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DESCRIPCION
Modulacién antisentido de la expresién de la integrina alfa-4
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones Utiles para tratar afecciones respiratorias, en particular a
compuestos oligonucledétidos, particularmente antisentido, que se hibridan especificamente con acidos nucleicos que
codifican la integrina a4 humana.

Antecedentes de la invencion

La inflamacién es una respuesta protectora localizada provocada por tejidos en respuesta a una lesion, infeccién o
destruccion del tejido que da como resultado la destruccion del agente infeccioso o pernicioso del tejido dafiado. Una
respuesta inflamatoria tipica procede como sigue: reconocimiento de un antigeno como extrafio o reconocimiento de
una lesion del tejido, sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios solubles, reclutamiento de células
inflamatorias al sitio de infeccion o de lesion del tejido, destruccion y eliminacién del organismo invasor o del tejido
danado y desactivacién del sistema una vez que se ha declarado el organismo invasor o la lesién. En muchas
enfermedades humanas con un componente inflamatorio, los mecanismos homeostaticos normales que atentan las
respuestas inflamatorias son defectuosos, dando como resultado una lesion y destruccion de tejido normal.

Interacciones célula-célula estan implicadas en la activaciéon de la respuesta inmune en cada una de las fases
descritas anteriormente. Uno de los fendmenos detectables mas tempranamente en una respuesta inflamatoria
normal es la adhesion de leucocitos al endotelio vascular, seguido de la migracién de leucocitos desde la vasculatura
al sitio de infeccion o lesién. La adhesion de estos leucocitos, o glébulos blancos, al endotelio vascular es una etapa
obligada en migracion desde la vasculatura (Harlan, J. M., Blood 1985, 65, 513-525). Esta respuesta es mediada por
la interaccion de moléculas de adhesion expresadas sobre la superficie de la célula de leucocitos y células
endoteliales vasculares.

El antigeno integrante muy tardio-4 (también denominado VLA-4, a431 o CD49d/CD29) es una integrina expresada
en la superficie de linfocitos, monocitos, macréfagos, células mastoides, baséfilos y eosindfilos. En un receptor de la
adhesion heterodimérico que esta constituido por subunidades 04 y 1 enlazadas de forma no covalente y que sirve
para mediar en la adhesion de leucocitos a la molécula de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1) que es
expresada en células endoteliales estimuladas por citoquinas. Esta interaccion entre VCAM-1 y VLA-4 contribuye a la
extravasacion de leucocitos en condiciones inflamatorias agudas y crénicas que incluyen la esclerosis multiple (MS —
siglas en inglés), artritis reumatoide, asma, psoriasis y alergia.

La subunidad integrina a4 también puede heterodimerizarse con una cadena de integrina 37 para formar la integrina
0437 que se conoce como un receptor mensajero mucosal, ya que su ligando primario es la molécula de adhesion
vascular mucosal MadCAM-1. La integrina a4p7 identifica un subconjunto de células T de la memoria con un
tropismo para el tracto intestinal, mientras que la integrina a4p1 (VLA-4) es expresada constitutivamente en la
mayoria de los leucocitos mononucleares, pero no en neutréfilos en circulacion. La interaccién de VCAM-1 con VLA-
4 sugiere que VLA-4 es una diana terapéutica potencial para enfermedades inflamatorias, incluidas muchas
afecciones respiratorias, por ejemplo asma y bronquitis (Kassner, P. D., et al, Adv. Exp. Med. Biol. 1992, 323, 163-
170).

El asma es una enfermedad inflamatoria asociada con la infiltracion de eosindfilos en los pulmones. VLA-4 se
expresa en eosindfilos. Metzger, W. J. (Springer Semin. Immunopathol. 1995, 16, 467-478) utiliz6 un modelo de
asma en conejos para demostrar que tanto un anticuerpo anti-VLA-4 como un péptido CS-1 podrian reducir la
infiltracién de eosindfilos en los pulmones y reducir el desarrollo del asma.

Mientras que esteroides y otros farmacos antiinflamatorios son eficaces para tratar enfermedades y afecciones
inflamatorias, el uso a largo plazo conduce a menudo a efectos secundarios tales como un riesgo incrementado de
infeccion causada por una deficiencia de la migracién y funcion de leucocitos fagociticos. Existe una cierta
preocupacion de que la inhibicién de la funcién de la cadena de integrina B1 pueda asociarse con una susceptibilidad
incrementada a infecciones, tal como se demuestra por un anticuerpo monoclonal 1 (también denominado CD18)
en conejos (Foster, C. A., 1996, J. Allergy Clin. Immunol., 98, 270-277). Se piensa que la inhibicién selectiva de la
cadena a4 puede ser una estrategia mas deseable. Se piensa que es probable que la inhibiciéon de la cadena a4
reduzca los niveles del heterodimero VLA-4 asi como del heterodimero a4p7.
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Intervenciones terapéuticas potenciales que fijan como objetivo VLA-4 incluyen anticuerpos monoclonales vy
antagonistas peptidicos. Anticuerpos especificos para VLA-4 han sido eficaces para atenuar la inflamacion de las
vias respiratorias impulsada por alérgenos y la hiperreactividad en varios modelos de asma experimentales, incluido
el ratén. Leger, O. J. P. et al. (Human Antibodies, 1997, 8, 3-16) describen un anticuerpo monoclonal contra VLA-4
que se encuentra en ensayos clinicos de fase Il para la esclerosis multiple. Se han descrito antagonistas de péptidos
CS-1 por Jackson, D. Y., et al. (J. Med. Chem. 1997, 40, 3359-3369). Hayashi et al. (Cell Struct. Funct. 1991, 16,
241-249) han utilizado un vector que expresa ARN complementario a la integrina 1 de pollo para reducir la
expresion de la integrina 1, dando como resultado una fijacion y forma alterada de las células.

Oligonucledtidos antisentido (“ASOs” — siglas en inglés) que fijan como objetivo diversas integrinas han sido
utilizados como herramientas para diseccionar las interacciones funcionales de integrinas en estipulaciones
complejas. Lallier y Bronner-Fraser (Science, 1993, 259, 692-695) han utilizado oligonucleétidos de fosforotioato que
fijan como objetivo regiones conservadas y no conservadas de integrinas 1 de pollo, a4 humanas, a1 de rata y 5
humanas para determinar los efectos de estas integrinas sobre la fijacién de células. Estos mismos oligonucleotidos
fueron también inyectados en las vias migratorias de la cresta neural craneal en embriones de aves, y se demostrd
que esos oligonucledtidos, que inhibian la fijacién de células in vitro, provocaban también anomalias en la cresta
neural y/o tubo neural in vivo (Kil et al., Devel. Biol. 1996, 179, 91-101).

La solicitud de patente EP 688 784 (Carolus et al.) describe andlogos de oligonucleétidos 3’-derivatizados, que
incluyen una secuencia que fija como objetivo la subunidad 31 de VLA-4.

Los documentos US 5.968.926 y US 6.258.790 (Bennett et al.) describen modular la expresion de integrina a4
mediante el uso de oligonucledtidos antisentido que fijan como objetivo acidos nucleico que codifica integrina a4. El
documento US 5.968.826 describe que estos oligonucledtidos antisentido se pueden utilizar para tratar una amplia
diversidad de enfermedades inflamatorias asociadas con la expresion de VLA-4, incluido el asma. De acuerdo con
este documento, en general, para tratar las enfermedades inflamatorias se puede utilizar una dosificacién de 0,01 ug
a 100 pg de oligonucleodtido antisentido por kg de peso corporal, que puede ser administrada una vez o mas veces al
dia, semana, mes o afio, o incluso cada 2 a 20 anos. El intervalo de dosificaciones ejemplificado para las diversas
enfermedades inflamatorias es de 0,01 mg a 20 mg de oligonucledtido antisentido por kg de peso corporal. El
Ejemplo 30 describe el uso profético de oligonucleétidos antisentido en un modelo para asma murino, en el que a los
ratones se les inyecta por via intravenosa dosis de 1 mg/kg a 5 mg/kg de oligonucleétidos antisentido dirigidos a
integrina a4.

Sumario de la invencién

Los autores de la invencién han encontrado ahora que enfermedades y afecciones respiratorias asociadas con una
hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o una supra-produccién de mucus pueden
ser tratadas o prevenidas con éxito utilizando dosis muy bajas de compuestos antisentido que fijan como objetivo
acido nucleicos que codifican la integrina a4.

Asi, la invencién proporciona un compuesto antisentido que fija como objetivo una molécula de acido nucleico que
codifica integrina a4 para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccioén
respiratoria asociada con una hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrolifia, leucocitos o supra-
produccién de mucus, en que el compuesto se ha de administrar por via topica al sistema respiratorio o a las vias
respiratorias a un nivel de dosificacion diaria que iguala a 0,01 hasta menos de 500 ug del compuesto antisentido por
kg de peso corporal del animal.

La invencion proporciona, ademas, el uso de un compuesto antisentido que fija como objetivo una molécula de acido
nucleico que codifica integrina a4 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de un animal
con una enfermedad o afeccidn respiratoria asociada con una hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia,
neutrolifia, leucocitos o supra-produccion de mucus, en que el medicamento se ha de administrar por via topica a un
nivel de dosificaciéon diaria que iguala a 0,01 hasta menos de 500 pg del compuesto antisentido por kg de peso
corporal del animal.

El uso de dosificaciones bajas de este tipo proporciona beneficios significativos, que incluyen una reduccion
significativa del potencial para efectos secundarios indeseados y proporcionar un ahorro en costes considerable en
términos del coste de fabricacion por dosis unitaria. Ademas, permite una mayor flexibilidad en los dispositivos de
administracion potenciales.
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De manera adecuada, el compuesto antisentido se dosifica a un nivel de al menos 0,05, mas preferiblemente al
menos 0,1, mas preferiblemente al menos 0,5, todavia mas preferiblemente al menos 1 y todavia mas
preferiblemente al menos 2 ug por kg de peso corporal del animal individual. EI compuesto antisentido se puede
dosificar a niveles mas elevados tales como, por ejemplo, al menos 5 ug por kg de peso corporal del animal
individual.

De manera adecuada, el compuesto antisentido se dosifica a un nivel menor que 200, mas preferiblemente menor
que 150, mas preferiblemente menor que 100, mas preferiblemente menor que 75, mas preferiblemente menor que
50, mas preferiblemente menor que 20 y todavia mas preferiblemente menor que 10 ug por kg de peso corporal del
animal individual. EI compuesto antisentido se puede dosificar a niveles menores tales como, por ejemplo, menores
que 7, menores que 5, menores que 2 0 menores que 1 ug por kg de peso corporal del animal individual.

De manera adecuada, el compuesto antisentido se dosifica a un nivel no mayor que 200, mas preferiblemente no
mayor que 150, mas preferiblemente no mayor que 100, mas preferiblemente no mayor que 75, mas preferiblemente
no mayor que 50, mas preferiblemente no mayor que 20 y todavia mas preferiblemente no mayor que 10 ug por kg
de peso corporal del animal individual. EI compuesto antisentido se puede dosificar a concentraciones menores tales
como, por ejemplo, no mas de 7, no mas de 5, no mas de 2 o no mas de 1 pg por kg de peso corporal del animal
individual. Intervalos de dosificacion preferidos son 0,01 a 200 ug y 0,5 a 50 ug por kg de peso corporal del animal.

Ademas de ello, los autores de la invencion han encontrado que compuestos antisentido que fijan como objetivo
acidos nucleicos que codifican integrina a4 son especialmente eficaces cuando se suministran por via topica. El
hallazgo de que la administraciéon topica es particularmente eficaz es sorprendente, dada la farmacocinética del
mecanismo antisentido y/o el mecanismo de accion predominante de integrina a4 para modular la adhesion y la
transmigracioén de leucocitos desde la sangre a los 6rganos.

Se puede utilizar cualquier método adecuado de administracion tépica al sistema respiratorio o vias respiratorias,
incluido a través de la boca o nariz. La administracion topica puede ser a cualquier parte del sistema respiratorio que
comprende la nariz, garganta, laringe, traquea, tubos bronquiales y los pulmones o a vias respiratorias que incluyen
la boca y los senos. La inhalacién o insuflacién son particularmente preferidas. Vias preferidas son la administracion
pulmonar, intranasal e intratraqueal.

Asi, la composicién puede ser adecuada para inhalacion o insuflacién, o adecuada para la administracién intranasal,
intrapulmonar o intratraqueal.

Preferiblemente, la composicion que contiene el compuesto antisentido esta en forma de polvo o aerosol y es
inhalada por el individuo. Adecuadamente, la composicién se administra a través de un inhalador de dosis medida
(MDI - siglas en inglés), nebulizador, inhalador de polvo seco (DPI — siglas en inglés), inhalador nasal o en forma de
gotas nasales. Esto ofrece ventajas significativas en términos de facilidad y simplicidad de uso. La elecciéon del
dispositivo permite también el suministro a diferentes partes del sistema respiratorio. Gotas nasales o inhaladores
nasales se utilizan a menudo para el suministro al tracto respiratorio superior tal como la nariz para el tratamiento de
afecciones nasales tales como rinitis, mientras que los MDI y DPI se utilizan a menudo para el suministro al tracto
respiratorio inferior para el tratamiento de afecciones tales como el asma.

La capacidad de dosis bajas de oligonucleétidos de actuar cuando se administran por via tépica sugiere que existen
uno o mas mecanismos que se efectian a un nivel local, predominantemente tépico. A pesar de que no se desea
estar ligado a mecanismos, se propone que el mecanismo de accién predominante de integrina a4 sea modular la
adhesion y transmigracion de glébulos blancos desde la sangre a los drganos. Una via intravenosa, intraperitoneal o
subcutanea para el suministro del farmaco antisentido a integrina a4 a los globulos blancos interferira
predominantemente con la adhesién de globulos blancos a4 positivos al endotelio vascular para interferir con ello con
la etapa obligada de migracién de los glébulos blancos de integrina a4 positivos desde la vasculatura al sistema
respiratorio, siendo los pulmones el sitio del asma. El uso de una via pulmonar proporciona beneficios significativos,
que incluyen una especificidad mejorada para que la integrina a4 sea expresada en los pulmones o una reduccién
significativa del potencial de efectos secundarios sistémicos indeseados implicados en la modulacién de integrina a4
en los glébulos blancos que estan implicados en la supervivencia normal de érganos que no sean los pulmones tales
como el cerebro, las rodillas y la piel. Claramente, la capacidad de lograr un efecto local es altamente beneficiosa,
teniendo respuestas sistémicas el potencial de producir efectos secundarios indeseados.

Inhibidores de integrina a4 previos, descritos en la técnica anterior, se han basado tipicamente en regimenes de
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dosificacion que requieren administrar mas de una dosis diariamente. Ademas, tipicamente se han basado en
unidades de dosificacion considerablemente mayores que las de la presente invencion. Por ejemplo, Koo G. C. et al.
(Am. J. Respiratory Crit Care Med, vol. 167, pags 1400-1409, 2003), realizaron la dosificacion dos veces al dia con
una composicion topica y resefiaron que la entrega era buena cuando se dosificaba a razén de 1y 3 mg/kg.

Los autores de esta invencién encontraron que la presente invencién puede proporcionar un tratamiento eficaz de
enfermedades o afecciones respiratorias cuando la dosificacion se realiza una vez al dia e incluso una vez cada dos
dias. Esto es importante, debido a que la investigacion indica que existe una deficiente tasa de complacencia
(aproximadamente 30-70%) en el caso de farmacos tales como corticosteroides, que han de ser inhalados dos veces
0 mas (posiblemente hasta cinco veces) al dia.

La invencién proporciona, ademas, un kit para uso en el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccion
respiratoria segun se define antes, que contiene una composicion que comprende un compuesto antisentido que fija
como objetivo una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 y un dispositivo que permite que la
composicion sea administrada por via tépica mediante inhalacién o insuflacion a un nivel de dosificacion diaria de
0,01 a menos de 500 pg del compuesto antisentido por kg de peso corporal del animal.

La invencidn proporciona, ademas, un kit para uso en el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccion
respiratoria segun se define antes, que contiene una composicion que comprende un compuesto antisentido que fija
como objetivo una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 e instrucciones de que la composicién se ha
de administrar por via tépica al sistema respiratorio a un intervalo de dosificacion diario de 0,01 a menos de 500 ug
del compuesto antisentido por kg de peso corporal del animal que esté siendo tratado.

Los compuestos antisentido Utiles en la invencion pueden comprender un oligonucledtido antisentido. Un
oligonucleétido de este tipo puede comprender al menos una parte de 8 nucleobases de una de SEQ ID N° 103 a
178. Preferiblemente, el oligonucleétido antisentido comprende al menos una parte de 10, mas preferiblemente al
menos una parte de 13 y todavia mas preferiblemente al menos una parte de 15 nucleobases de una cualquiera de
SEQ ID N°% 103 a 178. Oligonucledtidos antisentido preferidos son como se recogen en SEQ ID N°% 81, 117, 120,
121, 122, 128, 130, 131, 132, 136, 137, 138, 141, 149, 150, 159, 160, 161, 167 y 168.

Sin estar limitados por la teoria, se piensa que VLA-4 (a4B1) esta implicado en varios procesos patofisioldégicos en
los que se fundamenta la enfermedad asma y otras afecciones del sistema respiratorio, y 0437 también puede jugar
un papel en estas afecciones. El mecanismo predominante de accion de integrina a4 consiste en modular la
adhesion y transmigracién de glébulos blancos, es decir, leucocitos, desde la sangre a los 6rganos tales como los
pulmones. El VLA-4 se une a VCAM en células endoteliales estimuladas por citoquinas, lo cual es importante en la
transmigracion de los globulos blancos, particularmente eosindfilos, a los pulmones y vias nasales. Una vez que se
encuentran en los pulmones o en las vias nasales, el papel de integrina a4 es menos claro. La activacion de VLA-4
y/o a4B7 puede contribuir a procesos inflamatorios locales, bronco-constriccion y produccién de mucus, exacerbando
sintomas por un cierto nimero de mecanismos potenciales (véase la Figura 10). Células mastoides (a4p1/a431) y
basofilos (a4p1) liberan agentes implicados en la bronco-constriccion y la activacion de neutrofilos y activacion de
eosindfilos (a4p1/04p17) que conducen a una inflamacién de las vias respiratorias. Macrofagos (a4f31), células B
(a4B1) y células T, incluidos leucocitos Th2 positivos (a4f31/a4f7) junto con eosindfilos también pueden estar
implicados en la inflamacion de las vias respiratorias como lo estan las células epiteliales de las vias respiratorias
(a4B1). Se piensa también que los leucocitos se fijan a células de la musculatura lisa local en los pulmones a través
de VLA-4, lo cual puede contribuir a un bronco-espasmo. Finalmente, VLA-4 esta implicado en la neovascularizacion,
y la angiogénesis es importante en la remodelacion de los pulmones que se produce en varias enfermedades de los
pulmones y de las vias nasales.

