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DESCRIPCION
Uso de LCAT para tratar la anemia y la disfuncion de los glébulos rojos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la medicina y, en particular, al tratamiento de las
enfermedades caracterizadas por la anemia y/o los glébulos rojos que tienen una funcién anémala en cuanto a
capacidad de deformacién, oxigenacion, agregacion, metabolismo del acido nitrico o esperanza de vida.

Antecedentes

La calidad y cantidad de glébulos rojos (RBC, Red Blood Cell) en la corriente sanguinea se degradan normalmente
durante periodos de estrés fisico aumentado, produciendo anemia y aumento del riesgo de morbilidad y mortalidad.
Los estreses fisicos que se han relacionado con el desarrollo de la anemia incluyen enfermedades autoinmunitarias,
cirugia mayor, trauma, enfermedades infecciosas, cancer, enfermedad critica, diabetes, enfermedades del higado,
fallo cardiaco y enfermedades parasiticas. La inflamacién sistémica es una caracteristica comin a todas estas
situaciones como se manifiesta por la presencia de niveles aumentados de citocinas inflamatorias en la circulacion.
Incluso en personas predispuestas a padecer anemia, debido a hemoglobinopatia, por ejemplo, enfermedad de
células falciformes o talasemia, los niveles de las citocinas inflamatorias se elevan frecuentemente y pueden agravar
los sintomas de las enfermedades, en particular durante los episodios de crisis.

Una consecuencia de los niveles de citocinas inflamatorias elevadas es una reduccién en la produccién hepatica de
la enzima, la lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT). Normalmente, la LCAT se libera al plasma desde el higado
para facilitar la renovacioén de lipidos plasmaticos y mantener el balance del colesterol y los fosfolipidos en la sangre
y en los tejidos perfundidos por la sangre. El colesterol en exceso se retira de los tejidos, tales como arterias, y se
envia al higado por excrecion en la bilis por un proceso conocido como transporte de colesterol inverso (RCT). En la
primera etapa del RCT, el colesterol pasa desde las células tisulares a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la
circulacion. En la segunda etapa, la enzima LCAT potencia la capacidad de transportar colesterol de las HDL
catalizando la transesterificacion de un acido graso a partir de fosfatidilcolina (PC) (también conocida como lecitina)
del colesterol para formar éster de colesterol (CE). El producto CE se acumula en el interior de las HDL hasta que se
retira en los receptores para HDL en el higado. Los CE transportados al higado por las HDL se convierten en
colesterol y acidos biliares que se excretan en la bilis.

Las consecuencias en la salud de la actividad disminuida de la LCAT plasmatica son mas evidentes en personas
con Deficiencia Familiar de la LCAT (FLD), una rara enfermedad genética en la que la actividad de la LCAT
plasmatica esta ausente. La ausencia de actividad de la LCAT da como resultado niveles altamente disminuidos de
CE plasmaticos, reflejados en las HDL y lipoproteinas de baja densidad disminuidas y en la acumulaciéon de exceso
de sustrato de la LCAT en el plasma. Las consecuencias de la salud principales de la FLD son visién reducida que
resulta de un crecimiento difuso de lipidos en las cérneas, fallo renal eventual debido a la acumulacién de lipidos
renales (glomeruloesclerosis) y anemia hemolitica.

Las distorsiones en las composiciones de los lipidos de las lipoproteinas plasmaticas debidas a los trastornos
metabdlicos de los lipidos tales como los que resultan de la baja actividad de la LCAT se han asociado a cambios en
el contenido lipidico de los RBC. Un cambio en los lipidos de los RBC en respuesta a los cambios de los lipidos
plasmaticos puede alterar el rendimiento y la supervivencia de los RBC ya que estas propiedades son dependientes
del contenido lipidico celular. Los tipos de cambios de los lipidos de los RBC que pueden darse son evidentes en los
sujetos con FLD donde los RBC se enriquecen en colesterol y PC y disminuyen el contenido de esfingomielina (SM).
Se obtuvo la evidencia de que estas anormalidades de los lipidos de los RBC dependen de los disturbios en los
lipidos de las lipoproteinas plasmaticas como resultado de la deficiencia de la LCAT en un experimento donde
ocurria una normalizacion temporal del contenido de colesterol de los RBC siguiendo a la infusion de plasma normal
en un sujeto con FLD (Muryama et al. Am. J. Hematol. 16:129 - 137, 1984). Esta normalizacién temporal de los
lipidos de los RBC podria deberse al relleno de LCAT, HDL, apolipoproteina A-1 u otros factores plasmaticos que
estan ausentes o generalmente reducidos en pacientes con FLD.

No se ve un enlace entre la anemia y la actividad de la LCAT en casos menos graves de actividad de la LCAT
plasmatica reducida. Por ejemplo, los pacientes con enfermedad de ojo de pez, una forma mas suave de la
deficiencia de la LCAT, muestran menos del 30 % de actividad de la LCAT plasmatica normal pero tienen
hemoglobina y hematocrito normales (Roussel et al. Curr. Opin. Endocrinol. Diabetes Obes. 16:163-1, 2009). De
forma similar, los estudios en sujetos con enfermedad hepatica no encontraron correlacion entre la actividad
disminuida de la LCAT y la anemia (LW Powell et al. (1975) Aust. N.Z.J.Med. 5:101-107) o entre la actividad de la
LCAT y las anormalidades de los lipidos de los RBC (RA Cooper et al. (1972) J Clin. Invest. 51:3182-3192).

Aunque hay evidencia de alteraciones lipidicas deletéreas en los RBC en personas bajo estrés fisico que son

similares a aquellas detectadas en los pacientes con FLD, no hay relacién aparente entre la LCAT y el nivel o los
lipidos de los RBC. Los ejemplos de una composicion de lipidos de los RBC andmala incluyen informes de una
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relacion aumentada PC/SM en los RBC a partir de personas con enfermedad hepética y en personas con
dislipidemia debida a deficiencia de la lipoproteina lipasa o Enfermedad de Tangier. Los autores de la presente
invencion (Figura 1) y otros, han encontrado también un aumento en la relacion PC/SM en los RBC de pacientes con
la enfermedad falciforme que no estan en crisis. Adicionalmente, hay informes de enriquecimiento de colesterol en
los RBC de personas con diabetes, enfermedad cardiaca (incluyendo sindromes coronarios agudos),
hipercolesterolemia, anemia celular falciforme y en personas después de vuelos espaciales.

