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DESCRIPCION
Enzimas lecitina-colesterol aciltransferasa modificadas.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general al campo de la medicina y, mas especificamente, a composiciones y a métodos
para tratar cardiopatia coronaria, aterosclerosis, trastornos inflamatorios y trastornos asociados con trombosis.

Antecedentes de lainvencién

Mas de 50 millones de estadounidenses tienen problemas cardiovasculares, y muchos otros paises se enfrentan a
tasas altas y crecientes de enfermedad cardiovascular. Es la causa nimero uno de muerte y discapacidad en los
Estados Unidos y la mayoria de los paises europeos. En el momento en el que se detectan problemas cardiacos, la
causa subyacente, la aterosclerosis, habitualmente esta bastante avanzada, habiendo progresado durante décadas.

La aterosclerosis es una enfermedad compleja poligénica de mamiferos caracterizada por los depdsitos o placas de
lipidos y otros derivados sanguineos en las paredes arteriales (aorta, arterias coronarias y carétida). Estas placas
pueden estar calcificadas en un mayor o menor grado segun la progresion del proceso. También estdn asociadas
con la acumulacion de depdsitos grasos que consisten principalmente en ésteres de colesterol en las arterias. El
colesterol se acumula en las células espumosas de la pared arterial, estrechando de ese modo la luz y
disminuyendo el flujo de sangre. Esto va acompafiado por un engrosamiento de la pared arterial, con hipertrofia del
musculo liso, la aparicion de células espumosas y la acumulacién del tejido fibroso. Por tanto, la hipercolesterolemia
puede dar como resultado patologias cardiovasculares muy graves tales como infarto, enfermedad vascular
periférica, accidente cerebrovascular, muerte subita, descompensacion cardiaca, accidentes vasculares cerebrales y
similares.

El colesterol se porta en la sangre por diversas lipoproteinas incluyendo las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las VLDL se sintetizan
en el higado y se convierten en LDL en la sangre, lo que hace posible suministrar colesterol a los tejidos periféricos.
En cambio, las HDL capturan moléculas de colesterol de los tejidos periféricos y las transportan al higado en el que
se convierten en &cidos biliares y se excretan. El desarrollo de aterosclerosis y el riesgo de cardiopatia coronaria
(CPC) se correlacionan de manera inversa con los niveles de HDL en el suero. Gordon et al. (1989) N. Engl. J. Med.
321: 1311; Goldbourt et al. (1997) Thromb Vasc. Biol. 17: 107. Se producen a menudo bajos niveles de colesterol
HDL en el contexto de obesidad central, diabetes y otras caracteristicas del sindrome metabdlico. Goldbourt et al.,
citado anteriormente. Se ha sugerido que bajos niveles de colesterol HDL estdn asociados con un aumento del
riesgo de CPC, mientras que altas concentraciones de HDL tienen un efecto protector frente al desarrollo de
aterosclerosis prematura. Gordon et al. (1986) Circulation 74: 1217. Estudios demostraron que el riesgo de
desarrollo de aterosclerosis clinica en hombres desciende un 2-3% con cada aumento de 1 mg/dl en la
concentracion de HDL en plasma. Gordon et al. (1989) N. Engl. J. Med. 321: 1311. Se ha establecido que pueden
reducirse las concentraciones de colesterol LDL mediante tratamiento con estatinas, inhibidores de la enzima de
biosintesis de colesterol 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima A reductasa y de ese modo este tratamiento se ha usado
como enfoque satisfactorio para reducir el riesgo de aterosclerosis cuando la indicacion primaria es un nivel de LDL
alto. Sin embargo, sigue estando poco claro si las estatinas son beneficiosas para pacientes cuya anomalia lipidica
primaria es colesterol HDL bajo.

La lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) es una enzima que cataliza la esterificacién de colesterol libre mediante
la transferencia de un grupo acilo de la fosfatidilcolina sobre el grupo 3-hidroxilo del colesterol, formando éster de
colesterilo y lisofosfatidilcolina. McLean et al. (1986) Proc. Natl. Acad Sci. 83: 2335 y McLean et al. (1986) Nucleic
Acids Res. 14(23): 9397. Se sintetiza LCAT en el higado y se secreta al plasma, donde se combina con HDL,
denominadas lipoproteinas antiaterogénicas. Estas particulas de HDL tienen la capacidad de aceptar el colesterol en
exceso, que entonces se esterifica mediante LCAT en las particulas de HDL. Las moléculas de éster de colesterilo
en las particulas de HDL o bien se transportan al higado directamente a través del receptor SR-BI, o bien se
transfieren a lipoproteinas que contienen apoB, incluyendo lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y LDL,
mediada por CETP, y entonces se transportan al higado a través de la ruta del receptor de LDL. Este mecanismo,
denominado transporte de colesterol inverso (Glomset (1968) J. Lipid Res. 9:155), permite la eliminacion del
colesterol en exceso del cuerpo, y por tanto esta implicado en la prevencion de la aterogénesis. LCAT desempefia
un papel clave en este proceso creando un gradiente de colesterol libre entre las membranas plasmaéticas y las
lipoproteinas circulantes.

Wang et al. (2000). Biochim. Biophys. Acta 1488 (3), 268-277 tratan la importancia de los grupos sulfhidrilo libres de
LCAT para determinar su sensibilidad a la inactivacion oxidativa.

Esta invencion proporciona proteinas LCAT modificadas con estabilidad y/o actividad enzimatica aumentada y
métodos para el tratamiento de cardiopatia coronaria, aterosclerosis, trastornos inflamatorios y trastornos asociados
con trombosis usando estas proteinas LCAT modificadas.
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Sumario de lainvencion
La invencion se refiere a:
1. Una proteina lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) modificada, en la que

la proteina LCAT modificada comprende una modificacién en la secuencia de aminoacidos de LCAT madura
expuesta en SEQ ID NO: 1; o SEQ ID NO: 2 tal como se expone en la figura 2; y

la modificacién consiste en una sustitucion en el residuo de aminoacido C31 seleccionada del grupo que consiste en
C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31R y C31H.

2. Una proteina lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) modificada, en la que

la proteina LCAT modificada comprende una modificacion en la secuencia de aminoacidos de LCAT madura
expuesta en SEQ ID NO: 1; o SEQ ID NO: 2 tal como se expone en la figura 2; y

la modificacion consiste en una sustitucion en el residuo de aminoacido C31 seleccionada del grupo que consiste en
C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31R y C31H, y una sustitucion adicional en una posicion de residuo de
aminoécido seleccionada del grupo que consiste en F1, L4, N5, V28, P29, G30, L32, G33 y N34.

3. La proteina LCAT modificada de 2, en la que la sustitucién adicional se selecciona del grupo que consiste en F1A,
L4F, N5E, N5Q, N5D, N5A, V28A, V28I, V28C, V28T, V28R, P29G, P29F, P29T, G30A, G30I, L32A, L32I, L32M,
L32F, L32C, L32W, L32Y, L32T, L32S, L32N, L32H, L32E, G33I, G33M, G33F, G33S, G33H, N34A, N34C, N34S y
N34R.

4. La proteina LCAT modificada de 2, en la que la sustitucion C31 es una sustitucion C31Y y la sustitucion adicional
es en una posicion de residuo de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en F1, L4, N5, L32 y N34.

5. La proteina LCAT modificada de 4, en la que la sustitucion adicional se selecciona del grupo que consiste en F1S,
F1W, L4F, L4AM, N5D, L4K, N34S, L32F y L32H.

6. La proteina LCAT modificada de 5, que comprende una sustitucion L4F y una sustitucion C31Y.

7. La proteina LCAT modificada de 5, que comprende una sustitucién C31Y, en la que la sustitucion adicional es una
sustituciéon N5D.

8. La proteina LCAT modificada de 4, que comprende una sustitucion N5 y una sustitucion C31Y.
9. La proteina LCAT modificada de 4, que comprende una sustitucién L4 y una sustitucion C31Y.

10. La proteina LCAT modificada de uno cualquiera de 1-9, que tiene una actividad enzimatica mayor que la proteina
LCAT silvestre expuesta en SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 tal como se determina en un ensayo de tasa de
esterificacion de colesterol (CER) de la actividad de LCAT plasmatica.

11. Una proteina LCAT modificada que comprende la proteina LCAT de cualquiera de 1-10 y un vehiculo.

12. La proteina LCAT modificada de 11, en la que el vehiculo se selecciona del grupo que consiste en una region
constante de inmunoglobulina (Fc), un polimero soluble en agua y polietilenglicol.

13. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina LCAT modificada de uno cualquiera de 1-12 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

14. Una proteina LCAT modificada de uno cualquiera de 1-12 para su uso en terapia.

15. Una proteina LCAT modificada de uno cualquiera de 1-12, para su uso en un método de tratamiento de un
trastorno relacionado con LCAT.

16. La proteina LCAT modificada de 15 para su uso en un método de tratamiento de un trastorno relacionado con
LCAT, seleccionandose el trastorno relacionado con LCAT del grupo que consiste en aterosclerosis, inflamacion,
trombosis, cardiopatia coronaria, tension arterial alta, sindrome de deficiencia de LCAT, enfermedad de Alzheimer,
opacidad corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, isquemia
critica de extremidades y angina de pecho.

17. La proteina LCAT modificada de 15, en la que la terapia es para aumentar el colesterol HDL, o prevenir la
acumulacion de colesterol.

18. La proteina LCAT modificada de 15, para su uso en un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad
cardiovascular.
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19. La proteina LCAT modificada de 15, para su uso en el tratamiento o la prevencion de aterosclerosis.

20. La proteina LCAT modificada de uno cualquiera de 15-19, administrandose la proteina LCAT en combinacion
con un agente adicional.

21. La proteina LCAT modificada de 20, en la que el agente adicional se selecciona del grupo que consiste en una
citocina, un farmaco contra la aterosclerosis, un farmaco hipocolesterolemiante, un inhibidor de ACE, un farmaco
antiinflamatorio y un farmaco antitrombosis y un farmaco antidiabético.

Se dan a conocer en el presente documento proteinas LCAT modificadas que comprenden una sustitucién de
aminoacido en una secuencia de aminoacidos de proteina LCAT silvestre. En una realizacién, la proteina LCAT
modificada es mas activa enzimaticamente que la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT
modificada. En otra realizacién, la proteina LCAT modificada aumenta los niveles de lipoproteina de alta densidad
(HDL) en un grado que es mayor que la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT modificada. En
otra realizacion, la proteina LCAT modificada es mas estable in vivo, 0 menos inmunogénica que la proteina silvestre
de la que se derivo.

En una divulgacion, la proteina LCAT modificada comprende una sustitucion de residuo de aminoacido en la
posicion 31 en SEQ ID NO: 1 o se sustituye en una posicién en una secuencia de aminoacidos de proteina LCAT
silvestre ortéloga correspondiente a la posicion 31 en SEQ ID NO: 1. En diversas realizaciones y divulgaciones, la
proteina LCAT modificada se deriva de proteina LCAT silvestre de rata, de ratén, de hamster, de mono, de conejo o
de ser humano.

En otra divulgacion, la proteina LCAT modificada se deriva de una secuencia de aminoacidos de LCAT silvestre
expuesta en SEQ ID NO: 1, e incluye una sustitucidon en la posicion F1, L3, L4, N5, L7, C31, N384 o E416. En
diversas divulgaciones, la sustitucion es F1A, F1G, F1l, F1L, FAM, F1P, F1V, F1C, F1Y, F1T, F1Q, F1IN, F1H o F1D.
En otras divulgaciones, la sustitucion es L3I, L3F, L3C, L3W o L3Y. Todavia en otras divulgaciones, la sustitucion es
L4A, L4l, LAM, LAF, L4V, L4W, L4Y, LAT, L4Q o L4R. Todavia en otras divulgaciones, la sustitucion es N5A, N5M,
N5H, N5K, N5D o N5E. Aun en otras divulgaciones, la sustitucion es L7M, L7F o L7E. En determinados aspectos y
divulgaciones, la sustitucion es C31A, C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31T, C31R o C31H. Todavia en
otras divulgaciones, la sustitucion es N384C, N384Q o E416C.

En otras realizaciones y divulgaciones, la proteina LCAT modificada comprende una sustitucion en la posicién C31
en SEQ ID NO: 1 y una sustitucion en la posicion de residuo de aminoacido F1, L4, N5, V28, P29, G30, L32, G33 o
N34. En diversos aspectos y divulgaciones, la sustitucion es F1A, L4F, N5E, N5Q, N5D, N5A, V28A, V28I, V28C,
V28T, V28R, P29G, P29F, P29T, G30A, G301, L32A, L32I, L32M, L32F, L32C, L32W, L32Y, L32T, L32S, L32N,
L32H, L32E, G33I, G33M, G33F, G33S, G33H, N34A, N34C, N34S o N34R. En otros aspectos y divulgaciones, la
sustitucion en la posicion C31 es C31A, C31l, C31M, C31F, C31V, C31w, C31Y, C31T, C31R o C31H. En una
realizacion, la proteina LCAT modificada comprende una sustitucion C31Y y una sustitucion de adicion F1, L4, L32,
0 N34, y en determinados aspectos, estas sustituciones son F1S, F1W, L4M, L4K, N34S, L32F o L32H.

Todavia en otras realizaciones, una proteina LCAT modificada descrita en el presente documento incluye ademas
un vehiculo, y en diversas realizaciones, el vehiculo es una regién constante de inmunoglobulina (Fc) o un polimero
soluble en agua o, mas especificamente, un polimero soluble en agua que es polietilenglicol.

En otras divulgaciones, una LCAT modificada tal como se proporciona en el presente documento incluye una region
de secuencia de amino4cidos amino-terminal de proteina LCAT silvestre que est4 duplicada y unida covalentemente
a un extremo terminal de la proteina LCAT modificada. En una divulgacion, la regiéon de secuencia de aminoacidos
amino-terminal de proteina LCAT silvestre tiene de 10 a 15 aminoacidos de longitud. En otras divulgaciones, la
region de la secuencia de aminoéacidos de proteina LCAT silvestre esta duplicada y unida covalentemente al extremo
amino-terminal de la proteina LCAT modificada, el extremo carboxilo-terminal de la proteina LCAT modificada o
ambos.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina LCAT modificada tal como se
proporciona en el presente documento y un portador farmacéuticamente aceptable.

También se proporcionan usos de tratamiento de un trastorno relacionado con LCAT que comprenden la etapa de
administrar una cantidad de una proteina LCAT modificada proporcionada en el presente documento en una
cantidad eficaz para tratar dicho trastorno. En diferentes realizaciones, la LCAT modificada se administra por via
intravenosa o se administra mediante un bolo. En diversos aspectos en los usos, el trastorno relacionado con LCAT
es aterosclerosis, inflamacion, trombosis, cardiopatia coronaria, tensién arterial alta, sindrome de deficiencia de
LCAT, enfermedad de Alzheimer, opacidad corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia, infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, isquemia critica de extremidades y/o angina de pecho.

También se proporciona un uso para aumentar el colesterol HDL en un sujeto que comprende la etapa de
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina LCAT modificada proporcionada en el
presente documento.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2449 483 T3

La invencion proporciona ademas un uso para prevenir la acumulacion de colesterol en un sujeto que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina LCAT modificada tal como se proporciona en el
presente documento.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 proporciona nimeros de acceso de Genbank para proteinas LCAT silvestres que pueden producir
proteinas LCAT modificadas.

La figura 2 proporciona la secuencia de aminoacidos del nimero de acceso de Genbank AAA59499 (SEQ ID NO: 2).
Descripcion detallada de laiinvencién
I. Definiciones

El término “LCAT” o “lecitina-colesterol aciltransferasa”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
enzima glicoproteica silvestre que cataliza la sintesis de ésteres de colesterol y lisolecitina a partir de fosfatidilcolina
y colesterol no esterificado presentes en lipoproteinas. Esta enzima se produce principalmente por el higado y
circula en la sangre unida de manera reversible a lipoproteinas. LCAT humana (SEQ ID NO: 1; n.° de acceso de
Genbank AAB34898) tiene una masa de polipéptido de 49 kDa, o alrededor de 67 kDa con la masa de hidratos de
carbono afiadidos. Se representan en la figura 1 diversas secuencias de aminoécidos de LCAT para obtener una
proteina LCAT modificada util en esta invencion.

LCAT humana (SEQ ID NO: 1; n.° de acceso de Genbank AAB34898)

FWLLNVLFPP
YRKTEDFFTI
PGFGKTYSVE
GQQEEYYRKL
RFIDGFISLG
WME'P SRMAWP
LAGLPAPGVE
RSTELCGLWQ
GPPASPTASP

HTTPKAELSN
WLDLNMFLCL
YLDSSKLAGY
AGLVEEMHAA
APWGGSIKPM
EDHVFISTPS
VYCLYGVGLP
GRQPQPVHLL
EPPPPE

HTRPVILVEG
GVDCWIDNTR
LHTLVONLVN
YGKPVFLIGH
LVLASGDNQG
FNYTGRDFQR
TPRTYIYDHG
PLHGIQHLNM

CLGNQLEAKL
VVYNRSSGLV
NGYVRDETVR
SLGCLHLLYF
IPIMSSIKLK
FFADLHFEEG
FPYTDPVGVL
VESNLTLEHI

DKPDVVNWMC
SNAPGVQIRV
AAPYDWRLEP
LLRQPQAWKD
EEQRITTTSP
WYMWLQSRDL
YEDGDDTVAT
NAILLGAYRQ

El término “LCAT modificada” se refiere a lecitina-colesterol aciltransferasa tal como se definié anteriormente, en la
que uno o mas aminodcidos en la proteina LCAT silvestre se sustituyen por otro aminoacido, o uno o mas
aminoacidos se afiaden a o bien el extremo o bien el medio de la LCAT silvestre de la que se deriva la proteina
LCAT modificada. Las proteinas LCAT modificadas contempladas tienen propiedades farmacocinéticas mejoradas
en comparacion con la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT modificada. Mas
especificamente, una proteina LCAT modificada tiene o bien (i) actividad enzimatica aumentada en comparacion con
la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT modificada tal como se mide en las mismas
condiciones de ensayo in vitro, (ii) capacidad aumentada para aumentar los niveles de HDL in vivo en comparacion
con la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT modificada, (iii) tiempo de vida media o
estabilidad en plasma aumentada, es decir, vida media circulatoria aumentada, en comparacion con la estabilidad en
plasma de la proteina LCAT silvestre de la que se deriva la proteina LCAT modificada, y/o (iv) inmunogenicidad
disminuida (es decir, provoca menos respuesta inmunitaria) en comparacion con la proteina LCAT silvestre de la que
se deriva la proteina LCAT modificada. Los ensayos para medir la actividad enzimatica de LCAT incluyen, por
ejemplo, el uso de un ensayo de apoAl-liposoma y el uso de un ensayo de actividad de LCAT en plasma, que
determinan la tasa de esterificacion de colesterol en un sistema artificial y en un sistema fisiolégicamente relevante,
respectivamente. Los ensayos para medir la estabilidad de LCAT in vivo incluyen ELISA, que determina la vida
media de la proteina LCAT recombinante en la sangre tras la administracién de proteina LCAT. Se contemplan
fragmentos bioldgicamente activos de una proteina LCAT modificada en la medida en que el fragmento incluya el/los
cambio(s) de aminoacido introducido(s) en la secuencia de aminoacidos de LCAT silvestre.

Los términos “derivatizar”, “derivado” o “derivatizado” comprenden procedimientos y proteinas LCAT modificadas
resultantes en las que, por ejemplo y sin limitacion, (1) el compuesto tiene una parte ciclica; por ejemplo, reticulacion
entre residuos de cisteinilo dentro del compuesto; (2) el compuesto esta reticulado o tiene un sitio de reticulacion;
por ejemplo, el compuesto tiene un residuo de cisteinilo y por tanto forma dimeros reticulados en cultivo o in vivo; (3)
se reemplazan uno o mas enlaces peptidilicos por un enlace no peptidilico; (4) se reemplaza el extremo N-terminal
por -NRR1, NRC(O)R1, -NRC(O)OR1, -NRS(0)2R;, -NHC(O)NHR, un grupo succinimida, o benciloxicarbonil-NH-
sustituido o no sustituido, en el que R y R; y los sustituyentes del anillo son tal como se definen a continuacion en el
presente documento; (5) el extremo C-terminal se reemplaza por -C(O)Rz 0 -NR3R4 en el que Rz, Rz y R4 son tal
como se definen a continuacion en el presente documento; y (6) compuestos en los que se modifican restos de
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aminoacido individuales a través de tratamiento con agentes que pueden reaccionar con residuos terminales o
cadenas laterales seleccionadas. La derivatizacién de una proteina LCAT modificada no cambia adicionalmente la
secuencia de aminoacidos de proteina LCAT modificada, excepto en la medida en que la derivatizacion incluya la
adicion de uno o mas residuos de aminoacido en el extremo carboxilo-terminal de la secuencia de aminoéacidos de
proteina LCAT modificada, el extremo amino-terminal de la secuencia de aminoacidos de proteina LCAT modificada,
o tanto el extremo carboxilo-terminal como el extremo amino-terminal de la secuencia de aminoacidos de proteina
LCAT modificada. Ademas, una proteina LCAT modificada puede derivatizarse con una modificaciéon de cadena
lateral en un residuo de aminoacido, con la condicion de que la modificacion de cadena lateral de cisteina en la
posicion 31 en la secuencia de LCAT humana silvestre, y residuos de cisteina correspondientes en proteinas
homélogas y ortélogas humanas tal como se identifican mediante alineacion de secuencias de aminoacidos,
incluyendo huecos necesarios, se excluyan del alcance de la invencion. Ademas, se entendera que siempre que se
mencione “proteina LCAT modificada” en el presente documento, se contempla también un derivado de proteina
LCAT modificada para ese aspecto de la invencién descrita.

El término “farmacolégicamente activo” significa que una sustancia asi descrita se determina que tiene una actividad
que afecta a un parametro médico (por ejemplo, tension arterial, recuento de células sanguineas, nivel de colesterol)
o estado patolégico (por ejemplo, aterosclerosis, trastornos inflamatorio y de trombosis).

El término “sales fisiologicamente aceptables” comprende cualquier sal que se sepa o se descubra posteriormente
gue es farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos especificos son: acetato; trifluoroacetato; hidracidos
halogenados, tales como clorhidrato y bromhidrato; sulfato; citrato; tartrato; glicolato; y oxalato.

“Sustancialmente homogéneo” tal como se usa en el presente documento con referencia a una preparacion de la
invencion significa que la preparacion incluye una Unica especie de un compuesto terapéutico detectable en la
preparacién de moléculas terapéuticas totales en la preparacion, a menos que se establezca lo contrario a un
porcentaje especifico de moléculas terapéuticas totales. En general, una preparacion sustancialmente homogénea
es lo suficientemente homogénea como para presentar las ventajas de una preparacion homogénea, por ejemplo,
facilidad de aplicacion clinica y predictibilidad de la farmacocinética de lote a lote.

“Bioeficacia” se refiere a la capacidad para producir un efecto bioldgico deseado. La bioeficacia de diferentes
compuestos, o diferentes dosificaciones del mismo compuesto, o diferentes administraciones del mismo compuesto
se normalizan generalmente con respecto a la cantidad de compuesto(s) para permitir una comparacion apropiada.

“Aterosclerosis” se refiere a un estado caracterizado por el endurecimiento y/o estrechamiento de las arterias
provocado por la acumulacion de placa ateromatosa dentro de las paredes arteriales. La placa ateromatosa se
divide en tres componentes, (1) el ateroma, una acumulacion nodular de un material escamoso blando en el centro
de placas grandes, compuesto por macréfagos mas proximos a la luz de la arteria; (2) zonas subyacentes de
cristales de colesterol; (3) calcificacion en la base externa de lesiones mas avanzadas. Los indicadores de
aterosclerosis incluyen, por ejemplo, el desarrollo de placas en las arterias, su calcificacion, cuya magnitud puede
determinarse mediante tinciéon con Sudan IV, o el desarrollo de células espumosas en las arterias. El estrechamiento
de las arterias puede determinarse mediante angioplastia coronaria, CT ultrarrapida o ultrasonidos.