Las composiciones de la presente invencion se pueden utilizar para tratar cualquier enfermedad o afeccion
respiratoria asociada con una hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-
produccién de mucus. Enfermedades o afecciones de este tipo resultaran evidentes para la persona experta.
Ejemplos de afecciones o enfermedades respiratorias, que ya se conoce que estan asociadas con una supra-
produccién de mucus y que se pueden tratar mediante las composiciones de la presente invencién incluyen, por
ejemplo, afecciones respiratorias cronicas tales como asma, fibrosis quistica, deficiencia en alfa-1 antitripsina,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y bronquitis cronica. Se entendera que la referencia a respiratorio en esta
memoria incluye la nariz, garganta, laringe, traquea, tubos bronquiales y los pulmones o a las vias llenas de aire
tales como las vias respiratorias que incluyen la boca y los senos, y que las composiciones de la invencion se
pueden utilizar para tratar enfermedades y afecciones asociadas con cualquiera de las antes mencionadas. Por
ejemplo, las composiciones son Utiles para tratar afecciones tales como rinitis, en donde algunos de los efectos de la
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enfermedad se manifiestan por si mismos en el tracto respiratorio superior, y para tratar sinusitis y para tratar
enfermedades o afecciones asociadas con leucocitos, neutrdfilos, eosinofilia o dependientes de la hiperreactividad
de las vias respiratorias (AHR — siglas en inglés).

Se entendera que, en relacion con las composiciones, compuestos, componentes, ingredientes o similares descritos
en esta memoria, cualquier limite de intervalo inferior descrito en relacion con una composicién, compuesto,
componente, ingrediente o similar particular se puede combinar con cualquier limite de intervalo superior descrito en
relacion con la misma composicion, compuesto, componente, ingrediente o similar para definir un intervalo adecuado
para esa composicion, compuesto, componente, ingrediente o similar particular.

A lo largo de esta memoria descriptiva, la palabra “comprenden” o variaciones tales como “comprende” o “que
comprende” se entiende que implicaran la inclusion de un elemento, niumero entero o etapa establecido, o grupo de
elementos, numeros enteros o etapas, pero no la exclusidon de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o
grupo de elementos, numeros enteros o etapas.

Cualquier discusion de documentos, obras, materiales, dispositivos, articulos o similares que se han incluido en la
presente memoria descriptiva es Unicamente con fines de proporcionar un contexto para la presente invencion. No se
han de tomar como una admisién de que cualquiera o la totalidad de estas materias forman parte de la base de la
técnica anterior o eran conocimiento general comun en el sector relevante para la presente invencion tal como existia
antes de la fecha prioritaria de cada una de las reivindicadas en esta solicitud.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 ug/kg de ASOs de integrina alfa4 aerosolizados (ISIS 348592
6 348574) sobre Pen H a diversas dosis de metacolina en un modelo de asma con OVA. El tratamiento con ASO
consistia en (1) -¢- es 348592 a 0,01 ug/kg; (2) -m- es 348592 a 1 ug/kg; (3) -A- es 348592 a 100 ug/kg; (4) -x- es
348574 a 0,01 pug/kg; (5) - *- es 348574 a 1 ug/kg; (6) -e- es 348574 a 100 pg/kg; (7) -| - es el vehiculo; (8) - es el no
tratado anteriormente con el medicamento.

Figura 2: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 ug/kg de ASOs de integrina alfa4 aerosolizada (ISIS 348592
6 348574) sobre Pen H a 100 mg/ml de metacolina en un modelo de asma con OVA.

Figura 3: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 pug/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592 6
348574) sobre Pen H a 100 mg/ml de metacolina sobre los ratones individuales procedentes del estudio a los que se
alude en la Figura 2.

Figura 4: muestra los efectos de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592 6 348574) frente a testigo vehiculo
sobre la respuesta Pen H en la linea de referencia en un modelo de asma con OVA.

Figura 5: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 pg/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592 6
348574) sobre el reclutamiento de células BAL en un modelo de asma con OVA. Muestra el porcentaje de células
(macrofagos, linfocitos, eosindficos y neutréfilos) en las vias respiratorias pulmones (lavado de las vias respiratorias
bronquiales). En cada conjunto de 4 barras, de izquierda a derecha, la primera barra es macréfagos, la segunda
barra es linfocitos, la tercera barra es eosindfilos y la cuarta barra es neutrdfilos.

Figura 6: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 pg/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592 6
348574) sobre el reclutamiento de eosindfilos en un modelo de asma con OVA. Muestra el porcentaje de eosindfilos
en la via respiratoria pulmén.

Figura 7: muestra los efectos de las dosis de 0,01, 1 y 100 ug/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592
6 348574) sobre el reclutamiento de eosindfilos en la via respiratoria pulmén en los ratones individuales para el
estudio al que se alude en la Figura 6.

Figura 8a: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1y 100 ug/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348592 6
348574) sobre las respuestas de IgE con OVA.

Figura 8b: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 pg/kg de ASOs de integrina a4 aerosolizada (I1SIS 348592 6
348574) sobre las respuestas de IgG1 con OVA.

Figura 9: muestra los efectos de dosis de 0,01, 1 y 100 ug/kg de ASO de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348574)
frente al oligonucleétido testigo ISIS 358342 sobre el nimero de vias respiratorias PAS positivas en un modelo de
asma con OVA.

Figura 10: representacion esquematica de la posible respuesta celular implicada en la inflamacién de las vias
respiratorias y el perfil de expresion de la integrina alfa4 de las diversas células.

Figura 11: muestra los efectos de dosis de 0,01 y 1 ug/kg de ASO de integrina a4 aerosolizada (ISIS 348574) y un
oligonucledtido testigo de apareamiento erroneo negativo (ISIS 358342) sobre el porcentaje de células cadherina E
positivas (células epiteliales) en la via respiratoria pulmén que también expresan integrina a4.
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon emplea compuestos antisentido, preferiblemente oligonucleétidos antisentido, para uso en la
modulacioén de la funcion de moléculas de acido nucleico que codifican integrina a4, modulando en ultima instancia la
cantidad de integrina a4 producida. Esto se consigue proporcionando compuestos antisentido que especificamente
se hibridan con uno o mas acidos nucleicos que codifican integrina a4. Tal como se utiliza en esta memoria, las
expresiones “acido nucleico diana” y “acido nucleico que codifica integrina a4” abarcan ADN que codifica integrina
a4, ARN (incluido pre-ARNm y ARNm) transcrito a partir de dicho ADN, y también ADNc derivado de dicho ARN. La
hibridacion especifica de un compuesto oligomérico con su acido nucleico diana interfiere con la funciéon normal del
acido nucleico. A esta modulacién de la funcién de un acido nucleico diana por parte de compuestos que se hibridan
especificamente al mismo se la alude generalmente como “antisentido”. Las funciones del ADN con las que se debe
interferir incluyen la replicacion y transcripcion. Las funciones de ARN con las que se debe interferir incluyen todas
las funciones vitales tales como, por ejemplo, la translocacion del ARN al sitio de traduccion de la proteina,
traduccion de la proteina a partir del ARN, corte y empalme del ARN para proporcionar una o mas especies de
ARNmM y actividad catalitica que puede ser ajustada en o facilitada por el ARN. El efecto global de una interferencia
de este tipo con la funcién del acido nucleico es la modulacion de la expresion de la integrina a4. En el contexto de la
presente invencion, “modulacién” significa un incremento (estimulacién) o una disminucion (inhibicién) en la
expresion de un gen. En el contexto de la presente invencion, la inhibicién es la forma preferida de modulacion de la
expresion del gen y ARNm es una diana preferida. En una realizacion, el compuesto antisentido inhibe la expresion
de integrina a4 en al menos un 50%.

Se prefiere fijar como objetivo acidos nucleicos especificos para antisentido. “Fijar como objetivo” un compuesto
antisentido a un acido nucleico particular, en el contexto de esta invencién, es un proceso de multiples etapas. El
proceso comienza habitualmente con la identificacion de una secuencia de acido nucleico cuya funcion se ha de
modular. Esta puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm transcrito a partir del gen) cuya expresidn se asocia
con un trastorno o estado patoldgico particular, o una molécula de &cido nucleico procedente de un agente
infeccioso. En la presente invencion, la diana es una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4. El proceso
de fijacion como objetivo incluye también la determinacion de un sitio o sitios dentro de este gen para que se
produzca la interaccion antisentido de modo que resulte el efecto deseado, p. ej. la deteccion o modulacion de la
expresion de la proteina. Dentro del contexto de la presente invencion, un sitio intragénico preferido es la region que
abarca el codoén de iniciacion o terminacion de la traduccion del marco de lectura abierto (ORF — siglas en inglés) del
gen. Dado que, como es conocido en la técnica, el codon de iniciacion de la traduccion es tipicamente 5-AUG (en
moléculas de ARNm transcritas; 5-ATG en la correspondiente molécula de ADN), al codén de iniciacion de la
traduccion se le alude también como el “codén AUG”, el “coddn de partida” o “el codén de partida AUG”. Una minoria
de genes tienen un coddn de iniciacion de la traduccién que tiene la secuencia de ARN 5’-GUG, 5-UUG o 5-CUG, y
han demostrado funcionar in vivo 5-AUA, 5-ACG y 5-CUG. Asi, las expresiones “codén de iniciacion de la
traduccion” y “codén de partida” pueden abarcar muchas secuencias de codones, incluso a pesar de que el
aminoacido iniciador en cada caso es tipicamente metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Se
conoce también en la técnica que genes eucaridticos y procariéticos pueden tener dos o mas codones de partida
alternativos, uno cualquiera de los cuales puede ser utilizado preferentemente para la iniciacion de la traduccién en
un tipo de célula o tejido particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la invencion,
“codon de partida” y “coddn de iniciacion de la traduccion” se refieren al codon o codones que se utilizan in vivo para
iniciar la traduccion de una molécula de ARNm transcrita a partir de un gen que codifica integrina o4,
independientemente de la o las secuencias de este tipo de codones.

Es también conocido en la técnica que un codoén de terminacién de la traduccion (o “coddn de parada”) de un gen
puede tener una de tres secuencias, es decir, 5-UAA, 5-UAG y 5’-UGA (las correspondientes secuencias de ADN
son 5-TAA, 5-TAG y 5-TGA, respectivamente). Las expresiones “region del codén de partida” y “region del codén
de iniciacion de la traduccion” se refieren a una parte de un ARNm o gen de este tipo que abarca de
aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos en cualquier direccion (es decir 5’ 6 3’) a partir de
un codon de iniciacion de la traduccion. De manera similar, las expresiones “region del codén de parada” y “region
del codon de terminacion de la traduccion” se refieren a una parte de un ARNm o gen de este tipo que abarca de
aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion (es decir, 5 6 3’) a partir
de un codon de terminacién de la traduccion.

El marco de lectura abierto (ORF) o “region codificadora”, que es conocida en la técnica para aludir a la regién entre
el coddn de iniciacion de la traduccién y el codon de terminacion de la traduccion, es también una regién que puede
ser fijada eficazmente como objetivo. Otras regiones diana incluyen la regién 5’ no traducida (5’'UTR), conocida en la
técnica para aludir a la parte de un ARNm en la direccién 5’ a partir del codén de iniciacion de la traduccién y que
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incluye, asi, los nucledtidos entre el sitio de casquete 5’ y el coddn de iniciacion de la traduccidon de un ARNm o
nucledtidos correspondientes en el gen, y la region 3’ no traducida (3'UTR), conocida en la técnica para aludir a la
parte de un ARNm en la direcciéon 3’ a partir del codon de terminacion de la traduccion y, asi, que incluye los
nucledtidos entre el coddon de terminacion de la traduccidon y el extremo 3 de un ARNm o nucledtidos
correspondientes en el gen. El casquete 5 de un ARNm comprende un residuo guanosina N7-metilado unido al
residuo 5’-superior del ARNm a través de un enlace 5’-5'-trifosfato. Se considera que la region del casquete 5’ de un
ARNmM incluye la estructura del casquete 5’ propiamente dicha asi como los primeros 50 nucleétidos adyacentes al
casquete. La region del casquete 5’ también puede ser una region diana preferida.

A pesar de que algunos transcritos de ARNm eucariéticos son traducidos directamente, muchos contienen una o
mas regiones, conocidas como “intrones”, que son escindidas de un transcrito antes de ser éste traducido. Las
regiones remanentes (y por lo tanto traducidas) son conocidas como “exones” y son cortadas y empalmadas juntas
para formar una secuencia de ARNm continua. Sitios de corte y empalme de ARNm, es decir, uniones intron-exoén,
también pueden ser regiones diana preferidas, y son particularmente Utiles en situaciones en las que esta implicado
un corte y empalme aberrante en la enfermedad, o en los casos en los que esta implicada una supra-produccion de
un producto de corte y empalme de ARNm particular en la enfermedad. Uniones de fusion aberrantes debido a re-
disposiciones o deleciones son también dianas preferidas. Se ha encontrado también que los intrones pueden ser
también regiones diana eficaces y, por lo tanto, preferidas para compuestos antisentido fijados como objetivo, por
ejemplo a ADN o pre-ARNm.

Una vez que se han identificado uno o mas sitios diana, se eligen oligonucleétidos que son lo suficientemente
complementarios a la diana, es decir, se hibridan lo suficientemente bien y con una especificidad suficiente para dar
el efecto deseado.

En el contexto de esta invencion, “hibridacion” significa la unién de hidrégeno que puede ser una union de hidrégeno
segun Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre bases de nucledsidos o nucleétidos complementarios.
Por ejemplo, adenina y timina son nucleobases complementarias que se emparejan a través de la formacion de
enlaces hidrogeno. “Complementarias”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la capacidad de un
apareamiento preciso entre dos nucleétidos. Por ejemplo, si un nucleétido en una determinada posicién de un
oligonucleétido es capaz de la unién de hidrégeno con un nucleétido en la misma posicién de una molécula de ADN
0 ARN, entonces el oligonucleétido y el ADN o ARN se consideran complementarios uno con otro en esa posicion. El
oligonucledtido y el ADN o ARN son complementarios uno a otro cuando un numero suficiente de posiciones
correspondientes en cada una de las moléculas esta ocupado por nucleétidos que pueden ser unidos mediante
hidrogeno uno con otro. Asi, “especificamente hibridable” y “complementario” son expresiones y términos que se
utilizan para indicar un grado suficiente de complementariedad o de apareamiento preciso de modo que se produce
una union estable y especifica entre el oligonucleétido y la diana de ADN o ARN. Se entiende en la técnica que la
secuencia de un compuesto antisentido no necesita ser 100% complementaria a la de su &cido nucleico diana a
hibridar especificamente. Un compuesto antisentido se puede hibridar especificamente cuando la unién del
compuesto a la molécula de ADN o ARN diana interfiere con la funcion normal del ADN o ARN diana para determinar
una pérdida de utilidad, y existe un grado suficiente de complementariedad para evitar una unién no especifica del
compuesto antisentido a las secuencias no diana bajo condiciones en las que se desea una unién especifica, es
decir, bajo condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o de tratamiento terapéutico, o en el caso de
ensayos in vitro, bajo condiciones en las que se realizan los ensayos.

Compuestos antisentido se utilizan cominmente como reactivos y agentes de diagnéstico para investigacion. Por
ejemplo, oligonucleétidos antisentido que son capaces de inhibir la expresion del gen con una especificidad exquisita
se utilizan a menudo por parte del experto ordinario para provocar la funcién de genes particulares. También se
utilizan compuestos antisentido, por ejemplo, para distinguir entre funciones de diversos miembros de una via
bioldgica. Por lo tanto, la modulacién antisentido ha sido aprovechada para el uso de investigacion.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también es aprovechada por los expertos en la técnica para usos
terapéuticos. Oligonucledtidos antisentido se han empleado en restos terapéuticos en el tratamiento de estados
patolégicos en animales y el hombre. Oligonucleétidos antisentido han sido administrados de forma segura y eficaz a
seres humanos y actualmente se encuentran en desarrollo numerosos ensayos clinicos. Asi, se establece que los
oligonucleétidos pueden ser modalidades terapéuticas utiles que pueden configurarse para ser Utiles en regimenes
de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

En el contexto de esta invencion, el término “oligonucledtido” se refiere a un oligdmero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o compuestos miméticos de los mismos. Este término incluye
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oligonucledtidos compuestos por nucleobases que se producen de forma natural, azicares y enlaces inter-
nucledsidos (cadena principal) covalentes, asi como oligonucleétidos que tienen porciones que no se producen de
forma natural que actian de manera similar. Oligonucleétidos modificados o sustituidos de este tipo son a menudo
preferidos frente a formas nativas, debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, una captacion celular
potencial, afinidad mejorada para la diana acido nucleico y estabilidad incrementada en presencia de nucleasas. La
referencia en esta memoria a un oligonucleétido de una secuencia especificada y/o SEQ ID N° incluye, por lo tanto,
oligonucledétidos compuestos por las nucleobases que se producen de forma natural, azlcares y enlaces
internucledsidos (cadena principal) covalentes correspondientes a la secuencia especificada y/o SEQ ID N°, asi
como oligonucledtidos que tienen partes que no se producen de forma natural que se basan en la secuencia
especificada y/o SEQ ID N° y que actidan de manera similar. Partes que se producen de forma no natural adecuadas
se describen en esta memoria y resultaran evidentes para la persona experta, e incluyen oligonucleédtidos
modificados o sustituidos, en los que una o mas de las nucleobases, azlcares y/o enlaces de la cadena principal
covalentes han sido modificados o sustituidos de alguna manera.

