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DESCRIPCION
Variante de proteina bpifb4

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una variante de la proteina BPIFB4 (familia de proteinas bactericidas/aumento de
la permeabilidad B, miembro 4) para su uso en el tratamiento de ciertas patologias asociadas con disfuncién endotelial
debida a alteracion de la eNOS y vasodilataciéon mediada por NO.

Antecedentes de la invencion

La BPIFB4 humana (también conocida como C200rf186; RY2G5; LPLUNC4) es un miembro de las proteinas
secretado de la familia de tipo BPI/LBP/PLUNC, que se ha relacionado con los procesos de defensa del hospedador
contra las bacterias. La proteina existe en dos isoformas diferentes de distinta longitud con secuencias de aminoacidos
de 575 (Acc. P-59827-2) y 613 (Acc. EAW76337.1) aminoacidos (Bingle CD y col., Biochem Soc Trans. (2011) 39
(4):977-83; Andrault J.-B y col., Genomics (2003) 82:172-184; Bingle CD y col., Hum.Mol. Genet. (2002) 11:937-943;
Bingle C. D y col., Protein Sci. (2004) 13:422-430).

Se han descrito varios polimorfismos de un solo nucleétido para esta proteina en los siguientes sitios, indicados con
referencia a la secuencia de 575 aminoacidos: rs2070325-11e229Val, rs 571391-Asn281Thr, rs7583529Phe488Leu y
rs285097-Thr494lle, lo que puede llevar a la generacidon de una serie de diferentes variantes de la proteina. Los
autores de la presente invencién han identificado y caracterizado una serie de variantes de BPIFB4. Después de un
analisis minucioso de las fases del haplotipo (es decir, la combinaciéon de los alelos) de los cuatro polimorfismos
descritos anteriormente, los autores de la presente invencion han encontrado que el haplotipo mas comun (65 % de
los cromosomas analizados) es la combinacién AACT que codifica los aminoacidos 11e229/Asn281/Leu488/1le494
(INLI); el segundo haplotipo mas frecuente es la combinacion GCTC (30 % de los cromosomas contienen este
haplotipo) que codifica los aminoacidos Val229/Thr281/Phe488/Thr494 (VTFT) y, finalmente, la combinacion de AATC
estd representada solo en el 2 % de los cromosomas caucasicos humanos que codifican
1le229/Asn281/Phe488/Thr494 (INFT).

El endotelio vascular esta formado por una capa de células situadas entre la luz de los vasos y las células de musculo
liso vascular. Estas células producen continuamente 6xido nitrico (NO), un gas soluble que es sintetizado por la enzima
oxido nitrico sintasa (eNOS) endotelial. Esta sustancia tiene un papel crucial en la regulacion de la homeostasis
vascular y la funcién endotelial, lo que incluye la modulacién del tono vascular, la regulacién del crecimiento de células
locales y la proteccion del vaso frente a las consecuencias perjudiciales de las plaquetas y las células que circulan en
la sangre.

Una lista creciente de afecciones se ha asociado con una disminucion en la liberacion de 6xido nitrico por la pared
arterial debido a una sintesis deficiente por eNOS o a una degradacién oxidativa excesiva (American Journal of
Physiology, Endocrinology and metabolism 2012 Mar 1; 302 (5) y Current Vascular Pharmacology 2012 Ene; 10 (1):
paginas 4-18). La mayoria de estas condiciones patoldgicas estan asociadas con el envejecimiento. Por ejemplo, se
ha comunicado un deterioro de la sefializacion del 6xido nitrico en la angina coronaria espastica (Miyamoto y col. Hum
Mol Genet.2000 nov. 1; 9 (18): paginas 2629-37), trombosis (Loscalzo J, Circulation Research.2001; 88, paginas 756-
762), hipertension pulmonar (D'Uscio LD., Cardiovasc Res 2011, 92 (3), paginas 359-360), preeclampsia (The Lancet,
volumen 361, 9368, paginas 1511-1517), vasculitis (Kanwar JR y col., Curr Med Chem.2009; 16 (19):2373-2394),
cancer (Kanwar JR y col. Curr Med Chem.2009; 16 (19): paginas 2373-2394), trastornos inflamatorios (Kanwar JR y
col., Curr Med Chem.2009; 16 (19): paginas 2373-2394, insuficiencia venosa (Férstermann U y col. Circulation.2006;
113: paginas 1708-1714), en enfermedades genéticas con actividad reducida de la eNOS y produccion de NO, por
ejemplo en las variaciones del gen MTHFR (Lemarie CA y col., Am J Physiol Heart Circ Physiol 2011, vol. 300: H745-
53), hipertension arterial (Sparacino-Watkins CE y col., Circulation, 2012; vol.125 (23), paginas 2824-6; Boger RH y
col., Circulation2009, vol. 119 (12), paginas 1592-600), aterosclerosis, diabetes mellitus, dislipidemia, insuficiencia
renal (Jiang B y col., Hum Gene Ther. 2012; 23 (11), paginas 1166-75 Ponnuswamy P y col. PLoS One.2012; 7 (1):
€30193; Vita JA. y col., Circulation2011, vol. 124 (25), paginas 906-12; Li ZL y col., PLoS One.2012, vol. 7 (6): e38787),
sindrome metabdlico (Quyyumi AA y col., Circulation 1995, vol. 92: paginas 320-326), accidente cerebrovascular
(Madden JA., Neurology.2012 sep. 25; 79 (13 Suppl 1): S58-62), infarto de miocardio (Nakata S y col., Circulation2008
abr. 29; vol. 117 (17): paginas 2211-23), disfuncion eréctil (Bianca Rd y col., PLoS One.2012, vol. 7 (2): €31019),
enfermedades neurodegenerativas y esclerosis multiple (Faraci FM., Circulation Research.2006, volumen 99, paginas
1029-1030; Wu M, y col, Glia.2009, vol. 57 (11), paginas 1204-15), trastornos cognitivos (Rayatnia y col., Eur J
Pharmacol.2011, vol. 666 (1-3), paginas 122-30; Paydar y col., Brain Res.2011; vol. 1386, paginas 89-99),
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degeneracion de la retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, cataratas y glaucoma (Chiou y col. Journal of Ocular
Pharmacology and Therapeutics. Abril 2001, 17 (2): paginas 189-198, Li Q y col., Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010 oct.,
51 (10): paginas 5240-6, Kwak HJ y col., Mol Cells.2001 oct. 31; 12 (2): paginas 178-84).

La disminucién de la produccion de NO y el consiguiente desequilibrio en la funcién endotelial se han identificado
como uno de los factores clave responsables de los estados patoldgicos anteriores. Por lo tanto, se han realizado
esfuerzos en la técnica para identificar posibles terapias candidatas para revertir la disfuncion endotelial potenciando
la liberacion de oxido nitrico desde el endotelio.

Ademas, se ha demostrado que un aumento en la actividad de la eNOS/produccion de NO es beneficioso en la fatiga
posterior al ejercicio en pacientes con distrofia muscular (Nature. 2008 nov. 27; 456, paginas 511-515) y en la
implantacion de endoprétesis para oclusiones vasculares (Sharif F, y col. Mol Ther. 2008 oct.; 16 (10): paginas 1674-
80).

Los autores de la presente invencion han identificado ahora sorprendentemente que una variante especifica de la
proteina BPFIB4 esta asociada con una longevidad excepcional. Los autores de la invenciéon han encontrado ademas
que la variante identificada es sorprendentemente capaz de aumentar la activacion de eNOS y la produccion de NO
en células endoteliales. Estas propiedades bioldgicas dependen de la presencia en la proteina de cuatro aminoacidos
especificos en las posiciones 229, 281, 488 y 494, ya que la sustitucion de cualquiera de estas posiciones con
diferentes aminoacidos conduce a la pérdida de actividad de la proteina.

Resumen de la invencion

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una variante de proteina BPIFB4, que tiene una secuencia de
aminoacidos con al menos un 85 % de homologia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o un fragmento
de la misma y caracterizada porque la secuencia de dicha variante o fragmento comprende una valina en la posicién
correspondiente a la posicion 229 de la SEQ ID NO:1, una treonina en la posicién correspondiente a la posicién 281
de la SEQ ID NO:1, una fenilalanina en una posicién correspondiente a la posicion 488 de la SEQ ID NO:1 y una
treonina en una posicion correspondiente a la posicién 494 de la SEQ ID NO:1 y dicha variante o fragmento tiene
actividad para aumentar la actividad de eNOS y/o la produccién de NO, para su uso (i) en la prevencion, reduccién
del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia seleccionada de entre hipertension arterial, diabetes mellitus,
dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, disfuncion
eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis multiple, trastornos cognitivos, degeneracion de la retina,
uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina espastica coronaria, trombosis, hipertensién pulmonar,
preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e insuficiencia venosa; o (ii) en la mejoria de la fatiga posterior al
ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante en la implantaciéon de una o mas endoprétesis para oclusiones
vasculares.

Ademas, se proporciona un vector que comprende un polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos de una
variante de proteina BPIFB4 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 85 % de homologia con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma y caracterizada porque la secuencia de
dicha variante o fragmento comprende una valina en la posicién correspondiente a la posicion 229 de la SEQ ID NO:1,
una treonina en la posicion correspondiente a la posicién 281 de la SEQ ID NO:1, una fenilalanina en una posicién
correspondiente a la posicion 488 de la SEQ ID NO:1 y una treonina en una posicién correspondiente a la posicién
494 de la SEQ ID NO:1 y dicha variante o fragmento tiene actividad para aumentar la actividad de eNOS y/o la
produccion de NO, ligada operativamente a secuencias de control de la expresion, para su uso en (i) la prevencion,
reduccion del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia seleccionada de entre hipertension arterial, diabetes
mellitus, dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio,
disfuncion eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis multiple, trastornos cognitivos, degeneracion de la
retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina espastica coronaria, trombosis, hipertensiéon pulmonar,
preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e insuficiencia venosa; o (ii) la mejoria de la fatiga posterior al
ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante en la implantaciéon de una o mas endoprétesis para oclusiones
vasculares.

Ademas, se proporciona una composicién farmaceéutica que comprende un vector para su uso tal como se reivindica
en cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, mezclado con vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
para su uso en (i) la prevencion, reduccion del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia seleccionada de entre
hipertensién arterial, diabetes mellitus, dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico, accidente
cerebrovascular, infarto de miocardio, disfuncion eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis multiple,
trastornos cognitivos, degeneracién de la retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina espastica
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coronaria, trombosis, hipertensién pulmonar, preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e insuficiencia venosa;
o (ii) la mejoria de la fatiga posterior al ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante en la implantacion de
una o mas endoprétesis para oclusiones vasculares.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la secuencia del vector pRK5 que codifica INFT hBPIFB4 (SEQ ID NO:3) o VTFT hBPIFB4 (SEQ
ID NO: 1) usado en el ejemplo 3, con la secuencia de la proteina BPIFB4 subrayada y la de EGFP en cursiva.

La figura 2 muestra la deteccion de la proteina fluorescente verde en vasos mesentéricos perfundidos ex vivo con un
plasmido que codifica INFT BPIFB4 (panel izquierdo) o un plasmido pRK5 vacio de control (panel derecho) en el
ejemplo 3.

La figura 3 representa la expresion de la proteina BPIFB4 y la activacion de la eNOS en vasos mesentéricos
perfundidos con un vector vacio (EV), un plasmido que codifica INFT hBPIFB4 o VTFT hBPIFB4. El panel a muestra
una Western blot de siete experimentos combinados y la deteccion de BPIFB4 (arriba) y P-eNOS S1177 (centro). El
panel b muestra la cuantificacion de la expresion de BPIFB4 y el panel ¢ muestra la cuantificacion de la fosforilacidon
en la serina 1177 de eNOS.

