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DESCRIGAO

“METODOS E COMPOSIGOES DE TERAPIA GENICA PARA O TRATAMENTO DE
DEFEITOS NO METABOLISMO LIPOPROTEICO"

Esta invengao foi financiada pelo National Institute of
Health Grant N° DK 42193-05 e HD 29946. 0 governo dos Estados

Unidos possul direitos nesta invencédo.

Campo da invencgao

A presente invencdo refere-se ao campo da terapia génica
somatica e tratamento de desordens genéticas relacionadas com o

metabolismo lipoproteico.

Antecedentes da Invencao

O metabolismo de lipidos, particularmente colesterol,
envolve a interacgdo de um numero de lipoproteinas e
apolipoproteinas. Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e
apolipoproteina E (apoE) s3o moléculas precursoras chave na
produgdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e no
metabolismo geral de 1lipidos, incluindo colesterol. ILDL ¢é a
lipoproteina principal de transporte de colesterol no plasma
humano.

Os receptores de VLDL/apoE s&o expressos no coracado,
musculo esquelético, e tecido adiposo [F.M. Wittmaack et al.,
Endocrinol., 136(1): 340-348 (1995)] com baixos niveis de
expressaoc no rim, placenta, pancreas, e cérebro. Foi sugerido
que este receptor desempenha um papel na incorporacdo de
particulas de lipoproteinas ricas em triglicéridos por orgios
especificos. O ADNc codificante para o receptor de VLDL humano
putativo foi recentemente clonado [M.E. Gafvels et al., Som. Cell

Mol. Genet., 19: 557-569 (1993, aqui incorporado por



referéncia. O receptor para LDL esta localizado em depressoes
revestidas na superticie das células no figado e outros orgaos.
Como apresentado na Fig. 1A, num humano normal saudavel, as
moléculas de apclipoproteina B48 (Apo-B48), apolipoproteina C-I1
(Apo-C-II} e Apo E formam uma particula gquilomicron no plasma
passando através dos intfestinos, que interactua com um receptoxr
de quilomicrcn gus permanece no figado. Ap6s metabolismo dos
quilomicror -cmects pelo receptor que permanece, O figado produz
a lipoproteine priomaria, VLDL, que contém Apo-E, Apo-C-II e
apolipoproteina EL00 (Apo B100). VLDL é metabolizada em LDL, que
se liga ao rcceptor de LDL no figado através de ApO B100. O
receptor de LDL ro figado facilita a incorporagdo de LDL por
endocitose med.ede por receptor. LDL ¢ degradada em lisossomas,
e o seu colesterol é libertado para utilizacdo metabdlica.
Defeitos ns rmetabolismo de tais lipoproteinas e/ou
receptores resultem em virias desordens metabdélicas. A doencga
humana familiar hipcrcolesterolémia (FH) & causada em primeiro
lugar por uma ou mais mutacdes no gene que codifica o receptor
de IDL. FH é caracterizada clinicamente por (1) uma elevada
concentracdo de LDL; (2) deposigéo de colesterol derivado de LDL
em tenddes e pele (xantomas) e em artérias (ateromas); e (3)
heranca como uma caracteristica autossémica dominante com um
efeito de dosagem de gene. Individuos com FH desenvolvem doenga
coronaria do coragdo prematura, normalmente na inféncia. Os
heterozigéticos contabilizam cerca de 1 em 500 pessoas,
colocando FH entre ©S €rros congénitos mais comuns de
metabolismo. Os heterozigdéticos possuem subidas de duas vezes no
colesterol do plasma (350 a 550 mg/dL) a partir do nascimento e
tendem a desenvolver xantoma do tendiao e aterosclerose coronaria
apbs os 20 anos de idade. Os homozigdticos consliluem 1 pessoa
num milhdo e sdo caracterizados por hipercolesterolémia severa
(650 a 1000 mg/dL), xantoma cutédnea que surge durante Os
primeiros 4 anos de vida e doenca coronaria do coragaoc que se

inicia na infancia e frequentemente provoca a morte antes dos 20
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anos de idade. [J. Goldstein et al, “Familial
Hypercholesterolemia”, Capitulo 48, em The Metabolic Basis of
Tnherited Disease, 62 ed., C. R. Scrivers et al (eds), McGraw-
Hill Information Services Co., NY, NY, (1989) pp. 1215-12507.

Outra desordem metabdélica é a hiperlipidemia familiar
combinade (FCH) quc foi primeciro associada com a hiperlipidemia
em sobreviventes de enfarte do miocardio e seus familiares. Os
doentes de FCH geralmente possuem um de trés fenétipos: (1)
niveis elevados de VIDL, (2) niveis elevados de ILDL, ou (3)
aumentos nos niveis de ambas as lipoproteinas no plasma. Ao
contrario da FH, a FCH surge em apenas 10 a 20 por cento dos
doentes na infancia, normalmente sob a forma de
hipertrigliceridemia. A homozigotia para a caracteristica pode
resultar em hipertrigliceridemia severa. [J. Goldstein et al,
“Disorders of the Biogenesis and Secretion of Lipoproteins”,
Capitulo 44B em The Metabolic Basis of Inherited Disease, 6°
ed., C. R. Scrivers et al (eds), McGraw-Hill Information
Services Co., NY, NY, (1989) pp. 1155-1156]. Esta desordem
também estad associada com o aparecimento de intolerdncia a
glucose e obesidade num numero de individuos.

A anormalidade mais surpreendente da FCH €& a subida
acentuada do contetdo em VLDL no plasma. A produgao aumentada de
VLDL leva a um teor expandido de VLDL no plasma em alguns
individuos, mas noutros com lipdélise mais eficiente resulta em
niveis aumentados de LDL. A FCH caracteriza-se por uma produgdo
excessiva de LDL, mais do que por um defeito genetico no
receptor de LDL. Os receptorés de LDL de fibroblastos em cultura
parecem ser normais em doentes com FCH.

A experiéncia clinica sugere que a FCH seja pelo menos
cinco vezes tdo predominante como a FH, ocorrendo em cerca de 1
por cento da populagdo norte americana. A predilecgdo em relacgdo
a doenca de artéria coronaria entre oOs doentes com esta desordem
torna-a na causa metabdélica conhecida mais proeminente de
aterosclerose prematura [J. Goldstein et al, citado acimal.
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Quando os receptores de LDL sdo deficientes como em FH (ver
Fig. 1B), ou @& produzido LDL em excesso devido a excesso de VLDL
comoc em FCH, a remogdo eficaz de LDL do plasma pelo figado
diminul < o nivel de LDL aumenta na proporcdo inversa do numero
de receptores. O excesso de IDL no plasma é depositado em
tecides ~oniintivos e em células de manutcngdo, resultando nos
sintcrae ue guaalquer das desordens.

Presentemente, o tratamento para FH e FCH é dirigido para a

diminui:i: 1 rivel de LDL no plasma através da administracdo de
farmacos, ..o., administragdo combinada de uma resina de ligacédo
a é&cid» r:l.ur e um inibidor de redutase de 3-hidroxi-3-
metilgiutar:l 7oA para o tratamento de FH e niacina para o

tratamentc cx FCZH. Contudo, homozigdéticos de FH com dois genes
ndo func.cn.ls sac resistentes a farmacos que actuam através da
estimulagic do receptores de LDL. De modo semelhante, tais
farmacos nao sao particularmente eficazes em FCH. Em
homozigdt.cos de FH os niveis de LDL no plasma podem ser
reduzidos apenas através de meios fisicos ou cirurgicos.

A administracao de genes receptores de LDL normais através
de terapila génica utilizando um vector de adenovirus tem sido
contemplaca para o tratamento de FH. Os vectores de adenovirus
sao capazes de proporcionar niveis extremamente elevados de
distribuicadc transgénica a virtualmente todos os tipos de
células, independentemente do estado mitético. A eficacia deste
sistema na distribuigido de um transgene terapéutico in vivo que
complementa um desequilibrio genético foi demonstrada em modelos
animais de virias desordens [K. F. Kozarsky et al, Somatic Cell
Mol. Genet., 19:449-458 (1993) (“Kozarsky I”); K. F. Kozarsky et
al, J. Biol. Chem., 269:13695-13702 (1994) (“Kozarsky II); Y.
Watanabe, Atherosclerosis, 36:261-268 (1986); K. Tanzawa et al,
FEBS Letters, 118(1):81-84 (1980); J.L. Golasten et al New Engl.
J. Med., 309:288-296 (1983); S. Ishibashi et al, J. Clin.
Invest., 92:883-893 (1993); e S. 1Ishibashi et al, J. Clin.

Invest., 93:1885-1893 (1994)]. A wutilizacdo de vectores de
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adenovirus na transducdo de genes para hapatécitos in vivo foi
anteriormente demonstrada em roedores e coelhos [ver, p. ex.,
Kozarsky II, citado acima, e S. Ishibashi et al, J. Clin.
Invest., 92:883-893 (1993)].

Estudos recentes demonstraram gue a introdugdo de um
adenovirus recombinante codificando para o ADNc do receptor de
IDL humano (“LDLR”) nos figados de coelhos deficientes no
receptor de LDL Watanabe hiperlipidémicos hereditarios (WHHL),
que mimetizam a condigdo de FH, resultando em grandes redugdes
transientes no colesterol do plasma. A natureza transiente do
efeito de adenovirus recombinantes na maioria das situagbes ¢€
atribuida ao desenvolvimento das respostas imunitédrias celulares
as células infectadas com virus e a sua subsequente eliminagdo.
Os alvos antigénicos para remogdo mediada por pProcesso
imunitdrio s&o proteinas ‘virais expressas a partir do genoma
viral recombinante e/ou o produto do transgene, que neste caso é
a proteina receptora de LDL ([Y. Yang et al, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 91:4407-4411 (Maio de 1994); Y. Yang et al, Immun.,
1:433-442 (Agosto de 1894)].

Adicionalmente, reinfusdes repetidas do adencovirus contendo
o gene de LDLR ndo produziram redugdes de colesterol semelhantes
subsequentes, devido ao desenvolvimento de anticorpos anti-
adenovirus neutralizantes [Kozarsky I e Kozarsky II, citados
acima; ver também Y. Yang et al, Immun., 1:433-442 (Agosto de
1994), todos aqui incorporados por referéncial.

Subsiste a necessidade na técnica para composigdes
terapéuticas e estratégias de terapia génica que permitam o
tratamento eficaz e/ou a prevencdo de FH e de FCH, bem como

outros defeitos no metabolismo das lipoproteinas.

Sumario da Invencdo

Num aspecto, a invencdo proporciona um vector wviral

recombinante compreendendo um ygene do receptor de VLDL humano
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(“VLDLR") ligado oOperacionalmente g sequéncias reguladoras,
dirigindo a sua €Xpressao num hepatdcito.

Noutro aspecto, a invencdo proporciona um hepatécito de
mamifero que €Xpressa um gene de VILDLR humano nele introduzido
através de transducdo por um vector wviral de acordo com a
invencao.

Ainda noutro aspecto, a invencio proporciona um método para
distribuicdo in vitro e integracio estdvel de um gene de VILDLR
numa célula de hepatécito de mamifero compreendendo introduzir
na referida célula uma quantidade eficaz de um  vector viral
recombinante de acordo com a invencio.

A invencdo também inclui uma composigdo farmacéutica
compreendendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel e um vector
de acordo con a 1invencido e a utilizacdo de um tal vector no
fabrico de um medicamento.

Através da utilizacido desta invencdo, um doente possuindo
uma desordem metabdlica pode ser tratado administrando ao
doente, através de uma via apropriada, uma quantidade eficaz de
um vector de acordo com a invencdo, de modo a que o referido
gene de VLDLR seja integrado no Cromossoma dos referidos
hepatécitos do doente e o referido receptor seja expresso de
forma estavel in Vivo numa localizacdo no COrpo em que nao seja
normalmente expresso.

Outros aspectos e vantagens da presente invencido sao
descritos em mais pormenor na sequinte descrigdo detalhada das

realizagdes preferidas desta.
Breve Descricdo das Figuras
—————===2=44d0 das Flqguras

A Fig. 1A ¢ um desenho esquematico do metabolismo de
lipoproteinas de coelho e de humano normais. As apoliproteinas
sdo referidas como B48, B100, C-IT e E. LDL e VILDL estso
identificadas.



A Fig. 1B é um desenho esquemdtico do metabolismo de
lipoproteinas em doentes com kH e coelhos WHHL. As abreviaturas
sdo como descritas na Fig. 1A.

A Fig. 1C é um desenho esquemdtico do metabolismo de
lipoproteinas em coelhos sujeitos a infusdo com o gene de VLDLR
recombinante de acordo com a invengio.

A Fig. 2 é um desenho esquemadtico do plasmideo pAd.
CMVVLDLR, que contém as unidades de mapa de adenovirus 0-1 (Ad
0-1) seguidas por um intensificador/promotor de citomegalovirus
(CMV  enh/prom), um gene de VLDLR humano, um sinal de
poliadenilacdo (pR), unidades de mapa de adenovirus 9-16 (Ad 9-
16) e sequéncias de plasmideo do plasmideo pAT153 incluindo uma
origem de replicagdo e gene de resisténcia a ampicilina. As
enzimas endonucleases de restrigdo s&o representadas por
designacdes convencionais na construcgdo do plasmideo.

A Fig. 3 é um mapa esquemdtico do adenovirus recombinante
H5.010CMVVLDLR, no gqual 0-100 representam as unidades de mapa de
um adenovirus de tipo 5 (No. de Acesso ao GenBank M73260) e a
minicassete CMV/VLDLR/pA de pAd. O CMVVLDLR é inserido entre as
unidades de mapa de adenovirus 1 e 9, com as restantes unidades
de mapa de Ad5 9-100 possuindo uma delecgdo no gene E3 parcial
entre cerca da unidade de mapa 78,5 e cerca de 84,3.

A Fig. 4A ¢é uma representagdo gréfica apresentando as
alteracdes nos niveis de colesterol do plasma em mg/dL para
coelhos WHHL como uma funcdo dos dias antes e apds receber o
adenovirus recombinante H5.010CMVlacZ. Os simbolos representam
animais individuais. Ver Exemplo 3.

A Fig. 4B é uma representacdo grafica apresentando as
alteracdes nos niveis de colesterol do plasma em mg/dL para
coelhos WHHL como uma funcdo dos dias antes e apods receper o
adenovirus recombinante HS5.010CMVVLDLR. Os simbolos representam
a resposta de gquatro animais individuais. Ver Exemplo 3.

A Fig. 5 é um grafico de barras representando os niveis de

[]

colesterol (medidos como % pré-infusdo) em murganhos sujeitos a
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infuséo com adenovirus recombinante H5.010CMVl1acZ (lacz),
adenovirus recombinante Hb5.010CMVVLDLR e adenovirus recombinante
H5.010CBhLDLR. As barras a ponteado representam niveis de pré-
infusao e as barras a cheio representam niveis pés-infusdo. Ver
Exemplo 4.

A Fig. 6 & wmm grafico de barras representando niveis de
colesterol, especificamente 0s niveis das fracgdes de
lipoproteinas de plasma (medidos como mg/fracgdo) em murganhos
sujeitos a infusdo com adenovirus recombinante H5.010CMVlacyZ
(lacz), acgenovirus recombinante H5.010CMVLDLR e adenovirus
recombinante H5.C10CBhLDLR. As barras a cheio representanm
proteinas ou fragmentos gue possuem uma densidade (d)> 1,21; as
barras com linhas obliquas ascendentes representam HDL; as
barras com ponteado intenso representam LDL, as barras com
linhas obliquas descendentes representam lipoproteina de
densidade intermédia (IDL), e as barras a branco representam
niveis de VLDL. Ver Exemplo 4.

A Fig. T7TA é uma representacdo grafica apresentando as
alteracdes nos niveis de colesterol (medidos em mg/dL) como uma
fungdo de dias pré- e pés-infusdo para murganhos com receptor de
LDL removido, sujeitos a infusdo com H5.010CMVlacZ. Os simbolos
representam as respostas de animais individuais. Ver Exemplo 5.

A Fig. 7B & uma representagdo grafica apresentando as
alteragdes nos niveis de colesterol (medidos em mg/dL) como uma
fungdo de dias pré- e pés-infusdo para murganhos com receptor de
LDL removido, sujeitos a infusdo com HS5.010CBhLDLR. Os simbolos
sd0 Os mesmos que para a Fig. 7A. Ver Exemplo 5.

A Fig. 7C & uma representagdo grafica apresentando as
alteracdes nos niveis de colesterol (medidos em mg/dL) vs. dias
pré- e pods-infusdo para murganhos com receptor de LDL removido,
sujeitos a infusdo com H5.010CMVVLDLR. Os simbolos sd0 0s mesmos
do que para a Fig. 7A. Ver Exemplo 5.

A Fig. 7D ¢é uma representagdo grafica apresentando os
resultados médios =+ desvio padrdo das duds experiéncias para
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murganhos com receptor de LDL removido, sujeitos a infusdo com
H5.010CMVLacZ (n=9) ou com H5.010CMVVLDLR (n=10). Os niveis de
colesterol médios pré-infusdo foram de 870 mg/dL e 946 mg/dL,
respectivamente. Os asteriscos indicam p < 0,05.

As Figs. 8A-8F sdo a sequéncia de ADN [SEQ ID NO:1] com a
sequéncia de aminoidcidos codificada [SEQ ID NO:2] do gene do
receptor de VI2I humano, como relatado por Gafvels et al, citado
acima.

As Figs. “i-2] s&o a sequéncia de ADN de pAd.CMVVLDLR [SEQ
ID NO:3], ra gqual Ad 0-1 vai dos nucledétidos 12-364, CMV
ehn/prom represents os nucledtidos 381-862; os nucledétidos 966-
4107 codificam gpara VLDLR, pA representa os nucledétidos 4192-
4390; Ad 9.2-1¢€.1 representa os nucledétidos 4417-6880 e os
nucledtidos 6881-%%97 s&o sequéncias de pAT153.

A Fig. 10A e um graficc de barras ilustrando a actividade

de CTL (média * desvio padrio) medida como uma razdo
efector:célula alvo de 25:1.** = p < 0,005; * = p < 0,05,

A Fig. 10B é um grafico de linhas ilustrando a actividade
de CTL medida contra razdes variadas de efector:alvo.

A Fig. 11A ¢ um grafico sumarizando o titulo de anticorpos
neutralizantes presente em amostras de BAL de murganhos C57BL/6
infectados com adenovirus no dia 0 e necrotizados no dia 28 como
descrito no Exemplo 9. O controlo representa murganhos normais
(“controlo”); CD4 mAB representa murganhos empobrecidos em
células CD4"; 1IL-12 representa murganhos tratados com IL-12 e
IFN-y representa murganhos tratados com IFN-y.

A Fig. 11B é um grafico sumarizando as quantidades
relativas (DOsps) de IgG presente em amostras de BAL. Os simbolos
sdo como descritos na Fig. 11A.

A Fig. 11C ¢é um grafico sumarizando as quantidades
relativas (DO40s) de IgA presente em amostras de BAL. Os simbolos

sao como descritos na Fig. 11A.



Descricdo Detalhada da Invengao

A presente invengao proporciona novos métodos e composicdes
que permitem o tratamento terapéutico de desordens metabdlicas,
tais como FH e FCH, caracterizadas pela acumulacdo de LDL em
plasma humano. Esta invencdo proporciona a utilizagdo de um
vector viral para introduzir e expressar de forma estavel um
gere normalmente expresso em mamiferos, 1i.e., ©O gene que
codifica um receptor normal para lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDLR) numa localizagdo no COrpo onde esse gene nao
estd naturalmente presente, i.e., no figado.

0s métodos e composigdes da presente invencdo ultrapassam
os problemas previamente identificados no tratamento de terapia
génica de individuos deficientes no receptor de LDL. Como
descrito em detalhe abaixo, através da utilizacdo de um vector
viral capaz de ter como alvo células do figado, o gene do
receptor de VLDL & introduzido e expresso com estabilidade em
células do figado. A presente invencao difere da substituigao
directa do gene no sentido em que a proteina do receptor de VLDL
¢ normalmente expressa em individuos deficientes em receptor de
DL, p. ex. os macrbéfagos. Assim, a terapia génica utilizando um
vector viral dirigido ao figado contendo um gene de VLDL né&o
resultaria na expressdo de um novo produto de gene, mas antes na
expressdo de novo num orgao que de outra forma ndo expressa O
produto do gene. Um aspecto importante é que o doente nao produz
uma resposta imunitaria contra o produto do gene de VLDL
expresso no figado, porque O gene de VLDL distribuido pelo
vector nao é reconhecido como um antigénio estranho e ndo existe
inducdo de eliminacao da célula transfectada mediada por CTL. Em
contraste, a eliminagdo de vectores virais mediada por CTL é um
problema guando é administrado um gene de LDLR a um individuo
deficiente em LDLR com FH [ver, p. ex., Kozarsky I e II, citados

acimal.
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Devido a este reconhecimento do gene de VLDLR pelo sistema
imuritarie de doente como um gene conhecido, e da tendé&ncia dos
hcpetiotites pera possuir um longo tempo de vida em circulacdo,
cs nepatlicltos transfectados com o vector desta invengdo que

expressam ¢ gene de VLDLR tendem a ser estdveis e a expressdo de
n

VLDLF n&n & transiente. A exprescsdo do gence de VLDLR em
hepat:c-.tcs traensfectados ocorre durante a duragcdo do tempo de
vida . ¢ reretdcitos. A desordem metabélica de lipoproteinas
pode €+ r "ratada durante periodos mais longos sem a necessidade
de roirn:ari. do vector wviral, limitando assim o numero de
exposigliae  virais e reacgdes 1imunitdrias potenciais contra
proteinac virzis codificadas no vector.

Os vectcres e metodos desta invengdo podem proporcionar
terapla y¢nica Gtil para o tratamento e/ou suplemento de
tratamentcos sorrentes para desordens metabdlicas de
lipoproteira. A presenga do gene do receptor de VILDL nos
hepatdécites transfectados de acordo com esta invencdo permite a
ligagdo de VLDL, um percursor de LDL, do plasma no sitio do
figado, diminuindo assim a quantidade de VLDL no plasma. A
diminuigdc de VLDL no plasma diminui consequentemente a producdo
de LDL do plasma.

Por exemplo, em FH, esta redugdo no ILDL do plasma pode
compensar os receptores de LDL deficientes no figado. Em FCH,
esta produgdo reduzida de LDL do plasma a partir de VLDL impede
que os receptores de LDL normais no figado se tornem
sobrecarregados pelo excesso de LDIL, e reduz o excesso de VILDIL
que contribui para a desordem. Compare-se, por exemplo, as
representagdes esquematicas na operacao normal do metabolismo

lipidico (Fig. 1A) com o metabolismo anormal provocado por FH

(Fig. 1B) e depois com o método desta invencdo (Fig. 1C).

I. Particulas Virais Recombinantes como Vectores de Terapia

Génica
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As composigées desta invengdo envolvem a construgdo de
vectores de terapia génica desejavels, que sdo capazes de
distribuir e integrar de forma estavel um gene de receptor de
VLDI funcional, normal para hepatdécitos. Tails vectores de
terapia génica incluem um vector de virus seleccionado,
desejavelmente com remogido de um ou mais genes virais, um
minigene contendo o gene de VLDL sob o controlo de sequéncias de
regulacdo, e virus de auxilio opcionais e/ou linhas celulares
recombinantes que fornecem aos vectores virails quaisquer
produtos necessdrios de genes virais removidos.

As sequéncias virais utilizadas nos vectores, virus de
auxilio, se necessario, e particulas virais recombinantes, e
outros componentes do vector e sequéncias empregues na
construcadoc dos vectores aqui descritos sdo obtidos a partir de
fontes comerciais ou académicas baseadas em sequéncias
anteriormente publicadas e descritas. Estes materiais virais
podem também ser obtidos de um doente individual. As sequéncias
virais e os componentes de vector podem ser gerados seguindo as
técnicas e referéncias aqui contidas, acopladas com técnicas de
clonagem molecular recombinante convencionais conhecidas e
praticadas pelos especialistas na técnica. Podem ser criadas
modificacdes de sequéncias de &cido nucleico existentes formando
0s vectores, incluindo delecgdes, inser¢des e outras mutagdes de
sequéncia relatadas nesta especificagdo, wutilizando técnicas
convencionais.

Os métodos empregues para a seleccdo de sequéncias virais
Gteis num vector, a clonagem e construgdo do “minigene” de VLDLR
e a sua insercdo num vector viral desejavel e a produgao de uma
particula viral infecciosa recombinante através da utilizagdo de
virus auxlliares e afins estdo na especialidade da técnica dadas

as descricgdes aqui fornecidas.

A. Construg¢do do “"Minigene”
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F——

Por “minigene” entende-se a combinacido do gene de VLDLR e
dos outros elementos de regulacao Necessarios para transcrever o
gene e expressar o produto do gene in vivo. A sequéncia do
receptor de VLDL humana foi fornecida [ver Gafvels et al, citado
acima; SEQ ID NOS: 1 e 27. Geralmente, a regido codificante
total desta sequéneia do receptor é utilizada no minigene; as
Sequéncias 5’ e 37 ndo traduzidas de SEQ ID NO: 1 nao sdo
€ssenciais para o minigene. Os genes de receptor de VLDL com
origem rnoutros mamiferos, p. €x., coelho, macaco, etc., também
podem ser Uteis nesta invencao.

0O gene Tecepter de VILDL (VLDLR) esta Operacionalmente
ligado a componentes de regulagdo de um modo que permite a sua
transcricdo. Tais componentes incluen elementos de rYegulacéo
convencionais necessarios bara dirigir a €xpressao do transgene
VLDLR numa célula transfectada com o vector viral, Assim, o
minigene contém também um promotor seleccionado que esté ligado
ao transgene e localizado, com outros elementos reguladores, nas
Sequéncias virais seleccionadas do vector recombinante.

A seleccdo do promotor é um assunto de rotina e ndo é uma
limitacdo desta invencao. Promotores uteis podem ser promotores
constitutivos ou  promotores regulados (indutiveis), que
possibilitem o controlo da quantidade do transgene a ser
expressa. Por exemplo, um promotor desejavel é o)
promotor/estimulador precoce imediato do citomegalovirus [ver,
por exemplo, Boshart et al., Cell, 41: 521-530 (1985)]. outro
promotor desejavel inclui o promotor/estimulador LTR do virus do

z

Sarcoma de Rous. Ainda outra sequéncia de bromotor/estimulador &
© promotor da fB-actina citoplédsmica de galinha [T.A. Kost et
al., Nucl. Acid Res., 11(23):8287 (1983)]. oOutros promotores
adequados podem ser seleccionados por éspecialistas da técnica.

O minigene pode também desejavelmente conter sequéncias de
dcido nucleico heterélogas das sequéncias do vector viral
incluindo sequéncias que fornecem sinais necessarios para a
poliadenilagdo eficienle do Lranscrito (POli-A ou pa) e introdes

13



com sitios de separagdo funcionais dadores e receptores. Uma
sequéncia poli-A comum que é empregue nos vectores
exemplificativos desta invencdo é o derivado do papovavirus SV-
40. A sequéncia poli-a ¢ geralmente inserida no minigene a
seguir as sequéncias do transgene e antes das sequéncias do
vector viral. Uma sequéncia comum de intrioc & também derivada de
SV-40, e ¢é referida como sequéncia T do intrdo SV-40. Unm
minigene da presente invencédo pode também conter tal intréo,
desejavelmente localizado entre a sequéncia do
promotor/estimulador e o transgene. A selecgdo deste e de outros
elementos comuns a vectores sdo convencionais [ver, por exemplo,
Sambrook et al., “Molecular Cloning. A Laboratory Manual.”, 2@
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nova Iorque (1989) e
referéncias nele citadas] e muitas destas sequéncias estdo
disponiveis de fontes comerciais e industriais assim como no
Genbank.

