ne. vill i) Dcclaration as 10 the applicant’s eotitlement, as a1 the international filing
date, o claim the prionty of the earlicr application

D Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship {only for the pumases of the designation of the
United States of America)

4
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(19) World Intellectual Property Orgunization
International Burean

{43} 1nternational Publication Dale
29 March 2007 (29.03.2007)
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{10) tnternational Publication Number

WO 2007/035759 Al

(S1) Internationa) Patent ClassilTeation:
CI2N 15/11 (2006.01) CO7H 24700 (2006015
AGIK 31/7088 (2006.01) AGIK 3840 (2006.01)
AGLIP 300 (2006.01)

§21) laternativaal Application Numbher:
PCTIUS 20064036527

(22) International Filing Dute:
19 September 2006 (19.09.2006)

(25 Filing Language: English

(26) Publication Language: English

(30) Priority Datu:
OIV7138.685 19 September 2005 (19.09.2005)  US

(71} Applicant (for all designated States excepr 1!S) ISIS
PHARMACEUTICALY, INC. [US/AUS]; 1896 Ruther-
ford Road, Carlsbad, CA 92008 (US),

{72) [nvenlors; and

(75) Inventors/Appllcants (for US onlyy: MONIA, Brety,
P. [US/USY; 2306 Casa Mermasa Count, Encimtas, CA
Y2024 {US). MCKAY, Robert |USIUS); 12467 Galden
biye Lane, Poway, CA 92064 (US). FREIER, Susun,
ML USAUIS); 2946 Renault Siecet, Ssn Dicgo, CA 92122
(US). BHANOT, Sanjuy jCA/US|; 8094 Pasco Amuyan,
Carisbad, CA 92009 (US). WA'I'TS, Lynactta [US/USY;
7778 Calle Mujor, Carlsbad, CA 92000 (US).

(74 Agenls: ELMORF, Carolyn ¢t al.; ELMORE PATENT
LAW GROUP. 209 Main Siree1, Chelmgslond, MA 01863
(LiS).

(81) Designated Stutes (unless otherwise indicated. for every
kind of national prorection avaitabie): AL, AG, AL, AM,
AL, AU AZ BA, BB, BG, BR.BW, BY, BZ, CA, CILCN,
CO, CR. Cu, CZ, LDE. DK, DM, D7, EC, FE, EG, ES, FL,
GH, GD, GB, GH, GM, HN, HR, U, 1D, IL, IN, 18, JP,
KE, KG, KM, KN, K, KR KZ, LA, LC LK LR, LS, LT,
LU, LV. LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ,
NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PLE, CL, PT, RO, RS, RU,
SC. 8D, BE. 8G, SK, SL, SM, SV. 8Y, T4 TM, TN, TR,
TT. T4, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,. ZMN, 7V,

(84) Desipnuted Stutes (unless otherwise indicated, for every
kind af regional protection available): ARIPO (BW, GI,
GM, KE, 1.S, MW, M7, NA, SD, SL, SZ.°17, UG, ZM,
7W), Enrasian (AM, AZ, BY, KG. K/, MD, RU, T], T™),
Furopean (AT, HE, BG, CH, CCY, CZ, DE, DK, EE, ES. K1,
FR.GB, GR, HUL 1L IS, I, 1T, LU, LV, MCONL, PLPT,
RO, SE, 81, SK, TR), OAP] (RF. BJ, CF. C(, CL CM, GA,
GN, €iQ, GW, ML, MR, NI, SN, TP, T(3).
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—  with iniernational sewrch report

For nwo-tetter coides and other abbreviavions, refer to the “Guid-
ance Nates on Codes and Abbreviatluns™ uppearing as the begin-
ning of eacli regular issue of the PCT Gazene.
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(54) Title: MODULAYION OF GLUCOCORTECOW RECEPTOR EXPRIESSION

(371 Abstract; Compounds, compoesitions and methods are provided for modulating the expression ol glucecarticoid receplor.
The compositions comprise antisense componnds, paricularly antizense oligonucleotides which have particular in vivo propertics.
wrpetcd o ngcleic acids cocding plucaconticoid receptor. Methods of using these compounds Tor modutadion ol glucecorticoid
receptar expression and for tcatiment of dissases are provided.
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\nternational apptication No

ORT
INTERNIETIONAL SEARCH REP PCT/US2006/036627

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATT!