Figuras 4, 5y 6: los paneles 4a, 5a y 6a representan la vasoconstriccion inducida por KCI observada en el ejemplo 3
en vasos mesentéricos perfundidos ex vivo con un plasmido vacio pRK5 (EV/fig. 4a), un pldsmido pRK5 que codifica
INFT hBPIFB4 (INFT/fig. 5a) o un plasmido pRKS5 que codifica VTFT hBPIFB4 (VTFT/fig. 6a). Los paneles 4b, 5b y
6b representan la vasoconstriccion inducida por fenilefrina observada en el ejemplo 3 en vasos mesentéricos
perfundidos ex vivo con un plasmido vacio pRK5 (EV/fig. 4b), un plasmido pRK5 que codifica INFT hBPIFB4
(INFT/fig. 5b) o un pRK5 que codifica plasmido VTFT hBPIFB4 (VTFT/fig. 6b). Los paneles 4c, 5c y 6¢ representan
la vasodilatacion inducida por acetilcolina observada en el ejemplo 3 en vasos mesentéricos perfundidos ex vivo con
un plasmido vacio pRK5 (EV/fig. 4c), un plasmido pRK5 que codifica INFT hBPIFB4 (INFT/fig. 5¢) o un plasmido
pRK5 que codifica VTFT BPIFB4 (VTFT hBPIFB4/fig. 6¢). Los resultados observados con el plasmido que codifica
VNFT hBPIFB4 (SEQ ID NO:4), ITFT hBPIFB4 (SEQ ID NO:5), VTLI hBPIFB4 (SEQ ID NO:6) e INLI hBPIFB4 (SEQ
ID NO:7) observados en la vasoconstriccion inducida por KCI, la vasoconstriccion inducida por fenilefrina o la
vasodilatacion inducida por acetilcolina en los vasos mesentéricos examinados son superponibles a los obtenidos
con el vector vacio (datos no mostrados).

Figuras 7 y 8: los paneles 7a y 8a representan el efecto del inhibidor eNOS L-NAME sobre la relajacion inducida por
acetilcolina de los vasos perfundidos ex vivo o con un plasmido pRKS5 vacio (EV/fig. 7a) o un plasmido pRK5 que
codifica VTFT hBPIFB4 mutado (VTFT/fig. 8a). Los paneles 8b representan la recuperacion de la vasorrelajacion de
vasos de ratones inactivados de metilentetrahidrofolato reductasa (Mthfr*-) de control (Mthfr**) y ratones inactivados
tratados con plasmido pRK5 vacio ((Mthfr +/- EV) (fig. 7b) o un pRK5 que codifica el pldsmido VTFT hBPIFB4
((Mthfr*- - M) (fig. 8b).

Figura 9: el panel a) muestra una RT-PCR que demuestra la induccién de la expresién de BPIFB4 por H202 en
células HEK293T. El panel b) muestra una Western blot de la fosforilacién en eNOS en Ser1177 en células
HEK293T que expresan VTFT hBPIFB4 (VTFT) y en células que sobreexpresan INFT hBPIFB4 (INFT) o en las
expuestas a un vector vacio (EV). El panel c), en la parte superior, muestra OD normalizadas con actina 3.

Descripcion detallada de la invencion

Dicha homologia de la variante de la proteina BPIFB4 con la SEQ ID NO: 1 es preferentemente de al menos el 90 %,
mas preferentemente de al menos el 95 %, mas preferentemente todavia de al menos el 99 %.

La secuencia de aminoacidos de la variante de la proteina BPIFB4 de la invencion puede diferir de la de la SEQ ID
NO: 1 en cuanto a la presencia de adiciones, eliminaciones o sustituciones adicionales de aminoacidos.

Sin embargo, una caracteristica esencial de la variante de la invencion es que contiene los cuatro aminoacidos: una
valina en la posicion correspondiente a la posicion 229 de la SEQ ID NO: 1, una treonina en la posicién correspondiente
a la posicion 281 de la SEQ ID NO:1, una fenilalanina en una posicion correspondiente a la posicion 488 de la SEQ
ID NO:1 y una treonina en una posicion correspondiente a la posicion 494 de la SEQ ID NO:1. En el caso de homélogos
que difieren de la SEQ ID NO: 1 para deleciones o adiciones de aminoacidos, los cuatro aminoacidos anteriores estan
presentes en la posicidon que corresponde a su posicion original en la SEQ ID NO: 1. En el caso de homdlogos que
difieren de la SEQ ID NO:1 para la sustitucion de aminoacidos, los cuatro aminoacidos anteriores estan presentes en
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la misma posicion que en la SEQ ID NO:1.segun una realizacion preferida, la proteina de la invencion tiene una
secuencia de aminoacidos correspondiente ala SEQ ID NO: 1, donde uno o mas aminoacidos en posiciones diferentes
de las posiciones 229, 281, 488 y 494 de la SEQ ID NO: 1 han sido sustituidos por un aminoacido conservado. Por
"aminoacido conservado" se entiende un aminoacido con propiedades fisicoquimicas funcionalmente equivalentes a
las del aminoéacido original.

Las proteinas particularmente preferidas segun la invencidn tienen la secuencia de aminoacidos de proteinas BPIFB4
conocidas identificadas en Homo Sapiens (Acc N.NP-59827.2; SEQ ID NO:1 o AccN.NP-872325.2, correspondiente
a una isoforma mas larga), Felis Catus (Acc N.XP003983665.1); Pan Troglodytes (Acc N XP525303); Samiri boliviensis
(Acc N XP-003932113.1); Macaca Mulata (Acc N NP-001230192.1); Pan Paniscus (Acc N.XP-003814776.1); Otolemur
garnettii (Acc N.XP_003788148.1); Pongo abelii (Acc N XP-003780649.1);Sarcophilus harrisii (Acc N.XP-
003758987.1); Rattus norvegicus (Acc N.NP-001102679.2); Callithrix jacchus (Acc N.XP-003732841.1); Mus musculus
(Acc N.NP-001030047.2); Bos taurus (Acc N XP-003586861.1); Canis lupus familiaris (Acc N.XP-534383.3); Sus
scrofa (Acc N.XP-003134448.3); Gallus gallus (Acc No. XP-425718), Didelphis virginiana (LOC100032880) o Xenopus
(LOC100485776), que se ha modificado de manera que incluya una valina en la posicion correspondiente a la posicion
229 de la SEQ ID NO: 1, una treonina en la posicion correspondiente a la posicion 281 de la SEQ ID NO:1, una
fenilalanina en una posicion correspondiente a la posicion 488 de la SEQ ID NO:1 y una treonina en una posicion
correspondiente a la posicion 494 de la SEQ ID NO:1.

segun una realizacion particularmente preferida, la variante de proteina BPIFB4 de la invencion tiene la secuencia de
la SEQ ID NO: 1. Una proteina que tiene dicha secuencia se denominara en adelante VTFT hBPIFB4.

Otro objeto de la presente invencion es una proteina que tiene una secuencia que consiste en la secuencia de
aminoacidos de una variante de la proteina BPIFB4 para su uso segun la invencién, dicha secuencia unida a una
secuencia de aminoacidos adicional capaz de impartir a la proteina propiedades particularmente ventajosas.
Preferentemente, dicha secuencia de aminoacidos adicional es util para identificar la variante de proteina BPIFB4
segun la invencién o para dirigir la variante de proteina BPIFB4 de la invencion a un érgano o tejido especifico.
Preferentemente dicha proteina es una proteina quimérica.

Tal como se describira en detalle en la seccion experimental, los autores de la presente invencién han encontrado
sorprendentemente que el VTFT hBPIFB4 anterior esta asociado con una longevidad excepcional en tres poblaciones
independientes. Los autores de la presente invencion han demostrado ademas que el efecto beneficioso de la proteina
mutante sobre la esperanza de vida es una consecuencia de su capacidad para modular las disfunciones vasculares
asociadas con el envejecimiento. Tal como se demostrd en la seccién experimental, esta modulacién depende de la
presencia de los cuatro aminoacidos especificos en las posiciones correspondientes a las posiciones 229, 281, 488 y
494 de la SEQ ID NO: 1 en el VTFT hBPIFB4 de la invencion.

Tal como se muestra en el ejemplo 3, los vasos mesentéricos de ratén se perfundieron ex vivo con un plasmido vacio
o plasmidos que codifican VTFT hBPIFB4 o proteinas que difieren de VTFT hBPIFB4 en que muestran varias
sustituciones en los 4 aminoacidos relevantes: INFT hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:3, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina y una asparagina en las posiciones 229 y 281,
respectivamente, VNFT hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, que difiere de la de
VTFT hBPIFB4 en que contiene una asparagina en la posicion 281, ITFT hBPIFB4, que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:5, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina en la posicion 229,
VTLI hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que
contiene una leucina en la posicion 488 y una isoleucina en la posicion 494, INLI hBPIFB4, que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:7, que difiere de la VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina en las posiciones 229,
asparagina en las posiciones 281, leucina en la posicion 488 y una isoleucina en la posicion 494.Mientras que VNFT
hBPIFB4, ITFT hBPIFB4, VTLI hBPIFB4 e INLI hBPIFB4 no mostraron ningun efecto sobre la funcién vascular e INFT
hBPIFB4 inhibié enérgicamente cualquier funcién vascular, bloqueando tanto la vasoconstriccion como la
vasodilatacion, la proteina VTFT BPIFB4 mostré un efecto débil de inhibicion de la vasoconstriccion y una mejora
importante de la vasodilatacion. Se ha demostrado que este efecto esta mediado por la activacion de eNOS a través
de la fosforilacion en la serina 1177 y, por lo tanto, se asocia a un aumento en la liberacion de NO por las células
endoteliales. La capacidad de VTFT hBPIFB4 para inducir la activacion de eNOS se ha corroborado en la linea celular
HEK293T (ejemplo 5).

Los datos anteriores también se han confirmado adicionalmente en un modelo animal de enfermedad vascular
relacionado con una produccion deficiente de NO, ratones inactivados Mthfr heterocigéticos, donde se ha demostrado
que la transfeccion de la proteina VTFT hBPIFB4 restaura la liberacion de NO y la respuesta de vasodilatacion
dependiente del endotelio (ejemplo 4).
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Otro objeto de la presente invencién es un fragmento de la variante de la proteina BPIFB4 de la invencion que tiene
una secuencia que comprende dicha valina 229, treonina 281, fenilalanina 488 y treonina 494 anteriores para su uso
segun la invencién.

Gracias a su actividad biolégica, dicha variante de proteina de BPIFB4 o fragmento de la invencion se puede usar
ventajosamente en la prevencion, reducciéon del riesgo, mejoria y/o tratamiento de condiciones patoldgicas del
endotelio debido a la disminucion en la produccién de NO o la actividad de eNOS o de patologias o condiciones donde
es beneficioso aumentar la actividad de eNOS y/o la produccion de NO.

La variante de la proteina BPIFB4 o el fragmento segun la invencién se puede administrar a un sujeto que lo necesite,
afectado por una de las patologias anteriores o en las condiciones clinicas anteriores, por administracién oral, nasal,
endovenosa, topica, intraocular o retroocular.

Por consiguiente, otro objeto de la invenciéon es una composicion farmacéutica, preferentemente adecuada para
administracion oral, nasal, endovenosa topica, intraocular o retroocular, que comprende la variante de proteina BPIFB4
o el fragmento de la invencién para su uso segun la invencién de dicha variante o fragmento de proteina BPIFB4 en
mezcla con vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones adecuadas para la
composicion farmacéutica de la invencién son bien conocidas en la técnica y, por ejemplo, se describen en
"Remington's Pharmaceutical Sciences Handbook", Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, last o
Babizhayev MA. Drug Testing and Analysis, volumen 4, numero 6, paginas 468-485, junio 2012).

Una formulacién farmacéutica especialmente adecuada para la administracion de la variante de la proteina BPIFB4 o
el fragmento segun la invencién se basa en copolimeros sintéticos, que usan estructuras de poliaminoacidos y
polisacaridos, capaces de formar complejos fisicos reversibles con la variante de la proteina BPIFB4 o el fragmento
de la misma mediante interacciones electrostaticas, hidréfobas u otras interacciones fisicas, y generan nanoagregados
a partir de los cuales la proteina o el fragmento se libera de forma intacta después de la administracion. (Diaz-
Fernandez YA y col., Biosens Bioelectron. 2010 sep. 15;26 (1): 29-35). Un objeto de la presente descripcion es un
polinucleétido, preferentemente un polinucleétido de ADN, que codifica la secuencia de aminoacidos de la variante de
la proteina BPIFB4 o el polipéptido segun la presente invencion. Dicho polinucleétido tiene una secuencia que
comprende o consiste en la SEQ ID NO:2 o la secuencia de un fragmento de la misma que comprende los nucleétidos
que codifican dicha valina 229, treonina 281, fenilalanina 488 y treonina 494 mencionadas anteriormente.