Como acima mencionado, o minigene estd localizado no sitio
de qualquer deleccido seleccionada no vector viral. Ver Exemplo 1

abaixo.

B. Construg¢do do Vector Plasmidico Viral

Embora um nimero de vectores virais tenham sido sugeridos
para terapia génica, o vector mais desejavel para este fim & um
vector recombinante adenoviral ou vector adeno-associado. Os
vectores de adenovirus como descrito abaixo sao preferidos
porque podem ser purificados em grandes quantidades e altamente
concentrados, e o virus pode fazer a transdugdo de genes em
células que ndo estdo em divisao. Contudo, estd dentro da
especialidade da técnica para outros adenovirus, ou mesmo
retrovirus, vaccinia ou outros vectores de virus a ser
construidos de modo semelhante.

Os adenovirus sdo virus de ADN de eucariotas gue podem ser

modificados para distribuir eficientemente um transgene repdrter
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Ou terapéutico numa variedade de tipos de células. Os adenovirus
humanros compreendem um genoma de ADN linear de dupla cadeia de
aproximadamente 36 Kpb, que estd dividido em 100 unidades de
mapa (m.u.), cada uma das quais com 360 pb de comprimento. 0O ADN
contém repeticdes terminais invertidas curtas (ITR) em cada
extremidade do genoma que sS3ao necessarias pPara a replicacio
viral. Os produtos dos genes estao organizados em regicdes
precoccs (EL a E4) e tardias (L1 a L5), com base na expressio
antes ou depcis da iniciacdo da sintese de ADN viral [ver, por
exemplo, Horwitg, Virology, 2@ ed., ed. B.N. Fields, Raven
Press, Ltd., Nova Torque (1990)]. Os adenovirus gerais de tipo 2
e 5 (Ad2 e A4S, respectivamente), nio estio assoclados a doencas
humanas.

Os vectores de adenovirus adequados Uteis em terapia génica
S&80 bem conhecidos {ver, por exemplo, M.S. Horwitz et al.,
“"Adenovirideae and Their Replication”, Virology, sequnda edicéo,
Pg. 1712, ed. B.N. Fields et al., Raven Press Ltd., Nova Iorque
(1990); M. Rosenfeld et al., Ccell, 68:143-155 (1892); J. F.
Engelhardt et al., Human Genet. Ther., 4:759-769 (1993); Y. Yang
et al., Nature Genet., 7:362-269 (1994); . Wilson, Nature,
365:691-692 (Out. 1993); B.J. Carter, in "Handbook  of
Parvoviruses”, ed. p. Tijsser, CRC Press, pp. 155-168 (19920). A
selecgdo do tipo de adenovirus niaoc ¢ antecipada para limitar a
Seguinte invencao.

Os vectores de adenovirus (teis nesta invencdo podem
incluir as sequéncias de ADN de um namero de tipos de
adenovirus. As sequéncias de adenovirus Uteis nos vectores aqui
descritos podem ser obtidas a partir de qualquer tipo de
adenovirus conhecido, incluindo 0s 41 tipos humanos
bresentemente identificados [ver, p. ex., Horwitz, citado
acima]. A sequéncia de uma estirpe de adenovirus tipo 5 pode ser
prontamente obtida a partir do Acesso da Genbank No. M73260. De
modo semelhante, os adenovirus conhecidos por infectar outros

animais podem também S¢r cmpregues nas construgbes de vectores
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desta invencdo. Uma variedade de estirpes de adenovirus estdo
disponiveis a partir da American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, ou disponiveis sob pedido a partir de uma
variedade de fontes comerciais e institucionais.

Os vectores de adenovirus Uteis nesta invencdo incluem
adenovirus recombinantes, deficientes, contendo opcionalmente
outras mutacdes, p. e€ex., mutagdes sensiveis a temperatura,
deleccdes e vectores hibridos formados com sequéncias de
adenovirus/vir.: zlono-associados. Os vectores adequados estdo
descritos na literatura publicada [ver, por exemplo, Kozarsky I
e II, citados ac:ira, ¢ as referéncias aqui citadas, Patente U.S.
No. 5 240 846 ¢ os pedidos co-pendentes aqui incorporados por
referéncia abali=xc.

Vectores de adenovirus Uteis para a distribuigdo do gene de
VLDLR no figado, scquéncias de &cldo nucleico de adenovirus
minimas podem ser utilizadas para obter um vector, sendo nesse
caso necessaria a utilizacgdo de um virus auxiliar para produzir
uma particula de virus hibrida. Alternativamente, apenas podem
ser empregues delecgbes seleccionadas de um ou mais genes de
adenovirus para construir um vector viral. Os produtos dos genes
interrompidos podem ser fornecidos utilizando uma linha celular
de empacotamentc seleccionada, que fornece o produto do gene em

falta.

1. Adenovirus Recombinante Minimo

Os vectores de adenovirus (Ad) desejiveis Uteis na presente
invencdo estdo descritos em detalhe no Pedido de Patente U.S.
co-pendente de co-propriedade com o No. de Série 08/331 381, que
¢ aqui incorporado por referéncia com a [Linalidade de descrever
estes vectores.

Num sumario breve, o virus Ad minimo é uma particula viral
contendo apenas os elementos cis do adenovirus necessarios para

a replicacdo e encapsidagdo do virido, mas por outro lado
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removido de todos os virus do adenovirus. Isto &, © vector
contém apenas as sequéncias de um adenovirus da repetigao
terminal invertida (ITR) em 57 e 3/ com actividade cis (que
funcicnam como origens de replicacdo) e © dominio nativo 5’
empacotamento/estimulador, que contém sequéncias necessarias
para empacotar genomas de Ad lineares e elementos estimuladores
para ¢ promotor EI. Esta sequéncia terminal (57) esquerda do
genoma de AdS representa as pb de 1 a cerca de 360 do genoma
convencional de adenovirus Ad5 publicado, também referido como
as unidades de mapa 0-1 do genoma viral, e geralmente tem desde
cerca de 353 até cerca de 360 nucleétidos em comprimento. Esta
sequéncia inclui o 5'ITR (pb 1 até cerca de 103 do genoma do
adenovirus); e o dominio empacotamento/estimulador (pb de cerca
de 194 até cerca de 358 do genoma de adenovirus). As sequéncias
de adenovirus 3’ ninimas do vector de adenovirus podem incluir o
terminal direito sequéncia ITR(3") do genoma adenoviral
representando cerca de 35 353 pb para o final do genoma de
adenovirus, ou unidades de mapa ~98,4-100. Esta sequéncia é
geralmente de cerca de 580 nucledétidos de comprimento. Entre
estas sequéncias, € inserido um minigene de VLDLR, como acima
descrito.

A produgdo de uma particula infecciosa deste vector viral
Ad minimo envolve a assisténcia de um virus auxiliar, como
discutido abaixo. Um segundo tipo de vector minimo também
revelado na referéncia acima incorporada coloca a sequéncia
terminal 5’ de Ad num arranjo cabega-para-cauda relativo a
sequéncia do terminal 37 . 0 vector Ad minimo co-infectado com um
virus auxiliar e/ou uma linha celular de empacotamento fornece
todos os produtos de gene viral necessarios para produzir uma
particula viral recombinante infeclanle contendo © minigene de
VLDLR. Alternativamente, este vector pode conter sequéncias de
genes de adenovirus adicionais, gque nao sao entdo requeridos

para serem fornecidos por um virus auxiliar.

17



2. Outros Adenovirus Deficientes

frienovirus recombinantes deficientes na replicacdo dteis
pare 'orarla génica desta invengdo podem ser Caracterizados por
conterem mais do que as  sequéncias de adenovirus minimas
defin.das acima. Estes cutros vectores Ad podem ser

caracier:ictains por delecgbes ou varias porgdes de regides de

genes . ..r.¢, e particulas de virus infecciosas formadas pela
utilive .o crcienal de virus auxiliares e/ou linhas celulares de
empacclamernti. Os adenovirus deficientes adequados sao descritos

em mneicr dotulhe en Kozarsky e Wilson, Curr. Opin. Genet.

Devel., 3:<%%-27: {1993); Kozarsky I e 1II, citados acima, e
referéncias agul citadas, todos aqui incorporados por
referéncia.

Como um exerplc, os vectores adequados podem ser formados
por delecg¢io do todo ou de uma porcado suficiente do gene Ela
precoce imediato adenoviral precoce (que se estende de mu 1,3 a
4,5) e do genre Elb precoce tardio (que se estende de mu 4,6 a
11,2), de modo a eliminar as suas fungdes biolégicas normais.
Estes virus desprovidos de E1 de replicacdo deficiente sao
capazes dec se replicarem e produzirem virus infecciosos quando
cultivadecs numa linha celular de complementacgdo de rim
embriondrio humano transformada com adenovirus, a célula 293
[ATCC CRL 1573], contendo os genes de adenovirus Ela e Elb
funcionais, que fornecem os produtos genéticos correspondentes
em trans. O virus resultante é capaz de infectar muitos tipos de
células e pode expressar um transgene (i.e., o gene de VLDLR) ,
mas n&do se consegue replicar na maioria das células que nao
contém o ADN da regido El a menos que a célula seja infectada a
uma  multiplicidade de infecc¢do muito elevada. A  experiéncia
vasta em animais indica que os vectores desprovidos de E1 néo
sd0 particularmente desejaveis para terapia génica porque s&o
expressos baixos niveis de proteinas virais que produzem

respostas imunitédrias celulares destrutivas.
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Como um exemplo preferido, o todo ou uma porcdo do gene
precoce tardio de adenovirus E3 (que se estende de mu 76,6 a
86,2) pode ser eliminado da sequéncia de adenovirus que forma
uma parte da construgdo hibrida. A funcido de E3 é irrelevante
para a funcgdo e produgao da particula de virus recombinante. Por
exemplo, os vectores Ad podem ser construidos com um minigene
terapéutico inserido na regido El removida da parte estrutural
do conhecido mutante Ad5 sub360 [J. Logan et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:3655-3659 (1984)]; ou a parte estrutural do
mutante Ad5 d17001 [Dr. William Wold, Washington University, St.
Louis]. Ambos os virus mutantes contém também uma deleccdo na
regido E3 do genoma adenoviral; em sub360, de 78,5 a 84 mu e em
dl7001, de 78,4 a 86 mu. O ciclo de vida de sub360 e d17001
apresenta caracteristicas selvagens.

Os vectores de adenovirus mais preferidos podem ser
construldos possuindo uma delecgdo do gene E1, pelo menos uma
porcdo da regido E3, e uma deleccdo adicional em genes de
adenovirus que ndo El e E3 para acomodar o minigene VLDLR e/ou
outras mutagdes que resultem em expressdo reduzida de proteina
adenoviral e/ou reduzida replicacdo adenoviral. Por exemplo, o
todo ou parte do gene precoce E2a tardio do adenovirus (que se
estende de mu 67,9 a 61,5 pode ser eliminado do vector de
adenovirus. E também antecipado que porcdes dos outros genes
precoces tardios E2b (que se estende de mu 29 a 14,2) e E4 (que
se estende de mu 96,8 a 91,3) podem também ser eliminados do
vector de adenovirus.

As deleccgbes podem também ser feitas em gqualguer dos genes
tardios L1 ateé L5, que se estendem de mu 16,45 até 99 do genoma
de adenovirus. Do mesmo modo, as delecgbes podem ser uteis nos
genes intermedidrios IX (yue se situam entre mu 9,8 e 1.,2) e
IVa, (que se situa entre 16,1 e 11,1). Outras delecgdes uteis
podem também ser realizadas nos outros genes de adenovirus

estruturais ou ndo estruturais.
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Uma sequéncia de adenovirus para utilizacdo na presente
invencao pode conter apenas delecgdes de El. Alternativamente,
deleccbes de genes inteiros ou porcdes eficazes na destruicdo da
sua ectividade bioldgica podem ser wutilizadas em qualquer
combinacao. Por exemplo, num vector exemplificativo, a sequéncia
de adencvirus pode conter delecgdes dos genes E1 e do gene E3,
ou dos genes El, E2a e E3, ou dos genes El e E4, ou dos genes
El, E2a e E4, com ou sem deleccdo de E3, e outras.

Os vectores podem também conter mutacdes adicionais em
genes necessarios para a replicacdo viral. Os vectores de
adenovirus podem conter uma mutacao que produz virus sensiveis a
temperatura (ts). Entre essas mutagdes inclui-se a incorporacio
da mutagdo de alteracido de sentido sensivel & temperatura na
regido E2a encontrada na estirpe Ad5 H5ts 125 [P. Vander Vliet
et al., J. Virol., 15:348-354 (1975)] a 62,5 mu. Uma unica
substituicdo de aminodcido (62,5 mu) na extremidade carboxilica
da proteina de 72 kd (DBP) produzida a partir do gene EZa nesta
estirpe produz uma proteina produto que ¢é uma proteina de
ligagdo ao ADN de cadeia simples e esta envolvida na replicacéo
do ADN gendémico viral. A temperaturas permissivas
(aproximadamente 32°C) a estirpe ts é capaz de um crescimento
com um ciclo de vida completo em células HeLa, enquanto que a
temperaturas nao permissivas (aproximadamente 38°C), n&do é
observada replicacao do ADN viral. Adicionalmente, a
temperaturas ndo permissivas, é observada a diminuicdo da
proteina de 72 kd imunorreactiva em células Hela.

Vectores exemplificativos para utilizagdo nesta invencio,
por exemplo, podem ser obtidos pela combinacido de fragmentos de
trés construgdes de ADN independentes, incluindo sub360 ou
d17001, HSts 123, e um plasmideo de ADNc com Sequeéncias Ela
colocadas 5’ em relagcdo a um minigene terapéutico. Este tipo de
vector & descrito, por exemplo, por J.F. Engelhardt et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:6196-6200 (Junho 1994); Y. Yang

et al., Nature Genet. T7:3672-369 (Julho 1994) e referéncias ncle
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citadas, todas as referéncias aqui incorporadas por referéncia.
Devido as mutacdes no vector, verifica-se replicagao viral
reduzida, reducdo na proteina expressa e um aumento na
persisténcia da expressdo do transgene. Outros vectores de
adenovirus preferidos contém a mutagdo HSts 125 em adigdo as
deleccdes E3 de sub360 e d17001. O minigene contendo VLDLR como
o transgene pode ser inserido em qualquer regido removida do
virus Ad seleccionado.

Um virus exemplificativo utilizado para demonstrar esta
invencdo é o vector de adenovirus deficiente H5.010CMVVLDLR, que
contém sequéncias de adenovirus Ad m.u. 0-1, seguido por um
minigene VLDLR, e a sequéncia Ad m.u. 9 a 100 com peguenas
deleccdes em E3. Ver Fig. 3, abaixo descrita. O adenovirus
recombinante foi inteiramente removido de Ela, Elb e
parcialmente removido de E3. Este vector de virus recombinante &

descrito em detalhe no Exemplo 1.

3. Vectores Hibridos Ad/AAV

outro vector preferido é um vector hibrido Ad/AAV, que &
objecto do Pedido de Patente co-pendente, em co-propriedade Ser.
No. 08/331 384, que é aqui incorporado por referéncia.

Num minimo, as sequéncias de &cidos nucleicos de adenovirus
empregues no vector hibrido desta invencdo sao as sequéncias
genémicas de adenovirus minimas necessarias para empacotar ADN
genémico adenoviral numa cabeca de céapsula pré-formada, como
descrito acima. A sequéncia 5’ completa de adenovirus contendo o
5'ITR e a regido de empacotamento/estimulador pode ser empregue
como a sequéncia 5’ de adenovirus no vector hibrido. As
sequéncias de adenovirus 3’ do veclor incluem a sequéncia
(3’)ITR do terminal direito do genoma adenoviral discutida
acima. Algumas modificac¢des destas sequéncias que nao afectam

adversamente a sua funcdo biolégica podem ser aceitaveis.
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Também sdo parte dos vectores hibridos desta invencdo as
sequéncias de um virus adeno-associado. As sequéncias de AAV
uteis no vector hibrido s&o as sequéncias virais das quais as
sequéncias codificando o polipéptido rep e cap sdo removidas.
Mais especificamente, as sequéncias de AAV empregues s30 as
repeticdes terminais invertidas 5’ e 3’ de actuagioc cis [Ver, p.
ex., B. J. Carter, citado acima]. As sequéncias ITR de AAV tém
cerca ce 143 pb de comprimento. As sequéncias completas que
codificam as ITRs sdo substancialmente utilizadas em vectores,
embora s2 espere ser permissivel para esta utilizacéo algum grau
de modificagdes menores destas sequéncias. A capacidade para
modificar estas sequéncias ITR estad dentro da especialidade da
técnica. Ver, p. ex., Sambrook et al, citado acima.

Na construgdao do vector hibrido Ad/AAV, as sequéncias de
AAV sdo flanqueadas pelas sequéncias de adenovirus discutidas
acima. As sequéncias ITR de AAV 5’ e 3’ flanqueiam elas proéprias
uma sequéncia de minigene de VLDLR como descrito acima. Assim, a
sequéncia formada pelo minigene VLDLR e sequéncias flanqueadoras
de AAV 5’ e 3’ podem ser inseridas em qualquer sitio de delecgéo
nas sequéncias de adenovirus do vector. Por exemplo, as
sequéncias de AAV sdo inseridas desejavelmente no sitio dos
genes Ela/Elb removidos do adenovirus, i.e., apdés a unidade de
mapa 1. Em alternativa, as sequéncias de AAV podem ser inseridas
numa deleccdo de E3, deleccdo E2a, e assim por diante. Se apenas
forem utilizadas no vector as sequéncias de adenovirus
5" ITR/empacotamento e sequéncias 3’ITR, as sequéncias de AAV sio
inseridas entre elas.

Como descrito acima para as sequéncias de adenovirus
minimas, essas sequéncias genéticas ndo presentes na porgao de
adenovirus do vector hibrido devem ser fornecidas através de uma
linha celular de empacotamento e/ou um adenovirus de auxilio
para criar a particula viral hibrida recombinante. A tomada
deste virus hibrido pela células é provocada pela capacidade de

infeccdo que contribuiu para o vector, através das sequéncias de
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adenovirus e de AAV. Uma vez que o virus ou conjugado de virus
seja tomado pela célula, O transgene tlanqueado pela ITR de AAV
deve ser resgatado da estrutura do adenovirus mde. O resgate do
transgene estd dependente do fornecimento da célula infectada
com um gene rep de AAV.

O gene rep de AAV pode ser fornecide ao virus hibrido
através de varios métodos descritos no pedido acima incorporado.
Uma realizacac para proporcionar proteinas rep em trans é
transfectandc para a monocamada alvo de células previamente
infectadas com o vector hibrido, um plasmideo envolvido em
liposoma contendo os genes que codificam para as proteinas rep
de AAV de 78 kla e 52 kDa sob o controlo do promotor P5 de AAV.
Mais preferencialmente para utilizagdo in vivo, © gene rep de
AAV também pode ser distribuido como parte de um virus hibrido.
Uma realizacdo destc conceito de particula uUnica é fornecido por
um conjugado de peclicatido do virus hibrido. A infecgdo deste
conjugado de virus modificado & realizada do mesmo modo gue em
relacdo as mesmas células alvo como indicado acima. Contudo, o©
conjugado de polilisina do virus  hibrido no qual foi
directamente complexado um plasmideo que codificava as proteinas
rep 78 e 52, combina todas as componentes funcionais numa
estrutura de particula unica. Assim, o conjugado de virus
hibrido permite a distribuigdo de uma particula uUnica para a
célula, que é consideravelmente mais desejavel para utilizacgdo
terapéutica. Noutra realizagdo, © virus hibrido é modificado
através da clonagem do ADNc de rep directamente para a porgdo do
genoma do adenovirus do vector hibrido.

Estes e aspectos adicionais deste vector hibrido sao

fornecidos pelo pedido acima incorporado por referéncia.

C. Producdo da Particula Viral Recombinante

1. Virus Auxiliares/Linhas Celulares de Empacotamento
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Dependendo do contetdo em genes de adenovirus dos vectores
plasmicdicos empregues para transportar o minigene VLDLR, podem
ser necessarios uma linha celular de empacotamento ou um
adenovirus auxiliar ou ambos para proporcionar sequéncias
geneticas de adenovirus suficientes necessarias para produzir
uma particula viral recomhinante infecciosa contendo o minigene
VLDLR.

Cs wvirus auxiliares Uuteis contém sequéncias genéticas de
adenov.rus seleccionadas que ndo estdo presentes na construcdo
do vector de adenovirus ou sdo expressas pela linha celular na
qual o vector ¢é transfectado. Um virus auxiliar preferido &
desejavelmente deficiente ©para a replicacdo e contém uma
variedade de genes de adenovirus em adigcdo as sequéncias
modificadas descritas acima. Neste cendrio, o virus auxiliar é&
desejavelmente utilizado em combinacdo com uma linha celular de
empacotamento que expressa de forma estavel genes de adenovirus.
Os virus auxiliares podem também formar-se em conjugados poli-
catido como descrito em Wu et al., J. Biol. Chem., 264: 16985-
16987 (1989); K. J. Fisher e J. M. Wilson, Biochem. J., 299: 49
(1 de Abril, 1994), e no Pedido de Patente U.S. com o No. Série
08/331 381, aqui incorporado por referéncia.

O wvirus auxiliar pode opcionalmente conter um segundo
minigene repdrter. E conhecido na técnica um numero de tais
genes repdrteres. A presenga de um gene repdrter no virus
auxiliar que é diferente do transgene no vector de adenovirus
permite que tanto o vector Ad como o virus auxiliar sejam
monitorizados independentemente. Este segundo repdrter é
utilizado para permitir a separacdo entre o virus recombinante
resultante e o virus auxiliar durante a purificacdo. A
construgao das células auxiliares desejaveis estéd dentro da
especialidade da técnica.

Como um exemplo, se a linha celular empregue para produzir
0 vector viral ndo for uma linha celular de empacotamento, € o

vector contiver apenas as seqiéncias de adenovirus minimas
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identificadas acima, o virus auxiliar pode ser um vector Ad

selvaqen tornecendo os genes precoces de adenovirus necessarios

El, Z.s, EZ4 e todos os restantes genes tardios, intermediarios,
estruturals = nao estruturais do genoma do adenovirus. Se, nesta
situazal, « linha celular de empacotamento é a 293, que fornece
as precerrac ¥1, A linha celular auxiliar nio necessita conter o
gene ..

oLt resllzagdo, se a construcdo do vector de adenovirus

é deifiri-rt. 2rm replicacdo (sem gene El e opcionalmente sem gene
E3) e -7 «rrrexie a linha celular 293, nido é necessario virus
auxiliar t.:ra a produgdo do wvirus hibrido. O E3 pode ser
elimired- ¢ virus auxiliar porque este produto de gene n&o é

necesséric risra & formacgcdo de uma particula de virus funcionar.

Prefersnciaimente, para facilitar a purificagdo e reduzir a
contaninazuat da particula de vector viral com o virus auxiliar,
¢ 1util modificar as sequéncias de gene adenoviral nativa do
virus auxiliar que sdo responsaveis pelo empacotamento
eficiente, de modo a interromper substancialmente ou “tornar
deficiente” a fungao de empacotamento do virus auxiliar ou a sua
capacidade de replicacéo.

Um adenovirus “tornado deficiente” desejdvel é modificado
no seu dominio de empacotamento/estimulador 57 ITR, que
normalmente contém pelo menos sete sequéncias distintas por
engquanto funcionalmente redundantes necesséarias para o
empacotamento eficiente ou genomas de adenovirus lineares
replicados {sequéncias “PAC”). Dentro de uma secgdo de sequéncia
de nucledétidos dos pb 194-358 do genoma de AdS5 estdo localizadas
cinco destas sequéncias PAC: PAC I ou a sua complementar nos pb
241-248 [SEQ ID NO: 4], PAC II ou a sua complementar nos pb 262-
269 [B8LEQ ID NO: 5], PAC III ou a sua complewentar nos pb 304-311
[SEQ ID NO: 6}, PAC IV ou a sua complementar nos pb 314-321 [SEQ
ID NO: 7], e PAC V ou a sua complementar nos pb 339-346 [SEQ ID
NO: 8].
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Podem ser realizadas mutacdes ou deleccdes a uma ou a mais
destas sequéncias PAC num virus auxiliar de adenovirus para
gerar virus auxiliares tornados deficientes desejéaveis.
Modificacdes deste dominio podem incluir sequéncias 5’ de
adenovirus que contém menos do que todas as cinco sequéncias PAC
de adenovirus nativa, incluinde delecgdes de sequéncias PAC
contiguas ou ndo contiguas. Uma modificacdo alternativa pode ser
a substituigdo de uma ou mais das sequéncias PAC nativas por uma
ou mais repeticdes de uma sequéncia de consenso contendo os
nucledtidos mais frequentemente utilizados das cinco sequéncias
PAC nativas. Alternativamente, esta regido de adenovirus pode
ser modificada através de mutagdes inseridas deliberadamente,
que destruam uma ou mais das sequéncias PAC nativas. Um
especialista na técnica pode manipular ainda mais as sequéncias
PAC para alcangar de forma semelhante o efeito de reduzir a
eficiéncia de empacotamento do virus auxiliar até um nivel
desejado.

Deve ser referido que um especialista na técnica pode
construir outros virus auxiliares ou desenvolver outras linhas
celulares de empacotamento para complementar as delecgdes do
adenovirus na construgdo do vector e permitir a producdo da
particula de virus recombinante fornecida nesta informacdo. Por
isso, a utilizagdo ou descrigcdo de qualquer virus auxiliar
particular ou célula de empacotamento ndo é limitante.

Na presenga de outras linhas celulares de empacotamento que
sao capazes de fornecer proteinas adenovirais adicionalmente a
El, o virus auxiliar pode de acordo com isto ver removidos os
genes que codificam para estas proteinas adenovirais. Tais virus
auxiliares sujeitos a remogdes adicionais também contém
desejavelmente modificac¢des que provocam deficiéncias cowo dciila
descrito.

Os conjugados de virus auxiliares poli-catido, que podenm
estar associados a um plasmideo contendo outros genes

adenovirais, que ndo estdo presentes no virus auxiliar também
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podem ser uUteis. Os virus auxiliares acima descritos podem ser
ainda mais modificados fazendo uso da tecnologia de conjugado
adenovirus-polilisina. Ver, p. ex., Wu et al., citado acima; e
K. J. Fisher e J. M. Wilson, citado acima.