Las consecuencias de la composicion de lipidos de los RBC no se conocen completamente pero en el caso del
colesterol de los RBC elevado hay evidencias de que las actividades de las proteinas de membrana se vuelven
anormales. Los RBC enriquecidos en colesterol de los pacientes con enfermedad hepatica muestran actividades
reducidas de la Mg++-ATPasa y de la acetilcolina esterasa. El enriquecimiento en colesterol se ha unido a la
transferencia mejorada de la fosfatidilserina desde el interior hacia la superficie de membrana extracelular, que es
una sefial para la holgura mejorada de los RBC por el sistema reticulo-endotelial. El colesterol de los RBC
aumentado puede reducir la capacidad de deformacion de los RBC e inducir morfologias de los RBC anormales,
ambas de las cuales pueden perjudicar el transito de los RBC a través de los capilares. El intercambio de gas
transmembrana, una funcién esencial de los RBC, también se impacta por la elevacién del colesterol.

Las pruebas actuales sugieren que las composiciones de lipidos de los RBC pueden tener un efecto perjudicial en la
funcién de los glébulos rojos y por lo tanto hay una necesidad de métodos que normalicen la composicion de los
lipidos de los RBC y métodos para tratar la disfuncién de los globulos rojos.

Sumario de la invencion

No hay consenso en las referencias bibliograficas en la correlacion entre el HDL-C y la actividad de LCAT enddgena.
Los presentes inventores hicieron sorprendentemente el descubrimiento de que un aumento en los niveles de la
LCAT plasmatica por inyeccion de LCAT humana recombinante da como resultado rapidamente una retirada del
colesterol de los tejidos. Adicionalmente, el HDL-C aumenté rapidamente. Dado el equilibrio que existe entre el HDL
y los RBC, estos resultados sorprendentes indican que la infusion de LCAT podria usarse también para corregir
rapidamente anormalidades de los lipidos de las células sanguineas y mejorar la funcién de las células sanguineas.

Se informa normalmente que los niveles plasmaticos de HDL-C se reducen en casos de estrés fisico, por ejemplo:
enfermedades autoinmunitarias, cirugia mayor, traumatismos, enfermedades infecciosas, cancer, enfermedades
criticas, diabetes, enfermedades hepaticas, enfermedades renales, fallo cardiaco y enfermedades parasiticas y
pueden ser un factor importante en la distorsién del contenido lipidico de los RBC, a la luz del intercambio lipidico
directo entre los RBC y las lipoproteinas. La anemia es altamente prevalente en los casos en los que se reduce el
HDL.

La presente divulgacion se refiere a métodos que modulen el contenido lipidico de las membranas de los glébulos
rojos aumentando la concentracion de la LCAT y/o la actividad sobre la concentracion de la LCAT humana normal
y/o la actividad administrando una dosis terapéuticamente eficaz de LCAT.

Una realizacién de la divulgacion es la LCAT en una cantidad terapéuticamente eficaz para usar tratando a un
paciente que tiene una afeccion seleccionada de enfermedad de células falciformes, talasemia y anemia de
inflamacién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la composicion de fosfolipidos de los RBC de sujetos normales y de sujetos con Enfermedad
de Células Falciformes.

La Figura 2 es un gréfico que representa el aumento en el HDL-C plasmatico en ratones transgénicos ApoA-I
humanos después de la inyeccion con LCAT.

La Figura 3 representa el contenido de colesterol de los tejidos de ratones transgénicos LCAT-knock-
out/apolipoproteina A-I después de la inyeccién con LCAT recombinante humana.

Descripcion detallada

La frase “cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usa en el presente documento, significa la cantidad de LCAT
que provocara el efecto o la respuesta terapéuticos deseados cuando se administra de acuerdo con el régimen de
tratamiento deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad de LCAT que aumenta el nivel de LCAT
plasmatica por encima de niveles normales.

Como se usa en el presente documento “nivel de LCAT” se refiere a la concentracion en plasma de LCAT.

Como se usa en el presente documento, un “nivel normal” de LCAT significa la concentracion plasmatica de la LCAT
gque esta presente en un sujeto sin tratar sano medio que no esta actualmente en ninguna medicacion que pueda
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alterar los niveles de LCAT. “Nivel normal” y “nivel endégeno” se usan intercambiablemente en el presente
documento.

Para evitar la duda, las referencias en el presente documento a “tratamiento” o a “tratar” incluyen tratamiento
curativo, paliativo y profilactico.

“Sujeto” y “Paciente” se usan intercambiablemente.

Entre como se usa en el presente documento con referencia a la cantidad eficaz o a la unidad de dosificacion es
inclusivo, por ejemplo, “entre 1 mg y 5000 mg” incluye 1 mg y 5000 mg.

“De” como se usa en el presente documento con referencia a la cantidad eficaz o la unidad de dosificacion es
inclusivo, por ejemplo, “de 1 mg a 5000 mg” incluye 1 mg y 5000 mg.

“FC” es una abreviatura para colesterol libre y como se usa en el presente documento significa colesterol no
esterificado.

“Funcién o6xido nitrico” significa procesos mediados por RBC que son dependientes del 6xido nitrico incluyendo la
produccién de éxido nitrico, el transporte de 6xido nitrico a la microvasculatura, la inhibicion de la adhesion de las
plaquetas y los leucocitos, la vasodilatacién, la capacidad de deformacion y la supervivencia de los RBC.

“PC” es una abreviatura para fosfatidilcolina.

“SM” es una abreviatura para esfingomielina.

“Capacidad de deformacion de los RBC” significa la capacidad de las células para adaptar su forma a las
condiciones de flujo dinamicamente cambiante para minimizar su resistencia al flujo y para posibilitar su paso a

través de pequefios vasos sanguineos. La capacidad de deformacion reducida se iguala con la rigidez aumentada.

“Fragilidad osmética” significa una sensibilidad de una célula a la ruptura debido a cambios en la presion osmética
que la rodea.

“Capacidad de agregacion de los RBC” significa la capacidad de formar agregados multicelulares, normalmente en
una forma de pilas de monedas, en presencia de proteinas plasmaticas u otras macromoléculas.

“LCAT" se usa de manera intercambiable con “lecitin colesterol aciltransferasa”
“LCAT" o “polipéptido de LCAT” cuando se usa en el presente documento incluye la secuencia nativa de la LCAT,
variantes de la LCAT, LCAT modificada y LCAT quimérica. Especificando las posiciones de aminoacidos en la

secuencia de la LCAT, se hace referencia a la ID de SEC n°:1.