El polinucleétido anterior se puede usar con el fin de obtener la expresiéon de la proteina o polipéptido mutado en
células hospedadoras in vitro, ex vivo o in vivo por medio de un vector de expresion adecuado que lo comprende.

Por lo tanto, un séptimo objeto de la invencién es un vector que contiene dicho polinucleétido mencionado
anteriormente de la invencion unido operativamente a secuencias de control de expresion.

segun una realizacion preferida, la variante de la proteina BPIFB4 o el fragmento de la invencion se produce de forma
recombinante en células hospedadoras transfectadas con dicho vector anterior. segun esta realizacion, el vector para
su uso segun la invencién es preferentemente uno que es adecuado para la produccion de alto rendimiento de la
proteina o polinucledtido. Por ejemplo, el vector pcDNA™ 3.3-TOPO® se puede usar para la expresion de alto nivel
de la proteina de la invencion en células adherentes de cultivo de tejidos de mamiferos después de la transfeccién
transitoria o la expresion de alto nivel de proteina secretada usando los sistemas FreeStyle™ MAX CHO y FreeStyle™
MAX 293 (Invitrogen INC.).

Por lo tanto, otro objeto de la presente descripcidn son las células hospedadoras transfectadas con dicho vector de la
invencién anterior. Otro objeto de la descripcion es un procedimiento para producir de forma recombinante la variante
de la proteina BPIFB4, la proteina o el fragmento segun la invencién que comprende el cultivo de dichas células
hospedadoras anteriores en condiciones que permiten la expresion de la variante de la proteina BPIFB4, la proteina
o el fragmento y la recuperacion de dicha variante de la proteina BPIFB4, proteina o fragmento.

De forma alternativa a la administracién directa como tal, la variante de la proteina BPIFB4 o el fragmento de la
invencion puede expresarse en el tejido diana después de la administracion, preferentemente por via endovenosa,
subcutanea, intraocular o retroocular, en un sujeto que lo necesite de un vector para su uso segun la presente
invencion, que es adecuado para inducir la expresion en dicho tejido diana de la proteina o polipéptido mutado. El
tejido diana puede diferir segun la patologia que se tratara y puede ser, por ejemplo, el tejido endotelial, el tejido del
higado, el corazén, el rifidn, el ojo o el musculo.
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segun esta realizacion, el vector de la invencién es preferentemente uno que sea adecuado para la transfeccion de
las células del tejido diana de interés después de la administracion endovenosa.

segun una realizacion preferida especialmente, dicho vector es un vector virico, preferentemente un vector de
Adenovirus, mas preferentemente un vector seleccionado de entre vectores de serotipos 1 a 9 de AAV, basandose en
la especificidad por el tejido diana de interés (Varadi K, y col., Gene Ther. (2012);19 (8): 800-9; Zincarelli C y col., Mol
Ther. (2008), 16 (6): 1073-80, Diaz-Fernandez YA y col., Oligonucleotides. 2010; 20 (4):191-8).

Otro objeto de la invencién es una composicion farmacéutica, preferentemente adecuada para administracion
endovenosa, subcutanea, intraocular o retroocular para su uso segun la invencién, comprendiendo dicha composicion
un vector segun la invencion en mezcla con vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. Las
formulaciones adecuadas para la composicién farmacéutica de la invencion son bien conocidas en la técnica. A modo
de ejemplo, se pueden usar nanosistemas basados en polimeros o nanosistemas de policomplejos para administrar
el vector de la invencion (Murano E y col., Nat Prod Commun 2011), 6 (4):555-72, Moustafine Rl y col., Int J Pharm.
2012 oct. 3).

La dosis diaria media de la variante de la proteina BPIFB4 o el fragmento o vector de la invencién dependera de
diversos factores, tales como la gravedad de la enfermedad y las condiciones del paciente (edad, sexo y peso). El
experto en la materia puede usar medios técnicos bien conocidos en la técnica para encontrar la dosis y el régimen
correctos con el fin de asegurar un tratamiento éptimo en cada condicidn patolégica en particular.

La presente invencidn se ilustrara mejor mediante los ejemplos que se muestran a continuaciéon, que no deben
interpretarse como limitativos de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacién de la proteina VTFT hBPIFB4 en tres poblaciones independientes

Un Estudio de Asociacién de Genoma Amplio (GWAS, por sus siglas en inglés) publicado recientemente sobre una
poblacién de Centenarios del Sur de Italia (SIC) ha identificado una serie de variantes genéticas asociadas con
individuos longevos (Malovini y col., Rejuvenation Research 2011; vol. 14 (3), paginas 283-291).

Para validar las cuatro variaciones principales informadas en ese estudio (p<1 x 10%), se realizd un intento de
replicacién en una primera cohorte de replicacion reclutada para el Estudio de Centenarios Alemanes (Keidorp y col.;
Aging Cell 2011; vol. 10, paginas 622-8), que comprende 1447 individuos longevos (LLI) (intervalo de edad de 95-110
afos, media de edad 98,8 afios) y 1029 controles mas jévenes (intervalo de edad 60-75 afios y media de edad 66,8
afios). Por lo tanto, mediante el analisis de Tagman se ensayaron dos polimorfismos no sindnimos de un solo
nucleétido (SNP), rs2070325 y rs571391, y dos marcadores intronicos, rs7583529 y rs285097, que etiquetan las
variantes funcionales rs7917 y rs1695501.

En detalle, se extrajo ADN de sangre periférica (QlAamp DNA midi kit blood, Qiagen) de los individuos y se genotipo
con sonda TagMan en ABI 7900HT Real Time PCR (Applied Biosystems). Para el cribado, se usaron las siguientes
sondas:

hCV25757827 para rs2070325;
hCV958887 para rs571391;
hCV28993331 para rs7583529; y
hCV3073023 para rs285097.

El analisis de los datos se realizé con Sequence Detection Systems (Applied Biosystems).

Los métodos y procedimientos estadisticos aplicados al andlisis de datos que se derivan de la exploraciéon amplia del
genoma se describen en Malovini A y col., Rejuvenation Res 2011, vol. 14, paginas 283-91.

De las cuatro variantes sometidas a ensayo, solo rs2070325, que produce el cambio de aminoacido lle229Val en
BPIFB4, replico la asociacion observada en la cohorte de SIC bajo el modelo genético recesivo (OR = 2,42, IC al 95
% =1,56-3,77, p = 5,98 x 10-5) en este conjunto de LLI (OR = 1,42, IC al 95 % = 1,12-1,80, p = 5,3 x 10-3, Bonferroni
ajustado p = 0,021).

Esta variante se sometié a ensayo a continuacion mediante analisis de Tagman, tal como se describi6 anteriormente,
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para la asociacion en un segundo conjunto, representado por una coleccion basada en EE. UU. de 1461 LLI (intervalo
de edad de 91-119 afios, media de edad 100,8) y 526 controles (intervalo de edad de 0-35 afios, media de edad 28,2).
La regresion logaritmica confirmé la asociacion del SNP anterior también en este segundo conjunto de replicacion
(OR: 1,62, IC al 95 % = 1,15-2,27, p = 3,7 x 10%).

El metaandlisis de los resultados de la asociacion se realizd mediante el paquete "meta" implementado en R
(http://cran.r-project.org/web/packages/meta/index.html). La anotacion posicional y funcional de los SNP identificados
se realizé mediante el recurso en linea SNPNexus ().

Los resultados del metaanalisis, combinando las estadisticas de asociaciéon derivadas de la evaluacion de este
marcador en los conjuntos de replicacion de Alemania y EE. UU., no revelaron una heterogeneidad estadisticamente
significativa entre los OR estimados en las dos poblaciones (estadistica Q, p > 0,05). indice de heterogeneidad, 12 =
0 %). segun estas observaciones, las estadisticas de asociacién se combinaron asumiendo un modelo de efectos fijos
(OR=1,49; IC al 95 % =1,22-1,81; p < 1 x 10-4).

Ejemplo 2: Andlisis de haplotipos del locus BPIFB4

Los analisis de haplotipos revelaron patrones de fuerte desequilibrio de enlace (LD) dentro del locus genémico BPIFB4,
delimitando una regidn que esta altamente enriquecida en SNP no sinénimos (fig. S1 en el Apéndice Suplementario).
La variacion rs2070325 (lle229Val) marca BPIFB4 rs2889732 (Asn288Thr), rs11699009 (Leu488Phe) y rs11696307
(le494Thr). La estructura tridimensional de la BPIFB4 humana se predijo mediante un modelo de homologia con el
programa I-TASSER, (REF: Ambrish Roy, Alper Kucukural, Yang Zhang.l-TASSER: una plataforma unificada para la
estructura de proteinas y prediccion de funciones automatizada. Nature Protocols, vol. 5, 725-738 (2010) usando como
plantilla la proteina BPI de PDB (codigo 1EWF). En el andlisis estructural visual, realizado con el programa PyMOL
Version 1.2r3pre, Schrédinger, LLC (Molecular Graphics System), se consideraron todos los modelos. El analisis
anterior reveld que 1le268Val y Asn320Thr estan ubicados en un sitio de posible interaccién proteina-proteina. Para
evaluar los efectos de las variaciones, los autores de la invencion predijeron la estructura de las proteinas BPIFB4 de
tipo natural (WT) y mutadas (lle229Val, Asn281Thr, leu488Phe, 1le494Thr) mediante modelizacion de
homologia.BPIFB4 es estructuralmente muy similar a BPI y CETP, para las cuales se dispone de estructuras
experimentales y, debido a sus similitudes estructurales, los autores de la invencion piensan que es razonable esperar
que BPIFB4 se una a lipopolisacaridos en regiones similares a las de las otras dos proteinas. El analisis estructural
de los autores de la invencion revelé que Leu488Phe esta ubicada en una bolsa de union a lipidos cuyo tamafio se
predice que disminuira como consecuencia de la mutacion. La mutacion 11e494Thr se sitda en una segunda bolsa de
unién a lipidos, cuya hidrofobia disminuye por la sustitucién. En los dos casos, la mutacion puede producir una
disminucion de la capacidad para unir los lipidos.

En contraste, 1le229Val y Asn281Thr estan situadas lejos de los sitios de uniéon a lipidos de las proteinas
estructuralmente homologas, por lo que probablemente afectan a funciones como la interaccion con otras proteinas,
en lugar de la union de lipidos.

Ejemplo 3: Reactividad del vaso ex vivo a INFT hBPIFB4 y VTFET hBPIFB4

Para determinar el papel de la variante de BPIFB4 especifica identificada en la funcién de los vasos, los autores de la
invencién estudiaron los efectos de la transfeccién ex vivo de vasos mesentéricos de ratéon con un vector pRK5 que
codifica VTFT hBPIFB4 o proteinas que difieren de VTFT hBPIFB4 en que muestran varias sustituciones en los 4
aminoacidos relevantes: INFT hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3, que difiere de la
de VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina y una asparagina en las posiciones 229 y 281, respectivamente, VNFT
hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que
contiene una asparagina en la posiciéon 281, ITFT hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:5, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina en la posicion 229, VTLI hBPIFB4, que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:6, que difiere de la de VTFT hBPIFB4 en que contiene una leucina en la
posicion 488 y una isoleucina en la posicion 494 e INLI hBPIFB4, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO:7, que difiere de la VTFT hBPIFB4 en que contiene isoleucina en las posiciones 229, asparagina en las
posiciones 281, leucina en la posicidon 488 y una isoleucina en la posicion 494. La secuencia de los vectores pRK5
usados se comunica en la figura 1 (a, secuencia del vector que codifica wtBPIFB4 y GFP y b, secuencia del vector
que codifica VTFT hBPIFB4 y GFP).

Las ramas de segundo orden del arbol arterial mesentérico de ratones C57BL6 se transfectaron tal como se describid
anteriormente (Vecchione C y col., J Exp Med 2005; vol. 201, paginas 1217-28).
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En resumen, los vasos (n = 7) se colocaron en un sistema de presiéon Mulvany lleno de solucién de Krebs a la que se
afnadieron 20 ug de un vector pRK5 que codifica INFT o VTFT hBPIFB4. Como control negativo se usé un plasmido
vacio. Los vasos se perfundieron a 100 mmHg durante 1 hora y a continuacién a 60 mmHg durante 5 horas.

