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DESCRICAO

TRATAMENTO A BASE DE VARIANTES DA LIPOPROTEINA LIPASE

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo pertence ao campo das proteinas e Aacidos
nucleicos terapéuticos baseados nas variantes da
lipoproteina lipase (LPL), incluindo a terapéutica provida

pelo tratamento genético.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A lipoproteina lipase (EC 3.1.1.34) é uma enzima importante
no metabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos.
Esta € sintetizada nas células parenquimais do tecido
adiposo e do musculo-esquelético e cardiaco, onde &
transferida a sitios de ligacdo no lado vascular das
células endoteliais no endotélio wvascular. O conhecimento
actual é que a LPL tem um papel importante na regulacdo do
metabolismo lipoproteico e lipidico, como segue. Pensamos
que o homodimero glicosilado 1ligado de maneira néo
covalente € transportado ao endotélio wvascular, onde se
liga aos proteoglicanos de sulfato de heparano na
superficie luminal. E entendido qgue o) catabolismo
subsequente dos triglicerideos dos quilomicrons (CM) e das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) permite a
absorcdo e a utilizacdo dos acidos gordos livres e glicerol
para energia e armazenagem no musculo e no tecido adiposo
respectivamente: gquilomicron e restos de VLDL ou podem ser
utilizados na formacdo de particulas da lipoproteina de
alta densidade (HDL) ou da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) respectivamente, ou absorvidos pelo figado e re-

embalados em novas particulas de VLDL. A LPL tem um
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requisito obrigatdério para o seu activador apolipoproteina
(apo) CII, uma pequena proteina de 79 aminodcidos que esté
presente nas particulas de CM e VLDL. Os Inibidores da LPL
incluem Acidos gordos livres, apo CIII, e possivelmente apo
E. As concentracgdes altas de sal (1M de NaCl) sao também

outro inibidor.

Ainda que a origem celular da LPL na circulagdo nado esta
clara, e pode representar uma acumulacao de diferentes
fontes teciduais, consideramos que o seu sitio de accao
primdario estd na superficie luminal do endotélio wvascular.
Devido a sua interaccdo ndo covalente com o0s proteoglicanos
de sulfato de heparano, as LPL podem ser deslocadas no
plasma por uma 1njecgao em bdélus intravenosa de heparina.
Assim, a actividade da LPL e os niveis proteicos podem ser
simplesmente analisados tomando uma pequena amostra de
plasma pdés-heparina (PHP). Partes aliquotas desta PHP podem
ser seguidamente utilizadas tanto num ensaio de
triglicerideo radiomarcado (TG) sintético para a actividade
lipolitica como ser medida por anticorpos especificos da
LPL para os niveis proteicos. As medidas lipidicas podem
ser executadas nas amostras de pré-heparina desde que a
libertacdo da LPL possa provocar uma rdapida lipdlise do

triglicerideo na amostra.

Uma deficiéncia da LPL completa se dé& aproximadamente 1 em
10° pessoas, e a frequéncia € muito mais alta na populacao
canadense francesa onde se pode dar 1 em 5000 pessoas. As
manifestac¢des clinicas de uma deficiéncia da LPL completa
nos seres humanos tem a sua raiz na infdncia com uma falha
para desenvolver, dor abdominal tipo céblica,
hepatosplenomegalia, quilomicronemia caracterizada por
plasma lactescente, xantoma eruptivo, lipemia retinalis e

pancreatite que pode colocar a vida do doente em perigo. Os
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medicamentos que diminuem os lipidos s&o ineficazes e mesmo
as restricdes dietéticas rigidas sdao na maioria das vezes
mal toleradas. Para as pessoas qgque sofrem desta doenca o
desenvolvimento de tratamentos para a deficiéncia da LPL
representaria um avango importante. Por exemplo, o Pedido
de Patente WO 95 27512 A descreve o tratamento genético
para o tratamento da doenga cardiovascular utilizando a

sobre-expressao da LPL tipo selvagem.