Utilizando esta tecnologia, um virus auxiliar contendo
preferencialmente os genes adenovirais tardies é modificado
através da adicado de uma sequéncia poli-catifo distribuida em
redor da cépsula do virus auxiliar. Preferencialmente, o poli-
catido € poli-lisina, que se liga em redor do vector carregado
negativamente para formar uma carga positiva externa. E entéo
construido um plasmideo para expressar esses genes adenovirais
que ndo estdo presentes no virus auxiliar, p. ex., os genes El,
E2 e/ou E4. O plasmideo associa-se ao conjugade do virus
auxiliar através das cargas na sequéncia de poli-lisina. Este
conjugado permite que os genes de adenovirus adicionais sejam
removidos do virus auxiliar e estejam presentes num plasmideo
que nio se venha a incorporar no virus durante a produgdo do
vector viral recombinante. Assim, o impacto da contaminagéoc é

consideravelmente diminuido.

2. Montagem da Particula Viral e Infecgdo de uma Linha Celular

A montagem das sequéncias de ADN seleccionadas do
adenovirus, o AAV e os genes repdérter ou genes terapéuticos e
outros elementos de vector no vector hibrido e a utilizagdo do
vector- hibrido para produzir uma particula viral hibrida
utilizam técnicas convencionais. Tais técnicas incluem técnicas
de clonagem convencionais de ADNc tais como as descritas em
textos [Sambrook - et al., citado acimal], a utilizacdo de
scquéncias dc oligonucledtidos sobreponivels do adenovirus e dos
genomas de AAV, a reac¢do da polimerase em cadeia, e qualquer
método adequado gque proporcione a sequéncia nucleotidica
desejada. Sao empregues técnicas convencionais de transfeccao e

co-transfeccdo, p. ex., técnicas de transfeccdo com CaPOs
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utilizando a linha celular de complementacdo 293. Outros métodos
convencionals empregues incluem recombinacdo homéloga dos
genomas virais, plagueamento de virus em camada de agar, métodos
de medic¢do de criacdo de sinal, e afins.

Por exemplo, apdés a construgdo e montagem do vector
plasmidico desejivel contendo ¢ minigene, o vector é infectado
in vitro na presenga de um virus auxiliar opcional e/ou uma
linha celular de empacotamento. Ocorre recombinacdo homdloga
entre o auxiliar e o vector, o que permite que as sequéncias do
transgene do adenovirus no vector sejam replicadas e empacotadas
em céapsulas de virides, resultando em particulas virais de
vector recombinante. O método corrente para produzir tais
particulas de virus é baseado na transfecgido. Resumidamente, o
virus auxiliar ¢ utilizado para infectar células, tais como a
linha celular de empacotamento humana HEK 293, que s&o entdo
subsequentemente transfectadas com um vector plasmidico de
adenovirus contendo um transgene VLDLR através de métodos
convencionais. Cerca de 30 ou mais horas apds transfeccdo as
células sdo recolhidas, é preparado um extracto e o vector do
virus recombinante contendo o transgene VLDLR é purificado
através de ultracentrifugagdo de densidade flutuante num
gradiente de CsCl.

O rendimento de transdugdo de particulas virais depende
largamente do nUmero de c¢élulas que sdoc transfectadas com o
plasmideo, tornando desejdvel a utilizacdo de um protocolo de
transfecgdo com elevada eficiéncia. Um tal método envolve a
utilizagcdo de wum adenovirus auxiliar poli-L-lisinilado como
acima descrito. Um plasmideo contendo o minigene VIDLR é entdo
complexado directamente com uma capsula de virus auxiliar
carregada positivamente, resultando na formagdo de uma particula
de transfecc¢do uUnica contendo o vector plasmidico e as funcdes

de auxilio do virus auxiliar.
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II. Utilizagdo dos Vectores de Virus Recombinante em Terapia

Génica

O vector adenoviral recombinante resultante contendo o
minigene VLDLR produzido pela cooperagcao do vector de adenovirus
e do virus 4duxiliar ou vector adenoviral e linha celular de
empacotamentc, como descrito acima, proporcionando assim um
veiculo de transferéncia de genes eficaz que pode distribuir o
gene de VLDLR & um doente in vivo ou ex vivo e proporcionar a
integrac&o do gene ruma célula de figado.

Os vectores recombinantes acima descritos sio administrados
a humanos de um mcco convencional para terapia génica e serve
como uma terapia génica alternativa ou suplementar para
deficiéncias no receptor de LDL ou outras desordens metabdlicas
de lipoproteinas. Pode ser administrado a um doente um vector
viral contendo o gene de VLDLR, preferencialmente suspenso numa
solugdo biologicamente compativel ou veiculo de distribuicéo
farmaceuticamente aceitdvel. Um veiculo adequado inclui solucéao
salina estéril. Podem ser empregues com esta finalidade outras
solugdes para injeccdes estéreis isotdénicas aguosas e nao
aquosas e suspensdes estéreis ndo aquosas conhecidas como sendo
velculos farmaceuticamente aceitaveis e bem conhecidos dos
especialistas na técnica.

Os vectores virais s&o administrados em quantidades
suficientes para transfectar as células do figado e proporcionar
niveis de transferéncia e de expressdo do gene de VLDLR
suficientes para proporcionar um beneficio terapéutico sem
inconvenientes adversos ou com efeitos fisioldégicos medicamente
aceitaveis, que podem ser determinados pelos especialistas nas
técnicas médicas. Vias de administracéao convencionais e
farmaceuticamente aceitdveis incluem distribuicdo directa para
as vias do figado, intranasal, intravenosa, intramuscular, sub-

cutanea, intradérmica, oral e outras vias de administracéo
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parentérica. As vias de administragido podem ser combinadas, se
desejado.

As dosagens do vector viral dependerao pPrincipalmente de
factores tais como a condicdo a ser tratada, a idade, peso e
altura do doente, e pode por isso variar entre os doentes. Por
exemplo, uma desagem humana terapeuticamente eficaz do wvecctor
viral encontra-se acralmente no intervalo eéntre cerca de 20 e
cerca de 197 mlL de solucdo salina contendo concentracdes de
cerca de 1 x 10" até 1 x 10 pfu/mL de vector de virus. Uma
dosagem humana preferida é estimada ser de cerca de 50 mL de
solugdo salira a 2 x 10%° pfu/mL. A dosagem seri ajustada para
equilibrar o beneticio terapéutico contra quaisquer efeitos
colaterais adverscs. Os niveis de expressio do gene de VILDLR
podem ser monitorirades tara determinar a frequéncia da dosagem
de administracao.

Un passo opcional do metodo envolve a Co-administracdo ao
doente, quer concorrentemente  com, ou antes ou apds a
administracdo do vector viral, de uma quantidade adequada para
um modulador imunitério, que ¢ preferencialmente de acg¢do curta.
O modulador imunitario seleccionado é aqui definido como um
agente capaz de inibir a formacao de anticorpos de neutralizacio
dirigidos contra produtos do vector recombinante desta invencao
e/ou capazes de inibir a eliminacdo de linfécitos T citoliticos
(CTL) das células contendo vector. 0 modulador imunitario pode
interferir com as interacg¢des entre Os subconjuntos dos
auxiliares T (Tuy ou Ty) e as células B para inibir a formacdo de
anticorpo neutralizante. Alternativamente, o) modulador
imunitdrio pode ser seleccionado para inibir a interacgio entre
as células Ty e os CTL para reduzir a ocorréncia da eliminacéo
de CTL do vector. Malis especificamente, o modulador imunitario
interfere desejavelmente com, ou bloqueia, a funcdo das células
T CD4.

Os moduladores imunitéarios para utilizacdo na inibicdo da

formacio de anticorpos neutralizantes podem ser seleccionados
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com base na determinagdo do sub-tipo de imunoglobulina de
qualquer anticorpo neutralizante produzido em resposta ao vector
de adenovirus contendo VLDLR. Por exemplo, se © anticorpo
neutralizante é um anticorpo mediado por Tuz, tal como IgA, o©
modulador  imunitario desejavelmente  suprime ou evita a
interacsae de Ty com  as células DB. Alternativamente, 3€ ©O
anticorpc neutralizante induzido ¢ um anticorpo mediado por Tui,
tal como I1gG,, © modulador imunitario desejavelmente suprime ou
evita a interaccdo de Ty com as células B.

0 anticorpo neutralizante que desenvolve uma resposta a
administracdo de um vector viral desta inveng&o pode ser baseado
no veiculo utilizado para distribuir o vector e/ou na
localizacdo da distribuigdo. Por exemplo, a administragdo de
vectores adenovirais através dos pulmoes induz geralmente a
producdo de anticorpo neutralizante IgA. A administracdo de
vectores adenovirais atraves do sangue geralmente  induz
anticorpo neutralizante IgG;. A determinagao do anticorpo
neutralizante é prontamente determinada em ensaios do vector
viral seleccionado em modelos animais. Nos caos em que é
desejada a reducdo da eliminacdo de CTL dos vectores virais o
modulador imunitéario é seleccionado guanto a sua capacidade para
suprimir ou bloquear células Tm CD4* para permitir a residéncia
prolongada do vector viral in vitro.

A seleccdo do modulador imunitario pode assim ser baseada
no mecanismo que se pensa vir a ser interrompido ou blogqueado.
0s moduladores imunitarios podem ser proteinas soluveis ou
proteinas que ocorrem naturalmente, incluindo citoquinas,
anticorpos monoclonais. Os moduladores imunitdrios podem ser
produtos farmacéuticos convencionais. Os moduladores imunitéarios
agqui identificados podem ser utilizados i1soladamente oOu em
combinacdo um com O outro. Por exemplo, a ciclofosfamida e ©
modulador imunitério mais especifico anticorpo monoclonal anti-
CDh4 podem ser co-administrados. Nesse caso, a ciclofosfamida

serve como um agente para bhloquear a activagio de Tm;m e A
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expressao estabilizada do transgene para além do periodo do
b_oguieamento i1munitario transiente.

Lrua guanticdade ou dosagen adequadas do modulador imunitario
depcndoréd rireiramente da quantidade do vector recombinante
conterco o gene VLDLR que é inicialmente administrado ao doente
e de rir~ e modulador imunitario seleccionado. Outros factores
secuncur.es Lals como a condicdo a ser tratada, a idade, peso,
estacc ¢oral de saide, e estado imunitdrio do doente, também

poder. ser concicerados por um médico na determinacdo da dosagem

de modulucr rinitario a ser distribuida ao doente.
Geralmern-c, por exemplo, uma dosagem humana
terapeuticerarnte cficaz de um modulador imunitario de citoquina,

TN

p. ex., I.-12 ou y-IFN encontra-se geralmente no intervalo entre

cerca de 0,5 uz até cerca de 5 mg por cerca de 1 x 107 pfu/mL de
vector de virus. Podem ser determinadas varias dosagens por um
especialista na técnica para equilibrar o beneficio terapéutico

contra quaisquer efeitos colaterais.

A. Anticcrpos Monoclonais e Proteinas Soltveis
Preferencialmente, o método de inibicdo de uma resposta
imunitaria adversa ao vector de terapia génica envolve a
inactivacdo especifica de células CD4*. Preferencialmente, tais
anticorpos blooveadores sio “humanizados” para evitar que o
receptor desenccdeie uma resposta imunitaria contra 0 anticorpo
bloqueador. Um “"anticorpo humanizado” refere-se a um anticorpo
possuindo as suas regides determinantes de complementaridade
(CDRs) e/ou outras porcoes das suas regides estruturais do
dominio variédvel da cadeia leve e/ou pesada, derivadas de uma
imunoglobulina de um dador nio humano, sendo as restantes partes
da molécula derivadas da imunoglobulina derivadas de uma ou mais
imunoglobulinas humanas. Tais anticorpos também podem incluir
anticorpos caracterizados por uma cadeia pesada humanizada

associdda a4 wna cadeia leve nao modificada de dador ou receptor,
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ou uma cadeia leve quimérica, ou vice versa. Tal “humanizacdo”
pode ser realizada por metodos conhecidos na técnica. Ver, por
exemplo, G. E. Mark e E. A. Padlan, “Chap. 4. Humanization of
Monoclonal Antibodies”, The Handbook of Experimental
Pharmacology, vol. 113, Springer-Verlag, Nova Iorque (1994), pp-
105-133, que é aqui incorporada por referéncia.

Outros anticorpos adequados incluem aqueles que inibem
especificamente Ou empobrecem células cp4®, tais como um
anticorpo dirigido contra a superficie da célula CD4. Foi
demonstrado pelos inventores dque O empobrecimento das células
cpA* inibe a eliminagdo de CTL do vector viral. Tais agentes de
modulacdo incluem, mas nao estdo limitados a anticorpos de
células anti-T, tais como anti-OKT3+ [ver. p. eX., Patente U.S.
No. 4 658 019; Pedido de Patente Europeia No. 501 233, publicado
em 2 de Setembro de 1992]}. Ver Exemplo 2 abaixo, gque emprega O
anticorpo comercialmente disponivel GK1.5 (No de Acesso ATCC
TIB207) para empobrecer as ceélulas CcD4*.

Alternativamente, gqualguer agente que interfira com ou
bloqueie as interacgdes necessarias para a activacdo de células
B por células T, e assim a produgao de anticorpos
neutralizantes, & Util como um modulador imunitéario de acordo
com estes métodos. Por exemplo, a activacdo de células B Dpor
células T requer que ocorram certas interaccdes [F. H. Durie et
al, Immunol. Today, 15(9):406-410 (1994)]1, tais como a ligacéo
do ligando CD40 na célula T auxiliar ao antigénio CD40 na celula
B, e a ligagdo dos ligandos CD28 e/ou CTLA4 na célula T do
antigénio B7 na célula B. Sem ambas as interacgdes a célula B
nio pode ser activada para induzir a produgdo do anticorpo
neutralizante.

A interaccgdo ligando CD40 (CD40L)-CD40 € um ponto desejavel
para bloquear a resposta imunitaria para vectores de terapia
génica devido a sua actividade de largo espectro tanto na
activacdo e fungdo de células T auxiliares como na auséncia de

redundancia na sua via de sinalizacdo. Um método corrente
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preferido da presente invengdo envolve assim o blogueamento
transiente da interacgdo de CD40L com CD40 no momento da
administracdo do vector adenoviral. Isto pode ser conseguido por
tratamento com um agente que bloqueia o ligando CD40 na célula Ty
€ interfere com a ligacdo normal do ligando CD40 na célula T
auxilier com o antigénio D40 na célula B. O bloqueamento da
interacgéc CD40L-CD40 impede a activacdo das células auxiliares
T que contribui para problemas com a estabilizacdo e
readministracdo do transgene.

Assim, um anticorpo contra o ligando CD40 (anti-CD40L)
[disponivel na Bristol-Myers Squibb Co; ver, p. ex. pedido de
patente Europeia 555 880, publicada em 18 de Agosto de 1993] ou
uma molécula solivel de CD40 pode ser um modulador imunitario
seleccionado neste método.

Alternativamente, um agente que bloqueia os ligandos CD28
e/ou CTLA4 presentes nas células T auxiliares interfere com a
ligacdo normal desses ligandos com o antigénio B7 na célula B.
Assim, uma forma soluvel de B7 ou um anticorpo contra CD28 ou
CTLA4, p. ex., CTLA4-Ig [disponivel da Bristol-Myers Squibb Co;
ver p. ex., pedido de patente Europeia 606 217, publicado a 20
de Julho, 1994] pode ser o modulador imunitédrio seleccionado no
método desta invencdo. Este método possuli vantagens maiores do
que a administracdo de citoquinas abaixo descrita para impedir a
activacdo de Tyz, porque se dirige tanto a respostas imunitdrias

celulares como humorais a antigénios estranhos.

B. Citoquinas

Ainda podem ser empregues nesta invengdo outros moduladores
imunitdrios quec inibem a funcéoc da célula Tg.

Assim, numa realizacdo, pode ser administrado um modulador
imunitdrio que inibe selectivamente a funcédo do sub-conjunto Ty,
de células T auxiliares CD4%, no momento da administracéao

primdria do vector viral. Um tal modulador imunitario é a
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interleuquina-4 (IL-4). A IL-4 aumenta a actividade especifica
de antigénio de células T2 4 custa da funcdo da célula Tm [ver,
p. ex., Yokota et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 83:5894-5898
(1986); Patente dos Estados Unidos No. 5 017 691]. E previsivel
que outros moduladores que possam inibir a funcado da célula Tum
também sejam uteis nos métodos desld Lnverngao. '

Noutra realizacdo, o modulador imunitdrio pode ser uma
citoguina gque impeca a activagdo do sub-conjunto Tae de células
auxiliares T. O sucesso deste método depende da contribuigao
relativa que os isotipos Ig dependentes de Ta desempenham na
neutralizacado de virus, cujo perfil pode ser afectado pela
estirpe, a espécie do animal bem como pelo modo da distribuigdo
do virus e o orgdo alvo.

Um modulador imunitario desejavel que inibe selectivamente
a funcdo do sub-conjunto Ty, de células T cp4t no momento da
administracdo primaria do vector viral inclui a interleuquina-1l2
(IL-12). A IL-12 aumenta a actividade especifica do antigénio de
células Ty & custa da funcdo da célula Ty [ver, p. ex., Pedido
de Patente Europeia No. 441 900; P. Scott, Science, 260: 496-497
(1993); R. Manetti et al, J. Exp. Med., 177: 1199 (1993); A.
D’ Andrea et al., J. Exp. Med., 176:1387 (1982)]. A IL-12 para
utilizacdo neste método € preferencialmente sob a forma de
proteina. A IL-12 humana pode ser produzida de forma
recombinante utilizando técnicas conhecidas ou pode ser obtida
comercialmente. Alternativamente, pode ser projectada num vector
viral (que opcionalmente pode ser o MESmMO gque o utilizado para
expressar o transgene) e expressa numa célula alvo in vivo ou ex
vivo.

A ablacdo especifica para Ty com I1L-12 é particularmente
eficaz em terapias génicas dirigidas ao pulmaoc em que IgA & a
principal fonte de anticorpo neutralizante. Em terapia génica
dirigida ao figado tanto células Ty como Ty, contribuem para a

produgdo de anticorpos especificos para ©O virus. Contudo, a
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quantidade total de anticorpo neutralizante pode ser diminuida
com IL-12.

Outro modulador imunitario seleccionado que realiza uma
funcdo semelhante é o interferdo gama (IFN-y) [S. C. Morris et
al., J. Tmmunol., 152:1047-1056 (1994); F. P. Heinzel et al., J.
Exp. Med., 177: 1505 (1993)]. Cré-se que IFN-y medeie muitos dos
efeitos blc.dcicos de IL-12 através da secrecdo de macréfagos
activados e células T auxiliares. O IFN-y também inibe

parcialmerte a activagcdo de Ty estimulada por IL-4. O IEN-y
também pode sor obtido a partir de uma variedade de fontes
comerciais.

Alternativamente, ele pode ser construido num vector viral
e expresso ruma célula alvo in vivo ou ex vivo utilizando
técnicas de engenharia genética conhecidas.

Preferencialmente, tais moduladores imunitarios de
citoquina estdo sob a forma de proteinas humanas recombinantes.
Estas proteinas podem ser produzidas por métodos existentes na
técnica. Péptidos activos, fragmentos, subunidades ou andlogos
dos moduladores imunitarios conhecidos aqui descritos, tais como
IL-12 ou interferdo gama, que partilham a funcdo inibidora de Ty,
destas proteinas, também serdo Uteis neste método quando os

anticorpos neutralizantes sdo mediados por Ty.
C. Outros Produtos Farmacéuticos
Também podem ser utilizados nos métodos da invencdo outros

moduladores imunitdrios ou agentes que inibem nao

especificamente a fungdo imunitéria, i.e., a ciclosporina A ou

[p]

iclofosfamida. Por exemplo, foi demonstrado gque um percurso
curto de ciclofosfamida interrompe com sucesso a activacdo tanto
de células T auxiliares CD4 como de CD8 para a proteina da
cédpsula de adenovirus no momento da distribuicdo de virus ao
figado. Como um resultado, a expressdo do transgene foi

prolongada e, a doses mais elevadas, foi impedida a formacdo do
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anticorpo neutralizante, permitindo a readministragdo do vector
ser bem sucedida. No pulmido a cilcofosfamida impediu a formagéao
de anticorpos neutralizantes a todas as doses e estabilizou a

express&o do transgene a uma dose elevada.

D. Administracéc do Modulador Imunitdrio

A edririst ratac opcional do modulador imunitéario
seleccionadc ¢ i sor repetida durante o tratamento com o vector
de adenovirus rocomoinante contendo o gene de VLDLR humano
durante o pe:.oic de tempo em que o gene de VLDLR € expresso
(como monitorizazce per p. ex., niveis de LDL), ou com cada
reforco do vecicr recombinante.

Assim, as corposicdes e métodos desta invengdo proporcionam
um tratamento desejavel para defeitos no metabolismo de LDL,
proporcionandc expressdo estavel do gene de VLDLR em hepatécitos
humanos e a capacidade para re-administrar o vector como
desejado sem induzir uma resposta imunitdria indesejavel no
doente.

Os seguintes exemplos ilustram a construgdo e teste dos
vectores virais e das insercdes do gene receptor de VLDL da
presente invencdo e a utilizagdo destes no tratamento de
desordens metabdlicas. Foi construido um adenovirus recombinante
exemplificativo codificado o receptor de VLDL humano como
descrito no Exemplo 1 abaixo. Estes exemplos s&o apenas

ilustrativos e ndo limitam o &mbito da presente invencgao.

Exemplo 1 - Construcdo e Purificacdo de HS5.010CMVVLDLR

0 ADNc para o receptor para a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) humano [M. E. Gafvels et al., citado acima: SEQ
ID NO: 1] foi inserido na regido de sitios de ligagdo multiplos
do plasmideo pRc/CMV (obtido de Invitrogen Corp.). O plasmideo

resultante, pRe/CMVVLDLR foi digeride com as eunziwas de
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restrigdo SnaBl e NotI e foi isolado o fragmento de 4 kb
contendo © promotor imediato-precoce de citomegalovirus (CMV) e
0 ADNc do receptor de VILDIL.

C plasmideo pAd, CMVlacZz [Kozarsky II, citado acima] foi
digerido com SnaBI e NotI para remover o promotor de CMV e o
ADNe  de lacZ e foi isolada a estrutura de 5,6 kb. O0Os dois
fragmenzos foram ligados para gerar pAd.CMVVLDLR (Figs. 2 e 9;
SEQ ID NC:3]. O pAd.CMVVLDLR foi linearizado com Nhel e co-
transfectado em células 293 com ADN sub360 (derivado do
adenovirus tipo 5), que foi digerido com Xbal e Clal como
anteriormente descrito [K. F. Kozarsky I e II citados acimalj.

Os adenovirus resultantes recombinantes, designados
H5.010CMVVLDLR contém a sequéncia de cerca do nucledtido 12 até
cerca do 4390 de pAd.CMVVLDLR e as unidades de mapa de Ad.5 de
9-100 com uma pequena deleccdo no gene E3 (ver No. Acesso ao
GenBank M73260 e discussdao da Fig. 3). Este adenovirus
recombinante foi isolado apés dois ciclos de purificacio de
placas. O H5.010CMVVLDLR foi cultivado em células 293 e
purificado por dois ciclos de centrifugagdo de densidade em
cloreto de césio como anteriormente descrito [K. F. Kozarsky I e
II citado acimal. O cloreto de césio foi removido fazendo passar
0 virus através de uma coluna de dessalinizacdo BioRad 10DG
equilibrada com solucdo salina tamponada com fosfato.

Para experiéncias em coelhos o virus foi utilizado
purificado de fresco; para experiéncias em murganho o virus foi
utilizado fresco ou apés ter sido adicionado glicerol de
purificagdo em coluna para uma concentracao final de 10% (v/v) e
o0 virus ter sido armazenado a -70°C até utilizacso.

Como descrito nos exemplos seguintes este vector de
adenovirus recombinante foi introduzido nos figados de coelhos
WHHL e nos figados dos murganhos com o receptor de LDL
interrompido, para determinar a fungcdo in viveo do receptor de
VLDL e para determinar a sua utilidade como uma terapia génica

alternativa ou suplementar para deficiéncia dou receptor de LDL.
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Excmple 2 Outros Adenuvirus Recombinantes

O

O H5.01CCMVliacZ codificando o gene lacZ sob o controlo do
estimulador/promotor de CMV e o H5.010CBhLDLR codificando para o

ADNc d2 receotor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) humano

sob ¢ contrclo do promotor de PB-actina de galinha aumentado por

CMV, lcram  preparados como anteriormente descrito [K. F.
Kozarssy I ¢ 17, citados acimal.
Exempl: * - T:i.:cs da Expressdo Hepdtica do Receptor de VLDL no

Coelho WHHL

O H5.020CMVVIDILR ou H5.010CMVlacZ (codificando para a B-
galactosicdade!, cbtidos como descrito nos Exemplos 1 e 2 foram
utilizados para infusdo intravenosa em coelhos WHHL [Camm
Research] como se segue. Os coelhos foram sujeitos a infusdo com
7,5 x 10'¢ particulas de qualquer dos adenovirus recombinantes
através de uma veia marginal da orelha no dia 0. Adicionalmente,
dois coelhos New Zealand White (NZW) [Hazleton, Inc.] foram
sujeitos a infusdo com cada um dos virus e sacrificados no dia 5
apés infusdo para documentar a extensdo da transferéncia do gene
no figado.

Os coelhos foram mantidos no <c¢iclo de 12 horas de
luz/escuridédo sob uma dieta de ragdo do laboratério Purina,
fornecida em cada dia aproximadamente as 11:00. As amostras
venosas foram obtidas através de uma veia marginal da orelha

aproximadamente as 10:00 nos dias indicados.

A. Analises de Plasma

hs amostras de plasma foram analisadas quanto ac colesterol
total wutilizando o Cholesterol HP kit and Precise standards
(Boehringer Mannhcim). Resumidamente, a andlise por #PLC foi
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realizada em 50 pL de plasma de murganhos individuais ajustados
para um volume de 250 pL em tampdo de coluna de FPLC (EDTA a

1 mM, NaCl a 154 muM, pH 8,0). As amostras diluidas (200 uL)
foram aplicadas em duas colunas de Superose (Pharmacia) em série
a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, e foram recolhidas fraccoes
de 1 mL. O conteido em colesterol foi analisado num ensaio em

microplaca em amostras de 100 L. Foram adicionados as amostras

100 pL de uma solugcdo preparada de fresco contendo PIPES a
50 mM, pH 6,9, HDCBS a 7,8 g/L, 4-AAT a 0,51 g/L, acido célico a
1,27 g/L, Triton X-100 a 0,245%, KC1 a 7,31 g/L e foram
suplementadas com oxidase de colesterol 1,22 U/mL, esterase de
colesterol a 7,64 U/mL e peroxidase a 245 U/mL, incubadas
durante a noite a temperatura ambiente, e foi determinada a D.O.
a 490 nm.

Os niveis de colesterol do plasma foram avaliados em cada
um dos coelhos WHHL antes e apdés terem recebido o adenovirus
recombinante. A Fig. 4A demonstra que os coelhos sujeitos a
infusio com H5.010CMVl1ac? ndo apresentavam alteracgdes
significativas nos niveis de colesterol. Contudo, apés a infusio
com H5.010CMVVLDLR os niveis de colesterol baixaram, com
decréscimos maximos que variaram entre 140 e 420 mg/dL
(Fig. 4B). Isto demonstra que a expressdo do receptor de VILDL
resulta em niveis de colesterol diminuidos em coelhos

deficientes no receptor de LDL.