La eficacia de la transfeccién se evalud por la presencia de la coexpresion de la proteina fluorescente verde (GFP)
(fig. 2) y por Western blot.

En detalle, el andlisis de Western blot se realizé en extractos de proteinas de vasos perfundidos transfectados (n =7
para cada vector). Los extractos de proteinas se separaron en SDS-PAGE al 10 % a 100 V durante 1 h o en SDS-
PAGE al 4-12 % a 100 V durante 2 h y a continuacién se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa o PVDF. Las
membranas se incubaron durante toda la noche con los siguientes anticuerpos primarios: anti-fosfo-Ser1177 eNOS
(sefalizacién celular, AMc de conejo, 1:1.000), anti-BPIFB4 (Abcam, Ac policlonal de conejo, 1:200) y anti-B-actina
(sefializacion celular, AMc de raton, 1:3.000). Las membranas se lavaron tres veces y a continuacion se incubaron
durante 1 0 2 h con el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo unido a peroxidasa de rabano picante o IgG anti-ratén,
Amersham Life Science) a una dilucion de 1:3.000. A continuacion, se lavé la membrana cuatro veces y se detectaron
bandas de proteinas especificas con agentes quimioluminiscentes ECL Prime (Amersham Life Science). Los datos de
la Western blot se analizaron usando el software ImagedJ (desarrollado por Wayne Rasband, National Institutes of
Health, EE. UU.) para determinar la densidad 6ptica (OD) de las bandas. La lectura de la OD se normalizé a B-actina
para tener en cuenta las variaciones en la carga.

Tal como se muestra en la figura 3, la proteina BPIFB4 se detecté abundantemente en los vasos después de la
perfusién con los plasmidos que codifican INFT hBPIFB4 o VTFT hBPIFB4 tanto de tipo natural como de VTFT
hBPIFB4 expresandose en cantidades comparables. Por el contrario, los vasos expuestos a plasmidos vacios
expresaron un bajo nivel de proteina BPIFB4 natural.

Ademas, los vasos que expresan VTFT hBPIFB4, pero no INFT hBPIFB4, mostraron una induccién en cadena de la
fosforilacion de eNOS en la serina 1177, un sitio de activacién de la enzima.

La vasoconstriccion se evalué con KCI (80 mM) y dosis crecientes de fenilefrina (de 10°M a 10-M), como el porcentaje
de cambio en el diametro de la luz después de la administracion del farmaco. Las respuestas vasculares fueron
sometidas a ensayo antes y después de la transfeccion. Las relajaciones independientes y dependientes del endotelio
se evaluaron midiendo las respuestas dilatadoras de las arterias mesentéricas a las concentraciones acumuladas de
acetilcolina (de 10°M a 10-°M) y nitroglicerina (de 10-°°M a 10-°M), respectivamente, en vasos precontaminados con
fenilefrina a una dosis necesaria para obtener un nivel similar de precontraccion en cada anillo (80 % de la contraccion
inicial inducida por KCI). La contraccion maxima evocada por la fenilefrina se considero la linea de base para las
vasorrelajaciones evocadas posteriores. Se tomaron precauciones para no dafiar el endotelio: la integridad funcional
se reflejé en la respuesta a la acetilcolina (10 M).

La sobreexpresion de INFT hBPIFB4 casi suprimio las vasoconstricciones inducidas por KClI y fenilefrina que podrian
provocarse antes de la exposicion a los plasmidos (fig. 5a). La ausencia de vasoconstriccion significativa impidio la
evaluacion posterior de la vasorrelajacion. En contraste, la expresion de VTFT hBPIFB4 rescatd parcialmente los
efectos inhibitorios ejercidos por INFT hBPIFB4 sobre las vasoconstricciones inducidas por KCl y fenilefrina: de hecho,
las respuestas vasculares provocadas por los agonistas se redujeron cuando se compararon con las observadas antes
de la perfusion, pero no se eliminaron (fig. 6a-6b).Ademas, tras la expresion de VTFT hBPIFB4 se produjo una mejora
significativa en la vasodilataciéon de los vasos inducida por acetilcolina en comparacién con la observada antes de la
transfeccion (fig. 6¢), pero no hubo diferencias en la relajacion del musculo liso provocada por nitroglicerina (datos no
mostrados), lo que indica que este efecto se debe a una mejora en la funcién endotelial. No se observo ningun efecto
sobre la funcion vascular con VNFT hBPIFB4, ITFT hBPIFB4, VTLI hBPIFB4 e INLI hBPIFB4. Los autores de la
invencion examinaron el efecto de L-NAME, un inhibidor de la eNOS, en los vasos transfectados con un vector vacio
(fig. 7, panel a, EV) o VTFT hBPIFB4 que codifica plasmidos (fig. 8, panel a, VTFT).Como se esperaba, L-NAME mitigd
el efecto vasodilatador de la acetilcolina en los vasos perfundidos con plasmidos vacios, y este efecto fue mas
pronunciado en los vasos que expresaban VTFT hBPIFB4, lo que indica la presencia de mas NO en esta ultima
condicion.

Ejemplo 4: Efecto de VTFT hBPIFB4 en el modelo in vivo de enfermedad vascular debido al deterioro de la
liberacion de NO

Los experimentos descritos anteriormente también se realizaron en vasos mesentéricos de ratones mitfr
heterocigéticos y su control, tal como se describe en Lemarie CA 'y col., Am J Physiol Heart Circ Physiol 2011; vol.300:
H745-53. Los ratones Mthfr +/- muestran una disfuncién de la eNOS que esta asociada con la regulaciéon descendente
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del factor de longevidad surtuina 1. Por lo tanto, los autores de la invencién exploraron el efecto de VTFT hBPIFB4 en
los vasos mesentéricos de estos ratones. Tal como se esperaba, la vasorrelajacion inducida por acetilcolina se redujo
significativamente en ratones Mthfr*- en comparacion con comparieros de camada Mthfr** después de la exposicion
a EV (fig. 7, panel b), pero no se observaron diferencias en las respuestas vasculares evocadas por la nitroglicerina
(datos no mostrados). Después de la exposicion a los plasmidos Mthfr*- - VTFT que codifican hBPIFB4, la relajacion
endotelial de los vasos Mthfr*- mejoro significativamente, haciéndose comparable a la observada en los vasos Mthfr*/*
(fig. 8b). Esto indica que VTFT hBPIFB4 puede tener fuertes efectos terapéuticos en la lucha contra la disfuncion
vascular (fig. 8, panel b).

Ejemplo 5: Evaluacién de la modulacién de la eNOS por BPIFB4 en células Hek293T

Las células renales embrionarias humanas (HEK293T) se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino y un 1 % de aminoacidos no esenciales en un 37 %
en una atmosfera de CO2 al 5 %. Las células se sembraron en placas a razén de 0,25 x 106 por pocillo en placas de
seis pocillos, y 24 horas después de la siembra en placas se transfectaron con 10 ul de Lipofectamina 2000
(LifeTechnologies) y 4 ug de plasmidos. Después de 24 h, las células se mantuvieron sin suero durante 24 h. Durante
la inanicion sérica, las células transfectadas se trataron con H202 400 uM durante 24 h. La transcripcion de BPIFB4
se detectd por extraccion de las células de ARN total con TRIzol (Ambion), retrotranscripcion (iScript BioRad). El ADNc
se amplificd con cebadores especificos para BPIFB4 (FW:CTCTCCCCAAAATCCTCAACA,
Rev:AGCCTCTCTGGGACTGGTTC) y GAPDH (FW:GTGAAGGTCGGAGTCAACG,
Rev:GGTGGAATCATATTGGAACATG).

La transcripcion de BPIFB4 podria inducirse en células HEK293T tras la exposicion a H202: esto demuestra un papel
de BPIFB4 en la respuesta al estrés (fig. 9, panel a). Por lo tanto, los autores de la invencién exploraron el modo en
que BPIFB4 afecté a la fosforilacion mediada por el estrés de eNOS en la serina 1177.

Las células renales embrionarias humanas (HEK293T) se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino y un 1 % de aminoacidos no esenciales en un 37 %
en una atmésfera de CO2 al 5 %. Las células se sembraron en placas a razoén de 0,25 x 106 por pocillo en placas de
seis pocillos, y 24 horas después de la siembra en placas se transfectaron con 10 pl de Lipofectamina 2000
(LifeTechnologies) y 4 ug de plasmidos. Después de 24 h, las células se mantuvieron sin suero durante 24 h. Durante
la privacion de suero, las células transfectadas se trataron con H202 400 uM durante 24 h. Los extractos de proteinas
se separaron en SDS-PAGE al 10 % a 100 V durante 1 h o en SDS-PAGE al 4-12 % a 100 V durante 2 h y a
continuacion se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa o PVDF. Las membranas se incubaron durante toda la
noche con los siguientes anticuerpos primarios: anti-fosfo-Ser1177 eNOS (sefializacion celular, AMc de conejo,
1:1.000), y anti-B-actina (sefializacién celular, AMc de raton, 1:3.000). Las membranas se lavaron tres veces y a
continuacién se incubaron durante 1 o0 2 h con el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo unido a peroxidasa de rabano
picante o IgG anti-raton, Amersham Life Science) a una diluciéon de 1:3.000. A continuacion, se lavé la membrana
cuatro veces y se detectaron bandas de proteinas especificas con agentes quimioluminiscentes ECL Prime
(Amersham Life Science). Los datos de la Western blot se analizaron usando el software Imaged (desarrollado por
Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE. UU.) para determinar la densidad éptica (OD) de las bandas. La
lectura de la OD se normaliz6 a B-actina para tener en cuenta las variaciones en la carga.

Tal como se muestra en la figura 9, panel b y ¢, eNOS se activd mas tras la exposicion a H202 en células HEK293T
que expresan VTFT hBPIFB4 en comparacién con células que sobreexpresan INFT hBPIFB4. Este resultado
corroboré el obtenido en la activacion de eNOS con la perfusién de vasos ex vivo.
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<110> Vecchione, Carmine Puca, Annibale Alessandro
<120> Variante de la proteina BPIFB4

<130> VeclPIWO

<160>7

<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211> 575

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 1

Met
Leu
Pro
Gly
Arg
Asn
Leu
Leu
Pro
Leu
145
Gly
Gly
Leu
Tyr
Gly
225
Leu
Asp
Pro
Pro
Asp
305

Ser

Leu

Leu
Gly
Pro
His
50

Tyr
Ser
Gly
Gln
Gly
130
Ala
Gly
Ile
Thr
Leu
210
Phe
Thr
Thr
Asn
Asp
290
Gln

Val

Glu

Gln
val
Val
35

Ile
Gly
Gly
Arg
Pro
115
Gly
Gly
Leu
Leu
Leu
195
Ser
Leu
Met
Leu
Leu
275
Leu
Leu

Gln

Leu

Gln
Gly
20

Tyr
Glu
Glu
Tyr
Tyr
100
Gly
Leu
Gln
Leu
Ser
180
Pro
Leu
Asp
Asp
Leu
260
Val
Leu
Gly

Tyr

Asp

Ser
Asp
Thr
Thr
Ile
Arg
85

Arg
Glu
Leu
Gly
Gly
165
Thr
Arg
Tyr
val
Arg
245
Gly
Asp
Cys
Leu
Thr

325
Leu

ES 2731126 T3

Asp
Ile
Asn
Asn
Leu
Ser
Ala
Ile
Gly
Gly
150
Gly
Val
Val
Thr
Ala
230
Thr
Gly
Asn
Pro
Val
310

Phe

Asn

Ala
Pro
Gly
Asp
55

Glu
Ala
Ala
Pro
Thr
135
Leu
Gly
Gln
Ser
Arg
215
Val
Gly
Ile
Leu
Ile
295
Asp

Ser

Thr

Leu
Tyr
Lys
40

Asn
Ser
Glu
Pro
Pro
120
Gly
Leu
Gly
Gly
Val
200
Val
Glu
Tyr
Lys
Vval
280
Vval
Ser