Los compuestos antisentido de acuerdo con esta invencién comprenden preferiblemente al menos aproximadamente
5, mas preferiblemente al menos aproximadamente 8, mas preferiblemente al menos aproximadamente 10, todavia
mas preferiblemente al menos aproximadamente 13 nucleobases, todavia mas preferiblemente al menos
aproximadamente 15 nucleobases y todavia mas preferiblemente al menos aproximadamente 18 nucleobases. Los
compuestos antisentido comprenden preferiblemente hasta aproximadamente 50, mas preferiblemente hasta
aproximadamente 40, mas preferiblemente hasta aproximadamente 30 nucleobases y todavia mas preferiblemente
hasta aproximadamente 25 nucleobases. Preferiblemente, los compuestos antisentido de acuerdo con esta invencion
comprenden de aproximadamente 8 hasta aproximadamente 30 nucleobases, mas preferiblemente de
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 30 nucleobases y todavia mas preferiblemente de aproximadamente
15 a aproximadamente 25 nucleobases. Aunque los oligonucledtidos antisentido son una forma preferida de un
compuesto antisentido, la presente invencion comprende otros compuestos antisentido oligoméricos que incluyen,
pero no se limitan a compuestos miméticos de oligonucleétidos tal como se describen mas abajo. Particularmente
preferidos son oligonucledtidos antisentido que comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 30
nucleobases, mas preferiblemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 nucleobases (es decir, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 30, mas preferiblemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 25
nucledsidos enlazados). Tal como se conoce en la técnica, un nucledsido es una combinaciéon de una base y un
azucar. La parte de base del nucledsido es normalmente una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de
bases heterociclicas de este tipo son las purinas y las pirimidinas. Los nucleétidos con nucledsidos que incluyen,
ademas, un grupo fosfato enlazado covalentamente a la parte de azucar del nucleésido. Para aquellos nucledsidos
que incluyan un azucar pentafuranosilo, el grupo fosfato puede estar enlazado al resto 2’-, 3'- 6 5’-hidroxilo del
azucar. En la formacion de oligonucledtidos, los grupos fosfato enlazan covalentemente nucledsidos adyacentes uno
con otro para formar un compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de esta estructura
polimérica lineal pueden unirse adicionalmente para formar una estructura circular, pero generalmente se prefieren
estructuras lineales abiertas. Dentro de la estructura del oligonucledtido, a los grupos fosfato se les alude
comunmente como formadores de la cadena principal de internucledsidos del oligonucleétido. El enlace normal o la
cadena principal de ARN y ADN es un enlace 3’ a 5’-fosfodiéster.

Mientras que la forma preferida del compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido de cadena sencilla, en
muchas especies la introduccion de estructuras de doble cadena tales como moléculas de ARN de doble cadena
(ARNdc) han demostrado inducir una reduccion mediada por antisentido, potente y especifica, de la funciéon de un
gen o de sus productos génicos asociados. Este fendmeno se produce tanto en plantas como en animales y se
piensa que tiene una relacion evolutiva con la defensa viral y el silenciamiento del transposoén.

La primera evidencia de que ARNdc podria conducir al silenciamiento del gen en animales se produjo en 1995 a
partir de un trabajo en el nematodo Caenorhabditis elegans (Guo y Kempheus, Cell, 1995, 81, 611-620). Montgomery
et al. han demostrado que los efectos de interferencia primaria de ARNdc son post-transcripcionales (Montgomery et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 15502-15507). EI mecanismo antisentido post-transcripcional definido en
Caenorhabditis elegans, que resulta de la exposicion a ARN de doble cadena (ARNdc) ha sido designado desde
entonces como ARN de interferencia (ARNi). Esta expresion ha sido generalizada para dar a entender el
silenciamiento del gen mediado por antisentido, que implica la introduccion de ARNdc que conduce a una reduccién
especifica para la secuencia de niveles de ARNm fijados como objetivo enddgenos (Fire et al., Nature, 1998, 391,
806-811). Recientemente, se ha demostrado que, de hecho, los oligémeros de ARN de cadena sencilla de polaridad
antisentido de los ARNdcs son los potentes inductores del ARNi (Tijsterman et al., Science, 2002, 295, 694-697). La
inhibicion por parte de ARN de cadena sencilla y de doble cadena (ARNi) de la expresion de integrina a4 y, en
particular, de la expresion de integrina a4 humana, esta también dentro del alcance de la presente invencion.
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Ejemplos especificos de compuestos antisentido preferidos, Utiles en esta invencién, incluyen oligonucleétidos que
contienen cadenas principales modificadas o enlaces internucledsido no naturales. Segun se define en esta memoria
descriptiva, oligonucleétidos con cadenas principales modificadas incluyen aquellos que conservan un atomo de
fésforo en la cadena principal y aquellos que no tienen un atomo de fésforo en la cadena principal. Para los fines de
esta memoria descriptiva y como a veces se alude en la técnica, oligonucleétidos modificados que no tienen un
atomo de fésforo en su cadena principal de internucledsidos también pueden considerarse oligonucleosidos.

Cadenas principales de oligonucleétidos modificadas preferidas incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos
quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil- y otros alquil-fosfonatos incluidos
fosfonatos de 3'-alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforoamidatos, incluido 3’-amino-fosforoamidato y
aminoalquilfosforoamidatos, tionofosforoamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y boranofosfatos
que tienen enlaces 3’-5’ normales, analogos enlazados 2’-5’ de éstos y aquellos que tienen una polaridad invertida,
en la que los pares adyacentes de unidades nucleésido estan enlazados 3’-5 a 5-3' 6 2’-5’ a §-2’. También se
incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de los enlaces con contenido en fésforo
anteriores incluyen, pero no se limitan a: patentes de EE.UU. n°s: 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243;
5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676: 5.405.939; 5.453.496;
5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361 y
5.625.050.

Cadenas principales de oligonucleétidos modificadas preferidas que no incluyen un atomo de fésforo en su interior
tienen cadenas principales que se forman mediante enlaces internucledsidos de alquilo o cicloalquilo de cadena
corta, enlaces internucledsidos de heteroatomos mixtos y de alquilo o cicloalquilo, o uno o mas enlaces
internucledsidos heteroatémicos o heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen aquellos con enlaces morfolino
(formados en parte a partir de la parte de azicar de un nucledsido), cadenas principales de siloxano; cadenas
principales de sulfuro, sulféxido y sulfona; cadenas principales de formacetilo y tioformacetilo; cadenas principales de
metilen-formacetilo y tioformacetilo; cadenas principales que contienen alqueno; cadenas principales de sulfamato;
cadenas principales de metilenimino y metilenhidrazino; cadenas principales de sulfonato y sulfonamida; cadenas
principales de amida; y otras que tienen partes componentes de N, O, S y CH, mixtas.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacién de los oligononucledsidos anteriores
incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU. n%: 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141;
5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225;
5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360;
5.677.437;y 5.677.439.

En otros compuestos miméticos de oligonucleétidos preferidos, tanto el azdcar como el enlace internucleésido, es
decir, la cadena principal de las unidades nucledtidas estan reemplazados por nuevos grupos. Las unidades de base
se mantienen para la hibridacién con un compuesto diana de acido nucleico apropiado. A un compuesto oligomérico
de este tipo, un compuesto mimético de oligonucledtido que ha demostrado excelentes propiedades de hibridacion,
se le alude como un acido nucleico peptidico (PNA — siglas en inglés). En compuestos de PNA, la cadena principal
del azucar de un oligonucledtido esta reemplazada por una cadena principal que contiene amida, en particular una
cadena principal de aminoetilglicina. Las nucleobases se conservan y se unen directa o indirectamente a atomos de
nitrégeno aza de la parte amida de la cadena principal. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la
preparacion de compuestos de PNA incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU. n°s: 5.539.082; 5.714.331;
y 5.719.262. Una ensefianza adicional de compuestos de PNA se puede encontrar en Nielsen et al., (Science, 1991,
254, 1497-1500).

Realizaciones mas preferidas de la invenciéon son oligonucledtidos con cadenas principales de fosforotioato y
oligonucledsidos con cadenas principales de heteroatomos y, en particular, -CH,-NH-O-CH,-, -CH,-N(CHj3)-O-CH,-
[conocidos como una cadena principal de metileno (metilimino) o MMI], -CH,-O-N(CH3)-CH-, -CH,-N(CHy)-
N(CHj3)-CH,- y -O-N(CHj3)-CH2-CH.- [en que la cadena principal de fosfodiéster nativa se representa como -O-P-O-
CHy-] de la patente de EE.UU. n°® 5.489.677 arriba referenciada, y las cadenas principales de amida de la patente de
EE.UU. n° 5.602.240 arriba referenciada. Se prefieren también oligonucleétidos con estructuras de cadena principal
morfolino de la patente de EE.UU. 5.034.506 arriba referenciada.

Oligonucledtidos modificados pueden también contener uno o mas restos azucares sustituidos. Oligonucledtidos
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preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2’: OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; O-, S-
o N-alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, en el que el alquilo, alquenilo y alquinilo puede ser alquilo C;a C, 0 alquenilo y
alquinilo C, a Cyg sustituido o no sustituido. Particularmente preferidos son O[(CH,),0],CHs3;, O(CH,),OCHs,
O(CH,),NH,, O(CH,),CH3, O(CH,),ONH, y O(CH,),ON[(CH,),CH3)]>, en que n y m son de 1 a aproximadamente 10.
Otros oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2’: alquilo inferior C4 a C4q, alquilo
inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCH3;, OCN, CI, Br, Cn, CF3;, OCF;, SOCHjs,
SO,CH3;, ONO,, NO,, N3, NH,, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo
sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar las
propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de
un oligonucledtido, y otros sustituyentes con propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2’-metoxietoxi
(2’-O-CH,CH,OCH3;, también conocido como 2’-O-(2-metoxietilo) o 2’-MOE) (Martin et al., Helv, Chim. Acta, 1995,
78, 486-504), es decir, un grupo alcoxi-alcoxi. Una modificaciéon preferida adicional incluye 2’-dimetilamino-oxietoxi,
es decir, un grupo O(CH,),ON(CH3;),, también conocido como 2’-DMAOE, segun se describe en la solicitud de
patente de EE.UU. n® 6127533.

Otras modificaciones preferidas incluyen 2’-metoxi (2’-O-CHj3), 2’-aminopropoxi (2'-O CH,CH,CH,NH,) y 2°-fluoro (2'-
F). Modificaciones similares también se pueden realizar en otras posiciones en el oligonucleétido, particularmente en
la posicion 3’ del azucar en el nucledtido 3’ terminal, o en oligonucleétidos 2’-5’ enlazados y la posicion & del
nucledtido 5’-terminal. Oligonucledtidos pueden tener también compuestos miméticos de azucar tales como restos
ciclobutilo en lugar del azicar pentofuranosilo. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefan la
preparacién de estructuras de azucar modificadas de este tipo incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU.
n°s: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811;
5.576.427; 5.591.722., 5.597.909; 5.610.300; 5.627.0531; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; 5.700.920; y
5.859.221.

Los oligonucleétidos pueden incluir también modificaciones o sustituciones de nucleobases (a las que se alude a
menudo en la técnica simplemente como “base”). Tal como se utiliza en esta memoria, nucleobases “no modificadas”
0 “naturales” incluyen las bases puricas adenina (A) y guanina (G) y las bases pirimidinicas timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como 5-metilcitosina (5-
me-C), 5-hidroximetil-citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina
y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-
halouracilo y citosina, 5-propinil-uracilo y citosina, 6-azo-uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-
tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas. 5-halo,
particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina,
8-azaguanina y 8-aza-adenina, 7-deazaguanina y 7-deaza-adenina y 3-deazaguanina y 3-deaza-adenina.
Nucleobases adicionales incluyen las descritas en la patente de EE.UU. n° 3.687.808, las descritas en The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, Kroschwitz, J. I., comp. John Wiley & Sons, 1990, 858-859, las
descritas por Englisch et al., (Angewandte Chemie, IE, 1991, 30, 613) y las descritas por Sanghvi, Y. S., (Antisense
Research and Applications, 15, 289-302) y Crooke, S. T. y Lebleu, B., comp. (CRC Press, 1993). Ciertas de estas
nucleobases son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la
invencion. Estas incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y 06 sustituidas, que incluyen
2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Sustituciones 5-metilcitosina han demostrado aumentar la
estabilidad duplex del acido nucleico en 0,6-1,2°C (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. y Lebleu, B., comps. Antsense
Research and Applications 1993, 276-278) y actualmente son sustituciones de bases preferidas, incluso mas
particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucares de 2’-O-metoxietilo.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefan la preparacion de determinadas de las nucleobases
modificadas arriba resefiadas asi como otras nucleobases modificadas incluyen, pero no se limitan a la patente de
EE.UU. n° 3.687.808; asi como las patentes de EE.UU. n°%s 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066;
5.432.272; 5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121; 5.596.091;
5.614.617; 5.681.941; y 5.750.692 arriba sefialadas.

Otra modificacion de los oligonucledétidos de la invencién implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o mas
restos o conjugados que potencian la actividad, la distribucion celular o la captacion celular del oligonucleétido.
Restos de este tipo incluyen, pero no se limitan a restos de lipidos tales como un resto de colesterol (Letsinger et al.,
Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), acido célico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1994, 4,
1053-1060), un tioéter, p. ej. hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N. Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan
et al., Bioorg. Med. Chem. Let. 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res. 1992, 20,
533-538), una cadena alifatica, p. ej. residuos dodecanodiol o undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J.; 1991,
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10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett, 1990, 59, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), un
fosfolipido, p. €j., di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietilamonio (Manoharan
et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o
una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14, 969-973) o acido adamantan-
acético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654), un resto palmitilo (Mishra et al., Biochim.
Biophys, Acta, 1995, 1264, 229-237) o un resto de octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al.,
J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937).

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de conjugados de oligonucleétidos de este
tipo incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU. n° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717; 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.1138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737;
4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241; 5.391.723;
5.416.203; 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371;
5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto dado estén uniformemente modificadas y, de hecho, mas
de una de las modificaciones antes mencionadas puede incorporarse en un Unico compuesto o incluso en un Unico
nucledsido dentro de un oligonucleétido. La presente invencion incluye también compuestos antisentido que son
compuestos quiméricos. Compuestos antisentido “quiméricos” o “quimeras” en el contexto de esta invenciéon son
compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos que contienen dos o més regiones quimicamente distintas,
cada una de ellas constituida por al menos una unidad mondémera, es decir, un nucleétido en el caso de un
compuesto oligonucledtido. Estos oligonucleétidos contienen tipicamente al menos una region en la que el
oligonucledtido esta modificado con el fin de conferir al oligonucleétido una resistencia incrementada a la
degradacion por nucleasa, captacion celular incrementada y/o afinidad de uniéon incrementada para el acido nucleico
diana. Una regioén adicional del oligonucleétido puede servir como un sustrato para enzimas capaces de escindir
hibridos de ARN:ADN o de ARN:ARN. A modo de ejemplo, RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la
cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN. La activacion de RNasa H, por lo tanto, resulta en la escision de la diana
de ARN, potenciando con ello grandemente la eficacia de la inhibicién por oligonucleétidos de la expresion del gen.
Por consiguiente, resultados equiparables pueden obtenerse a menudo con oligonucleétidos mas cortos cuando se
utilizan oligonucleétidos quiméricos en comparacion con desoxioligonucleotidos fosforotioato que se hibridan a la
misma regién diana. La escision de la diana de ARN puede detectarse de forma rutinaria mediante electroforesis en
gel y, si es necesario, técnicas de hibridacion de acidos nucleicos asociados, conocidas en la técnica.

Compuestos antisentido quiméricos de la invencion pueden formarse como estructuras compuestas de dos o mas
oligonucledtidos, oligonucledtidos modificados, oligonucledsidos y/o compuestos miméticos de oligonucleétidos
segun se describe antes. A compuestos de este tipo también se les ha aludido en la técnica como hibridos o
gapmeros. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de estructuras hibridas de este
tipo incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU. n°: 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775;
5.366.878; 5.403.711; 5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; 5.700.922; y 5.955.589.

Los compuestos antisentido utilizados de acuerdo con esta invencion pueden prepararse de manera conveniente y
rutinaria a través de la técnica bien conocida de la sintesis en fase soélida. El equipo para una sintesis de este tipo es
comercializado por varios vendedores, que incluyen, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Adicional
o alternativamente se pueden emplear cualesquiera otros medios para sintesis de este tipo, conocidos en la técnica.
Es bien conocido utilizar técnicas similares para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y derivados
alquilados.

Los compuestos antisentido de la invencion se sintetizan in vitro y no incluyen composiciones antisentido de origen
bioldgico ni construcciones de vectores genéticas, disefiadas para dirigir la sintesis in vivo de moléculas antisentido.

Se describen en esta memoria nuevos compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, que estan fijados
como objetivo a un acido nucleico que codifica integrina a4. En particular, se describen compuestos antisentido
fijados como objetivo a una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4, en donde el compuesto antisentido
es un oligonucledtido antisentido que comprende al menos una parte de 8 nucleobases de una de SEQ ID Nos 103 a
178. Preferiblemente, el oligonucleétido antisentido comprende al menos una parte de 10, mas preferiblemente al
menos una parte de 13 y todavia mas preferiblemente al menos una parte de 15 nucleobases de una de SEQ ID Nos
103 a 178. En una realizacion preferida, el oligonucleétido antisentido comprende una de las SEQ ID N°s 103 a 178.
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Oligonucleétidos antisentido preferidos se seleccionan de las SEQ ID N°s 103, 104, 107, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 136, 137, 138,
139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 171, 172, 173, 174, 177 y 178 o una parte de las mismas. Preferiblemente, el
compuesto antisentido comprende un oligonucleétido antisentido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
N°s: 107, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 124, 126, 128, 130, 131, 132, 134, 135,
136, 137, 138, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 171, 172, 177 y 178 o una parte de las mismas. Mas preferiblemente, el
compuesto antisentido comprende un oligonucleétido antisentido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID
N°s. 111, 112, 113, 117, 119, 120, 121, 122, 130, 131, 132, 136, 138, 141, 144, 146, 147, 150, 151, 153, 154, 155,
156, 159, 160, 167, 169, 172 y 177 o una parte de las mismas. Todavia mas preferiblemente, el compuesto
antisentido comprende un oligonucledtido antisentido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID N°s: 117,
120, 121, 122, 128, 130, 131, 132, 136, 138, 141, 150, 159, 160, 167 y 169 o una parte de las mismas.

Ademas de los nuevos oligonucledtidos antisentido descritos, ejemplos de otros oligonucledtidos antisentido y
secuencias de oligonucledtidos antisentido adecuados para uso en las composiciones y métodos de la presente
invencién se pueden encontrar en las patentes de EE.UU. n°s 5.968.826 y 6.258.790.