B. Andlise Histoquimica

Foram embebidas em parafina porgdes de figado, seccionadas
€ coradas com hematoxilina e eosina. Algumas porcdes foram
congeladas frescas, seccionadas, fixadas em glutaraldeido,
coradas com X-gal e levemente contracoradas com hematoxilina.

Algumas seccées congeladas frescas foram fixadas em metanol e

depois coradas quer com um anticorpo policlonal anti-f-
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galactosidase (5 1linha-3 linha), um anticorpo policlonal anti-
receptor de LDL humano, ou com  um anticorpo policlonal anti-
receptor VLDL, seguido por um anticorpo anti-coelho conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (Jackson Immunoresearch) como
arteriormente descrito [K. F. Kozarsky I e II citados acimal. A
coloragdo com Oleo Vermelho 0O foi realizada em seccdes
congeladas frescas fixadas durante 1 minuto em formaldeido a
37%, depois lavadas e coradas em Oleo Vermelho 0 (3 partes de
O0leo Vermelho O a 0,5% em &lcool isopropilico/2 partes de &gqua)
durante 10 minutos. Os cortes foram contracorados em
hematoxilina e montados en solugdo aquosa.

A analise de imunofluorescéncia dos coelhos sujeitos a
infusdo mostrou que aproximadamente 50% dos hepatécitos do
coelho sujeito a infusido com H5.010CMVlacz expressaram B-
galactosidase, o tecido do figado do coelho sujeito a infusao
com  HS5.010CMVVLDLR tinha uma percentagem de hepatdcitos
ligeiramente superior expressando o receptor de VILDLR. De acordo
com a analise por transferéncia de Northern apresentando pouca
ou nenhuma expressido de ARNm do receptor de VLDL [M. E. Gafvels
et al, citado acimal, o figado do coelho sujeito a infusao com
lacZ nao apresentou reactividade com o anticorpo anti-receptor
de VLDL.

Exemplo 4 - Efeitos da Expressdo Hepatica de Curta Duragdo do

Receptor de VLDL em Murganhos com o Receptor de LDL Interrompido

Murganhos C57BL/6 e murganhos com o receptor de IDI
interrompido (Jackson Labs) foram sujeitos a infusdo intravenosa
com 0,5 a 1,0 x 10% particulas de adenovirus recombinante
atraves da veia da cauda e os niveis de colesterol foram
monitorizados antes e apds infusio.

Especificamente, trés murganhos foram sujeitos cada um 2
infusdo quer com H5.010CMVl1acz, H5.010CMVVLDLR, ou H5.010CBhILDLR
(codificando o ADN& da receptor de LDL humano). Este ultimo
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virus foi incluido como um controlo para confirmar resultados
publicados ([Kuzdrsky I e II citados acima] . Foram obtidas
amostras de plasma por sangria retro-orbital utilizando tubos
capilares heparinizados. Os murganhos com o receptor de LDL
interrompido foram mantidos numa dieta rica em colesterol
composta de racdo de murganho Purina suplementada com 1,25% de
colesterol, 7,5% de manteiga de cacau, 7,5% de caseina, e 0,5%
de colato (1,25% de colesterol na dieta) durante pelo menos 3
semanas imediatamente a seguir ao desmame antes de serem
iniciadas as experiéncias. Os murganhos foram sacrificados no
dia 5 apdés a infusao.

Os tecidos do figado foram analisados por
imunofluorescéncia quanto a expressdo do transgene por técnicas
descritas no Exemplo 3, e os niveis de colesterol no plasma
foram medidos de modo semelhante ao descrito. Para o
fraccionamento de lipoproteinas, foram misturados os triplicados
de plasma de murganhos com o receptor de LDL interrompido,
sujeitos a centrifugacdo de densidade, as fraccdes foram
recolhidas, e o conteddo em colesterol foi determinado por meios
convencionais.

A anadlise por imunofluorescéncia revelou niveis moderados

de expressdo de P-galactosidase em murganhos sujeitos a infusio
com H5.010CMVlacZ, e niveis superiores de expressdo de receptor
de LDL humano e de receptor de VLDL em murganhos sujeitos a
infus&o com H5.010CBhLDLR e H5.010CMVVLDLR, respectivamente.

Os niveis de colesterol diminuiram levemente no controlo,
murganhos sujeitos a infusdo com H5.010CMVlacy (Fig.5),
provavelmente devido a efeitos da infusdo de adenovirus

recombinante ndo relacionados com o transgene, que podem

resultar em hepatotoxicidade em murganhos [Y. Yang et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 91: 4407-4411 (Maio de 1994)]. No entanto,
em contraste com a diminuicd3o observada nos murganhos controlo,
0s niveis de colesterol cairam significativamente para 50% dos

valores pré-infusdc nos wmurganhos sujeitos a intusdo com
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H5.010CBhLDLR no dia 5 apdés a infusdo. Os niveis de colesterol
nos murganhos sujeitos a infusdo com H5.010CMVVLDLR também
diminuiram, para aproximadamente 60% dos valores pré-infusdo. A
andlise posterior das lipoproteinas do plasma mostrou gque nos
murganhos tratados com H5.010CBhLDLR, os niveis de LDL
evidenclaram—se, com dJdecréscimos adiciconais nas fracgdes IDL e
VLDL (Fig. 6). Os murganhos sujeitos a infusdo com
H5.010CMVV_.DIR apresentaram um maior decréscimo na fracg¢do VLDL
com menos decréscimo em LDL.

Em con’unto estes resultados 1indicam que a expressao
hepatica do receptor de VLDL resulta numa remo¢do aumentada de
VLDL do p.asma, resultando em decréscimos nas quantidades de
lipoproteinas para as quals VLDL & o precursor (isto &, IDL e

LDL), e uma queda geral no colesterol total do plasma.

Exemplo 5 - Efeitos da Expressdo Hepatica de Longo Terme do

Receptor de VLDL em Murganhos com o Receptor de LDL Interrompido

De modo a obter niveis de colesterol mais préximos dos
observados em doentes FH e coelhos WHHL, murganhos com o
receptor de LDL interrompido (Jackson Labs) foram mantidos numa
dieta rica em colesterol composta por rag¢do de murganho Purina
suplementada com colesterol a 0,2%, 6leo de coco a 10%, e colato
a 0,05% (0,2% de colesterol na dieta). 0s niveis de colesterol
nestes murganhos variou desde 930 a 1550 mg/dL, enquanto os
murganhos numa dieta de 1,25% de colesterol (Exemplo 4) possuiam
niveis de 1900 a 3100 mg/dL.

O virus descongelou imediatamente antes da sua utilizagio e
foi diluido com PBS a uma concentracdo de 1x10%2 particulas/mlL.
Cada um de trés murganhos foi sujeito a infusdo intravenosamente

com 0,1 mL de virus contendo 1x10' particulas de um adenovirus
recombinante com E1 removido codificando para P-galactosidase

(H5.010CMVlacZ) ou receptor LDL humano (H5.010CBhLDLR), e os

lipidos do soro foram seguidos ao 1longo do tempo. Nos dias
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indicados, os murganhos foram anestesiados com metoxiflurano e o
sangue fol colhido em tubos capilares heparinizados por puncéo
retro-orbital da veia plexus.

A coloragdc imunofluorescente mostrou que a maior parte dos
hepatocitos expressava o produto do transgene, seja B-
galactosidase, vreceptor de LDL humano, ou receplor de VILDL., A
coloragédo com heratcxilina e eosina de secgbes do figado revelou

morfologia ess noiaimente normal no murganho sujeito a infuséao

com HS5.010CMYIaci. Nc entanto, para ambos os murganhos sujeitos
a infusdo corm HI.010CBRLDLR e H5.010CMVVLDLR, os hepatdcitos
pareciam possiir vactolos internos. Quando o tecido foi

analisado com colorazas com éleo Vermelho O, uma coloragdo para
lipidos neutres, o figado de animais sujeitos a infusdo com o
receptor apresentou claramente a acumulagdo de grandes gotas de
lipido guando ccmparado cem o do controlo sujeito a infusdo com
H5.010CMVlacZz. Istc sugeriu que a expressdo a curto termo de
niveis elevadcs do receptor de LDIL ou receptor de VLDL nestes
murganhos deficientes em receptor de LDL resultou numa
acumulagdo intracelular de lipidos.

Para confirmar as actividades bioldégicas dos produtos
transgénicos, o colesterol do plasma foi seguido antes e depois
da administragdo de adenovirus recombinante. A Fig.7A mostra que
©s niveis de colesterol no soro nos murganhos sujeitos a infus&o
com H5.010CMVlacZ demonstraram uma flutuagdo caracteristica mas
nao significativa ao longo do tempo, reflectida em alteracdes
menores de todas as fraccgdes de lipoproteinas (HDL, IDL/VLDL, e
LDL). Em  contraste, murganhos sujeitos a infuséo com
H5.010CBhLDIR possuem um decréscimo grande mas ndo transiente em
colesterol (ver, Fig. 7B). Particularmente, estes murganhos
demonstraram grandes decréscimos de colesterol no plasma que
duraram aproximadamente 2 semanas. Os niveis de colesterol
diminuiram 3 vezes (de 966 para 353 mg/dL) e 7 vezes (de 1554 a
219 mg/dL) e voltaram & linha de base 3 semanas apds a infusao.

O decréscimo no colesterol do sore é reflectido na diminuic¢io
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coordenada de LDL no soro. Este efeito ndo especifico da
infeccao de adenovirus quando ndo s&o administrados de forma
coordenada  imunomoduladores foi previamente descrita e &
provavelmente devida a alteracdes na funcdo hepéatica que ocorrem
como resultado de inflamacdo associada. Murganhos sujeitos a
infus&o com H5.010CMVT.DTR Apresentaram grandes decréscimos no
colestercl do plasma que sdo semelhantes em magnitude aos
observados em murganhos sujeitos a infusido com H5.010CBhLDIR
(Fig. 7C), com decréscimos maximos de mais de 4 vezes (de 1186
a 288 mg/dL e de 1453 a 299 mg/dL) . Surpreendentemente, os
niveis de colesterol no plasma ndo voltaram a linha de base 3
semanas apds a infusdo. A alteracdo nos niveis de colesterol do
plasma nos murganhos sujeitos a infusio com H5.010CMVVLDLR (Fig.
7D) foram estatisticamente significativos (p<0,05) ao longo de
9 semanas a seguir a infusio (a prépria duracio da experiéncia).

O soro de murganhos individuais foi analisado por FPLC
para determinar os efeitos da expressdo do receptor de VLDL nas
fracgées de lipoproteina. No dia 3 apés a infusdo, n&do eram
detectdveis as fracgdes VLDL e LDL; ao longo do tempo, a fraccao
LDL recuperou ligeiramente, embora mesmo as 10 semanas apés
infus&o, a altura do pico de LDL era ligeiramente inferior do
que a altura do pico de HDL. VLDIL permaneceu ndo detectavel
apesar de diferencas menores poderem escapar a deteccdo devido
as limitagées de sensibilidade do ensaio de colesterol. Os picos
de LDL espelharam os niveis de colesterol total no plasma, e
confirmaram que o abaixamento prolongado do colesterol do plasma
era acompanhado por decréscimos sustentados dos niveis de VLDL e
LDL. Estes resultados sugerem que a expressio do receptor de
VLDL no figado é uma terapia eficaz para hipercolesterolémia.

Ao mesmo tempo da infusdo em murganhos com o receplor de
LDL interrompido, foram sujeitos a infusao murganhos normais
C57B1/6 com cada um dos adenovirus recombinantes. Estes
murganhos foram sacrificados a varios tempos apés a infusdo, e

0s tecidos do figado foram colhidos para andlise directa da
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expressédo do transgene utilizando histogquimica de X~-gal para

det=.1ar « cxpressao de B-galactosidase e imunofluorescéncia
real:zade para medir a exXpressao do receptor de LDL. Os tecidos
colrizis +ries dias apés a infusio do virus demonstraram tanto a
express.- uc P-galactosidase como do receptor de LDL humanoc em
pele rerce 22% dos hepatédcitos.

LT ~:de  experiéncia, o sinal especifico do vector foi

subst | ..mernte maior do que o observado em animais antes da
trans: - .. 22 gene ou apés infusdo com idénticas quantidades
de um «:riviris expressando um gene irrelevante. Para lacZ e
receptd:r G- LUL, & expressido do transgene diminuiu para niveis
nao davt- "aver: pelo dia 21 € estava associada com o
desenvcliv.rsrt¢ 3o um infiltrado mononuclear autolimitado no

figado cu. epressntou pico no dia 10. 0O infiltrado consistia
numa intiamzzéo parral e lobular, acompanhada pela presenca de
COorpos apdpticos. A extensio da patologia foi indistinguivel
entre os rurganhos sujeitos a infusido com lacZ ou receptor de
LDL. O termpo de duracdo da expressdo do receptor de LDL é&
consisternte com a grande diminuigédo inicial do colesterol no
plasma e subscguente retorno a linha de base.

Em contraste, dois murganhos sujeitos a infusdo com
H5.010CMVVLDLR expressavam o receptor de VLDL a niveis elevados.
A percentegem de hepatoécitos pode ter decrescido ligeiramente
quando comparada com os murganhos do dia 5. Estes resultados
sugerem que o decréscimo sustentado dos niveis de colesterol no

plasma nos murganhos sujeitos a infusdo com H5.010CMVVLDLR foi

devido a expressio sustentada do receptor de VILDL.

Exemplo 6 - Estudos de “Turnover”

Para caracterizar adicionalmente os efeitos da expressiao
hepatica do receptor de VLDL no metabolismo lipoproteico, foram

efectuados estudos de “turnover” como se segue.
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Murganhos com o receptor de LDL interrompido foram sujeitos
a infusdo com adenovirus recombinante apos 3 semanas de dieta
rica em colesterol como descrito no exemplo 4. Trés ratos foram
injectados cada um com os adenovirus lacZ e receptor de VLDL; um
murganho foi injectado com o adenovirus do receptor de LDL. No
dia 5 apéds a infusdo, os murganhos foram injectadns através da
veia da cauda com aproximadamente 8x10° cpm de LDL humano marcado

I, e 1,6x10° cpm de VLDL humano marcado com *'I num volume

com
total de 0,2 mL. Foi obtida uma amostra de sangue 1 minuto apés
a 1injeccdo dos marcados radioactivamente, e designada como
amostra “tempo zero”. O sangue foi colhido em tubos capilares
heparinizados nos tempos indicados, e a radioactividade que
permanecia fol determinada utilizando um contador gama.

A infusdo do adenovirus do receptor de LDL levou a uma
eliminagcdo acelerada de LDL quando comparada com a infusdo do
adenovirus de lacZ, consistente com um  estudo prévio em

murganhos com o receptor de LDL interrompido [S. Ishibashi et

al., J. Clin. Invest., 92: 883-893 (1993)]. Do mesmo modo, a
eliminagdo de VLDL foi acelerada em animais tratados com o©
receptor de LDL quando comparada com murganhos sujeitos a
infusdo com lacZ. O “turnover” de LDL em murganhos sujeitos a
infusdo com o receptor de VLDL foi indistinguivel de murganhos
sujeitos a infusdo com lacZ, consistente com resultados in vitro
que indicam que LDL ndo é um ligando para o receptor de VLDL [T.
Yamamoto et al., Trends in Cardiovascular Medicine, 3: 144-148

(1993); F. Batley et al., J. Biol. Chem., 269: 23268-23273

(1994)]. A eliminacdo de VLDL eém murganhos sujeitos a infusdo com
O receptor de VLDL fol ligeiramente mais rapida do que a de
murganhos sujeitos a infusao com lacZ, mas significativamente
mais lenta do que em murganhos sujeitos a infusdo com o receptor
de LDL.

Como acima discutido, o “turnover” de VLDL em murganhos

sujeitos a infusdo com o adenovirus do receptor de VLDL foi
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significativamente mais rapido do que em murganhos sujeitos a
infusio com o lacy embora & magnitude deste efeito fosse muito
Menor do que a observada em animais tratados com o virus do
receptor de LDL. Isto sugere que a eliminagdo de VLDL em
circulacdo mediada pelo receptor de VLDL pode ndo ser a tunica
via que leva a diminuicdo de VLDL no sora. Um potencial
mecanismo & Secrecao-recaptura, que ocorre com a incorporacao
hepatica de quilomicrons que permaneceram [T. Willnow & J. Herz,

J. Mol. Med., 73: 213-220 (1995); H. Shimano et al., J. Clin.

Invest., 93: 2215-2223 (1994)], e resultard en decréscimo de
secrecgdo de VLDL e reduzidos niveis de VLDL no plasma. Um
segundo mecanismo pode envolver 3 interacciao do receptor de

VLDL com a proteina associada ao receptor (RAP) [Battey, citado

acima; H. Mokuno et al., J. Biol. Chem. 269: 13238-13243 (1994)]
que interage com uma variedade de receptores dentro da célula,
aparentemente para evitar a ligacdo do ligando antes do receptor

atingir a superficie da célula [G. Bu et al., EMBO J., 14: 2269-

2280 (1995)]. E possivel que os elevados niveis de receptor de
VLDL expresso nos figados de murganhos sujeitos a infusdo com
adenovirus ultrapasse a RAP disponivel, de modo a que o receptor
de VLDL se ligue a ligando sintetizado de novo (apoE, seja livre
Ou em associacido com lipido) na celula, e evitando a sua
Secrecdo no plasma. Os efeitos da expressdo hepatica do receptor
de VLDL no colesterol total do plasma assim como nos niveis de
colesterol em lipoproteina demonstram que o receptor de VLDIL
pode desempenhar um papel mais importante no metabolismo in

vivo.

Exemplo 7 - Estabilidade da Expressio do Receptor de VLDL

Esta eéxperiéncia ilustra a bersisténcia relativa de

transgenes em murganhos.
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Murganhos com o receptor de LDL interrompido foram
injectados intravenosamente no dia O com 1x10' particulas de
H5.010CMVlIacz, H5.010CBhLDLR, ou H5.010CMVVLDLR. Os murganhos
foram sacrificados nos dias indicados apés injecgdo (3, 10 ou
21), e seccdes do figado congeladas de fresco foram coradas com
¥X-gal para dectcctar a cxprcssdo do gene lacZ, e com anticorpo
anti-receptor de LDL ou anticorpo anti-receptor de VLDL, seguido
por um segundo anticorpo conjugado com fluoresceina para
detectar o) receptor de LDL e 0 receptor de VLDL,
respectivamente.

A analise do figado colhido 3 dias apés infusdo do virus
revelou proteina do receptor de VIDL em >80% dos hepatécitos: o
sinal fluorescente brilhante, que se localizou no perimetro da
célula estava ausente antes do géne ser transferido e em tecidos
de animais infectados com adenovirus contendo lacZ ou receptor
de LDL. A expressido da proteina do receptor de VLDL foi
notavelmente estavel com proteina recombinante detectada em
aproximadamente 5 a 10% de hepatécitos de tecido colhido 105
dias depois da infusdo do virus. Isto estd surpreendentemente em
contraste com os resultados obtidos pelo lacZ e receptor de LDL
do adenovirus, em que a expressdo do transgene se extinguiu a
niveis ndo detectaveis em trés semanas de transferéncia de gene.
A expressdo do receptor de VLDIL permaneceu detectavel durante a
duracdo da experiéncia (22 semanas).

O ADN gendémico foi isoclado de figado de rato, digerido com

EcoRI, e sujeito a transferéncia de Southern [K. Kozarski et al.,

J.Biol.Chem., 269:13695-13702 (1994)] para monitorizar a presenca
ao longo do tempo de sequéncias de ADN adenoviral. As sequéncias
de adenovirus foram detectadas utilizando o kit Genius de
Boehringer Mannheim, seguido por deteccio por
quimioluminescéncia. Em murganhos CS57BL/6 sujeitos a infeccao
com o adenovirus lacZ, o ADN viral diminuiu rapidamente com o
tempo, estacionando a niveis quase nao detectdveis (0,05 cobpias
por ceélulea) alé 4o dia 70 dpls a infusdao. 0Os murganhos sujeitos
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a infusdo com o receptor VLDL tinham niveis de ADN ligeiramente
mais altous, wmas um tempo semelhante de perda de sequéncias de
adenovirus. Estudos adicionais de hibridacdo de ADN mostraram
que a maioria do ADN de adenovirus inicialmente deixado no
figado nao ¢é integrado no genoma do murganho (resultados nao
apresentados), no entanto, este ensaio nio pode excluir algum
nivel de integracdao.

A analise histopatolégica do tecido do figado de murganhos
sujeitos a infusdao com o vreceptor VLDL do virus revelonu
inflamagao e células apoptdéticas em pontos de tempo mais
iniciais. A duragdo e a extensdo das observacdes patoldégicas
eram indistinguiveis de tecidos de figado de murganhos sujeitos
a infusao com virus do lacZ e do receptor de LDL. As 15 e 22
semanas apods a infusdo, no entanto, tecido de figado de murganho
sujeito a infusdo com receptor de VLDL apresentou acumulacdes
discerniveis de lipidos neutrais, como demonstrado por colorac&o
com hematoxilina e eosina assim como com éleo vermelho O. Foram
observadas alteracdes semelhantes pouco freguentes em murganhos
com o receptor de LDL interrompido sujeitos a infusdo com PBS,
receptor de VLDL e/ou adenovirus lacZ. Nao foram observadas
acumulacdes de lipidos em figados de murganhos normais C57BL/6
sujeitos a infusdo com o virus do receptor de VLDL, apesar da
expressdo do transgene a longo prazo ser indistinguivel da
observada em murganhos com o receptor de LDL interrompido. Isto
indica que a expressdo do receptor de VLDL por si sé ndo &
suficiente para as alteragdes na acumulacdo de lipidos observada
em murganhos com o receptor de LDL interrompido; em vez disso,
existe alguma acumulagdo de lipido em murganhos com o receptor
de VLDL interrompido que foram mantidos numa dieta rica emn
colesterol durante 218 semanas, que é acelerada por expressao
prolongada do receptor de VLDL.

Amostras de plasma de murganhos sujeitos a infusdo com o
receptor de VLDL de adenovirus foram analisados quanto a

presenca de anticorpos dirigidos contra a proteina receptor de
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VLDL. Apenas um murganho em doze produziu anticorpos contra o
receptor de VLDL apesar da presenga de um elevado nivel de
anticorpos contra as proteinas da cépsula do adenovirus em cada
animal que recepbeu o virus. Animais sujeitos a infusdo com o
receptor de VLDL cdo adenovirus desencadearam uma resposta de CTL
contra as proteinas do adenovirus indistinguivel da obtida de
animais sufeitzs a infusdo seja com adenovirus do lacZ ou do
receptor dc LL.L. kutes murganhos, no entanto, ndo desencadearam
uma resposta <« CTL contra a proteina do receptor de VLDL.
Assim, o deservo.lvimentdo de uma resposta de CTL ao transgene
ap6bs a infusioc de adenovirus recombinante ¢é dependente da

antigenicidade ¢t transacne especifico no animal tratado.

Exemplo 8: Resposta  Imunitdria  Humoral e Celular Contra

Adenovirus e Transcenes

A. Resposta Imuniteria Humoral

Dois murganhos com o receptor de LDL interrompido (K020 e
K027) ou dois murganhos normais C57BL/6 foram injectados através
da veia da cauda com 1x1C! particulas de H5.010CBhLDLR no dia 0
e foram colhidas amostras de soro antes da injecgdo (pre), e nos
dias 10, 24, 39, 52 e 70 depois da injeccdo para os murganhos
interrompidos e no dia 21 para os murganhos C57BL/6. Foram
realizadas transferéncias de Western como previamente descrito
[K. Kozarsky et al., J. Biol. Chem. 269: 13695-13702 (19%4); K.
Kozarsky et al., Som. Cell and Molec. Genet., 19: 449-458
(1993)]. Para detectar anticorpos anti-adenovirus, foi utilizado
adenovirus purificado como antigénio. O controlo positivo (+)
foi anti-soro de coelho isolado apdés infusdo intravenosa de
H5.010CBhLDLR purificado. O controlo negativo (-) foi soro pré-
imunizado de <coelho. As transferéncias de Western com PB-

galactosidase foram efectuadas wutilizando proteina purificada
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(Sigma), com um anticorpo monoclonal especifico para B-
galactosidase (Sigma) como um controlo posi‘;ivo.

Anticorpos dirigidos contra o receptor de LDL humano foram
detectados utilizando lisados preparados de células 24-23, uma
linha de células 373 que foi sujeita a transducdo com retrovirus
codificando para o rcceptor de LDL humano. Pdra a detecgdo de
anticcrpos anti-receptor de VLDL, foi preparado um lisado a
partir de células Hela dois dias apdés a infecgdo com H5.010
CMVVLDLR.

Todos os murganhos sujeitos a infusdo com 1x10' particulas
de adenovirus recombinante desenvolveram anticorpos contra
proteinas da capsula de adenovirus, com as bandas maiores a
corresponder a hexon, penton e fibra. Todos o0s murganhos
sujeitos a infusdo com H5.010CBhLDLR desenvolveram anticorpos
contra a proteina do receptor de LDL humano com os murganhos com
o receptor de LDL interrompido desenvolvendo consistentemente um
mais elevado titulo de anticorpos do que os murganhos C57BL/6.
Os anticorpos dos murganhos com o receptor de LDL interrompido
reagiram de forma cruzada com proteina do receptor de LDL de
murganho, enquanto anticorpos de murganhos C57BL/6 (que
expressam o receptor LDL normal de murganho) ndo reagem.

Isto sugere que o receptor VLDL, embora tenha sido
utilizada a sequéncia de humano e ndo de murganho, ndo era
imunogénica nestes murganhos. As sequéncias de aminodcido dos
receptores de LDL humanos e de murganho sdo aproximadamente
idénticas em 78%, enquanto os receptores de VLDL humano e de
murganho sd&o > 94% idénticos. Esta semelhanca de sequéncias
aumentada contribui provavelmente para a auséncia de
desenvolvimento de anticorpos contra o receptor de VLDL humano
apesar do elevado nivel de expressdao no figado de murganho como
resultado da infusdo de H5.010CMVVLDLR.

Estes resultados demonstram que os animais podem produzir
uma resposta dimunitdria humoral especifica para o produto do

transgene assim como para as proteinas virais codificadas pelo
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adenovirus injectado. Proporciona também evidéncia indirecta de
activagae especifica pelo antigénio de células T auxiliares, que

€ norm.lTonte necessaria para o desenvolvimento de células B,

macuras, socoretoras de anticorpos.
B. Resrcorias Imunitdrias Celulares

frie sstudo analisou animais apés infusdo com o adenovirus
de re - :*-r dc¢ DL para activacdo de CTLs tanto para antigénios

virais -~ pura o produto do transgene, receptor de LDL humano.