“Inflamacion” o “trastorno inflamatorio” se refiere a una respuesta localizada, protectora provocada por lesiéon o
destruccion de tejidos, que sirve para destruir, diluir o separar (secuestrar) tanto el agente perjudicial como el tejido
lesionado. El término “enfermedad inflamatoria” o “estado inflamatorio” tal como se usa en el presente documento
significa cualquier enfermedad en la que una respuesta inflamatoria excesiva 0 no regulada conduce a sintomas
inflamatorios excesivos, dafio al tejido huésped o pérdida de funcién tisular. Adicionalmente, el término “enfermedad
autoinmunitaria”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquier grupo de trastornos en los que la
lesion tisular esta asociada con respuesta humoral o0 mediada por células a los propios constituyentes del cuerpo. El
término “enfermedad alérgica”, tal como se usa en el presente documento, significa cualquier sintoma, dafio tisular o
pérdida de funcién tisular que resulta de alergia. El término “enfermedad artritica”, tal como se usa en el presente
documento, significa cualquiera de una gran familia de enfermedades que se caracterizan por lesiones inflamatorias
de las articulaciones atribuibles a una variedad de etiologias. El término “dermatitis”, tal como se usa en el presente
documento, significa cualquiera de una gran familia de enfermedades de la piel que se caracterizan por inflamacion
de la piel atribuible a una variedad de etiologias. El término “rechazo de trasplante”, tal como se usa en el presente
documento, significa cualquier reaccién inmunitaria dirigida contra tejido injertado (incluyendo 6rganos y células (por
ejemplo, médula dsea)), caracterizado por una pérdida de funcion de los tejidos injertados y circundantes, dolor,
hinchazon, leucocitosis y trombocitopenia.

“Trombosis” y “trastorno relacionado con trombosis” se refieren a una formacion de trombos anémala que provoca
obstruccion de vasos sanguineos y estados asociados con tal obstruccion. Los vasos sanguineos funcionan bajo
tensiones de cizallamiento significativas que son una funcién de la velocidad de cizallamiento del flujo de sangre.
Frecuentemente, hay dafio a vasos sanguineos pequefios y capilares. Cuando se dafian estos vasos, se
desencadena la hemostasia para detener la hemorragia. En circunstancias tipicas, una lesion de este tipo se trata a
través de una serie de acontecimientos denominados comunmente “formaciéon de trombos”. La formaciéon de
trombos depende de la adhesion, activacion y agregacion plaguetarias y la cascada de la coagulaciéon que culmina
en la conversion de fibrindgeno soluble en coagulo de fibrina insoluble. La formacién de trombos en el sitio de la
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herida previene la extravasacién de componentes sanguineos. Posteriormente, se produce la cicatrizacion de la
herida y la disolucién del coagulo y se restaura el flujo y la integridad del vaso sanguineo.

El término “HDL” se refiere a las lipoproteinas de alta densidad.
El término “LDL”, tal como se usa en el presente documento, significa las lipoproteinas de baja densidad.
El término “VLDL” se refiere a las lipoproteinas de muy baja densidad.

El término “tratamiento” o “tratar” incluye la administracion a un sujeto que lo necesita de una cantidad
farmacolégicamente activa de una proteina LCAT modificada de la invencion que inhibira, disminuira o revertira el
desarrollo de, por ejemplo, una aterosclerosis patolégica, un trastorno inflamatorio o un trastorno relacionado con
trombosis. En otro aspecto, tratamiento tal como se usa en el presente documento significa la administracién, a un
sujeto que lo necesita, de una cantidad de un compuesto de la invencién, que, con respecto a la aterosclerosis,
aumentara los niveles de colesterol HDL. “Inhibir”, en relacién con inhibir la aterosclerosis, pretende significar
prevenir, retardar, estabilizar o revertir la formacion o el crecimiento de placas ateromatosas, trastorno inflamatorio o
trastorno relacionado con trombosis. El tratamiento de enfermedades y trastornos en el presente documento
pretende incluir también la administracion terapéutica de una proteina LCAT modificada de la invencién (o una sal
farmacéutica, un derivado o un profarmaco de la misma) o una composicién farmacéutica que contiene la proteina
LCAT modificada a un sujeto que se cree que necesita tratamiento para enfermedades y trastornos, tales como, por
ejemplo, trastornos inflamatorios, trastornos de trombosis, cardiopatia coronaria, tension arterial alta, sindrome de
deficiencia de LCAT, enfermedad de Alzheimer, opacidad corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular, isquemia critica de extremidades, angina de pecho y similares. El tratamiento
también abarca la administracion de la proteina LCAT modificada o composicion farmacéutica a sujetos a los que no
se les ha diagnosticado que tienen una necesidad de la misma, es decir, administracion profilactica al sujeto, para la
prevencién de un estado o trastorno. Generalmente, al sujeto le diagnostica inicialmente un médico titulado y/o
profesional médico autorizado, y se sugiere, recomienda o prescribe un régimen para el tratamiento profilactico y/o
terapéutico (agudo o cronico) mediante administracion de la(s) proteina(s) LCAT modificada(s) o composiciones de
la invencion.

La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad del compuesto de la invencion que lograréa el objetivo de
mejora en la gravedad del trastorno y la frecuencia de incidencia. La mejora en la gravedad del trastorno incluye, por
ejemplo con respecto a la aterosclerosis, la prevencién de la acumulacion de colesterol en las paredes de los vasos
aumentando los niveles sanguineos de colesterol HDL, la reversion de la aterosclerosis, asi como la ralentizacion de
la progresion de la aterosclerosis, la prevencion o el tratamiento de trastornos inflamatorios, y la prevencion o el
tratamiento de estados relacionados con trombosis.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” pretende significar un ser humano u otro mamifero,
que presenta, o corre el riesgo de desarrollar, aterosclerosis, un trastorno inflamatorio o un trastorno relacionado con
trombosis. Un individuo de este tipo puede tener, o puede correr el riesgo de desarrollar, por ejemplo, estados tales
como inflamacién, trombosis, cardiopatia coronaria, tension arterial alta, sindrome de deficiencia de LCAT,
enfermedad de Alzheimer, opacidad corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, isquemia critica de extremidades, angina de pecho y similares. El prondstico y las indicaciones
clinicas de estos estados se conocen en la técnica.

Il. Proteinas LCAT modificadas

A. Ensayos

Se conocen en la técnica ensayos para determinar la actividad enzimatica de LCAT, la estabilidad en plasma (vida
media de la enzima en el plasma) o los niveles de proteina LCAT en plasma. La actividad de LCAT absoluta en el
suero y la tasa de esterificacion de colesterol endégeno pueden determinarse tal como se describe, por ejemplo, en
Albers J. et al. (1986) Methods in Enzymol. 129: 763-783; Dobiasova M. et al. (1983) Adv. Lipid Res. 20: 107-194. En
un aspecto, la actividad de LCAT puede determinarse midiendo la conversion de colesterol radiomarcado en éster
de colesterol tras la incubacion de sustratos de LCAT y LCAT radiomarcado que contienen Apo A-l. La tasa de
esterificacion de colesterol (CER, nmol de CE/ml por hora) puede medirse determinando la tasa de conversion de
colesterol marcado en éster de colesterilo tras la incubacion de plasma que esta radiomarcado con una cantidad
traza de colesterol radiactivo mediante equilibrado con una mezcla de [14C] colesterol-albimina a 4°C. La tasa de
esterificacion de colesterol enddgeno (tal como se determina con el ensayo de actividad de LCAT en plasma) se
refleja no so6lo en la masa de LCAT, sino también en la naturaleza y cantidad de sustrato de LCAT y cofactor
presentes en el suero, y por tanto proporciona una medida mejor de la actividad terapéutica de LCAT.

También se conocen en la técnica ensayos para medir la estabilidad de LCAT (vida media) en la sangre y la
concentracion de proteina LCAT en plasma. Tras su administracion, pueden medirse los niveles de proteina LCAT
recombinante en el plasma usando un ELISA descrito por JR Crowther: ELISA theory and practice, methods in
molecular Biology volumen 42). Los reactivos para medir la estabilidad de LCAT y la concentracion de proteina
incluyen anticuerpos anti-LCAT, que estan disponibles comercialmente de varios proveedores. Se facilitan a
continuacion ejemplos de uso de este ensayo para determinar la actividad y/o estabilidad de la LCAT modificada.
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B. Modificaciones de aminoacidos

Se proporcionan proteinas LCAT modificadas que comprenden una sustituciéon de aminoacido en una secuencia de
aminoacidos de proteina LCAT silvestre. Debido a que la secuencia de aminoacidos en una proteina LCAT silvestre
se modifica a través de sustitucién de uno o mas aminodcidos, la proteina LCAT modificada es, en un aspecto, una
proteina que no se produce de manera natural. Las proteinas LCAT modificadas se derivan de cualquier proteina
LCAT silvestre, exponiéndose proteinas LCAT silvestre a modo de ejemplo en la figura 1.

Para aspectos de la invencion que incluyen el tratamiento de estados de seres humanos que surgen de trastornos
relacionados con LCAT, la invencién proporciona proteinas LCAT modificadas en las que una proteina LCAT
humana se modifica para que incluya una o mas sustituciones de aminoacidos, o una o mas adiciones de
aminoacidos, y en un aspecto, la secuencia de aminoacidos de LCAT humana silvestre se expone en SEQ ID NO: 1.
En la discusion de aminoacidos especificos en la secuencia de proteina LCAT humana expuesta en SEQ ID NO: 1,
el experto de experiencia habitual en la técnica entendera que se contemplan y abarcan la misma o similar
modificacién en el mismo residuo de amino&cido o correspondiente en otras secuencias de aminoacidos de LCAT
humana (es decir, variantes alélicas u otras secuencias de LCAT que se producen de manera natural) o en
secuencias de aminoacidos de LCAT ortélogas. Con respecto a SEQ ID NO: 1, se contemplan sustituciones de
aminoacidos en (usando designaciones de aminoacidos de una Unica letra seguido por la posicion en la secuencia
de proteina, es decir, “F1” indica fenilalanina en la posicién 1 en SEQ ID NO: 1: F1, W2, L3, L4, N5, V6, L7, F8, P9,
P10, H11, T12, T13, P14, K15, Al6, E17, L18, S19, N20, H21, T22, R23, P24, V25, 126, L27, V28, P29, G30, C31,
L32, G33, N34, Q35, L36, E37, A38, K39, L40, D41, K42, P43, D44, V45, V46, N47, W48, M49, C50, Y51, R52, K53,
T54, E55, D56, F57, F58, T59, 160, W61, L62, D63, L64, N65, M66, F67, L68, C69, L70, G71, V72, D73, C74, W75,
176, D77, N78, T79, R80, V81, V82, Y83, N84, R85, S86, S87, G88, L89, V90, S91, N92, A93, P94, G95, V96, Q97,
198, R99, V100, P101, G102, F103, G104, K105, T106, Y107, S108, V109, E110, Y111, L112, D113, S114, S115,
K116, L117, A118, G119, Y120, L121, H122, T123, L124, V125, Q126, N127, L128, V129, N130, N131, G132, Y133,
V134, R135, D136, E137, T138, V139, R140, Al141, Al42, P143, Y144, D145, W146, R147, L148, E149, P150,
G151, Q152, Q153, E154, E155, Y156, Y157, R158, K159, L160, A161, G162, L163, V164, E165, E166, M167,
H168, A169, A170, Y171, G172, K173, P174, V175, F176, L177, 1178, G179, H180, S181, L182, G183, C184, L185,
H186, L187, L188, Y189, F190, L191, L192, R193, Q194, P195, Q196, A197, W198, K199, D200, R201, F202, 1203,
D204, G205, F206, 1207, S208, L209, G210, A211, P212, W213, G214, G215, S216, 1217, K218, P219, M220, L221,
V222, L223, A224, S225, G226, D227, N228, Q229, G230, 1231, P232, 1233, M234, S235, S236, 1237, K238, L239,
K240, E241, E242, Q243, R244, 1245, T246, T247, T248, S249, P250, W251, M252, F253, P254, S255, R256,
M257, A258, W259, P260, E261, D262, H263, V264, F265, 1266, S267, T268, P269, S270, F271, N272, Y273, T274,
G275, R276, D277, F278, Q279, R280, F281, F282, A283, D284, L285, H286, F287, E288, E289, G290, W291,
Y292, M293, W294, L295, Q296, S297, R298, D299, L300, L301, A302, G303, L304, P305, A306, P307, G308,
V309, E310, V311, Y312, C313, L314, Y315, G316, V317, G318, L319, P320, T321, P322, R323, T324, Y325, 1326,
Y327, D328, H329, G330, F331, P332, Y333, T334, D335, P336, V337, G338, V339, L340, Y341, E342, D343,
G344, D345, D346, T347, V348, A349, T350, R351, S352, T353, E354, L355, C356, G357, L358, W359, Q360,
G361, R362, Q363, P364, Q365, P366, V367, H368, L369, L370, P371, L372, H373, G374, 1375, Q376, H377, L378,
N379, M380, V381, F382, S383, N384, L385, T386, L387, E388. H389, 1390, N391, A392, 1393, L394, L395, G396,
A397, Y398, R399, Q400, G401, P402, P403, A404, S405, P406, T407, A408, S409, P410, E411, P412, P413,
P414, P415 y/o E416. Los aminoacidos en una o mas de estas posiciones se sustituyen por cualquier aminoacido
gue se produce de manera natural o que no se produce de manera natural. Por ejemplo y sin limitacion, la LCAT
modificada comprende una sustitucion C31Y y una sustitucién en uno o mas de residuos de aminoéacido F1, L4, L32
y N34. En un aspecto, esta segunda sustitucion es F1S, F1W, L4M, L4K, N34S, L32F y/o L32H.

En diversos aspectos, se proporcionan sustituciones particulares. Por ejemplo, y sin limitacién, se sustituye un
residuo de aminoécido alifatico (G, A, V, L o 1) por otro alifatico, se sustituye un residuo de aminoacido aromatico (F,
Y o W) por otro residuo aromatico, se reemplaza un residuo de cadena lateral de hidroxilo alifatico (S o T) por otro
residuo de cadena lateral de hidroxilo alifatico, se reemplaza un residuo bésico (K, R o H) por otro residuo de
aminoéacido basico, se reemplaza un residuo acido (D o E) por otro residuo de aminoacido acido, se reemplaza un
residuo de cadena lateral de amida (N o Q) por otro residuo de cadena lateral de amida, se reemplaza un residuo
hidréfobo (norleucina, M, A, V, L o 1) por otro residuo hidréfobo, se remplaza un residuo de aminoéacido neutro (C, S,
T, N o Q) por otro residuo neutro, se reemplaza un residuo que influye en la orientacién de la cadena (G o P) por
otro residuo que influye en la orientacion de la cadena y/o se reemplaza un residuo de cadena lateral que contiene
azufre (C o M) por otro residuo de cadena lateral que contiene azufre.

En otras divulgaciones, se introducen sustituciones conservativas en una secuencia de aminoacidos de LCAT
silvestre.

Tablal
Residuo original Sustituciones conservativas a modo de
ejemplo
A G, S
R K
N Q, H
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D E
C S
Q N
E D
G A P
H N, Q
| L,V
L Y,
K R Q E
M LY,
F M, L, Y
s T
T S
w Y
Tyr W, F
val L

Todavia otras sustituciones contempladas incluyen, también sin limitacion, las expuestas en la tabla 2 a
continuacion.

Tabla 2
Residuo original Sustituciones a modo de ejemplo
A vV, LI
R K, Q,N
N Q
D E
C S, A
Q N
E D
G P, A
H N, Q, K, R
| L, V, M, A, F, Norleucina
L Norleucina, I, V, M, AF
K R, acido 1-4-diamino-butirico, Q, N
M L,F, I
F L,V,I,AY
P A
S T, A C
T S
W Y, F
Y W,F,T,S
\Y I, M, L, F, A, Norleucina

C. Derivados

Ademas de las proteinas LCAT modificadas descritas anteriormente, se contempla que una proteina LCAT
modificada descrita anteriormente pueda sustituirse por otros “derivados” de proteinas LCAT modificadas. Tales
derivados pueden mejorar la solubilidad, absorcién, vida media biolégica, y similares de los compuestos.
Alternativamente, los restos pueden eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseado de los compuestos y
similares.

Tales derivados de proteinas LCAT modificadas incluyen aquellos en los que:

1. Las proteinas LCAT modificadas o alguna parte de las mismas son ciclicas. Por ejemplo, la parte peptidica puede
modificarse para que contenga dos o mas residuos de cisteina (por ejemplo, en el ligador), que podrian ciclarse
mediante formacién de enlaces disulfuro.

2. La proteina LCAT modificada se reticula o se hace que pueda reticularse entre moléculas. Por ejemplo, la parte
peptidica puede modificarse para que contenga un residuo de cisteina y de ese modo pueda formar un enlace
disulfuro intermolecular con una molécula similar. La proteina también puede reticularse a través de su extremo C-
terminal.

3. Se reemplaza uno o mas enlaces peptidilicos [-C(O)NR-] (uniones) por un enlace no peptidilico. Enlaces no
peptidilicos a modo de ejemplo son -CHj-carbamato [-CH»-OC(O)NR-], fosfonato, -CH,-sulfonamida [-CHa-
S(O)2NR-], urea [-NHC(O)NH-], -CHz-amina secundaria y péptido alquilado [-C(O)NRe- en el que Re es alquilo
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inferior].

4. Se derivatiza el extremo N-terminal. Normalmente, el extremo N-terminal puede acilarse o modificarse para dar
una amina sustituida. Los grupos derivados N-terminales a modo de ejemplo incluyen -NRR* (distinto de -NH,),
-NRC(O)R?, -NRC(0)OR*, -NRS(0)zR", -NHC(O)NHR", succinimida o benciloxicarbonil-NH-(CBZ-NH-), en los Ry R*
son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo inferior con la condicién de que R y R' no sean ambos
hidrégeno y en los que el anillo de fenilo puede estar sustituido con de 1 a 3 sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en alquilo C31-C4, alcoxilo C1-C4, cloro y bromo; para dar un grupo succinimida; para dar un grupo
benciloxicarbonil-NH-(CBZ-NH-); y péptidos en los que el extremo C-terminal libre se derivatiza para dar -C(O)Rz en
el que Ry se selecciona del grupo que consiste en alcoxilo inferior y -NR°R? en el que R® y R* se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo inferior. Por “inferior” quiere decirse un grupo que
tiene desde 1 hasta 6 atomos de carbono.

5. Se derivatiza el extremo C-terminal. Normalmente, el extremo C-terminal se esterifica o se amida. Por ejemplo,
pueden usarse métodos descritos en la técnica para afiadir (NH-CH2-CH»>-NHz), a compuestos de esta invencion en
el extremo C-terminal. Asimismo, pueden usarse métodos descritos en la técnica para afiadir -NH; a compuestos de
esta invencion en el extremo C-terminal. Los grupos derivados C-terminales a modo de ejemplo incluyen, por
ejemplo, -C(O)R: en el que R; es alcoxilo inferior o -NR®R* en el que R® y R* son independientemente hidrégeno o
alquilo C1-Cg (0 alquilo C1-Ca).

6. Se reemplaza un enlace disulfuro por otro resto de reticulaciéon, por ejemplo, méas estable (por ejemplo, un
alquileno). Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9; Alberts et al. (1993) Thirteenth
Am. Pep. Symp., 357-9.

7. Se modifican uno o més residuos de aminoacido individuales. Se sabe que diversos agentes de derivatizacion
reaccionan especificamente con residuos terminales o cadenas laterales seleccionadas, tal como se describe en
detalle a continuacion.

Adicionalmente, pueden introducirse modificaciones de aminoéacidos individuales en la secuencia de aminoacidos de
LCAT modificada haciendo reaccionar residuos de aminoacido seleccionados como diana de la proteina con un
agente de derivatizacion organico que puede reaccionar con residuos terminales o cadenas laterales seleccionadas.
Las siguientes son a modo de ejemplo.

Pueden hacerse reaccionar residuos terminales de lisinilo y amino con anhidrido succinico u otros anhidridos de
acido carboxilico. La derivatizacion con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los residuos de lisinilo.
Otros reactivos adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales como
picolinimidato de metilo; piridoxal fosfato; piridoxal; cloroborohidruro; &cido trinitrobencenosulfonico; O-metilisourea;
2,4-pentanodiona; y reaccion con glioxilato catalizada por transaminasa.

Pueden modificarse residuos de arginilo mediante reaccidon con uno o varios reactivos convencionales, entre ellos
fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacion de residuos de arginina requiere
gue la reaccion se realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional guanidina. Ademas, estos
reactivos pueden hacerse reaccionar con los grupos de la lisina asi como el grupo guanidino de arginina.

La modificacion especifica de residuos de tirosilo per se se ha estudiado extensamente, con particular interés en la
introduccion de marcadores espectrales en residuos de tirosilo mediante reacciébn con compuestos de diazonio
aromaticos o tetranitrometano. Lo méas cominmente, pueden usarse N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar
especies de O-acetiltirosilo y derivados de 3-nitro, respectivamente.

Pueden modificarse selectivamente grupos laterales de carboxilo (aspartilo o glutamilo) mediante reaccion con
carbodiimidas (R’-N=C=N-R’) tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, pueden convertirse residuos de aspartilo y glutamilo en residuos de asparaginilo
y glutaminilo mediante reaccién con iones amonio.

Se desamidan frecuentemente residuos de glutaminilo y asparaginilo para dar los correspondientes residuos de
glutamilo y aspartilo. Alternativamente, estos residuos pueden desamidarse en condiciones ligeramente Acidas.
Cualquier forma de estos residuos se encuentra dentro del alcance de esta invencion.

Pueden reemplazarse residuos de cisteinilo en una posicion distinta del residuo 31 por residuos de aminoéacido u
otros restos o bien para eliminar la unién por enlaces disulfuro o bien, a la inversa, para estabilizar la reticulacion.
Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9.

La derivatizaciéon con agentes bifuncionales es util para reticular los péptidos o sus derivados funcionales con una
matriz de soporte insoluble en agua u otros transportadores macromoleculares. Los agentes de reticulacion
cominmente usados incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo
ésteres disuccinimidilicos tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano. Agentes de derivatizacién tales como 3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato de metilo producen
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productos intermedio fotoactivables que pueden formar reticulaciones en presencia de luz. Alternativamente, pueden
emplearse matrices insolubles en agua reactivas tales como hidratos de carbono activados con bromuro de
ciandgeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes estadounidenses n.*® 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128;
4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440 para la inmovilizacién de proteinas.

Otras posibles modificaciones incluyen la hidroxilacion de prolina y lisina, la fosforilacién de grupos hidroxilo de
residuos de serilo o treonilo, la oxidaciéon del atomo de azufre en cisteina, la metilacién de los grupos alfa-amino de
cadenas laterales de lisina, arginina e histidina (Creighton, T.E., Proteins: Structure and Molecule Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisco, pags. 79-86 (1983)), la acetilaciéon de la amina N-terminal y, en algunos casos, la
amidacién de los grupos carboxilo C-terminales.

Tales restos derivatizados mejoran preferiblemente una o mas caracteristicas incluyendo actividad enzimatica,
solubilidad, absorcion, vida media biolégica, y similares de los compuestos de la invencién. Alternativamente, los
restos derivatizados dan como resultado compuestos que tienen las mismas, o0 esencialmente las mismas,
caracteristicas y/o propiedades del compuesto que no esta derivatizado. Alternativamente, los restos pueden
eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseado de los compuestos y similares.