Recentemente, o0s doentes com mutacdes no gene da LPL que
resultam em defeitos parciais na funcdo catalitica da LPL
foram identificados e, de facto, sdao muito comuns na
populacao geral. No seu conjunto, calcula-se gue agora as
mutagdes conhecidas que resultam em defeitos cataliticos
parciais em LPL se dao na populagcao geral com uma
frequéncia de entre 5 e 7%. A apresentacao clinica, pode
ser quiescente, evidente sd para oS niveis de
triglicerideos marginais elevados no estado nao stressado,
com hipertrigliceridemia profunda desencadeada por factores
tais como gravidez normal, obesidade ou diabetes. Estudos
metabdlicos pds-prandiais foram executados em pessoas
heterozigotas para mutagcdes no gene da LPL, demonstrando
uma nao dissimulacdo do defeito lipolitico apds um desafio
de gordura, dando como resultado a lipemia pds-prandial
prolongada e doencgas significativas nos niveis
lipoproteicos e na composicdo. HA também evidéncia de que
as mutacdes especificas que alteram, mas nao abolem, a
actividade da LPL, tais como Asn291Ser, Asp9Asn, existem
comummente na populagdao geral (Reymer et al., Nat.Genet.
1995, 10:28-33; Gagné et al., Arterioscl. Thromb. 1994,
14(8):1250-1257) . 0 seu significado nao esta ainda
completamente entendido apesar de gque estao implicadas na
susceptibilidade a arteriosclerose. Uma mutacao que

introduz um codao de terminacao na posicao 447 no lugar de
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um coddo de serina (Ser447/Ter ou S447X) tem sido associada
com os niveis de TG diminuidos e de colesterol HDL
aumentados (Hokanson, 1997, International Journal of
Clinical and Laboratory Research 27, 24-34; Gagné et al.,
Arterioscl. Thromb. 1994, 14(8):1250-1257; Mattu et al.,
1994, Arteriosclerosis and Thrombosis 14, 1090-1097;
Kuivenhoven et al., 1997, Arteriosclerosis, Thrombosis and
Vascular Biology 17, 595-599; Groenemeijer et al., 1997,
Circulation 95, 2628-2635; Fisher et al., 1997,
Atherosclerosis 135, 145-159. U.S. Patent No. 5,658,729;
Groenemeijer et al., Circulation 1997, 95:2628-2635; Gagne
et al., Clin. Genet. 1999, 55(6) :450-454) .
Correspondentemente, na maioria dos estudos esta mutacao
parece conferir proteccao contra CAD. 0O(s) mecanismo(s) qgue
estdo por detrds destes efeitos ndo é€(sdo) conhecido(s).
Henderson et al., Journal of Lipid Research, vol. 40, 1999,
pp 735-43, descreve que o mutante da LPL S447X apresenta
actividade da LPL aumentada. Fisher et al.,
Atherosclerosis, vol. 135, 1997, pp 145-59, relata que a
mutacdo de S447X na LPL estéd associada com um perfil
lipidico benéfico com concentragdo de TG inferior e
proteccdo contra CAD, e mostra estudos in vitro gque sugerem
que o aumento na actividade da LPL pds—-heparina € devido a

uma produgao mais alta da LPL-S447X.

RESUMO DA INVENCAO

Um aspecto da invencac envolve o reconhecimento das
importantes vantagens que podem ser obtidas através dos
tratamentos terapéuticos gque compreendem a administracdo de
um tratamento terapéutico derivado da proteina LPL S447X e
sequéncias dos &cidos nucleicos que codificam a proteina
LPL S447X. Estas LPL S447X terapéuticas podem incluir

peptideos da LPL S447X, sequéncias de &acidos nucleicos que
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as codificam, células qgue expressam estes peptideos ou
dacidos nucleicos, e derivados destes peptideos, onde a LPL
S447X terapéutica melhorard ou tratard a doenca gquando
administrados em doses profildctica ou terapeuticamente
eficazes. A LPL S447X terapéutica da invencao inclui
modificacdes, derivados e andlogos dos peptideos da LPL
S447X, e dos acidos nucleicos que codificam estes
peptideos. Nalgumas formas de realizacdo, a LPL S447X
terapéutica da invencdo pode ser um peptideo gque tem uma
sequéncia de aminodcidos correspondente aos aminodcidos 1-
446 de um peptideo da LPL tipo selvagem de origem natural,
como o estabelecido na figura 1 (SEQ ID NO:1). Diversos
peptideos da LPL de origem natural sdao conhecidos (Murthy
V., Julien P., & Gagné C. 1996. Molecular pathobiology of
the human lipoprotein lipase gene. Pharmacol.Ther. 70[2],
101 135). Os peptideos da LPL de origem natural
alternativos podem ser identificados mediante a seleccgao de
genomas individuais, incluindo genomas nao humanos, para