En particular, los oligonucleétidos antisentido descritos en las Tablas 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15 y 24 de las patentes de
EE.UU. antes mencionadas son potencialmente uUtiles en la presente invencion. Un oligonucleétido antisentido
particularmente preferido de la patente de EE.UU. n° 6.258.790 es ISIS 107248 (CTGAGTCTGTTTTCCATTCT: SEQ
ID NO: 81).

En una realizacion preferida, compuestos antisentido y, en particular, oligonucleétidos antisentido son fijados como
objetivo a una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 humana. Esto incluye compuestos antisentido vy,
en particular, oligonucledtidos antisentido que reaccionan de forma cruzada con moléculas de acido nucleico que
codifican integrina a4 humana. Ejemplos de oligonucleétidos antisentido preferidos que reaccionan de forma cruzada
incluyen oligonucleétidos antisentido seleccionados de las SEQ ID N°s: 117, 120, 121, 122, 128, 130, 131, 132, 136,
137, 138, 141, 149, 150, 159, 160, 161, 167, 168 y 81.

En una realizacion preferida, el compuesto antisentido y, en particular, el oligonucledtido antisentido inhibe la
expresion de integrina a4, preferiblemente integrina a4 humana en al menos 20, preferiblemente al menos 30, mas
preferiblemente al menos 40 y todavia mas preferiblemente al menos 50%.

Secuencias de oligonucleétidos antisentido particularmente preferidas son ISIS 348592
(GCAGCATATTTGTCACTTCC: SEQ ID NO: 136) e ISIS 107248 (CTGAGTCTGTTTTCCATTCT: SEQ ID NO:81).

Los compuestos de la invencién también se pueden mezclar, encapsular, conjugar o asociar de otra manera con
otras moléculas, estructuras de moléculas o mezclas de compuestos tales como, por ejemplo, liposomas y moléculas
fijadas como objetivo al receptor para ayudar a la captacion, distribucion y/o absorcion. Patentes de Estados Unidos
representativas que ensefian la preparacion de formulaciones que ayudan a la captacion, distribucion y/o absorcion
de este tipo incluyen, pero no se limitan a las patentes de EE.UU. n°s: 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127;
5.521.291; 5.543.158; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804;
5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016; 5.417.978; 5.462.854; 5.469,854; 5.512.295; 5.527.528;
5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575 y 5.595.756.

Los compuestos antisentido de la invencidon abarcan cualesquiera sales, ésteres o sales de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro compuesto que, tras la administraciéon a un animal, incluido un ser
humano, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o residuo del mismo biol6gicamente
activo. Por consiguiente, por ejemplo, la descripcion se dirige a profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables
de los compuestos de la invencién, sales farmacéuticamente aceptables de profarmacos de este tipo y otros
bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en una
forma activa (es decir, un farmaco) dentro del cuerpo o células del mismo mediante la accién de enzimas endégenas
u otros productos quimicos y/o condiciones. En particular, versiones de profarmaco de los oligonucleétidos de la
invencién se preparan como derivados SATE [(S-acetil-2-tioetil)fosfato] de acuerdo con los métodos descritos en el
documento WO 93/24510 expedido a Gosselin et al., publicado el 9 de diciembre de 1993, o en el documento WO
94/26764 expedido a Imbach et al.
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La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldégica y farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de la invencion, es decir, sales que conservan la actividad bioldgica deseada del compuesto parental
y que no imparten efectos toxicolégicos indeseados al mismo.

Sales por adicién de bases farmacéuticamente aceptables se forman con metales o aminas tales como metales
alcalinos y alcalinotérreos o aminas organicas. Ejemplos de metales utilizados como cationes son sodio, potasio,
magnesio, calcio y similares. Ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, diciclohexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina (véase, por ejemplo, Berge et al. J. of
Pharma Sci., 1977, 66, 1-19). Las sales por adiciéon de bases de dichos compuestos de caracter acido se preparan
poniendo en contacto la forma acido libre con una cantidad suficiente de la base deseada para producir la sal de la
manera convencional. La forma de acido libre puede regenerarse poniendo en contacto la forma de sal con un acido
y aislando el acido libre de la manera convencional. Las formas de &cido libre difieren de sus respectivas formas de
sal de alguna manera en determinadas propiedades fisicas tales como solubilidad en disolventes polares, pero, por
lo demas, las sales son equivalentes a sus acidos libres respectivos para los fines de la presente invencion. Tal
como se utiliza en esta memoria, una “sal por adiciéon farmacéutica” incluye una sal farmacéuticamente aceptable de
una forma acida de uno de los componentes de las composiciones de la invencion. Estas incluyen sales de las
aminas de acidos organicos o inorganicos. Sales de acidos preferidos son los hidrocloruros, acetatos, salicilatos,
nitratos y fosfatos. Otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas son bien conocidas por los expertos en la
técnica e incluyen sales de caracter basico de una diversidad de acidos inorganicos y organicos tales como, por
ejemplo, con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico o acido
fosforico; con acidos organicos carboxilicos, sulfénicos, sulfo o fosfo o acidos sulfamicos N-sustituidos, por ejemplo
acido acético, acido propidnico, acido glicdlico, acido succinico, acido maleico, acido hidroximaleico, acido
metilmaleico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico, acido lactico, acido oxalico, acido glucoénico, acido
glucarico, acido glucurénico, acido citrico, acido benzoico, acido cindmico, acido mandélico, acido salicilico, acido 4-
aminosalicilico, acido 2-fenoxibenzoico, acido 2-acetoxibenzoico, acido embodnico, &acido nicotinico o acido
isonicotinico; y con aminoacidos tales como los 20 alfa-aminoacidos implicados en la sintesis de proteinas en la
naturaleza, por ejemplo acido glutamico o acido aspartico, y también con acido fenilacético, acido metanosulfonico,
acido etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido etano-1,2-disulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-
metilbencenosulfénico, acido naftalen-2-sulfénico, acido naftalen-1,5-disulfénico, 2- 6 3-fosfoglicerato, glucosa-6-
fosfato, acido N-ciclohexilsulfamico (con la formacién de ciclamatos) o con otros compuestos organicos acidos tales
como acido ascorbico. Sales farmacéuticamente aceptables de compuestos también se pueden preparar con un
catién farmacéuticamente aceptable. Cationes farmacéuticamente aceptables adecuados son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen cationes alcalinos, alcalinotérreos, de amonio y de amonio cuaternario. También
son posibles carbonatos o hidrégeno-carbonatos.

Para los oligonucleétidos, ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a
(a) sales formadas con cationes tales como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como
espermina y espermidina, etc.; (b) sales por adicién de acidos formadas con acidos inorganicos, por ejemplo acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico y similares; (c) sales formadas con acidos
organicos tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido
fumarico, acido glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico,
acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido
naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico, y similares; (d) sales formadas a partir de aniones elementales tales
cloro, bromo y yodo.

Los compuestos antisentido de la presente invencion se pueden utilizar en productos terapéuticos, profilacticos o
paliativos. Para los productos terapéuticos, un animal, preferiblemente un ser humano, del que se sospecha que
tiene una enfermedad, afeccion o trastorno que puede ser tratado reduciendo la capacidad de hiperreactividad de las
vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de mucus, preferiblemente modulando la
expresion de integrina a4, es tratado administrando compuestos antisentido de acuerdo con esta invencion. Los
compuestos de la invencion se pueden utilizar en composiciones farmacéuticas afiadiendo una cantidad eficaz de un
compuesto antisentido a un diluyente o soporte farmacéuticamente aceptable, adecuado. El uso de los compuestos
antisentido y métodos de la invencion también puede ser util profilacticamente, p. ej. para prevenir o retardar la
infeccidn, inflamacion o formacién del tumor, por ejemplo.

Los métodos y composiciones de la presente invencion pueden utilizarse para tratar cualquier enfermedad o afeccion
respiratoria asociada con una capacidad de hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia,
leucocitos o supra-produccion de mucus. Enfermedades o afecciones de este tipo resultaran evidentes para la
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persona experta e incluyen por ejemplo, enfermedades o afecciones inflamatorias, inmunes, de mucus y
angiogénicas, de hiperreactividad de las vias respiratorias. Ejemplos de afecciones o enfermedades respiratorias
asociadas con una supra-producciéon de mucus que pueden ser tratadas por los métodos y composiciones de la
presente invencion incluyen, por ejemplo, afecciones respiratorias crénicas tales como asma, fibrosis quistica,
deficiencia en alfa-1 antitripsina, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y bronquitis crénica. Las composiciones
también se pueden utilizar para tratar enfermedades o afecciones mas asociadas con el tracto respiratorio superior
tal como las vias nasales y los senos. Por ejemplo, se pueden tratar afecciones tales como rinitis, en donde algunos
de los efectos de la enfermedad se manifiestan por si mismos en el tracto respiratorio superior, y sinusitis. Ademas,
las composiciones se pueden utilizar para tratar enfermedades o afecciones asociadas con la eosinofilia o que
dependen de una hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR).

En una realizacién preferida, los compuestos antisentido que fijan como objetivo integrina a4 pueden utilizarse para
prevenir, mejorar y/o tratar una afeccion o enfermedad del sistema respiratorio o de las vias respiratorias asociado
con la hiperreactividad de las vias respiratorias. Por ejemplo, el antisentido se puede utilizar para prevenir, mejorar
y/o tratar el asma.

En otra realizacion, los compuestos antisentido que fijan como objetivo integrina a4 pueden utilizarse para prevenir,
mejorar y/o tratar una afeccion o enfermedad del sistema respiratorio y de las vias respiratorias asociado con una
inflamacion alérgica.

En otra realizacion, los compuestos antisentido que fijan como objetivo integrina a4 pueden utilizarse para prevenir,
mejorar y/o tratar una afeccidon o enfermedad del sistema respiratorio o de las vias respiratorias asociado con la
infiltracion de células inflamatorias. Por ejemplo, los compuestos antisentido se pueden utilizar para prevenir, mejorar
y/o tratar la infiltracion de eosindfilos, infiltracion de neutrdfilos y/o leucocitos.

En otra realizacion preferida, los compuestos antisentido que fijan como objetivo integrina a4 pueden utilizarse para
prevenir, mejorar y/o tratar una afeccion o enfermedad del sistema respiratorio o de las vias respiratorias asociado
con la supra-produccion de mucus.

La presente invencion incluye también composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen los compuestos
antisentido de la invencion. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar por via
tépica al sistema respiratorio o a la via respiratoria.

Se piensa que oligonucleétidos con al menos una modificacion 2’-O-metoxietilo son particularmente utiles para la
administracion por via oral.

Composiciones y formulaciones farmacéuticas para la administraciéon tépica pueden incluir sprays, liquidos y polvos.
Soportes, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares, farmacéuticos convencionales, pueden ser
necesarios o deseables.

Medicaciones para la administracion tépica al sistema respiratorio o las vias respiratorias se administran
generalmente por via oral o por inhalacion. Preferiblemente, las composiciones de la invencion se inhalan o insuflan
utilizando un dispositivo de dosificacion adecuado. La composicion se encuentra preferiblemente en forma de polvo o
aerosolizada. Dispositivos de dosificacion adecuados resultaran evidentes para la persona experta e incluyen, por
ejemplo, inhaladores de dosis medida (MDI), nebulizadores, inhaladores de polvo seco (DPI), inhaladores nasales o
en forma de gotas nasales. También se pueden utilizar dispositivos de spray nasal convencionales. La eleccion del
dispositivo depende a qué parte del sistema respiratorio se desee el suministro. Gotas nasales o inhaladores nasales
serviran a menudo para el suministro al tracto respiratorio superior tal como la nariz para tratar afecciones nasales
tales como rinitis, mientras que MDI y DPI se utilizan a menudo para el suministro al tracto respiratorio inferior para
afecciones tales como asma.

Preferiblemente, la administracion es tépica a zonas afectadas por la enfermedad o afeccion respiratoria.
Adecuadamente, la administracion es por via pulmonar, p. ej. por inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles,
incluidos mediante nebulizador, intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdermal.

Composiciones y/o formulaciones farmacéuticas que comprenden los compuestos antisentido de la presente
invencién también pueden incluir potenciadores de la penetracion con el fin de potenciar el suministro alimentario de
los compuestos antisentido. Potenciadores de la penetraciéon se pueden clasificar como pertenecientes a una de
cinco grandes categorias, es decir, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes, tensioactivos y no tensioactivos
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(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, 8, 91-192; Muranishi, Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Pueden incluirse uno o mas potenciadores de la penetracion
procedente de una o mas de estas grandes categorias. Potenciadores de la penetracion se describen en la patente
de EE.UU. n° 6.083.923.

Diversos acidos grasos y sus derivados que actuan como potenciadores de la penetracién incluyen, por ejemplo,
acido oleico, acido laurico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido
linolénico, dicaprato, tricaprato, recinleato, monooleina (también conocido como 1-mono-oleil-rac-glicerol), dilaurina,
acido caprilico, acido araquidénico, 1-monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas,
acilcolinas, mono- y di-glicéridos y sales fisiolégicamente aceptables de los mismos (es decir, oleato, laurato,
caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, 8, 91-192; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; El-Hariri
et al, J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654). Ejemplos de algunos &cidos grasos actualmente preferidos son
caprato de sodio y laurato de sodio, utilizados por si solos o en combinacién a concentraciones de 0,5 a 5%.

Los papeles fisioldgicos de la bilis incluyen facilitar la dispersién y absorcion de lipidos y vitaminas solubles en grasas
(Brunton, Capitulo 38 En: Goodeman & Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 ed., Hardman et al.,
comps. McGraw-Hill, Nueva York, N.Y. 1996, paginas 934-935). Diversas sales biliares naturales y sus derivados
sintéticos actian como potenciadores de la penetracion. Asi, la expresion “sal biliar” incluye cualquiera de los
componentes de la bilis que se producen de forma natural, asi como cualquiera de sus derivados sintéticos. Una sal
biliar actualmente preferida es acido quenodesoxicdlico (CDCA) (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo.),
generalmente utilizado a concentraciones de 0,5 a 2%.

Se pueden utilizar formulaciones de complejos que comprenden uno o mas potenciadores de la penetracion. Por
ejemplo, sales biliares se pueden utilizar en combinacién con &cidos grasos para preparar formulaciones complejas.
Combinaciones preferidas incluyen CDCA combinada con caprato de sodio o laurato de sodio (generalmente 0,5 a
5%).

Agentes quelantes incluyen, pero no se limitan a etilendiaminotetraacetato disédico (EDTA), acido citrico, salicilatos
(p. €j. salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y homovanilato), derivados N-acilados de colageno, lauret-9 y N-
aminoacilo, derivados de beta-dicetonas (enaminas) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, 8, 92-192; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et
al., J. Control. Rel. 1990, 14, 43-51). Agentes quelantes tienen la ventaja afiadida de servir también como inhibidores
de DNasa.

Tensioactivos incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, polioxietilen-9-lauril-éter y polioxietilen-20-cetil-éter (Lee et
al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, 8, 92-191); y emulsiones perfluoroquimicas tales
como FC-43 (Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252-257).

Compuestos no tensioactivos incluyen, por ejemplo, ureas ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquil- y 1-alquenil-
azaciclo-alcanona (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, 8, 92-191); y agentes
antiinflamatorios no esteroides tales como diclofenac soédico, indometacina y fenilbutazona (Yamashita et al., J.
Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

Tal como se utiliza en esta memoria, “compuesto soporte” se refiere a un acido nucleico o analogo del mismo que es
inerte (es decir, no posee actividad bioldgica per se) pero que es reconocido como un acido nucleico por procesos in
vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico con actividad bioldgica, por ejemplo degradando el acido
nucleico bioldgicamente activo o fomentando su separacién de la circulacion. La co-administracion de un acido
nucleico y un compuesto de soporte, tipicamente con un exceso de esta ultima sustancia, puede dar como resultado
una reduccion sustancial de la cantidad de acido nucleico recuperada en el higado, rifién u otros depésitos
extracirculatorios, presumiblemente debido a la competencia entre el compuesto de soporte y el acido nucleico por
un receptor comun. Por ejemplo, la recuperacion de un oligonucleétido parcialmente fosforotioado en tejido hepatico
se reduce cuando se co-administra con acido poli-inosinico, sulfato de dextrano, acido policitidico o acido 4-
acetamido-4’-isotiocianoestilbeno-2,2’-disulfonico (Miyao et al., Antisense Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et
al., Antisense & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183).

En contraposicion a un compuesto de soporte, un “soporte farmacéuticamente aceptable” (excipiente) es un
disolvente, agente de suspension o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para suministrar uno o mas
acidos nucleicos a un animal. El soporte farmacéuticamente aceptable puede ser liquido o soélido y se selecciona
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teniendo en mente la manera planificada de administracién con el fin de proporcionar el volumen, consistencia, etc.,
deseado cuando se combina con un acido nucleico y los otros componentes de una composicion farmacéutica dada.
Soportes farmacéuticamente aceptables tipicos incluyen, pero no se limitan a agentes de unién (p. ej. almidén de
maiz pregelatinizado, polivinil-pirrolidona o hidroxipropil-metilcelulosa, etc.); cargas (p. €j. lactosa y otros azucares,
celulosa microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrégeno-fosfato de calcio,
etc.); lubricantes (p. ej. estearato de magnesio, talco, silice, diéxido de silicio coloidal, acido estearico; estearatos
metalicos, aceites vegetales hidrogenados, almidén de cereales, polietilenglicoles, benzoato sédico, acetato sédico,
etc.); desintegrantes (p. €j. almidén, almidén-glicolato de sodio, etc.); o agentes humectantes (p. ej. lauril-sulfato de
sodio, etc.). Sistemas de suministro oral de liberacion controlada y/o revestimientos entéricos para formas de
dosificaciéon administradas por via oral se describen en las patentes de EE.UU. n°s 4.704.295; 4.556.552: 4.309.406;
y 4.309.404.

Las composiciones de la presente invencién pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos, que se
encuentran convencionalmente en composiciones farmacéuticas, en sus niveles de uso establecidos por la técnica.
Asi, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos compatibles adicionales
tales como, p. €j., agentes anti-prurito, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o pueden
contener materiales adicionales utiles en la formulacién fisica de diversas formas de dosificacion de la composicion
de la presente invencion tales como colorantes, agentes saboreantes, conservantes, antioxidantes, opacificantes,
agentes de espesamiento y estabilizadores. Sin embargo, materiales de este tipo, cuando se afiaden, no deberian
interferir indebidamente con las actividades bioldgicas de los componentes de las composiciones de la invencion.