Pueden unirse convenientemente grupos hidrato de carbono (oligosacéarido) a sitios que se sabe que son sitios de
glicosilacion en proteinas. Generalmente, se unen oligosacaridos unidos a O a residuos de serina (Ser) o treonina
(Thr) mientras que se unen oligosacéaridos unidos a N a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la
secuencia Asn-X-Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. X es preferiblemente uno de
los 19 aminoacidos que se producen de manera natural distintos de prolina. Las estructuras de oligosacéridos
unidos a N y unidos a O y los residuos de azlcar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de azlcar que se
encuentra comunmente en ambos es &cido N-acetilneuroaminico (denominado acido sidlico). El acido sialico es
habitualmente el residuo terminal de oligosacéridos tanto unidos a N como unidos a O y, en virtud de su carga
negativa, puede conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el
ligador de los compuestos de esta invencion y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la produccion
recombinante de los compuestos polipeptidicos (por ejemplo, en células de mamiferos tales como CHO, BHK, COS).
Sin embargo, tales sitios pueden glicosilarse ademas mediante procedimientos sintéticos o semisintéticos conocidos
en la técnica.

Pueden cambiarse proteinas LCAT modificadas de la presente invencion al nivel del ADN, también. La secuencia de
ADN de cualquier parte del compuesto puede cambiarse a codones mas compatibles con la célula huésped elegida.
Para E. coli, que es la célula huésped en un aspecto, se conocen en la técnica codones optimizados. Pueden
sustituirse codones para eliminar sitios de restriccion o para incluir sitios de restriccion silenciosos, que pueden
ayudar en el procesamiento del ADN en la célula huésped seleccionada. El vehiculo, ligador y las secuencias de
ADN del péptido pueden modificarse para incluir cualquiera de los cambios de secuencia precedentes.

Otro conjunto de derivados Utiles son las moléculas descritas anteriormente conjugadas con toxinas, trazadores o
radiois6topos. Tal conjugacion es especialmente Util para moléculas que comprenden secuencias peptidicas que se
unen a células tumorales o patégenos. Tales moléculas pueden usarse como agentes terapéuticos o0 como ayuda en
cirugia (por ejemplo, cirugia radioinmunoguiada o RIGS) o como agentes de diagnostico (por ejemplo,
radioinmunodiagndstico o RID).

Como agentes terapéuticos, estos derivados conjugados presentan varias ventajas. Facilitan el uso de toxinas y
radiois6topos que serian téxicos si se administrasen sin la unidn especifica proporcionada por la secuencia
peptidica. También pueden reducir los efectos secundarios que acompafian al uso de radiacion y quimioterapia
facilitando la disminucion de las dosis eficaces del compafiero de conjugacion.

Los comparieros de conjugacion utiles incluyen:
- radiois6topos, tales como “’itrio, **'yodo, *?actinio y ***bismuto;

* toxina ricina A, toxinas derivadas de microbios tales como endotoxina de Pseudomonas (por ejemplo, PE38,
PEA40), y similares;

» moléculas compafieras en sistemas de captura (véase a continuacion);

* biotina, estreptavidina (atiles como o bien moléculas compafieras en sistemas de captura o bien como trazadores,
especialmente para uso de diagnostico); y

* agentes citotdxicos (por ejemplo, doxorubicina).

Una adaptacion util de estos derivados conjugados es su uso en un sistema de captura. En un sistema de este tipo,
la molécula de la presente invencién comprenderia una molécula de captura benigna. Esta molécula de captura
podria unirse especificamente a una molécula efectora separada que comprende, por ejemplo, una toxina o un
radioisotopo. Tanto la molécula conjugada con vehiculo como la molécula efectora se administrarian al paciente. En
un sistema de este tipo, la molécula efectora tendria una vida media corta excepto cuando esta unida a la molécula
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de captura conjugada con vehiculo, minimizando por tanto cualquier efecto secundario téxico. La molécula
conjugada con vehiculo tendria una vida media relativamente larga pero seria benigna y no téxica. Las partes de
unién especifica de ambas moléculas pueden ser parte de una pareja de unién especifica conocida (por ejemplo,
biotina, estreptavidina) o pueden resultar de métodos de generacion de péptidos tales como los descritos en el
presente documento.

Tales derivados conjugados pueden prepararse mediante métodos conocidos en la técnica. En el caso de moléculas
efectoras proteicas (por ejemplo, endotoxina de Pseudomonas), tales moléculas pueden expresarse como proteinas
de fusion a partir de constructos de ADN correlativos. Pueden prepararse derivados conjugados con radioisotopos,
por ejemplo, tal como se describe para el anticuerpo BEXA (Coulter).

Pueden prepararse derivados que comprenden agentes citotoxicos o toxinas microbianas, por ejemplo, tal como se
describe para el anticuerpo BR96 (Bristol-Myers Squibb). Pueden prepararse moléculas empleadas en sistemas de
captura, por ejemplo, tal como se describe mediante las patentes, solicitudes de patente y publicaciones de NeoRx.
Pueden prepararse moléculas empleadas para RIGS y RID, por ejemplo, mediante las patentes, solicitudes de
patente y publicaciones de NeoProbe.

D. Vehiculos/grupos transportadores

Los compuestos de la invencidon también pueden asociarse covalente o no covalentemente con una molécula
transportadora, tal como un polimero lineal (por ejemplo, polietilenglicol, polilisina, dextrano, etc.), un polimero de
cadena ramificada (véase, por ejemplo, la patente estadounidense 4.289.872; la patente estadounidense 5.229.490;
el documento WO 93/21259); un lipido; un grupo colesterol (tal como un esteroide); o un hidrato de carbono u
oligosacérido. Otros posibles transportadores incluyen restos de anticuerpo, y en particular regiones constantes
derivadas de un anticuerpo. Todavia otros posibles transportadores incluyen una o mas uniones a polimeros
solubles en agua tales como polioxietilenglicol o polipropilenglicol tal como se describe en las patentes
estadounidenses n.°*: 4.640.835, 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 y 4.179.337. Todavia otros polimeros
utiles conocidos en la técnica incluyen monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa u otros polimeros a base de
hidratos de carbono, poli-(N-vinilpirrolidona)-polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero de
poli(6xido de propileno)/6xido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y poli(alcohol vinilico), asi
como mezclas de estos polimeros.

1. Vehiculos/transportadores de regién constante de inmunoglobulina

En una realizacién, una proteina LCAT modificada de la invencién incluye al menos un vehiculo unido a la proteina a
través del extremo N-terminal, el extremo C-terminal o una cadena lateral de uno de los residuos de aminoacido. En
una realizacion, un dominio Fc es un vehiculo. Por tanto, puede fusionarse un dominio Fc con los extremos N- o C-
terminales de los péptidos o los extremos tanto N- como C-terminales. También pueden usarse multiples vehiculos,
tal como se muestra a modo de ejemplo en el presente documento; por ejemplo, un Fc en cada extremo terminal o
un Fc en un extremo terminal y un grupo PEG en el otro extremo terminal o una cadena lateral.

En diversas realizaciones, el componente de Fc es o bien un Fc nativo o bien una variante de Fc. A modo de
ejemplo y sin limitacion, el componente de Fc es una regién Fc de la cadena pesada de IgG1 de inmunoglobulina
humana o un fragmento, derivado o dimero biolégicamente activo de la misma, véase Ellison, J.W. et al., Nucleic
Acids Res. 10:4071-4079 (1982). Sin embargo, se entiende que una region Fc para su uso en la invencion puede
derivarse de una IgG, IgA, IgM, IgE o IgD de cualquier especie. Los dominios Fc nativos estan constituidos por
polipéptidos monoméricos que pueden unirse para dar formas diméricas o multiméricas mediante asociacion
covalente (es decir, enlaces disulfuro) y/o no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre
subunidades monoméricas de moléculas de Fc nativas oscila entre 1 y 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, IgG,
IgA, IgE) o la subclase (por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgAl, IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dimero unido
por enlaces disulfuro que resulta de la digestion con papaina de una IgG (véase Ellison et al. (1982), Nucleic Acids
Res. 10: 4071-9).

En diversas realizaciones, las secuencias de Fc contempladas incluyen las conocidas en la técnica tales como, por
ejemplo, Fc IgG1 (n.° de acceso de GenBank P01857), Fc IgG2 (n.° de acceso de GenBank P01859), Fc IgG3 (n.°
de acceso de GenBank P01860), Fc 1IgG4 (n.° de acceso de GenBank P01861), Fc IgAl (n.° de acceso de GenBank
P01876), Fc IgA2 (n.° de acceso de GenBank P01877), Fc IgD (n.° de acceso de GenBank P01880), Fc IgM (n.° de
acceso de GenBank P01871) y Fc IgE (n.° de acceso de GenBank P01854).

Pueden construirse variantes, analogos o derivados de la parte de Fc, por ejemplo, realizando diversas sustituciones
de residuos o secuencias. En una realizacion, se incorpora una variante de Fc que comprende una molécula o
secuencia que se humaniza a partir de una Fc nativa no humana. Alternativamente, una variante de Fc comprende
una molécula o secuencia que carece de uno o mas sitios de Fc nativos o residuos que afectan a o estan implicados
en (1) formacién de enlaces disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula huésped seleccionada, (3) heterogeneidad
N-terminal tras la expresién en una célula huésped seleccionada, (4) glicosilacion, (5) interaccion con el
complemento, (6) union a un receptor de Fc distinto de un receptor salvaje o (7) citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA), cada uno de los cuales se describe en detalle en la solicitud de patente estadounidense n.°
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20040087778.

Los restos de polipéptido de Fc variantes (o analogos) incluyen cualquier variante de insercién, en la que uno o mas
residuos de aminoacido complementan una secuencia de aminoacidos de Fc. Las inserciones pueden estar
ubicadas en cualquiera o0 ambos extremos terminales de la proteina, o pueden estar colocadas dentro de regiones
internas de la secuencia de aminoacidos de Fc. Variantes de insercion, con residuos adicionales en cualquiera o
ambos extremos terminales, pueden incluir por ejemplo proteinas de fusion y proteinas que incluyen marcadores o
etiquetas de aminoacido. Por ejemplo, la molécula de Fc puede contener opcionalmente una Met N-terminal,
especialmente cuando la molécula se expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal como E. coli.

En variantes de deleciéon de Fc, se eliminan uno o mas residuos de aminoacido en un polipéptido de Fc. Las
deleciones pueden efectuarse en uno o ambos extremos terminales del polipéptido de Fc, o con eliminacion de uno
0 mas residuos dentro de la secuencia de aminoacidos de Fc. Las variantes de delecidn, por tanto, incluyen todos
los fragmentos de una secuencia de polipéptido de Fc.

En variantes de sustitucion de Fc, se eliminan uno o mas residuos de aminoécido de un polipéptido de Fc y se
reemplazan por residuos alternativos. En un aspecto, las sustituciones son de naturaleza conservativa y se conocen
bien en la técnica sustituciones conservativas de este tipo. Alternativamente, la invencion abarca sustituciones que
son también no conservativas.

Por ejemplo, pueden delecionarse o reemplazarse residuos de cisteina por otros aminoacidos para impedir la
formacion de parte o toda la reticulacion por disulfuros de las secuencias de Fc. Cada residuo de cisteina puede
eliminarse y/o sustituirse por otros aminoacidos, tales como Ala o Ser. Como otro ejemplo, también pueden hacerse
modificaciones para introducir sustituciones de aminoacidos para (1) suprimir el sitio de unién a receptor de Fc; (2)
suprimir el sitio de unién al complemento (C1q); y/o (3) suprimir el sitio de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (CCDA). Tales sitios se conocen en la técnica, y cualquier sustitucion conocida esta
dentro del alcance de Fc tal como se usa en el presente documento. Por ejemplo, véase Molecular Immunology, vol.
29, n.° 5, 633-639 (1992) con respecto a sitios de CCDA en IgG1.

Asimismo, pueden reemplazarse uno o mas residuos de tirosina por residuos de fenilalanina. Ademas, también se
contemplan otras inserciones, deleciones y/o sustituciones de aminoéacidos variantes y estan dentro del alcance de
la presente invencion. En una realizacion, éstas podrian ser sustituciones de aminoacidos conservativas. Ademas,
las alteraciones pueden estar en forma de aminoacidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoacidos.

Tal como se indicé anteriormente, tanto Fc nativo como variantes de Fc son dominios Fc adecuados para su uso
dentro del alcance de esta invencion. Un Fc nativo puede modificarse extensamente para formar una variante de Fc
siempre que se mantenga la unién al receptor salvaje; véanse por ejemplo los documentos WO 97/34631 y WO
96/32478. En tales variantes de Fc, pueden eliminarse uno o mas sitios de un Fc nativo que proporcionan
caracteristicas estructurales o actividad funcional mediante las moléculas de fusién de esta invencion. Pueden
eliminarse estos sitios, por ejemplo, sustituyendo o delecionando residuos, insertando residuos en el sitio o
truncando partes que contienen el sitio. Los residuos insertados o sustituidos también pueden ser aminoacidos
alterados, tales como peptidomiméticos o D-amino&cidos. Pueden ser deseables variantes de Fc por varios motivos,
varios de los cuales se describen a continuacion. Las variantes de Fc a modo de ejemplo incluyen moléculas y
secuencias en las que:

1. Se eliminan sitios implicados en la formacion de enlaces disulfuro. Tal eliminacion puede evitar la reaccion con
otras proteinas que contienen cisteina presentes en la célula huésped usada para producir las moléculas de la
invencion. Para este fin, puede truncarse el segmento que contiene cisteina en el extremo N-terminal o pueden
delecionarse o sustituirse residuos de cisteina por otros aminoacidos (por ejemplo, alanilo, serilo). Incluso cuando se
eliminan residuos de cisteina, los dominios Fc de cadena sencilla pueden formar todavia un dominio Fc dimérico que
se mantiene junto de manera no covalente.

2. Se modifica un Fc nativo para hacerlo mas compatible con una célula huésped seleccionada. Por ejemplo, puede
eliminarse la secuencia PA cerca del extremo N-terminal de un Fc nativo tipico, que puede reconocerse por una
enzima digestiva en E. coli tal como prolina iminopeptidasa. También puede afadirse un residuo de metionina N-
terminal, especialmente cuando la molécula se expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal como
E. coli.

3. Se elimina una parte del extremo N-terminal de un Fc nativo para impedir la heterogeneidad N-terminal cuando se
expresa en una célula huésped seleccionada. Para este fin, puede delecionarse cualquiera de los primeros 20
residuos de aminoécido en el extremo N-terminal, particularmente aquellos en las posiciones 1, 2, 3, 4y 5.

4. Se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion. Residuos que normalmente estan glicosilados (por ejemplo,
asparagina) pueden conferir respuesta citolitica. Tales residuos pueden delecionarse o sustituirse por residuos no
glicosilados (por ejemplo, alanina).

5. Se eliminan sitios implicados en interaccién con el complemento, tal como el sitio de unién a C1q. Por ejemplo,
puede delecionarse o sustituirse la secuencia EKK de IgG1 humana. El reclutamiento del complemento puede no ser
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ventajoso para las moléculas de esta invencién y de ese modo puede evitarse con una variante de Fc de este tipo.

6. Se eliminan sitios que afectan a la unidon a receptores de Fc distintos de un receptor salvaje. Un Fc nativo puede
tener sitios para la interaccion con determinados glébulos blancos que no se requieren para la fusién de moléculas
de la presente invencién y por tanto pueden eliminarse.

7. Se elimina el sitio de CCDA. Los sitios de CCDA se conocen en la técnica; véase, por ejemplo, Molec. Immunol.
29 (5): 633-9 (1992) con respecto a sitios de CCDA en IgG1. Estos sitios tampoco se requieren para las moléculas
de fusion de la presente invencién y por tanto pueden eliminarse.

8. Cuando el Fc nativo se deriva de un anticuerpo no humano, el Fc nativo puede humanizarse. Normalmente, para
humanizar un Fc nativo, se sustituiran residuos seleccionados en el Fc nativo no humano por residuos que se
encuentran normalmente en Fc nativo humano. Se conocen bien en la técnica técnicas para la humanizacion de
anticuerpos.

Debe indicarse que monémeros de Fc se dimerizaran espontdneamente cuando estan presentes los residuos de
cisteina apropiados, a menos que estén presentes condiciones particulares que impidan la dimerizacion a través de
la formacion de enlaces disulfuro. Incluso si se eliminan los residuos de cisteina que forman normalmente enlaces
disulfuro en el dimero de Fc o se reemplazan por otros residuos, las cadenas monoméricas formaran generalmente
un dimero a través de interacciones no covalentes. El término “Fc” en el presente documento se usa para querer
decir cualquiera de estas formas: el monémero nativo, el dimero nativo (unido por enlaces disulfuro), dimeros
modificados (unidos por disulfuros y/o de manera no covalente) y monémeros modificados (es decir, derivados).

También pueden derivatizarse secuencias de Fc, es decir, que llevan modificaciones distintas de insercion, delecion,
0 sustitucion de residuos de amino&cido. En un aspecto, las modificaciones son de naturaleza covalente, e incluyen
por ejemplo, enlaces quimicos con polimeros, lipidos, otros restos organicos e inorganicos. Sin embargo, también se
contemplan modificaciones no covalentes. Pueden preparase derivados de la invencién para aumentar la vida media
circulante, o pueden disefiarse para mejorar la capacidad de direccionamiento del polipéptido a células, tejidos u
organos deseados.

También es posible usar el dominio de union al receptor salvaje de la molécula de Fc intacta como la parte de Fc de
un compuesto de la invencion, tal como se describe en el documento WO 96/32478, titulado “Polipéptidos alterados
con vida media aumentada”. Miembros adicionales de la clase de moléculas designadas como Fc en el presente
documento son aquéllas que se describen en el documento WO 97/34631, titulado “Dominios de tipo
inmunoglobulina con vida medias aumentadas”.

2. Vehiculos de polimero soluble en agua

Tal como se indicé anteriormente, también se contemplan vehiculos de polimero. Actualmente estan disponibles
diversos medios para unir restos quimicos Utiles como vehiculos, véase, por ejemplo, la publicacion internacional n.°
WO 96/11953, titulada “Composiciones de proteinas modificadas quimicamente de manera N-terminal y métodos”.
Esta publicacién PCT da a conocer, entre otras cosas, la union selectiva de polimeros solubles en agua al extremo
N-terminal de proteinas.

Por tanto, la invencion contempla compuestos que comprenden un polimero soluble en agua (“water-soluble
polymer”, WSP). Los WSP adecuados, clinicamente aceptables incluyen sin limitacion PEG, polietilenglicol
propionaldehido, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol, carboximetilcelulosa,
poliacetales, poli(alcohol vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de
etileno/anhidrido maleico, poli-B-aminoacidos (o bien homopolimeros o bien copolimeros al azar), poli(n-
vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol (PPG) y otros poli(dxidos de alquileno),
copolimeros de poli(6xido de propileno)/6xido de etileno, polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros
polioles polioxietilados, sorbitol polioxietilado o glucosa polioxietilada, acidos colonicos u otros polimeros de hidratos
de carbono, Ficoll o dextrano y mezclas de los mismos. De hecho, se proporciona cualquiera de las formas de PEG
gue se han usado para derivatizar otras proteinas, tales como y sin limitacion mono-alcoxi (C1-C10)- o ariloxi-
polietilenglicol. El polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas en la fabricacién debido a su estabilidad en
agua.

El grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular conveniente y puede ser lineal o ramificado. El peso molecular
promedio de PEG contemplado para su uso en la invencién oscila entre aproximadamente 2 kDa vy
aproximadamente 100 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, entre aproximadamente
5kDa y aproximadamente 10 kDa. En otro aspecto, el resto de PEG tiene un peso molecular de desde
aproximadamente 6 kDa hasta aproximadamente 25 kDa. Los grupos PEG generalmente se unen a péptidos o
proteinas por medio de acilaciéon o alquilacién reductora a través de un grupo reactivo en el resto de PEG (por
ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) con un grupo reactivo en la proteina o el péptido diana (por ejemplo,
un grupo aldehido, amino o éster). Usando métodos descritos en el presente documento, puede prepararse una
mezcla de moléculas de conjugados de polimero/péptido, y la ventaja proporcionada en el presente documento es la
capacidad para seleccionar la proporcién de conjugado de polimero/péptido que va a incluirse en la mezcla. Por
tanto, si se desea, puede prepararse una mezcla de péptidos con diversos nimeros de restos de polimero unidos
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(es decir, cero, uno o dos) con una proporcion determinada de conjugado de polimero/proteina.

Una estrategia util para la pegilacion de péptidos sintéticos consiste en combinar, a través de la formacion de un
enlace de conjugado en disolucion, un péptido y un resto de WSP (PEG), llevando cada uno una funcionalidad
especial que es mutuamente reactiva hacia la otra. Los péptidos pueden prepararse facilmente con sintesis en fase
sélida convencional. Los péptidos se “preactivan” con un grupo funcional apropiado en un sitio especifico. Los
precursores se purifican y se caracterizan completamente antes de reaccionar con el resto de PEG. El ligamiento del
péptido con PEG tiene lugar habitualmente en fase acuosa y puede monitorizarse facilmente mediante HPLC
analitica de fase inversa. Los péptidos pegilados pueden purificarse facilmente mediante HPLC preparativa y
caracterizarse mediante HPLC analitica, analisis de aminoacidos y espectrometria de masas de desorcion laser.

Los polimeros de polisacaridos son otro tipo de WSP que pueden usarse para la modificaciéon de proteinas. Los
dextranos son polimeros de polisacaridos compuestos por subunidades individuales de glucosa unidas de manera
predominante mediante enlaces al-6. El propio dextrano esta disponible en muchos intervalos de peso molecular, y
esta facilmente disponible en pesos moleculares de desde aproximadamente 1 kD hasta aproximadamente 70 kD. El
dextrano es un polimero soluble en agua adecuado para su uso en la presente invencion como vehiculo por si
mismo o en combinacién con otro vehiculo (por ejemplo, Fc). Véanse, por ejemplo, los documentos WO 96/11953 y
WO 96/05309. Se ha notificado el uso de dextrano conjugado a inmunoglobulinas terapéuticas o de diagndstico;
véase, por ejemplo, la publicacidn de patente europea n.° 0 315 456. Se prefiere dextrano de aproximadamente 1 kD
a aproximadamente 20 kD cuando se usa dextrano como vehiculo segin la presente invencion.

El resto de WSP de la molécula puede estar ramificado o no ramificado. Para uso terapéutico de la preparacion de
producto final, el polimero es farmacéuticamente aceptable. En general, se selecciona un polimero deseado
basandose en consideraciones tales como si el conjugado de polimero se usara terapéuticamente, y si es asi, la
dosificacion deseada, el tiempo de circulacion, la resistencia a la protedlisis y otras consideraciones. En diversos
aspectos, el peso molecular promedio de cada WSP es de entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente
100 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, entre aproximadamente 12 kDa y
aproximadamente 40 kDa y entre aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa. Aun en otro aspecto el
peso molecular de cada polimero es de entre aproximadamente 6 kDa y aproximadamente 25 kDa. El término
“aproximadamente” tal como se usa en el presente documento y todo el tiempo, indica que en preparaciones de un
polimero soluble en agua, algunas moléculas pesardn mas, algunas menos, que el peso molecular establecido.
Generalmente, cuanto més alto sea el peso molecular o mas ramificaciones haya, més alta serd la razén de
polimero/proteina. Pueden usarse otros tamafios, dependiendo del perfil terapéutico deseado incluyendo por
ejemplo la duracion de la liberacion sostenida; los efectos, si hay alguno, sobre la actividad; la facilidad en la
manipulacion; el grado o la falta de antigenicidad y otros efectos conocidos de un polimero soluble en agua sobre
una proteina terapéutica.