ID de SEC n° 1 de LCAT humana (n° de acceso del GenBank AAB34898)

FWLLNVLFPF
DKPDVVNWMC
VVYNRSSGLV
LHTLVQNLVN
AGLVEEMHAA
RFIDGFISLG
EEQRITTTSP
FFADLHFEEG
TPRTYIYDHG
GRQPQPVHLL
GPPASPTASP

HTTPKAELSN
YRKTEDFFTI
SNAPGVQIRV
NGYVRDETVR
YGKPVFLIGH
APWGGSIKEM
WMFPSRMAWP
WYMWLOSRDL
FPYTDPVGVL
PLHGIQHLNM
EPPPPE

HTRPVILVPG
WLDLNMFLCL
PGPGKTYSVE
AAPYDWRLEP
SLGCLHLLYF
LVLASGDNQG
EDHVFISTPS
LAGLPAPGVE
YEDGDDTVAT
VFSNLTLEHI

CLGNQLEAKL
GVDCWIDNTR
YLDSSKLAGY
GQOEEYYRKL
LLRQPQAWKD
IPIMSSIKLK
FNYTGRDFQR
VYCLYGVGLP
RSTELCGLWQ
NAILLGAYRQ

Los aminoacidos especificos en la secuencia proteica de la LCAT humana nativa se describen usando la
designacion de aminoacidos de una sola letra seguida de la posicién en la secuencia proteica, por ejemplo W2
indica que la posicién 2 es un triptéfano. Para representar una sustitucion en una posicion particular, el aminoacido
sustituido sigue la posicion, por ejemplo W2Y indica que el triptéfano de la posicién 2 se reemplaza con una tirosina.

Una “LCAT de secuencia nativa” comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que una
LCAT derivada de la naturaleza. De esta manera, la secuencia nativa de LCAT abarca especificamente formas
truncadas de origen natural de la LCAT y variantes alélicas de origen natural de la LCAT, formas variantes de origen
natural (por ejemplo, formas de corte y empalme alternativas). La secuencia nativa preferida de la LCAT es una
secuencia nativa madura de la LCAT.



10

15

20

25

30

35

ES 2552654 T3

“LCAT modificada” significa un polipéptido en el que uno o mas aminoacidos en el polipéptido de la LCAT nativa se
sustituyen por otro aminoacido, o uno o mas aminoacidos se afiaden a una porcion del polipéptido nativo,
incluyendo, pero no limitados a, el aminoacido N-terminal o C-terminal. Por ejemplo y sin limitacion la LCAT
modificada puede ser una proteina de LCAT modificada como se describe en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos n° 12/179.815. En otras realizaciones el uno o mas aminoacidos se sustituyen con una sustitucion
conservativa. Las sustituciones conservativas ejemplares no limitantes se proporcionan en la Tabla 2. En otras
realizaciones, el uno 0 mas aminoacidos se sustituyen con un aminoacido de origen no natural. Ademas, los
polipéptidos de LCAT modificados incluyen derivados de la LCAT o LCAT modificadas. Estos derivados pueden, por
ejemplo, mejorar la solubilidad, la absorcion, la vida media biolégica de los polipéptidos. Los derivados de los
polipéptidos se conocen bien en la técnica. Un experto en la materia sabrd cémo derivatizar polipéptidos para
mejorar sus propiedades farmacolégicas.

TABLA 2
Resto original ~ Sustituciones conservativas ejemplares
A G, S
R K
N Q,H
D E
C S
Q N
E D
G AP
H N, Q
| L,V
L I,V
K R, QE
M L, Y, I
F M, L, Y
S T
T S
w Y
Tyr W, F
Val I, L

El nivel de LCAT y/o la actividad pueden aumentarse por administracion directa de LCAT. Preferentemente la LCAT
administrada en los métodos de acuerdo con la divulgacion es LCAT humana producida recombinantemente (por
ejemplo, usando animales, células de mamiferos, hongos, células de insectos o plantas como un sistema de
expresion de proteinas recombinantes). Los métodos para producir proteinas recombinantemente se conocen bien
en la técnica. La LCAT puede prepararse en formas de dosificacion a granel o unitarias estables.

Aumentar los niveles de LCAT rapidamente provoca la transferencia neta de FC desde los RBC al HDL, cambiando
de esta manera la composicién de la membrana de los RBC a un estado mas fluido. Esta acciébn aumenta la
oxigenacion de los RBC, mejora la reologia (aumenta la capacidad de deformacion, flujo, disminuye la
externalizacion de la fosfatidilserina, disminuye la propension a la adhesion y a la agregacion), disminuye la anemia
(disminuye el estrés mecanico y la destruccion asociados a la capacidad de deformacion disminuida, aumentando la
vida de los RBC) y aumenta la capacidad de los RBC de oxigenar los tejidos, especialmente los tejidos periféricos.
En algunas realizaciones la eritropoyesis se aumenta siguiendo a la administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de LCAT. Hay muchas condiciones en las que las membranas celulares de los RBC
tienen niveles aumentados de FC en relacién a los niveles de fosfolipidos. El contenido de FC aumentado en las
membranas de las células sanguineas esta presente en un nimero de estados de enfermedades incluyendo, pero
no limitado a, enfermedad de células falciformes, diabetes, talasemia, enfermedad reumatoide, enfermedad
autoinmunitaria, artritis, enfermedad hepatica, cirrosis, hepatitis, acantositosis, sepsis, demencia, anemia o
trastornos microvasculares, trastornos inflamatorios, enfermedad parasitica, disfuncién eréctil, cancer, pre-
eclampsia, enfermedad critica o traumatismo.

Aungue no a una patologia primaria en estas enfermedades, el cambio en la composicion y la funcién de los RBC da
lugar a la exacerbacion de la morbilidad de los trastornos subyacentes. De esta manera, una realizacion de la
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presente invencién es el uso de LCAT en un método para tratar a un paciente con la enfermedad de células
falciformes, talasemia o anemia de inflamacion.