Cz eornsaios foram realizados como descrito em Y. Yang et
al., Immunzty, 1: 433-442 (1994). As células alvo expressando
proteliras s vacciria recombinante foram produzidas por infeccgao
com vacIinia recomplnante produzido como se segue. O ADNc do
recepter a= VLDL (no plasmideo pRC/CMV) foi subclonado no sitio
HindIIl de B.uescript KS+. O ADNc de CFTR [J. R. Riordan et al.,
Science, 245: 1066-1073 (1989) foi clonado no sitio Pstl de
Bluescript ¥3+ (Stratagene). O ADNc do receptor de LDL no vector
pUC1Y9 [T. Yamamoto et al., Cell, 39: 27-38 (1984)] foi excisado
com as enzimas de restricdo HindIII e Sac 1 e ligado nos sitios
HindIII e Sacl de Bluescript KS+. Cada um dos ADNc foi entéao
excisado utilizando as enzimas SacII e KpnI e clonado nos sitios

Sacll e Kpnl de uma forma modificada do vector de expressdo de
vaccinia pSCll [S. Chakrabarti et al., Molec. Cell Biol., 5:

3403-3409 (1985)]. A vaccinia recombinante controlo, VRG,
expressa uma glicoproteina do virus da raiva e foi preparada
como descrito em T. Wiktor et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81l: 71%4-7198 (1984).

Foram detectados CTLs para alvos especificos num ensaio

lorémio (51Cr) em gque células alvo

convencional de lihertacio de
compativeis com MHC foram infectadas com adenovirus recombinante
ou virus vaccinia que expressam produtos de gene unicos
relevantes. A Fig. 10 apresenta um exemplo de um ensaio de

[o)

libertacido de °!'Cr em que a % de lise especifica & medida como
q p
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uma funcgdo do aumento da proporcdo efector alvo (Fig. 10B),
assim como um sumdrio dos dados cumulativos (Fig. 10A). Os
esplenécitos de murganhos CS57BL/6 sujeitos a infusdo com
adenovirus recombinante contendo receptor de LDL humano ou CFTR
humano foram avaliados quanto & sua capacidade de lisar alvos
infectados com adenovirus recombinante, para medir actividadc
contra proteinas virais, ou com virus vaccinia contendo receptor
de LDL, para medir a actividade contra a proteina do receptor de
LDL. A actividade citolitica foi demonstrada com linfécitos de
animais infectados com o virus do receptor de LDL para atingir
células infectadas com o mesmo virus. Nio foi detectada citélise
para simular alvos infectados apoiando a especificidade do
ensaio. Estas mesmas células efectoras demonstraram actividade
citolitica significativa contra alvos infectados com 0 virus
vaccinia do receptor de LDL que nio estava presente quando
infectadas com um vaccinia controlo. Estas experiéncias
forneceram evidéncia forte para a presenga de CTL activada
contra o vreceptor de LDL humano em murganhos C57BL/6 apds

terapia génica.

Exemplo 9 - Melhoramento da Transferéncia de Genes

Mediada por Adenovirus durante a Segunda Administracdo com IL-12

e IFN-17 em Pulmdo de Murganho

Os adenovirus recombinantes H5.010CMVlacZ e H5.010CBALP
(gene da fosfatase alcalina expresso a partir do promotor
melhorado da P-actina de CMV na estrutura de sub360) foram
utilizados neste exemplo. Cada virus semelhante expressa um gene

repérter diferente cuja expressio pode ser discriminada da do

primeiro gene repérter.

Murganhos fémea C57B1/6 (6~8 semanas de idade) foram
infectados com suspensdes de H5.010CBALP (1x10° pfu em 50 pL de
PBS) através da traqueia no dia 0 e do mesmo modo com
H5.010CMV1acZ no dia 28. Um grupo desses murganhos foi utilizado
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como controlo. Outro grupo de murganhos fol precisamente
empobrecido em células CD4* por injecgdo i.p. de anticorpo contra
células CD4Y (GK1.5; ATCC N° TIB207, diluigdo de ascites 1:10) na
altura do inicio da terapia génica (dias -3, 0, e +3). Um
terceiro grupo de murganhos foi injectado com IL-12 (1 Wg
intratraqueal ou 2 ug, injecgdes i.p.) na altura da primeira
administracdo do virus (dias 0 e +1). Um quarto grupo de

murganhos foi injectado com interferdo gama (1 ug intratraqueal

ou 2 Mg, injecgdes i.p.) na altura da primeira administracgdo do
virus (dias 9 e +1).

Quando os murganhos foram subsequentemente eutanizados e
necropsiados aos dias 3, 28, ou 31, os tecidos do pulmdo foram
preparados para criossecgdes, enquanto a lavagem bronquial
alveolar [(BAL) e ndédulos linfaticos mediastinais (MLN) foram

colhidos para ensaios imunolégicos.
A. Criossecc¢bes

Os tecidos de pulmdo foram avaliados quanto a expressao da
fosfatase alcalina por coloragdo histoquimica seguindo os
procedimentos de Y. Yang et al., acima citado.

A instilagcdo de virus com fosfatase alcalina (10° pfu) na
via aérea de todos os grupos de murganhos C57Bl1/6 resultou num
elevado nivel de expressido do transgene na maior parte das vias
de conducdo de ar que diminui para niveis indetectaveis pelo dia
28. A perda da expressdo do transgene mostrou ser devida a
eliminacdo mediada por CTL dos hepatdcitos geneticamente
modificados [Y. Yang et al., acima citado].

Nos murganhos controlo, nac fol detectada expressio do gene
trés dias apés a segunda administragdo do virus, isto €&, no dia
31.

A administracdo de virus aos animais empobrecidos em

células CD4* foi associada a elevados niveis de expressdo do
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transgene que era estavel durante um més. A expressdo do segundo
virus foi detectada no dia 31.

O elevado nivel inicial de transferéncia de genes diminuiu
depois de cerca de um mé&s nos murganhos tratados com IL-12; no
entanto, em contraste com o controlo, o nivel elevado de
transferéncia de genes para as células epiteliais da via aérea
foi conseguido quando o virus foi re-administrado a animais
tratados com IL-12 no dia 28, como verificado nos resultados de
dia 31.

Os animais tratados com interferio gama foram virtualmente
indistiguiveis dos animais tratados com IL-12 uma vez que foi
conseguida transferéncia de gene eficiente apdés uma segunda

administracdo do virus.

B. Ensaios Imunoldégicos - MNL

Linfécitos de MLN do grupo controlo e do grupo tratado com
IL-12 dos murganhos C57B1/6 colhidos 28 dias apés administracso
de H5.010CBALP foram re-estimulados in vitro com H5.010CMVlacy
inactivado por UV a 10 particulas/ célula durante 24 horas. Os
sobrenadantes 1isentos de células foram ensaiados guanto &
presenca de IL-2 ou IL-4 em células HT-2 (uma linha de células
dependente de IL-2 ou IL-4) [Y. Yang et al., citado acima]. A
presenca de IFN-y no mesmo sobrenadante da cultura de linfécitos
foli medida em células L929 como descrito [Y. Yang et al., citado
acima]. O indice de estimulag&o (S.I.) foi calculado dividindo a
com de ‘*H-timidina incorporada por células HT-2 cultivadas em
sobrenadantes de linfécitos re-estimulados com virus pela
incorporada por células HT-2 cultivadas em sobrenadantes de
linfécitos incubados em meio sem antigénio.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1

Incorporacao de °H-timidina {cpm+DP) litro IFN-y (IU/ml1)¢

Meio HO.510CMVliacZ S.I.

C57Bl/¢ 175440 2084166 11,91 80

Anti-ILZ (1:5000) 523£81 2,98

Anti-IL4 (1:5000) 1545+33 8,83

Cc5%3il ¢+ ILl2 247434 5203428 21,07 160

Anti-ILl [1:5020) 776%50 3,14

Anti-I74 [1:2020) 4608+52 18,66

A estimulagdo de linfécitos de ndédulos linfaticos regionais
com ambos os adenovirus recombinantes levou a secregdo de
citoquinas especificas para a activacdo dos subconjuntos de
células T auxiliares Ty (i.e., IL-2 e IFN-y) e Ty (i.e., IL-4)
(Tabela 1).

A analise de 1linfécitos de animais tratados com IL-12
estimuladecs in vitro com virus revelou uma secrecdo aumentada de
IL-2 e IFN-y e uma diminuicdo relativa na produgdo de IL-4 quando
comparada com animais que ndo receberam IL-12 (i.e., a proporcao
IL-2/IL-4 foi aumentada de 3 para 6 quando é utilizado IL-12;
Tabela 1).

C. Ensaios Imunoldégicos - BAL

Amostras de BAL obtidas de animais 28 dias apdés a primeira
exposicdo ao virus recombinante foram avaliadas quanto a
neutralizacdo de anticorpes contra adenovirus e isotipos de
anticorpos anti-adenovirus como se segue. Os mesmos dguatro
grupos de murganhos C57B1/6, isto é, controlo, empobrecidos para
Cb4*, tratados com IL-12 e tratados com IFN-y, foram infectados

com H5.010CBALP. A neutralizacdo de anticorpos foi medida em
diluicdes seriadas de amostras de BAL (100 uL) que foram

misturadas com H5.010CMVlacZ (1x10° pfu em 20 uL), incubadas

durante 1 hora a 37°C, e aplicadas a 80% de <células Hela
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confluentes em placas de 96 pocgos (2x10* células por pocgo). Apds

60 minutos de incubagdo a 37°C, foram adicionados a cada pogo
100 uL de DMEM contendo FBS a 20%. As células foram fixadas e

coradas para a expressdo de P-galactosidase no dia seguinte.

Todas as células foram positivas para lacZ na auséncia de
anticorpos anti-adenuvitdis.

0 isotipc a¢ anticorpo especifico para adenovirus foi
determinadc er ril utilizando o ensaio imuncabsorvente ligado a
enzima (ELI34.. Resumidamente, placas de 96 ©pogcos foram
revestidas com CC upL de PBS contendo 5x10° particulas de

H5.010CMVlacZ durante 18 horas a 4°C. Os pogos foram lavados 5

vezes com PBS. ~pés kloaguear com 200 pL de BSA a 2% em PBS, as

placas foram lavadas uma vez com PBS e incubadas com amostras

BAL diluidas 1:10 durante 90 minutos a 4°C. Seguidamente, os

pocos foram extensivamente lavados e de novo cheios com 100 pL
de anti-IgG ou IgA de murganho conjugado com fosfatase alcalina

(Sigma) diluido de 1:1000. As placas foram incubadas,

subsequentemente lavadas 5 vezes, e foram adicionados 100 uL da
solucdo de substrato (fosfato de p-nitrofenilo, PNPP) em cada

poco. A conversdo do substrato foi interrompida pela adigao de

50 uL de EDTA a 0,1 M. As placas foram lidas a 405 nm.

Os resultados sdo graficamente apresentados nas Figs. 11A a
11C, que sumarizam o titulo de anticorpos neutralizantes, e as
quantidades relativas (DOsps) de IgG e IgA presente em amostras
BAL. O titulo de anticorpos neutralizantes para cada amostra foi
reportado como a maior diluigdo com menos de 50% de células
coradas de azul.

Como demonstrado na primeira barra das Figs. 11A a 11C, as
citoquinas identificadas na Tabela 1 acima [foram associadas nos
murganhos controlo com o aparecimento de anticorpos contra
proteinas de adenovirus em BAL de ambos os isotipos IgG e IgA
que eram capazes de neutralizar o vector recombinante Ad5 humano

num ensaio in vitro até uma diluicdo de 1:800.
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Como apresentado na segunda barra dos graficos das Figs.,
11a e 11C, o empobrecimento transiente de células CD4' inibiu a
formagédo de anticorpo neutralizante (Fig. 11A) e anticorpo IgA
especifico para virus (Fig. 11C) em 80 vezes, permitindo assim
que ocorresse uma transferéncia de gene eficiente apéds uma
segunda administracdo de virus. A Fig. 11B apresenta uma ligeira
inibigdo também de IgG.

Mais importante, como apresentado na terceira barra dos
trés graficos, IL-12 bloqueia selectivamente a expressdo de IgA
especifica para o antigénio (Fig. 11¢y, sem impacto
significativo na formagdo de IgG (Fig. 11B). Isto foi
concordante com uma reducdo de 32 vezes do anticorpo
neutralizante (Fig. 11Aa).

Os animais tratados com interferdo gama (quarta barra das
Figs. 11A a 11B) foram virtualmente indistinguiveis dos animais
tratados com IL-12 na medida em que a IgA especifica de virus
(Fig. 11C) e anticorpo neutralizante (Fig. 11A) diminuiram
gquando comparado com os animais controlo ndo tratados com
citoquina, mas ndo na extensdo obtida com os tratados com IL-12.

Estes estudos demonstraram que a inibicdo da funcdo CD4" na
altura da primeira exposigdo ao virus é suficiente para evitar a
formagcdo de anticorpos bloqueantes. A reducdo concordante de
anticorpo neutralizante com IgA anti-viral sugere que a
imunoglobulina do subtipo IgA é em primeiro lugar responsavel

pelo bloqueio da transferéncia de genes.
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GAA
Glu

ACC
Thr

160

1

2
TGG GCG
Trp Ala

TGT GAA
Cys Glu

35

TTG TGG
Leu Trp
50

ARG AAC
Lys Asn
65

AAT GGC
Asn Gly

TGC GAA
Cys Glu

TGC CGC
Cys Arg

CCA GTG
Pro Val
130

GAT GAA
Asp Glu
145

TGC TCC
Cys Ser

62

CcccC
Pro

CccceC
Pro

Lys

TGT
Cys

CAG
Gln

CAT
Asp

ATA
Ile

115

TCC
Ser

GAA
Glu

AGT
Ser

CGG
Arg
20

TCC
Ser

TGT
Cys

GTA
Val

TGT
Cys

GGT
Gly
100

CAT

His

TGG
Trp

AAC
Asn

GGC
Gly

5

GAG
Glu

CAA
Gln

GAT
Asp

AAG
Lys

GTT
Val
85

TCA
Ser

GAA
Glu

AGA
Arg

TGT
Cys

CGC
Arg
165

AGC
Ser

TTC
Phe

GGG
Gly

AAG
Lys
70

CCC
Pro

GAT
Asp

ATC
Ile

TGT
Cys

GGC
Gly
150

TGC
Cys

GCTCTCTTCT
CTCCTCTGCA
CCGGGGAGGT
CTCTTCTTCC
CCCAGCCCCC
GCGGCGGCGG

CTC TGG
Leu Trp

GGC
Gly

CAG
Gln

GAT
Asp
55

ACG
Thr

AGC
Ser

GAA
Glu

AGC
Ser

GAT
Asp
135

AAT

Asn

ATC
Ile

60

120

180

240

300

360

412

460

508

556

604

652

700

748

796

884

892



TCC
Ser

GAT
Asp
ias

TGC
Cys
200

GCA
Ala

CAG
Gln

TCT
Ser

TGC
Cys

CCT
Pro
280

CAG
Gln
300

TGC
Cys

AGT
Ser

TGC
Cys

TGC
Cys
360

ATA
Ile
380

Lys

AGG
AXg

GAG
Giu

AGC

Ser

GAC
Asp

CCA
Pro

GGC
Gly

ARG
Lys
265

GAC
Asp

TGT
Cys

Lys

GGA
Gly

AGG
Arg

345
TTG

Leu

GGC
Gly

ACC
Thr

AAC
AsSn
170

CTG
Leu

ACC
Thr

TGC
Cys

GTC
Val

GAG
Glu
250

GAT
Asp

CAA
Gln

AAT
Asn

AAT
Asn

GAA
Glu
330

GAC
Asp

GTA
Val

TAC
Tyr

TGT
Cys

TTT
Phe

GAC
Asp

TCC

Scr

TCC
Ser

ATA
Ile
235

TGC
Cys

GGC
Gly

TTT
Phe

GGT
Gly

GTC
Val
315

TGC
Cys

TGG
Trp

AAT
Asn

GAG
Glu

GGA
Gly
395

GTA
Val

TGT
Cys

TCC

Ser

GAC
Asp
220

CAC

His

ATC
Ile

AGT
Ser

GAA
Glu

ATC
Ile

AAT
Asn

ATA
Ile

AGT
Ser

AAT
Asn

TGT
Cys

GAT
Asp

TGC AAT

Cys

GCC
Ala

190

TGC
Cys

205

CAA
Gln

ACC
Thr

CAT
His

TGT
Cys
285

CGA
Arg

Asn

CCG
Pro

ATC
Tle

TCT
Ser

ARG
Lys

ARG
Lys

GAG
Glu
270

GAG
Glu

GAC
Asp

305

CAG
Gln

GAT
Asp

GAT
Asp

GGT
Gly
365

GAC
Asp

385

ATT
Ile

TGC
Cys

ATC
ile

GAG
Glu

350
GGA
Gly

TGT
Cys

GAT
Asp

GGC
Cly
175

CCA
Pro

CCC
Pro

GAT
Asp

TGT
Cys

AAG
Lys
255

GTC
Val

GAT
Asp

TGT
Cys

TTG
Leu

AGC
Ser
335

ccc
Pro

TGT
Cys

GCA
Ala

GAA
Glu

CAG
Gln

ACC
Thr

ATC
Tle

GAG
Glu

CCA
Pro
240

TGG
Trp

AAC
Asn

GGC
Gly

GTC
Val

GGC
Gly
320

Lys

CTG
Leu

TCT
Ser

GCT
Ala

TGC
Cys
400

GAT
Asp

TGT
Cys

AGC
Ser

TCC
Ser
225

GCC
Ala

CGA
Arg

TGT
Cys

AGC
Ser

GAT
Asp

CCT
Pro

GTA
Val

Lys

CAT
His

GGG
Gly

CAA
Gln

GAC
Asp

GGC
Gly

TGC
Cys

GCC
Ala

195

TGG

Trp
210

CTG
Leu

AGC
Ser

TGT
Cys

CcCcC
Pro

TGC
Cys
290

GGT
Gly

GTA
Val

GAG
Glu

GAA
Glu

GAT
Asp

TCT
Ser
275

ATC
Ile

TCC
Ser

310

GGA
Gly

TGT
Cys

GAG
Glu

ATC
Ile
370

TTT
Phe

390

AAT
Asn

63

AAA
Lys

AAC
Asn

TGT
Cys
355

TGC
Cys

GAA
Glu

CCA
Pro

AGC
Ser

180

CAT
His

TGC
Cys

CAG
Gln

ATC
Ile

GGG
Gly
260

CGA
Arg

CAT
His

GAT
Asp

TTC
Phe

CAG
Gln
340

CAT
His

Lys

CTG
Leu

GGA
Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

GAC
Asp

TGT
Cys

CAG
Gln
245

GAC
Asp

ACT
Thr

GGC
Gly

GAA
Glu

AAG
Lys
325

GAG
Glu

ATA
Ile

GAC
Asp

ATA
Ile

ATC
Ile
405

GGC
Gly

TTC
Phe

GAT
Asp

GGC
Gly
230

TGC
Cys

CCT
Pro

TGC
Cys

AGC
Ser

GTC
Val

TGC
Cys

CAG
Gln

AAC
Asn

CTA
Leu

GAT
Asp

TGC
Cys

AGT
Ser

CAG
Gln

GAT
Asp
215

CGT
Arg

GGC
Gly

GAC
Asp

CGA
Arg

AGG
Arg
295

AAC
Asn

AGA
Arg

GAC
Asp

GAA
Glu

GTT
Val
375

AGG
Arg

AGT
Ser

940

988

1036

1084

1132

1180

1228

1276

1324

1372

1420

1468

1516

1564

1612



CAA
Gln

GCC
Ala

GAG
Glu
440

TTA
Leu

GTG
Val

CTA
Leu

AGA
Arg

GTT
val
520

ACT
Thr

BAAC
Asn

GGC
Gly

GCA
Ala

CAG
Gln
600

TGG
Trp

CAA
Gln

CTT
Leu

ATT
Tle

TAT
Tyr
425

CCA
Pro

GAG
Glu

GCT
Ala

AGC
Ser

CAT
His
505

GAT
Asp

ATT
Ile

TCT
Ser

TTT
Phe

GGA
Gly
585

TGG
Trp

CTT
Leu

GAT
Asp

GCA
Ala

TGT
Cys
410

CAA
Gln

AGT
Ser

AGC

Arc

CTo

Leu

CRA
Gln
490

GTT
Val

TGG
Trp

TCA
Ser

GAC
Asp

GTT
Val
570

ATG
Met

CCT
Pro

GAT
Asp

CGT
Arg

CTA
Leu
650

ATC
Ile

ATG
Met

.
TG

Leu

.=
[RVAVa

Lys G

Asp
47%

an
[a¥aXe]
_ys

Lys

GTG

Val

GTA
Val

TTG
Leu
555

TAC
Tyr

AAT
Asn

AAC
Asn

TCT
Ser

AGG
Arg
635

ACA
Thr

BAC
Asn

GAT
Asp

ATC
Ile

GAR
|93

GC

Ala

GCT
Ala

ATG
Met

TAC
Tyr

GCT
Ala
540

CGA
Arg

TGG
Trp

GGA
Gly

GGA
Gly

AAG
Lys
620

ATA
Ile

ATA
Ile

TTA
Leu

ATC
Tle

AAG
538

ACC
Thr

GAG
Glu

TCA
Ser

TTC
Phe

ATT
Ile
605

TTG

Leu

GTA
vVal

TTT
Phe

AAA
Lys

GCT
Ala
430

ACT
Thr

ATC
Ile

ATT
Tle

TTC
rhe

U 0

=0
OTO

ACC
Thr

CTA
Leu

GAC
Asp

GAT
Asp
590

ACA
Thr

CAC
His

CTA
Leu

GAC
Glu

GGC
Gly
415

ACT
Thr

RAAT
Asn

CRA
Gln

GCT
Ala

AGT
Ser

495

AAT
Asn

ATC
Ile

GAT
Asp

GCC
Ala

TGG
Trp
575

AGA
Arg

CTT
Leu

ATG
Met

AAG
Lys

GAT
Asp
655

GGT
Gly

GGC
Gly

CGA
Arg

CTA
Leu

GCC
Ala
480

GCC
Ala

GTC
val

TAC
Tyr

GGA
Gly

TCC
Ser
560

GGT
Gly

CGT
Arg

GAC
Asp

TTA
Leu

TCT
Ser
640

CGT
Arg

TAC
Tyr

GTG
Val

AGA
Arg

GTT
Val
465

CAG
Gln

TCA
Ser

TAT
Tyr

TGG
Trp

BCC
Thr
545

ATA
Ile

GRA
Glu

CCA
Pro

CTT
Leu

TCC
Ser
625

CTG

Leu

GTC
val

AAG
Lys

TGC
Cys

GAC
Asp
450

GAA
Glu

Lys

ATT
Ile

AAT
Asn

ACT
Thr
530

ARG
Lys

GCT
Ala

CCA
Pro

CTG
Leu

ATA
Ile
610

AGC
Ser

GAG
Glu

TAC
Tyr

64

TGT
Cys

ARG
Lys
435

ATC
Ile

CAG
Gln

CTA
Leu

GAT
Asp

CCT
Pro

515

CAT
Asp

AGG
Arg

GTG
Val

GCT
Ala

GTG
Val
595

Lys

GTG
Val

TTC
Phe

TGG
Trp

GARA
Glu

420

GCA
Ala

AGG
Arg

CTA
Leu

TTC
Phe

GAC
Asp

500

GCA
Ala

GCG
Ala

AAG
Lys

GAC
Asp

Lys
580

ACA
Thr

AGT
Ser

GAC
Asp

CTA
Leu

ATA
Ile
660

TGT
Cys

CTA
val

AAG
Lys

AGA
Arg

TGG
Trp
485

ARG
Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

TTC
Phe

CCA
Pro
565

ATA
Ile

GCG
Ala

CGC
Arg

TTG
Leu

GCT
Ala
645

GAT
Asp

AGT
Ser

GGC
Gly

ATT
Ile

AAC
Asn
470

GCC
Ala

GTT
vVal

ATT
Ile

TCT
Ser

CTG
Leu
550

CTG
Leu

GAA
Glu

GAT
Asp

CTC
Leu

AAT
Asn
630

CAT
His

GGG
Gly

CGT
Arg

Lys

GGC
Gly

455
ACT
Thr

GAT
Asp

GGT
Gly

GCT
Ala

%AG
532

TTT
Phe

TCT
Ser

Lys

ATC
Ile

TAT
Tyr
615

GGC
Gly

CCT
Pro

GAA
Glu

1660

1708

1756

1804

1852

1900

1948

1996

2044

2092

2140

2188

2236

2284

2332

2380



AAT
Asn

ACT
Thr
680

GAA
Glu

AAT
Asn

CAC
His

GRA
Glu

GAG
Glu
760

GTT
val

cccC
Pro

TTA
Leu

CAC
His

ACC
Thr
840

GTT
val

CTA
Leu

CGTCGGAATG GTAACCGAGC CAG

TGTAAATATT CTTGTCCACA TTCTACTTCA

CCCTTGAATT TCTAGACAGT ATTG

GAA
Glu
665

CTA
Leu

CTT

T.en

GGA
Gly

TCT
Ser

AAT
Asn
745

ACA
Thr

CCT
Pro

CCA
Pro

GTG
Val

ARG
Lys
825

ACT
Thr

GGA
Gly

GCT
Ala

GCA
Ala

GTC
val

GTA
val

GGA T

Gly

CCA
Pro
730

GGC
Gly

Lys

GGA
Gly

BAA
Lys

ATG
Met
810

AAC

Asn

GRA
Glu

CAC
His

TGACTTCTG

GTC
Val

ARC
Asn

ChG

Gin F

GGG
Gly

GGG
Gly
795

GCA
Ala

ATG
Met

GAG
Glu

ACG
Thr

ACATCRAGAT ACCTTTGCGT GGATCAAGCT TGCTGTACTT G

TAT

RTC
Ile
78C

ACT
nr

GCA
Ala

BAR
Lys

GAC
Asp

TAC
Tyr
860

TCT
sSer

GTA
val

AGC
Ser

CTC
Leu
845

CCA
Pro

GCC
Ala
670

AAT
Asn

GGT
Gly

CTA
Leu

TGT

Cys

CAA

., Gln

758

ACA
Thr

ATG
Met
830

TCC
sSer

GCA
Ala

AAT
Asit

GAT
Asp

RCA

Thr

ACC
Thr

GCA
hla

GGC
Gly
815

ARC

Asn

TA
Ile

ATA
Ile

AAR
Lys

GCC
Ala

AAT
Asn

CTG
Leu
720

C TGT

Cys

;v ACT

Thr

GAA
Glu

CA
Thr

TGS
Trp
800
TAC
Tyr

TTT
Fhe

GAC
Asp

TCA
Ser

GCTTTGGATG TGGTTACCGA GTATCTGTAA

TTC
Phe

CRhA
Gln

TGG
Trp
109

CCA
Pro

ccce
Pro

GCA
Ala

ATT
Ile

GCA
Ala
795

GCC
Ala

TTG
Leu

GAC
Asp

ATT
Ile

GTT
val
865

ACT
Thr

GAC
Asp
690

TGT
Cys

GCA
Ala

AGT
Ser

ACT
Thr

TCA
Ser
770

GTA
val

ATT
Ile

ATG
Met

AAT
Asn

GGT
Gly
850

GTA
Val

65

GGA
Gly
675

ATC
Ile

GRA
Glu

CCA
Pro

GGG
Gly

ACT
Thr
755

GCA
Ala

TCA
Ser

CTT
Leu

TGG
Trp

CCT
Pro
835

AGA
Arg

AGC
Ser

T GACAAATGTT GACCTTTGAG GTCTARAC

TCA
Ser

ATT
Ile

GAA
Glu

CAG
Gln

TAC
Tyr
740

GTG
val

ACT
Thr

GAG
Glu

CCT
Pro

CGG
Arg
820

GTG
val

CAC
His

ACA
Thr

GAG
Glu

GTC
vVal

GAC
Asp

ATT
Ile
725

AAT
Asn

ACT
Thr

AGT
Ser

GTC
val

CTC
Leu
805

ART

Asn

TAC
Tyr

AGT
Ser

GAT
Asp

CAGCTGA AGTCTCTTTT TCTTCCTCTC GG

CCACCT CTGGCCRAAT ATGCACTTTC CCT

CAT
His

TAT
Tyr

ATG
Met
710

AAT
Asn

GTA
Val

TAC
Tyr

GGA
Gly

AGT
Ser
790

TTG
Leu

TGG
Trp

TTG
Leu

GCT
Ala

GAT
Asp
870

GCC
Ala

CAT
His
695

GAG
Glu

GAT
Asp

GAG
Glu

AGT
Ser

CTA
Leu
775

GTT
Val

cTC
leu

CAA
Gln

ARA
Lys

TCT
Ser
855

GAT
Asp

AA ATAATACCCC

CTGGARGA

ACCGTTTTT ATATTACTTT

AGAAAGC

2428

2476

2524

2572

2620

2668

2716

2764

2812

2860

2908

2956

3004

3060

3120
3180
3240

3300




CATATTCCAG

CCATCTGTAA

STAAATTATT

TAAGATGEAR

GACCTCANTC

GCTAAAAART

CAGTGAAACT TGTGCTATAG TGTATACCAC CTGTACATAC ATTGTATAGG

ATATCCCAGA GAACAARTCAC TATTCTTAAG CACTTTGAAA ATATTTCTAT

GTARACTTTT TCAATGGITG GGACAATGGC AATAGGACAA ARCGGGTTAC

TTGCCAAAAA AATTTATAAR CTAATTTTGG TACGTATGAA TGATATCTTT

CAGCGTTTGCA AAGACTGAGT GTTCAAACTA CTGTACATTT TTTTTCAAGT

TAAACCARAGC AGCTTAAARA AAAAAARAAA AAARAAAAAA AAAARA

2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

(1)

(ii)

(x1)

CARACTERiSTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 873 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C)TOPOLOGIA: linear

TT1PO DE MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

66

3360

3420

3480

3540

3600

3656



Met

T rp S

Cys

oW

Cys

Cys

Asp
145

Cys

Asp

Cys

Ser

Ser

225

Ala

Cys

Ser

Asp
305

Civy

Thr

Glu #ss

Arc
Val
130
Glu
Ser

Asp

Gly
Trp
210

Leu

Ser

g Cys

Pro

Cys
290

Gly

ALa
195

Val

Glu

Asp

Ser

275

Ile

Ser

Cys

Gln

lle

Gly

260

Arg

His

Asp

(S M

~

MR CR R !