El WSP debe unirse a la proteina teniendo en consideracion los efectos sobre dominios funcionales o antigénicos
del péptido o la proteina. En general, puede realizarse derivatizacion quimica en cualquier condicion adecuada
usada para hacer reaccionar una proteina con una molécula de polimero activado. Los grupos de activacion que
pueden usarse para unir el polimero soluble en agua a una o mas proteinas incluyen sin limitacion sulfona,
maleimida, sulfhidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina, oxirano y 5-piridilo. Si se une al péptido mediante alquilacion
reductora, el polimero seleccionado debe tener un unico aldehido reactivo de modo que el grado de polimerizacién
se controle.

3. Vehiculos alternativos

Los vehiculos alternativos incluyen una proteina, un polipéptido, un péptido o una molécula pequefia (por ejemplo,
un compuesto peptidomimético) que puede unirse a un receptor salvaje. Por ejemplo, podria usarse como vehiculo
un polipéptido tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.739.277. También podrian seleccionarse
péptidos mediante presentacion en fago para la union al receptor salvaje FcRn. Tales compuestos de unién a
receptor salvaje también se incluyen dentro del significado de “vehiculo” y estan dentro del alcance de esta
invencion. Tales vehiculos deben seleccionarse para lograr un aumento de la vida media (por ejemplo, evitando
secuencias reconocidas por proteasas) y una disminucion de la inmunogenicidad (por ejemplo, favoreciendo
secuencias no inmunogénicas, tal como se descubre en la humanizacién de anticuerpos).

I1l. Produccién de proteinas LCAT modificadas/métodos de preparacion

A. Polinucleétidos

Las proteinas descritas en el presente documento en gran parte pueden prepararse en células huésped
transformadas usando técnicas de ADN recombinante. Para hacer esto, se prepara una molécula de ADN
recombinante que codifica para el péptido. Se conocen bien en la técnica métodos de preparacion de tales
moléculas de ADN. Por ejemplo, podrian cortarse del ADN secuencias que codifican para los péptidos usando
enzimas de restriccion adecuadas. Alternativamente, la molécula de ADN podria sintetizarse usando técnicas de
sintesis quimica, tales como el método de fosforamidato. Ademas, podria usarse una combinaciéon de estas
técnicas.
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La solicitud también da a conocer un vector que puede expresar los péptidos en un huésped apropiado. El vector
comprende la molécula de ADN que codifica para los péptidos operativamente unida a secuencias de control de la
expresion apropiadas. Se conocen bien métodos para efectuar esta unién operativa, o bien antes o bien después de
insertarse la molécula de ADN en el vector. Las secuencias de control de la expresion incluyen promotores,
activadores, potenciadores, operadores, sitios de unién a ribosomas, sefiales de iniciacion, sefiales de terminacion,
sefiales de caperuza, sefiales de poliadenilacién y otras sefiales implicadas en el control de la transcripcién o la
traduccion.

El vector resultante que tiene la molécula de ADN en el mismo se usa para transformar un huésped apropiado. Esta
transformacion puede realizarse usando métodos bien conocidos en la técnica.

Puede usarse cualquiera de un gran nimero de células huésped disponibles y bien conocidas en la practica de esta
divulgacion. La seleccion de un huésped particular depende de un gran numero de factores reconocidos por la
técnica. Estos incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresién elegido, la toxicidad de los
péptidos codificados por la molécula de ADN, la tasa de transformacidn, la facilidad de recuperacion de los péptidos,
las caracteristicas de expresion, la bioseguridad y los costes. Debe encontrarse un equilibrio de estos factores con la
comprensién de que no todos los huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresion de una secuencia de
ADN particular. Dentro de estas directrices generales, los huéspedes microbianos utiles incluyen bacterias (tales
como E. coli sp.), levaduras (tales como Saccharomyces sp.) y otros hongos, insectos, plantas, células de
mamiferos (incluyendo seres humanos) en cultivo, u otros huéspedes conocidos en la técnica.

A continuacion, el huésped transformado se cultiva y se purifica. Las células huésped pueden cultivarse en
condiciones de fermentacion convencionales de modo que se expresen los compuestos deseados. Tales
condiciones de fermentacion se conocen bien en la técnica. Finalmente, los péptidos se purifican del cultivo
mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Las proteinas LCAT modificadas también pueden preparase mediante métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden
usarse técnicas de sintesis en fase solida. Se conocen bien en la técnica técnicas adecuadas e incluyen las
descritas en Merrifield (1973), Chem. Polypeptides, pags. 335-61 (Katsoyannis and Panayotis eds.); Merrifield
(1963), J. Am. Chem. Soc. 85: 2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid
Phase Peptide Synthesis; patente estadounidense n.° 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (32 ed.) 2: 105-253;
y Erickson et al. (1976), The Proteins (32 ed.) 2: 257-527. La sintesis en fase sélida es una técnica contemplada de
preparacién de péptidos individuales puesto que es el método mas econémico de preparacién de péptidos
pequerios.

B. Vectores

Para la expresion de proteinas recombinantes, la solicitud da a conocer un vector que codifica para una proteina
LCAT modificada que puede expresarse en un huésped apropiado. Un vector de este tipo comprende un
polinucledtido que codifica para una proteina LCAT modificada, con o sin una modificaciéon con vehiculo,
operativamente unido a secuencias de control de la expresion apropiadas. Se conocen bien en la técnica métodos
para efectuar la unién operativa, o bien antes o bien después de insertarse la molécula de ADN en el vector. Las
secuencias de control de la expresion incluyen promotores, activadores, potenciadores, operadores, sitios de unién a
ribosomas, sefiales de iniciacion, sefiales de terminacion, sefiales de caperuza, sefiales de poliadenilacion y/u otras
sefiales implicadas en el control de la transcripcion o la traduccion. El experto en la técnica apreciara que pueden
utilizarse diversas combinaciones de estas secuencias de control, dependiendo de, por ejemplo, la eleccion de la
célula huésped en la que va a expresarse la proteina LCAT modificada. El vector resultante se transforma en un
huésped apropiado usando métodos bien conocidos en la técnica.

C. Células huésped

Se usa cualquiera de un gran nimero de células huésped disponibles y bien conocidas para expresar una proteina
LCAT modificada. La seleccion de un huésped depende de varios factores incluyendo, por ejemplo y sin limitacion,
la compatibilidad con el vector de expresion elegido, la toxicidad de la proteina LCAT modificada expresada
codificada por un polinucleétido transformado, la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacion de la proteina
LCAT modificada expresada, las caracteristicas de expresion, el grado y el tipo de glicosilacién, si se desea, la
bioseguridad y los costes. Debe encontrarse un equilibrio de estos factores con la comprension de que no todos los
huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresion de una proteina LCAT modificada particular.
Dependiendo de la célula huésped empleada, el producto de expresion de LCAT modificada puede glicosilarse con
hidratos de carbono de mamiferos u otros eucariotas, o puede estar no glicosilado. El producto de expresion de
LCAT modificada también puede incluir un residuo de aminoacido de metionina inicial (en la posicién de residuo de
aminoécido -1) si se expresa en, por ejemplo, una célula huésped bacteriana. Dentro de estas directrices generales,
las células huésped adecuadas incluyen bacterias, levaduras y otros hongos, insectos, plantas, células de
mamiferos (incluyendo seres humanos) en cultivo, u otras células huésped conocidas en la técnica. Las células
huésped se cultivan en condiciones de fermentacion convencionales bien conocidas en la técnica para permitir la
expresion de los compuestos deseados y el producto de expresion de LCAT modificada se purifica usando técnicas
también conocidas en la técnica.
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Dependiendo de la célula huésped utilizada para expresar la proteina LCAT modificada, pueden unirse
convenientemente grupos de hidratos de carbono (oligosacaridos) a sitios que se sabe que son sitios de glicosilacion
en proteinas. Generalmente, se unen oligosacaridos unidos a O a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) mientras
gue se unen oligosacaridos unidos a N a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la secuencia Asn-X-
Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminodcido excepto prolina. X es preferiblemente uno de los 19
aminoacidos que se producen de manera natural sin contar la prolina. Las estructuras de oligosacaridos unidos a N
y unidos a O y los residuos de azUcar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de azlcar que se encuentra
cominmente en ambos es el acido N-acetiineuroaminico (denominado acido sidlico). El éacido sialico es
habitualmente el residuo terminal de oligosacaridos tanto unidos a N como unidos a O y, en virtud de su carga
negativa, puede conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el
ligador de los compuestos de esta invencion y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la produccién
recombinante de los compuestos polipeptidicos (por ejemplo, en células de mamifero tales como CHO, BHK, COS).
Sin embargo, tales sitios pueden glicosilarse ademéas mediante procedimientos sintéticos o semisintéticos conocidos
en la técnica.

D. Madificacién con vehiculo de una proteina LCAT modificada

Dependiendo del método de unién a WSP elegido, la proporcion de moléculas de WSP unidas a la molécula de
proteina diana variard, asi como sus concentraciones en la mezcla de reaccion. En general, la razén 6ptima (en
cuanto a eficacia de la reaccion porque no hay proteina o polimero sin reaccionar en exceso) se determina mediante
el peso molecular del WSP seleccionado. Ademas, cuando se usan métodos que implican unién no especifica y
purificacién posterior de una especie deseada, la razon puede depender del nimero de grupos reactivos
(normalmente grupos amino) disponibles.

En general, se afiade un WSP a una proteina LCAT modificada por medio de acilacion, alquilacion reductora, adicién
de Michael, alquilacién con tiol u otros métodos de conjugacién/ligamiento quimioselectivos a través de un grupo
reactivo en el WSP (es decir, un grupo aldehido, amino, éster, tiol, a-haloacetilo, maleimido o hidrazina) con un
grupo reactivo en la diana.

Por tanto, también se contempla un procedimiento para preparar derivados de conjugacion. Por tanto, un aspecto de
esta invencion es un procedimiento que comprende preparar un agente de LCAT modificada que comprende al
menos un vehiculo mediante cualquier método descrito en el presente documento o conocido de otra forma en la
técnica. A modo de ejemplo y sin limitacidn, puede utilizarse un procedimiento de modificacion quimica mediante
alquilacion reductora. Se usa un método alternativo para la modificacion con WSP descrito en Francis et al., en:
Stability of protein pharmaceuticals: in vivo pathways of degradation and strategies for protein stabilization (Eds.
Ahern., T. and Manning, M. C.) Plenum, N. Y., 1991. Todavia en otro aspecto, el método descrito en Delgado et al.,
“Coupling of PEG to Protein By Activation with Tresyl Chloride, Applications In Immunoaffinity Cell Preparation”, En:
Fisher et al., eds., Separations Using Aqueous Phase Systems, Applications In Cell Biology and Biotechnology,
Plenum Press, N.Y., N.Y., 1989 pags. 211-213, que implica el uso de cloruro de tresilo, lo que da como resultado
ningun grupo de enlace entre el resto de WSP y la proteina LCAT modificada. Sin embargo, este método alternativo
puede ser dificil de usar para producir productos terapéuticos ya que el uso de cloruro de tresilo puede producir
subproductos téxicos. En otros aspectos, la union de un WSP se efectia a través del uso de ésteres N-
hidroxilsuccinimidilicos de carboximetilmetoxipolietilenglicol, tal como se conoce bien en la técnica.

1. Alquilacién reductora

En una realizacién, la unién covalente de un WSP a una proteina LCAT modificada se lleva a cabo mediante
procedimientos de modificacion quimica por alquilacion reductora tal como se proporciona en el presente documento
para modificar selectivamente el grupo o-amino N-terminal, y sometiendo a prueba el producto resultante para
determinar la caracteristica biolégica deseada, tal como los ensayos de actividad biolégica proporcionados en el
presente documento.

La alquilacion reductora para la unién de un WSP a una proteina o un péptido se aprovecha de la reactividad
diferencial de diferentes tipos de grupos amino primarios (por ejemplo, lisina frente al N-terminal) disponibles para la
derivatizacién en una proteina particular. En las condiciones de reaccion apropiadas, se logra una derivatizacion
sustancialmente selectiva de la proteina en el extremo N-terminal con un polimero que contiene grupo carbonilo.

Usando alquilacion reductora, el agente reductor debe ser estable en disolucién acuosa y preferiblemente debe
poder reducir sélo la base de Schiff formada en el proceso inicial de alquilacién reductora. Se seleccionan agentes
reductores de, y sin limitacion, borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio, borato de dimetilamina, borato de
trimetilamina y borato de piridina.

El pH de la reaccion afecta a la razén de polimero con respecto a proteina que va a usarse. En general, si el pH de
la reaccion es inferior al pKa de un grupo reactivo diana, se deseara un mayor exceso de polimero con respecto a
proteina. Si el pH es superior al pKa diana, la razén de polimero:proteina no necesita ser tan grande (es decir, estan
disponibles mas grupos reactivos, de ese modo se necesitan menos moléculas de polimero).

Por consiguiente, la reaccién se realiza en un aspecto a un pH que permite aprovechar las diferencias en pKa entre
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los grupos e-amino de los residuos de lisina y el del grupo a-amino del residuo N-terminal de la proteina. Mediante
tal derivatizacion selectiva, se controla la unién de un polimero soluble en agua a una proteina; la conjugacioén con el
polimero tiene lugar predominantemente en el extremo N-terminal de la proteina y no se produce modificacion
significativa de otros grupos reactivos, tales como los grupos amino de la cadena lateral de lisina.

En una divulgacion, por tanto, se proporcionan métodos para la union covalente de un WSP a una proteina LCAT
modificada diana que proporcionan una preparacion sustancialmente homogénea de moléculas de conjugado de
WSP/proteina, en ausencia de purificacion extensa adicional tal como se requiere usando otras quimicas de
modificacién quimica. Mas especificamente, si se usa polietilenglicol, los métodos descritos permiten la produccion
de una proteina pegilada de manera N-terminal que carece de grupos de enlace posiblemente antigénicos, es decir,
el resto de polietilenglicol esta acoplado directamente al resto de proteina sin subproductos potencialmente téxicos.

E. Purificacién de un compuesto modificado con WSP

El método de obtencién de una preparacion de WSP-proteina LCAT sustancialmente homogénea es, en un aspecto,
mediante purificacién de una especie predominantemente Unica de LCAT modificada que tiene un resto de WSP
unido a partir de una mezcla de especies de LCAT modificada que tienen varias uniones a WSP en diversas
ubicaciones en la secuencia de proteina LCAT modificada. A modo de ejemplo, se separa en primer lugar una
especie de LCAT modificada sustancialmente homogénea mediante cromatografia de intercambio i6nico para
obtener material que tiene una caracteristica de carga de una Unica especie (aun cuando puedan estar presentes
otras especies que tienen la misma carga aparente), y entonces se separa la especie deseada usando
cromatografia de exclusion molecular. Se notifican y contemplan otros métodos por la invencion, incluyendo por
ejemplo el documento WO 90/04606, que describe un procedimiento para fraccionar una mezcla de aductos de
PEG-proteina que comprende repartir los aductos de PEG/proteina en un sistema bifasico acuoso que contiene
PEG. Un sistema de separacion de este tipo puede modificarse para su uso con proteinas LCAT modificadas que
tienen otras uniones (es decir, distintas de a PEG).

Por tanto, la presente divulgacién incluye un método para preparar un conjugado de WSP-LCAT modificada que
comprende (a) hacer reaccionar una proteina LCAT modificada que tiene mas de un grupo amino con un resto de
polimero soluble en agua en condiciones de alquilacion reductora, a un pH adecuado para activar selectivamente el
grupo a-amino en el extremo amino-terminal del resto de proteina de modo que dicho polimero soluble en agua se
une selectivamente a dicho grupo a-amino; y (b) obtener el producto de reaccidon. Opcionalmente, y particularmente
para un producto terapéutico, los productos de reaccion se separan de los restos sin reaccionar.

IV. Composiciones farmacéuticas que comprenden LCAT modificada y métodos de administracién

Aunque puede ser posible administrar los compuestos de la invencion solos, en los métodos descritos, el compuesto
administrado estd presente generalmente como un principio activo en una formulacién unitaria de dosificacion
deseada, tal como una composicion farmacéuticamente aceptable que contiene portadores farmacéuticamente
aceptables convencionales. Por tanto, en otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de esta invencion en combinacion con un portador farmacéuticamente
aceptable. Los portadores farmacéuticos aceptables incluyen generalmente diluyentes, excipientes, adyuvantes y
similares tal como se describe en el presente documento.

Una composicién farmacéutica de la invencion puede comprender una cantidad eficaz de un compuesto de la
invencion o una cantidad de dosificacion eficaz de un compuesto de la invencién. Una cantidad de dosificacion
eficaz de un compuesto de la invencién incluye una cantidad menor que, igual a 0 mayor que una cantidad eficaz del
compuesto. Por ejemplo, una composicién farmacéutica en la que se requieren dos o més dosificaciones unitarias,
tales como en comprimidos, capsulas y similares, para administrar una cantidad eficaz del compuesto, o
alternativamente, una composicion farmacéutica de mdltiples dosis, tal como polvos, liquidos y similares, en la que
puede administrarse una cantidad eficaz del compuesto administrando una parte de la composicion. “Dosificacion
unitaria” se define como una cantidad diferenciada de una composicion terapéutica dispersada en un portador
adecuado. Los expertos habituales en la técnica optimizaran facilmente las dosificaciones eficaces y los regimenes
de administracion tal como se determina mediante la buena practica médica y el estado clinico del paciente
individual.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse generalmente mezclando una o mas proteinas LCAT
modificadas con uno o mas portadores, excipientes, aglutinantes, adyuvantes, diluyentes, conservantes,
solubilizantes, emulsionantes y similares farmacéuticamente aceptables, para formar una formulacion administrable
deseada para tratar o mejorar una variedad de enfermedades. Tales composiciones incluyen diluyentes de diverso
contenido en tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza ionica; aditivos tales como detergentes y
agentes de solubilizaciéon (por ejemplo, Tween 80, polisorbato 80), antioxidantes (por ejemplo, acido ascérbico,
metabisulfito de sodio), conservantes (por ejemplo, Thimersol, alcohol bencilico) y sustancias de carga (por ejemplo,
lactosa, manitol); incorporacién del material en preparaciones particuladas de compuestos poliméricos tales como
poli(acido lactico), poli(acido glicélico), etc. o en liposomas. También puede usarse acido hialurénico, y esto puede
tener el efecto de promover una duracidn sostenida en la circulacion. Tales composiciones pueden influir en el
estado fisico, la estabilidad, la tasa de liberacion in vivo y la tasa de aclaramiento in vivo de las presentes proteinas y
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derivados. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton,
PA 18042) paginas 1435-1712. Las composiciones pueden prepararse en forma liquida, o pueden estar en polvo
secado, tal como forma liofilizada. También se contemplan formulaciones de liberacién sostenida implantables, como
las formulaciones transdérmicas.

Las composiciones farmacéuticas pueden someterse a operaciones farmacéuticas convencionales tales como
esterilizacion y/o pueden contener adyuvantes convencionales, tales como conservantes, estabilizantes, agentes
humectantes, emulsionantes, tampones, etc. Los compuestos farmacéuticamente activos de esta invencién pueden
procesarse segun métodos convencionales de farmacia para producir agentes medicinales para su administracién a
pacientes, incluyendo seres humanos y otros mamiferos.

Pueden fabricarse composiciones farmacéuticas mediante métodos bien conocidos en la técnica tales como
procedimientos de granulacién, mezclado, disolucién, encapsulacién, liofilizacion, emulsionamiento o levigacién
convencionales, entre otros. Las composiciones pueden estar en forma de, por ejemplo, granulos, polvos,
comprimidos, capsulas, jarabe, supositorios, inyecciones, emulsiones, elixires, suspensiones o disoluciones. Las
presentes composiciones pueden formularse para diversas vias de administracion, por ejemplo, mediante
administracion oral, mediante administracion transmucosa (incluyendo administracion pulmonar y nasal),
administracion parenteral (incluyendo administracion subcutanea), administracion transdérmica (topica) o mediante
administracion rectal, asi como inyeccion intratecal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, intraocular
o intraventricular. El compuesto o compuestos de la presente invencion también pueden administrarse de un modo
local en vez de sistémico, tal como inyeccion como una formulacion de liberacién sostenida.

Ademas de las formas farmacéuticas representativas descritas en el presente documento, los expertos en la técnica
conocen generalmente excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables y por tanto se incluyen en la
presente invencion. Tales excipientes y portadores se describen, por ejemplo, en “Remingtons Pharmaceutical
Sciences” Mack Pub. Co., Nueva Jersey (2000); y “Pharmaceutics The Science of Dosage Form Design, 22 ed.
(Aulton, ed.) Churchill Livingstone (2002). Las siguientes formas farmacéuticas se facilitan a modo de ejemplo y no
debe interpretarse que limitan la invencion.

A. Administracién oral

Para administracion oral, bucal y sublingual, son aceptables polvos, suspensiones, granulos, comprimidos, pildoras,
capsulas, capsulas de gelatina, trociscos o pastillas para chupar, cachets, grageas y comprimidos oblongos como
formas farmacéuticas solidas (y formas farmacéuticas unitarias) y se describen generalmente en el capitulo 89 de
Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990), 182 ed., Mack Publishing Co. Easton PA 18042. Las formas
farmacéuticas solidas también incluyen encapsulacién proteinoide o liposémica (por ejemplo, microesferas
proteinoides notificadas en la patente estadounidense n.° 4.925.673). Puede usarse encapsulacion liposémica y los
liposomas pueden derivatizarse con diversos polimeros (por ejemplo, patente estadounidense n.° 5.013.556). Se
facilita una descripcion de posibles formas farmacéuticas soélidas para el producto terapéutico en el capitulo 10 de
Marshall, K., Modern Pharmaceutics (1979), editado por G. S. Banker y C. T. Rhodes. En general, la formulacién
incluye la proteina LCAT modificada, y componentes inertes que permiten la proteccion frente al entorno del
estémago, y la liberaciéon del material biol6gicamente activo en el intestino.

Si es necesario, los compuestos se modifican quimicamente para potenciar la bioeficacia de la administracion oral.
Generalmente, la modificacion quimica contemplada es la uniéon de al menos un resto a la propia molécula de
compuesto, en la que dicho resto permite (a) la inhibicién de la protedlisis; y (b) la captacion en el torrente sanguineo
desde el estbmago o el intestino. También se desea el aumento en la estabilidad global del compuesto y el aumento
en el tiempo de circulacion en el cuerpo. También pueden usarse restos Utiles como vehiculos unidos
covalentemente en esta invencion para este fin. Los ejemplos de tales restos incluyen: PEG, copolimeros de
etilenglicol y propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona y poliprolina asi
como otros restos descritos en el presente documento. Véase también, por ejemplo, Abuchowski y Davis, Soluble
Polymer-Enzyme Adducts, Enzymes as Drugs (1981), Hocenberg y Roberts, eds., Wiley-Interscience, Nueva York,
NY, pags. 367-83; Newmark, et al. (1982), J. Appl. Biochem. 4: 185-9. Otros polimeros que podrian usarse son poli-
1,3-dioxolano y poli-1,3,6-tioxocano. En un aspecto, se proporcionan restos de PEG para uso farmacéutico, tal como
se indico anteriormente.

Para formas farmacéuticas de administracion oral, también es posible usar una sal de un aminoacido alifatico
modificado, tal como N-(8-[2-hidroxibenzoillamino)caprilato de sodio (SNAC), como portador para potenciar la
absorcion de los compuestos terapéuticos de esta invencion. Se ha demostrado la eficacia clinica de una
formulacion de heparina usando SNAC en un ensayo de fase Il realizado por Emisphere Technologies. Véase la
patente estadounidense n.° 5.792.451, “Composicion de administracion de farmacos orales y métodos”.