Ser

Leu

His
Asn
25

Lys
Thr
Glu
Asn
Vval
105
Gly
Gly
Gly
Val
Ile
185
Arg
Ala
val
Pro
Val
265
Thr
Asp
Leu

Leu

Vval

1"

Ser
10

Asp
Leu
Ala
Gly
Ala
90

Gly
val
Met
Gly
Leu
170
Thr
Leu
Ile
Asn
Arg
250
Lys
Arg
Val
Ile
Pro

330
Gly

Ala
Phe
Asp
Gln
Ser
Tyr
Arg
Ala
Leu
Gly
155
Gly
Gly
Leu
Asn
Ile
235
Leu
Leu
Val
Val
Pro
315

Leu

Glu

Leu
His
Gly
Leu
60

Ile
Gly
Leu
Thr
Ala
140
Gly
Vval
Leu
Pro
Gly
220
Thr
val
Leu
Leu
Leu
300
Leu

Val

Ala

Arg
Vval
Ile
45

Gly
Arg
Gly
His
Gly
125
Ala
Leu
Leu
Arg
Gly
205
Lys
Ala
Ile
Arg
Ala
285
Gly
Gly

Thr

Gly

Glu
Arg
30

Tyr
Gly
Asp
His
Arg
110
Ala
Asp
Leu
Gly
Ile
190
Val
Ser
Lys
Glu
Gly
270
Asp
Leu
Ile

Gly

Gly

vVal
15

Gly
Gln
Lys
Leu
Arg
95

Arg
Vval
Gly
Gly
Glu
175
vVal
Gly
Leu
val
Arg
255
Leu
Vval
Val
Leu
Glu

335
Gly

Pro
Pro
Tyr
Tyr
Arg
Gly
Glu
Gly
Ile
Asp
160
Gly
Glu
Val
Ile
Arg
240
Cys
Leu
Leu
Asn
Gly
320

Phe

Leu
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<210> 2

Ile

Glu

Asp

Leu

340
Tyr Pro
355

Pro Pro

370

Ala
385
Leu
Thr

Pro

Ser

Asn
Asp
Thr
Glu

Val

Phe Leu

Leu Asp

Leu
Met
Gly

Ile

ES 2731126 T3

Gly Trp

Gly Asp
375
Ser Val
390

Thr Asn

405

Ala Thr
420
Ser Cys
435

Met Leu

450

Ala
465
Leu
Asp
Arg

Val

Glu
Ile
Lys
Thr

Glu

Val Met

Asp Val

Leu
Pro
Gln
Val

Asp

Gly Ala

Leu Ile

Lys Asp
455
Ser Gln
470

Thr Glu

485

Met
500
Asn

Leu

Ser
515

Lys Ile

530

Leu
545
Asn

<211>1728
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente
<222>1..1728
<223> Jorganismo="Homo sapiens" /mol_type="ADN no asignado”

<400> 2

atgctgcage
gatattccct
aaacttgatg
gggggcaaat
aacagtggct
agggcagcac
ggagttgcca
gctgatggea
ggaggacttc
actgtgcaag

cggctectge

Gly

Ala

Ser Gly

Asp Ile

Ile
Val
Phe
Val

Asp

Asp Ala

Gly Asn
Leu
535
Leu

Asp

Pro
550

Val Leu

565

aaagtgatgc
acaatgactt
gtatttacca
accgatatgg
atcgcagtgce
ctgtgggcag
ctggggcggt
tcctegecagg
ttggaggagg
gcatcacggg

ccggegtggg

tctccacteg
ccatgtccga
gtatggtcac
tgagatcctt
cgagaatgca
gcttcaccegg
gggcccaggt
ccaaggtggce
gggtgtcctg
gctgegtate

tgtctacctg

345

Pro Ala Val

360
Asn

Thr Lys

Leu Thr Leu

Met Phe
410

Pro

Gly

Ile
425
Arg

Leu

Ile
440
Lys

Ile

Ala Leu

Pro Lys Asp

Phe Ala
490
Glu

Leu

Leu
505
Asp

Lys

Phe
520
Ala

Ile

Phe Met

Pro Lys Ile

Glu Leu

570

Asp

gccctgagag
ggacccceece
attgagacca
gagtccgagg
tatggaggcce
cgagagctgce
ggtttgetgg
ctgctcggeg
ggcgtgeteg
gtggagectga

agcttgtaca

12

Ser Pro

Lys

350

Pro Met

365

Gln
380
Gln

Ser

Leu
395
Glu Glu

Lys Val

Gln Vval

Leu
Lys
Leu
Phe

Leu

Ala Met

Gln His
Pro
415
Gln

Pro

Gln
430

Asn Pro

445

Val Lys
460
Leu Glu
475

Ser Phe

Lys Thr

Gly Leu

Val

Thr

Ser

Ser

Met

Leu Ala

Thr Ile

Thr Glu
495
Leu Asn
510

Glu Val

525

Ala
540
Asn

Pro
Leu

555

Leu Val

aggtgccctt
cagtatatac
acgacaacac
gaagcatcag
acaggggcct
agcctggaga
gcactggagg
gaggtggtct
gcgagggtgg
cccteccteg

ccegtgtgge

Met

Ile

Leu

Asn Ala

Asp Phe

Ala
575

Ser

gggtgttggt
caacggcaaa
tgctcagcetg
ggacctccga
cgggcgatac
aatcccacct
catgctggca
ccttggtgat
catcctcage
ggtgtecegtg

catcaacggg

Pro
Ser
Ala
400
Leu
Tyr
Pro
Thr
Cys
480
Gly
Leu
Leu

Val

Ser
560

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



<210> 3

<211> 575

aagagtctta
ctgaccatgg
gggggcatca
acccgagtcc
ggtcttgtca
agtgtccagt
ctcaacacgc
gctgtgtctce
ctggccatgt
ctagacctgg
ctgggagccc
aggatccagg
gtgttggcca
ctcattgacg
attgatgcca
gatattggcc
atgaacgctg

aatgcagaca

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Met
Leu
Pro
Gly
50
Arg
65
Asn
Leu

Leu

Pro
13

Leu
Gly
Pro
His
Tyr
Ser
Gly
Gln

Gly

ttggcttecct
accgcacggg
aagtcaagct
tggccgacgt
atgaccagct
acaccttctc
tggttgggga
ccaagccgat
ctgccaactt
atatcaccaa
tgatccccaa
tgctgaaccce
ctgccgaggt
tggacacaga
agctggagaa
tcatggaggt
tgctgggttce

ttgacgtgtt

Gln Gln

Val Gly
20
Val Tyr
35
Ile Glu

Gly Glu

Gly Tyr

Ser
Asp
Thr
Thr
Ile

Arg

ES 2731126 T3

ggacgtcgca
ttatcctcegg
gctgegaggg
cctecectgac
gggcctcgtg
cagcctcceceg
ggctggagga
gccagagctg
cctgggcectca
tggcatgttt
ggtgttccag
accatctgtg
catggtctcc
attcttggcece
gaccagccte
gctggtggag
tggecgtcect

ggaggacctt

Asp Ala

Ile Pro

Asn Gly

Asn Asp
55
Leu Glu
70

Ser Ala

85

Arg Tyr
100
Pro Gly
115
Gly Leu

0

Arg
Glu

Leu

Ala Ala

Ile Pro

Thr
135

Gly

gtagaagtga
ctggtcattg
cttctceccca
ttgctctgee
gattctctga
cttgtgaccg
ggactcatcg
cctcccatgg
gtgctgactce
gaagagcttc
cagtacccecg
atgctgcaga
cagcccaaag
tcattttcca
aacctcagaa
aagatttttg
ctccccaaaa

ttggtgctga

Ser
10
Asp

Leu His
Asn
25

Lys

Tyr
Lys Leu
40

Asn

Thr Ala

Ser Glu Gly

Glu Ala
90
Gly

Asn

Val
105
Gly

Pro
Pro vVal
120
Gly

Gly Met

13

acatcacagc
agcgatgtga
atctcgtgga
ccatcgtgga
ttectetggg
gggaattcct
actacccatt
gtgacaacac
tactgcagaa
ctccacttac
agtcctgecce
aggacaaagc
acctggagac
cagaaggaga
cctcaaacgt
acctggcatt
tcctcaacat

gcgcatga

Ala Leu

Phe His

Asp Gly

Gln Leu
60
Ser Ile
75
Tyr Gly

Arg Leu

Ala Thr

Arg
Val
Ile
45

Gly
Arg
Gly
His

Gly

caaggtccgg
caccctecta
caatttagtg
tgtggtgctg
gatattggga
ggagctggac
ggggtggcca
caagtcccag
gcagcatgct
cacagccaca
acttatcatc
gctggtgaag
taccatctgce
taagctcatg
gggcaacttt
catgccecgea

cgactttagce

Glu Vval
15
Arg Gly
30
Tyr Gln

Gly Lys

Asp Leu

His Arg
95
Arg Arg
110

Ala Val

125

Ala
140

Leu

Ala

Asp Gly

Pro
Pro
Tyr
Tyr
Arg
80

Gly
Glu

Gly

Ile

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1728



Leu
145
Gly
Gly
Leu
Tyr
Gly
225
Leu
Asp
Pro
Pro
Asp
305
Ser
Leu
Ile
Glu
Ala
385
Leu
Thr
Pro
Ser
Ala
465
Leu
Asp
Arg
Vval
Leu

545
Asn

<210> 4

<211> 575

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala
Gly
Ile
Thr
Leu
210
Phe
Thr
Thr
Asn
Asp
290
Gln
Vval
Glu
Asp
Leu
370
Asn
Asp
Thr
Glu
vVal
450
Glu
Ile
Lys
Thr
Glu
530
Gly

Ala

Gly
Leu
Leu
Leu
195
Ser
Leu
Met
Leu
Leu
275
Leu
Leu
Gln
Leu
Tyr
355
Pro
Phe
Leu
Ala
Ser
435
Met
Vval
Asp
Leu
Ser
515
Lys

Ser

Asp

Gln
Leu
Ser
180
Pro
Leu
Asp
Asp
Leu
260
Val
Leu
Gly
Tyr
Asp
340
Pro
Pro
Leu
Asp
Thr
420
Cys
Leu
Met
val
Met
500
Asn
Ile

Gly

Ile

Met Leu Gln Gln

Gly
Gly
165
Thr
Arg
Tyr
Ile
Arg
245
Gly
Asp
Cys
Leu
Thr
325
Leu
Leu
Met
Gly
Ile
405
Leu
Pro
Gln
Val
Asp
485
Ile
val
Phe

val

Asp
565

Ser

ES 2731126 T3

Gly
150
Gly
Val
val
Thr
Ala
230
Thr
Gly
Asn
Pro
Val
310
Phe
Asn
Gly
Gly
Ser
390
Thr
Gly
Leu
Lys
Ser
470
Thr
Asp
Gly
Asp
Pro

550
Val

Leu
Gly
Gln
Ser
Arg
215
Val
Gly
Ile
Leu
Ile
295
Asp
Ser
Thr
Trp
Asp
375
Vval
Asn
Ala
Ile
Asp
455
Gln
Glu
Ala
Asn
Leu
535

Leu

Leu

Leu
Gly
Gly
Val
200
Vval
Glu
Tyr
Lys
Val
280
Val
Ser
Ser
Leu
Pro
360
Asn
Leu
Gly
Leu
Ile
440
Lys
Pro
Phe
Lys
Phe
520
Ala

Pro

Glu

Gly
val
Ile
185
Arg
Ala
Val
Pro
vVal
265
Asn
Asp
Leu
Leu
Val
345
Ala
Thr
Thr
Met
Ile
425
Arg
Ala
Lys
Leu
Leu
505
Asp
Phe

Lys

Asp

Asp Ala Leu His

14

Gly
Leu
170
Thr
Leu
Ile
Asn
Arg
250
Lys
Arg
val
Ile
Pro
330
Gly
Val
Lys
Leu
Phe
410
Pro
Ile
Leu
Asp
Ala
490
Glu
Ile
Met

Ile

Leu
570

Ser

Gly
155
Gly
Gly
Leu
Asn
Ile
235
Leu
Leu
Val
vVal
Pro
315
Leu
Glu
Ser
Ser
Leu
395
Glu
Lys
Gln
Val
Leu
475
Ser
Lys
Gly
Pro
Leu