Independientemente del método mediante el cual los compuestos antisentido de la invencién se introducen en un
paciente, se pueden utilizar sistemas de dispersién coloidal como vehiculos de suministro para potenciar la
estabilidad in vivo de los compuestos y/o para fijar como objetivo los compuestos a un drgano, tejido o tipo de célula
particular. Sistemas de dispersion coloidal incluyen, pero no se limitan a complejos de macromoléculas,
nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua,
micelas, micelas mixtas, liposomas y complejos de lipidos:oligonucledtidos de estructura no caracterizada. Un
sistema de dispersion coloidal preferido es una pluralidad de liposomas. Los liposomas son esferas microscopicas
que tienen un nucleo acuoso rodeado por una o mas capas externas constituidas por lipidos dispuestos en una
configuracién bicapa (véase, generalmente, Chonn et al., Current Op. Biotech., 1995, 6, 698-708).

La preparacion de liposomas se describe en la patente de EE.UU. n° 6.083.923.

Determinadas realizaciones de la invencidn proporcionan liposomas y otras composiciones que contienen (a) uno o
mas compuestos antisentido y (b) uno o mas de otros agentes quimioterapéuticos que actuan mediante un
mecanismo antisentido. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos de este tipo incluyen, pero no se limitan a farmacos
anticancer, tales como daunorubicina, dactinomicina, doxorubicina, bleomicina, mitomicina, nitrégeno mostaza,
clorambucilo, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina (CA), 5-fluorouracilo (5-FU),
floxuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina, vincristina, vinblastina, etopodsido, tenipdsido, cisplatino y
dietilestilbestrol (DES). Véase, generalmente, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 1987, Berkow et al.,
comps. Rahway, N.J., 1206-1228. Farmacos antiinflamatorios, que incluyen pero no se limitan a farmacos anti-
inflamatorios no esteroides y corticosteroides, y farmacos antivirales que incluyen, pero no se limitan a ribivirina,
vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también se pueden combinar en composiciones de la composiciéon. Véase,
generalmente, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 1987, Berkow et al., comps. Rahway, N.J., 2499-2506 y
46-49, respectivamente). Otros agentes quimioterapéuticos no antisentido se encuentran también dentro del alcance
de esta invencion. Dos o mas compuestos combinados se pueden utilizar juntos o secuencialmente.

En otra realizacion, relacionada, composiciones de la invencién pueden contener uno o mas compuestos antisentido,
particularmente oligonucleétidos, fijados como objetivo a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido adicionales fijados como objetivo a un segundo acido nucleico diana. Dos 0 mas compuestos combinados
se pueden utilizar juntos o secuencialmente.

La formulacion de composiciones terapéuticas y su subsiguiente administracion se piensa que esta dentro de la
experiencia de aquellos en la técnica. La dosificacion depende de la gravedad y capacidad de respuesta del estado
patolégico a tratar, durando el curso del tratamiento desde varios dias a varios meses, o hasta que se efectua una
cura o se alcanza una disminucién del estado patolégico. Programas de dosificacion éptimos se pueden calcular a
partir de mediciones de la acumulacion de farmacos en el cuerpo del paciente. Personas de experiencia ordinaria
pueden determinar facilmente las dosificaciones éptimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de repeticion.
Dosificaciones optimas pueden variar en funcion de la potencia relativa de oligonucleétidos individuales y pueden
estimarse, generalmente, en base a las CEsso que se encuentran eficaces en modelos con animales in vitro e in vivo.
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Preferiblemente, la dosificacién se encuentra en el intervalo de 0,005 a 200 ug, mas preferiblemente de 0,01 a 200
Mg, mas preferiblemente de 0,1 a 5 ug y, todavia mas preferiblemente, de 0,5 a 1 ug por kg de peso corporal. Las
dosificaciones se pueden administrar una vez o mas veces al dia, semana, mes, o afio, o incluso una vez cada 2 a
20 afios. Preferiblemente, las dosis se administran no mas frecuentemente que una vez al dia, mas preferiblemente
no mas frecuentemente que una vez cada dos dias.

Aunque la presente invencién ha sido descrita con especificidad de acuerdo con determinas realizaciones preferidas
de la misma, los siguientes ejemplos sirven unicamente para ilustrar la invencién y no pretenden limitar la misma.

EJEMPLOS

Se confirmé la capacidad de oligonucledtidos antisentido (ASOs) especificos para la integrina a4 de inhibir la
respuesta inflamatoria alérgica al enfrentamiento con antigenos en el pulmén de ratones.

Rastreo de oligonucleoétidos en cuanto a su capacidad para suprimir la expresion de ARNm de integrina a4

Se rastred una serie de oligonucledtidos antisentido fijados como objetivo a integrina a4 en células bEND de ratén en
cuanto a su capacidad para reducir los niveles de ARN de integrina a4 (“% de inhibicion”). El disefio, modificacion,
sintesis y ensayo de compuestos antisentido se describe en la técnica anterior, por ejemplo en la patente de EE.UU.
n° 6.743.909.

En sintesis, las células fueron transfectadas con lipofectina. La concentracion de oligonucleétidos era 30 nM. Todos
los compuestos mostrados son gapmeros 5-10-5 MOE (es decir, azicares de 2’-O-metoxietilo en los cinco
nucledsidos contiguos en cualquier extremo de la molécula y nucledsidos 2’ desoxi en los 10 nucledsidos centrales)
con cadena principal de fosforotioato y 5-metilcitosina para cada C.

El conjunto de cebador/sonda utilizado era RTS2137 (todos estan no modificados, excepto las etiquetas en la
sonda).

° Directo: ISIS 348635 GAAAGGTAAAAAGCTTGGCTCATACT (desoxi, cadena principal diéster) (SEQ ID
NO: 100)

° Inverso: ISIS 348636 TCTGAGAAGCCATCTGCATTGA (SEQ ID NO: 101)

) Sonda: ISIS 348637 5FAM-TGGAGCTTCTGTCTGCGCTGTGGATAMRA3J’ (SEQ ID NO: 102)

Los resultados se presentan en la Tabla 1

18



ES 2392449 T3

Tabla 1: Inhibicion de los niveles de ARN de integrina a4

N° ISIS Secuencia SEQ ID N° % de inhibicion Coincidencias Oligo en
especies

348558 AGAGCTTCAGTGTTTTGCTT 103 17,9 Ratén
348559 TATATGTACATACACACAAG 104 25,8 Ratén
348560 AGTGGCACCCACCTCCTCTT 105 5,0 Ratén
348561 TCAACCTCACCTTAGCAACA 106 0,4 Raton
348562 CTTGGGATGCAATTAAATGC 107 42,7 Raton
348563 AAATGCTTACCCTTGAGAGG 108 13,0 Ratén
348564 TCATGCAATACTTGAAAAGA 109 13,3 Ratén
348565 GGCCACTGACCAGAGTTGCA 110 43,8 Raton/Rata
348566 CCGCAGCCATGCGCTCTTGG 111 65,4 Ratén
348567 CGCTTCCGCAGCCATGCGCT 112 61,1 Ratén
348568 CACCTCGCTTCCGCAGCCAT 113 53,8 Ratén
348569 CCAGGTTGTAGGAGTGCCCG 114 47,3 Raton/Rata
348570 AGTAGCCAAACAGCGTGCCG 115 46,0 Ratén/Rata
348571 GTGGCTGTGCAGCACCACCG 116 40,0 Ratén/Rata
348572 CCCAGCTGGAGCTGTTCGCA 117 52,8 Ser humano/Raton/Rata
348573 GGCTACCCAGCTGGAGCTGT 118 31,3 Ser humano/Raton
348574 ATATTTTTCCACCTGTGCCC 119 60,3 Ratén/Rata
348575 GCAAAATTTTCTCCAAATTT 120 50,3 Ser humano/Raton/Rata
348576 ATGATGCAAAATTTTCTCCA 121 57,3 Ser humano/Ratén
348578 CCAGCTTGACATGATGCAAA 122 56,2 Ser humano/Raton
348579 ATATTCCAGCTTGACATGAT 123 20,6 Ser humano/Ratén
348580 GCCCCCATCACAATTAAATC 124 33,8 Ser humano/Ratén
348581 GTAGTTATATTGTAGACAAA 125 29,2 Ser humano/Ratén
348582 ACTGAGTAGCCTAAGTAGCT 126 39,4 Raton
348583 CTATCTGTTCGTGTTGAGGG 127 21,2 Ratén/Rata
348584 CCAAGCTTTTTACCTTTCAT 128 71,0 Ser humano/Raton/Rata
348585 CAGACAGAAGCTCCAAAGTA 129 25,7 Ser humano/Raton/Rata
348586 CCATCTGCATTGAGGTCCAC 130 65,4 Ser humano/Ratén/Rata
348587 AGAAGCCATCTGCATTGAGG 131 64,3 Ser humano/Raton/Rata
348588 ATCTGAGAAGCCATCTGCAT 132 62,5 Ser humano/Raton/Rata
348589 CTGATGGTGCTCTGCATGGG 133 13,7 Ser humano/Raton
348590 CCATGCCAGAGTTGATGTAC 134 452 Raton/Rata
348591 CATTTCAACCATCACAGCTC 135 40,1 Ratén/Rata
348592 GCAGCATATTTGTCACTTCC 136 70,7 Ser humano/Raton/Rata
348593 ATCTTGCAGCATATTTGTCA 137 44,3 Ser humano/Ratén
348594 CCCAAATCTTGCAGCATATT 138 52,9 Ser humano/Ratoén
348595 TTGTCAATGTCGCCAAGATT 139 21,1 Ser humano/Raton/Rata
348596 CCATTGTAAATGTAGACAGC 140 27,1 Ratén/Rata
348597 GTCCTTCAATTCTCTGTGAG 141 66,9 Ser humano/Raton
348598 TCTGCATCAATTTGTCCTGA 142 44,9 Ser humano/Ratén/Rata
348599 CATATCCATTGTTGTCTGCA 143 46,8 Ratén/Rata
348600 TCCTTAGCAACACTGCAGAA 144 56,2 Ratén/Rata
348601 GATGCTTCAACAATCACTAC 145 445 Ratén/Rata
348602 ATGGCTTAAAGATGCTTCAA 146 55,5 Raton/Rata
348603 TAGCCTGGGACCTCTTTGCC 147 52,1 Ratén/Rata
348604 CAAAACGATGTAGCCTGGGA 148 44.9 Ratén/Rata
348605 CCTGTAATCACGTCAGAAGT 149 47,7 Ser humano/Ratén
348606 TGCTTCCTGTAATCACGTCA 150 63,7 Ser humano/Ratoén
348607 CCACTGCTTGAAACTCGTAT 151 52,8 Ratén/Rata
348608 GGTGTGTCCTACATTTCTCT 152 43,0 Ratén/Rata
348609 GTCTTTCCGCATGAATGCCT 153 52,1 Ratén/Rata
348610 CCAAGGTGGTATGTGGCCTC 154 51,2 Raton/Rata
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Ne ISIS Secuencia SEQID N° % de inhibicion Coincidencias Oligo en
especies

348611 CACATGATGCCCAAGGTGGT 155 58,3 Raton/Rata
348612 GTTTGTGATCACATGATGC 156 52,9 Ratén/Rata
348613 CAAAACCTTGCAAAGTTTAT 157 33,0 Ser humano/Ratén
348614 ACATCCAGGAGAAAGCTAAT 158 20,2 Ser humano/Ratén
348615 AGCTCACATCCAGGAGAAAG 159 59,7 Ser humano/Ratén
348616 GAGTGAGCTCACATCCAGGA 160 54,4 Ser humano/Ratén
348617 CTGCTGAGTGAGCTCACATC 161 48,7 Ser humano/Ratén
348618 GTTCACAAGCCCATGAACAG 162 29,1 Ratén
348619 TACACAAATGAAGTTGGGTT 163 33,8 Ser humano/Ratén
348620 ATCCATACACAAATGAAGTT 164 40,5 Ser humano/Ratén
348621 AGAATTTGGTACCATTATTT 165 39,4 Ser humano/Ratén
348622 TCATGCAATACAGGAGTCTC 166 34,2 Ratén
348623 CGTTTGGGTCTTTGATGATG 167 52,2 Ser humano/Ratén
348624 ATAAGTCCAAGTAGCAAGCT 168 46,6 Ser humano/Ratén
348625 GTACAATAAGTCCAAGTAGC 169 59,1 Ser humano/Ratén
348626 TCTTGTAGGATAGATTTGTA 170 14,8 Ser humano/Ratén
348627 TAGAAGTCTTCAGTCATCAT 171 42,3 Ratén
348628 GATTCCCCTGCACTAAGAG 172 53,5 Ratén
348629 AAGCCACCTTTGGGTAGCTT 173 24,2 Ratén
348630 GACGGTTGGCCAAAGAGAAG 174 21,3 Ratén
348631 CACGATGAGCCTCCTCTTCC 175 0,5 Ratén
348632 CACACATGCATGATTATATT 176 - Ratén
348633 GCCCCAAAGGAGATGTGATA 177 50,6 Ratén
348634 CGAGGCGAGCATTTACCAGC 178 37,7 Ratén

Tal como se indica en la Tabla 1, un cierto numero de los oligonucledétidos eran compuestos entre especies que son
perfectamente homodlogos a la integrina a4 de rata y/o humana asi como a la secuencia de ratdn. A partir de la Tabla
1 resulta evidente que muchos compuestos inhibian los niveles de ARN de integrina a4 en un 50% o mas.

Los siguientes dos oligonucleotidos antisentido de integrina a4 no solapantes se seleccionaron para una evaluacion
ulterior:

ISIS 348592 (GCAGCATATTTGTCACTTCC: SEQ ID NO: 136), un gapmer 5-10-5 MOE (es decir, azdcares
de 2’-O-metoxietilo en los cinco nucledsidos contiguos en cualquier extremo de la molécula y nucledsidos
2’-desoxi en los 10 nucledsidos centrales) con cadena principal de fosforotiato y 5-metilcistosina para cada
C que es totalmente complementario a integrina a4 humana, de ratén y rata.

ISIS 348574 (ATATTTTTCCACCTGTGCCC: SEQ ID NO: 119), un gapmer 5-10-5 MOE con cadena
principal de fosforotiato y 5-metilcistosina para cada C que es totalmente complementario a integrina a4
humana, de ratén y rata.

También se realizé un oligonucledtido de apareamiento erréneo de 8 pares de bases para ISIS 348574. Este era
ISIS 358342 (ACAGTGTACCTCCTTTTCTC: SEQ ID NO: 179), un gapmer 5-10-5 MOE con cadena principal de
fosforotioato.

EJEMPLO 1: Estudio in vivo sobre la capacidad de ASOs administrados en aerosol para reducir el nivel de la
proteina integrina a4 expresada en ratones enfrentados a alérgenos

La inflamacién de las vias respiratorias se observa en pacientes con asma alérgico. Este estudio evalué la eficacia
de ISIS 348592 e ISIS 348574 en un modelo murino in vivo de asma alérgico. En la técnica anterior se describen
modelos de inflamacion de los pulmones inducida por ovoalbumina y la hiperreactividad de las vias respiratorias
(AHR). Por ejemplo, éstos se describen en la patente de EE.UU. n° 6.136.603. Un modelo preferido es el
desarrollado por Hessel et al. (J. Immunol. 1998, 160, 2998-3005). La sensibilizacién de ratones BALB/c con
ovoalbumina induce un alto nivel de IgE especifica para ovoalbumina en suero. La inhalacién de ovoalbumina en
ratones sensibilizados provoca una respuesta broncoconstrictiva inmediata. La inhalacion repetida de ovoalbumina
en animales sensibilizados induce una hiperreactividad de las vias respiratorias no especifica in vivo y la infiltracién
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de leucocitos en el tejido de las vias respiratorias.

En sintesis, ratones BALB/c machos fueron activamente sensibilizados mediante inyeccién IP de 20 ug de
ovoalbumina en adyuvante de hidroxido de aluminio los dias 0 y 14. Diez dias después de la ultima inyeccion, los
ratones fueron expuestos a aerosoles de ovoalbumina (OVA al 1% en solucién salina) una vez al dia durante 3 dias
(dias 24, 25 y 26). El aerosol fue generado con un nebulizador tal como Medix 8001 (Sussex, Reino Unido). Los
animales fueron expuestos durante 30 minutos por cada enfrentamiento al aerosol.

Los oligonucleétidos antisentido fueron administrados a los ratones durante el periodo de enfrentamiento. Los dias
17, 19, 21, 24 y 26 los ratones sensibilizados fueron dosificados con 0,01, 1 6 100 ug/kg de ISIS 348592 o ISIS
348574 mediante administracién por aerosol.

Los grupos de tratamiento eran como sigue:

Grupo Tratamiento (ASO) Dosis (ug/kg de peso corporal)
1 ISIS 348592 0,01
2 ISIS 348592 1
3 ISIS 348592 100
4 ISIS 348574 0,01
5 ISIS 348574 1
6 ISIS 348574 100
7 Vehiculo
8 No tratado anteriormente

En cada uno de los grupos de tratamiento habia 10 animales, y todos los animales fueron sacrificados el dia 28.
Existian dos grupos testigo, recibiendo uno el vehiculo de aerosol solo (Grupo 7) y siendo el otro grupo testigo un
testigo no tratado anteriormente con el medicamento (Grupo 8).

La capacidad de respuesta de las vias respiratorias a metacolina se midié in vivo 48 horas después de la ultima
exposicion con aerosol utilizando el método de presion por sobreflujo de aire en el que se midié la resistencia
bronquial al inflamiento. Se construyeron curvas de dosis-respuesta de metacolina nebulizada en la linea de
referencia el dia 0 antes de la sensibilizaciéon con antigenos para todos los grupos de animales. La funcién pulmonar
se vigilo utilizando un pletismografo Buxco BioSystem (Buxco, Troy, N.Y.) y se expres6 como el aumento de pausa
(Penh) que se correlaciona con la resistencia de las vias respiratorias medida (Hamelmann et al., Am. J. Respir. Crit.
Care Med., 1997, 156, 766-775).

Los ratones fueron anestesiados mediante inyecciéon IP de uretano y se dispusieron en una manta caldeada. La
traquea se canulé y un pequefio catéter de polietileno se colocé en la vena yugular para las administraciones
intravenosas. Se suprimié la respiracién espontanea mediante inyeccion intravenosa de cloruro de tubocurarina.
Cuando se detuvo, la canula traqueal se fij6 a una bomba de respiracién. La capacidad de respuesta de las vias
respiratorias se midi6 a las 48 horas después del enfrentamiento a los antigenos midiendo la respuesta de las vias
respiratorias a metacolina en cada una de las dosis. Los registros post-enfrentamiento se compararon con los
registros de la linea de referencia para cada uno de los grupos para generar un indice de estimulacién del Penh. Los
resultados se presentan en las Figuras 1 a 4.