Los compuestos de esta invencidén pueden incluirse en la formulacidn como materiales microparticulados finos en
forma de granulos o grageas de tamafio de particula de aproximadamente 1 mm. La formulacién del material para la
administracion de capsulas también podria ser como un polvo, tapones ligeramente comprimidos o incluso como
comprimidos. El producto terapéutico también podria prepararse mediante compresion.
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Pueden prepararse composiciones farmacéuticas orales, por ejemplo, mezclando uno o mas compuestos de la
presente invencion con al menos un aditivo 0 excipiente tal como un almidén u otro aditivo y prepararse en
comprimidos, encapsularse o prepararse en otras formas deseables para administracion convencional. Aditivos o
excipientes adecuados son sacarosa, lactosa, azlcar de celulosa, manitol, maltitol, dextrano, sorbitol, almidén, agar,
alginatos, quitinas, quitosanos, pectinas, goma tragacanto, goma arabiga, gelatinas, colagenos, caseina, albumina,
polimeros o glicéridos sintéticos o semisintéticos, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa y/o polivinilpirrolidona.
Opcionalmente, las formas farmacéuticas orales pueden contener otros componentes para ayudar en la
administracion, tales como un diluyente inactivo, o lubricantes tales como estearato de magnesio, 0 conservantes
tales como parabeno o acido sérbico, o antioxidantes tales como acido ascoérbico, tocoferol o cisteina, un agente
disgregante, aglutinantes, espesantes, tampones, edulcorantes, agentes aromatizantes o agentes de perfume.
Adicionalmente, pueden afadirse tintes o pigmentos para su identificacion. Pueden tratarse adicionalmente
comprimidos y pildoras con materiales de recubrimiento adecuados conocidos en la técnica.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral pueden estar en forma de emulsiones, jarabes, elixires,
suspensiones, suspensiones espesas Yy disoluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener un
diluyente inerte, tal como agua. Pueden prepararse formulaciones farmacéuticas como suspensiones o disoluciones
liquidas usando un liquido estéril, tal como, pero sin limitarse a, un aceite, agua, un alcohol y combinaciones de
estos. Pueden afiadirse tensioactivos, agentes de suspension, agentes emulsionantes, y similares
farmacéuticamente adecuados para administracion oral o parenteral.

Mas especificamente, diversos aspectos de composiciones farmacéuticas orales incluyen uno o méas de los
siguientes aditivos.

Pueden incluirse todos los colorantes y agentes aromatizantes. Por ejemplo, la proteina (o derivado) puede
formularse (tal como mediante encapsulacién en liposomas o microesferas) y luego contenerse adicionalmente
dentro de un producto comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene colorantes y agentes aromatizantes.

Puede diluirse o aumentarse el volumen del compuesto de la invencion con un material inerte. Estos diluyentes
podrian incluir hidratos de carbono, especialmente manitol, lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos
modificados y almidon. También pueden usarse determinadas sales inorganicas como cargas incluyendo trifosfato
de calcio, carbonato de magnesio y cloruro de sodio. Algunos diluyentes disponibles comercialmente son Fast-Flo,
Emdex, STA-Rx 1500, Emcompress y Avicell.

Pueden incluirse disgregantes en la formulacion del producto terapéutico para dar una forma farmacéutica sélida.
Los materiales usados como disgregantes incluyen pero no se limitan a almidén incluyendo el disgregante comercial
basado en almidén, Explotab. Pueden usarse todos de glicolato sédico de almidén, Amberlite, carboximetilcelulosa
de sodio, ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, piel de naranja, carboximetilcelulosa acida, esponja natural y
bentonita. Otra forma de los disgregantes son las resinas de intercambio cationico insolubles. Pueden usarse gomas
en polvo como disgregrantes y como aglutinantes y éstas incluyen gomas en polvo tales como agar, karaya o
tragacanto. Acido alginico y su sal de sodio son también Gtiles como disgregantes.

Pueden usarse aglutinantes para mantener el agente terapéutico junto para formar un comprimido duro e incluyen
materiales de productos naturales tales como goma ardbiga, goma tragacanto, almidon y gelatina. Otros incluyen
metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). Pueden usarse tanto polivinilpirrolidona (PVP)
como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en disoluciones alcohdlicas para granular el producto terapéutico.

Puede incluirse un agente antifriccion en la formulacién del producto terapéutico para evitar que se pegue durante el
proceso de formulacion. Pueden usarse lubricantes como capa entre el producto terapéutico y la pared del troquel, y
estos pueden incluir pero sin limitarse a &cido estearico incluyendo sus sales de magnesio y calcio,
politetrafluoroetileno (PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También pueden usarse lubricantes
solubles tales como laurilsulfato de sodio, laurilsulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares,
Carbowax 4000 y 6000.

Pueden afiadirse deslizantes que mejoraran las propiedades de flujo del farmaco durante la formulacién y para
ayudar en la redisposicion durante la compresion. Los deslizantes pueden incluir almidén, talco, silice pirogénica y
silicoaluminato hidratado.

Para ayudar a la disolucion del compuesto de esta invencion en el entorno acuoso, puede afadirse un tensioactivo
como agente humectante. Los tensioactivos pueden incluir detergentes anidnicos tales como laurilsulfato de sodio,
dioctilsulfosuccinato de sodio y dioctilsulfonato de sodio. Pueden usarse detergentes cationicos y pueden incluir
cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio. La lista de posibles detergentes no i6nicos que pueden incluirse en
la formulacion como tensioactivos son lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, éster de acido graso de sacarosa,
metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos tensioactivos pueden estar presentes en la formulacién de la proteina o
derivado o bien solos o bien como una mezcla en diferentes razones.

También pueden incluirse aditivos en la formulacion para potenciar la captacion del compuesto. Aditivos que tienen
potencialmente esta propiedad son por ejemplo los acidos grasos acido oleico, acido linoleico y acido linolénico.
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Puede ser deseable una formulacién de liberacion controlada. EI compuesto de esta invencién puede incorporarse
en una matriz inerte que permite la liberacion mediante mecanismos de o bien difusiébn o bien lixiviaciéon, por
ejemplo, gomas. También pueden incorporarse matrices que se degeneran lentamente en la formulacién, por
ejemplo, alginatos, polisacaridos. Otra forma de una liberacion controlada de los compuestos de esta invencién es
mediante un método basado en el sistema terapéutico Oros (Alza Corp.), es decir, el farmaco se encierra en una
membrana semipermeable que permite que entre agua y empuje el farmaco fuera a través de una Unica abertura
pequefia debido a efectos osmaticos. Algunos recubrimientos entéricos tienen también un efecto de liberacion
retardada.

Pueden usarse otros recubrimientos para la formulacién. Estos incluyen una variedad de azucares que pueden
aplicarse en una cubeta de recubrimiento. El agente terapéutico también puede administrarse en un comprimido
recubierto con pelicula y los materiales usados en este caso se dividen en 2 grupos. El primero son los materiales no
entéricos e incluyen metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, metilhidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, providona y los polietilenglicoles. El segundo grupo
consiste en los materiales entéricos que son comunmente ésteres de acido ftalico.

Puede usarse una mezcla de materiales para proporcionar el recubrimiento de pelicula 6ptimo. El recubrimiento de
pelicula puede llevarse a cabo en una recubridora de cubeta o en un lecho fluidizado o mediante recubrimiento por
compresion.

B. Formas de administracién pulmonar

También se contempla en el presente documento la administracién pulmonar de la presente proteina (o derivados de
la misma). La proteina (o derivado) se administra a los pulmones de un mamifero mientras se inhala y atraviesa el
revestimiento epitelial de los pulmones hasta el torrente sanguineo. Otros informes de esto incluyen Adjei et al.,
Pharma. Res. (1990) 7: 565-9; Adjei et al. (1990), Internatl. J. Pharmaceutics 63: 135-44 (acetato de leuprolida);
Braquet et al. (1989), J. Cardiovasc. Pharmacol. 13 (supl. 5): s.143-146 (endotelina-1); Hubbard et al. (1989), Annals
Int. Med. 3: 206-12 (al-antitripsina); Smith et al. (1989), J. Clin. Invest. 84: 1145-6 (al-proteinasa); Oswein et al.
(marzo de 1990), “Aerosolization of Proteins” Proc. Symp. Resp. Drug Delivery Il, Keystone, Colorado (hormona de
crecimiento humana recombinante); Debs et al. (1988), J. Immunol. 140: 3482-8 (interferon-y y factor de necrosis
tumoral o)) y Platz et al., patente estadounidense n.° 5.284.656 (factor estimulante de las colonias de granulocitos).

Se contemplan para su uso en la practica de esta invencion una amplia gama de dispositivos mecanicos disefiados
para la administraciéon pulmonar de productos terapéuticos, incluyendo pero sin limitarse a nebulizadores,
inhaladores de dosis medida e inhaladores de polvo, todos los cuales son familiares para los expertos en la técnica.
Algunos ejemplos especificos de dispositivos disponibles comercialmente adecuados para la practica de esta
invencién son el nebulizador Ultravent, fabricado por Mallinckrodt, Inc., St. Louis, Missouri; el nebulizador Acorn I,
fabricado por Marquest Medical Products, Englewood, Colorado; el inhalador de dosis medida Ventolin, fabricado por
Glaxo Inc., Research Triangle Park, Carolina del Norte; y el inhalador de polvo Spinhaler, fabricado por Fisons Corp.,
Bedford, Massachusetts.

Todos los dispositivos de este tipo requieren el uso de formulaciones adecuadas para la dispensacion del
compuesto de la invencion. Normalmente, cada formulacion es especifica para el tipo de dispositivo empleado y
puede implicar el uso de un material propelente apropiado, ademas de diluyentes, adyuvantes y/o portadores utiles
en terapia.

El compuesto de la invencion debe prepararse lo mas ventajosamente en forma particulada con un tamafio de
particula promedio de menos de 10 um (o micrometros), lo méas preferiblemente de 0,5 a 5 um, para la
administracion més eficaz al pulmon distal.

Los portadores farmacéuticamente aceptables para administracion pulmonar incluyen hidratos de carbono tales
como trehalosa, manitol, xilitol, sacarosa, lactosa y sorbitol. Otros componentes para su uso en formulaciones
pueden incluir DPPC, DOPE, DSPC y DOPC. Pueden usarse tensioactivos naturales o sintéticos. Puede usarse
PEG (incluso aparte de su uso en la derivacion de la proteina o analogo). Pueden usarse dextranos, tales como
ciclodextrano. Pueden usarse &cidos biliares y otros potenciadores relacionados. Pueden usarse celulosa y
derivados de celulosa. Pueden usarse aminoacidos, tal como se usan en una formulacién de tampdn.

Ademas, se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusién, u otros tipos de
transportadores.

Formulaciones adecuadas para su uso con un nebulizador, o bien de chorro o bien ultrasénico, comprenderan
normalmente el compuesto de la invencion disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 0,1. Las
formulaciones pueden ser una pulverizacion o un aerosol que contiene un disolvente apropiado y opcionalmente
otros compuestos tales como, pero sin limitarse a, estabilizantes, agentes antimicrobianos, antioxidantes,
modificadores del pH, tensioactivos, modificadores de la biodisponibilidad y combinaciones de estos. Un propelente
para una formulacién de aerosol puede incluir aire comprimido, nitrogeno, diéxido de carbono o un disolvente de
bajo punto de ebullicibn a base de hidrocarburos. El compuesto o compuestos de la presente invencion se
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administran convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol a partir de un nebulizador
o similar.

D. Administracién parenteral

Las formas farmacéuticas inyectables para administracion parenteral incluyen generalmente suspensiones acuosas
0 suspensiones oleosas, que pueden prepararse usando un agente de suspension y un agente humectante o
dispersante adecuado. Las formas inyectables pueden estar en fase de disolucién o un polvo adecuado para su
reconstitucion como una disolucién. Ambos se preparan con un disolvente o diluyente. Los disolventes o vehiculos
aceptables incluyen agua esterilizada, solucién de Ringer o una solucién salina acuosa isotonica. Alternativamente,
pueden emplearse aceites estériles como disolventes 0 agentes de suspension. Normalmente, el aceite o acido
graso es no volatil, incluyendo aceites naturales o sintéticos, acidos grasos, mono-, di- o tri-glicéridos. Para
inyeccion, las formulaciones pueden contener opcionalmente estabilizantes, modificadores del pH, tensioactivos,
modificadores de la biodisponibilidad y combinaciones de estos. Los compuestos pueden formularse para
administracion parenteral mediante inyeccién tal como mediante inyeccion en bolo o infusién continua. Una forma
farmacéutica unitaria para inyeccién puede estar en ampollas o en recipientes de multiples dosis.

E. Administracion rectal

Para administracion rectal, las formulaciones farmacéuticas pueden estar en forma de un supositorio, una pomada,
un enema, un comprimido o una crema para la liberacion del compuesto en los intestinos, flexion sigmoidea y/o
recto. Se preparan supositorios rectales mezclando uno o mas compuestos de la presente invencion, o sales o
tautdmeros farmacéuticamente aceptables del compuesto, con vehiculos aceptables, por ejemplo, manteca de
cacao o polietilenglicol, que esta en fase sdlida a temperatura ambiente pero en fase liquida a las temperaturas
adecuadas para liberar un farmaco dentro del cuerpo, tal como en el recto. Pueden usarse otros diversos agentes y
aditivos en la preparacion de supositorios tal como conocen bien los expertos en la técnica.

F. Dosificaciones y formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones de la invencion pueden disefiarse para que sean de actuacion corta, de liberacion rapida, de
actuacion larga y de liberacion sostenida tal como se describe a continuacion. Por tanto, las formulaciones
farmacéuticas pueden formularse también para liberacién controlada o para liberacion lenta. Las presentes
composiciones pueden comprender también, por ejemplo, micelas o liposomas, o alguna otra forma encapsulada, o
pueden administrarse en una forma de liberacién extendida para proporcionar un efecto de administracion y/o
almacenamiento prolongado. Por tanto, las formulaciones farmacéuticas pueden comprimirse para dar grageas o
cilindros e implantarse por via intramuscular o por via subcutdnea como inyecciones de depdsito o0 como implantes
tales como endoproétesis. Tales implantes pueden emplear materiales inertes conocidos tales como siliconas y
polimeros biodegradables.

Pueden ajustarse dosificaciones especificas dependiendo de los estados de enfermedad, la edad, el peso corporal,
los estados de salud general, el sexo y la dieta del sujeto, los intervalos de dosis, las vias de administracion, la tasa
de excrecion y las combinaciones de farmacos. Cualquiera de las formas farmacéuticas anteriores que contenga
cantidades eficaces esti bien dentro de los limites de la experimentacion de rutina y, por tanto, bien dentro del
alcance de la presente invencion.

Una dosis terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo de la via de administracion y la forma farmacéutica.
Normalmente, el compuesto o compuestos de la presente invencién se seleccionan para proporcionar una
formulacion que presenta un alto indice terapéutico. El indice terapéutico es la razon de dosis entre efectos toxicos y
terapéuticos que puede expresarse como la razon entre DLso y DEso. La DLsg es la dosis letal para el 50% de la
poblacién y la DEs, es la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién. La DLsg y la DEsg se determinan
mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos de células animales o animales experimentales.

El régimen de dosificaciéon para tratar enfermedades mediadas por LCAT y otros trastornos descritos en el presente
documento con una proteina LCAT modificada y/o composiciones se basa en una variedad de factores, incluyendo
el tipo de enfermedad, la edad, el peso, el sexo, el estado médico del paciente, la gravedad del estado, la via de
administracion y el compuesto particular empleado. Por tanto, el régimen de dosificacion puede variar ampliamente,
pero puede determinarse rutinariamente usando métodos convencionales. Niveles de dosificacion del orden de
desde aproximadamente 0,01 mg hasta 30 mg por kilogramo de peso corporal al dia, por ejemplo desde
aproximadamente 0,1 mg hasta 10 mg/kg, o desde aproximadamente 0,25 mg hasta 1 mg/kg son Utiles para todos
los métodos de uso dados a conocer en el presente documento. Generalmente, el régimen diario debe estar en el
intervalo de 0,1-1000 microgramos del compuesto por kilogramo de peso corporal, preferiblemente 0,1-
150 microgramos por kilogramo.

1. Dosificaciones orales

Para administracion oral, la composicién farmacéutica puede estar en forma de, por ejemplo, una cépsula, un
comprimido, una suspensiéon o un liquido. La composicién farmacéutica puede prepararse en forma de una unidad
de dosificacion que contiene una cantidad dada del principio activo. Por ejemplo, éstas pueden contener una
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cantidad de principio activo de desde aproximadamente 1 hasta 2000 mg, por ejemplo desde aproximadamente 1
hasta 500 mg, o desde aproximadamente 5 hasta 150 mg, o desde 10 hasta 100 mg. Una dosis diaria adecuada
para un ser humano u otro mamifero puede variar ampliamente dependiendo del estado del paciente y otros
factores, pero, una vez mas, puede determinarse usando métodos de rutina.

2. Dosificaciones inyectables

El principio activo puede administrarse también mediante inyeccion como una composicién con portadores
adecuados incluyendo solucién salina, dextrosa o agua. El régimen de dosificacién parenteral diaria sera de desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal total, tal como desde aproximadamente
0,1 hasta aproximadamente 10 mg/kg, o desde aproximadamente 0,25 mg hasta 1 mg/kg.

3. Dosificaciones tépicas

Las formulaciones adecuadas para administracion topica incluyen preparaciones liquidas o semiliquidas adecuadas
para su penetracion a través de la piel (por ejemplo, linimentos, lociones, pomadas, cremas 0 pastas) y gotas
adecuadas para su administracion al ojo, el oido o la nariz.

Una dosis topica adecuada de principio activo de un compuesto de la invencion es de 0,1 mg a 150 mg
administrados de una a cuatro, por ejemplo una o dos veces al dia. Para administracion tdpica, el principio activo
puede comprender desde el 0,001% hasta el 10% p/p, por ejemplo, desde el 1% hasta el 2% en peso de la
formulacion, aunque puede comprender tanto como el 10% p/p, pero normalmente no mas del 5% p/p. En un
aspecto, la concentracion es de desde el 0,1% hasta el 1% de la formulacion.

G. Regimenes de administracién

La administracion de las composiciones puede ser sistémica o local, y puede comprender una inyeccién en un unico
sitio o la infusidbn de una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion de proteina LCAT modificada. Se
contempla cualquier via conocida por los expertos en la técnica para la administracion de una composicion
terapéutica de la invencién incluyendo, por ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutdnea o un catéter para
administracion a largo plazo. Alternativamente, se contempla que la composicion terapéutica pueda administrarse al
paciente en multiples sitios. Las administraciones mudltiples pueden hacerse simultaneamente o pueden
administrarse a lo largo de un periodo de tiempo. En determinados casos, puede ser beneficioso proporcionar un
flujo continuo de la composicion terapéutica. Puede administrarse una terapia adicional en una base de periodos, por
ejemplo, diaria, semanal o mensualmente. En determinadas realizaciones, el polipéptido de LCAT modificada se
proporciona localmente al sitio de reperfusion.

V. Métodos de tratamiento

A. Aterosclerosis, enfermedad cardiovascular o una enfermedad asociada

En un aspecto, los métodos de tratamiento de la invencidn son terapéuticos, y los compuestos y las composiciones
de la invencién se administran a un sujeto que ya padece aterosclerosis, enfermedad cardiovascular o una
enfermedad asociada. En otro aspecto, los métodos de tratamiento son profilacticos y los compuestos y las
composiciones se administran a los sujetos que corren el riesgo de desarrollar aterosclerosis. Para determinar si un
sujeto corre el riesgo de, por ejemplo, aterosclerosis, puede evaluarse el perfil de lipoproteinas aterogénicas. Por
ejemplo, una razén de colesterol sérico con respecto a HDL de 5:1 o superior indica un riesgo superior al promedio
de desarrollar aterosclerosis. Otros factores incluyen un nivel de colesterol sérico de 240 mg/dl o superior, un nivel
de HDL de 35 mg/dl o inferior, o un nivel de LDL de 190 mg/dl o superior, un nivel de proteina LCAT en plasma
inferior al normal (<5 pg/ml), y una disminucion de la tasa de esterificacion de colesterol en plasma (<60 nmol/mi/h).

La cantidad de proteina LCAT modificada eficaz para disminuir la acumulacion de colesterol depende de varios
factores, incluyendo la especie, la manera de administracion, la salud general del sujeto, el resultado deseado (por
ejemplo, profilaxis o tratamiento terapéutico) y el juicio del médico encargado. Por ejemplo, el profesional sanitario
puede decidir qué niveles de riesgo para una cardiopatia indican tratamiento profilactico, y que nivel diana de la
proteina LCAT modificada esta indicado para el tratamiento de una persona que ya padece aterosclerosis.

En seres humanos, la tasa de esterificacion de colesterol normal oscila entre aproximadamente 60 nmol/mi/h y
aproximadamente 130 nmol/m por hora. El tratamiento eficaz de aterosclerosis en seres humanos puede implicar la
administracion de las composiciones de la invencion para lograr una tasa de esterificacién de colesterol de
aproximadamente 200 nmol/mi/h.

La invencion proporciona usos para el tratamiento, la prevencion o la gestién de una enfermedad cardiovascular. Tal
como se usa en el presente documento, el término “enfermedades cardiovasculares” se refiere a enfermedades del
corazon y el sistema circulatorio. Las enfermedades cardiovasculares para las que las composiciones de la presente
invencion son (tiles para la prevencion o el tratamiento incluyen pero no se limitan a arteriosclerosis; aterosclerosis;
accidente cerebrovascular; isquemia; disfunciones del endotelio, en particular las disfunciones que afectan a la
elasticidad de los vasos sanguineos; enfermedad vascular periférica; cardiopatia coronaria; infarto de miocardio,
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infarto cerebral y reestenosis, trombosis, tension arterial alta y angina de pecho. En un aspecto, la invencién incluye
métodos de administracion de los compuestos y las composiciones de la invencién para tratamiento crénico. En otro
aspecto, la invencién contempla usos para tratamiento agudo.

Otras enfermedades para las que las composiciones de la presente invencién son Utiles para la prevencion o el
tratamiento incluyen sindrome de deficiencia de LCAT, enfermedad de Alzheimer, opacidad corneal, sindrome
metabdlico, dislipidemia, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, isquemia critica de extremidades.

B. Estados inflamatorios

Los usos, los compuestos y las composiciones de la invencién son Utiles en la supresién de la activacién de células
inflamatorias. El término “activacién de células inflamatorias”, tal como se usa en el presente documento, significa la
induccién mediante un estimulo (incluyendo, pero sin limitarse a, citocinas, antigenos o autoanticuerpos) de una
respuesta celular proliferativa, la produccion de mediadores solubles (incluyendo pero sin limitarse a citocinas,
radicales de oxigeno, enzimas, prostanoides o aminas vasoactivas) o la expresion en la superficie celular de nuevos
mediadores o numeros aumentados de los mismos (incluyendo, pero sin limitarse a, antigenos mayores de
histocompatibilidad o moléculas de adhesion celular) en células inflamatorias (incluyendo pero sin limitarse a
monocitos, macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, granulocitos, leucocitos polimorfonucleares, mastocitos, basofilos,
eosindfilos, células dendriticas y células endoteliales). Los expertos en la técnica apreciaran que la activacion de uno
0 una combinacién de estos fenotipos en estas células puede contribuir a la iniciacion, perpetuacion o exacerbacion
de un estado inflamatorio.