sequéncias homélogas aos genes da LPL conhecidos.

Em aspectos alternativos, a invencdo prové a utilizacado de
uma LPL S447X terapéutica, tal como uma proteina LPL S447X
ou acido nucleico, para modular a actividade da LPL ou a
massa da LPL, para reduzir os triglicerideos no plasma e/ou
aumentar o colesterol HDL, alterar os niveis de lipidos no
plasma, ou para tratar uma condigdo responsiva a LPL num
doente. A invencao prové ainda composicgdes farmacéuticas
para este tipo de usos. Exemplos de condicdes responsivas a
LPL que podem ser susceptiveis ao tratamento nas formas de
realizacado alternativas incluem: uma deficiéncia da LPL
completa (incluindo a c¢rdénica (por exemplo para toda a
vida, quilomicronemia, hipoalfalipoproteinemia) e aguda
(por exemplo pancreatite, hiperlipidemia severa) seja

genética ou adquirida); deficiéncia da LPL parcial
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(incluida a crdénica e aguda (por exemplo pancreatite,
hiperlipidemia, na gravidez, diabetes, alcoolismo);
hiperlipidemia que nado é devida a deficiéncia da LPL (por
exemplo FH, FCH, lipoproteinemia tipo I1);
hipertrigliceridemia (com uma variedade de causas) ;
hipoalfalipoproteinemia (HDL baixo), niveis de colesterol
HDL baixos; doenga cardiovascular; cardiopatia coronédria;

arteriopatia corondria; arteriosclerose; angina de peito;

hipertensao (pressao elevada do sangue) ; doenca
cerebrovascular; restenose corondria; doenca vascular
periférica; diabetes (hipertrigliceridemia e outros

sintomas relacionados com a diabetes e nos estados
insulino-resistentes); caquexia (por exemplo no cancro ou
quando ha um perfil da expressdo da LPL alterada); e

obesidade.

Num aspecto a invencdo refere-se a utilizacdo de uma LPL

S447X terapéutica seleccionada do grupo composto por:

a) uma proteina LPL S447X em que a sequéncia de aminoédcidos
da proteina LPL S$S447X compreende um segmento contiguo que
tem pelo menos 90% de identidade de sequéncia com a SEQ ID
NO:3 qgquando optimamente alinhada, e em que a proteina LPL
S447X carece dos aminodacidos correspondentes aos
aminoacidos 447 e 448 da SEQ ID NO:3 quando esta

optimamente alinhada; e,

b) um &dcido nucleico da LPL S447X que codifica a proteina

LPL S447X.

Nalgumas formas de realizacdo, a proteina LPL S447X pode
ter uma actividade da LPL ou outra propriedade terapéutica
igual ou maior do que uma LPL tipo selvagem, como a LPL da

SEQ ID NO:3.
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Num aspecto preferido a invencdo refere-se a utilizacdo de
uma LPL S447X terapéutica, em que a LPL S447X terapéutica é
0 4acido nucleico da LPL S447X, e o 4&acido nucleico da LPL
S447X compreende uma sequéncia codificante de ADN que
codifica um ARN que pelo menos tem 90% de identidade da

sequéncia com os nucleotideos 256 a 1599 da SEQ ID NO:4.

Noutro aspecto preferido a invencdo refere-se a utilizacéao
de uma LPL S447X terapéutica em que a LPL S447X terapéutica
é o acido nucleico da LPL S447X, e o &4cido nucleico da LPL
S447X compreende uma sequéncia codificante de ADN que sobre
condig¢des severas hibridiza os nucleotideos 256 a 1599 da

SEQ ID NO:4.