ER
INV. Cl2H15/11 A61K31/7088  AB1P3/00 €07H21/00
ADD. A61K38/00

According to Imematioral Patent Classification {IPC) or to both national classilicnion and IPC

B. FIELDS SEARCHED .

Maimum dotumentatinn seivched {classitieation system Ioiowed by dassiication symdols)

C12N A6IK

Docurngration seanhad athes than minimum dosumsntation lo the exient that such documents are inchided in the Rulds searched

lectronic dare base consuked during the intamational search (namo of data base and, whare practical, search temns used)

EPO-Internal, Sequence Search, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUNMENTS CONSINERED TO BE RELEVANT

Category® ‘ Ciltation of docurnend, with indication, wiere approgviate, of ha rglevant pessages Relavani te claim No,

X W0 03/099215 A2 (PHARMACIA CORP [US]; 1-75
CROSBY SETH D [US]; NALSETH AMY £ (US])
4 December 2003 (2003-12-04)

paragraphs [0001], [0029], ([0036],
[0046], [0189]

page 61 - page 62

example 14

table 1

claim 8

Y US 2005/164271 A1 (BHANOT SANJAY [US] ET 1-75
AL} 28 July 2005 (2005-07-28)

paragraphs [0002], [0010], [00861,
{00953, ([0099], [0170] - [0181], [0246]
- [0256]

examples 12,13,26

claim 14

— e

—f—

Fuittwsr documents ara listed inthe continuatinn of Box C, E See patent farnily annox,

¢ Speckal catanornies of ¢lted documes A
pe i “T* taiac docement published aftar the lrdomaliona) fAmg dats

A" dorumant defining the genenal state of the art which is nat
considercd 1o be of pinlicular rdevance

‘" earlier documsni bul publisher! on of Gltor e international
filingy Jare

*L* docurnant ‘which may dwaw doulits an prinsly  claim(s) or
whirh i3 cited to cslatish the puttication date ol anotter
citation O ather spedal rrasen {as Specifisd)

0O documaent rafaning to an ord! disclusure, use, exhibision or
other mezns

‘P document punlshed prior to the ticmatiosat fiing date but

[ Iater than the peiomy date clainued

ur priorty dete end not In conflicl with the  apelication but
cited 10 wularsiand the principle o theory undefaging the
wantlon

X" docurnent of padicular ghvance; tha claimed invenzion
vannot ke conaiderid novel or casmot ba cunsidered to
wrnvcive 3n inventive step whan the dncument id 1aken ainne

*Y* document of padiiular nevance; iha climsd frvgnlion
czniut be considernd {0 involva antmnativa siep when the
documart is cortbinge! with one o wmre other auch doou-
mets, such combination being obvicts 1 a puigon skillsel
i the art,

“&* document membas of the same patent family

Date of tho aciual comglstion of the kernatinnal search

18 December 2006

Dare of matting of the international semch eport

10/01/2007

Namne end mailing ailiess. of the ISAY
Cutepenrn Paient Ofice, PLR. 5810 Patanilagn 2
NI, = 2080 HY Rifwih
Tel. (#41-20) 340- 2040 Te. 31 651 epo
Fux: {234 =70} A4n-3U A