La Figura 1 representa los indices de estimulacion del Penh medios en cada uno de los grupos para concentraciones
crecientes de metacolina ((1) -¢- es 348592 a 0,01 pg/kg; (2) -m- es 348592 a 1 ug/kg; (3) -A- es 348592 a 100
uag/kg; (4) —x- es 348574 a 0,01 pg/kg; (5) -*- es 348574 a 1 ug/kg; (6) -e- es 348574 a 100 pg/kg; (7) -| -es el
vehiculo; (8) — es el no tratado anteriormente con el medicamento.

Utilizando el paquete estadistico JMP para comparar las curvas completas, HSD de Tukey muestra que el grupo
vehiculo es diferente a todos los otros grupos, que el grupo no tratado anteriormente con el medicamento es similar
a los grupos de animales que recibieron ASO ISIS 348574 (a 0,01, 1y 100 ug/kg) (es decir, grupos 4 (-x-), 5 (-*-) y 6
(-e-)) y que el grupo no tratado anteriormente con el medicamento es diferente a los grupos de animales que
recibieron ASO [ISIS 348592 (a 0,01, 1 y 100 pg/kg) (es decir, grupos 1 (-¢-), 2 (-m-) y 3 (-A-)). Los analisis T de
Student demostraron lo mismo que HSD de Tukey.

La Figura 2 es un diagrama de barras que muestra los indices de estimulacién del Penh para cada uno de los grupos
a una concentracion de metacolina de 100 mg/ml. De nuevo, con respecto a los grupos ISIS 348574 (4, 5y 6), existe
una reduccion significativa en los indices de estimulacién del Penh (P < 0,05 frente al grupo de vehiculo). La Figura 3

21




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2392449 T3

muestra los indices de estimulacion del Penh para cada uno de los animales individuales de cada uno de los grupos
a una concentracion de metacolina de 100 mg/ml. La Figura 4 muestra los valores de la linea de referencia para
cada uno de los grupos de tratamiento.

Estos resultados demuestran claramente que los ASOs inhibian la hiperreactividad de las vias respiratorias alérgicas
inducida por metacolina, reduciendo el indice del Penh pico desde aproximadamente 7,5 (sin oligo) hasta
aproximadamente 4,5 (ISIS 348574 a 0,01 y 1 ug/kg), aproximadamente 4 (ISIS 348574 a 100 ug/kg),
aproximadamente 5,5 (ISIS 348592 a 0,01 ug/kg), aproximadamente 5,0 (ISIS 348592 a 1 pg/kg) y aproximadamente
6,25 (ISIS 348592 a 100 pg/kg). Este estudio es la prueba del concepto de la actividad de compuesto antisentido
integrina a4 en un modelo de asma con ratones, y demuestra que una dosis muy baja (p. ej 0,01 pg/kg) es muy
eficaz para inhibir la AHR. Demuestra, ademas que la administracion con aerosol parece ser una via de
administracion muy eficaz de los compuestos antisentido para el tratamiento de afecciones respiratorias de este tipo.

El lavado broncoalveolar (BAL — siglas en inglés) se utilizé para medir la infiltracién de células de tejido de las vias
respiratorias. 48 horas después del Ultimo aerosol, los ratones fueron anestesiados, se realizd6 una canulacion
traqueal y se recogieron los liquidos de lavado con solucién salina. Los ratones fueron lavados cinco veces con
partes alicuotas de 1 ml de solucion salina apirégena. Las células derivadas de cada uno de los lavados se
agruparon, se lavaron con PBS fria y se resuspendieron en 200 ul de PBS fria. El nimero total de células se reconté
y categoriz6. Los resultados se presentan en las Figuras 5 a 8.

La Figura 5 es un diagrama de barras que representa el nimero medio de células macréfagas (“Mac”), linfocitos
(“Lym”), eosindfilos (“Eos”) y neutréfilos (“Neu”) como un porcentaje de las células en las vias respiratorias para cada
uno de los grupos de tratamiento. Se observd una disminucién significativa en el reclutamiento de eosindfilos en
todos los grupos tratados con compuestos antisentido. Adicionalmente, también parecia existir una disminucién en
todos los grupos tratados con antisentido de reclutamiento de linfocitos y neutrdfilos.

La Figura 6 es un diagrama de barras que muestra el numero medio de eosindfilos para cada uno de los grupos.
Para la totalidad de los grupos tratados con ASOs (es decir, grupos 1-3, tratados con 0,01, 1 y 100 pg/kg de ISIS
348592, respectivamente, y los grupos 4-6 tratados con 0,01, 1y 100 pg/kg de ISIS 348574, respectivamente) existia
una disminucién significativa en el reclutamiento de eosindfilos (P < 0,05 frente al grupo de vehiculo). La Figura 7
muestra el nimero de eosindfilos para cada uno de los animales individuales en cada uno de los grupos.

Las Figuras 8a y 8b muestran los niveles de IgE e IgG1 especificos para ovoalbumina para cada uno de los grupos
de tratamiento 1 a 8.

EJEMPLO 2: Estudio in vivo sobre la capacidad de ASOs administrados con aerosol para reducir el niumero
de vias respiratorias PAS-positivas en ratones enfrentados a alérgenos

Este estudio evalud la capacidad de ISIS 348574 de reducir el nivel de mucus producido en un modelo murino in vivo
de asma alérgica y se comparé con un testigo de 8 apareamientos erréneos ASO ISIS 358342. El nivel de mucus se
confirmé mediante tincidn con reactivo de acido peryoédico Schiff (PAS).

Los ratones fueron sensibilizados, enfrentados y tratados con ASOs exactamente como se describe en el estudio 1.
Los grupos de tratamiento eran como sigue:

Grupo Tratamiento (ASO) Dosis (ug/kg de peso corporal)
1 ISIS 348574 0,01
2 ISIS 348574 1
3 ISIS 348574 100
4 ISIS 358342 0,01
5 ISIS 358342 1
6 ISIS 358342 100
7 Vehiculo
8 No tratado anteriormente con medicamento

En cada uno de los grupos de tratamiento habia 15 animales. Habia dos grupos testigo, recibiendo uno el vehiculo
de aerosol solo (Grupo 7) y siendo el otro grupo testigo un grupo no tratado anteriormente con el medicamento
(Grupo 8). El dia 27, cinco animales de cada uno de los grupos fueron sometidos a FACS. El dia 28, los 10 animales
restantes de cada uno de los grupos fueron sacrificados.
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Los pulmones se inflaron y fijaron en formalina, se cortaron y montaron secciones parasagitales, los portaobjetos se
tineron con PAS y se recogieron imagenes (x5) (dos imagenes por ratén). Se compararon los grupos de vehiculo y
de 1 pg/kg. Los resultados se presentan en la Figura 9.

La Figura 9 es un diagrama de barras que muestra el nimero medio de vias respiratorias PAS positivas para cada
uno de los grupos de tratamiento. Se observa una clara disminucién en las vias respiratorias PAS positivas en los
grupos de tratamiento 1-3, es decir, aquellos grupos que recibieron ASO ISIS 348574, en los que la disminucion era
significativa a niveles de dosis de 0,01 y 1 pyg/kg (P < 0,05 frente al grupo de vehiculo). Esto indica una reduccion en
el mucus de las vias respiratorias después del tratamiento con antisentido.

EJEMPLO 3: Estudio in vivo de la actividad farmacolégica mediada por diana de un ASO administrado con
aerosol en un modelo de asma con ratones

Células cadherina E positivas son células epiteliales en las que aproximadamente el 25% son células calciformes
productoras de mucus. Este estudio evalué la capacidad de ISIS 348574 de fijar como objetivo la produccion de
integrina a4 en células cadherina E positivas y la comparé con el testigo de 8 apareamientos erroneos (MM — siglas
en inglés) de ASO ISIS 358342.

Los ratones fueron sensibilizados, enfrentados y tratados con ASOs exactamente como se describe en el estudio 1.
Los grupos de tratamiento eran como sigue:

Grupo Tratamiento Dosis (ug/kg de peso corporal)
1 ISIS 348574 (ASO) 0,01
2 ISIS 348574 (ASO) 1
3 ISIS 358342 (MM) 0,01
4 ISIS 358342 (MM) 1
5 Vehiculo
6 No tratado anteriormente

En cada uno de los grupos de tratamiento habia 15 animales. Habia dos grupos testigo, recibiendo uno el vehiculo
de aerosol solo (Grupo 5) y siendo el otro grupo testigo un grupo no tratado anteriormente con el medicamento
(Grupo 6). El dia 27, cinco animales de cada uno de los grupos fueron sometidos a FACS. El dia 28, los 10 animales
restantes de cada uno de los grupos fueron sacrificados. Los pulmones se recuperaron y digirieron con colagenasa.
La composicion de las células y la expresion de la proteina VLA-4 en células de pulmones recuperadas se determind
mediante inmunotincién con anticuerpos monoclonales especificos, seguido de analisis citométrico de flujo (FACS).

Las células fueron expuestas a anticuerpos marcados contra cadherina E e integrina a4. Los resultados se muestran
en la Figura 11. La poblacion de células cadherina E positivas mostré una disminucién estadisticamente significativa
en el porcentaje de células también positivas para integrina a4, a dosificaciones tanto de 0,01 como de 1 ug/kg
antisentido (*P < 0,05 frente al vehiculo).

Asi, dosis bajas de ASO parecen reducir especificamente los niveles de integrina a4 en la poblacién de células
cadherina E positivas.

En resumen, la administracion con aerosol de ASO de integrina a4 a ratones sensibilizados con ovoalbumina antes
del enfrentamiento local a alérgenos, redujo el nivel de proteina integrina a4 expresada sobre la superficie de las
células de los pulmones, inhibia la AHR (Figuras 1-4), suprimia una infiltracién de eosindfilos y linfocitos inducida por
alérgenos de las vias respiratorias (Figuras 5-7) y reducia el numero de vias respiratorias PAS positivas (Figura 9),
siendo esto indicativo de una reduccién en el mucus. Una secuencia de oligonucleétidos testigo con apareamientos
erroneos de 8 pares de bases no tenia efecto.

El potencial de la integrina a4 de inhibir procesos multiples que juegan importantes papeles en la inflamacion sugiere
que compuestos antisentido de integrina a4, suministrados a dosis bajas, pueden ser eficaces productos
terapéuticos para el tratamiento de afecciones respiratorias tales como asma crénica. Ademas de ello, los resultados
obtenidos por los autores de esta invencién demuestran que el suministro tépico, especialmente mediante aerosol,
es un medio de administracion muy eficaz. Los resultados obtenidos por los autores de esta invenciéon confirman
también que la integrina a4 juega un papel vital en la AHR y en el reclutamiento de eosindfilos a las vias respiratorias
en un modelo de asma con ratones.
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Se apreciara por personas expertas en la técnica que se pueden realizar numerosas variaciones y/o modificaciones
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Listado de secuencias

<160> Numero de SEQ ID N°s: 179

<210> SEQID N°®:1

<211> LONGITUD: 3567

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Homo sapiens

<221> NOMBRE/CLAVE: CDS

<222> LOCALIZACION: (411).... (3527)

<300> INFORMACION DE PUBLICACION:

<308> NUMERO DE ACCESO A LA BASE DE DATOS: L12002 Genbank
<309> FECHA DE ENTRADA EN LA BASE DE DATOS: 15-02-1996
<400> SECUENCIA: 1
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ttt
Phe

gag
Glu

aat
Asn

gct
Ala

ctc
Leu
330

act
Thr

aga
Arg

aaa
Lys.
155

tgc
Cys

gct-
Ala

tca
Ser

atg
Met

aat
Asn
235

gta
Val

cgg
Arg

cag
Gln

atc
Ile

tct
Ser
315

gtg
Val

26

tgt
Cys

cag

Gln
140

aat
Asn

tat
Tyr

ccg
Pro

tgt
Cys

g99
Gly
220

ata
Ile

aaa
Lys

agc
Ser

att
Ile

tta
Leu
300

gtc
Val

gga
Gly

ttg
Leu
125

cca
Pro

ata
Ile

gga
Gly

tgt
Cys

caa
Gln
205

gcc
Ala

act
Thr

ttt
Phe

cag
Gln

ggt
Gly
285

cat

His

tgt
Cys

gca
Ala

110

gaa

Glu

gga
Gly

ttt
Phe

gtg
Val

tat
Tyr
190

gct
Ala

cca-

Pro

aca
Thr

gga.

Gly

cat
His
270
aag

Lys

gaa
Glu

gct
Ala

ccc
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr

cce
Pro
175

caa
Gln

gga
Gly

gga
Gly

aat
Asn

agt
Ser
255

act
Thr

gca
Ala

atg
Met

gtg
Val

atg
Met
335

aga
Arg

aat-

Asn

ata
Ile
150

cct

Pro

gat
Asp

ata
Ile

tca
Ser

aaa’

Lys
240

tat
Tyr

acc
Thr

tat
Tyr

aaa
Lys

gac
Asp
320

cag
Gln

gaﬁ
Asp

gga
Gly
145

aag

Lys

gat
Asp

tat
Tyr

tcc
Ser

tct.

Ser
225

tac

-Tyr

tta
Leu

gaa
Glu

ata
Ile

ggt
Gly
305

ctc

Leu

agc
Ser

aat
Asn
130

tcc
Ser

aat
Asn

tta
Leu

gtg
Val

agt

Ser’

210

tac
Tyr

aag
Lys

gga
Gly

gta
Val

ttc
Phe
290

aaa

Lys

aat
Asn

acc

Thr

800

848

896

944

992

1040

1088

1136

1184

1232

1280

1328

1376

1424



atc
Ile

gca

Ala
355

gct
Ala

gat
Asp

caa
Gln

acc
Thr

atg
Met
435

‘tat
Tyr

cta
Leu

gag
Glu

tct
Ser

gtt
Val
515

aga

Arg

tct
Ser

aga
Arg
340

gta
Val

gca
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly

ttc
Phe
420

ttt
Phe

gta
val

agg
Arg

tca
Ser

gtg
Val
500

cca

Pro

aag
Lys
gac
Asp

gag
Glu

atg
Met

aga
Arg

ttt
Phe

gct
Ala
405

tca

Ser

gga
Gly

gat
Asp

aca
Thr

gta
Val

‘485

tgc
Cys

ggt
Gly

gca
Ala

gtg
Val

gaa
Glu

aat
Asn

ttt
Phe

gaa
Glu
390

att
Ile

cag
Gln

cag
Gln

gta
Val

aga
Arg
470

aat
Asn

ata
Ile

tac
Tyr

gag
Glu

att
Ile
550

gga

aga

Gly Arg

gca
Ala

agg
Gly
375

gat
Asp

tat
Tyxr

aga
Arg

tct
Ser

gca
Ala
455

cct
Pro

aga
Arg

gatv
Asp

att.
Ile

tct
Ser
535

aca
Thr

atg
Met
360

gaa
Glu

gtt
Val

att
Ile

att
Ile

ata
Ile
440

gtt
Val

gta
Val

acg
Thr

cta
Leu

gtt
Val
520

cca

Pro

gga
Gly

ES 2392449 T3

gtg
Val
345

gaa
Glu

tct
Ser

gct
Ala

tac
Tyr

gaa
Glu
425

tca
Ser

ggt
Gly

gta
Val

aaa
Lys

aca
Thr
505

ttg

Leu

cca
Pro

age
Ser

ttt
Phe

aca
Thr

ata
Ile

até
Ile

aat
Asn
410

gga

Gly .

gga.

Gly

gct
Rla

att
Ile

ttt
Phe
490

ctt

Leu

ttt
Phe

aga
Arg

ata
Ile

gtg
vVal

aac
Asn

gtt
val

gga.
Gly
395

ggc
Gly

ctt
Leu

caa
Gln

ttt
Phe

gtt
Val
475

gac
Asp

tgt
Cys

tat
Tyr

ttc
Phe

cag
Gln
555

27

tac
Tyr

ctc
Leu

aat
Asn
380

gct
Ala

cgt
Arg

cag
Gln

att
Ile

cgg
Arg
460

gac
Asp

tgt
Cys

ttc
Phe

aac
Asn

tat
Tyxr
540

gtg
Val

atc
Ile

gtt
Val
365

ctt

Leu

cca
Pro

gca
Ala

atc
Ile

gat
Asp

445

tct
Ser

gct
Ala

gtt
Val

tca
Ser

atg
Met
525

ttc
Phe

tcc
Ser

aac
Asn
350

gga
Gly

gge
Gly

caa
Gln

gat
Asp

agc
Ser
430

gca

Ala

gat
Asp

tct
Ser

gaa
Glu

tat
Tyr

510

agt
Ser

tct
Ser

agc
Ser

tct
Ser

agt
Ser

gac’

Asp

gaa
Glu

999
Gly

415

aaa
Lys

gat
Asp

tct
Ser

tta
Leu

aat
Asn
495

aag

Lys

ttg
Leu

tct
Ser

aga
Arg

ggc

-Gly

gac
Asp

att
Ile

gat
Asp
400

atc
Ile

tcg
Ser

aat
Asn

gct
Ala

agc
Ser
480

gga
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

aat
Asn

gaa
Glu
560

tcg
Ser

aaa
Lys

gac
Asp
385

gac
Asp

tcg
Serx

tta
Leu

aat

Asn

gtc
Val
465

cac
His

tgg
Trp

aag
Lys

gtg
Val

gga
Gly
545

gct
Ala

gga
Gly

tat
Tyr
370

aat’

Asn

ttg
Leu

tca
Ser

agt
Ser

ggc
Gly
450

ttg
Leu

cct
Pro

cct
Pro

gaa
Glu

aac
Asn
530

act
Thr

aac
Asn

1472

1520

1568

1616

le64

1712

1760

1808

1856

1904

1952

2000,

2048

2096



tgt
Cys

acc
Thr

agt
Ser
595

cag
Gln

ttt
Phe

att
Ile

agt
Ser

gat
Asp
675

ttc
Phe

aca
Thr

tat
Tyr

agc
Ser

acc
Thr
755

act
Thr

ttt

aga

cca
Pro
580

aaa
Lys

aag
Lys

tgt
Cys

999
Gly

atg
Met
660
gca

Ala

att
Ile

‘gat

Asp

gta
Val

tca

Ser
740

tgt
Cys

gta
Val

gta

aca
Thr
565

att
Ile

cga

Arg

aaa
Lys

gcc
Ala

ttt
Phe
645

aag

Lys

tat
Tyr

aag
Lys

aac
Asn

gat
Asp
725

ctc
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

aac

cat
His

cag
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

cat

His

630

ttg
Leu

aca’

Thr

gaa
Glu

att
Ile

tct
Ser
710

cat
His

agc
Ser

aat
Asn

ata
Ile

cca

caa
Gln

att
Ile

aca
Thr

aaa
Lys
615

gaa

Glu

aag
Lys

ttg
Leu

acg
Thr

tta
Leu
695

ggc
Gly

ctc
Leu

aga

Arg

gaa
Glu

cct
Pro

775

act

gca
Ala

gaa
Glu

gag
Glu
600

gac
Asp

aat
Asn

ccc
Pro

atg
Met

act
Thr
680

gag
Glu

gtg
Val

tca
Ser

gcg
Ala

gag
Glu
760

tta
Leu

tca

ttt
Phe

gct
Ala
585

gaa
Glu

ata
Ile

tgt
Cys

cat
His

ttg
Leu
665

cta

Leu

ctg
Leu

gta
Val

agg
Arg

gaa
Glu
745

gaa
Glu

aaa
Lys

ttt

ES 2392449 T3

atg
Met
570

gct
Ala

tte
Phe

atg
Met

tct
Ser

gaa
Glu
650

aat
Asn

cat
His

gaa
Glu

caa
Gln

ata
Ile
730
gag
Glu

atg
Met

tat
Tyr

gtg

cgg
Arg

tac
Tyr

cca
Pro

aaa
Lys

gct
Ala
635

aat
Asn

gtg
Val

gtc

Val

gag
Glu

ctt
Leu
715

gat
Asp

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu

tat

aaa
LyS

cac
His

cca
Pro

aaa
Lys

gat
Asp

ctt
Leu

ctt
Leu
605

aca
Thr

620

gat
Asp

aaa
Lys

tcc
Ser

aaa
Lys

aag
Lys.
700

gac
Asp

att
Ile

cte
Leu

aat
Asn

gtt
Val
780

gga

28

tta
Leu

aca
Thr

ttg
Leu

cta
Leu
685

caa

Gln

tgc
Cys

agc
Ser

agt
Ser

cta
Leu
765

aag
Lys

tca

gtg
Val

ggt
Gly
590

cag
Gln

ata
Ile

cag
Gln

tat
Tyr

ttt
Phe
670

cce
Pro

ata.