Num aspecto, a invencdo refere-se a wutilizacdo num
tratamento genético de um acido nucleico da LPL S447X que
codifica a proteina LPL S447X. O &cido nucleico da LPL
S447X pode ser administrado por um vector do tratamento
genético terapeuticamente aceitdvel para tratar condicdes
responsivas a LPL, tais como as condigdes acima
estabelecidas. O vector do tratamento genético pode por
exemplo ser um vector adenoassociado (AAV). Este vector
pode compreender por exemplo: uma repeticao terminal
invertida (ITR) em 5'; um promotor, tal como um promotor
intensificador de CMV com um intensificador especifico
muscular; um intrdo; uma regiao nao traduzida 3' (3'-UTR);
um sinal de poliadenilacao, tal como um sinal de

poliadenilacao de SV40; e uma 3'-ITR.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
A figura 1 é uma lista das sequéncias de aminodacidos da LPL

S447X, que mostra os aminodcidos designados de 1 a 446 na

presente (SEQ ID NO:1). A figura reproduz a informacao
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disponivel do numero de acesso do GenBank NP_000228 para um
precursor da lipoproteina lipase de Homo sapiens, vVversao
NP_000228.1, GI:4557727, (Wion, et al., Science 235 (4796),
1638-1641 (1987); Sparkes et al., Genomics 1 (2), 138-144
(1987); Mattei et al., Cytogenet. Cell Genet. 63 (1), 45-4¢6
(1993); Zechner, Curr. Opin. Lipidol. 8 (2), 77-88 (1997);
Fisher et al., Atherosclerosis 135 (2), 145-159 (1997); e
Beisiegel, Eur. Heart J. 19, A20-A23 (1998); Groenemeijer
et al., Circulation 1997, 95:2628-2635; Gagne et al., Clin.
Genet. 1999, 55(6):450-454).

A figura 2 é uma lista da sequéncia de aminodcidos de um
peptideo da LPL tipo selvagem madura, gque mosStra o0s
aminoadcidos designados de 1 a 448 na presente (SEQ 1ID
NO:3). A figura reproduz a informacgdo disponivel do numero

de acesso de GenBank NP_000228.

A figura 3 é uma listra da sequéncia de aminodcidos de um
peptideo pré-LPL, gue mostra uma proteina que tem um
peptideo sinal nos aminodcidos de 1 a 27, antes da
sequéncia do peptideo da LPL madura (SEQ ID NO:2). A figura
reproduz a informagdo disponivel do numero de acesso de

GenBank NP_ 000228.

A figura 4 é um listado da sequéncia de um ARNm da LPL, em
que um peptideo sinal é codificado pelos nucleotideos 175 a
255, e o peptideo maduro € codificado pelos nucleotideos
256 a 1599 (SEQ ID NO:4). A figura reproduz a informacao
disponivel do numero de acesso de GenBank NM 000237 para um
ARNm lipoproteina lipase (LPL) de Homo sapiens, versao NM
~000237.1. GI:4557726, (Wion et al., Science 235 (4796),
1638-1641 (1987); Sparkes et al., Genomics 1 (2),138-144
(1987); Mattei et al., Cytogenet. Cell Genet. 63 (1), 45-46
(1993); Zechner, Curr. Opin. Lipidol. 8 (2), 77-88 (1997);
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Fisher et al., Atherosclerosis 135 (2), 145-159 (1997); e
Beisiegel, Eur. Heart J. 19. A20- A23 (1998)).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Nalgumas formas de realizacao, a LPL S447X terapéutica da
invencao pode incluir substancialmente compostos
purificados tais como fragmentos peptidicos, fragmentos
peptidicos modificados, analogos ou sals aceites na
Industria Farmacéutica da LPL que tém os aminodcidos 447-
448 truncados do terminal carboxi de uma LPL tipo selvagem,
no seu conjunto estes compostos na presente invencao sao
denominados como peptideos da LPL S$S447X. Os peptideos da
LPL S447X podem incluir homdélogos da sequéncia da LPL
madura tipo selvagem dos aminodcidos de 1 a 446, incluindo
homélogos das espécies diferentes das Homo sapiens (que
podem ter aplicacdes veterindrias). Os peptideos da LPL
S447X podem incluir isoformas de origem natural ou
variantes genéticas da LPL tipo selvagem. Os polipeptideos
da LPL podem incluir também polipeptideos que tém uma
similitude de sequéncias substancial aos aminodcidos de 1 a
446 da LPL tipo selvagem, tal como 90%, 95% ou 99% de
identidade de sequéncia a uma parte correspondente da
sequéncia 1-446 da LPL tipo selvagem, sendo a parte
correspondente da LPL tipo selvagem qualquer sequéncia
contigua de qualquer comprimento, tal como 10, 20, 30, 40,
50 ou mais aminodacidos. Nalgumas formas de realizacao,
estas proteinas podem ter actividade da LPL, ou outra
propriedade tipo LPL, igual ou maior do gue a LPL tipo
selvagem. Nalgumas formas de realizacdo, os aminodcidos
quimicamente semelhantes podem ser substituidos por
aminoadcidos na sequéncia da LPL tipo selvagem (para prover
substituicdes de aminodcidos conservadoras) . As