555
Leu

Gly
Val
Leu
Pro
Gly
220
Thr
Val
Leu
Leu
Leu
300
Leu
Val
Ala
Pro
Gln
380
Gln
Glu
Val
Val
Lys
460
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala
540

Asn

Vval

Leu
Leu
Arg
Gly
205
Lys
Ala
Ile
Arg
Ala
285
Gly
Gly
Thr
Gly
Lys
365
Leu
Lys
Leu
Phe
Leu
445
Val
Thr
Ser
Ser
Met
525
Met

Ile

Leu

Leu
Gly
Ile
130
Val
Ser
Lys
Glu
Gly
270
Asp
Leu
Ile
Gly
Gly
350
Pro
Ala
Gln
Pro
Gln
430
Asn
Leu
Thr
Thr
Leu
510
Glu
Asn

Asp

Ser

Ala Leu Arg Glu

Gly
Glu
175
val
Gly
Leu
Vval
Arg
255
Leu
vVal
val
Leu
Glu
335
Gly
Met
Met
His
Pro
415
Gln
Pro
Ala
Ile
Glu
495
Asn
vVal
Ala

Phe

Ala
575

Val

Asp
160
Gly
Glu
Vval
Ile
Arg
240
Cys
Leu
Leu
Asn
Gly
320
Phe
Leu
Pro
Ser
Ala
400
Leu
Tyr
Pro
Thr
Cys
480
Gly
Leu
Leu

vVal

Ser
560

Pro



ES 2731126 T3

Leu Gly Val Gly Asp Ile Pro Tyr Asn Asp Phe His Val Arg Gly Pro
20 25 30
Pro Pro Val Tyr Thr Asn Gly Lys Lys Leu Asp Gly Ile Tyr Gln Tyr
35 40 45
Gly His Ile Glu Thr Asn Asp Asn Thr Ala Gln Leu Gly Gly Lys Tyr
50 55 60
Arg Tyr Gly Glu Ile Leu Glu Ser Glu Gly Ser Ile Arg Asp Leu Arg
65 70 75 80
Asn Ser Gly Tyr Arg Ser Ala Glu Asn Ala Tyr Gly Gly His Arg Gly
85 90 95
Leu Gly Arg Tyr Arg Ala Ala Pro Val Gly Arg Leu His Arg Arg Glu
100 105 110
Leu Gln Pro Gly Glu Ile Pro Pro Gly Val Ala Thr Gly Ala Val Gly
115 120 125
Pro Gly Gly Leu Leu Gly Thr Gly Gly Met Leu Ala Ala Asp Gly Ile
130 135 140
Leu Ala Gly Gln Gly Gly Leu Leu Gly Gly Gly Gly Leu Leu Gly Asp
145 150 155 160
Gly Gly Leu Leu Gly Gly Gly Gly Val Leu Gly Val Leu Gly Glu Gly
165 170 175
Gly Ile Leu Ser Thr Val Gln Gly Ile Thr Gly Leu Arg Ile Val Glu
180 185 190
Leu Thr Leu Pro Arg Val Ser Val Arg Leu Leu Pro Gly Val Gly Val
195 200 205
Tyr Leu Ser Leu Tyr Thr Arg Val Ala Ile Asn Gly Lys Ser Leu Ile
210 215 220
Gly Phe Leu Asp Val Ala Val Glu Val Asn Ile Thr Ala Lys Val Arg
225 230 235 240
Leu Thr Met Asp Arg Thr Gly Tyr Pro Arg Leu Val Ile Glu Arg Cys
245 250 255
Asp Thr Leu Leu Gly Gly Ile Lys Val Lys Leu Leu Arg Gly Leu Leu
260 265 270
Pro Asn Leu Val Asp Asn Leu Val Asn Arg Val Leu Ala Asp Val Leu
275 280 285
Pro Asp Leu Leu Cys Pro Ile Val Asp Val Val Leu Gly Leu Val Asn
290 295 300
Asp Gln Leu Gly Leu Val Asp Ser Leu Ile Pro Leu Gly Ile Leu Gly
305 310 315 320
Ser Val Gln Tyr Thr Phe Ser Ser Leu Pro Leu Val Thr Gly Glu Phe
325 330 335
Leu Glu Leu Asp Leu Asn Thr Leu Val Gly Glu Ala Gly Gly Gly Leu
340 345 350
Ile Asp Tyr Pro Leu Gly Trp Pro Ala Val Ser Pro Lys Pro Met Pro
355 360 365
Glu Leu Pro Pro Met Gly Asp Asn Thr Lys Ser Gln Leu Ala Met Ser
370 375 380
Ala Asn Phe Leu Gly Ser Val Leu Thr Leu Leu Gln Lys Gln His Ala
385 390 395 400
Leu Asp Leu Asp Ile Thr Asn Gly Met Phe Glu Glu Leu Pro Pro Leu
405 410 415
Thr Thr Ala Thr Leu Gly Ala Leu Ile Pro Lys Val Phe Gln Gln Tyr
420 425 430
Pro Glu Ser Cys Pro Leu Ile Ile Arg Ile Gln Val Leu Asn Pro Pro
435 440 445
Ser Val Met Leu Gln Lys Asp Lys Ala Leu Val Lys Val Leu Ala Thr
450 455 460
Ala Glu Val Met Val Ser Gln Pro Lys Asp Leu Glu Thr Thr Ile Cys
465 470 475 480
Leu Ile Asp Val Asp Thr Glu Phe Leu Ala Ser Phe Ser Thr Glu Gly
485 490 495
Asp Lys Leu Met Ile Asp Ala Lys Leu Glu Lys Thr Ser Leu Asn Leu
500 505 510

15



<210>5
<211> 575
<212> PRT

Arg
Val
Leu

545
Asn

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met
Leu
Pro
Gly
Arg
65

Asn
Leu
Leu
Pro
Leu
145
Gly
Gly
Leu
Tyr
Gly
225
Leu
Asp
Pro
Pro
Asp
305
Ser
Leu

Ile

Glu

Thr
Glu
530
Gly

Ala

Leu
Gly
Pro
His
50

Tyr
Ser
Gly
Gln
Gly
130
Ala
Gly
Ile
Thr
Leu
210
Phe
Thr
Thr
Asn
Asp
290
Gln
val
Glu

Asp

Leu

Ser
515
Lys
Ser

Asp

Gln
Val
Val
35

Ile
Gly
Gly
Arg
Pro
115
Gly
Gly
Leu
Leu
Leu
195
Ser
Leu
Met
Leu
Leu
275
Leu
Leu
Gln
Leu
Tyr

355
Pro

Asn
Ile
Gly

Ile

Gln
Gly
20

Tyr
Glu
Glu
Tyr
Tyr
100
Gly
Leu
Gln
Leu
Ser
180
Pro
Leu
Asp
Asp
Leu
260
Val
Leu
Gly
Tyr
Asp
340

Pro

Pro

Val
Phe
val

Asp
565

Ser
Asp
Thr
Thr
Ile
Arg
85

Arg
Glu
Leu
Gly
Gly
165
Thr
Arg
Tyr
Ile
Arg
245
Gly
Asp
Cys
Leu
Thr
325
Leu

Leu

Met

ES 2731126 T3

Gly
Asp
Pro

550
Val

Asp
Ile
Asn
Asn
Leu
70

Ser
Ala
Ile
Gly
Gly
150
Gly
Val
val
Thr
Ala
230
Thr
Gly
Asn
Pro
val
310
Phe
Asn

Gly

Gly

Asn
Leu
535
Leu

Leu

Ala
Pro
Gly
Asp
55

Glu
Ala
Ala
Pro
Thr
135
Leu
Gly
Gln
Ser
Arg
215
Val
Gly
Ile
Leu
Ile
295
Asp
Ser
Thr

Trp

Asp

Phe
520
Ala
Pro

Glu

Leu
Tyr
Lys
40

Asn
Ser
Glu
Pro
Pro
120
Gly
Leu
Gly
Gly
Val
200
Vval
Glu
Tyr
Lys
Val
280
Val
Ser
Ser
Leu
Pro

360
Asn

Asp
Phe
Lys

Asp

His
Asn
25

Lys
Thr
Glu
Asn
val
105
Gly
Gly
Gly
Val
Ile
185
Arg
Ala
Val
Pro
vVal
265
Thr
Asp
Leu
Leu
Val
345

Ala

Thr

16

Ile
Met
Ile

Leu
570

Ser
10

Asp
Leu
Ala
Gly
Ala
90

Gly
val
Met
Gly
Leu
170
Thr
Leu
Ile
Asn
Arg
250
Lys
Arg
val
Ile
Pro
330
Gly

val

Lys

Gly
Pro
Leu

555
Leu

Ala
Phe
Asp
Gln
Ser
75

Tyr
Arg
Ala
Leu
Gly
155
Gly
Gly
Leu
Asn
Ile
235
Leu
Leu
Val
Val
Pro
315
Leu
Glu

Ser

Ser

Leu
Ala
540
Asn

Val

Leu
His
Gly
Leu
60

Ile
Gly
Leu
Thr
Ala
140
Gly
val
Leu
Pro
Gly
220
Thr
Vval
Leu
Leu
Leu
300
Leu
Val
Ala

Pro

Gln

Met
525
Met
Ile

Leu

Arg
Val
Ile
45

Gly
Arg
Gly
His
Gly
125
Ala
Leu
Leu
Arg
Gly
205
Lys
Ala
Ile
Arg
Ala
285
Gly
Gly
Thr
Gly
Lys

365
Leu

Glu
Asn
Asp

Ser

Glu
Arg
30

Tyr
Gly
Asp
His
Arg
110
Ala
Asp
Leu
Gly
Ile
190
val
Ser
Lys
Glu
Gly
270
Asp
Leu
Ile
Gly
Gly
350