FAesthogiged allicgy

Surdej, Patrick

Form FCTASLLR O (eiand shoct) {(Aprll 2008)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

internationat application No

[US]; MCSWIGREN JAMES [US); BEIGELMAN
LEQNID [US) 28 August 2003 (2003-08-28)
pages 6,26,32

figure 10

PCT/US2006/036527
C{Continuation), DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANY
Categary' | Cimtion of document, with indicalion, whare apprapriats, of the relovam passages Relavant to clalm Nao,
Y WO 2005/042030 A (AEGERA THERAPEUTICS INC 1-75
[CA]; LACASSE ERIC [CA]; MCMANUS DANIEL
{CAJ;) 12 May 2005 (2005-05-12)
page 2
page 4, last paragraph - page 5, paragraph
1
claims 17-24
Y W0 03/070888 A2 (RIBOZYME PHARMACEUTICALS 1-75
INCOP [US]; MCSWIGGEN JAMES [US];
BEIGELMAN L) 28 August 2003 (2003-08-~28)
page 6
page 33
figure 10
¥ WO 03/070887 A2 (SIRNA THERPEUTICS INC

1-75

Form FOTISAE10 damtinuat on ol suncrd sN6at; April 26,2%)
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murrational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2006/036527

Box il Observations where certain claims were found unsearchable {Conlinuation of item 2 of first sheet)

This Intarnational Search Raport hes net bean estnblished In respect of certain tinims undar Articks 17(24g) for the following réascne:

1. I i ‘ Claims Nos.
bagause thoy ralate to subject matter rot raquirod to be searchad by this Authchiy, ramely:

Although claims 55-75 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2 D Claus Nos.:

because they ralate 10 porte of the Intorrutional Application that do not comply with the dreacsibed reguirements fo auch
an axtant thal no meaningiut Intemational Saarch can be camied out, spesifically:

3, D Clams Noag
haeniise thay 2ra dependent daims antt are not drafted in accordance with tha second and third sentances of Buke 6.4{a),

Box it Obszrvations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This intemationai Saarching Authortty feund muiipte iventions in this intesnraticral app{‘ucaion, ay fo'llows:

1. As all requirod additional search tesa were timely pald by the applicant, tia intemational Search Repori covers af
saarchehle claims.

n

; D Ag oll acarchable daims could be scarched withaut cfion justihing an enkditortal oo, thia Authodty did not invite paymant
ol ary ecklition?d foe. .

w

[' As; only srwme of tha renuired additional seavch fess wera limety pairi by the appicans, this intzmational Search Peport
covers anly those elaims fur which lues wese pad, specticalty claims Nos.

4, D No required additionl search {sus were Bimety pakl by Gio applicani. Conaaquenty, inis Wterraional Search Repoit s
reslnled o the imaention firs: masitionad in tha claims; ) is covered by choams Nog.:

Remark on Protes: i ‘ The additicna! eonrch fees were accompaniedd by tha applicant™s protest.

D Ho prctest acconpanied NG payment of additivnal seuch lees.

Foray P THSAZN D (continuaiian of fast shest (2)) Wanuary 200
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent IamAy members

Imternational application No

PCT/US2006/036527
Paxarﬁn docurment Publicaticn Patent family Publication

clted in search repon date member(s) dale
W0 03099215 A2 04-12-2003 AU 2003233634 Al 12-12-2003
EP 1534728 A2 01-06-2005
JP 2005525829 T 02-09-2005
us 2005164271 Al 28-07-2005 US 2006025373 Al 02-02-2006
WO 2005042030 A 12-05-2005 AU 2004284855 Al 12-05-2005
BR P10415779 A 26-12-2006
CA 2542884 Al 12-05-2005
EP 1691842 Al 23-08-2006
WO 03070888 A2 28-(08-2003 AU 2003213057 Al 09-09-2003
£p 1465910 A2 13-10-2004
WO 03070887 A2 28-08-2003 AU 2003213054 Al 09-09-2003
EP 1472265 A2 03-11-2004
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ASSIGNMENT

WHEREAS, Isis Pharmaceuticals, Inc. ("Assignor"), a Delaware Corporation, having a2
place of business at 1896 Rutherford Road, Carlsbad, California 92008 is the sole owner of all
right, title and interest in and to certain patents and/or patent applications set forth in Exhibit A
(“Patents™), which Exhibit A is attached hereto and hereby made a part hereof, and