substituicdes de aminodcidos que reduzem a actividade da
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LPL, das gquais mais de 50 foram descritas, tais como a
substituicdo de um residuo Ser por Asn na posicao 291
(Asn291 Ser), a substituicao de Asn por Asp na posicao 9
(Asp9Asn), a substituicdo de Glu por Gly na posicao 188
(Gly188Glu, ver Monsalve et al., J. Clin. Invest. 1990,
86(3):728-734) ou Asp250Asn (Ma et al., Genomics. 1992,
13:649-653) podem ser evitadas nas formas preferidas de

realizar a invencao.

Duas sequéncias de 4cidos nucleicos ou proteicos séo
consideradas substancialmente idénticas se, quando estao
optimamente alinhadas, compartem pelo menos aproximadamente
70% da identidade da sequéncia. Nas formas alternativas de
realizar a invencao, a identidade da sequéncia pode por
exemplo ser pelo menos 75%, pelo menos 90% ou pelo menos
95%. 0 alinhamento dptimo das sequéncias para comparacdes
de identidade pode ser realizada utilizando uma variedade
de algoritmos, tais como o algoritmo de homologia local de
Smith & Waterman, 1981, Adv. Appl. Math 2: 482, o algoritmo
de alinhamento por homologia Needleman & Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol. 48:443, a investigacdo para os métodos de
similitude de Pearson & Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 8b5: 2444, e as 1implementacgdes computacionais
destes algoritmos (como GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no
Wisconsin Genetics software Package, Genetics Computer
Group, Madison, WI, U.S.A.). O alinhamento das sequéncias
pode também ser efectuado com a utilizacgdao do algoritmo
BLAST, descrito por Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol.

215:403-10 (com a wutilizacao dos ajustes por defeito

publicados). O software para executar a andlise BLAST pode
estar disponivel através do National Center for
Biotechonology Information (através de Internet em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O algoritmo BLAST envolve