Las mutaciones en los genes de la hemoglobina, tales como en la enfermedad de células falciformes (SCD), en las
talasemias y en la hemoglobina E (HbE) pueden dar como resultado una diversidad de patologias que disminuyen la
capacidad de deformacion de los RBC y la capacidad de llevar/transportar oxigeno. Como un ejemplo, la SCD es un
trastorno hereditario, producido por un Unico reemplazamiento de un aminoacido en la subunidad beta-globulina de
la hemoglobina (HbS). En condiciones de bajos niveles de oxigeno, la HbS polimeriza (se agrega), dando lugar a
cambios en la forma de los RBC, pasando de tener una forma concava normal a una “forma falciforme”. La
formacion de polimeros de HbS rigidos disminuye la elasticidad o la capacidad de deformacion de los RBC, que va
en detrimento de su funcién, ya que deben ser capaces de pasar repetidamente a través de los capilares cuatro
veces mas pequefios que su propio tamarfio para oxigenar los tejidos. Por lo tanto, la falciformacion da lugar a la
enfermedad vasooclusiva debido a la oclusion de las vénulas postcapilares de todos los tamafios y a la mayor
fragilidad de los RBC, dando lugar a la lisis y a la anemia hemolitica. Aunque en condiciones de bajos niveles de
oxigeno la falciformacion produce crisis agudas y los problemas principales asociados a la enfermedad, los RBC de
los pacientes que no son falciformes, en condiciones normales de oxigeno, tienen las membranas mas rigidas con
capacidad de deformacion disminuida y capacidad de agregacion aumentada. El andlisis quimico de las membranas
eritrociticas de SCD también demuestra un contenido de FC aumentado. Adicionalmente, estos pacientes tienen
normalmente bajo HDL con un contenido de CE disminuido, infiriendo una actividad de LCAT disminuida o una
deficiencia de LCAT funcional. De hecho, en un estudio, se mostré que la actividad de LCAT disminuia un 30 % en
pacientes con SCD. En consecuencia, una realizacion de la presente divulgacion es LCAT para usar tratando a un
paciente que tiene la enfermedad de células falciformes.

Inyectar altos niveles de LCAT, por ejemplo, una cantidad que dé como resultado una duplicacién de la actividad
enddgena a 1000 veces la actividad enddgena de la LCAT en pacientes de SCD, forzaria un movimiento de FC
desde los RBC y conjuntamente un aumento en los niveles de HDL-C en plasma. Una reduccién del contenido de
FC de los RBC daria lugar a un aumento en la capacidad de deformarse de los RBC y a un aumento de la tasa de
intercambio de O,. La funcién mejorada de los RBC puede disminuir los eventos oclusivos, debido tanto a las
propiedades de flujo mejoradas de la sangre como a disminucién de la tasa de falciformacién (debido a una mejor
re-oxigenacion de los RBC). En otra realizacion el uso de la LCAT aumenta la capacidad de deformacién de los RBC
y la oxigenacion de los RBC. En algunas realizaciones el margen de vida de los RBC se aumenta siguiendo al uso
de la LCAT.

Anemia de células diana y acantocitos (Acantocitosis): Las células diana y los acantocitos tienen un contenido de FC
aumentado que da lugar a una funcion disminuida y una hemdlisis aumentada y anemia.

En afecciones tales como la anemia de inflamacion hay patologias muy numerosas tales como la capacidad de
deformacion de los RBC disminuida y la reologia anormal que da lugar a complicaciones adicionales. El dafio a los
tejidos y a los sistemas de los drganos debido a la oxigenacién disminuida y a la agregacion de los RBC aumentada
da lugar a una morbilidad y una mortalidad aumentadas desde la injuria inflamatoria inicial. De esta manera otra
realizacién es LCAT para usar reduciendo la capacidad de agregacion de los RBC. La LCAT también puede actuar
sobre los fosfolipidos oxidados generados durante la inflamacion. Los lipidos oxidados son muy reactivos y pueden
aumentar el dafio a las células y a los sistemas de los 6érganos. Normalizar los lipidos de membrana de los RBC
mejoraria el flujo y la oxigenacion tisular y disminuiria la concentracion de los lipidos oxidados reactivos. Esto seria
util posteriormente a una cirugia, donde infecciones ocultas pueden disminuir la funcién de los RBC, aumentando el
tiempo de curacién de las heridas.

Como se demuestra en el Ejemplo 1 de la presente divulgacion, los ratones con aproximadamente 30 veces el nivel
normal de actividad de LCAT tenian una masa de RBC aumentada si se compara con ratones normales,
demostrando que la actividad de LCAT es un factor principal en la regulacién de la masa de los RBC y puede limitar
la tasa con respecto a esto.

De esta manera, administrando una alta dosis de LCAT, por ejemplo, de 1 vez a 1000 veces el nivel endégeno de
LCAT o de 1 vez a 500 veces el nivel endégeno de LCAT o de 1 vez a 100 veces el nivel endégeno de LCAT a un
paciente que tiene una afeccion caracterizada por reologia anormal (anemia, capacidad de deformacion disminuida,
agregacion aumentada, flujo disminuido, margen de vida de los RBC disminuido) daria como resultado una mejora
de la afeccion.

De esta manera, otra realizacion es LCAT para usar tratando a un paciente con enfermedad de células falciformes,
talasemia o anemia de inflamacién.

Otra realizacion es LCAT modificada para usar tratando a un paciente con enfermedad de células falciformes,
talasemia o anemia de inflamacion.

En algunas realizaciones la LCAT modificada comprende una sustitucién de aminoacidos conservativa. En una
realizacién la LCAT modificada comprende una sustitucion en la posicion F1, L3, L4, N5, L7, C31, N384 o0 E416. En
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diversas realizaciones la LCAT modificada comprende una sustitucién de aminoacidos en la posicion 31. En otras
realizaciones la LCAT modificada comprende una sustitucion C31Y y una sustitucion en uno o mas de los restos de
aminoacidos F1, L4, L32 o N34. En otra realizacion la LCAT modificada comprende una sustitucion C31Y y una o
mas de las siguientes sustituciones: F1S, FIW, L4M, L4K, N34S, L32F o L32H. En diversas realizaciones la LCAT
modificada comprende una o mas de las siguientes sustituciones: F1A, FIG, F1l, F1L, F1M, F1P, F1V, F1Y, FIT,
F1Q, FIN, F1H, F1D, L3I, L3F, L3C, L3W, L3Y, L4A, L4l, L4M, L4F, L4V, L4W, L4Y, LAT, L4Q, L4AR, N5A, N5M,
N5H, N5K, N5D, N5E, L7M, L7R, L7E, C31A, C31l, C31M, C31F, C31V, C31W, C31Y, C31T, C31R, C31H, N384C,
N384Q, o E416C.