Los usos, los compuestos y las composiciones de la invencion son utiles en el tratamiento de enfermedades tales
como enfermedades artriticas (tales como artritis reumatoide), osteoartritis, artritis gotosa, espondilitis, oftalmopatia
asociada al tiroides, enfermedad de Behcet, septicemia, choque septicémico, choque endotbxico, septicemia por
bacterias Gram-negativas, septicemia por bacterias Gram-positivas, sindrome de choque téxico, asma, bronquitis
cronica, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica, conjuntivitis vernal, granuloma eosinofilico, sindrome de dificultad
respiratoria (aguda) del adulto (SDRA), enfermedad inflamatoria pulmonar cronica (tal como enfermedad pulmonar
obstructiva crénica), silicosis, sarcoidosis pulmonar, lesién por reperfusion del miocardio, el cerebro o las
extremidades, lesion cerebral o de la médula espinal debida a traumatismo menor, fibrosis incluyendo fibrosis
quistica, formacion de queloides, formacion de tejido cicatricial, aterosclerosis, enfermedades autoinmunitarias, tales
como lupus eritematoso sistémico (LES) y trastornos de rechazo de trasplante (por ejemplo, reaccién de injerto
frente a huésped (GvH) y rechazo de aloinjerto), glomerulonefritis crénica, enfermedades inflamatorias del intestino,
tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, enfermedades linfociticas proliferativas, tales como leucemias
(por ejemplo leucemia linfocitica crénica; LLC) (véanse Munoz et al., J. Exp. Med. 172:95-103 (1990); Mentz et al.,
Blood 88:2172-2182 (1996)), y dermatosis inflamatorias, tales como dermatitis atépica, psoriasis o urticaria.

C. Estados relacionados con trombaosis

También se contempla que los compuestos y las composiciones de la presente invencion se usen en el tratamiento
de una variedad de trastornos en los que hay una necesidad de prevenir o tratar trombosis y la pérdida o
disminucion posterior del flujo de sangre. Los ejemplos de trastornos trombéticos incluyen pero no se limitan a
aterosclerosis, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular e isquemia renal, y trombosis en cualquier parte del
cuerpo de un mamifero. La composicidn de la presente invencién se usara también en la prevencion y el tratamiento
de microangiopatia en la que la formacion de microtrombos o la unién de factor de von Willebrand (VWF) a
plaquetas provoca un consumo excesivo de plaquetas y/o VWF conduciendo a diatesis hemorragica posterior. Los
ejemplos de estos Ultimos trastornos incluyen pero no se limitan a pdrpura trombocitopénica trombdtica, enfermedad
de von Willebrand (VWD) de tipo plaquetario y de tipo Il. Los compuestos o0 usos terapéuticos de combinacion de la
presente invencion inhiben la adhesion y agregacion plaquetarias dependientes de VWF. Los compuestos, las
composiciones y los usos también son Utiles en la prolongacion del tiempo de hemorragia en un mamifero y, como
tales, son utiles como agentes antitrombéticos en métodos tanto terapéuticos como profilacticos. Como tales, estos
compuestos, composiciones y usos son Utiles como agentes anticoagulantes y/o agentes antiplaquetarios. Ademas,
la presente invencion proporciona compuestos, composiciones y usos para el tratamiento de trombosis y otros
trastornos del sistema circulatorio cardiovascular que requieren un aumento en el flujo o una reduccién en el bloqueo
de los vasos.

Los compuestos, las composiciones y los usos también son Utiles para el tratamiento de cualquier trastorno que se
trate actualmente usando terapia anticoagulante. Tales trastornos incluyen embolia pulmonar, angina de pecho
inestable, infarto de miocardio, trombosis venosa profunda, fibrilacion auricular con embolizaciéon, coagulopatias
aguda y crénica (coagulacion intravascular diseminada), para la prevencion de la coagulacién en cirugia arterial y
cardiaca, para la profilaxis y el tratamiento de embolia arterial periférica. Los compuestos, las composiciones y los
usos se usan también para tratar purpura trombocitopénica trombotica, otros tipos de microangiopatia que estan
mediados por la interacciéon espontanea entre VWF y plaquetas, enfermedades de von Willebrand de tipo plaquetario
y de tipo llb en las que hay un aumento de la unién de VWF a plaquetas (provocado por un defecto en o bien GPIb o
bien VWF). Los compuestos, las composiciones y los usos descritos en el presente documento son Utiles como
agentes antiplaguetarios en transfusiones sanguineas, circulacion extracorpérea, procedimientos de dialisis asi
como toma de muestras de sangre para procedimientos de laboratorio. Los compuestos, las composiciones y los
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usos se usan también para mantener la permeabilidad de un dispositivo de venopunciéon permanente que esta
usandose para inyeccién intermitente o terapia de infusién o toma de muestras de sangre. Los compuestos, las
composiciones y los usos son particularmente Utiles en procedimientos quirirgicos para prevenir la formacién de
coagulos de sangre. Tales indicaciones son particularmente deseables para pacientes que se someten a cirugia
abdominal para reducir el riesgo de complicaciones tromboembdlicas, pacientes que se someten a terapia de
sustitucion de la rodilla o la cadera durante y tras el procedimiento de sustitucién, asi como un profilactico general
para prevenir la formacion de coagulos en un estadio posterior. Los compuestos, las composiciones y los usos son
Utiles ademas en el tratamiento de sujetos que corren el riesgo de complicaciones tromboembdlicas debido a
movilidad gravemente restringida, por ejemplo, durante una enfermedad grave. Cualquiera de tales trastornos puede
tratarse facilmente mediante las composiciones descritas en el presente documento. Los usos terapéuticos incluyen
tanto administracion profilactica como/o terapéutica médica, segin sea apropiado.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “inhibe la agregacion plaquetaria” incluye su significado
generalmente aceptado que incluye prohibir, ralentizar o reducir la gravedad o el grado de la agregacion plaquetaria.
Una inhibicidn de este tipo puede medirse como una funcion del tiempo que tarda una muestra en coagular. En otras
realizaciones, modelos animales de trombosis. Los métodos de determinacién de la eficacia de los agentes incluyen
pruebas de coagulacion, monitorizacion del tiempo de hemorragia, determinaciéon de los niveles de hemoglobina de
un animal y similares.

VI. Terapia de combinacién

La invencién proporciona ademas usos de combinacion, en los que los compuestos y/o las composiciones de la
invencién se administran con uno 0 mas agentes adicionales. En general, los usos terapéuticos, las composiciones y
los compuestos pueden emplearse también en combinacion con otros productos terapéuticos en el tratamiento de
diversos estados patoldgicos, administrandose los agentes adicionales simultdnea o secuencialmente con una
composicion de la invencion.

A. Citocinas

Los factores hematopoyéticos o las citocinas a modo de ejemplo para tal administracién conjunta incluyen IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, factor estimulante de colonias-1 (CSF-1), M-CSF, SCF, GM-CSF, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), EPO, interferon-alfa (IFN-alfa), interfern consenso, IFN-beta, IFN-
gamma, IFN-omega, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-
23, IL-24, IL-31, IL-32 alfa, IL-33, trombopoyetina (TPO), angiopoyetinas, por ejemplo Ang-1, Ang-2, Ang-4, Ang-Y,
los polipéptidos similares a angiopoyetina humana ANGPTL1 a 7, vitronectina, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), angiogenina, activina A, activina B, activina C, proteina morfogénica 6sea-1, proteina morfogénica
Osea-2, proteina morfogénica Osea-3, proteina morfogénica 6sea-4, proteina morfogénica 6sea-5, proteina
morfogénica Osea-6, proteina morfogénica Gsea-7, proteina morfogénica O6sea-8, proteina morfogénica dsea-9,
proteina morfogénica 6sea-10, proteina morfogénica 6sea-11, proteina morfogénica ésea-12, proteina morfogénica
Osea-13, proteina morfogénica ésea-14, proteina morfogénica 6sea-15, receptor IA de proteina morfogénica 6sea,
receptor IB de proteina morfogénica 0sea, receptor Il de proteina morfogénica dsea, factor neurotréfico derivado del
cerebro, cardiotrofina-1, factor neurotréfico ciliar, receptor de factor neurotrofico ciliar, cripto, criptico, factor
quimiotactito de neutrdéfilos inducido por citocinas 1, factor quimiotactito de neutréfilos inducido por citocinas 2a,
factor quimiotactito de neutréfilos inducido por citocinas 2pB, factor de crecimiento de células endoteliales B,
endotelina 1, factor de crecimiento epidérmico, epigen, epiregulina, atrayente de neutréfilos derivado del epitelio,
factor de crecimiento de fibroblastos 4, factor de crecimiento de fibroblastos 5, factor de crecimiento de fibroblastos
6, factor de crecimiento de fibroblastos 7, factor de crecimiento de fibroblastos 8, factor de crecimiento de
fibroblastos 8b, factor de crecimiento de fibroblastos 8c, factor de crecimiento de fibroblastos 9, factor de crecimiento
de fibroblastos 10, factor de crecimiento de fibroblastos 11, factor de crecimiento de fibroblastos 12, factor de
crecimiento de fibroblastos 13, factor de crecimiento de fibroblastos 16, factor de crecimiento de fibroblastos 17,
factor de crecimiento de fibroblastos 19, factor de crecimiento de fibroblastos 20, factor de crecimiento de
fibroblastos 21, factor de crecimiento de fibroblastos acido, factor de crecimiento de fibroblastos basico, receptor de
factor neurotréfico derivado de la linea celular glial a1, receptor de factor neurotréfico derivado de la linea celular
glial 0.2, proteina relacionada con el crecimiento, proteina relacionada con el crecimiento o, proteina relacionada con
el crecimiento B, proteina relacionada con el crecimiento y, factor de crecimiento epidérmico de union a heparina,
factor de crecimiento de hepatocitos, receptor de factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento
derivado del hepatoma, factor de crecimiento similar a la insulina |, receptor de factor de crecimiento similar a la
insulina, factor de crecimiento similar a la insulina Il, proteina de unién a factor de crecimiento similar a la insulina,
factor de crecimiento de queratinocitos, factor inhibidor de leucemia, receptor de factor inhibidor de leucemia a,
factor de crecimiento nervioso, receptor de factor de crecimiento nervioso, neuropoyetina, neurotrofina-3,
neurotrofina-4, oncostatina M (OSM), factor de crecimiento de la placenta, factor de crecimiento de la placenta 2,
factor de crecimiento de células endoteliales derivado de las plaquetas, factor de crecimiento derivado de las
plaguetas, cadena A de factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento derivado de las
plaguetas AA, factor de crecimiento derivado de las plaguetas AB, cadena B de factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, factor de crecimiento derivado de las plaquetas BB, receptor o de factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, receptor B de factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor estimulante del crecimiento de
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células pre-B, factor de células madre (SCF), receptor de factor de células madre, TNF, incluyendo TNFO, TNF1,
TNF2, factor de crecimiento transformante a, factor de crecimiento transformante (3, factor de crecimiento
transformante B1, factor de crecimiento transformante p1.2, factor de crecimiento transformante B2, factor de
crecimiento transformante 33, factor de crecimiento transformante 5, factor de crecimiento transformante 1 latente,
proteina de union | a factor de crecimiento transformante B, proteina de unién Il a factor de crecimiento
transformante B, proteina de unién Ill a factor de crecimiento transformante B, linfopoyetina estromal timica (TSLP),
receptor de factor de necrosis tumoral tipo I, receptor de factor de necrosis tumoral tipo Il, receptor de activador del
plasminégeno de tipo urocinasa, factor de crecimiento endotelial vascular y proteinas quiméricas y fragmentos
biolégica o inmunolégicamente activos de los mismos.

B. Farmacos contra la aterosclerosis

Agentes activos adicionales pueden actuar en rutas sinérgicas o complementarias con la proteina LCAT modificada
cuando se usan para tratar y prevenir la aterosclerosis o gestionar el colesterol o trastornos relacionados tales como
enfermedad cardiovascular.

En un aspecto, pueden usarse los compuestos de la invencion con estatinas. Las estatinas son farmacos que
inhiben competitivamente la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, “HMG-CoA reductasa”, que es la enzima
que cataliza una etapa temprana, limitante de la velocidad en la biosintesis de colesterol. Hebert et al., JAMA 1997,
278: 313-21. Esta combinacién, ademas de elevar los niveles de HDL y disminuir los niveles de LDL, también puede
disminuir los triglicéridos y reducir la inflamacién. Se cree que la combinacién puede tener efectos terapéuticos
adicionales, por ejemplo, la combinacion puede disminuir la tension arterial; proteger frente a una cardiopatia, por
ejemplo, reduciendo la proliferacion de muasculo liso, reducir los ataques al corazén, reducir la agregacion
plaquetaria y reducir los accidentes cerebrovasculares asi como la arteriopatia periférica (obstruccion de las arterias
a las piernas).

Ejemplos de estatinas incluyen, pero no se limitan a, mevastatina, pitavastatina, rosuvastatina, pentostatina
(Nipent®), nistatina, lovastatina (Mevacor®), simvastatina (Zocor®), pravastatina (Pravachol®), fluvastatina
(Lescol®), atorvastatina (Lipitor®), cerivastatina (Baycol®), o combinaciones de las mismas. También se dan a
conocer estatinas adecuadas para su uso en las composiciones y los usos de la invencién en las patentes
estadounidenses n.”® 4.681.893; 5.273.995; 5.356.896; 5.354.772; 5.686.104; 5.969.156; y 6.126.971. Ya que
algunas estatinas pueden existir en una forma inactiva, tal como una lactona (por ejemplo, simvastatina), la
invencién abarca el uso de la forma activa (por ejemplo, forma de b-hidroxiacido) de las mismas. Véase Physicians
Desk Reference, 542 ed. (2000) pags. 1917-1920.

Los fibratos o derivados de acido fibrico se consideran agentes moduladores de lipidos de amplio espectro porque
aunque su accion principal es disminuir los triglicéridos séricos, también tienden a reducir el colesterol LDL y a
elevar el colesterol HDL. Se cree que el uso combinado de los compuestos de la invencion y un fibrato puede reducir
el riesgo de acontecimientos de cardiopatia coronaria en aquéllos con bajo colesterol HDL o con triglicéridos
elevados acelerando la descomposicion quimica (es decir, catabolismo) de lipoproteinas ricas en triglicéridos que
circulan en el cuerpo.

Los fibratos incluyen, pero no se limitan a, bezafibrato, ciprofibrato, fenofibrato, gemfibrozilo, clofibrato o
combinaciones de los mismos. Se dan a conocer fibratos adecuados para su inclusion en las composiciones o su
administracion en los usos de la invencion en las patentes estadounidenses n.® 4.895.762; 6.074.670; y 6.277.405.

Las biguanidas para su uso en las composiciones y los usos de la invencién incluyen, pero no se limitan a,
metformina, fenformina, buformina o combinaciones de las mismas. También se dan a conocer biguanidas
adecuadas para su uso en las composiciones o los métodos de la invencion en la patente estadounidense n.°
6.303.146. El uso combinado de los compuestos de la invencién y una biguanida puede mejorar el control glucémico
potenciando la sensibilidad a la insulina en el higado y en el masculo. La combinacién puede reducir o evitar factores
de riesgo cardiovasculares tales como dislipidemia, niveles elevados de inhibidor de activador del plasminégeno 1,
otras anomalias fibrinoliticas, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y es un agente terapéutico seguro y eficaz
para el tratamiento de diabetes tipo 2.

En otra realizacién, los compuestos de la invencion pueden usarse en combinacién con glitazonas, que pueden
aumentar la captacion de glucosa en el musculo y reducir la produccion de glucosa enddgena. Las glitazonas
incluyen 5-((4-(2-(metil-2-piridinilamino)etoxi)-fenil)metil)-2,4-tiazolidindiona, troglitazona, pioglitazona, ciglitazona,
WAY-120.744, englitazona, AD 5075, darglitazona, rosiglitazona, combinaciones de las mismas, o una sal, solvato,
clatrato, polimorfo, profarmaco o metabolito farmacol6gicamente activo farmacéuticamente aceptable de las mismas.
Se dan a conocer glitazonas adecuadas para su uso en las composiciones o los métodos de la invencion en las
patentes estadounidenses n.”® 4.687.777; 5.002.953; 5.741.803; 5.965.584; 6.150.383; 6.150.384; 6.166.042;
6.166.043; 6.172.090; 6.211.205; 6.271.243; 6.288.095; 6.303.640; y 6.329.404.

Composiciones que comprenden proteinas LCAT modificadas de la invencion y una sulfonilurea o un derivado de la

misma pueden aumentar la liberacién de insulina a partir del pancreas y pueden aumentar adicionalmente los
niveles de insulina reduciendo el aclaramiento hepatico de la hormona. Los farmacos a base de sulfonilurea para su

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2449 483 T3

uso en las composiciones y los métodos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, glisoxepid, gliburida,
acetohexamida, clorpropamida, glibomurida, tolbutamida, tolazamida, glipizida, gliclazida, gliquidona, glihexamida,
fenbutamida, tolciclamida, combinaciones de las mismas, o una sal, solvato o clatrato farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de combinacion también pueden incluir agentes que inhiben CETP. Tales agentes son, por
ejemplo, Torcetrapib y propanotioato de S-(2[([1-(2-etilbutil)ciclohexil]carbonil)amino]fenil)2-metilo.

Los agentes activos adicionales incluyen también farmacos cardiovasculares. Los farmacos cardiovasculares para
su uso en combinacion con los compuestos de la invencidon para prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares
incluyen farmacos antiadrenérgicos periféricos, farmacos antihipertensivos de actuacion central (por ejemplo,
metildopa, metildopa HCI), vasodilatadores directos antihipertensivos (por ejemplo, diazoxida, hidralazina HCI),
farmacos que afectan al sistema de renina-angiotensina, vasodilatadores periféricos, fentolamina, farmacos
antianginosos, glucésidos cardiacos, inodilatadores (por ejemplo, amrinona, milrinona, enoximona, fenoximona,
imazodan, sulmazol), farmacos antidisritmicos, bloqueantes de la entrada de calcio, ranitina, bosentan y rezulina.

Dependiendo del trastorno para el que se busca tratamiento, los compuestos y las composiciones de la invencion se
usan en terapia de combinacion con otros productos terapéuticos que logran un efecto bioldgico especifico.

1. Farmacos hipocolesterolemiantes

Diversos medicamentos pueden disminuir los niveles de colesterol en sangre. Pueden prescribirse individualmente o
en combinacion con otros farmacos. Algunos de los tipos comunes de farmacos hipocolesterolemiantes incluyen
estatinas, resinas y acido nicotinico (niacina), gemfibrozilo y clofibrato. Por tanto, se contempla una terapia de
combinacion utilizando, por ejemplo, clofibrato (Atromid-S, que eleva los niveles de colesterol HDL y disminuye los
niveles de triglicéridos), gemfibrozilo (Lopid, que eleva los niveles de colesterol HDL), &cido nicotinico (que funciona
en el higado afectando a la produccién de grasas sanguineas y se usa para disminuir los triglicéridos y el colesterol
LDL, y elevar el colesterol HDL (“bueno”)), resinas (que se denominan también farmacos de unién a &cidos biliares y
funcionan en los intestinos promoviendo un aumento de la eliminacién de colesterol), incluyendo colestiramina
(Questran, Prevalite, Lo-Cholest), colestipol (Colestid) y colesevelam (WelChol), y estatinas incluyendo atorvastatina
(Lipitor), fluvastatina (Lescol), lovastatina (Mevacor), pravastatina (Pravachol), rosuvastatina calcica (Crestor) y
simvastatina (Zocor).

Los farmacos de primera eleccion para colesterol LDL elevado son los inhibidores de HMG CoA reductasa, por
ejemplo, atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina. Los farmacos de
estatinas son eficaces para disminuir los niveles de colesterol LDL, tienen pocos efectos secundarios a corto plazo
inmediatos, son faciles de administrar, tienen una alta aceptacién por el paciente y tienen pocas interacciones
farmaco-farmaco.

Otra clase de farmacos para disminuir LDL son los secuestrantes de acidos biliares (colesevelam, colestiramina y
colestipol) y &cido nicotinico (niacina), que se ha mostrado que reducen el riesgo de cardiopatia coronaria en
ensayos clinicos controlados. Ambas clases de farmacos parecen estar libres de efectos secundarios graves. Pero
ambos pueden tener efectos secundarios molestos y requieren una educacion del paciente considerable para lograr
la adherencia. El acido nicotinico puede usarse por pacientes con niveles de triglicéridos que superan 250 mg/dl
porque los secuestrantes de acidos biliares tienden a elevar los niveles de triglicéridos.

2. Inhibidores de ACE

La angiotensina Il provoca que los vasos sanguineos se contraigan y de ese modo estrecha los vasos sanguineos.
El estrechamiento de los vasos aumenta la tensién dentro de los vasos y puede provocar tension arterial alta
(hipertension). La angiotensina Il se forma a partir de angiotensina | en la sangre mediante la enzima, enzima
convertidora de angiotensina (ACE). Los inhibidores de ACE disminuyen la producciéon de angiotensina 1. Como
resultado, los vasos sanguineos se agrandan o dilatan, y se reduce la tensién arterial. Los inhibidores de ACE que
estan disponibles en los Estados Unidos incluyen captopril (Capoten), benazepril (Lotensin), enalapril (Vasotec),
lisinopril (Prinivil, Zestril) fosinopril (Monopril), ramipril (Altace), perindopril (Aceon), quinapril (Accupril), moexipril
(Univasc) y trandolapril (Mavik).

C. Farmacos antiinflamatorios

En la prevencion y el tratamiento de inflamacion, se contempla terapia de combinacion con, por ejemplo, acido
acetilsalicilico (Aspirina, Ecotrin), salicilato de colina y magnesio (Trilisate), diclofenaco (Voltaren, Cataflam, Voltaren-
XR), diflunisal (Dolobid), etodolaco (Lodine), fenoprofeno (Nalfon), flurbiprofeno (Ansaid), ibuprofeno (Advil, Motrin,
Medipren, Nuprin), indometacina (Indocin, Indocin-SR), ketoprofeno (Orudis, Oruvail), meclofenamato (Meclomen),
nabumetona (Relafen), naproxeno (Naprosyn, Naprelan, Anaprox, Aleve), oxaprozina (Daypro), fenilbutazona
(Butazolidine), piroxicam (Feldene), salsalato (Disalcid, Salflex), tolmetina (Tolectin), valdecoxib (Bextra) y farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) selectivos de COX-2 incluyendo Bextra, Celebrex, Naproxen y Vioxx. Los
AINE de venta bajo receta incluyen ibuprofeno (Brufen), aceclofenaco (Preservex), acemetacina (Emflex),
azapropazona (Rheumox), celecoxib (Celebrex), dexketoprofeno (Keral), diclofenaco (Voltarol, Diclomax, Arthrotec),
diflusinal (Dolobid), etodolaco (Lodine), fenbufeno (Lederfen), fenoprofeno (Fenopron), flurbiprofeno (Froben),
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indometacina, ketoprofeno (Orudis, Oruvail), acido mefenamico, meloxicam (Mobic), nabumetona (Relifex),
naproxeno (Naprosyn, Synflex), fenilbutazona (Butacote), piroxicam (Feldene), sulindaco (Clinoril), tenoxicam
(Mobiflex) y acido tiaprofénico (Surgam).