primeiro identificar os pares das sequéncias de alta
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pontuacao (HSPs) identificando palavras curtas de
comprimento W na sequéncia buscada que corresponde ou gue
satisfaz uma pontuacao T de limiar de valor positivo quando
alinhado com uma palavra do mesmo comprimento numa
sequéncia da base de dados. T €& referido como o limiar de
pontuacao da palavra vizinha. As palavras comuns iniciais
vizinhas actuam como sementes para iniciar as buscas para
encontrar HSPs mais compridas. As palavras comuns Sao
estendidas em ambas direcgdes ao longo de cada sequéncia
até que a pontuacdao de alinhamento acumulativa possa ser
aumentada. A extensao das palavras comuns em cada direccgao
¢ detida gquando os seguintes pardmetros sdo encontrados: as
caidas de pontuacdo de alinhamento acumulativa ©pela
quantidade X do seu valor maximo obtido; a pontuacéo
acumulativa tende para zero ou menos, devido a acumulacao
de um ou mais alinhamentos de residuos de pontuacao
negativa; ou até que o final de cada sequéncia seja
alcancada. Os parédmetros W, T e X do algoritmo BLAST
determinam a sensibilidade e a velocidade do alinhamento.
Os programas BLAST podem utilizar  por defeito um
comprimento de palavra (W) de 11, a matriz de pontuacgao
BLOSUM62 (Henikoff & Henikoff, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10915-10919), os alinhamentos (B) de 50, do
esperado (E) de 10 (que pode ser mudada nas formas
alternativas de realizar a inveng¢ao para 1 ou 0,1 ou 0,01
ou 0,001 ou 0,0001; apesar de que os valores de E muito
superiores a 0,1 nao podem identificar sequéncias
funcionalmente semelhantes, € Util examinar as palavras
comuns com menos significado, os valores de E entre 0,1 e
10, para regides curtas de similitude), M=5, N=4, para
dcidos nucleicos uma comparacdo de ambas as cadeias. Para
comparacdes de proteinas, BLASTP pode ser usado com valores
por defeito como segue: G=11 (custo para abrir um espaco);

E=1 (custo para estender um espacgo); E=10 (valor esperado,
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neste ajuste, & esperado 10 palavras comuns com pontuacdes
iguais ou melhores do que a pontuagdao de alinhamento
definido, ¢ esperado que S, se dé ocasionalmente numa base
de dados com o mesmo tamanho da gque se estd a procurar; o
valor de E pode ser aumentado ou diminuido para alterar o
rigor da busca.); e W=3 (tamanho de palavra, valor por

defeito é 11 para BLASTN, 3 para outros programas blast).

A matriz BLOSUM atribui uma pontuacao de probabilidade a
cada posicdo num alinhamento que estd baseado na frequéncia
em que ¢é sabido que essa substituicdo se dé& entre os blocos
de consenso nas proteinas relacionadas. A matriz de
substituicdao BLOSUM62 (custo de existéncia de espaco = 11;
por custo de espaco de residuo = 1; rdcio de lambda = 0,85)
¢ utilizada por defeito em BLAST 2,0. Uma variedade de
outras matrizes pode ser wutilizada como alternativa a
BLOSUM62, incluindo: PAM30 (9,1,0.87); PAM70 (10,1,0.87)
BLOSUM8SO  (10,1,0.87); BLOSUM62 (11,1,0.82) e BLOSUMA45
(14,2,0.87). Uma medida da similitude estatistica entre as
duas sequéncias que utilizam o algoritmo BLAST €& a
probabilidade mais pequena da soma (P(N)), a qual prové uma
indicacdao da probabilidade pela gqual uma correspondéncia
entre duas sequéncias de nucleotideos ou de aminodcidos se
pode dar ocasionalmente. Nas formas alternativas de
realizar a invencao, as seqgquéncias de nucleotideos ou de
aminodacidos estdo consideradas substancialmente idénticas
se a probabilidade mais pequena da soma numa comparacgao das
sequéncias de teste for inferior a aproximadamente 1,
preferencialmente inferior a aproximadamente 0,1, mais
preferencialmente inferior a aproximadamente 0.01, e da

forma mais preferivel inferior a aproximadamente 0.001.

E bem conhecido na técnica que algumas modificacdes e

mudancas podem ser feitas na estrutura de um polipeptideo
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sem alterar substancialmente a funcdo bioldgica deste
peptideo, para obter um polipeptideo biologicamente
equivalente. Num aspecto da invencao, a LPL S447X
terapéutica pode incluir peptideos que divergem de uma
parte da sequéncia da LPL de tipo selvagem  por
substituicdes de aminodacidos conservadores. Como é
utilizada na presente invencao, a expressao "substituicgdes
de aminodcidos conservados" refere-se a substituicdo de um
aminodacido por outro num sitio dado no peptideo, onde a
substituicao pode ser feita sem perda de funcgao. Ao fazer
estas mudancgas, as substituic¢cdes de residuos aminoéadcidos
como podem fazer-se, por exemplo, com base na similitude
relativa das substituicdes da cadeia lateral, por exemplo,
o seu tamanho, a carga, hidrofobicidade, hidrofilicidade, e
outras, e estas substituig¢des podem ser analisadas quanto

ao seu efeito na funcdo do peptideo por um teste de rotina.