%]
b -

T
nuP

Glu

Asp

Cys

Gln

245

Asp

Thr

Gly

Glu

Gly

Lys

Phe

Asp

Gly

230

Cys

Pro

Cys

Ser

Val
310

Trp

Gly

Gln

Asp

Thr

Ser

Glu

Gln

Asp

215

Arg

Gly

Asp

Arg

Arg

295

Asn

Ala
Ala
Cys

40
Glu
Cys
Arg
Ser
Cys

120

Gly

Asp

Cys

200

Gln

Ser

Cys

Pro

280

Gln

Cys

Val
Thr

25
Thr
Asp
Ala
Trp
Pro
105
Gly
Glu
Thr

Arg

Glu
185

Ser

Asp

Pro

Gly

Lys

265

Asp

Cys

Lys

Trp

10
Gly
Asn
Cys
Glu
Lys

90
Glu
Ala
Asn
Cys
Asn

170

Leu

Thr

Cys

Val

Glu

250

Asp

Gln

Asn

Asn

Leu
Thr
Gly
Val
Ser

75
Cys
Gln
His
Asp
Ser
155
Phe

Asp

Ser

Ser

Ile

235

Cys

Gly

Phe

Gly

val
315

67

Leu
Gly
Arg
Asp

60
Asp
Asp
Cys
Ser
Cys
140
Pro
Val

Cys

Ser

Asp

220

His

Ile

Ser

Glu

Ile

300

Asn

Leu
Arg
Cys

45

Gly

Phe

Gly

His
Thr
125
Asp
Asp
Cys

Ala

Cys

205

Gln

Thr

His

Asp

Cys

285

Arg

Gln

Ala

Lys

30
Ile
Ser
Val
Asp
Met
110
Gln
Ser
Glu

Asn

Pro
190

Ile

Ser

Lys

Lys

Glu

270

Glu

Asp

Cys

Thr
Asp
Cys
Pro

95
Arg
Cys
Gly
Phe
Gly

175

Pro

Pro

Asp

Cys

Lys

255

Val

Asp

Cys

Leu

Cys
Lys
Leu
Glu
Asn

80
Asp
Thr
Ile
Glu
Thr
160

Gln

Thr

Ile

Glu

Pro

240

Trp

Asn

Gly

Val

Gly
320



Pro

Val

Lys

His

Gly

385

Gln

Tyr

Val

Arg

Val

465

Gln

Ser

Tyr

Trp

Thr

545

Ile

Glu

Pro

Gly

Cys

Ile

370

Phe

Asn

Lys

Cys

Asp

450

Glu

Lys

Ile

Asn

Thr

530

Lys

Ala

Pro

Leu

Lys

Asn

2 Cys

355

Cys

Pro

Cys

Lys

435

Ile

Gln

Leu

Asp

500

Pro

515

Asp

Arg

Val

Ala

val
595

Phe

Gln

340

His

Lys

Leu

Gly

Glu

420

Ala

Arg

Leu

Phe

Asp

Ala

Ala

Lys

Asp

Lys

580

Thr

Lys

325

Glu

Ile

Asp

Ile

Ile

405

Val

Lys

Arg

Trp

485

Lys

Ala

Ala

Phe

Pro

Ile

Ala

Cys

Gln

Asn

Leu

Asp

390

Cys

Ser

Gly

Ile

Asn

470

Ala

Val

Ile

Ser

Leu

550

Leu

Glu

Asp

Arg

Asp

Glu

Val

375

Arg

Ser

Arg

Lys

Gly

455

Thr

Asp

Gly

Ala

Lys

535

Phe

Ser

Lys

Ile

Ser

Cys

Cys

360

Ile

Lys

Gln

Ala

Glu

440

Leu

Val

Leu

Arg

Val

520

Thr

Asn

Gly

Ala

Gln
600

Gly

Arg

345

Leu

Gly

Thr

Ile

Tyr

425

Pro

Glu

Ala

Ser

His

505

Asp

Ile

Ser

Phe

Gly

585

Trp

Glu

330

Asp

val

Tyr

Cys

Cys

410

Gln

Ser

Arg

Leu

Gln

490

Val

Trp

Sexr

Asp

Val

570

Met

Pro

Cys

Trp

Asn

Glu

Gly

395

Ile

Met

Leu

Lyz

Asp

475

Lys

Lys

Val

Val

Leu

555

Tyr

Asn

Asn

68

Ile

Ser

Asn

Cys

380

Asp

Asn

Asp

Ile

Glu

460

Ala

Ala

Met

Tyr

Ala

540

Arg

Trp

Gly

Gly

Asp

Asp

Gly

365

Asp

Ile

Leu

Leu

Phe

445

Tyr

Asp

Ile

Ile

Lys

525

Thr

Glu

Ser

Phe

Ile
605

Ile

Glu

350

Gly

Cys

Asp

Lys

Ala

430

Thr

Ile

Ile

Phe

Asp

510

Thr

Leu

Pro

Asp

Asp

590

Thr

Ser

335

Pro

Cys

Ala

Glu

Gly

415

Thr

Asn

Gln

Ala

Ser

495

Asn

Ile

Asp

Ala

Trp

575

Arg

Leu

Lys

Leu

Ser

Ala

Cys

400

Gly

Gly

Arg

Leu

Ala

480

Ala

Val

Tyr

Gly

Ser

560

Gly

Arg

Asp




Leu

Ser
S e

Lo~

Val

Phe 1

Gln
Trp
705

Pro

Pro

Ala T

Ile

Ala
785

Ala I

Leu

Asp

Ile

Val
865

Ile
610

Ala

Ser

Ser
770

Val

Met

Asn

Gly
850
Val

Lys

val

Pne

Pro

Gly

Thr

755

Ala

Ser

Leu

Trp

Pro
835

Arg

Ser

Ser

Asp

Leu

Ile

660

ser

Ile

Gln

Tyr

740

Val

Thr

Glu

Arg
820

Val

His

Thr

Arg

Leu

Ala

645

Asp

Glu

Val

Asp

Ile

725

Asn

Thr

Ser

vVal

Leu
805

Asn

Tyr

Ser

Asp

Leu

Asn

630

His

Gly

His

Tyr

Met

710

Asn

vVal

Gly

Ser

790

Leu

Trp

Leu

Ala

Asp
870

Tyr

615

Gly

Pro

Glu

Ala

His

695

Glu

Asp

Glu

Ser

Leu

775

val

Leu

Gln

Lys

Ser
855
Asp

Trp

Gln

Leu

Asn

Thr

680

Glu

Asn

His

Glu

Glu

760

Val

Pro

Leu

His

Thr
840

val

Leu

Leu

Asp

Ala

Glu

665

Leu

Leu

Gly

Ser

Asn

745

Thr

Pro

Pro

vVal

Lys
825

Thr

Ala

Asp

Arg

Leu

650

Ala

val

val

Gly

Pro

730

Gly

Lys

Gly

Lys

Met
810

Asn

Glu

His

Ser

Arg

635

Thr

Val

Asn

Gln

Cys

715

Lys

Arg

Asp

Gly

Gly

795

Ala

Met

Glu

Thr

69

Lys

620

Ile

Ile

Tyr

Asn

Pro

700

Glu

Tyx

Asp

Thr

Ile

780

Thr

Ala

Lys.

Asp

Tyr
860

Leu

Val

Phe

Gly

Leu

685

Ser

Tyr

Thr

Cys

Asn

765

Asn

Ser

Val

Ser

Leu
845

Pro

His

Leu

Glu

Ala

670

Asn

Gly

Leu

Cys

Gln

750

Thr

val

Ala

Gly

Met
830

Ser

Ala

Met

Lys

Asp

655

Asn

Asp

Lys

Cys

Ser

735

Ser

Thr

Thr

Ala

Gly
815

Asn

Ile

Ile

Leu

Ser

640

Arg

Lys

Ala

Asn

Leu

720

Cys

Thr

Glu

Thr

Trp

800

Tyr

Phe

Asp

Ser




(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9592 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIA: desconhecida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

{x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:

70



GARTTCGCTA

GGGGGTGGAG

GGCGGAAGTG

TGACGTTTTT

GGATGTTGTA

GAATAAGAGC

AGGGRGATCA

CCCAACGACT

GGGACTTTCC

CATCAAGTGT

GCCTGGCATT

GTATTAGTCA

TAGCGGTTTG

TTTTGGCACC

CARATGGGCG

AGAGAACCCA

AGCTTCTCTG

CTTCTGCTCT

CTGCAGCGCC

GAGGTGGCTG

CTTCCCCGCT

CCCCCACCTT

GGCGGCGGCG

GTCTGGCTGC

AGAAAAGCCA

1T'GIGGARAT

AAGRAGACGT

TGGAAGTGTG

CATATGAGAA

CCAGTGTCCT

GCATCATCAA

TTTGTGACGT

TGATGTTGCA

GGTGTGCGCC

ARGTGARATC

b ddlabNeleus
[CIEUDRN R )

CCIGOCCATT

ETTCACGTCA

RTCATATGCC

ATGC

CAGTA

TCGCTATTAC

ACTCACGGGG

AARRATCAACG

GTAGGCGTGT

CTGCTTAACT

CGGGCCGCGG

CGGCTCCCCA

TGCATTATTT

GGTGGGTGGG

CCCTTCCCCA

CTTCCTCTTT

GCGGCGGCAC

TGCTCGCGCT

AATGTGAACC

GTGATGGGGA

GTGCTGARATC

ATGGAGATCC

CATGCCGCAT

GGAGATGTGA

TAATATACCT

GGCGCGGGGC

AGTGTGGCGG

GGTGTACACA

GCGTAACCGA

TGAATAATTT

CGTTACATAA

GACGTCRATA

BTGGGTGGAG

RACTACGCCC

CATGACCTTA

CATGGTGATG

ATTTCCAAGT

GGACTTTCCA

ACGGTGGGAG

GGCTTATCGA

GTGCGGGTCG

CCCCCTCTCC

TCTGCCCGCA

GAGGAGACTG

GCCAAGTGGT

CGGARAGGGCT

CATCCAGGCG

GTGCTGGGCG

CTCCCAATTC

TCANGNCTGT

TGACTTCGTG

TGACTGCGAA

ACATGARATC

TGGTGAAAAT

TATTTTGGAT
GTGGGAACGG
AACACATGTA
GGAAGTGACA
GTAAGATTTG
TGTGTTACTC
CTTACGGTAA
ATGACGTATG
TATTTACGGT
CCTATTGACG
TGGGACTTTC
CGGTTTTGGC
CTCCACCCCA
AAATGTCGTA
GTCTATATAA
AATTAATACG
TCGCTACCGG
CTTCCCTCCT
GCTCGGCTTG
TGCAAGTTGT
TCCCCTCCTT
GGTAACTTGT
GGCACCATGG
CCCCGGGAGA
CAGTGCACAA
GTTGACGGCA
TGCARACAATG
GATGGTTCAG
AGCTGTGGCG
GATIGITGACA

71

TGAAGCCAAT

GGCGGGTGAC

AGCGACGGAT

ATTTTCGCGC

GCCATTTTCG

ATAGCGCGTA

ATGGCCCGCC

TTCCCATAGT

ABACTGCCCA

TCAATGACGG

CTACTTGGCA

AGTACATCAA

TTGACGTCAA

ACAACTCCGC

GCAGAGCTCT

ACTCACTATA

CTCTCTCCGT

CTCCCCTTGC

CACTGCTGCT

AGGGGAGGGG

CTCCCCCTTT

CGTGCGGAGC

GCACGTCCGC

GCGGCGCCAC

ATGGTCGCTG

GTGATGAARRA

GCCAGTGTGT

ATGAAAGCCC

CCCATTCTAC

GTGGAGAAGA

ATGATAATGA

GTAGTAGTGT

GTGGCAAAAG

GGTTTTAGGC

CGGGAAAACT

ATATTTGTCT

TGGCTGACCG

AACGCCAATA

CTTGGCAGTA

TAAATGGCCC

GTACATCTAC

TGGGCGTGGA

TGGGAGTTTG

CCCATTGACG

CTGGCTAACT

GGGAGACCCA

TCTGTGCTCT

CTCCCCTCCT

GCAGCCCGGG

GTGCCCTCTT

CCCCTCCCAC

GRACGGCGGC

GCTCTGGGCC

CGGAACCGGG

TATTACGCTG

GAACTGTGTA

TCCCAGCCGA

AGAACAGTGC

TCAGTGTATC

TGAAGANANC

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

13800



TGTGGCAATA

AGGAACTTTG

GCCCCGCCAA

AGCTGGGTAT

TGTGGCCGTC

GGCGAGTGCA

GATGAGGTCA

AGCTGCATCC !

GAAGTCAACT

GGAGAATGCA

GATGAGCCCC

CATATCTGCA

ATAGATAGGA

ATTTGTATCA

CTTGCTACTG

AGAGACATCA

AGAAACACTG

AGCCAAAAGG

ATCGACARATG

TGGACTGATG

TTCCTGTTTA

TTTGTTTACT

TTCGATAGAC

CTTATAAAAA

TTGAATGGCC

GCACTAACAA

GGTGCCAATA

CAAGACATCA

GACATGGAGA

TCTCCAAAAT

TRACATGTAG

TATGCAATGG

CCTGTGGCGC

GCGACGATGA

AGCCRITIAT

M — e s e
PR L

RCTHTITUIC

AAGARCCTAST

AAACCTSTGL

ACTTARASGT

GCGTGTSCAA

GGARAGETTES

TGGCTCTI5A

CTATCTTCAG

TCTATAARTCC

CGGCTTCTRA

ACTCTGACTT

GGTCAGACTG

GTCCACTGGT

GTCGCCTCTA

ARAGATCGTAG

TATTTGAGGA

AATTCACTGG

TTGTCTATCA

ATGGAGGATG

ATACCTGTTC

TCCCGACGAG

CCAGGATGAC

CCATGAGTTC

TGCAGACTGC

ACACACCAAG

TTGGCGATGT

JSAACTTGC

" ITAGTGTAAT

B R T ol R aliated
CANTCAGTGC

TIAASTATGT

~~smAmpAN R
P P s X X 1O

THTAGGCTAC

nGRTATTGAT

CGGTTACAAG

CGGCAGTAGGT

TTTAGAGAGG

TGCTGACATT

TGCCTCAATT

TGCAGCCATT

GRCTATTTCA

GCGAGAGCCT

GGGTGAACCA

GACAGCGGAT

TTGGCTTGAT

GATAGTACTA

TCGTGTCTAC

ATCAGAGCAT

TGAACTTGTA

TGAATACCTA

CTCTCCCAGT

TTCACCTGCT
TGCAGCGATG
CAGTGCAGCA
TCCGACCAAT
TGTCCAGCCA
GATGGGGACC
CGACCTGACC
GGTATCCGAC
TTGGGCCCTG
AACCAGGAGC
GAATGCTTGG
GAGTGTGACT
GAATGCCAAA
TGTGAATGTA
AAAGAGCCAA
RAAGRATATA
GCTGCCCAGA
GATGACAAGG
GCTGTTGATT
GTAGCTACCC
GCCTCCATAG
GCTAARATAG
ATCCAGTGGC
TCTAAGTTGC
AAGTCTCTGG
TGGATAGATG
GCCACTCTAG
CAGCCATCAG
TGCCTGCCAG

GGGTACAATG

72

e

CCAGTGGCCG

GCAGTGATGA

CCTCCTCCTG

CTGATGAGTC

GCGAAATCCA

CTGACTGCAA

AATTTGAATG

ACTGTGTCGA

GAAAATTCAA

AGGACTGCAG

TAAATAATGG

GTGCAGCTGG

ATCCAGGAAT

GTCGTGCCTA

GTCTGATCTT

TCCAACTAGT

ARCTATICTG

TTGGTAGACA

GGGTGTACAA

TAGATGGAAC

CTGTGGACCC

AAARARAGCAGG

CTAACGGAAT

ACATGTTATC

AGTTCCTAGC

GGGAAAATGA

TCAACAACCT

GTARAAAATTG

CACCACAGAT

TAGAGGAAAA

CTGCATCTCC

GCTGGACTGT

CATCCCCATC

CCTGGAGCAG

GTGCGGCTCT

GGATGGCAGT

TGAGGATGGC

TGGTTCCGAT

GTGCAGAAGT

GGACTGGAGT

TGGATGTTCT

GTTTGAACTG

CTGCAGTCAA

TCAAATGGAT

CACTAATCGA

TGAACAGCTA

GGCCGATCTA

TGTTAAAATG

GACCATCTAC

CAAGAGGAAG

ACTGTCTGGC

AATGAATGGA

TACACTTGAC

CAGCGTGGAC

TCATCCTCTT

AGCAGTCTAT

GAATGATGCC

GTGTGRAGAA

TAATGATCAC

TGGCCGAGAC

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



TGTCAARGTA

CAGCAACTAG

GTGTTCCCCC

TGGCAGCAGT

TGAACTTTGR

GTAGACACAG

ATGATCTAGC

CCGTCGGAAT

AACATCAAGA

GCCGCCAGTG

CATGATAAGA

CTTTATTTGT

ACAAGTTAAC

GGTTTTITTCG

TGAGACCCGC

TGTGATGCTG

CGCTGAGTTT

CTTAAGGGTG

AGCAGCCGCC

GACAACGCGC

TGGTCGCCCC

GCCGTTGGAG

TGTGACTGAC

CCGCGATGAC

TGTCGTTTCT

CCCTCCCANT

GCAAGTGTCT

GTCTCGGTCG

GTTCAGATAC

ATGCTGCGGG

CTGCAACTAC

TGGACTAGTT

ARAAGGGACT

AGGTGGCTAC

CAATCCTGTG

TGCTTCTGTT

TTGACTTCTG

GGTAACCGAG

TARCCTTTGCG

TGCTGGAATT

TACATTGATG

GAAATTTGTG

AACAACAATT

GATCCTCTAG

ACCAGGTGCA

GATGTGACCG

GGCTCTAGCG

GGAAAGAATA

GCCGCCATGA

ATGCCCCCAT

GTCCTGCCCG

ACTGCAGCCT

TTTGCTTTCC

AAGTTGACGG

CAGCAGCTGT

GCGGTTTAAA

TGCTGTCTTT

TTGAGGGTCC

ATGGGCATAA

GUGGTGTTGT

TGTGACTTAG

CCTGGAGGGA

TCTGCCGCAT

TTGATGTGGC

TACTTGAAAA

GGACACACGT

TGACAAATGT

CCAGCAGCTG

TGGATCAAGC

CTGCAGATAT

AGTTTGGACA

ATGCTATTGC

GCATTCATTT

AGTCGACCTG

GACCCTGCGA

AGGAGCTGAG

ATGAAGATAC

TATAAGGTGG

GCACCAACTC

GGGCCGGGGT

CAAACTCTAC

CCGCCGCCGC

TGAGCCCGCT

CTCTTTTGGC

TGGATCTGCG

ACATAAATAA

ATTTAGGGGT

TGTGTATTTT

GCCCGTCTCT

AGATGATCCA

AGACAARAAGA
TCAATGTGAC
GGGCCATTCT
GGAATTGGCA
CCACTGAAGA
ACCCAGCAAT
TGACCTTTGA
AAGTCTCTTT
TTGGTACCGA
CCATCACACT
AACCACAACT
TTTATTTGTA
TATGTTTCAG
CAGGCTGATC
GTGTGGCGGT
GCCCGATCAC
AGATTGAGGT
GGGTCTTATG
GTTTGATGGA
GCGTCAGAAT
TACCTTGACC
TTCAGCCGCT
TGCAAGCAGT
ACAATTGGAT
CCAGCAGGTT
AAAACCAGAC
TTTGCGCGCG
TTCCAGGACG
GGGGTGGAGG

GTCCTAGCAG

73

TACGAACACA

CACAGCAGTA

TCCTCTCTTG

ACACAAGAAC

GGACCTCTCC

ATCAGTTGTA

GGTCTAAACA

TTCTTCCTCT

GCTCGGATCC

GGCGGCCGCG

AGAATGCAGT

ACCATTATAA

GTTCAGGGGG

TGGAAGGTGC

AAACATATTA

TTGGTGCTGG

ACTGAAATGT

TAGTTTTGTA

AGCATTGTGA

GTGATGGGCT

TACGAGACCG

GCAGCCACCG

GCAGCTTCCC

TCTTTGACCC

TCTGCCCTGA

TCTGTTTGGA

CGGTAGGCCC

TGGTAAAGGT

TAGCACCACT

GAGCGCTGGE

ACAGAAATTT

TCAGAGGTCA

CTCTTACTGA

ATGAAAAGCA

ATAGACATTG

AGCACAGATG

AATAATACCC

CGGCTGGAAG

ACTAGTAACG

GGGATCCAGA

GAAAAAAATG

GCTGCAATAA

AGGTGTGGGA

TGAGGTACGA

GGAACCAGCC

CCTGCACCCG

GTGGGCGTGG

TCTGTTTTGC

GCTCATATTT

CCAGCATTGA

TGTCTGGAAC

CCCGCGGGAT

GTTCATCCGC

GGGAACTTAA

AGGCTTCCTC

TTTGGATCAA

GGGACCAGCG

GACTCTGGAT

GCAGAGCTTC

CGTGGTGCCT

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



AAAANTGTCT

ARAGCGTTTA

TTTTATEITO

CAGCAHT~7TC

GARGAATTTS

GGCART ="

GTTGTETTT D &

TTCAGTAGCA

AGCTGGGATG

STTRTSGTTCC

TLTCCGGTGC

GAGATGCCCT

TTATGCEECGGE

g
SOATGAGAT

AGACTOIOTT AUSuy

TTCCCACGTT T710

GGTTTCCGu.