En los usos de acuerdo con la presente divulgacion, la LCAT se administra generalmente al sujeto en una
composicion farmacéutica que comprende un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptables. Una
composicion farmacéutica puede formularse de acuerdo con procedimientos rutinarios como una composicién
farmacéutica adaptada a la ruta elegida de administracién, es decir, oralmente, parenteralmente, por ruta
intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el transporte de compuestos de la presente invencion y los
métodos para su preparacion seran facilmente aparentes para los expertos en la materia. Tales composiciones y
métodos para su preparacion pueden encontrarse, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 192
Edicién (Mack Publishing Company, 1995).

Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
oleaginosos 0 acuosos y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, de
estabilizaciéon y de dispersion. De manera alternativa, el principio activo puede estar en forma de polvos para la
constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apirégena estéril, antes de usar. Tipicamente tales
composiciones son soluciones en tampén acuoso isoténico estéril. Las composiciones pueden estar un envase
herméticamente sellado, tal como una ampolla, una jeringa o un vial con o sin un conservante afiadido.

Un vehiculo liquido o vehiculo puede ser un disolvente o un medio de dispersion liquido que comprende, por
ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos y similares), aceites
vegetales, ésteres de glicerilo no toxicos y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede
mantenerse, por ejemplo, mediante la formacion de liposomas, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la acciéon de los
microorganismos puede provocarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos,
por ejemplo, azlcares, tampones o cloruro sodico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
llevarse a cabo mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

De acuerdo con la presente divulgacion, la LCAT puede usarse sola o en terapia de combinacion con otros farmacos
usados para tratar las siguientes afecciones. Tales terapias incluyen, pero sin limitacion, la administracion
simultanea o secuencial de los farmacos implicados. Por ejemplo, las formulaciones de LCAT pueden administrarse
con farmacos que se usan comunmente como un cuidado convencional para una afeccién particular. Por ejemplo la
LCAT puede administrarse junto con agentes estimulantes de la eritropoyesis (ESA) tales como eritropoyetina,
metoxipolietilen-glicol-epoetina-beta, darbepoetina-a, romiplostim y epoetina-a para el tratamiento de la anemia. O
por ejemplo la LCAT puede administrarse junto con hidroxiurea, hidroxicarbamida, decitabina o butirato para el
tratamiento de la enfermedad de células falciformes.

En una realizacion la cantidad terapéuticamente eficaz de la LCAT se administra por inyeccion subcutanea. En otra
realizacién la cantidad terapéuticamente eficaz de la LCAT se administra por inyeccion intramuscular. En otra
realizacién la cantidad terapéuticamente eficaz de la LCAT se administra por inyeccion o infusion intravenosa. En
algunas realizaciones la cantidad terapéuticamente eficaz de la LCAT es de 1 mg a 5000 mg o de 1 mg a 2000 m o
de 10 mg a 5000 mg o de 10 mg a 1000 mg o de 10 mg a 500 mg o de 5 mg a 100 mg.

En algunas realizaciones la cantidad terapéuticamente eficaz de la LCAT es de 1 vez a 1000 veces, de 25 veces a
1000 veces, de 50 veces a 1000 veces, de 1 vez a 100 veces, de 50 veces a 500 veces o de 1 vez a 500 veces el
nivel endogeno de la LCAT.

La dosificacion especifica usada puede variar. Por ejemplo, la dosificacion puede depender de un nimero de
factores que incluyen, pero no se limitan a, la frecuencia de dosificacion, la actividad especifica de la enzima LCAT
recombinante, el peso corporal del paciente, los requisitos especiales del paciente, las condiciones especiales del
paciente (por ejemplo, funcion renal o hepatica anormal), la afeccion que se trata, etc. La frecuencia de dosificacion
y la cantidad pueden, a criterio del médico, caer fuera del intervalo tipico dado en el presente documento. Estas
dosificaciones se basan en un sujeto humano medio que tiene un peso de aproximadamente 60 kg a 70 kg. La
determinacion de las dosificaciones 6ptimas para un paciente particular se conoce bien por los expertos en la
materia. El médico sera facilmente capaz de determinar las dosis para los sujetos cuyo peso caiga dentro de este
intervalo, tales como nifios y ancianos.
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Dependiendo del trastorno y del paciente a tratar, un experto en la materia (es decir un médico) podria determinar
que una dosis inicial que es mayor que las siguientes dosis sea apropiada. Por ejemplo, a un paciente que se
presenta con un estado de crisis de la enfermedad de células falciformes puede administrarse una dosis inicial de 30
veces el nivel “normal”. Una vez que el nivel de oxigenaciéon de los RBC del paciente alcanza el nivel deseado la
dosis se reduciria por ejemplo a 3 veces el nivel “normal”.

La eficiencia de una dosis particular puede evaluarse por referencia a los biomarcadores o la mejora en ciertos
parametros fisioldgicos. Los biomarcadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, la relaciéon de FC a PL, de FC
a proteinas de membrana, de PM a SM o a los niveles de HDL-C. Los parametros fisioldgicos incluyen, pero no se
limitan a, anemia reducida, reologia mejorada como se mide por un aumento en los RBC, capacidad de deformacion
de los RBC, flujo sanguineo y/o capacidad de agregacion de los RBC, fragilidad osmética o nivel de oxigenacion de
los RBC; un aumento en uno cualquiera de estos parametros indica mejora. La medida de los niveles de los
biomarcadores y los parametros descritos anteriormente pueden medirse usando métodos que se conocen bien en
la técnica. Por ejemplo, la anemia reducida puede medirse por el hematocrito o la hemoglobina o los productos de
descomposicion de la hemoglobina (por ejemplo, bilirrubina sin conjugar) aumentados con técnicas convencionales,
bien establecidas clinicas. La capacidad de deformaciéon puede medirse por filtracion, viscometria, ectacitometria y
por el uso de micropipetas. La agregacion puede medirse por una diversidad de instrumentos incluyendo
ectacitdmetros y agregémetros. La oxigenacién de los RBC puede medirse por oximetria de pulso convencional y
andlisis de gases en sangre; la oxigenacion tisular puede medirse con sondas directas con tondmetros sialasticos
con sensores de oxigeno. Un experto en la materia entenderia el significado de los resultados y puede elegir ajustar
la dosis basandose en evaluaciones tales como las descritas anteriormente.