Pro

Ala

Vval
Ala
Phe

Ala
575

Val
Gly
Gln
Lys
Leu
Arg
95

Arg
val
Gly
Gly
Glu
175
val
Gly
Leu
Val
Arg
255
Leu
Val
Val
Leu
Glu
335
Gly

Met

Met

Leu
val

Ser
560

Pro
Pro
Tyr
Tyr
Arg
80

Gly
Glu
Gly
Ile
Asp
160
Gly
Glu
val
Ile
Arg
240
Cys
Leu
Leu
Asn
Gly
320
Phe
Leu

Pro

Ser



<210>6
<211> 575
<212> PRT

Ala
385
Leu
Thr
Pro
Ser
Ala
465
Leu
Asp
Arg
Val
Leu

545
Asn

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met
Leu
Pro
Gly
Arg
65

Asn
Leu
Leu
Pro
Leu
145
Gly
Gly
Leu
Tyr

Gly
225

370
Asn

Asp
Thr
Glu
Val
450
Glu
Ile
Lys
Thr
Glu
530
Gly

Ala

Leu
Gly
Pro
His
50

Tyr
Ser
Gly
Gln
Gly
130
Ala
Gly
Ile
Thr
Leu

210
Phe

Phe
Leu
Ala
Ser
435
Met
vVal
Asp
Leu
Ser
515
Lys

Ser

Asp

Gln
Val
Val
35

Ile
Gly
Gly
Arg
Pro
115
Gly
Gly
Leu
Leu
Leu
195

Ser

Leu

Leu
Asp
Thr
420
Cys
Leu
Met
Val
Met
500
Asn
Ile
Gly

Ile

Gln
Gly
20

Tyr
Glu
Glu
Tyr
Tyr
100
Gly
Leu
Gln
Leu
Ser
180
Pro

Leu

Asp

Gly
Ile
405
Leu
Pro
Gln
Val
Asp
485
Ile
vVal
Phe

Val

Asp
565

Ser
Asp
Thr
Thr
Ile
Arg
85

Arg
Glu
Leu
Gly
Gly
165
Thr
Arg
Tyr

Val

ES 2731126 T3

Ser
390
Thr
Gly
Leu
Lys
Ser
470
Thr
Asp
Gly
Asp
Pro

550
Val

Asp
Ile
Asn
Asn
Leu
70

Ser
Ala
Ile
Gly
Gly
150
Gly
val
val

Thr

Ala
230

375
val

Asn
Ala
Ile
Asp
455
Gln
Glu
Ala
Asn
Leu
535

Leu

Leu

Ala
Pro
Gly
Asp
55

Glu
Ala
Ala
Pro
Thr
135
Leu
Gly
Gln
Ser
Arg

215
Val

Leu
Gly
Leu
Ile
440
Lys
Pro
Phe
Lys
Phe
520
Ala

Pro

Glu

Leu
Tyr
Lys
40

Asn
Ser
Glu
Pro
Pro
120
Gly
Leu
Gly
Gly
Vval
200
Val

Glu

Thr
Met
Ile
425
Arg
Ala
Lys
Leu
Leu
505
Asp
Phe

Lys

Asp

His
Asn
25

Lys
Thr
Glu
Asn
vVal
105
Gly
Gly
Gly
val
Ile
185
Arg
Ala

val

17

Leu
Phe
410
Pro
Ile
Leu
Asp
Ala
490
Glu
Ile
Met

Ile

Leu
570

Ser
10

Asp
Leu
Ala
Gly
Ala
90

Gly
vVal
Met
Gly
Leu
170
Thr
Leu

Ile

Asn

Leu
395
Glu
Lys
Gln
Val
Leu
475
Ser
Lys
Gly
Pro
Leu

555
Leu

Ala
Phe
Asp
Gln
Ser
75

Tyr
Arg
Ala
Leu
Gly
155
Gly
Gly
Leu

Asn

Ile
235

380
Gln

Glu
Val
Val
Lys
460
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala
540

Asn

Val

Leu
His
Gly
Leu
60

Ile
Gly
Leu
Thr
Ala
140
Gly
Val
Leu
Pro
Gly

220
Thr

Lys
Leu
Phe
Leu
445
Val
Thr
Ser
Ser
Met
525
Met

Ile

Leu

Arg
Val
Ile
45

Gly
Arg
Gly
His
Gly
125
Ala
Leu
Leu
Arg
Gly
205
Lys

Ala

Gln
Pro
Gln
430
Asn
Leu
Thr
Thr
Leu
510
Glu
Asn

Asp

Ser

Glu
Arg
Tyr
Gly
Asp
His
Arg
110
Ala
Asp
Leu
Gly
Ile
190
Val

Ser

Lys

His
Pro
415
Gln
Pro
Ala
Ile
Glu
495
Asn
Val
Ala

Phe

Ala
575

val
15

Gly
Gln
Lys
Leu
Arg
95

Arg
Val
Gly
Gly
Glu
175
Vval
Gly

Leu

val

Ala
400
Leu
Tyr
Pro
Thr
Cys
480
Gly
Leu
Leu

Val

Ser
560

Pro
Pro
Tyr
Tyr
Arg
80

Gly
Glu
Gly
Ile
Asp
160
Gly
Glu
Val

Ile

Arg
240



<210>7
<211> 575
<212> PRT

Leu
Asp
Pro
Pro
Asp
305
Ser
Leu
Ile
Glu
Ala
385
Leu
Thr
Pro
Ser
Ala
465
Leu
Asp
Arg
Val
Leu

545
Asn

<213> Homo sapiens

<400>7

Met
Leu
Pro
Gly
Arg
65

Asn

Leu

Thr
Thr
Asn
Asp
290
Gln
val
Glu
Asp
Leu
370
Asn
Asp
Thr
Glu
Val
450
Glu
Ile
Lys
Thr
Glu
530
Gly

Ala

Leu
Gly
Pro
His
Tyr
Ser

Gly

Met
Leu
Leu
275
Leu
Leu
Gln
Leu
Tyr
355
Pro
Phe
Leu
Ala
Ser
435
Met
vVal
Asp
Leu
Ser
515
Lys

Ser

Asp

Gln
Val
Val
35

Ile
Gly
Gly

Arg

Asp
Leu
260
val
Leu
Gly
Tyr
Asp
340
Pro
Pro
Leu
Asp
Thr
420
Cys
Leu
Met
val
Met
500
Asn
Ile
Gly

Ile

Gln
Gly
20

Tyr
Glu
Glu

Tyr

Tyr

Arg
245
Gly
Asp
Cys
Leu
Thr
325
Leu
Leu
Met
Gly
Ile
405
Leu
Pro
Gln
Val
Asp
485
Ile
val
Phe
Val

Asp
565

Ser
Asp
Thr
Thr
Ile
Arg

85
Arg
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Thr
Gly
Asn
Pro
Vval
310
Phe
Asn
Gly
Gly
Ser
390
Thr
Gly
Leu
Lys
Ser
470
Thr
Asp
Gly
Asp
Pro

550
Val

Asp
Ile
Asn
Asn
Leu
70

Ser

Ala

Gly
Ile
Leu
Ile
295
Asp
Ser
Thr
Trp
Asp
375
val
Asn
Ala
Ile
Asp
455
Gln
Glu
Ala
Asn
Leu
535

Leu

Leu

Ala
Pro
Gly
Asp
Glu
Ala

Ala

Tyr
Lys
vVal
280
Val
Ser
Ser
Leu
Pro
360
Asn
Leu
Gly
Leu
Ile
440
Lys
Pro
Leu
Lys
Phe
520
Ala

Pro

Glu

Leu
Tyr
Lys
40

Asn
Ser

Glu

Pro

Pro
val
265
Thr
Asp
Leu
Leu
Val
345
Ala
Thr
Thr
Met
Ile
425
Arg
Ala
Lys
Leu
Leu
505
Asp
Phe

Lys

Asp

His
Asn
25

Lys
Thr
Glu

Asn

Val

18

Arg
250
Lys
Arg
val
Ile
Pro
330
Gly
Val
Lys
Leu
Phe
410
Pro
Ile
Leu
Asp
Ala
490
Glu
Ile
Met
Ile

Leu
570

Ser
10

Asp
Leu
Ala
Gly
Ala

90
Gly

Leu
Leu
val
Vval
Pro
315
Leu
Glu
Ser
Ser
Leu
395
Glu
Lys
Gln
Val
Leu
475
Ser
Lys
Gly
Pro
Leu

555
Leu

Ala
Phe
Asp
Gln
Ser
75

Tyr

Arg

Val
Leu
Leu
Leu
300
Leu
Val
Ala
Pro
Gln
380
Gln
Glu
Vval
val
Lys
460
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala
540

Asn

Val

Leu
His
Gly
Leu
Ile
Gly

Leu

Ile
Arg
Ala
285
Gly
Gly
Thr
Gly
Lys
365
Leu
Lys
Leu
Phe
Leu
445
Val
Thr
Ser
Ser
Met
525
Met

Ile

Leu

Arg
Val
Ile
45

Gly
Arg

Gly

His

Glu
Gly
270
Asp
Leu
Ile
Gly
Gly
350
Pro
Ala
Gln
Pro
Gln
430
Asn
Leu
Thr
Ile
Leu
510
Glu
Asn

Asp

Ser

Glu
Arg
30

Tyr
Gly
Asp
His

Arg

Arg
255
Leu
Val
Val
Leu
Glu
335
Gly
Met
Met
His
Pro
415
Gln
Pro
Ala
Ile
Glu
495
Asn
Val
Ala
Phe

Ala
575

val
15

Gly
Gln
Lys
Leu
Arg

95
Arg

Cys
Leu
Leu
Asn
Gly
320
Phe
Leu
Pro
Ser
Ala
400
Leu
Tyr
Pro
Thr
Cys
480
Gly
Leu
Leu

vVal

Ser
560

Pro
Pro
Tyr
Tyr
Arg
80

Gly

Glu



Leu
Pro
Leu
145
Gly
Gly
Leu
Tyr
Gly
225
Leu
Asp
Pro
Pro
Asp
305
Ser
Leu
Ile
Glu
Ala
385
Leu
Thr
Pro
Ser
Ala
465
Leu
Asp
Arg
Val
Leu

545
Asn

Gln
Gly
130
Ala
Gly
Ile
Thr
Leu
210
Phe
Thr
Thr
Asn
Asp
290
Gln
val
Glu
Asp
Leu
370
Asn
Asp
Thr
Glu
Vval
450
Glu
Ile
Lys
Thr
Glu
530
Gly

Ala

Pro
115
Gly
Gly
Leu
Leu
Leu
195
Ser
Leu
Met
Leu
Leu
275
Leu
Leu
Gln
Leu
Tyr
355
Pro
Phe
Leu
Ala
Ser
435
Met
val
Asp
Leu
Ser
515
Lys

Ser

Asp

100
Gly

Leu
Gln
Leu
Ser
180
Pro
Leu
Asp
Asp
Leu
260
val
Leu
Gly
Tyr
Asp
340
Pro
Pro
Leu
Asp
Thr
420
Cys
Leu
Met
val
Met
500
Asn
Ile

Gly

Ile

Glu
Leu
Gly
Gly
165
Thr
Arg
Tyr
Ile
Arg
245
Gly
Asp
Cys
Leu
Thr
325
Leu
Leu
Met
Gly
Ile
405
Leu
Pro
Gln
Val
Asp
485
Ile
Val
Phe

Val

Asp
565
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Ile
Gly
Gly
150
Gly
Val
Val
Thr
Ala
230
Thr
Gly
Asn
Pro
Val
310
Phe
Asn
Gly
Gly
Ser
390
Thr
Gly
Leu
Lys
Ser
470
Thr
Asp
Gly
Asp
Pro

550
Val

Pro
Thr
135
Leu
Gly
Gln
Ser
Arg
215
Val
Gly
Ile
Leu
Ile
295
Asp
Ser
Thr
Trp
Asp
375
Val
Asn
Ala
Ile
Asp
455
Gln
Glu
Ala
Asn
Leu
535

Leu

Leu

Pro
120
Gly
Leu
Gly
Gly
Val
200
Val
Glu
Tyr
Lys
Val
280
Val
Ser
Ser
Leu
Pro
360
Asn
Leu
Gly
Leu
Ile
440
Lys
Pro
Leu
Lys
Phe
520
Ala

Pro

Glu

105
Gly

Gly
Gly
vVal
Ile
185
Arg
Ala
val
Pro
vVal
265
Asn
Asp
Leu
Leu
Val
345
Ala
Thr
Thr
Met
Ile
425
Arg
Ala
Lys
Leu
Leu
505
Asp
Phe

Lys

Asp

19

Val
Met
Gly
Leu
170
Thr
Leu
Ile
Asn
Arg
250
Lys
Arg
val
Ile
Pro
330
Gly
Val
Lys
Leu
Phe
410
Pro
Ile
Leu
Asp
Ala
490
Glu
Ile
Met

Ile

Leu
570

Ala
Leu
Gly
155
Gly
Gly
Leu
Asn
Ile
235
Leu
Leu
Val
val
Pro
315
Leu
Glu
Ser
Ser
Leu
395
Glu
Lys
Gln
VvVal
Leu
475
Ser
Lys
Gly
Pro
Leu

555
Leu

Thr
Ala
140
Gly
val
Leu
Pro
Gly
220
Thr
Val
Leu
Leu
Leu
300
Leu
val
Ala
Pro
Gln
380
Gln
Glu
val
Val
Lys
460
Glu
Phe
Thr
Leu
Ala
540

Asn

Val

Gly
125
Ala
Leu
Leu
Arg
Gly
205
Lys
Ala
Ile
Arg
Ala
285
Gly
Gly
Thr
Gly
Lys
365
Leu
Lys
Leu
Phe
Leu
445
Val
Thr
Ser
Ser
Met
525
Met

Ile

Leu

110
Ala

Asp
Leu
Gly
Ile
190
Val
Ser
Lys
Glu
Gly
270
Asp
Leu
Ile
Gly
Gly
350
Pro
Ala
Gln
Pro
Gln
430
Asn
Leu
Thr
Ile
Leu
510
Glu
Asn

Asp

Ser

val
Gly
Gly
Glu
175
vVal
Gly
Leu
vVal
Arg
255
Leu
val
val
Leu
Glu
335
Gly
Met
Met
His
Pro
415
Gln
Pro
Ala
Ile
Glu
495
Asn
val
Ala

Phe

Ala
575

Gly
Ile
Asp
160
Gly
Glu
vVal
Ile
Arg
240
Cys
Leu
Leu
Asn
Gly
320
Phe
Leu
Pro
Ser
Ala
400
Leu
Tyr
Pro
Thr
Cys
480
Gly
Leu
Leu

val

Ser
560
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de la proteina BPIFB4, que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 85 % de
homologia con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1 o un fragmento de la misma y caracterizada porque
la secuencia de dicha variante o fragmento comprende una valina en la posicién correspondiente a la posicion 229 de
la SEQ ID NO:1, una treonina en la posicion correspondiente a la posicion 281 de la SEQ ID NO:1, una fenilalanina
en una posicion correspondiente a la posicion 488 de la SEQ ID NO:1 y una treonina en una posicion correspondiente
a la posicién 494 de la SEQ ID NO:1 y dicha variante o fragmento tiene actividad para aumentar la actividad de eNOS
y/o la produccién de NO, para su uso (i) en la prevencion, reduccion del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia
seleccionada de entre hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico,
accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, disfuncion eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis
multiple, trastornos cognitivos, degeneracion de la retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina
espastica coronaria, trombosis, hipertension pulmonar, preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e
insuficiencia venosa; o (ii) en la mejoria de la fatiga posterior al ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante
en la implantacion de una o mas endoprétesis para oclusiones vasculares.