D. Farmacos antitrombosis

En usos para la prevencion y el tratamiento de estados relacionados con trombosis, se contempla terapia de
combinaciéon con farmacos antitrombosis tales como farmacos anticoagulantes, que inhiben la capacidad de la
sangre para formar coagulos, o coagular, e incluyen dalteparina (Fragmin), danaparoide (Orgaran), enoxaparina
(Lovenox), heparina (diversos), tinzaparina (Innohep), warfarina (Coumadin) y lepirudina (Refludan), y farmacos
antiplaguetarios tales como aspirina, ticlopidina (Ticlid), clopidogrel (Plavix), tirofiban (Aggrastat) y eptifibatida
(Integrilin). Todavia otros métodos incluyen el uso de bivalirudina (inhibidor de trombina selectivo y reversible),
argatroban (inhibidor reversible de trombina) y heparinas de bajo peso molecular (LMWH), incluyendo enoxaparina
(Lovenox), dalteparina (Fragmin), ardeparina (Normiflo), fondaparinux e idraparinux. Todavia otros farmacos
antitrombosis contemplados para su uso en métodos de la invencion incluyen fragmina (inyeccion de dalteparina
sédica), lovenox (enoxaparina sédica), Normiflo (ardeparina sddica), Orgaran (danaparoide sodico), inhibidores de
FXa indirectos (dependientes de antitrombina) tales como fondaparinux (Arixtra®) e idraparinux, inhibidores de FXa
directos (independientes de antitrombina) tales como BAY 59-7939 [Bayer], DPC-423 [Bristol-Myers Squibb], DX-
9065a [Daiichi], LY517717, razaxaban (DPC906), lepirudina (Refludan®), desirudina (Revasc®), bivalirudina
(Hirulog®, Angiomax®), argatroban (Novastan®), melagatran y ximelagatran (Exanta®).

Debe entenderse que el trastorno que puede tratarse usando las composiciones de la presente invencion esta
limitado solo por el hecho de que el trastorno necesita una intervencion terapéutica que inhiba la agregacion
plaquetaria. Las dosis del agente pueden modificarse para cada sujeto individual. Para cada directriz particular sobre
las vias de administraciéon y los usos se remite a los expertos en la técnica al Physician’s Desk Reference para
descripciones generalizadas de formulaciones, vias de administracion y monitorizacién de pacientes usados para
agentes tales como Aggrastat™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1933-1937, PDR, 572 edn., 2003),
Aggrenox™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1023-1026, PDR, 572 edn., 2003), Agrilin™ (véase por
ejemplo, la entrada en las paginas 3142-3143, PDR, 572 edn., 2003), Flolan™ (véase por ejemplo, la entrada en las
paginas 1516-1521, PDR, 572 edn., 2003), Integrilin™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 2138-2142,
PDR, 572 edn., 2003), Presantine™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1052-2053, PDR, 572 edn., 2003),
Plavix™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1098-1101, PDR, 572 edn., 2003), Pletal™ (véase por
ejemplo, la entrada en las paginas 2780-2782, PDR, 572 edn., 2003), REoPro™ (véase por ejemplo, la entrada en
las paginas 1866-1870, PDR, 572 edn., 2003), Coumdin™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1074-1079,
PDR, 572 edn., 2003), Fragmin™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 2750-2754, PDR, 572 edn., 2003),
Hep-Lock™ (véase por ejemplo, la entrada en las paginas 1284-1288, PDR, 572 Edn., 2003), Lovenox™ (véase por
ejemplo, la entrada en las paginas 739-744, PDR, 572 edn., 2003), Miradon™ (véase por ejemplo, la entrada en las
paginas 3051-3052, PDR, 572 edn., 2003). Estas entradas en el PDR se proporcionan para mostrar el nivel de
experiencia en la técnica referente a la formulacion y el uso de las composiciones como anticoagulantes y agentes
antiplagquetarios.

E. Farmacos antidiabéticos.

También se contempla terapia de combinacion usando farmacos antidiabéticos que disminuyen los niveles de
glucosa en sangre. Excepto para insulina, exenatida y pramlintida, los antidiabéticos se administran por via oral y por
tanto se denominan agentes hipoglucémicos orales o agentes antihiperglucémicos orales. Los farmacos
antidiabéticos se dividen en seis grupos: insulina, sufonilureas, inhibidores de alfa-glucosidasa, biguanidas,
meglitinidas y tiazolidindionas.

La insulina (Humulin, Novolin) controla los niveles de glucosa en sangre. Las formas incluyen suspension de insulina
isofana, suspensién de insulina de zinc y otras formulaciones que extienden la duracion de la accion de la insulina.
También se contempla el uso de formas inhaladas de insulina.

Las sulfonilureas aumentan la liberacién de insulina a partir de las células beta del pancreas, e incluyen
clorpropamida [Diabinese], tolazamida [Tolinase], glipizida [Glucotrol], glimepirida (Amaril), tolbutamida (Orinase),
acetohexamida (Dymelor), gliburida (Diabeta, Micronase, Glynase) y gliclazida (Diamicron).

Los inhibidores de alfa-glucosidasa inhiben la conversion de disacaridos e hidratos de carbono complejos en
glucosa, y se usan en terapia de combinacion con sulfonilureas u otros agentes hipoglucémicos. Este tipo de agente
antidiabético incluye acarbosa [Precose] y miglitol [Glyset].

La clase de biguanidas de compuestos mencionados anteriormente disminuye la produccion de glucosa hepatica,
disminuye la absorcion intestinal de glucosa y aumenta la captacion y el uso de glucosa periférica.

La clase de meglitinida de compuestos estimula la produccion de insulina y puede usarse en combinacién con
metformina. Esta clase incluye repaglinida (Prandin) y nateglitinida (Starlix).

Un agente de tiazolidindiona reduce la produccion de glucosa en el higado y aumenta la captacién de glucosa
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dependiente de insulina en células musculares. Estos agentes pueden usarse en combinacién con metformina o una
sulfonilurea, e incluyen rosiglitazona (Avandia) y pioglitazona (Actos).

También se contempla terapia de combinacién con analogos peptidicos antidiabéticos. Tales analogos incluyen
incretinas que son secretagogos de insulina, incluyendo péptido similar a glucagén-1 (GLP-1) y péptido inhibidor
gastrico (también conocido como péptido insulinotrépico dependiente de glucosa o GIP). Tanto GLP-1 como GIP se
inactivan mediante la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). Otros péptidos incluyen exenatida (también Exendin-4,
comercializado como Byetta) que es un agonista de GLP y es mas resistente a la degradacion por DPP-4;
inhibidores de dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) que mantienen la concentracién sanguinea de GLP-1 inhibidendo su
degradacion por dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), incluyendo esta clase de péptidos vildagliptina y sitagliptina, y
analogos de agonistas de amilina que ralentizan el vaciado gastrico y suprimen los glucagones, incluyendo este tipo
pramlintida.

Se entiende que la aplicacion de las ensefianzas de la presente invencion para una situacién o problema especifico
estard dentro de las capacidades de un experto habitual en la técnica en vista de las ensefianzas contenidas en el
presente documento. A continuacion aparecen ejemplos de los productos de la presente invencion y procedimientos
representativos para su aislamiento, uso y fabricacion.

Ejemplo 1
Preparacion de proteina LCAT modificada

Se clond un polinucleétido que codifica para proteina LCAT humana silvestre (SEQ ID NO: 1) a partir de una
biblioteca de ADNc de higado humano. Se mutagenizé ADN que codifica para la proteina LCAT humana silvestre
usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quickchange (Stratagene) bien conocido y utilizado de manera rutinaria
en la técnica.

En resumen, se incorporaron pares de cebadores que contenian las mutaciones disefiadas en las moléculas de ADN
recién sintetizadas. Se etiquetd la secuencia que codifica para LCAT recién sintetizada con un polinucleétido que
codifica para un fragmento Fc humano en el extremo C-terminal de la proteina codificada. Se digirié el molde original
con endonucleasa Dpn I. Se transformé el ADN de vector cortado que contenia los mutantes deseados en E. coli
XLI-Blue. Se recuperaron plasmidos que codifican para LCAT mutante a partir de la E. coli transformada. Se
confirm6 la presencia de las mutaciones en los plasmidos mediante analisis de secuenciacion de ADN y se
transfectaron constructos de LCAT-Fc mutantes en células CHO para la expresion de proteinas usando un conjunto
de vectores a base de DHFR y medios definidos quimicamente. Se aislaron proteinas mutantes de fusion LCAT
humana recombinante-Fc (rhLCAT-Fc) (es decir, proteinas LCAT modificadas) de los medios de cultivo de células
CHO transfectadas. Las producciones (es decir, fermentaciones) han implicado el crecimiento de células CHO
transfectadas en o bien frascos agitadores o bien recipientes de biorreactores secretandose rhLCAT-Fc al medio.

Se realiz6 la purificacién de proteinas LCAT humanas modificadas fusionadas a Fc tal como sigue. Se recogieron
normalmente los cultivos tras 4-6 dias de produccion de proteinas y se aislo el sobrenadante bruto de las células
mediante centrifugacién o filtracion por fibras huecas para producciones en frasco agitador y biorreactor,
respectivamente. Entonces, la mezcla bruta o bien se cargd directamente o bien se concentr6 10x - 20x y se
intercambié el tampon a fosfato de sodio 20 mM, pH 7,2, NaCl 300 mM, azida al 0,05% y se cargd sobre resina
mAbSelect Sure (GE Biosciences). Entonces se lavo la resina con el mismo tampdn fosfato con alto contenido en sal
5 - 10 veces y se eluyd la proteina unida con citrato 300 mM, pH 3,4. Se neutralizaron las fracciones eluidas con
tampon Tris 1 M, pH 8,0. Con el fin de enriquecer el material purificado por afinidad a proteina A hasta méas del 90%
de proteina de longitud completa, se utilizé cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) de alta resolucion. Se cargo
un conjunto con pH neutralizado directamente sobre una columna Biosuite Phenyl HIC preempaquetada (Waters)
dando como resultado que el volumen de especies truncadas no se retuviese, y el volumen de la proteina de
longitud completa se adhiriese a la columna. Se eluyeron las proteinas LCAT modificadas-Fc mediante un gradiente
lineal hasta el 100% de H,O Milli-Q. Se analizaron las fracciones para determinar el porcentaje de LCAT de longitud
completa mediante la secuencia N-terminal (NTS) y se agruparon por consiguiente. Entonces se concentr6 un
conjunto de HIC y se purific adicionalmente mediante cromatografia de exclusiéon molecular (SEC) preparativa con
PBS, pH 7,2, glicerol al 10%, EDTA 50 uM como fase movil. Se concentr6 el producto de SEC no agregado hasta
5 mg/ml si es necesario, se alicuotd y se congelé inmediatamente.

Ejemplo 2
Examenes de proteinas LCAT modificadas

Actividad enzimatica de LCAT

Se determiné la actividad de las proteinas LCAT modificadas midiendo el cambio de la tasa de conversion de
colesterol marcado con *H (FC) en éster de colesterilo (CE). En el ensayo de actividad de LCAT en plasma (CER),
se equilibraron muestras de plasma humano con una cantidad traza de colesterol radiomarcado a 4°C y se midi6 la
tasa de esterificacién de colesterol mediante analisis de cromatografia en capa fina (CCF) tras incubacién a 37°C
(Dobiasova y Frohlich, Physiol Res. 1996; 45, 65-73).
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Para medir la actividad del compuesto usando un formato de ensayo de apoAl-liposoma, se expreso proteina LCAT
modificada en células CHO y se recogi6 la enzima secretada a partir de las células transfectadas de manera estable
en el medio de cultivo libre de suero. Se determiné la actividad de la enzima LCAT modificada en los medios de
cultivo usando sustratos de apoAl-liposoma preparados mediante el procedimiento de didlisis de colato convencional
(Chen et al. (1982) J. Lipid Res. 23: 680-691). La mezcla inicial contenia fosfatidilcolina de huevo (PC) (Sigma), 1*H-
colesterol no esterificado/apoAl humana (raz6n molar de 250:12,5:0,8). Tras la didlisis, se incorporaron los
proteoliposomas con la proteina LCAT modificada. Se determiné la actividad de LCAT midiendo la conversion de
colesterol radiomarcado en éster de colesterilo y se expresé en nmol de CE/ml por hora. Se midié la actividad de la
enzima LCAT maodificada en forma purificada usando el mismo ensayo, excepto porque se purificé la proteina LCAT
recombinante o bien con una columna de afinidad a proteina A convencional que reconocia especificamente el
fragmento de fusion de Fc de la proteina recombinante, o bien con resina de afinidad que reconoce especificamente
la etiqueta de His de la proteina recombinante. Se expreso la actividad de LCAT de muestras purificadas en nmol de
CE/ug/hora.

Se resumen los intervalos de actividad de las proteinas LCAT modificadas a modo de ejemplo en la tabla 3.

Tabla 3
Posicién Proteina LCAT modificada Actividad de LCAT
(nmol/h/ug)
Silvestre Secuencia silvestre +
Adicion de Q antes del primer ++
aminoacido

Adicion de P entre los ++
aminoacidos 1y 2

Usar el péptido sefial de ++
cadena kappa de ratén

Usar el péptido sefial de IgG1  ++
humana

Fusion de Fc de IgG1 humana -
N-terminal

Adicion de FWLLNV en el ++
extremo N-terminal

Adicién de FWLLNVLFPP en ++
el extremo N-terminal

Adiciébn de FWLLNVLFPP en +++
el extremo C-terminal

F1 F1A ++
F1G ++
F1l ++
F1L ++
F1M ++
F1P ++
F1v ++
F1C ++
F1W +++
F1Y ++
F1T ++
F1S +++
F1Q ++
FIN ++
F1H ++
F1D ++

L3 L3I ++
L3F ++
L3C ++
L3W ++
L3y ++
L4A ++

L4 L4l ++
L4M ++
L4F ++
Lav ++
L4wW ++
L4y ++
L4T ++
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N5

V6

L7

C31

T246N
N384
W2-C31
N5-C31
L4-C31
N5-C31

V28-C31

P29-C31

G30-C31

C31-L32
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L4Q
L4R

N5A

N5M

N5M

N5H

N5K

N5D

N5E

L7M

L7F

L7E

C31A

C31l
C31M
C31F
c31v
c31c
C31W
c31ly
C31T
C31R
C31H
N384C
N384Q
E416C
F1A-C31Y
L4F-C31Y
N4E-C31Y
N5Q-C31Y
N5D-C31Y
N5A-C31Y
V28A-C31I
V28I-C31l
V28C-C31l
V28T-C31
V28R-C31l
P29GC31-I
P29F-C31I
P29T-C31I
G30A-C31I
G301-IC31
C21I-L32A
IC31-IL32
C31I-L32M
C31I-L32F
C311-L32C
C31I-L32W
C31I-L32Y
C311-L32T
C311-L32S
C31I-L32N
C31I-L32H
C31I-L32E
C311-G33|
C311-G33M
C31I-G33F
C311-G33S
C31I-G33H
C31I-N34A
G30A-C31I
G301-IC31
C21I-L32A
IC31-1L32
C31I-L32M
C31I-L32F
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C311-L32C ++
C311-L.32W ++
C31I-L32Y ++
C31I-L32T ++
C31I-L32S ++
C31I-L32N ++
C31I-L32H +++
C31I-L32E ++
C31-G33 C311-G33I ++
C311-G33M ++
C31I-G33F ++
C31I-G33S ++
C31I-G33H ++
C31-N34 C31I-N34A ++
C31I-N34C ++
C31I-N34S
C31I-N34R++ +++

Tal como se usa en el presente documento, “+” es la actividad de la proteina silvestre; “++” — la actividad enzimatica
de LCAT esta en el intervalo de desde el -20% hasta el +50% de la actividad de la proteina silvestre; “+++” — la
actividad de LCAT es al menos el 50% superior a la de la proteina silvestre tal como se mide en el mismo entorno
experimental. “-” indica que la actividad esta por debajo del nivel detectable.

Se purificaron proteinas LCAT modificadas con actividad enzimética de al menos un 20% superior a la de la proteina
LCAT silvestre en una escala mayor para determinar las secuencias N-terminales de la proteina LCAT modificada.
Se sometieron las proteinas LCAT modificadas que mantenian una secuencia N-terminal intacta sin ningin
truncamiento a evaluacion adicional de la estabilidad y eficacia in vivo.

Estabilidad y eficacia in vivo de las entidades de proteina LCAT modificada

Se evaluaron moléculas de proteina LCAT modificada en modelos animales incluyendo ratones, hamsteres y
conejos. Las lecturas para la evaluacion in vivo incluian la eficacia del aumento de los niveles de colesterol HDL en
plasma (HDL-C) y la estabilidad (PK). Se trataron los animales de eleccién con una dosificacién Unica o una
dosificacion mdltiple de proteina LCAT modificada y durante el periodo de tiempo de hasta 255 horas, se aislaron
muestras de plasma de los animales y se realizaron las mediciones.

Se determiné HDL-C enzimaticamente usando enzima modificada con polietilenglicol (PGE) y sulfato de dextrano, tal
como se describe en el kit de 32 generacion de HDL-C plus, cobas, (n.° de cat. 04713311 190), y usando un
analizador automético Roche/Hitachi 904/911/912/MODULAR analyzers CAN 435.

Se midio PK tal como sigue. En resumen, el ensayo usado para determinar las concentraciones de proteina LCAT
recombinante-Fc era un método de ELISA de tipo sandwich desarrollado en Amgen. Se diluy6 el clon de anti-LCAT
de raton 9B14A12 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), entonces se recubrid sobre los pocillos de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) y se incubd durante la noche a 5° + 3°C. Se lavé la placa 3
veces con tampon de lavado 1X KPL. Se dispensd a los pocillos un tampén de bloqgueo compuesto por leche
desnatada en polvo al 10% (NFDM) en PBS + Tween-20 al 0,05% (PBST). Tras un minimo de una hora de
incubacién a temperatura ambiente ambiental (TAA) sin agitacion, se eliminé el tampon de blogueo de los pocillos. A
continuacion, se afiadieron a la placa los patrones de ensayo de LCAT-Fc, NSB y muestras de control de calidad
(QC), que se prepararon en el 100% de suero de conejo blanco de Nueva Zelanda y se trataron previamente a un
factor de dilucion de 50 en PBST + NFDM al 10%, junto con muestras de suero de conejo que también se trataron
previamente en PBST + NFDM al 10%. Tras una hora de incubacién a TAA con agitacion, se lavé la placa seis
veces con tampoén de lavado 1X KPL, luego se diluyd un anticuerpo de cabra anti-Fc de conejo marcado con
peroxidasa del rabano con reactividad cruzada minima con proteina sérica humana (Jackson; n.° 111-035-046) a un
factor de dilucién de 25.000 en NFDM al 10% que contenia suero de conejo reunido al 2% y se afiadié a los pocillos
para la deteccién de LCAT-Fc. Tras una hora de incubacién a TAA con agitacion, se lavo la placa y se revel6 usando
disolucién de sustrato TMB (tetrametilbencidina y peroxido 1:1, Kirkegaard & Perry Laboratories). Se extinguio la
reaccion colorimétrica resultante con acido fosférico 1+9 (VWR; n.° VW3346-1) tras diez minutos de incubacion a
TAA y se determinaron las densidades Opticas (DO) a una longitud de onda de 450-650 nm. Se logré la conversion
de los valores de DO en concentraciones para las muestras de QC y desconocidas a través de comparacion
mediada por software Watson con una curva patron analizada simultaneamente, que se sometié a regresion segun
un modelo logistico de cuatro parametros con un factor de ponderacion de 1.

Los resultados mostraron que la proteina LCAT modificada sometida a prueba tenia una estabilidad mejorada en
comparacioén con proteina LCAT silvestre y que se aumenté de manera robusta HDL de una manera dependiente de
la dosis. Se analizaron adicionalmente las moléculas de proteina LCAT modificada que mostraban eficacia en la
elevacion de los niveles de HDL-C en plasma y estabilidad in vivo aceptable en modelos de aterosclerosis
preclinicos.
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Modelos animales de aterosclerosis

Este estudio implicé el uso de conejos blancos de Nueva Zelanda (NZW) silvestres. Se trataron los animales con
dieta aterogénica (alta en colesterol) durante 4 meses para inducir aterosclerosis, seguido por tratamiento usando
LCAT modificada para la regresion de la aterosclerosis. Se dividieron los animales en 4 grupos para los
tratamientos: a) vehiculo; b) dosis de rLCAT baja y c) dosis de rLCAT alta; y d) sin tratamiento pero sacrificando los
animales para la determinacion de la linea basal de lesion de placas, respectivamente. Se fij6 la duracion del
tratamiento durante 8-16 semanas dependiendo de si se producen efectos adversos a lo largo del transcurso. Al final
del tratamiento, se evaluaron las lesiones ateroscleréticas. El procedimiento para evaluar la placa aterosclerética fue
el siguiente.

En resumen, se anestesiaron los animales usando pentobarbital y luego se realizé una perfusién con solucion salina,
seguido por fijacion con paraformaldehido. Se aislé la aorta retirando todos los érganos adheridos y los tejidos
grasos y se separ6 desde la parte distal a la proximal. Entonces se inmoviliz6 la aorta sobre placas de cera y se tifio
usando Sudéan IV. Se uso fotografia con microscopio Optico para cuantificar el area de la lesion de placas y se
analizé la tincion usando el software Image-Pro.

Ejemplo 3
Proteina LCAT recombinante con mutaciones dobles

En vista de las mediciones de actividad observadas anteriormente con diversas mutaciones de LCAT, se prepararon
varios mutantes dobles que comprendian una sustituciéon C31Y y una sustitucion adicional, tal como se muestra a
continuaciéon, y se evaluaron para determinar la actividad mediante la capacidad para convertir colesterol
radiomarcado (FC) en éster de colesterilo (CE), tal como se describié anteriormente.

Se muestran los resultados a continuacion en la tabla 4 comparandose los mutantes dobles con proteina silvestre y
la proteina C31Y LCAT mutante individual. Tal como se uso en la tabla 4, “-” indica que la actividad enzimatica
estaba por debajo del nivel de deteccion; “+” se muestra como la actividad de la proteina LCAT silvestre; “++” indica
gue la actividad enzimética estaba en el intervalo del -20% al +50% de la actividad de la proteina silvestre; “+++”
indica actividad en el intervalo del +100% al +500% de la actividad de la proteina silvestre; y “++++” indica actividad
enzimatica mayor de +500% de la actividad de LCAT silvestre.

Tabla 4
Proteina LCAT Actividad de LCAT (nmol/h/ug)
Silvestre +
C31Y +++
C31Y, F1S +++
C31Y, FiW ++++
C31Y, L4M ++
C31Y, L4K +
C31Y, N34S +++
C31Y, L32F +++
C31Y, L32H +++
C31Y, L7N -

Ejemplo 4
Comparacion in vivo entre proteinas LCAT modificada y silvestre

Con el fin de evaluar individualmente la actividad in vivo de una proteina LCAT modificada en comparacion con
LCAT silvestre individualmente, se llevé a cabo el siguiente experimento.

Se expresaron proteina LCAT silvestre recombinante y LCAT modificada que comprende una sustitucion C31Y en
células CHO transfectadas de manera estable. Se expreso la LCAT C31Y modificada y una proteina de fusién con
Fc, derivandose el vehiculo de Fc de IgG o bien humana o bien de conejo. Se expresé la proteina humana silvestre
con una etiqueta de histidina (His) carboxilo-terminal y se purificé con perlas de afinidad que se unen
especificamente a esta etiqueta. Se purificd la proteina LCAT C31Y modificada-Fc usando perlas de afinidad a
proteina A. Se solubilizaron ambas formas de proteinas rLCAT purificadas en tampdn que contenia PBS pH 7,2,
EDTA 50 uM y glicerol al 10%.

Se alimentaron ratones silvestres con pienso normal antes del estudio. Se les administré a los animales (n=4 por
grupo) una Unica dosis de proteinas o bien silvestres o bien modificadas a 10 mg/kg mediante inyeccion i.v. y se
recogieron muestras de sangre a determinados puntos de tiempo a lo largo de las siguientes dos semanas. Se
evalu6 el suero de cada muestra para determinar el contenido en proteina LCAT modificada o silvestre usando
ELISA convencional. Se evalu6 la actividad de la proteina mediante la conversion de colesterol radiomarcado (FC)
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en éster de colesterilo (CE). Se midieron los lipidos plasmaticos, colesterol total (CT), C de lipoproteinas de alta
densidad (HDL-C) y triglicéridos (TG), usando un analizador clinico.