Como se describe en el Ejemplo 4 y se muestra en la Figura 2, siguiendo a la administracién de LCAT a ratones
transgénicos con apolipoproteina A-1 humana los niveles de HDL-C en plasma aumentaron. El aumento fue
sorprendentemente rapido; los niveles de HDLC en plasma aumentaron aproximadamente el 70 % del control en 4
horas y aproximadamente el 120 % en 24 horas. De esta manera, otra realizacion de la divulgacién es un método
para tratar a un paciente que tiene una afeccion caracterizada por anemia o disfuncion de los glébulos rojos que
comprende administrar a un sujeto en necesidad de la misma, una cantidad terapéuticamente eficaz de LCAT en el
que el nivel de HDL-C en plasma del sujeto se aumenta rapidamente después de la administracion de la LCAT. En
una realizacién particular el nivel de HDL-C en plasma en el sujeto 4 horas después de la administracion de la LCAT
se aumenta al menos un 30 % o al menos un 40 % o al menos un 50 % o al menos un 70 % o al menos un 80 % del
nivel de HDL-C en plasma antes de la administracion de LCAT. Todavia en otra realizacion el nivel de HDL-C en
plasma en el sujeto 12 horas después de la administracion de la LCAT se aumenta al menos un 40 % o al menos un
50 % o al menos un 60 % o al menos un 70 % o al menos un 80 % o al menos un 90 % o al menos un 100 % o al
menos un 110 % o al menos un 120 % del nivel de HDL-C en plasma antes de la administracion de LCAT. Todavia
en otra realizacion el nivel de HDL-C en plasma en los sujetos 24 horas después de la administracion de la LCAT se
aumenta al menos el 40 % o al menos el 50 % o al menos el 60 % o al menos el 70 % o al menos el 80 % o al
menos el 90 % o al menos el 100 % o al menos el 10 % o al menos el 120 % o al menos el 130 % o al menos el 140
% o al menos el 150 % del nivel de HDL-C en plasma antes de la administracion de la LCAT.

Como se describe en el ejemplo 5 y se muestra en la Figura 3, la administracién de la LCAT a ratones transgénicos
LCAT-knock-out/apolipoproteina | dio como resultado un aumento en el colesterol tisular (aorta e higado) y un
aumento en los niveles del colesterol en plasma. Los datos combinados de los ejemplos 4 y 5 demuestran que la
inyeccion de LCAT redistribuye rapidamente los lipidos desde los tejidos al HDL en plasma. Dado el efecto de la
inyeccion de LCAT en el contenido de colesterol del higado y la aorta se esperaria que un cambio similar se
observara rapidamente en los glébulos rojos.

Una transferencia de FC desde los RBC al HDL deberia cambiar la composicion de la membrana de los RBC a un
estado mas normal. Esta accidbn aumentara la oxigenacion de los RBC, mejorara la reologia (capacidad de
deformaciéon aumentada, flujo, disminuira la propension a la adhesion y a la agregacién), disminuird la anemia
(disminuira el estrés mecanico y la destruccion asociados a la capacidad de deformacion disminuida, aumentando la
vida de los RBC) y aumentara la capacidad de los RBC de oxigenar los tejidos, especialmente en tejidos periféricos.

En algunas realizaciones la LCAT se auto-administra por el paciente bien por inyeccién subcutanea o bien

intramuscular. La auto-administracion es una realizacion preferida para el tratamiento crénico de, que incluye, pero
no se limita a, pacientes que padecen enfermedad de células falciformes.

Ejemplo 1

Efecto del nivel de LCAT en el hematocrito en ratones

Se tomaron muestras de sangre de 3 grupos de ratones: ratones deficientes en LCAT (LCAT-KO), transgénicos que
sobre-expresan LCAT (actividad LCAT ~30x normal) y control C57/b6. Las membranas de los RBC se aislaron de la
muestra de sangre y se midieron los fosfolipidos que contenian colina (Wako Phospholipids B, Richmond) como un
sustituto para la masa de RBC o hematocrito. La masa de los RBC era significativamente menor en los ratones
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deficientes en LCAT si se compara con los ratones normales (402+22,0 pg/ml de sangre completa frente a 486+25,7
pg/ml de sangre completa, respectivamente). La anemia en los ratones deficientes en LCAT demostrada en el
presente documento es similar al grado de anemia observado en los pacientes de FLD. Sorprendentemente la masa
de RBC era significativamente elevada en los ratones transgénicos que sobre-expresan LCAT si se compara con los
ratones con actividad LCAT normal (556+20,1 pg/ml de sangre completa frente a 486+25,7 pg/ml de sangre
completa, respectivamente). Estos resultados muestran que hay una relacion positiva entre los niveles de LCAT y el
hematocrito. Adicionalmente, y mas importante, los niveles sobre-normales de LCAT pueden aumentar el
hematocrito en animales no considerados anémicos. Estos estudios muestran que aumentar los niveles es una
opcion terapéutica viable para los pacientes con anemia debida a una diversidad de causas, incluso en pacientes
con actividad LCAT normal.

Ejemplo 2

Composicién de fosfolipidos de membranas fantasma de RBC preparada a partir de sujetos normales y SCD (no en

crisis).

Se prepararon muestras de los RBC lavados en soluciéon salina con tampoén fosfato a partir de sangre reciente
extraida de sujetos normales (n=7) y pacientes SCD (n=6). Se suspendieron alicuotas de cincuenta microlitros de
RBC empaquetados en 0,95 ml de solucién salina con tampén fosfato. Los lipidos se extrajeron combinando
alicuotas de 0,4 ml de cada suspensioén de RBC con 20 pl de una soluciéon 1 mg/ml de 1-eicosanol en acetato de
etilo:acetona (2:1) (patron interno) y 2 ml de acetato de etilo:acetona:metanol (6:3:1) en tubos de vidrio. Los tubos
sellados se agitaron durante dos minutos y después se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min. La fase organica
superior se transfirié a viales de HPLC de 12x32 mm. El disolvente se evapord de los viales en una corriente de N,
seguido de al menos 1 h de alto vacio. Los lipidos secos se reconstituyeron en 200 pl de
trimetilpentano:metanol:tetrahidrofurano (95:5:2). Los lipidos de membrana se cromatografiaron por cromatografia
liquida de alto rendimiento en una columna de silice. Se detectaron fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) y se
cuantificaron con un detector de dispersion de luz evaporativo. Los resultados muestran que los lipidos de los RBC
en pacientes de SCD se enriquecieron en PC y disminuyeron el contenido de SM, en comparacién con sujetos
normales (Figura 1), dando como resultado un aumento en la relacion PC/SM de 0,67 a 0,98 para el control y el
SCD, respectivamente. Los RBC SCD analizados en el presente estudio muestran un patron de composicion de
fosfolipidos que es distinto de los RBC normales. La composicion lipidica de los RBC SCD es analoga a la informada
para los RBC en otros casos de baja actividad de LCAT plasmatica.