Ile

agt
Ser

ttt
Phe

atc
Ile
750

aag
Lys

ctg
Leu

aat

cgg
Arg
575

cct
Pro

cca
Pro

aac
Asn

gtt-

Val

ctt
Leu
655

aat

Asn

gtg
val

aac
Asn

att
Ile

ctc
Leu
735

aca
Thr

cac
His

act
Thr

gat

gac

Asp

-cat

His

att
Ile

ttt
Phe

tct
Ser
640

gct
Ala

gct
Ala

ggt
Gly

tgt
Cys

ggc
Gly
720

ctg
Leu

gtg
Val

agc
Ser

gtt
Val

gaa

atc
Ile

gtc
Val

ctt
Leu

gca
Ala

625 .

gca
Ala

gtt
Val

gga
Gly

ctt
Leu

gaa
Glu
705

tat
Tyr

gat
Asp

cat
His

aga
Arg

cat
His
785

aat

cte
Leu

atc
Tle

cag
Gln
610

agg
Arg

aag
Lys

999
Gly

gat

Asp

tat
Tyr
690

gtc
Val

ata
Ile

gtg
Val

gct
Ala

gtg
Val
770

g99
Gly

gag

2144

2192

2240

2288

12336

2384

2432

.2480

2528

2576

2624

2672

2720

768

2816



Phe

cct
Pro

aac
Asn

cca
Pro
835

gtc
Val

tgt
Cys

gtc
Val

gct
Ala

agt
Ser
915

att
Ile

aca
Thr

gag
Glu

aaa
Lys

ctt
Leu
995

ttt
Phe

Val

gaa
G;u

act
Thr
820

aat’
Asn

cag
Gln

gca
Ala

cag
Gln

gat
Asp
300

gga
Gly

tta
Leu

ggt
Gly

aat
Asn

cgt
Arg
980

att
Ile

aaa
Lys

Asn

acg
Thr
805

ggc
Gly

tct
Ser

act
Thr

tta
Leu

ttc
Phe
885

cca
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

ttt
Phe

gtt
Val
965

tat
Tyr

gta
Val

aga
Arg

Pro
790

tgc
Cys

aat

Asn

ttt
Phe

act
Thx

gag
Glu
870

ttg
Leu

cat
His

gaa
Glu

atg
Met

cca
Pro
950

gcg
Ala

ttc
Phe

ctt
Leu

caa
Gln

Thr

atg
Met

agt
Ser

agc
Ser

act
Thr
855

cag

Gln

tcc
Ser

.tgt

Cys

gcc
Ala

gat
Asp
935

gag
Glu

cat
His

acc
Thr

ctg
Leu

tac
Tyr

Ser

gtg
Val

atg
Met

ccc
Pro
840

gga
Gly

caa
Gln

aag
Lys

tta
Leu

agt
Ser
920

gag
Glu

cca
Pro

gtt
Val

ata
Ile

ttg
Leu

1000

aaa
Lys

ES 2392449 T3

Phe

gag
Glu

gct
Ala
825

caa

Gln-

gaa
Glu

aag
Lys

act
Thr

aat
Asn
905

gtt

val

act
Thr

aat

‘Asn

cta
Leu

gtg
Val
985

atc
Ile

tct
Ser

Val

aaa
Lys
810

Cccc
Pro

act
Thr

tge
Cys

agt
Ser

gat
Asp
890

ttc
Phe

cat
His

tca
Ser

cca
Pro

ctg
Leu
970

att
Ile

tca

Ser

atc
Ile

Tyr

795

atg
Met

aat
Asn

gat
Asp

cac
His

gca
Ala
875

aag

Lys

ttg
Leu

atc
Ile

gca
Ala

aga.

Arg
955

gaa
Glu

att
Ile

tat
Tyr

cta
Leu

Gly

aac
Asn

gtt
Val

aag
Lys

ttt
Phe

860

atg
Met

agg
Arg

tgt
Cys

caa
Gln

ctc
Leu
940

gta
Val

gga

Gly

tca
Ser

gtt
Val

Ser

tta
Leu

agt
Ser

ctg
Leu
845

gaa

Glu

cag
Gln

-cta

Leu

aat
Asn

ctg
Leu
925

aag
Lys

att-

Ile

cta
Leu

agt
Sér

atg
Met

-1005

caa
Gln

29

gaa

Glu

Asn

act
Thr

gtg
Val
830

ttc
Phe

aat
Asn

acc
Thr

ttg
Leu

ttt
Phe
910

gaa
Glu

ttt
Phe

gaa
Glu

cat
His

agc
Ser
990

tgg
Trp

gaa
Glu

Asp

ttc
Phe
815

gaa
Glu

aac
Asn

tat
Tyr

ttg
Leu

tac
Tyr
895

ggg
Gly

ggc
Gly

gaa
Glu

cta
Leu

cat
His
975
ttg

Leu

aag
Lys

aac
Asn

Glu

‘800

cat
His

ata
Ile

att
Ile

caa
Gln

aaa
Lys
880

tgc
Cys

aaa

Lys

cgg
Arg

ata
Ile

aac
Asn
960

caa
Gln

cta
Leu

gct
Ala

aga

Arg

Asn

gtt
Val

atg
Met

ttg
Leu

aga
Arg
865

ggc
Gly

ata
Ile

atg
Met

cca
Pro

aga
Arg
945

aag

Lys

aga
Arg

ctt
Leu

ggc
Gly

Glu

atc
Ile

gta
Val

gat
Asp
850

gtg
Val

ata
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu

tcc
Ser

930 .

gca
Ala

gat
Asp

‘CCC

Pro
gga
Gly

ttc
Phe

11010

aga
Arg

gac
Asp

2864

2912

2960

3008

'3056°

3104
3152
3200
3248
3296
3344
3392
3440

3488
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1015 1020 1025

agt tgg agt tat atc aac agt aaa agc aat gat gat taa ggacttcttt
Ser Trp Ser Tyr Ile Asn Ser Lys Ser Asn Asp Asp .
1030 1035

caaattgaga gaatggaaaa cagcccgccc

<210> SEQID N°: 2

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 2

cteegtetet gectacge 18

<210> SEQID N°: 3

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 3

cgggtgcteg cgctgcett 18

<210> SEQID N°: 4

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 4

cctgggatge cgegceact 18

<210> SEQID N°: 5

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 5

atgaggcgca gcgtgtcec 18

<210> SEQID N°: 6

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 6

caaagttgca cgggatgc 18

<210> SEQIDN°: 7

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA:7

ggaacattca acactaag 18

<210> SEQID N°: 8
<211> LONGITUD: 18

30

3537

3567
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<212>
<213>
<223>
<400>

ES 2392449 T3

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 8

cccgggtteg cgectege 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 9

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 9

gcgcegctete agtgtcca 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 10

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 10

gtggctgtgce agcacgac 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 11

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 11

actgaagcgt tggcgagc 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 12

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 12

gcacgtctgg ccgggatt 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 13

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 13

ccactgattg tctctctc 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 14

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 14

ggatccattt tctectgg 18

<210>
<211>
<212>
<213>

SEQ ID N°: 15

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
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<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 15
gcttattttc attcttta 18

<210> SEQID N°: 16

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 16

ttcttttact cagttctg 18

<210> SEQID N°: 17

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 17

tcacataatc ttgataac 18

<210> SEQID N°: 18

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 18

cccatcacaa ttaaatcc 18

<210> SEQID N°: 19

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 19

ttatttgtag ttatattg 18

<210> SEQID N°: 20

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 20

cctaaataac ttccaaat 18

<210> SEQID N°: 21

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 21

gaaaatgacc agctccga 18

<210> SEQID N°: 22

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 22

tttcatgtaa gatattta 18
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<210> SEQID N°: 23

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 23

ccacagcaca gacagaag 18

<210> SEQID N°: 24

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 24

tggtgctctg catgggtg 18

<210> SEQID N°: 25

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 25

tacacaaaca ctcttcct 18

<210> SEQID N°: 26

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 26

tttgtttcca ttgcattc 18

<210> SEQID N°: 27

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 27

tgcagcatat ttgtcact 18

<210> SEQID N°: 28

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 28

ttgtcaatgt cgccaaga 18

<210> SEQID N°: 29

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 29

tcatcttctt gtggagct 18

<210> SEQ ID N°: 30
<211> LONGITUD: 18
<212> TIPO: ADN
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<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 30

ccatctgcac ggccattg 18

<210> SEQ ID N°: 31

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 31

gtccaaacat acttaacg 18

<210> SEQ ID N°: 32

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 32

tatctgcatc aatttgtc 18

<210> SEQID N°: 33

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 33

accgaaaagc accaactg . 18

<210> SEQID N°: 34

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 34

cttgtcctta gcaagaca 18

<210> SEQID N°: 35

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 35

tcagggtggc ttaaagaa 18

<210> SEQ ID N°: 36

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 36

atccattttc aacacagt 18

<210> SEQ ID N°: 37

<211> LONGITUD: 18

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 37
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gcccttatat gagaaaca 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 38

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 38

caatttgaaa gaagtcct 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 39

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 39

tccattctct caatttga 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 40

LONGITUD: 18

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 40

ggcgggctgt tttccatt 18

<210>
<211>
<212>
<213>
<221>
<222>
<300>
<308>
<309>
<400>

SEQ ID N°: 41

LONGITUD: 1300

TIPO: ADN

ORGANISMO: Homo sapiens
NOMBRE/CLAVE: CDS
LOCALIZACION: (1152).... (1283)
INFORMACION DE PUBLICACION:

NUMERO DE ACCESO A LA BASE DE DATOS: M62841Genbank
FECHA DE ENTRADA EN LA BASE DE DATOS: 30-10-1994

SECUENCIA: 41

35



ggcagggcac

ttgtgggtct

‘cacccctaaa
‘tcaaﬁtacca
aacccaacct
gctgctgcta
aégtgggtat
tcactaaaat
tctgﬁggctc
ttaactatca
gctggcattt
cacacagctc
gtccgetett
acgcgagtcc
cggagccecegg
gagaagcagc
ggcgagtgceg
tcctcttecece

tggggcgtte

cttagtgttg

acctggattg
ccggcaqétt
agcaggtgtg
gétgg?gcaa
ctctgtﬁggg
gcctgcectcac
agaagggtgc
gttccccagg
ttgataattt
acgaaagaac
gggccacgec
cgc£tcta§g
gctgagccca
tgcgcageceg
ccctécgcct
gcgagcaccc
cggcatccca
tctctectte

ttceeegttg

ES 2392449 T3

cattagaatg
tcagaggetg
tccecgtggea
tcgaatcggt
gtcagccaca
gcatgcagcc
tgagatgtgg
ggccttegge
atctagtggt
tggacggctc
gggctgggcg
ccccaaccac
gagccatccc
aggttcccca
ccgcaccacg
gaagctcccg
ggceggeccg
ctttagcccg

gccaaccgtc

a atg ttc ccc acc gag
Met Phe Pro Thr Glu

1

5

agactcacta
attaggaccc
actgagtggg
taaatétgaa
gcctaaaccg
cgggctgcag
gtcttgaaga
gagtcttttt
tgcctacacc
cccgecgeag
gctcacagcg
cgttaaaagg
gcgctctgeg
gégccccctg
cccgggaccece
gctcggcégc
aacgtccgcee
ctggcgeegyg

gcatcccgtg

cpcagttcag
tgaccccaca
tgcgtgaaaa
fcaagtcaca
cétgccgttc
aggaagtgtg
gaatagccat_
gtttggtttt
tgaaaaacaa
tcccacteccce
aggggcgegce
ggaagcccgt
ggctgggagg
cagccgcgceg
cacccagcgg
agaaaccggg
cgcggtgggce
acacgctgcg

caactttggg

gtgtgttgceg

‘ctggggttta

ggggggatca

gtgcttectt
agcctgagag
gggaggaagg

aacgtctttg

ttgtttttaa

gacacagtgt
cgagtttgtg
agtttggggt
gcceccatcag
cécgggccag
taégcagaga
ccecgtacceg
agtggggceg
cgacttccee

cctcatctct.

gtagtggccg

agc gca tgg ctt ggg aag cga ggc
Ser Ala Trp Leu Gly Lys Arg Gly

10

gtg aac ccg ggc ccc gaa gce gec gtc cgg gag ggc ccc cac aac acg
Ala Asn Pro Gly Pro Glu Ala Ala Val Arg Glu Gly Pro His

15

20

ctg ttc ggc tac tcg gtc gtg ctg cac agc cac

Leu Phe Gly Tyr Ser Val Val Leu His Ser His

30

tggtgagtag

‘35

agttgga

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 42
LONGITUD:
TIPO: ADN
ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 42

20

40

36

25

ggg gcg aac
Gly Ala Asn

Asn Thr

cga

Arg

60
120
180
240

- 300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1190

1238

1283

1300
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tttagtgaca aagacgttat 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 43

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 43

gaaggcccct ggggaacatt 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 44

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 44

agacgttatg gctattctct 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 45

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 45

ttgcccttat atgagaaaca 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 46

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 46

cccaagccat gegcetetegg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 47

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 47

ccgcagccat gegcetettgg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<221>
<222>
<221>
<222>
<300>
<308>
<309>
<400>

SEQ ID N°: 48

LONGITUD: 1771

TIPO: ADN

ORGANISMO: Mus musculus
NOMBRE/CLAVE: CDS
LOCALIZACION: (1193).... (1387)
NOMBRE/CLAVE: CDS
LOCALIZACION: (1709).... (1771)
INFORMACION DE PUBLICACION:

NUMERO DE ACCESO A LA BASE DE DATOS: L20788 Genbank
FECHA DE ENTRADA EN LA BASE DE DATOS: 18-04-1996

SECUENCIA: 48

37



ccagcacttg
taaattaaaa
tédagcagag
tagaagcctg
tggggtaact
tgctaagtga
ttgcctggcet
agcctgcata
accaaatgct
aaactgtgta
tctccacagt
ttggtgaagt
tgttttgtgt
tgatgtctgce
tgcggggegg
cacacccagg

aacggggcgt

cctcctgcete

‘ataaaataaa

gcccatctcee
ttatgacctt
gagtgtgtac
ggcaagtcac
tgctcatgeg
aaaggctgca
ccaatagggc
atttctgtat
cttagttccce
cccgcaaggce
tcccccéagg
cagggtgtga
ggatggggat

accccaccca

gggccagage

ES 2392449 T3

cagcgtgaga
attaaaaaaa
tggcttaggt
gtcttaggct
atggggacta
agaatttcct
tatagactct
ggcctgggag
tggggcggga
gctacacagc
aaattattgg
atcaagcctt
gttatttttg
gtccatgcaa
cgggttgggg
gatcctagga

ctgaagcatc

agcagggaat

aaaaaagaaa

gtgctgtgac

gtgtctacac
gttatgaaga
tagcttgect
atttaagagg

ttttgaagag

9999999999 .

acataagtga
ccactgggac
agccaacttt
ctgggcccca

cctaggtcee

agagggaggc.

gcacccggcece

cctggeccact

38

ggaatatgga
agcagcacac
tctgatctct
atctggtggt

agtgagcaag

gggttttctg

aagtgtatag
actagccata
cagcagtttt
cagaggaagt
tggccctgéa
caaaagggaa
gaagccagag
ctagecgccece
caggctgtga
cctggctecg

acgatcgctc

gtgtaagaca
aaggagtatg
ggtggcectttt
aggtatgtcce
gggtggagtc

tgttaggcta

agagéaagga

tacttftgtc
ggcttcttge
tctggaaggt
ggccagtcac
tcceectgate
ccactgtgtg

ctacagctge

gccactgcac

gggccacaga’

cgcctgtgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020
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20
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caccaattcc cctectectte tggecgtcect ctetecgece

acacgctgct gcacttcatc tcttggggeg ctettetett

tgcaactctg gtcagtggéc gttttgtgtt gaatgttctc

tgc
Cys

aga
Arg

gcg
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

agg
Arg

ccg
Pro

agg
Arg

ttce
Phe

tac
Tyx
25

atg
Met

ctg
Leu

ttg
Leu’

ttg
Leu

gtg
Val
20

geg
Ala

ctg
Leu

aat
Asn-
40

aac
Asn
35

ctg
Leu

gac
Asp

ccg
Pro

gag
Glu

gca
Ala

.ctg
‘Leu

ttt
Phe

ctg
Leu

tcg
Ser
55

gtg
Val

gtg
Val

ggc

tac
Gly p

Tyr

tggtgagtgc gcccteccca

atgaatcaaa ctttccgecece

ctcactggag agccttggaa

gtcctgggtc tccagtcatg

acagctgtca caagccaaca

aacttgcatg gttcttgett t agg cte

Trp Leu

tgg ctc tct ‘aat gec tca gtg gtc
Trp Leu Ser Asn Ala Ser Val Val
80

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400> SECUENCIA: 49
cacgccccgt ttetgtggee 20