ACCGCAGCZIZ

GCTGCAGCTS

CATGTTTTCC 7

CAAGGAACCA

TTGACCAAGC

CAGCATATCT

TCGTCCAGACT

TGGGTCACGG

GTCCTGCTGG

ACCATGGTGT

GAGGAGCCGC

AATACCGATT

ACGAGCCAGG

ATGCGTTTCT

TCCGTGTCCC

CAACCCAGTC

TGTCTTCTTT

CGAGGACCGC

CTTGCACGCC

GCAGGCCATT

GACGCGAGGC

o~~~ e
PN RS PRI

TP ATODC
(RN RS R e

TSACZAAAT
ANGTTTTTCA
CCTCGTTTCG
GGGCCAGGGT
TGAAGGGGTG
TGCTGARGCG
CATAGTCCAG
CGCACGAGGG
CCGGGGAGTA
TGAGCTCTGG
TACCTCTGGT
CGTATACAGA
AGCTCCTTCC
ATCATGCAAC
TTTCGCTGGA
CTCGCTCAAG
ATCGCCGGCA

TGGATGGCCT

AGCTGATTGC

GGTGCATACG

CAGCCATATC

ACTTGGGAAA

TGTGACCTCC

CGGCCTGGGC

CGTCATAGGC

CATCCGGCCC

ATGGGGGGAT

TCAGCTGGGA

AADTCACACC

TGAGCAGGGG

CCGCCAGAAG

ACGGTTTGAG

GGTCCCACAG

CGGGTTGCGG

CATGTCTTTC

CGCTCCGGGC

CTGCCGGTCT

CCCCTCCGCG

GCAGTGCAGA

GGCATCCGCG

CCGTTCGGGG

TTCCATGAGC

CTTGAGAGGC

GGTGGGCGCG

TCGTAGGACA

GCGCGACGAT

CCTTCGTCAC

TGGCGGCCGA

TCCCCATTAT

CAGGGGCAGG
TGGGGATATG
CCTCCGGGGA
TTTGTCATGT
AAGATTTTCC
GAAGATATTT
CATTTTTACA
AGGGGCGTAG
CATGTCTACC
AGAAAGCACG
TATTACCGGG
GGCCACTTCG
GCGCTCGCCG
ACCGTCCGCC
CTCGGTCACC
CGGCTTTCGC
CACGGGCGCA
TGCGCGCTGG
TCGCCCTGCG
GCGTGGCCCT
CTTTTGAGGG
CCGCAGGCCC
TCAAAAACCA
CGGTGTCCAC
CTGTCCTCGA
GGGCATGACT
GGTGCCGGCA
GATCGGCCTG
TGGTCCCGCC
CGCGCTGGGC

GATTCTTCTC
74

CCCTTGGTGT

AGATGCATCT

TTCATGTTGT

AGCTTAGAAG

ATGCATTCGT

CTGGGATCAC

AAGCGCGGGC

TTACCCTCAC

TGCGGGGCGA

TTCCTGAGCA

TGCAACTGGT

TTAAGCATGT

CCCAGCGATA

GTAGGCATGC

TGCTCTACGG

TGTACGGCAG

GGGTCCTCGT

CCAGGGTGCG

CGTCGGCCAG

TGGCGCGCAG

CGTAGAGCTT

CGCAGACGGT

GGTTTCCCCC

GCTCGGTGAC

CCGATGCCCT

ATCGTCGCCG

GCGCTCTGGG

TCGCTTGCGG

ACCAAACGTT

TACGTCTTGC

GCTTCCGGCG

AAGTGTTTAC

TGGACTGTAT

GCAGAACCAC

GAAATGCGTG

CCATAATGAT

TAACGTCATA

GGAGGGTGCC

AGATTTGCAT

TGARAGAAAAC

GCTGCGACTT

AGTTAAGAGA

CCCTGACTCG

GCAGTTCTTG

TTTTGAGCGT

CATCTCGATC

TAGTCGGTGC

CAGCGTAGTC

CTTGAGGCTG

GTAGCATTTG

CTTGCCCTTG

GGGCGCGAGA

CTCGCATTCC

ATGCTTTTTG

GAADAGGCTG

TGAGAGCCTT

CACTTATGAC

TCATTTTCGG

TATTCGGAAT

TCGGCGAGAA

TGGCGTTCGC

GCATCGGGAT

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200

7260



GCCCGCGTTG

AGGATCGCTC

GATTTATGCC

ATACCTTGTC

AATGGAAGCC

TTCTTGCGGA

GCCATCTCCA

CGCATGATCG

TAGCAGAATG

GCGACCTGAG

CGGRAGTCAG

CCCTGTGGAA

TCTCAGTTCG

GCCCGACCGC

CTTATCGCCA

TGCTACAGAG

TATCTGCGCT

CAAACAAACC

AARARAAGGA

CGARARACTCA

CCTTTTAAAT

TGACAGTTAC

ATCCATAGTT

TGGCCCCAGT

AATAARCCAG

CATCCAGTCT

GCGCAACGTT

TTCATTCAGC

AARAGCGGTT

ATCACTCATG

CAGGCCATGC

GCGGCTCTTA

GCCTCGGCGA

TGCCTCCCCG

GGCGGCACCT

GAACTGTGAA

GCAGCCGCAC

TGCTCCTGTC

AATCACCGAT

CAACAACATG

CGCCCTGCAC

CACCTACATC

GTGTAGGTCG

TGCGCCTTAT

CTGGCAGCAG
TTCTTGAAGT
CTGCTGAAGC
ACCGCTGGTA
TCTCAAGAAG
CGTTAAGGGA
TAAARATGAA
CAATGCTTAA
GCCTGACTCC
GCTGCAATGA
CCAGCCGGAA
ATTAATTGTT
GTTGCCATTG
TCCGGTTCCC
AGCTCCTTCG

GTTATGGCAG

TGTCCAGGCA

CCAGCCTAAC

GCACATGGAA

CGTTGCGTCG

CGCTAACGGA

TGCGCAAACC

GCGGCGCATC

GTTGAGGACC

ACGCGAGCGA

AATGGTCTTC

CATTATGTTC

TGTATTAACG

TTCGCTCCAA

CCGGTAACTA

CCACTGGTAA

GGTGGCCTAA

CAGTTACCTT

GCGGTGGTTT

ATCCTTTGAT

TTTTGGTCAT

GTTTTAAATC

TCAGTGAGGC

CCGTCGTGTA

TACCGCGAGA

GGGCCGAGCG

GCCLGGAAGC

CTGCAGGCAT

AACGATCAAG

GTCCTCCGAT

CACTGCATAA

GGTAGATGAC
TTCGATCACT
CGGGTTGGCA
CGGTGCATGG
TTCACCACTC
AACCCTTGGC
TCGGGCAGCG
CGGCTAGGCT
ACGTGRAGCG
GGTTTCCGTG
CGGATCTGCA
AAGCCTTTCT
GCTGGGCTGT
TCGTCTTGAG
CAGDATTAGC
CTACGGCTAC
CGGARAAAGA
TTTTGTTTGC
CTTTTCTACG
GAGATTATCA
AATCTAAAGT
ACCTATCTCA
GATAACTACG
CCCACGCTCA
CAGAAGTGGT
TAGAGTAAGT
CGTGGTGTCA
GCGAGTTACA
CGTTGTCAGA
TTCTCTTACT

15

GACCATCAGG

GGACCGCTGA

TGGATTGTAG

AGCCGGGCCA

CAAGAATTGG

AGAACATATC

TTGGGTCCTG

GGCGGGGTTG

ACTGCTGCTG

TTTCGTAARAG

TCGCAGGATG

CAATGCTCAC

GTGCACGAAC

TCCAACCCGG

AGAGCGAGGT

ACTAGAAGGA

GTTGGTAGCT

AAGCAGCAGA

GGGTCTGACG

ARRAGGATCT

ATATATGAGT

GCGATCTGTC

ATACGGGAGG

CCGGCTCCAG

CCTGCAACTT

AGTTCGCCAC

CGCTCGTCGT

TGATCCCCCA

AGTAAGTTGG

GTCATGCCAT

GACAGCTTCA

TCGTCACGGC

GCGCCGCCCT

CCTCGACCTG

AGCCAATCAA

CATCGCGTCC

GCCACGGGTG

CCTTACTGGT

CAAAACGTCT

TCTGGAAACG

CTGCTGGCTA

GCTGTAGGTA

CCCCCGTTCA

TAAGACACGA

ATGTAGGCGG

CAGTATTTGG

CTTGATCCGG

TTACGCGCAG

CTCAGTGGAA

TCACCTAGAT

ARACTTGGTC

TATTTCGTTC

GCTTACCATC

ATTTATCAGC

TATCCGCCTC

TTAATAGTTT

TTGGTATGGC

TGTTGTGCAA

CCGCAGTGTT

CCGTAAGATG

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8R20

8880

8940

9000

9060



CTTTTCTGTG
GAGTTGCTCT
AGTGCTCATC
GRGATCCAGT
CACCAGCGTT
GGCGACACGG
TCAGGCTTAT
AGGGGTTCCG

CATGACATTA

(2)

(1)

(11)

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

ACTGGTGAGT

TGCCCGGCGET

ATTGGAAAAC

TCGATGTAAC

TCTGGGTGAG

AAATGTTGAA

TGTCTCATGA

CGCACATTTC

ACCTATAAAA

ACTCAACCAA

CAACACGGGA

GTTCTTCGGG

CCACTCGTGC

CANNNACAGG

TACTCATACT

GCGGATACAT

CCCGAAAAGT

ATAGGCGTAT

GTCATTCTGA

TAATACCGCG

GCGBAAACTC

ACCCAACTGA

AAGGCAAAAT

CTTCCTTTTT

ATTTGAATGT

GCCACCTGAC

CACGAGGCCC

INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 4:

GAATAGTGTA

CCACATAGCA

TCAAGGATCT

TCTTCAGCAT

GCCGCAAAARA

CAATATTATT

ATTTAGAAAA

GTCTAAGAAA

TTTCGTCTTC

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

) COMPRIMENTO:

(A
(B) TIPO:
(C
(D

) TOPOLOGIA: desconhecida

TIPO DE MOLECULA: ADN

TAGTAAATTT GGGC

acido nucleico

) TIPO DE CADEIA: dupla

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 5:

14 pares de bases

{gendmico)

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO:

(B) TIPO:

Acido nucleico

(C) TIFO DE CADEIA: dupla

76

14 pares de bases

TGCGGCGACC

GAACTTTAAA

TACCGCTGTT

CTTTTACTTT

AGGGAATAAG

GAAGCATTTA

ATAAACAAAT

CCATTATTAT

AA

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9592



(D) TOPOLOGIA: desconhecida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

AGTAAGATTT GGCC
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: desconhecida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:

AGTGAAATCT GAAT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 14 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla

(D) TOPOLOGIA: desconhecida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

77
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GAATAATTT GTGT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 14 pares de bases
(BY TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIA: desconhecida
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(x1) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:

CGTAATATTT GTCT

Lisboa, 30 de Abril de 2001

AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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REIVINDICAGOES

1. Vector viral recombinante compreendendo um gene de
receptcr de  VLDL humano operacionalmente ligado a
sequéncias de regulagao direccionando a sud expressdo num

hepatocitc.

Vector do acordo com a reivindicacdo 1 em dque O referido

vector & um VOOTGor adenoviral.

Vector de acordo com a reivindicagdo 2 compreendendo ainda

uma deleccac em todo ou numa porgdo do gene adenoviral El.

Vector de acordo com & reivindicagdo 3 compreendendo ainda

uma deleccdo em todo ou numa porgdo do gene adenoviral E3.

Vector de accrdo com a reivindicacdo 1, em que O referido

vector € um vector viral adeno-associado.

Método para a distribuicdo in vitro de um gene de um
receptor de VLDL num hepatoécito compreendendo © passo de
introduzir no referido hepatécito uma quantidade eficaz de
um vector viral recombinante compreendendo um gene de
receptor de  VLDL humano operacionalmente ligado a
sequéncias de regulagao que direccionam a sua expressdao no

referido hepatoécito.

Método de acordo com a reivindicacdo 6, em que O referido

vector é um vector adenoviral.

Método de acordo com a reivindicacdo 6, em que O referido

vector é um vector viral adeno-associado.



O

12.

13.

14.

15.

le.

Hepat6cito de mamifero que expressa um receptor de VLDL
humano nele introduzido por transducgdo do referido
hepatécito por um vector viral recombinante compreendendo
um gene do receptor de VLDL humano operacionalmente ligado
a sequéncias de regulacgao que direccionam a sua expressao

no referido hepatécito.

Hepatocito de mamifero de acordo com a reivindicacdo 9, em

gque o referido vector é um vector adenoviral.

11. Hepatécito de mamifero de acordo com a reivindicacgao

9, em que o referido vector é um vector viral adeno-—

associado.
Composigao farmacéutica compreendendo um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel e um vector viral,

compreendendo o referido vector um gene de receptor de VLDL
humano operacionalmente ligado a sequéncias de regulacgao

que direccionam a sua expressao em hepatécitos.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 12 em

que o referido vector €& um vector adenoviral.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 13,
em que o referido vector adenoviral compreende uma delecgdo

em todo ou numa porgdo do gene adenoviral El.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 13,
em que o referido vector adenoviral compreende uma delecgao

em todo ou numa porgdo do gene adenoviral E3.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 12 em

que o referido vector é um vector viral adeno-associado.
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17. Utilizacdo de um vector viral

quaisauer das reivindicac¢des

List. o, . de Abril de 2001
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CTCTGCGGEC CGCGGGTGCG GGTCGTCGCT ACCGGCTCTC TCCGTTCTGT 50
GCTCTCTTCT GCTCTCGGCT CCCCACCCCC TCTCCCTTCC CTCCTCTCCC 100
CTTGCCTCCC CTCCTCTGCA GCGCCTGCAT TATTTTCTGC CCGCAGCTCG 150
GCTTGCACTG CTGCTGCAGC CCGGGGAGGT GGCTGGCTGG GTGGGGAGGA 200
GACTGTGCAA GTTGTAGGGG AGGGGGTGCC CTCTTCTTCC CCGCTCCCTT 250
CCCCAGCCAA GTGGTTCCCC TCCTICTCCC CCTTTCCCCT CCCAGECCee 300
ACCTTCTTCC TCTTTCGGAA GGGCTGGTAA CTTGTCGTGC GGAGCGAACG 350
GCGGCGGCGG CGGCGGCGGC GGCACCATCC AGGCGGGCAC C ATC GGC ACG 400
- Met Gly Thr
1
TCC GCG CTC TGG GCC GTC TGG CTG CTG CTC GCG CTG TGC TGG 442
Ser Ala Leu Trp Ala Val Trp Leu Leu Leu Ala Leu Cys Trp
5 10 15
GCG CCC CGG GAG AGC GGC GCC ACC GGA ACC GGG AGA AAA GCC 484
Ala Pro Arg Glu Ser Gly Ala Thr Gly Thr Gly Arg Lys Ala
20 25 30

AAR TGT GAA CCC TCC CAA TTC CAG TGC ACA AAT GGT CGC TGT 526
Lys Cys Glu Pro Ser Gln Phe Gln Cys Thr Asn Gly Arg Cys

35 40 45
ATT ACG CTG TTG TGG AAA TGT GAT GGG GAT GAA GAC TGT GTT 568
Ile Thr Leu Leu Trp Lys Cys Asp Gly Asp Glu Asp Cys Val

50 55
GAC GGC AGT GAT GAA AAG AAC TGT GTA AAG AAG ACG TGT GCT 610
Asp Gly Ser Asp Glu Lys Asn Cys Val Lys Lys Thr Cys Ala
€0 65 70
GAA TCT GAC TTC GTG TGC AAC AAT GGC CAG TGT GTT CCC AGC 652
Glu Ser Asp Fhe Val Cys Asn Asn Gly Gln Cys Val Pro Ser
75 80 85
CGA TGG AAG TGT GAT GGA GAT CCT GAC TGC GAA GAT GGT TCA 694
Arg Trp Lys Cys Asp Gly Asp Pro Asp Cys Glu Asp Gly Ser
S0 95 100

GAT GAA AGC CCA GAA CAG TGC CAT ATG AGA ACA TGC CGC ATA 736
Asp Glu Ser Pro Glu Gln Cys His Met Arg Thr Cys Arg Ile

105 110 115
CAT GAA ATC AGC TGT GGC GCC CAT TCT ACT CAG TGT ATC CCA 778
His Glu Tle Ser Cys Gly Ala His Ser Thr Gln Cys Ile Pro

120 125



Tz

GTG TCC TGG AGA TGT GAT GGT GAA AAT GAT TGT GAC AGT GGA 820
Val Ser Trp Arg Cys Asp Gly Glu Asn Asp Cys Asp Ser Gly
130 135 140
GAAR GAT GAA GAA AAC TGT GGC AAT ATA ACA TGT AGT CCC GAC 862
Glu Asp Glu Glu Asn Cys Gly Asn Ile Thr Cys Ser Pro Asp

145 150 155
GAG TTC ACC TGC TCC AGT GGC CGC TGC ATC TCC AGG AAC TIT 904
Glu Phe Thr Cys Ser Ser Gly Arg Cys Ile Ser Arg Asn Phe

160 165 ' 170
GTA TGC AAT GGC CAG GAT GAC TGC AGC GAT GGC AGT GAT GAG 946
Val Cys Asn Gly Gln Asp Asp Cys Ser Asp Gly Ser Asp Glu
175 180 185
CTG GAC TGT GCC CCG CCA ACC TGT GGC GCC CAT GAG TTC CAG s888
Leu Asp Cys Ala Pro Pro Thr Cys Gly Ala His Glu Phe Gln
190 195

TGC AGC ACC TCC TCC TGC ATC CCC ATC AGC TGG GTA TGC GAC 1030
Cys Ser Thr Ser Ser Cys Ile Pro Ile Ser Trp Val Cys Asp
200 205 210
GAT GAT GCA GAC TGC TCC GAC CAAR TCT GAT GAG TCC CTG GAG 1072
Asp Asp Ala Asp Cys Ser Asp Gln Ser Asp Glu Ser Leu Glu

215 220 225
CAG TGT GGC CGT CAG CCA GTC ATA CAC ACC AAG TGT CCA GCC 1114
Gln Cys Gly Arg Gln Pro Val Ile His Thr Lys Cys Pro Ala

230 235 240
AGC GA2 ATC CAG TGC GGC TCT GGC GAG TGC ATC CAT AAG AAG 1156
Ser Glu Ile Gln Cys Gly Ser Gly Glu Cys Ile His Lys Lys
245 250 255
TGG CGA TGT GAT GGG GAC CCT GAC TGC AAG GAT GGC AGT GAT 1198
Trp Arg Cys Asp Gly Asp Pro Asp Cys Lys Asp Gly Ser Asp
260 265

GAG GTC AAC TGT CCC TCT CGA ACT TGC CGA CCT GAC Caa TTT 1240
Glu Val Asn Cys Pro Ser Arg Thr Cys Arg Pro Asp Gln Phe
270 275 280
GAA TGT GAG GAT GGC AGC TGC ATC CAT GGC AGC AGG CAG TGT 1282
Glu Cys Glu Asp Gly Ser Cys Ile His Gly Ser Arg Gln Cys

285 290 295
AAT GGT ATC CGA GAC TGT GTC GAT GGT TCC GAT GAA GTC AAC 1324

Asn Gly Ile Arg Asp Cys Val Asp Gly Ser Asp Glu Val Asn
300 305 _ 310



TGC
cys

TGC
Cys

CAG
Gln
340

GAG
Glu

TcT
Ser

TGT
cys

GAT
Asp

TGT

Cys
410

GCC
Ala

GGC
Gly

AGG
Arg

GARA
Glu

GCC
Ala
480

Lys

AGA
Arg

GAG
Glu

TGT

Cys
355

CAT
His

GCA
Ala

ATT
Ile

ATC
Ile

TAT
TYT
425

Lys

AAG
Lys

CAG
Gln

CAG
Gln

AAT
Asn

AGT
Ser

CAG
Gln

CAT
His

ATC
Ile
370

GCT
Ala

GAT
Asp

ARC
Asn

CAA
Gln

GAG
Glu
440

ATT
Ile

CTA
Leu

Lys

GTC
val
315

GGA
Gly

GAC
Asp

ATA
Ile

TGC
cys

GGG
Gly
385

GAA
Glu

TTA
Leu

ATG
Met

CcCca
Pro

GGC
Gly
455

AGR
Arg

CTA
Leu

AAT
Asn

GAA
Glu
330

TGC
cys

AAC
AN

Lys

Phe

TGC

cys
40C

Lys

GAT
Asp

AGT
Ser

TTA
Leu

AAC
Asn
470

TTC
Phe

CAG
Gln

TGC
Cys

AGG
Arg
345

GAA
Glu

GAC
ASD

GAA
Glu

CAA
Gln

GGC
Gly
415

Leu

CTG
lLeu

GAG
Glu

ACT
Thr

TGG
Trp
485

FIG. 8C

TGC TTG GGC

Cys

ATA
Ile

GAC
Asp

TGC

Cys
360

CTA
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

GGT
Gly

GCT
Ala
430

ATC
Ile

AGG
Arg

GTG
vVal

GCC
Ala

Leu

GAT
Asp

TGG
Trp

TTG
Leu

GTT
vVal
375

ATA
Ile

cCcAa
Pro

TAC
Tyr

ACT
Thr

TTC
Phe
445

Lys

GCT
Ala

GAT
Asp

Gly
320

ATC
Ile

AGT
Ser

GTA
val

ATA
Ile

GAT
Asp
390

GGA
Gly

ARAG
Lys

GGC
Gly

ACT
Thr

GAR
Glu
460

CTC
lLeu

CTA
Leu

CCT
Pro

AGC
Ser
335

GAT
Asp

AAT
Asn

GGC
Gly

AGG
Arg

ATC
Ile
405

TGT
Cys

GTG
val

ART
Asn

TAT
Tyr

GAT
Asp
475

AGC
Ser

GGA
Gly

Lys

GAG
Glu
350

AAT

Asn

TAC

Lys

TGC
Cys

GARA
Glu
420

TGC
Cys

CGA
Arg

ATC
Ile

GCT
Ala

CAA
Gln
490

Lys

GTA
val

cce
Pro

GGT
Gly
365

GAG
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser

TGT
Cys

ARG
Lys
435

AGA
Arg

Gln

GAC
Asp

ARG
Lys

TTC
Phe

TGT
cys

CTG
Leu

GGA
Gly

TGT

Ccys
380

TGT
Cys

Gln

AGT
Ser

GCA
Ala

GAC
Asp
450

CTA
Leu

ATT
Ile

GCT
Ala

A
7, y
§ e - _/':',
Q:;,Qg&b}&égf

ARG
Lys
325

AAC
Asn

Lys

TGT
Ccys

GAC
Asp

GGA
Gly
395

ATT
Ile

CGT
Arg

GTA
val

ATC
Ile

GTT
val
465

GCT
Ala

ATC
Ile

1366

1408

1450

1492

1534

1576

1618

1660

1702

1744

1786

1828

1870



TTC
Phe

ATG
Met

TGCG

ACT
Thr

CTG
Leu
550

GAC
k3p

CCA
Pro

CGT
Arg

ACA
Thr

Lys
620

CGT
Arg

Leu

GGG
Gly

AGT
Ser
495

ATC
Ile

GTG
Val

ATT
Ile

Phe

cca
Pro
565

GCT
Ala

CCA
Pro

AGG
Arg
635

GCA
Ala

GAA
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp
510

TAC
YT

TCA
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

Lys
580

CTG

Leu

GAC
Asp

CAC
His

ATA
Ile

CTA
Leu
650

Asn

TCA
Ser

AAT
Asn

ARG
Lys
525

GTA
val

TCT
Ser

TCT
Ser

ATA
Ile

GTG
Val
595

Leu

ATG
Met

GTA
val

ACA
Thr

GARA
Glu
665

ATT
Ile

GTC
val

ACC
Thr

GCT
Ala

540

GAC
Asp

GGC
Gly

GAA
Glu

ACH
Thr

ATA
Ile
610

TTA
Leu

CTA
Leu

ATA
Ile

GCA
Ala

GAT
Asp

TAT
Tyr

ATC
Ile

ACC
Thr

TTG
Leu
555

Phe

Lys

GCG
Ala

Lys

TCC
Ser
625

AAG
Lys

Phe

GTC
val

GAC
Asp
500

AAT
Asn

TAC
Tyr

CTA
Leu

CGA
Arg

GTT
Val
570

GCA
Ala

GAT
Asp

AGT
Ser

AGC
Ser

TCT
Ser
640

GAG
Glu

TAT
TYyr

FIG.

AAG
Lys

CCT
Pro
515

TGG
Trp

GAT
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GGA
Gly
585

ATC
Ile

CGC
Arg

GTG
val

CTG
Leu

GAT
Asp
655

GGT
Gly

8D

GTT
val

GCA
Ala

ACT
Thr
530

GGA
Gly

cCT
Pro

TGG
Trp

ATG
Met

CAG
Gln
600

CTC
Leu

GAC
Asp

GAG
Glu

CGT
Arg

GCC
Ala
670

GGT
Gly

GCC
Ala

GAT
Asp

ACC
Thr
545

GCC
Ala

TCA
Ser

AAT
Asn

TGG
Trp

TAT

Tyr
615

TTG
Leu

TTC
Phe

GTC
val

AAT
Asn

AGA
Arg

ATT
Ile

GCG
Ala

AAG
Lys

TCC
Ser
560

GAC
ABp

GGA
Gly

ccT
Pro

TGG
Trp

AAT
Asn
630

CTA
Leu

TAC
Tyr

Lys

CAT
His
505
GCT
Ala

GCT
Ala

AGG
Arg

ATA
Ile
TGG
575
TTC
Phe

AAC
Asn

Leu

GGC
Gly

GCT
Ala
645

TGG
Trp

TTC
Phe

CTT
val

GTT
Val
520

TCT
Ser

AAG
Lys

GCT
Ala

GGT
Gly

GAT
Asp
590

GGA
Gly

GAT
Asp

Gln

CAT
His

ATA
Ile
660

ACT
Thr

Lys

GAT
Asp

AAG
Lys
535

TTC
Phe

GTG
Val

GAA
Glu

AGA
Arg

ATT
Ile
605

TCT
Ser

GAT
Asp

cCcT
Pro

GAT
Asp

GGA
Gly
675

r\

1912
1954
1996
2038
2080
2122
2164
2206
2248
2290
2332
2374

2416



TCA
Ser

GAC
Asp
690

AAT
Asn

CTA
Leu

TAT

GGC
Gly

GAG
Glu
760

GGA
Gly

GAG
Glu

ATT
Ile

TAC
Tyr

ATG
Het
830

GAC
Asp

GG
Glu

m~
-

lie
TGG
705
TGC
Cys

ACC
Thr

CGA
Arg

ACA
Thr

CTA
Leu
775

GTC
Val

Leu

TTG
Leu

AAC
Asn

cTC
Leu
845

CAT
His

ARTT G

Ile

TGT
Cys

CTG
Leu
720

TGT
Cys

GAC
Asp

Lys

GTT
vVal

AGT
Ser
790

CCT
Pro

APG
Met

Phe

TCC
Ser

CCA
Pro

TCC
Ser
735

TGT
Cys

GAT
Asp

cCcT
Pro

GTT
Val

CcTC
Leu
805

TGG
Trp

GAC
Asp

ATA
Ile

ACT
Thr
680

TAT

GAA
Glu

GCA
Ala

TGT
Cys

Gln
750

ACG
Thr

GGA
Gly

CcCC
Pro

TTG
Leu

CGG
Arg
820

AAT
Asn

GAC
Asp

CTA
Leu

CaT
His
695

GAC
Asp

Ccca
Pro

cCcC
Pro

AGT
Ser

AAC
Asn
765

GGG
Gly

CCA
Pro

CcTC
Leu

AAT
Asn

cCcT
Pro
835

ATT
Ile

GTC
val

GARA
Glu

ATG
Met
710

CAG
Gln

AGT
Ser

ACT
Thr

ACA
Thr

ATC
Ile
780

Lys

TTA
Leu

TGG
Trp

GTG
Val

GGT
Gly
850

FIG. 8E

AAC
Asn

Leu

GAG
Glu

ATT
Ile
725

GGG
Gly

GCA
Ala

ACA
Thr

AAT
Asn

GGG
Gly
795

GTG
val

CAA
Gln

TAC
Tyr

AGA
Arg

AAC
Asn

GTA
val

AAT
Asn

AAT
Asn

TAC

Tyr
740

ACT
Thr

GAA
Glu

GTG
val

ACT
Thr

ATG
Met
810

CAC
His

TG
Leu

CAC
His

CTG
Leu
685

CAG
Gln

GGA
Gly

GAT
Asp

AAT
Asn

ACT
Thr
755

ATT
Ile

ACC
Thr

TCT
Ser

GCa
Ala

ARG
Lys
825

Lys

AGT
Ser

AAT
Asn

cca
Pro
700

GGA
Gly

CAC
His

GTA
Val

GTG
Val

TCA
Ser
770

ACA
Thr

GCC
Ala

GCA
Ala

AAC
Asn

ACC
Thr
840

GCT
Ala

GAT
Asp

TCA
Ser

TGT

Cys
715

TCT
Ser

GAG
Glu

ACT
Thr

GCA
Ala

GCA
Ala
785

GCA
Ala

GTA
val

&TG
Eet

ACT
Tar

Ser
£55

GCC
Ala

GGT
Gly

GAA
Glu

CCA
Pro
730

GAA
Glu

TAC
Tyr

ACT
Thr

GTA
Val

TGG
Trp
800

GGT
Gly

Lys

GAA
Glu

GTT
Val

-
(N e

Gln

Lys

TAC
Tyr

Lys

AAT
Asn
745

AGT
Ser

AGT
Ser

TCA
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly
815

AGC
Ser

GAG
Glu

GGA
Gly

2458

2500

2545

2584

2626

2668

2710

2752

2794

2836

2878

2920

2962

[
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CAC ACG TAC CCA GCA ATA TCA GTT GTA AGC ACA GAT GAT GAT
His Thr Tyr Pro Ala Ile Ser Val Val Ser Th