WHEREAS, Ortho-McNeil, Tnc. ("Assignee"), a New Jersey Corporation, having a
place of business at 1000 US Route 202, Raritan, New Jersey 08869, is desirous of acquiring the
entirc right, title and intcrest in and to the Patent Rights (as defined below);

NOW, THEREFORE, BE IT KNOWN, that for good and valuable consideration, the
receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged satd Assignor hereby assigns (o said
Assignee, its successors and assigns, the entire right, title and interest in and to the Patents in
Exhibit A, hereto annexed, including without limifation:

(@)  the Patent(s) in each jurisdiction in which the Patent(s) was/is validated and all
patent applications, patents and supplementary protection certificates which may
derive or result from the same, including any divisionals, continuations,
continuation-in-parts, reissues, rcexaminations, extensions and registrations in
relation to any thereof and all and any other rights in inventions comprised in the
above (together referred to as “Patent Rights”);

(b)  the bencfit of all priority rights of the Patents; and

(¢) theright to seek and obtain registrations in other countries with respect to the Patents
or any other patent included in the Patent Rights.

The Assignor agrees to execute any further documents and to do all things which the
Assignee may require in order to vest or confirm the vesting in the Assignee (or the Assignee’s
successors in title or nominees as the case may be) of the Patents and all other Patent Rights in
all relcvant jurisdictions and of all other property right, title and interest intended to be assigned,
transferred or granted to the Assignee hercunder and to give the Assignee the full benefit of this
Assignment including doing all acts which may be necessary or desirable to record the Patents in
the name of the Assignee in all relevant jurisdictions. The Assignor hereby authorizes the
Assignee and the Assignee’s agents to sign all such forms on behalf of the Assignor as the
Assignec considers appropriate in order to record the Patents and any other Patent Rights in the
name of the Assignee. )



IN WITNESS WHEREOQF, we have hereunto set our hands and seals.

Dated: 3lio 2008 /77,
By /B.1fhnc Parshall
COO and CFO
Isis Pharmaceuticals, Inc.
State of_CQ_\I[})rmh: 2)
ss.

County of @V\'Dkbc‘p )

on Marth 10, ZOoR  before me, Lo L Eoomes , Notary
Public, personally appeared B. Lynne Parshall who is proved to me on the basis of satisfactory
evidence to he the persongsy whose namefs) is/are subscribed to the within instrument and
acknowledged to me that be/she/they executed the same in his/her/thetr authorized
capacities@es), and that by histher/their signaturesfs) on the instrument the person(s), or the
entity upon behalf of which the person(s)acted, executed the instrument.

I certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of Califorma that the

foregoing paragraph is true and correct.

CAURA L EAMES WITNESS my hand and official seal.

Commisslon # 1483258
g‘-‘ Notary Public - Callfomla
San Diego County

Signature of Notary
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Exhibit A

Glucocorticoid Receptor Filings

Application No.

U.S. 60/538,173
U.S. 60/550,191
U.S. 11/039,629
U.S. 11/207,382
U.S. 11207478
PCT/US05/002431
EP1711606A2
JP2007520222T
U.S. 60/718,685
U.S. 11/524,507
PCT/US06/036527

Glucagon Receptor Filings

Application No.

U.S. 60/466,31 1
USS. 60/466,256
U.S. 60/718,684
US. 10/832,622
US. 10/832,777
U.S. 11/697,280
US. 11/697,273
U.S. 11/697,270
U.S. 11/697,262
PCT/US04/013120
EP1620453
JP2006513404
US. 11/524,041
PCT/US06/036545
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Attorney Docket: SPC 5261

SPC 5267
SPC 5268
SPC 92869
SPC 5270
ASSIGNMENT
WHEREAS, Ortho-McNeil, Inc. ("ASSignor"), a New

Jersey Corporation, having a place of business at 1000 US Route
202, Raritan, New Jersey 08869, is the sole owner of the United
States Letters Patents set forth in Exhibit A, which Exhibit A
is attached hereto and hereby made a part hereocf; and