2. Una variante de proteina BPIFB4 para su uso segun la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:1.

3. La variante de la proteina BPIFB4 o un fragmento de la misma para su uso segun las reivindicaciones
1 0 2, donde la variante de la proteina BPIFB4 o un fragmento de la misma estad unida a una secuencia para dirigir
dicha variante de la proteina BPIFB4 o fragmento de la misma a un érgano o tejido especifico.

4. Un vector que comprende un polinucledtido que codifica la secuencia de aminoacidos de una variante
de proteina BPIFB4 que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos un 85 % de homologia con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:1 o un fragmento de la misma y caracterizada porque la secuencia de dicha
variante o fragmento comprende una valina en la posicién correspondiente a la posicién 229 de la SEQ ID NO:1, una
treonina en la posicién correspondiente a la posicion 281 de la SEQ ID NO:1, una fenilalanina en una posicién
correspondiente a la posicién 488 de la SEQ ID NO:1 y una treonina en una posicién correspondiente a la posicién
494 de la SEQ ID NO:1 y dicha variante o fragmento tiene actividad para aumentar la actividad de eNOS y/o la
produccion de NO, ligada operativamente a secuencias de control de la expresién, para su uso en (i) la prevencion,
reduccion del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia seleccionada de entre hipertension arterial, diabetes
mellitus, dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio,
disfuncion eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis multiple, trastornos cognitivos, degeneracion de la
retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina espastica coronaria, trombosis, hipertension pulmonar,
preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e insuficiencia venosa; o (ii) la mejoria de la fatiga posterior al
ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante en la implantacién de una o mas endoproétesis para oclusiones
vasculares.

5. Un vector para su uso segun la reivindicacion 4, donde la variante de la proteina BPIFB4 tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1.

6. Un vector para su uso segun las reivindicaciones 4 o 5 donde la variante de proteina BPIFB4 o un
fragmento de la misma esta unida a una secuencia util para dirigir dicha variante de proteina BPIFB4 o fragmento de
la misma a un 6rgano o tejido especifico.

7. Un vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que contiene un polinucleétido
que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:2 o un fragmento de la misma que comprende los
nucledtidos que codifican la valina 229, la treonina 281, la fenilalanina 488 y la treonina 494 de la SEQ ID NO:1.

8. Un vector para su uso segun la reivindicacion 7, que contiene un polinucleétido que tiene la secuencia
de nucledtidos de la SEQ ID NO:2.

9. Un vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, que es un vector virico.

10. Un vector para su uso segun la reivindicacién 9, que es un vector de adenovirus.

11. Un vector para su uso segun la reivindicacion 9, que se selecciona de entre vectores de serotipos 1-9
de AAV.

20
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12. Una composicion farmacéutica que comprende un vector para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 11, mezclado con vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables para su uso en (i) la
prevencion, reduccion del riesgo, mejoria o tratamiento de una patologia seleccionada de entre hipertensién arterial,
diabetes mellitus, dislipidemia, insuficiencia renal, sindrome metabdlico, accidente cerebrovascular, infarto de
miocardio, disfuncion eréctil, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis mudltiple, trastornos cognitivos,
degeneracion de la retina, uveorretinitis, retinopatia vascular, glaucoma, angina espastica coronaria, trombosis,
hipertension pulmonar, preeclampsia, vasculitis, trastornos inflamatorios e insuficiencia venosa; o (ii) la mejoria de la
fatiga posterior al ejercicio en la distrofia muscular o como coadyuvante en la implantacidon de una o mas endoprétesis

para oclusiones vasculares.
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Figura 1
ttcgagctcgcccgacattgattattgactagttattaata
gtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatgg
agttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcecctgge
tgaccgcccaacgacccecceccgceccattgacgtcaataatgac
gtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgac
gtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggca
gtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccecctattga
cgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagt
acatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctac
gtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggca
gtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggat
ttccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttt
tggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaa
ctccgceccccattgacgcaaatgggcggtaggecgtgtacggt
gggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcag
atcgcctggagacgccatccacgcectgttttgacctccatag
aagacaccgggaccgatccagectccgcggeccgggaacggt
gcattggaacgcggattccccgtgccaagagtgacgtaagt
accgcctatagagtctataggcccacccecttggettegtt
agaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatac
acatacgatttaggtgacactatagaataacatccactttg
cotttecteotecacaggtgtccactooccaggtocaactgoac
ctcggttctaagcttgcatgcctgcaggtcgactctagagg
atccccgccaccatgctgcagcaaagtgatgctctceccacte
ggccctgagagaggtgcecceccttgggtgttggtgatattcect
acaatgacttccatgtccgaggaccccecccccagtatatacce
aacggcaaaaaacttgatggtatttaccagtatggtcacat
tgagaccaacgacaacactgctcagctggggggcaaatacc
gatatggtgagatccttgagtccgagggaagcatcagggac
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ctccgaaacagtggctatcgcagtgccgagaatgcatatgg
aggccacaggggcctcgggcgatacagggcagcacctgtgg
gcaggcttcaccggcgagagctgcagecctggagaaatccceca
cctggagttgccactggggcggtgggcccaggtggtttget
gggcactggaggcatgctggcagctgatggcatcctcgecag
gccaaggtggcctgctcggcggaggtggtcteccttggtgat
ggaggacttcttggaggagggggtgtcctgggcgtgctcgyg
cgagggtggcatcctcagcactgtgcaaggcatcacggggce
tgcgtatcgtggagctgaccctceccecctecgggtgteccgtgegg
ctcctgcccggegtgggtgtctacctgagecttgtacacccyg
tgtggccatcaacgggaagagtcttattggcttcctggaca

/gtcgcagtagaagtgaacatcacagccaaggtccggctga
ccatggaccgcacgggttatcctcggctggtcattgagcga
tgtgacaccctcctagggggcatcaaagtcaagctgctgceg
agggcttctccccaatctecgtggacaatttagtgaa/eccyg
agtcctggccgacgtecctccctgacttgetectgececcecatcg
tggatgtggtgctgggtcttgtcaatgaccagctgggcctc
gtggattctctgattcctctggggatattgggaagtgtcca
gtacaccttctccagcectceccgettgtgaccggggaattcece
tggagctggacctcaacacgctggttggggaggctggagga
ggactcatcgactacccattggggtggccagctgtgtctcc
caagccgatgccagagctgcctcccatgggtgacaacacca
agtcccagctggccatgtctgccaacttcctgggctcagtg
ctgactctactgcagaagcagcatgctctagacctggatat

caccaatggcatgtttgaagagcttcctccacttaccacag
ccacactgggagccctgatccccaaggtgttccagcagtac
cccgagtcctgcccacttatcatcaggatccaggtgctgaa
cccaccatctgtgatgctgcagaaggacaaagcgctggtga
aggtgttggccactgccgaggtcatggtctcccagcccaaa

23



ES 2731126 T3

gacctggagactaccatctgcctcattgacgtggacacaga
attcttggcctcattttccacagaaggagataagctcatga
ttgatgccaagctggagaagaccagcctcaacctcagaacc
tcaaacgtgggcaactttgatattggcctcatggaggtgct
ggtggagaagatttttgacctggcattcatgcccgcaatga
acgctgtgctgggttctggcgtccctctccccaaaatectce
aacatcgactttagcaatgcagacattgacgtgttggagga
ccttttggtgctgagcgcacgggtaccggtcgeccaccatgg
tgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatc
ctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcag
cgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagc
tgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgceccegtyg
coetggeoecaccetcgligacecacectgacetacggegLgea
gtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgact
tcttcaagtcecgccatgcccgaaggctacgtccaggagegce
accatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgc
cgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcecg
agctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcecctg
gggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtcta
tatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaact
tcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcecgtgcagcetc
gccgaccactaccagcagaacacccccatcggecgacggceccce
cgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtcececg
ccctgagcaaagaccccaacgagaagcecgecgatcacatggtce
ctgctggagttcgtgaccgccgeccgggatcactcectecggeat
ggacgagctgtacaagtaaagcggccgcgactctagaattce
aatcgatggccgccatggcecccaacttgtttattgcagetta
taatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaa
ataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtcc

24



ES 2731 126 T3

aaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcgggaatta
attcggcgcagcaccatggcecctgaaataacctctgaaagag
gaacttggttaggtaccttctgaggcggaaagaaccagctg
tggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtccccaggcectc
cccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagt
cagcaaccaggtgtggaaagtccccaggctccccagcaggce
agaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccat
agtoccgoooctaacioogeccatoocgococoocascoeege
ccagttccgcccattcteccgecccatggectgactaattttt
tttatttatgcagaggccgaggccgectecggectectgaget
attccagaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcet
tttgcaaaaagctgttaacagcttggcactggccgtcgttt
tacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaactt
aatcgccttgcagcacatcccecectttecgeccagectggecgtaa
tagcgaagaggcccgcaccgatcgeccttcecccaacagttge
gcagcctgaatggcgaatggcgcctgatgcggtattttete
cttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatacgtcaaag
caaccatagtacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggce
gggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgcca
gogoootagogocogetocttrogotticrtoecttonttt
ctcgccacgttcgccggectttceccecgtcaagctctaaatceg
ggggctccctttagggttccgatttagtgectttacggcecacc
tcgaccccaaaaaacttgatttgggtgatggttcacgtagt
gggccatcgccctgatagacggtttttcgecctttgacgtt
ggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactg
gaacaacactcaaccctatctcgggctattcttttgattta
taagggattttgccgatttcggecctattggttaaaaaatga
gctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatat
taacgtttacaattttatggtgcactctcagtacaatctgce
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tctgatgccgcatagttaagccagccccgacacccgceccaac
acccgctgacgcgccctgacgggcecttgtcectgectcecccggeat
ccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagectgcatg
tgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacyg
aaagggcctcgtgatacgcctatttttataggttaatgtca
tgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcgg
ggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaat
acattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgat
aaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtatt
caacatttccgtgtcgcecceccttattcececttttttgeggeatt
ttgccttcectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaaqg
taaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttac
atcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttt
tcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaag
ttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgeccggg
caagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatga
cttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacgg
atggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataacc
atgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgat
cggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgg
gggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctyg
aatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcc
tgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcg
aactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactgg
atggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggce
ccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagecyg
gtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggcca
gatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggg
gagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctg
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agataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagac
caagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttca
tttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgata
atctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccac
tgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttettg
agatcctttttttctgcgecgtaatctgctgecttgcaaacaa
aaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaa
gagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcag
agcgcagataccaaatactgttcttctagtgtagccgtagt
taggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatac
ctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtgg
cgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagt
taccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcg
tgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaact
gagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttce
ccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagg

gtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaa
cgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgeccacctcet

gacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcgg
agcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggtt
cctggcecttttgctggecttttgctcacatgttctttcectg
cgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgececttt
gagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagceg
cagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaatac
gcaaaccgcctctceccceccgegegttggecgattcattaatge
agctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtga
gcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactcattaggcac
cccaggctttacactttatgcttccggectcecgtatgttgtgt
ggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagcta
tgacatgattacgaattaa
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Acetilcolina EV (log M)
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Figura 8
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