860

CTA GCT TGACTTCTGT

Leu 21la

ATAATACCCC
TCTTCCTCTC
TGCTGTACTT
TTCTACTTCA
TCTAGACAGT
CATATTCCAG
ATTGTATAGG
CACTTIGAAA
GGACAATGGC
AATTTATAARA
GAGGTTTGCA
GCTAAAAAAT
AARARA

CGTCGGAATG
GGCTGGAAGA
GACCGTTTTT
GCTTTGGATG
ATTGCCACCT
CAGTGAAACT
CCATCTGTAA
ATATTTCTAT
AATAGGACAA
CTAATTTTGG
AAGACTGAGT

TAAACCAAGC

FIG. 8F

865

GTAACCGAGC
ACATCAAGAT
ATATTACTTT
TGGTTACCGA
CTGGCCAAAT
TGTGCTATAG
ATATCCCAGA
GTAAATTATT
AACGGGTTAC
TACGTATGAA
GTTCAAACTA

AGCTTAARAA

CAGCAGCTGA
ACCTTTGCGT
TGTAAATATT
GTATCTGTAA
ATGCACTTTIC
TGTATACCAC
GAACAATCAC
GTAAACTTTT
TAAGATGAAA
TGATATCTTT
CTGTACATTT

AAARARADAN

870

GACAAATGTT GACCTTTGAG GTCTAAACAA

AGTCTCTTTT
GGATCAAGCT
CTTGTCCACA
CCCTTGAATT
CCTAGAAAGC
CTGTACATAC
TATTCTTAAG
TCAATGGTTG
TTGCCAAANR
GACCTCAATG
TTTTTCAAGT
AAAAANARAA

3004

¥ Asp Asp Asp

3050

3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650

3656



GAATTCGCTA

GGGGGTGGAG

GGCGGAAGTG

TGACGTTTTT

GGATGTTGTA

GAATAAGAGG

AGGGAGATCA

CCCAACGACC

GGGACTTTCC

CATCAAGTGT

GCCTGGCATT

GTATTAGTCA

TAGCGGTTTG

TTTTGGCACC

CAAATGGGCG

AGAGARCCCA

AGCTTCTCTG

CTTCTGCTCT

GCATCATCAA
TTTGTGACGT
TGATGTTGCA
GGTGTGCGCC
GTAAATTTGG
AAGTGAAATC
GCCTGCAGGT
CCCGCCCATT
ATTGACGTCA
ATCATATGCC
ATGCCCAGTA
TCGCTATTAC
ACTCACGGGG
AARATCAACG
GfAGGCGTGT
CTGCTTAACT
CGGGCCGCGG

CGGCTCCCCA

FIG. 9A

TARTATACCT

GGCGCGGGGC

AGTGTGGCGG

GGTGTACACA

GCGTAACCGA

TGAATAATTT

CGTTACATAA

GACGTCAATA

ATGGGTGGAG

AAGTACGCCC

CATGACCTTA

CATGGTGATG

ATTTCCAAGT

GGACTTTCCA

ACGGTGGGAG

GGCTTATCGA

GTGCGGGTCG

CCCCCTCTCC

TATTTTGGAT

GTGGGAACGG

AACACATGTA

GGAAGTGACA

GTAAGATTTG

TGTGTTACTC

CTTACGGTAA

ATGACGTATG

TATTTACGGT

CCTATTGACG

TGGGACTTTC

CGGTTTTGGC

CTCCACCCCA

AAATGTCGTA

GTCTATATAA

AATTAATACG

TCGCTACCGG

CTTCCCTCCT

TGAAGCCAAT

GGCGGGTGAC

AGCGACGGAT

ATTTTCGCGC

GCCATTTTCG

ATAGCGCGTA

ATGGCCCGCC

TTCCCATAGT

AAACTGCCCA

TCAATGACGG

CTACTTGGCA

AGTACATCAA

TTGACGTCAA

ACAACTCCGC

GCAGAGCTCT

ACTCACTATA

CTCTCTCCGT

CTCCCCTTGC

ATGATAATGA
60

GTAGTAGTGT
120

GTGGCAAAAG
180

GGTTTTAGGC
240

CGGGAAAACT
300

ATATTTGTCT
360

TGGCTGACCG
420

AACGCCAATA
480

CTTGGCAGTA
540

TAAATGGCCC
600

GTACATCTAC
660

TGGGCGTGGA
720

TGGGAGTTTG
780

CCCATTGACG
840

CTGGCTAACT
900

GGGAGACCCA
960

TCTGTGCTCT
1020

CTCCCCTCCT
1080



CTGCAGCGCC

GAGGTGGCTG

CTTCCCCGCT

CCCCCACCTT

GGCGGCGGCG

GTCTGGCTGC

AGARAAGCCA

TTGTGGAAAT

AAGAAGACGT

TGGAAGTGTG

CATATGAGARA

CCAGTGTCCT

TGTGGCAATA

AGGAACTTTG

GCCCCGCCARA

AGCTGGGTAT

TGTGGCCGTC

GGCGAGTGCA

TGCATTATTT
GGTGGGTGGG
cccTreccea
chCCTCTTT
GCGGCGGCAC
TGCTCGCGLCT
AATGTGAACC
GTGATGGGGA
GTGCTGAATC
ATGGAGATCC
CATGCCGCAT
GGAGATGTGA
TAACATGTAG
TATGCARTGG
CCTGTGGCGC
GCGACGATGA
AGCCAGTCAT

TCCATAAGAA

FIG. 9B

TCTGCCCGCA

GAGGAGAC1G

GCCAAGTGGT

CGGAAGGGCT

CATCCAGGCG

CTGCTGGGCG

CTCCCAATTC

TGAAGACTGT

TGACTTCGTG

TGACTGCGAA

ACATGAAATC

TGGTGAARAT

TCCCGACGAG

CCAGGATGAC

CCATGAGTTC

TGCACACTCC

ACACACCAMG

GTGGCGATGT

GCTCGGCTTG
TGCAAGTTGT
TCCCCTCCTT
GGTAACTTGT
GGCACCATGG
CCCCGGGAGA
CAGfGCACAA
GTTGACGGCA
TGCAACAATG
GATGGTTCAG
AGCTGTGGCG
GATTGTGACA
TTCACCTGCT
TGCAGCGATG
CAGTGCAGCA
TCCGACCAAT
TGTCCAGCCA

GATGGGGACC

(
N

CACTGCTGCT
AGGGGAGGGG
CTCCCCCTTT
CGTGCGGAGC
GCACGTCCGC
GCGGCGCCAC
ATGGTCGCTG
GTGATGAAAA
GCCAGTGTGT
ATGAAAGCCC
CCCATTCTAC
GTGGAGAAGA
CCAGTGGCCG
GCAGTGATGA
CCTCCTCCTG
CTGATGAGTC
GCGAAATCCA

CTGACTGCAA

AN
ey <=
\&L}J:‘fh‘c 4

GCAGCCCGGG
1140

GTGCCCTCTT
1200

CCCCTCCCAG
1260

GAACGGCGGC
1320

GCTCTGGGCC
1380

CGGAACCGGG
1440

TATTACGCTG
1500

GAACTGTGTA
1560

TCCCAGCCGA
1620

AGAACAGTGC
1680

TCAGTGTATC
1740

TGAAGAAAAC
1800

CTGCATCTCC
1860

GCTGGACTGT
1920

CATCCCCATC
1580

CCTGGAGCAG
2040

GTGCGGCTCT
2100

GGATGGCAGT
2160



GATGAGGTCA

AGCTGCATCC

GAAGTCAACT

GGAGAATGCA

GATGAGCCCC

CATATCTGCA

ATAGATAGGA

ATTTGTATCA

CTTGCTACTG

AGAGACATCA

AGAAACACTG

AGCCAAAAGG

ATCGACAATG

TGGACTGATG

TTCCTGTTTA

TTTGTTTACT

TTCGATAGAC

CTTATAAAARA

ACTGTCCCTC

ATGGCAGCAG

GCAAARATGT

TAGATATCAG

TGAAAGAGTG

AAGACCTAGT

AAACCTGTGG

ACTTAAAAGG

GCGTGTGCAA

GGAAGATTGG

TGGCTCTCGA

CTATCTTCAG

TCTATAATCC

CGGCTTCTAA

ACTCTGACTT

GGTCACACTG

GTCCACTGGT

GTCGCCTCTA

FIG. 9C

TCGAACTTGC
GCAGTGTAAT
CAATCAGTGC
CAAAGTATET
TCATATAAAC
TATAGGCTAC
AGATATTGAT
CGGTTACAAG
GGCAGTAGGC
CTTAGAGAGG
TGCTGACATT
TGCCTCAATT
TGCAGCCATT
GACTATTTCA
GCGAGAGCCT
GGGTGAACCA
GACAGCGGAT

TTGGCTTGAT

CGACCTGACC

GGTATCCGAG

TTGGGCCCTG

AACCAGGAGC

GAATGCTTGG

GAGTGTGACT

GAATGCCAAA

TGTGAATGTA

AAAGAGCCAA

ARAGAATATA

GCTGCCCAGA

GATGACAAGG

GCTGTTGATT

GTAGCTACCC

GCCTCCATAG

GCTARAATAG

ATCCAGTGGC

TCTAAGTTGC

AATTTGAATG

ACTGTGTCGA

GAAAATTCAA

AGGACTGCAG

TAAATAATGG

GTGCAGCTGG

ATCCAGGAAT

GTCGTGCCTA

GTCTGATCTT

TCCAACTAGT

AACTATTCTG

TTGGTAGACA

GGGTGTACARA

TAGATGGAAC

CTGTGGACCC

AAAAAGCAGG

CTAACGGAAT

ACATGTTATC

TGAGGATGGC
2220

TGGTTCCGAT
2280

GTGCAGAAGT
2340

GGACTGGAGT
2400

TGGATGTTCT
2460

GTTTGAACTG
2520

CTGCAGTCAA
2580

TCAAATGGAT
2640

CACTAATCGA
2700

TGAACAGCTA
2760

GGCCGATCTA
2820

TGTTAAAATG
2880

GACCATCTAC
2940

CAAGAGGAAG
3000

ACTGTCTGGC
3060

AATGAATGGA
3120

TACACTTGAC
3180

CAGCGTGGAC
3240



TTGAATGGCC

GCACTAACARA

GGTGCCAATA

CAAGACATCA

GACATGGAGA

TCTCCAARAT

TGTCAAAGTA

CAGCAACTAG

GTGTTCCCCC

TGGCAGCAGT

TGAACTTTGA

GTAGACACAG

ATGATCTAGC

CCGTCGGAAT

KACATCAAGA

GCCGCCAGTG

CATGATAAGA

CTTTATTTIGT

AAGATCGTAG

TATTTGAGGA

AATTCACTGG

TTGTCTATCA

ATGGAGGATG

ATACCTGTTC

CTGCAACTAC

TGGACTAGTT

ARAAGGGACT

AGGTGGCTAC

CAATCCTGTG

TGCTTCTGTT

TTGACTTCTG

GGTAACCGAG

TACCTTTGCG

TGCTGGAATT

TACATTGATG

GAAATTTGTG

FIG. 9D

GATAGTACTA

TCGTGTCTAC

ATCAGAGCAT

TGAACTTGTA

TGAATACCTA

CTGTCCCAGT

TGTGACTTAG

CCTGGAGGGA

TCTGCCGCAT

TTGATGTGGC

TACTTGAAAA

GGACACACGT

TGACAAATGT

CCAGCAGCTG

TGGATCAAGC

CTGCAGATAT

AGTTTGGACA

ATGCTATTGC

AAGTCTCTGG

TGGATAGATG

GCCACTCTAG

CAGCCATCAG

TGCCTGCCAG

GGGTACRATG

AGACAAAAGA

TCAATGTGAC

GGGCCATTCT

GGAATTGGCA

CCACTGAAGA

ACCCAGCAAT

TGACCTTTGA

AAGTCTCTTT

TTGGTACCGA

CCATCACACT

AACCACAACT

TTTATTTGTA

A\

,
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AGTTCCTAGC

GGGAAAATGA

TCAACAACCT

GTAAAAATTG

CACCACAGAT

TAGAGGAAAR

TACGAACACA

CACAGCAGTA

TCCTCTCTTG

ACACAAGAAC

GGACCTCTCC

ATCAGTTGTA

GGTCTAAACA

TTCTTCCTCT

GCTCGGATCC

GGCGGCCGCG

AGAATGCAGT

ACCATTATAA

TCATCCTCTT
3300

AGCAGTCTAT
3360

GAATGATGCC
3420

GTGTGARGAA
3480

TAATGATCAC
3540

TGGCCGAGAC
3600

ACAGAAATTT
3660

TCAGAGGTCA
3720

CTCTTAGTGA
3780

ATGAAAAGCA
3840

ATAGACATTG
3900

AGCACAGATG
3960

AATAATACCC
4020

CGGCTGGAAG
4080

ACTAGTAXNCG
4240

GGGATCCAGA
4200

GAAAAMAATG
4260

GCTGCAATAA
4320



ACAAGTTAAC

GGTTTTTTCG

TGAGACCCGC

TGTGATGCTG

CGCTGAGTTT

CTTAAGGGTG

AGCAGCCGCC

GACAACGCGC

TGGTCGCCCe

GCCGTTGGAG

TGTGACTGAC

CCGCGATGAC

TGTCGTTTCT

CCCTCCCanT

GCAAGTGTCT

GTCTCGGTCG

GTTCAGATAC

ATGCTGCGGG

AACAACAATT

GATCCTCTAG

ACCAGGTGCA

GATGTGACCG

GGCTCTAGCG

GGAAAGAATA

GCCGCCATGA

ATGCCCCCaT

GTCCTGCCCG

ACTGCAGCCT

TTTGCTTTCC

AAGTTGACGG

CAGCAGCTGT

GCGGTTTAAA

TGCTGTCTTT

TTGAGGGTCC

ATGGGCATAA

GTGGTGTTGT

FIG. 9E

GCATTCATTT

AGTCGACCTG

GACCCTGCGa

AGGAGCTGAG

ATGAAGATAC

TATAAGGTGG

GCACCAACTC

GGGCCGGGET

CAAACTCTAC

cceeeeeee

TGAGCCCGCT

CTCTTTTGGC

TGGATCTGCG

ACATAAATAA

ATTTAGGGGT

TGTGTATTTT

GCCCGTCTCT

AGATGATCCA

TATGTTTCAG

CAGGCTGATC

GTGTGGCGGT

GCCCGATCAC

AGATTGAGGT

GGGTCTTATG

GTTTGATGGA

GCGTCAGAAT

TACCTTGACC

TTCAGCCGCT

TGCAAGCAGT

ACAATTGGAT

CCAGCAGGTT

AAAACCAGAC

TTTGCGCGCG

TTCCAGGACG

GGGGTGGAGG

GTCGTAGCAG

\
Q_\QLL@SQ’W

GTTCAGGGGG

TGGAAGGTGC

AAACATATTA

TTGGTGCTGG

ACTGAAATGT

TAGTTTTGTA

AGCATTGTGA

GTGATGGGCT

TACGAGACCG

GCaGeeaces

GCAGCTTCCC

TCTTTGACCC

TCTGCCCTGA

TCTGTTTGGA

CGGTAGGCCC

TGGTAAAGGT

TAGCACCACT

GAGCGCTGGG

AGGTGTGGGA
4380

TGAGGTACGA
4440

GGAACCAGCe
4500

CCTGCACCCE
4560

GTGGGCGTGG
4620

TCTGTTTTGC
4680

GCTCATATTT
4740

CCAGCATTGA
4800

TGTCTGGAAC
4860

CCCGCGGGAT
4920

GTTCATCCGC
4980

GGGAACTTAA
5040

AGGCTTCCTC
5100

TTTGGATCARA
5160

GGGACCAGCG
5220

GACTCTGGAT
5280

GCAGAGCTTC
5340

CGTGGTGCCT
5400



AAAAATGTCT

AAAGCGGTTA

TTTTAGGTTG

CAGCACAGTG

GAAGAACTTG

GGCAATGGGC

GTTGTGTTCC

AGACTGCGGT

TTCCCACGCT

GGTTTCCGGG

ACCGCAGCCG

GCTGCAGCTG

CATGTTTTCC

CAAGGAAGCA

TTGACCAAGC

CAGCATATCT

TCGTCCAGAC

TGGGTCACGG

TTCAGTAGCA

AGCTGGGATG

GCTATGTTCC

TATCCGGTGC

GARGACGCCCT

CCACGGGCGG

AGGATGAGAT

ATAATGGTTC

TTGAGTTCAG

GTAGGGGAGA

GTGGGCCCGT

CCGTCATCCC

CTGACCAAAT

AAGTTTTTCA

AGTTCCAGGC

CCTCGTTTCG

GGGCCAGGGT

TGAAGGGGTG

FIG. 9F

AGCTGATTGC
GGTGCATACG
CAGCCATATC
ACTTGGGAAA
TGTGACCTCC
CGGCCTGGGC
CGTCATAGGC
CATCCGGCCC
ATGGGGGGAT
TCAGCTGGGA
AARATCACACC
TGAGCAGGGG
CCGCCAGAAG
ACGGTTTGAG
GGTCCCACAG
CGGGTTGGGG
CATGTCTITTC

CGCTCCGGGC

CAGGGGCAGG

TGGGGATATG

CCTCCGGGGA

TTTGTCATGT

AAGATTTTCC

GAAGATATTT

CATTTTTACA

AGGGGCGTAG

CATGTCTACC

AGAAAGCAGG

TATTACCGGG

GGCCACTTCG

GCGCTCGCCG

ACCGTCCGCC

CTCGGTCACC

CGGCTTTCGC

CACGGGCGCA

TGCGCGCTGG

CCCTTGGTGT

AGATGCATCT

TTCATGTTGT

AGCTTAGAAG

ATGCATTCGT

CTGGGATCAC

AAGCGCGGGC

TTACCCTCAC

TGCGGGGCGA

TTCCTGAGCA

TGCAACTGGT

TTAAGCATGT

CCCAGCGATA

GTAGGCATGC

TGCTCTACGG

TGTACGGCAG

GGGTCCTCGT

CCAGGGTGCG

AACTGTTTAC
5460

TGGACTGTAT
5520

GCAGAACCAC
5580

GAAATGCGTG
5640

CCATAATGAT
5700

TAACGTCATA
5760

GGAGGGTGCC
5820

AGATTTGCAT
5880

TGAAGAAAAC
5940

GCTGCGACTT
6000

AGTTAAGAGA
6060

CCCTGACTCG
€120

GCAGTTCTTG
6180

TTTTGAGCGT
6240

CATCTCGATC
6300

TAGTCGGTGC
6360

CAGCGTAGTC
6420

CTTGAGGCTG
6480



GTCCTGCTGG

ACCATGGTGT

GAGGAGGCGC

AATACCGATT

ACGAGCCAGG

ATGCGTTTCT

TCCGTGTCCC

CAACCCAGTC

TGTCTTCTTT

CGAGGACCGC

CTTGCACGCC

GCAGGCCATT

GACGCGAGGC

GCCCGCGTTG

AGGATCGCTC

GATTTATGCC

ATACCTIGTC

AARTGGAAGCC

TGCTGAAGCG

CATAGTCCAG

CGCACGAGGG

CCGGGGAGTA

TGAGCTCTGG

TACCTCTGGT

CGTATACAGA

AGCTCCTTCC

ATCATGCRAC

TTTCGCTGGA

CTCGCTCAAG

ATCGCCGGCA

TGGATGGCCT

CAGGCCATGC

GCGGCTCTTA

GCCTCGGCGA

TGCCTCCCCG

GGCGGCACCT

FIG.

CTGCCGGTCT

CCCCTCCGCG

GCAGTGCAGA

GGCATCCGCG

CCGTTCGGGG

TTCCATGAGC

CTTGAGAGGC

GGTGGGCGCG

TCGTAGGACA

GCGCGACGAT

CCTTCGTCAC

TGGCGGCCGA

TCCCCATTAT

TGTCCAGGCA

CCARGCCTAAC

GCACATGGAA

CGTTGCGTCG

CGCTAACGGA

9G

TCGCCCTGCG
GCGTGGCCCT
CTTTTGAGGG
CCGCAGGCCC
TCARAAACCA
CGGTGTCCAC
CTGTCCTCGA
GGGCATGACT
GGTGCCGGCA
GATCGGCCTG
TGGTCCCGCC
CGCGCTGGGC
GATTCTTCTC
GGTAGATGAC
TTCGATCACT
CGGGTTGGCA
CGGTGCATGG

TTCACCLCTC

CGTCGGCCAG

TGGCGCGCAG

CGTAGAGCTT

CGCAGACGGT

GGTTTCCCCC

GCTCGGTGAC

CCGATGCCCT

ATCGTCGCCG

GCGCTCTGGG

TCGCTTGCGG

ACCAAACGTT

TACGTCTTGC

GCTTCCGGCG

GACCATCAGG

GGACCGCTGA

TGGATTGTAG

AGCCGGGCCA

CAAGAATTGG

|

)
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GTAGCATTTG
6540

CTTGCCCTTG
6600

GGGCGCGAGA
6660

CTCGCATTCC
6720

ATGCTTTTTG
6780

GAAAAGGCTG
6840

TGAGAGCCTT
6900

CACTTATGAC
6960

TCATTTTCGG
7020

TATTCGGAAT
7080

TCGGCGAGAA
7140

TGGCGTTCGC
7200

GCATCGGGAT
7260

GACAGCTTCA
7320

TCGTCACGGC
7380

GCGCCGCCCT
7440

CCTCGACCTG
7500

AGCCAATCAA
7560



TTCTTGCGGA
GCCATCTCCA
CGCATGATCG
TAGCAGAATG
éCGACCTGAG
CGGAAGTCAG
CCCTGTGGAA
TCTCAGTTCG
GCCCGACCGC
CTTATCGCCA
TGCTACAGAG
TATCTGCGCT
CAAACARACC
AAAAAAAGGA
CGAARACTCA
CCTTTTAAAT
TGACAGTTAC

ARTCCATAGTT

GAACTGTGAA

GCAGCCGCAC

TGCTCCTGTC

AATCACCGAT

CAACAACATG

CGCCCTGCAC

CACCTACATC

GTGTAGGTCG

TGCGCCTTAT

CTGGCAGCAG

TTCTTGAAGT

CTGCTGAAGC

ACCGCTGGTA

TCTCAAGAAG

CGTTAAGGGA

TAAAAATGAA

CAATGCTTAA

GCCTGACTCC

FIG.

TGCGCAAACC

GCGGCGCATC

GTTGAGGACC

ACGCGAGCGA

AATGGTCTTC

CATTATGTTC

TGTATTAACG

TTCGCTCCAA

CCGGTAACTA

CCACTGGTAA

GGTGGCCTAAR

CAGTTACCTT

GCGGTGGTTT

ATCCTTTGAT

TTTTGGTCAT

GTTTTAAATC

TCAGTGAGGC

CCGTCGTGTA

9H

AACCCTTGGC
TCGGGCAGCG
CGGCTAGGCT
ACGTGAAGCG
GGTTTCCGTG
CGGATCTGCA
AAGCCTTTCT
GCTGGGCTGT
TCGTCTTGAG
CAGGATTAGC
CTACGGCTAC
CGGAAAAAGA
TTTTGTTTGC
CTTTTCTACG
GAGATTATCA
AATCTAAAGT
ACCTATCTCA

GATAACTACG

AGAACATATC

TTGGGTCCTG

GGCGGGGTTG

ACTGCTGCTG

TTTCGTAAAG

TCGCAGGATG

CAATGCTCAC

GTGCACGAAC

TCCAACCCGG

AGAGCGAGGT

ACTAGAAGGA

GTTGGTAGCT

AAGCAGCAGA

GGGTCTGACG

AAAAGGATCT

ATATATGAGT

GCGATCTGTC

ATACGGGAGG

CATCGCGTCC
7620

GCCACGGGTG
7680

CCTTACTGGT
7740

CAARACGTCT
7800

TCTGGAAACG
7860

CTGCTGGCTA
7920

GCTGTAGGTA
7980

CCCCCGTTCA
8040

TAAGACACGA
8100

ATGTAGGCGG
8160

CAGTATTTGG
8220

CTTGATCCGG
8280

TTACGCGCAG
8340

CTCAGTGGAA
8400

TCACCTAGAT
8460

AAACTTGGTC
8520

TATTTCGTTC
8580

GCTTACCATC
8640



TGGCCCCAGT GCTGCAATGA

AATAAACCAG CCAGCCGGAA

CATCCAGTCT ATTAATTGTT

GCGCAACGTT GTTGCCATTG

TTCATTCAGC TCCGGTTCCC

AARAGCGGTT AGCTCCTTCG

ATCACTCATG GTTATGGCAG

CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT

GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT

AGTGCTCATC ATTGGAAAAC

GAGATCCAGT TCGATGTAAC

CACCAGCGTT TCTGGGTGAG
GGCGACACGG AAATGTTGAA

TCAGGGTTAT TGTCICATGA

AGGGGTTCCG CGCACATTTC

CATGACATTA ACCTATAAAR

FIG.

TACCGCGAGA

GGGCCGAGCG

GCCGGGAAGC

CTGCAGGCAT

AACGATCAAG

GTCCTCCGAT

CACTGCATAA

ACTCAACCAA

CAACACGGGA

GTTCTTCGGG

CCACTCGTGC

CAAAAACAGG

TACTCATACT

GCGGATACAT

CCCGAARAGT

ATAGGCGTAT

91

CCCACGCTCA CCGGCTCCAG
CAGAAGTGGT CCTGCAACTT
TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG
CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT
GCGAGTTACA TGATCCCCCA
CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG
PTCTCTTACT GTCATGCCAT
GTCATTCTGA GAATAGTGTA
TAATACCGCG CCACATAGCA
GCGAAAACTC TCAAGGATCT
ACCCAACTGA TCTTCAGCAT
AAGGCAAAAT GCCGCAARAA
CTTCCTTTTT CAATATTATT
ATTTGAATGT ATTTAGAARA
GCCACCTGAC GTCTAAGAAA

CACGAGGCCC TTTCGTCTTC

ATTTATCAGC
8700

TATCCGCCTC
8760

TTAATAGTTT
8820

TTGGTATGGC
8880

TGTTGTGCAA
8940

CCGCAGTGTT
5000

CCGTAAGATG
9060

TGCGGCGACC
9120

GAACTTTARA
9180

TACCGCTGTT
9240

CTTTTACTTT
9300

AGGGAATAAG
9360

GAAGCATTTA
9420

ATARACAAAT
9480

CCATTATTAT
5540

AR

9592



% LISE ESPECIFICA

% LISE ESPECIFICA

x¥

n=10

»

o)
1]
o))

3
I
—
s |
1
(e

Ad

o

—T

o

— o

= - O
O

[

FIG. 10A

181 31 6:1 1221 25:1

EFECTOR: ALVO

—o— LDLR/Ad
—— CFTR/Ad
——-- [DLR/LDLR
—-+—- CFTR/LDLR
—o— LDLR/Vace

FIC. 10B




[4 5l ¢

qvw +00

§ 01041N03

JINYZITYYLNIAN
0d409IINY 30 010LIL

LA

FIG.

[A 5l

qQyw +3d

|1B

FIG.

L—N4dI

4 5l

qyw +3ad

07041LNOD

1C

FIG.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