WHEREAS, Johnson & Johnson Phacmaceutical Research &
Development, L.L.C. {"Azsigne="), a New Jersey Cecrporation,
having a place of business at 920 U.S. Route 202, Raritan, NJ

08869, 1is desirous of acquiring the entire vight, title and
interest in and to said Letters Patents:

NOW, THEREFORE, BE IT KNOWN, that foxr and in
consideration of the sum of One Dollar ($1.00) and other
valuable considerations, the receipt of which is hereby
acknowledged said Assignor has sold, assigned, transferred and
set over, and by these presents does hereby sell, assign,
transfer, and set over, unto said Assignee, its successors and
assigns, the entire right, title and interest in and to each and
all United States Letters Patents listed in Exhibit A, hereto
annexed, and in and to all extensions, renewals and reissues
thereof, including without limitation of generality, any and all
choses in action and any and all claims and demands, both at law
and in equity, that said Assignor has ox may have for damages or
profits accrued or to accrue on account of the infringement of
any of said Letters Patents, the same to be held and enjoyed by
said Assignee, its successors and assigns, as fully and entirely
as the same would have been held and enjoyed by Assignor if this
Assiqnment and sale had not been made.

IN WITNESS WHEREOF, ssignor has caused this

Assignment to be signed by its BAssistant Secretary on this
“day of MOgctn + 2008 .

Ortho-McNell, Inc.

By: {ﬁ(AJJui?()‘E£}“”Udbﬂ

Print Name: Lanwio AL DlnMJLS

pagz L of 3
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Arttornsy Docket: SPC 5261
SPC 5267
SPC 5258
SBC 5289
sec 5270

STATE OF Neaw Jersey:

CCOUNTY OF Middlesex

“

BE IT REMEMBERED, That on this !/  day of Mascl,, 20097
before me, a Notary Public, perscnally apoearedfauta Dvaweliy, who
I am satisfied is the person named in and who executed the
foregoing instrument in my bpregence, and I having first made
known to her the contents thersof, she did acknowledge that she
signed and delivered the sawe as her voluntary act and deed for
the uses and purposes therein expressed.

Subscribed and sworn before me at New Brunswick, New Jersey
the date aforesaid.

Mot R Ce

Notary Public

SHEILA A. COLE
ANOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
My Commission Sxpiras O, 18, 2010

Pace 2 af 2
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Exhibit A

GLUCOCORTICOID RECEPTOR FILINGS

Application No.

U.8, 60/538,173

[U3. 60/550.191

U.S. 11/039,629

U.S. 11707382

US. 11207478

-4

PC1/US05/002431)

EPL711606A2

JP2007520222T

US. GVT18.685

U.S. 114524 507

PCT/US06/036527

|

GLUCAGON RECEPTOR FILINGS

Application No.

U.S. 60/466,311

U.S. 60/466,256

(1S, 60/718,684

U.S. 10/332.622

U.S. 10/832,777

U.S. 114697,280

US. 11/697.273

U.S. 14697270

U5, 11/697,262

PCT/AUSO4D13120

TEP620453

JP200631 3404

.S, 114524040

PCT/USOGDI6345

b
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Begota,
2020

Doctor({a)
ESCOBAR URIBE JIMENZ

REFERENCIA Radicacidn No. 8 33378
Solicitud internacional PCT/ES2006/036527
Fecha inicio fase nacional 13/94/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacién ) 430
oficio No. 7'775

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en gque consta la cegidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deber& presentar el documento gue acredita la
existencia y representacidn legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

3. Debe aclarar el nombre del sclicitante, por cuanto la publicacién internacional
difiere del petitorio presentado en fase nacional.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
regquiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidédn del presente oficic, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cuwmplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
congiderari abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuestoc en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo into 1 titulo primerc de la Circular Unica No.10 de 2001.

CESPEDES DE VERGEL

ALTX CARMENZ:
¥ivisidn de MNuevas (Creaciones

Jefe de la

El anterior requerimiento fue notificado por fijacidn en ligta de

fecha 13 JUN'ZGUB
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