Ejemplo 3

Preparacién de LCAT recombinante humana

El plasmido pCMV6-XL4/LCAT que codifica la proteina LCAT humana se obtuvo en Origene Technologies
(Rockville, MD) y se ligé en el vector pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen, Carlsbad, CA). Dicho vector pcDNA3.1 se
transfectd en células HEK293f. Las células transfectadas de forma estable se seleccionaron con 200 pg/ml de
higromicina B y crecieron en un medio asérico Freestyle 293 (Invitrogen) en matraces de agitacion de 10 | durante 4
dias. La rhLCAT se aislo del medio de cultivo por precipitacién con cloruro de cinc seguido de captura en lotes y
elucién con fenilsefarosa.

Ejemplo 4

Aumento del colesterol HDL en ratones transgénicos para la apolipoptroteina A-I humana inyectados con LCAT

Los ratones transgénicos machos que expresan el gen de la apolipoproteina A-I humana (Jackson Laboratory) se
mantuvieron en una dieta de pienso normal, a discrecién. A los ratones se les dio una inyeccién intravenosa Unica de
solucion salina o de LCAT recombinante humana en solucién salina (4 mg/kg) a través del seno retro-orbital. La
sangre se recogio en el plexo orbital en animales anestesiados con isofluorano a 0, 1, 4, 24, 48 y 72 horas post-
inyeccion. La concentracion de colesterol en plasma se determind con kits de ensayo enzimaticos comerciales. La
cantidad de colesterol en HDL (HDL-C) se determiné por electroforesis en gel de agarosa con el sistema SPITE de
Helena Labs. La figura 2 muestra que los ratones a los que se administré6 LCAT mostraron un aumento significativo
en los niveles del HDL-C en plasma tanto como un 120 % del control. El nivel de HDL-C se mantuvo en niveles
aumentados durante la duracién del experimento (72 horas). La subida del HDL en plasma fue sorprendentemente
rapida mostrando un aumento de aproximadamente el 70 % del control a 4 horas y de aproximadamente el 120 %
en 24 horas.

Ejemplo 5

Efecto de la infeccién de LCAT en el contenido de colesterol en tejidos de ratones transgénicos LCAT-knock-
out/apolipoproteina A-
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Los ratones transgénicos que expresan la apolipoproteina A-1 humana (Jackson Laboratory) se cruzaron con ratones
LCAT-KO para obtener ratones LCAT-KO/apoA-I-Tg. Los ratones LCAT-KO/apoA-I-Tg se mantuvieron con un
pienso de roedores normal, a discrecion. Las inyecciones intravenosas (V) de solucién salina o 0,4 mg de LCAT se
realizaron diariamente durante 4 dias a través del seno retroorbital. Los animales se sacrificaron el quinto dia. Los
animales se anestesiaron y se exanguinaron por perfusion con solucién salina heparinizada. Un I6bulo hepético y la
aorta se retiraron de cada animal y se extrajeron con una solucién de cloroformo y metanol. El colesterol en los
lipidos recuperados de los tejidos extraidos se midié con un kit de ensayo enzimatico comercial.

La Figura 3 muestra el contenido de colesterol de (A) higado, (B) aorta y (C) plasma para ratones inyectados con
solucion salina (Ctrl) o LCAT (Exp). El tratamiento con la LCAT redujo significativamente los niveles de colesterol en
el higado y la aorta y subieron significativamente el nivel de colesterol en plasma. Los datos combinados para los
ejemplos 4 y 5 demostraron que la inyeccion de la LCAT redistribuye rapidamente los lipidos desde los tejidos al
HDL plasmatico. Dado el efecto de la inyeccién de LCAT en el contenido de colesterol del higado y de la aorta se
esperaria que se observara un cambio similar en los glébulos rojos.

Ejemplo 6

Un nifio (30 kg) en crisis de células falciformes se admite en el hospital. Junto con el tratamiento convencional de
cuidados, recibe una infusion de 5 mg/kg de LCAT recombinante humana (rhLCAT) durante un periodo de 1 hora en
un total de 100 ml de solucion salina. Después del tratamiento, los niveles de oxigeno en sangre se miden y se
habian mejorado. Conforme la crisis se abate, se observa la morfologia de las células rojas y se miden las
caracteristicas fisicas (capacidad de deformacion de los RBC, capacidad de agregacion de los RBC vy fragilidad
osmaética) y los resultados se comparan con los resultados de la muestra de sangre tomada después de la admision.
Las mejoras en las caracteristicas fisicas y la oxigenacion de los RBC se mantienen con inyecciones subcutaneas
semanales de rhLCAT a una dosis de 0,5 mg/kg.

Ejemplo 7

Una mujer de 35 afios (55 kg) presenta artritis reumatoide y tiene anemia con un nivel de hemoglobina de 9 g/dl
(intervalo normal 12 - 14 g/dl). Se extrae una muestra de sangre y se detecta que sus glébulos rojos son menos
deformables y que se agregan mas facilmente que los glébulos rojos normales. A la paciente se la prescribe
inyecciones semanales de rhLCAT a una dosis de mg/kg para administrarse por via subcutanea. El hematocrito y los
niveles de hemoglobina se miden después de 6 inyecciones semanales y se detecta que han aumentado un 20 %.
Después de 6 meses de tratamiento, la hemoglobina es de 14 g/dl. El médico decide mantener a la paciente con
rhLCAT a una dosis de 1 mg/kg inyectada bi-semanalmente.

Ejemplo 8

Un hombre de 65 afios (80 kg) tiene programada una cirugia de derivacion cuadruple. Se solicita al paciente que
deje de tomar clopidogrel cinco dias antes de la cirugia para reducir la posibilidad de una hemorragia post-
operatoria. Para reducir el riesgo de activacion de las plaquetas, trombosis o agregacion de los RBC, el paciente
recibié en el consultorio una infusion de 1 mg/kg de rhLCAT cinco dias antes de la cirugia. El paciente recibié una
infusién con 1 mg/kg de rhLCAT directamente después de la cirugia, 7 dias después de la cirugia y 14 dias después
de la cirugia. Después de la recuperacion (21 dias después de la cirugia), el paciente volvié a su tratamiento crénico
con clopidogrel.