Los resultados indicaron que se aisl6 la proteina LCAT silvestre de los medios de cultivo de células CHO que tenia
un peso molecular de 70 kD y una actividad de 20 nmol de CE/h/ug. Se mostré que la proteina silvestre tenia una
vida media de menos de 30 minutos, y la actividad de LCAT en plasma en el plazo de 2 horas tras su administracion
aument6 del 30 al 40%. No se detecté ningln cambio en los niveles de HDL-C en plasma a lo largo del transcurso
del estudio.

En cambio, se aisl6 la proteina LCAT modificada C31Y humana recombinante de los medios de cultivo de las células
huésped con un peso molecular de 95 kD (mondmero) y mostré una actividad de 200 nmol de CE/h/ug. Se
determiné que la vida media para la proteina tras su administracion era de aproximadamente 3 dias, y en el plazo de
3 dias tras su administracion la actividad de LCAT en plasma aumento hasta el 400%. Ademas, los niveles de HDL-
C en plasma mostraron un aumento de aproximadamente 3,5 veces 24 horas tras la administracién y duraron
aproximadamente tres dias antes de regresar al nivel basal.

Ejemplo 5
Evaluacion de la actividad de LCAT modificada

Se disefiaron experimentos para evaluar la capacidad de una proteina LCAT modificada para restaurar los niveles
de ApoA-l y HDL-C en ratones deficientes en LCAT (se generaron ratones deficientes en LCAT tal como se describe
en la publicacion The Journal of Biological Chemistry, 1997; 272: 15777-15781).

En resumen, se alimentd un grupo de ratones deficientes en LCAT vy silvestres (n = 4 por grupo) con pienso hormal
antes del estudio. Entonces se trataron los animales mediante inyeccion i.v. de o bien proteina LCAT humana
recombinante modificada [rhLCAT(C31Y)-huFc] a 10 mg/kg o bien tampon de vehiculo e igual volumen (PBS pH 7,2,
EDTA 50 uM, glicerol al 10%). Aproximadamente 24 horas tras la inyeccion, se sacrificaron los animales y se
recogieron muestras de sangre. Se aislaron muestras de suero de la sangre. Se determin6 la actividad de LCAT en
plasma mediante la conversiéon de colesterol radiomarcado (FC) en éster de colesterilo (CE) con el uso de apoAl-
proteoliposoma como sustrato. Se determinaron los niveles de proteina apoA-l en plasma mediante
inmunotransferencia de tipo Western con el uso de anticuerpo anti-apoAl de raton. Se midieron los lipidos
plasmaticos (CT, HDL-C y TG) mediante un analizador clinico.

Los resultados mostraron que el tratamiento con la proteina rhLCAT modificada aumentd la actividad de LCAT en
plasma en ratones silvestres y restaurd la actividad de LCAT en plasma en ratones deficientes en LCAT. Ademas, el
tratamiento con la proteina rhLCAT modificada restauré los niveles de proteina apoAl en plasma en ratones
deficientes en LCAT hasta aproximadamente niveles normales (es decir, niveles de raton silvestre), tal como se
midié con inmunotransferencia de tipo Western. Ademas, el tratamiento con la proteina rhLCAT modificada restaurd
los niveles de HDL-C en plasma en ratones deficientes en LCAT hasta aproximadamente el nivel de raton silvestre,
tal como se midi6 con el analizador clinico indicado. Finalmente, el tratamiento con la proteina rhLCAT modificada
suprimio los niveles de TG elevados en ratones deficientes en LCAT hasta los mismos niveles que el ratdn silvestre
con el mismo tratamiento, también tal como se midio.

Ejemplo 6
Evaluacién in vivo adicional de la actividad de LCAT modificada

En otra serie de experimentos, se evalud la actividad de rhLCAT modificada in vivo para determinar su efecto sobre
los niveles de HDL-C en conejos.

En resumen, se alimentaron conejos blancos de Nueva Zelanda (peso corporal de ~2 kg cada uno) con pienso
normal antes del estudio. Entonces se aleatorizaron los animales en tres grupos recibiendo cada grupo (n=4)
tratamiento de o bien tampén de vehiculo (PBS pH 7,2, EDTA 50 uM, glicerol al 10%) o bien proteina LCAT(C31Y)-
rab Fc de conejo recombinante dosificada a 1,0 mg/kg o 10,0 mg/kg, respectivamente. A los puntos de tiempo
indicados, se recogieron muestras de sangre para los andlisis. Se aislaron muestras de suero de la sangre. Se
determiné la actividad de LCAT en plasma mediante la conversion de colesterol radiomarcado (FC) en éster de
colesterilo (CE) con el uso de apoAl-proteoliposoma como sustrato. Se midieron los lipidos plasmaticos (CT, HDL-C
y TG) mediante un analizador clinico. Se usaron muestras de suero reunidas del mismo grupo de animales en
fraccionamiento por FPLC, y se determiné el contenido en colesterol y TG en cada fraccién mediante un analizador
clinico.

Los resultados mostraron que el tratamiento con la proteina rLCAT modificada aumenté rapidamente la actividad de
LCAT en plasma de maneras dependientes del tiempo y la dosis y también aumento de manera robusta los niveles
de HDL-C en plasma, también de maneras dependientes del tiempo y la dosis. Ademas, la proteina rLCAT
modificada modulé las particulas de HDL de manera dependiente de la dosis y reversiblemente sin aumentar los
niveles de LDL o VLDL en plasma, tal como se indico con el andlisis de FPLC.
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Ejemplo 7
Estudios de inmunogenicidad

Se llevaron a cabo estudios de inmunogenicidad con el fin de determinar si una secuencia de proteina LCAT
modificada provocaria una respuesta inmunitaria desfavorable en seres humanos.

En resumen, se evaluaron dos péptidos de proteina LCAT mediante métodos in silico para determinar su potencial
para inducir una respuesta inmunitaria. Un péptido tenia 33 residuos de longitud con la secuencia de aminoacidos de
LCAT silvestre. El otro péptido tenia también 33 aminoacidos de longitud, pero incluia una modificacion C16Y de la
secuencia de LCAT silvestre, correspondiendo la mutacion C16Y a la mutacién de la secuencia de LCAT C31Y.

Los resultados mostraron que el péptido silvestre inducia una baja respuesta inmunitaria. Sorprendentemente, ain
cuando se pronostico que el péptido C16Y mutante induce una respuesta inmunitaria superior, se encontré que la
respuesta inmunitaria real era bastante baja. En vista de este resultado, se cree que la proteina LCAT C31Y
modificada es improbable que induzca una respuesta antiterapéutica cuando se administra in vivo.

La combinacién de datos en este y en otros ejemplos en el presente documento indica que aunque una proteina
LCAT silvestre es menos probable que induzca una respuesta inmunitaria, la actividad superior de la proteina LCAT
modificada, y la baja capacidad de la proteina modificada para inducir una respuesta inmunitaria, hacen que la
proteina LCAT modificada sea una alternativa terapéutica altamente deseable a la proteina silvestre.

La invencion precedente se ha descrito en algin detalle a modo de ilustracion y ejemplo para fines de claridad de
comprension.
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REIVINDICACIONES
Proteina lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) modificada, en la que

la proteina LCAT modificada comprende una modificacién en la secuencia de aminoacidos de LCAT
madura expuesta en SEQ ID NO: 1; o SEQ ID NO: 2 tal como se expone en la figura 2; y

la modificaciéon consiste en una sustitucién en el residuo de aminoacido C31 seleccionada del grupo que
consiste en C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31R y C31H.

Proteina lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) modificada, en la que

la proteina LCAT modificada comprende una modificacién en la secuencia de aminoacidos de LCAT
madura expuesta en SEQ ID NO: 1; o SEQ ID NO: 2 tal como se expone en la figura 2; y

la modificacion consiste en una sustitucién en el residuo de aminoacido C31 seleccionada del grupo que
consiste en C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31R y C31H, y una sustitucién adicional en una
posicién de residuo de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en F1, L4, N5, V28, P29, G30, L32,
G33y N34,

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 2, en la que la sustitucidon adicional se selecciona del
grupo que consiste en F1A, L4F, N5E, N5Q, N5D, N5A, V28A, V28I, V28C, V28T, V28R, P29G, P29F,
P29T, G30A, G30I, L32A, L32I, L32M, L32F, L32C, L32w, L32Y, L32T, L32S, L32N, L32H, L32E, G33|,
G33M, G33F, G33S, G33H, N34A, N34C, N34S y N34R.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 2, en la que la sustitucion C31 es una sustitucion C31Y y
la sustitucién adicional es en una posicion de residuo de aminoacido seleccionada del grupo que consiste
en F1, L4, L32y N34.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 4, en la que la sustitucion adicional se selecciona del
grupo que consiste en F1S, FIW, L4F, L4M, N5D, L4K, N34S, L32F y L32H.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 5, que comprende una sustitucion L4F y una sustitucién
C31Y.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 5, que comprende una sustitucion C31Y, en la que la
sustitucion adicional es una sustitucion N5D.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 4, que comprende una sustitucion N5 y una sustitucion
C31Y.

Proteina LCAT maodificada segun la reivindicacién 4, que comprende una sustitucion L4 y una sustituciéon
C31Yy.

Proteina LCAT modificada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que tiene una actividad
enzimatica mayor que la proteina LCAT silvestre expuesta en SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 tal como se
determina en un ensayo de tasa de esterificacion de colesterol (CER) de la actividad de LCAT plasmatica.

Proteina LCAT modificada que comprende la proteina LCAT segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10
y un vehiculo.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicaciéon 11, en la que el vehiculo se selecciona del grupo que
consiste en una region constante de inmunoglobulina (Fc), un polimero soluble en agua y polietilenglicol.

Composicion farmacéutica que comprende una proteina LCAT modificada seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Proteina LCAT modificada segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, para su uso en terapia.

Proteina LCAT modificada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, para su uso en un método de
tratamiento de un trastorno relacionado con LCAT.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 15, para su uso en un método de tratamiento de un
trastorno relacionado con LCAT, en la que el trastorno relacionado con LCAT se selecciona del grupo que
consiste en aterosclerosis, inflamacién, trombosis, cardiopatia coronaria, tension arterial alta, sindrome de
deficiencia de LCAT, enfermedad de Alzheimer, opacidad corneal, sindrome metabdlico, dislipidemia,
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, isquemia critica de extremidades y angina de pecho.

Proteina LCAT maodificada segun la reivindicacion 15, en la que la terapia es para aumentar el colesterol
HDL, o prevenir la acumulacién de colesterol.
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Proteina LCAT modificada segun la reivindicacién 15, para su uso en un método de tratamiento o
prevencién de una enfermedad cardiovascular.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento o la prevencion de
aterosclerosis.

Proteina LCAT modificada segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-19, en la que la proteina LCAT
se administra en combinacién con un agente adicional.

Proteina LCAT modificada segun la reivindicacion 20, en la que el agente adicional se selecciona del grupo
gue consiste en una citocina, un farmaco contra la aterosclerosis, un farmaco hipocolesterolemiante, un
inhibidor de ACE, un farmaco antiinflamatorio y un farmaco antitrombosis y un farmaco antidiabético.
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FIGURA 1
AAB20750 lecitina:colesterol aciltransferasa; LCAT [Homo sapiens]
AAB34898 lecitina:colesterol aciltransferasa. LCAT [humana, plasma, péptido, 416 aa] (SEQ ID NO: 1))
AAA50400 precursor de lecitina:colesterol aciltransferasa (SEQ 1D NO: 2; mostrada en la figura 2)
AAA50500 precursor de lecitina-colesterol aciltransferasa (EC 2.3.1.43)
AAL11035 lecitina-colesterol aciltransferasa Lcat [Mus muscuius]

P04180 precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

NP_000220 precursor de lecitina-colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]
NP_032516 lecitina colesterol aciltransferasa [Mus musculus]
NP_058720 lecitina colesterol aciltransferasa [Ratius norvegicus]

P53761 precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciliransferasa) (fosfolipido-colesterol
acitransferasa)

NP 001075659 lecitina-colesterol aciltransferasa [Orycfolagus cuniculus)

035840  Fosfatidilcolina-esteral  aciltransferasa  (lecitina-colesterol  aciltransferasa)  (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

035573  Fosfatidilcolina-esterol  aciltransferasa  (lecitina-colesterol  aciltransferasa)  (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

Q08758 Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa precursor (lecitina-colesterol acitransferasa) (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

P18424 Precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

P30930_11 [Segmento 11 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa)
(fosfolipido-colesterol aciliransferasa)

P30930_10 [Segmento 10 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol  aciltransferasa)
(fosfolipido-colesterol aciltransferasa)

P30930 O [Segmento 9 de 11) Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)
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P30930_8 [Segmento 8 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_7 [Segmento 7 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_6 [Segmento 6 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_5 [Segmento 5 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_ 4 [Segmento 4 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_3 [Segmento 3 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_2 [Segmento 2 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930_1 [Segmento 1 de 11] Fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-
colesterol aciltransferasa)

P30930 Fosfatidiicolina-esterol  aciltransferasa  (lecitina-colesterol  aciltransferasa)  (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

035724  Fosfatidiicolina-esterol  aciliransferasa  (lecitina-colesterol  aciltransferasa)  (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

035502  Fosfatidilcolina-esterol  aciltransferasa  (lecitina-colesterol  aciltransferasa)  (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

AAG22588 lecitina:colesterol acil-transferasa [Gavia porcellus]
AAG22587 lecitina:colesterol acil-transferasa [Grocidura russuia)
AAG22586 lecitina:colesterol acil-transferasa [Didelphis marsupialis]
AABS58992 lecitina:colesterol acil transferasa [Microfus nivalis]
AAG21089 lecitina-colesterol acil-transferasa [Erinaceus europaeus]
AAG21088 lecitina-colesterol acil-transferasa [Didelphis marsupialis]
AAG21087 lecitina-colesterol acil-transferasa [Cavia porcellus]
CAB56610 lecitina colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]

AAD28484 lecitina-colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]
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AABEBEEZ lecitina:colesterol
AABBOTS1 lecitina:colesterol
AABS9002 lecitina:colesterol
AABSB001 lecitina:colesterol
AABS9000 lecitina:colesterol
AAB5S8999 lecitina:colesterol
AABSB998 lecitina-colesterol
AABSE99T lecitina:colesterol
AABSB996 lecitina:colesterol
AABSE994 lecitina:colesterol
AAB58993 lecitina:colesterol
AABSB990 lecitina:colesterol
AABSE980 lecitina-colesteraol

AABS5B988 lecitina-colesterol
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acil transferasa [Akodon torques)

acil transferasa [Marmofa marmota]

acil transferasa [Octodon lunatus]|

acil transferasa [Sciurus griseus)

acil transferasa [Myoxus giis]

acil transferasa [Eliomys quercinus)

acil transferasa [Rhizomys pruinosus]
acil transferasa [Nannospalax leucodon)
acil transferasa [Spalax ehrenbergi]

acil transferasa [Peromyscus maniculatus]
acil transferasa [Cricetulus migratorius)
acil transferasa [Clethrionomys glareoius]
acil transferasa [Tafera kempi gambiana]

acil transferasa [Micromys minutus]

EDLO82427 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA e [Rattus norvegicus]

EDLY92426 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA_d [Rattus norvegicus)
EDLO2425 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA_C [Ratfus norvegicus)
EDLY92424 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA b [Raftus norvegicus]
EDLG2423 lecitina colesterol aciltransferasa, isoform CRA_a [Ratius norvegicus]

P53760 Precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

P16301 Precursor de fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa (lecitina-colesterol aciltransferasa) (fosfolipido-colesterol
aciltransferasa)

ABMN42857 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus leucopus]
ABMN42856 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)

ABN42855 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
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ABN42853 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42852 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42851 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42850 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
ABN42849 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42848 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42847 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42846 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
ABN42845 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42844 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42843 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42842 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42841 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
ABN42840 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42839 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42838 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42837T lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
ABN42836 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42835 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42834 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
ABN42833 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42832 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABN42831 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABMN42830 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)

ABMN42829 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
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ABM42828 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42827 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMA2826 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42825 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42824 |ecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42823 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42822 |ecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_

ABM42821 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42820 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_

ABM42819 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42818 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMA42817 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42816 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42815 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42814 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42813 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42812 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42811 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_

ABM42810 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42809 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42808 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42807 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMA42806 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42805 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABM42804 |ecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—

ABMN42803 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus

—_—
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EDL11335 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA_b [Mus musculus]
EDL11334 lecitina colesterol aciltransferasa, isoforma CRA_a [Mus musculus]
EAWGE3190 lecitina-colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]
MNP_001005715 lecitina-colesterol aciltransferasa [Xenopus tropicalis]
CADG7533 lecitina colesterol acil transferasa [Myomimus roachi]
CADGTS41 lecitina colesterol acil transferasa [Graphimus lorraineus]
CADG7540 lecitina colesterol acil transferasa [Graphiurus parvus]
CADG7539 lecitina colesterol acil transferasa [Graphiurus ocularis)
CADG7534 lecitina colesterol acil transferasa [Graphiurus platyops]
CADGTS38 lecitina colesterol acil transferasa [Graphiurus microtis)
CADG7537 lecitina colesterol acil transferasa [Graphiurus murinus]
CADG67532 lecitina colesterol acil transferasa [Dryomys laniger]
CADG7536 lecitina colesterol acil transferasa [Eliomys melanurus]
CADGTS35 lecitina colesterol acil transferasa [Aplodontia rufa]
ABHO6074 lecitina colesterol aciltransferasa [Onychomys forridus)
ABHO6073 lecitina colesterol aciltransferasa [Onychomys forridus)
ABHO6072 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus californicus]
ABHOG071 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus californicus)
ABHO6070 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus californicus]
ABHO6069 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus californicus]
ABHODGO0E6S lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus fraterculus)
ABHOG067 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus eval
ABHO6066 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus eval
ABHO6065 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus melanophrys]

ABHOG064 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus melanophrys]
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ABHOG063 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus melanophrys]
ABHO6062 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus aztecus]
ABHOG061 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus aztecus]
ABHOGOE0 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus aziecus]
ABHO6059 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus mexicanus]
ABHO6058 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus mexicanus]
ABHOG0ST lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus mexicanus]
ABHOG056 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus mexicanus
ABHOG055 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus fruei]
ABHO06054 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus fruei]
ABHOG053 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus fruel]
ABHO0G052 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus boylil]
ABHO06051 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus boylil]
ABHOG050 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus boylil]
ABHOG049 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus boyii
ABHO0G048 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus gossypinus]
ABHO0G047 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus gossypinus]
ABHOG046 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus gossypinus]
ABHOG045 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus leucopus]
ABHO06044 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus leucopus]
ABHO06043 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus leucopus]
ABHO06042 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABHO06041 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABHO06040 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABHO06039 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]

ABHOG03S lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus)
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ABHO06037 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus maniculatus]
ABHO06036 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus difficilis)
ABHO06035 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus difficilis]
ABHOG6034 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus difficilis]
ABHO06033 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus difficilis)
ABH06032 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus eremicus]
ABH06031 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus eremicus]
ABHOG030 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus eremicus]
ABH06029 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus crinitus)
ABH06028 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus crinitus)
ABHO06027 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus crinitus]
ABHO06026 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus crinitus]
ABHOG025 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionofus]
ABH06024 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionotus]
ABH06023 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionotus]
ABH06022 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionotus]
ABHOG021 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionofus]
ABHO06020 lecitina colesterol aciltransferasa [Peromyscus polionotus]
AAH91155 Lecitina colesterol aciltransferasa [Rattus norvegicus]
AAHTS304 Lecitina-colesterol aciltransferasa [Xenopus fropicalis]
AAH28861 Lecitina colesterol aciltransferasa [Mus musculus]
AAH14781 Lecitina-colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]
AAR03499 lecitina-colesterol aciltransferasa [Homo sapiens]
AAFO0OTO lecitina colesterol aciltransferasa [Mus musculus]

AADA40188 lecitina-colesterol aciltransferasa [Rattus norvegicus]

AAB86630 lecitina colesterol acil transferasa [Canis familiaris]
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AAAS9498 precursor de lecitina-colesterol aciltransferasa (EC 2.3.1.43)
CAA28651 lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) [Homo sapiens]
CAA3B029 Lecitina colesterol acil transferasa (LCAT), fosfatidilcolina-esterol aciltransferasa [Mus musculus]
BAAD2839 precursor de lecitina-colesterol aciltransferasa [Oryctolagus cunicilus]
AABB5TT1 lecitina:colesterol aciltransferasa [Raftus norvegicus)
CAC18111 lecitina colesterol acil transferasa [Acomys cahinnus]
CAC18236 lecitina colesterol acil transferasa [Uranomys ruddi]
CAC18121 lecitina colesterol acil transferasa [Mesocricefus auratus]
CAC18122 lecitina colesterol acil transferasa [Macrotarsomys ingens)
CAC18114 lecitina colesterol acil transferasa [Deomys ferrugineus)
CAC18130 lecitina colesterol acil transferasa [Steafomys sp ]
CAC18118 lecitina colesterol acil transferasa [Jaculus jaculus]
CAC18129 lecitina colesterol acil transferasa [Sicista kazbegica)
CAC18124 lecitina colesterol acil transferasa [Neotoma fuscipes]
CAC18127 lecitina colesterol acil transferasa [Ofomys angoniensis)
CACIB119 lecitina colesterol acil transferasa [Lophuromys sikapusi]
CAC18123 lecitina colesterol acil transferasa [Myospalax sp ]
CAC18128 lecitina colesterol acil transferasa [Phodopus roborovskii]
CAC18126 lecitina colesterol acil transferasa [Nesomys rufus]
CAC18120 lecitina colesterol acil transferasa [Mystromys albicaudatus]
CAC18125 lecitina colesterol acil transferasa [Napaeozapus insignis]
CAC 18117 lecitina colesterol acil transferasa [Dicrostonyx torguatus)
CAC18115 lecitina colesterol acil transferasa [Dendromus mystacalis]

CAC18116 lecitina colesterol acil transferasa [Dipus sagitta]
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CAC18113 lecitina colesterol acil transferasa [Calomyscus mystax]

CAC18112 Lecitina-colesterol acil fransferasa [Allactaga elater]

AAQ10316 proteina similar a lecitina colesterol aciltransferasa [Medicago truncatula)
AAQZ24609 lecitina-colesterol aciltransferasa [Sus scrofa domestical

AABSB991 lecitina:colesterol acil transferasa [Microtus nivalis]

AABBO792 lecitina:colesterol acil transferasa [Myocastor coypus]

AABBOT790 lecitina:colesterol acil transferasa [Gerbillus henleyi]

AAB59003 lecitina:colesterol acil transferasa [Octodon lunatus)

AAB5S8995 lecitina:colesterol acil transferasa [Peromyscus maniculatus]

AAAIS3EE lecitina colesterol aciltransferasa
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FIGURA 2
AAAS9499 precursor de lecitina:colesterol aciltransferasa (SEQ ID NO: 2)

LLLPPAAPFWLLNVLFPPHTTPKAELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVNWMCYR
KTEDFFTIWLDLNMFLPLGVDCWIDNTRVVYNRSSGLVSNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYL
DSSKLAGYLHTLVONLVNNGYVRDETVRAAPYDWRLEPGQQEEYYRKLAGLVEEMHAAYG
KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLROQPOQAWKDRFIDGFISLGAPWGGSIKPMLVLASGDNQGI P
HMSSIKLKEEQRITTTSPWMFPSRMAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWY
MWLQSRDLLAGLPA#GVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVGVLYEDGDDTVATRS
TELCGLWQGROPQPVHLLPLHGIQHLNMVFSNLTLEHINAILLGAYRQGPPASPTASPEP

PPPE
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