SEQ ID N°: 49
LONGITUD:
TIPO: ADN
ORGANISMO: Secuencia artificial

20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400> SECUENCIA: 50
ggatgcttca ggctctggee 20
<210> SEQ ID N°: 51
<211> LONGITUD:

SEQ ID N°: 50
LONGITUD:
TIPO: ADN
ORGANISMO: Secuencia artificial

20

20

999
Gly

tcc
Ser

cga
Arg

cca
Pro

gtg
Val

999
Gly

cég
Gln
45

tac
Tyr

ctg
Leu

cac
His

cac
His

agc
Ser
60

agaggcatgt cacagcgcct
'tcctgggagé tcagagaaag
ctaacttatc ttgggatggc
ggaagaggaé gtgggtgcca

cggggcagag tgggtgggca

atc gtg ggg
Ile Val Gly

70

aat cct ggg
Asn Pro Gly
85

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido

39

ctgtecgeetg ccagecaccgg

tggccaaccg tcgcatcctg

caccaagagc

ctc
Leu

atc
Ile

gcc
Ala
15

cac
His

ggg
Gly

acc
Thr
30

tce
Ser

ggc
Gly

ccc
Pro

tcg
Ser

999
Gly

aag
Lys
ccgectctgg
acctggcttc
agcccccagg
cttcecettge
éactggttca

gct cce act
Ala Pro Thr

gc atg gct
Met Ala
1

gaa
Glu

cgg
Arg

tac
Tyr

tcc
Ser

ggc
Gly

acg
Thr
50

cgc
Arg
65 -

gattccttgt

agccagctgce

gtgctcctga
tgaccactge
cgtctgagcg
gcc agc

Ala Ser
75

1080
1140

1198

1246

1294

1342

1387

1447

1507

1567

1627

1687

1738

1771
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<213>
<223>
<400>
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TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 51

ggagcgatcg tagtggccag 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 52

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 52

ccggtgetgg caggcegacag 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 53

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 53

gatgaagtgc agcagcgtgt 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 54

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 54

ggccactgac cagagttgca 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 55

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 55

cacctcgctt ccgcagccat 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 56

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia control
SECUENCIA: 56

cggaccagta ccagggttac 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 57

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia control
SECUENCIA: 57

gccgacaccce gttegttegg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>

SEQ ID N°: 58

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia control
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SECUENCIA: 58

acctcctcgc tcacgegcta 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 59

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 59

cgcttcegea gecatgeget 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 60

LONGITUD: 13

TIPO: PRT

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia de péptido
SECUENCIA: 60

His Ser Leu Gly Lys Trp
1 - 5

SEQ ID N°: 61

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 61

agtccgcaga gcgegggatg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 62

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 62

agactcgcgt cctggecegg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 63

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 63

gtgcggagge geagggeegg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 64

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 64

ccggtttctg ccgecgagece 20

<210>
<211>
<212>
<213>

SEQ ID N°: 65

LONGITUD: 19

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

Leu Gly His Pro Asp Lys Phe
. 10 -
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<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 65
agcgacggtt ggccaacgg 19

<210> SEQID N°: 66

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 66

cccagcacat cggctctcgg 20

<210> SEQID N°: 67

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 67

cttcccaagce catgegctct 20

<210> SEQID N°: 68

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 68

tcgcttccca agecatgege 20

<210> SEQID N°: 69

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 69

gcctegcttc ccaagcecatg 20

<210> SEQID N°: 70

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 70

cgcgcctege ttcccaagece 20

<210> SEQID N°: 71

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 71

tecttgecct tatatgagaa 20

<210> SEQID N°:72

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 72

acttccttgc ccttatatga 20
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<210> SEQID N°: 73

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 73

agagttatct gtgacttcac 20

<210> SEQID N°: 74

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 74

gatactgagg tcctcttccg 20

<210> SEQID N°: 75

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 75

tgagatcaac agaagtacaa 20

<210> SEQID N°: 76

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 76

ccagccttcc acataacata 20

<210> SEQID N°: 77

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 77

aggatagatt tgtattgtct 20

<210> SEQID N°: 78

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 78

gttgatataa ctccaactgt 20

<210> SEQID N°: 79

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 79

taatcatcat tgcttttact 20

<210> SEQID N°: 80
<211> LONGITUD: 20
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TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 80

aagaagtcct taatcatcat 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 81

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 81

ctgagtctgt tttccattct 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 82

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 82

cttgtaaaca gtgtctttta 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 83

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 83

gagtaaaaga agtccaaaca 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 84

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 84

ccttgcatga agacataata 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 85

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 85

aagagtaatc attgctgaga 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 86

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 86

tetttggctg tattattacc 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>

SEQ ID N°: 87

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
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<400> SECUENCIA: 87
tgctttagtg tttctctace 20

<210> SEQID N°: 88

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 88

aagtctaaga cttctccagt 20

<210> SEQID N°: 89

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 89

gaggcaagca catatggtaa 20

<210> SEQID N°: 90

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 90

tgaaatgaac ctctgcccac 20

<210> SEQID N°: 91

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 91

ttaaagtgat aatggtccac 20

<210> SEQID N°: 92

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 92

ggaacacagc ccgtaggaaa 20

<210> SEQID N°: 93

<211> LONGITUD: 20

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 93

tttgccagtt tggcectataa 20

<210> SEQID N°: 94

<211> LONGITUD: 17

<212> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial

<223> OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
<400> SECUENCIA: 94

gacacgctgc gcctcat 17
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SEQ ID N°: 95

LONGITUD: 22

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 95

attcaacact aagcggccac tg22

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 96

LONGITUD: 22

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 96

ccaaccgtcg catcccgtge aa22

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 97

LONGITUD: 19

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 97

gaaggtgaag gtcggagtc 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 98

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 98

gaagatggtg atgggatttc 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 99

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

OTRA INFORMACION: secuencia antisentido
SECUENCIA: 99

caagcttccc gttctcagee 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 100

LONGITUD: 26

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 100

gaaaggtaaa aagcttggct catact 26

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 101

LONGITUD: 22

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 101

tctgagaagc catctgcatt ga 22

<210>
<211>
<211>

SEQ ID N°: 102
LONGITUD: 24
TIPO: ADN
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<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Sonda de oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 102

tggagcttct gtctgegcetg tgga 24

<210> SEQ ID N°: 103

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 103

agagcttcag tgttttgctt 20

<210> SEQ ID N°: 104

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 104

tatatgtaca tacacacaag 20

<210> SEQ ID N°: 105

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 105

agtggcaccc acctcctctt 20

<210> SEQ ID N°: 106

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 106

tcaacctcac cttagcaaca 20

<210> SEQ ID N°: 107

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 107

cttgggatgc aattaaatgc 20

<210> SEQID N°: 108

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 108

aaatgcttac ccttgagagg 20

<210> SEQ ID N°: 109

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 109

ES 2392449 T3
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tcatgcaata cttgaaaaga 20

<210> SEQID N°: 110

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 110

ggccactgac cagagttgca 20

<210> SEQID N°: 111

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 111

ccgcagccat gegcetettgg 20

<210> SEQID N°: 112

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 112

cgcttcegea gecatgegcet 20

<210> SEQID N°: 113

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 113

cacctcgctt ccgcagccat 20

<210> SEQID N°: 114

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 114

ccaggttgta ggagtgcceg 20

<210> SEQID N°: 115

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 115

agtagccaaa cagcgtgccg 20

<210> SEQID N°: 116

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 116

gtggctgtge agcaccaccg 20

<210> SEQID N°: 117
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<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 117

cccagctgga getgttcgea 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 118

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 118

ggctacccag ctggagctgt 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 119

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 119

atatttttcc acctgtgcecc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 120

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 120

gcaaaatttt ctccaaattt 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 121

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 121

atgatgcaaa attttctcca 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 122

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 122

ccagcttgac atgatgcaaa 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 123

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 123

atattccagc ttgacatgat 20

<210>
<211>
<211>
<213>

SEQ ID N°: 124

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial

ES 2392449 T3
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<223> Oligonucleétido
<400> SECUENCIA: 124
gcccccatca caattaaatc 20

<210> SEQID N°: 125

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 125

gtagttatat tgtagacaaa 20

<210> SEQID N°: 126

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 126

actgagtagc ctaagtagct 20

<210> SEQID N°: 127

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 127

ctatctgttc gtgttgaggg 20

<210> SEQID N°: 128

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 128

ccaagctttt tacctttcat 20

<210> SEQID N°: 129

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 129

cagacagaag ctccaaagta 20

<210> SEQID N°: 130

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 130

ccatctgcat tgaggtccac 20

<210> SEQID N°: 131

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 131

agaagccatc tgcattgagg 20
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<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 132

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 132

atctgagaag ccatctgcat 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 133

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 133

ctgatggtgc tctgcatggg 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 134

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 134

ccatgccaga gttgatgtac 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 135

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 135

catttcaacc atcacagctc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 136

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 136

gcagcatatt tgtcacttcc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 137

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 137

atcttgcagc atatttgtca 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 138

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 138

cccaaatctt gcagcatatt 20

<210>
<211>

SEQ ID N°: 139
LONGITUD: 20

ES 2392449 T3
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<211>
<213>
<223>
<400>

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 139

ttgtcaatgt cgccaagatt 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 140

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 140

ccattgtaaa tgtagacagc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 141

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 141

gtccttcaat tctctgtgag 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 142

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 142

tctgcatcaa tttgtectga 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 143

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 143

catatccatt gttgtctgca 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 144

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 144

tccttagcaa cactgcagaa 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 145

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 145

gatgcttcaa caatcactac 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>

SEQ ID N°: 146

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

ES 2392449 T3
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<400> SECUENCIA: 146
atggcttaaa gatgcttcaa 20

<210> SEQID N°: 147

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleotido

<400> SECUENCIA: 147

tagcctggga cctctttgee 20

<210> SEQ ID N°: 148

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 148

caaaacgatg tagcctggga 20

<210> SEQID N°: 149

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 149

cctgtaatca cgtcagaagt 20

<210> SEQID N°: 150

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleotido

<400> SECUENCIA: 150

tgcttectgt aatcacgtca 20

<210> SEQID N°: 151

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 151

ccactgcttg aaactcgtat 20

<210> SEQID N°: 152

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 152

ggtgtgtcct acatttctct 20

<210> SEQID N°: 153

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 153

gtctttccge atgaatgect 20
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<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 154

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 154

ccaaggtggt atgtggcctc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 155

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 155

cacatgatgc ccaaggtggt 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 156

LONGITUD: 19

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 156

gtttgtgatc acatgatgc 19

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 157

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 157

caaaaccttg caaagtttat 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 158

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 158

acatccagga gaaagctaat 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 159

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 159

agctcacatc caggagaaag 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 160

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucleétido

SECUENCIA: 160

gagtgagctc acatccagga 20

<210>
<211>
<211>

SEQ ID N°: 161
LONGITUD: 20
TIPO: ADN

ES 2392449 T3
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<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 161

ctgctgagtg agctcacatc 20

<210> SEQ ID N°: 162

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 162

gttcacaagc ccatgaacag 20

<210> SEQID N°: 163

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 163

tacacaaatg aagttgggtt 20

<210> SEQ ID N°: 164

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 164

atccatacac aaatgaagtt 20

<210> SEQ ID N°: 165

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 165

agaatttggt accattattt 20

<210> SEQ ID N°: 166

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 166

tcatgcaata caggagtctc 20

<210> SEQ ID N°: 167

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 167

cgtttgggtc tttgatgatg 20

<210> SEQ ID N°: 168

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleodtido

<400> SECUENCIA: 168
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ataagtccaa gtagcaagct 20

<210> SEQID N°: 169

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 169

gtacaataag tccaagtagc 20

<210> SEQID N°: 170

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 170

tcttgtagga tagatttgta 20

<210> SEQID N°: 171

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonucleétido

<400> SECUENCIA: 171

tagaagtctt cagtcatcat 20

<210> SEQID N°: 172

<211> LONGITUD: 19

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 172

gattccectg cactaagag 19

<210> SEQID N°: 173

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 173

aagccacctt tgggtagctt 20

<210> SEQID N°: 174

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 174

gacggttggc caaagagaag 20

<210> SEQID N°: 175

<211> LONGITUD: 20

<211> TIPO: ADN

<213> ORGANISMO: Secuencia artificial
<223> Oligonuclestido

<400> SECUENCIA: 175

cacgatgagc ctcctcttcc 20

<210> SEQID N°: 176
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<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 176

cacacatgca tgattatatt 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 177

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 177

gccccaaagg agatgtgata 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 178

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 178

cgaggcgagc atttaccagc 20

<210>
<211>
<211>
<213>
<223>
<400>

SEQ ID N°: 179

LONGITUD: 20

TIPO: ADN

ORGANISMO: Secuencia artificial
Oligonucledtido

SECUENCIA: 179

acagtgtacc tccttttctc...20

ES 2392449 T3
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto antisentido que fija como objetivo una molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 para
uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria asociada con una
hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-producciéon de mucus, en que el
compuesto se ha de administrar por via topica al sistema respiratorio 0 a las vias respiratorias a un nivel de
dosificacion diario que iguala a desde 0,01 a menos de 500 ug del compuesto antisentido por kg de peso corporal del
animal.

2.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que se ha de dosificar al animal a un nivel de 0,01 a 200
ug por kg de peso corporal del animal individual.

3.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccion de
mucus de acuerdo la reivindicacion 2, que se ha de dosificar al animal a un nivel de 0,5 a 50 pg por kg de peso
corporal del animal individual.

4.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, que se ha de dosificar al animal a un nivel de no mas de
5 ug por kg de peso corporal del animal individual.

5.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo la reivindicacion 4, que se ha de dosificar al animal a un nivel de no mas de 1 ug por kg de peso
corporal del animal individual.

6.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que se ha de administrar por via tdpica a
través de un inhalacion o insuflacion.

7.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccion de
mucus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que se ha de administrar por via intrapulmonar,
intranasal o intratraqueal.

8.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con la reivindicacién 7, que se ha de administrar a través de un inhalador de dosis medida (MDI),
un nebulizador o un inhalador de polvo seco (DPI).

9.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en que la enfermedad o afeccion se selecciona de asma,
fibrosis quistica, deficiencia en alfa-1 antitripsina, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crénica y
rinitis.

10.- ElI compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccion de
mucus de acuerdo con la reivindicacion 9, en que la enfermedad o afeccion es asma.

11.- Un kit para uso en el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccidn respiratoria segun se define en la
reivindicacion 1, que contiene una composicién que comprende un compuesto antisentido que fija como objetivo una
molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 y un dispositivo que permite que la composicion sea
administrada por via tépica mediante inhalacién o insuflaciéon a un nivel de dosificacién diaria de 0,01 a menos de
500 ug del compuesto antisentido por kg de peso corporal del animal.
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12.- Un kit para uso en el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad o afeccion respiratoria segun se define en la
reivindicacion 1, que contiene una composicién que comprende un compuesto antisentido que fija como objetivo una
molécula de acido nucleico que codifica integrina a4 e instrucciones de que la composicion se ha de administrar por
via topica al sistema respiratorio a un nivel de dosificacién diaria de 0,01 a menos de 500 pg del compuesto
antisentido por kg de peso corporal del animal que esta siendo tratado.

13.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o el kit de la reivindicacion 11 o la
reivindicacion 12, en el que el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido antisentido.

14.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccion respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus de acuerdo con la reivindicacion 13, en que el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido
antisentido seleccionado de SEQ ID N° 81, 117, 120, 121, 122, 128, 130, 131, 132, 136, 137, 138, 141, 149, 150,
159, 160, 161, 167 y 168.

15.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccion de
mucus, o kit de acuerdo con la reivindicacién 14, en que el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido
antisentido de SEQ ID NO 81.

16.- El compuesto para uso en el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o afeccién respiratoria
asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o supra-produccién de
mucus, o kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que el compuesto antisentido
inhibe la expresion de integrina a4 en al menos un 50%.

17.- Uso de un compuesto antisentido que fija como objetivo una molécula de acido nucleico que codifica integrina
a4 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de un animal con una enfermedad o
afeccidn respiratoria asociada con la hiperreactividad de las vias respiratorias, eosinofilia, neutrofilia, leucocitos o
supra-produccion de mucus, en que el medicamento se ha de administrar por via tépica al sistema respiratorio a un
nivel de dosificacion diaria que equivale a 0,01 a menos de 500 pg del compuesto antisentido por kg de peso
corporal del animal.

18.- El uso de acuerdo con la reivindicacion 17, modificado por las caracteristicas de una cualquiera de las
reivindicaciones 2a 10y 13 a 16.
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Figura 1
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Figura 2

Efectos de ASO de VLA4 aerosolizado en un modelo de asma
con OVA (100 mg/ml de metacolina)
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Figura 3
18 -‘ .
16 4
14 A
12 A . . .
& 10 4 . .
3’. 8 4 i . . ; . ; .
. L] . »
6 - i . i ! : . .
1 R S .
2 - * . .
0 Il T T ¥
0 2 4 6 8
ISIS n°34862 ¥ 1S1Sn°348574 Veh Do rade e
001 1 100 001 1 100 (ug/kg) con medicamento

62



Penh

00000000
O RW R0 =

ES 2392449 T3

Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

IgE especifica para Ova en experimento de VLA4

IgG1 especifica para Ova en experimento de VLA4
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Figura 9

Tratamiento con antisentido de VLA4 inhalado reduce el niimero
de vias respiratorias PAS-positivas en ratones enfrentados a Ova
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Figura 10
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Figura 11
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