Ejemplo 9

Transferencia génica para la sobre-expresién hepdatica especifica de LCAT

Un paciente presenta artritis reumatoide acompafiada de anemia crénica. Al paciente se le administra una dosis de 4
x 102 particulas adenoviricas (AdrLCAT)/kg por inyeccion a través de un catéter intra-portal. Los niveles de LCAT se
monitorizan semanalmente después del tratamiento. Cuatro semanas después del tratamiento el paciente tiene unos
niveles de LCAT de 10 mg/ml o aproximadamente dos veces mas que la concentraciéon en un sujeto no artritico.
Ocho semanas después del tratamiento, el paciente se monitoriza mensualmente. Si el nivel de LCAT del paciente
disminuye por debajo de 5 mg/l se repite el procedimiento.

Ejemplo 10

Un nifio (30 kg) en crisis de células falciformes se admite en el hospital. Junto con el tratamiento convencional de
cuidados, recibe una infusiéon de 5 mg/kg de LCAT humana recombinante (rhLCAT) durante un periodo de 1 hora en
un total de 100 ml de solucion salina. Después del tratamiento, se miden los niveles de oxigeno en sangre y habian
mejorado. Conforme la crisis se abate, se observa la morfologia de las células rojas y se miden las caracteristicas
fisicas (capacidad de deformacion de los RBC, capacidad de agregacion de los RBC y fragilidad osmética) y los
resultados se comparan con los resultados de la muestra de sangre tomada después de la admision. Después, el
paciente tuvo un procedimiento en el que se colocé un dispositivo médico bajo la piel. El dispositivo médico
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comprende células de mamifero disefiadas con ingenieria genética para secretar LCAT activa. Se libera LCAT
suficiente por las células para elevar la actividad de la LCAT enddgena a mas del 100 % de los niveles de LCAT
normales.

Apréciese que el alcance de la presente invencion ha de definirse por las reivindicaciones y no ha de limitarse por
las realizaciones descritas especificamente y por los ejemplos del presente documento.
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Asp Trp Arg Leu Glu Pro Gly GIn GIn Glu Glu Tyr Tyr Arg Lys Leu
145 150 155 160

Ala Gly Leu val Glu Glu Met His Ala Ala Tyr Gly Lys Pro val Phe
165 170 175

Leu ITe Gly His Ser Leu Gly Cys Leu His Leu Leu Tyr Phe Leu Leu
180 185 1%0

Arg Gln Pro Gin Ala Trp Lys Asp Arg Phe Ile Asp Gly phe Ile Ser
195 200 20

teu Gly Ala Pro Trp Gly Gly Ser Ile Lys Pro Met Leu val Leu Ala
210 215 220

Ser Gly Asp Asn GIn Gly Ile Pro Ile Met Ser Ser Ile Lys teu Lys
225 230 235 240

Glu Glu Gin Arg Ile Thr Thr Thr Ser Pro Trp Met Phe Pro Ser Arg
245 250 255

Met Ala Trp Pro Glu Asp His val Phe Ile Ser Thr Pro Ser Phe Asn
260 265 270

Tyr Thr Gly Arg Asp Phe GIn Arg Phe Phe Ala Asp Leu His Phe Glu
27 280 285

Glu Gly Trp Tyr Met Trp teu Gln Ser Arg Asp Leu Leu Ala Gly Leu
290 295 300

Pro Ala Pro Gly val Glu val Tyr Cys Leu Tyr Gly val Gly Leu Pro
308 310 315 _ 320 -

Thr Pro Arg Thr ;gg ITe Tyr Asp His Gly Phe Pro Tyr Thr Asp Pro

val Gly val Leu Tyr Glu Asp Gly Asp Asp Thr val Ala Thr Arg Ser
340 345 - 350

Thr Glu Leu Cys Gly teu Trp GIn Gly Arg GIn Pro Gln Pro val His
355 360 : 365

Leu Leu Pro Leu His Gly Ile Gin His Leu Asn Met val Phe Ser Asn
370 375 380

Leu Thr Leu Glu His Ile Asn Ala Ile Leu Leu Gly Ala Tyr Arg Gln
385 390 395 400

Gly Pro Pro Ala Ser Pro Thr Ala Ser Pro Glu Pro Pro Pro Pro Glu
405 410 415
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REIVINDICACIONES

1. LCAT en una cantidad terapéuticamente eficaz para usar tratando a un paciente que tiene una afeccion
seleccionada de, enfermedad de células falciformes, talasemia y anemia de inflamacion.

2. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que los glébulos rojos del paciente demuestran una
capacidad reducida para deformarse, oxigenacion reducida, agregacion y adhesién aumentada, funcion de 6xido
nitrico reducida, margen de vida disminuido o cualquier combinacion de los mismos.

3. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la que la afeccion es anemia.

4. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la afeccion es enfermedad de
células falciformes o talasemia.

5. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 2, monitorizandose una mejora en la afeccién por un método que
comprende:

a) obtener una medida de linea basal de uno o mas de los siguientes:

nivel de hemoglobina, nivel del hematocrito, capacidad de deformacién de los RBC, oxigenacién de los RBC,
agregacion y adhesion de los RBC o margen de vida de los RBC;

b) administrar el agente;
¢) obtener una medida posterior al tratamiento de uno o mas de los siguientes:

nivel de hemoglobina, nivel del hematocrito, capacidad de deformacién de los RBC, oxigenacién de los RBC,
agregacion y adhesion de los RBC o margen de vida de los RBC;

d) comparar la medida de linea basal con la medida posterior al tratamiento en la que la aparicion de uno o mas
de los siguientes: un aumento en el nivel de hemoglobina, nivel del hematocrito, un aumento en la capacidad de
deformaciéon de los RBC, un aumento en la oxigenacion de los RBC, una disminucion en la agregacion y
adhesion de los RBC o un aumento en el margen de vida de los RBC, indica una mejora en la afeccion.

6. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la cantidad terapéuticamente eficaz de LCAT es una
cantidad que aumenta el nivel plasmatico de LCAT por encima del nivel plasmatico normal de LCAT o aumenta la
actividad de LCAT en plasma por encima del nivel de actividad de LCAT.

7. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la cantidad de LCAT administrada es de 10 mg a
5000 mg.

8. LCAT para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la cantidad terapéuticamente eficaz de LCAT
administrada esta entre 1 vez y 1000 veces el nivel normal de LCAT.

9. LCAT para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en las que la LCAT es una LCAT
modificada.
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FIGURA 1
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FIGURA 2

~{ = Solucién salina
@~ LCAT 4 mg/ml

£
A
A

12

24 36 48 80 72

Horas después de la inyeccion

16




ES 2552654 T3

FIGURA 3
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