Nalgumas formas de realizacao, as substituicgcdes de
aminoacidos conservados podem ser feitas onde um residuo de
aminodcido ¢é substituido por outro que tem um valor de
hidrofilicidade similar (por exemplo, dentro de um valor de
mais ou menos 2.0), onde os valores de hidrofilicidade
seguintes sdo designados para os residuos aminodcidos (como
0 detalhado no Pedido de Patente norte-americana No.
4,554,101): Arg (+3.0); Lys (+3.0); Asp (+3.0); Glu (+3.0);
Ser (+0.3); Asn (+0.2); Gln (+0.2); Gly (0); Pro (-0.5);
Thr (-0.4); Ala (-0.5); His (-0.5); Cys (-1.0); Met (-1.3);
Val (-1.5); Leu (-1.8); Ile (-1.8); Tyr (=2.3); Phe (-2.5);
e Trp (-3.4).

Nas formas alternativas de realizar a invencao, as
substituigdes de aminodcidos conservados podem ser feitas
onde um residuo de aminodcido é substituido por outro que

tem um indice hidropatico similar (por exemplo, num valor
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de mais ou menos 2.0). DNestas formas de realizar a
invengdo, a cada residuo de aminodcido pode ser atribuido
um indice hidropdtico baseado nas suas caracteristicas de
hidrofobicidade e de carga, como segue: Ile (+4.5); Val
(+4.2); Leu (+3.8); Phe (+2.8); Cys (+2.5); Met (+1.9); Ala
(+1.8); Gly (-0.4); Thr (-0.7); Ser (-0.8); Trp (-0.9); Tyr
(-1.3); Pro (-1.6); His (-3.2); Glu (-3.5); Gln (-3.5); Asp
(=3.5); Asn (-3.5); Lys (-3.9); e Arg (-4.5).

Nas formas alternativas de realizar a invencéao, as
substitui¢des de aminodcidos conservados podem ser feitas
onde um residuo de aminodcido € substituido por outro na
mesma classe, onde o0s aminodcidos estdo divididos em
classes bésicas e neutras, nao polares, acidicas, como
segue: nao polares: Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Pro, Met;
acidicas: Asp, Glu; basicas: Lys, Arg, His; neutras: Gly,

Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, Tyr.

A invencado prové composicdes farmacéuticas que contém a LPL
S447X terapéutica. Nalgumas formas de realizacdo, estas
composicdes podem incluir uma LPL S447X terapéutica numa
quantidade eficaz, suficiente para prover um efeito
terapéutico ou profildctico desejado, e um portador ou
excipiente aceite na Industria Farmacéutica. Uma
"quantidade eficaz" inclui uma quantidade terapeuticamente

eficaz ou uma quantidade profilacticamente eficaz.

Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade eficaz, a doses e a periodos de tempo
necessarios, para obter o resultado terapéutico desejado,
tais como a alteracdo de parédmetros no metabolismo
lipidico, como a elevacdo da actividade da LPL, a elevacéao
de colesterol HDL ou a reducgao de niveis de triglicerideos.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz da LPL S447X
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terapéutica pode variar de acordo com factores tais como o
estado da doenca, a idade, o sexo, e o peso do individuo, e
a capacidade da LPL S447X terapéutica para provocar uma
resposta desejada no individuo. Os regimes de doses podem
ser ajustados para prover a resposta terapéutica optima.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz é também
habitualmente aquela onde qualquer efeito téxico ou
prejudicial da LPL S447X terapéutica ¢é decidido pelos

efeitos terapeuticamente benéficos.

Uma "quantidade profilacticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade eficaz, a doses e a periodos de tempo
necessarios, para obter o resultado profilédctico desejado,
como a prevengdo ou a inibicdo de varias condigdes,
incluindo condicbes responsivas a LPL, como a cardiopatia
corondaria, a doenca cardiovascular, a arteriopatia
coronaria, os triglicerideos altos e/ou os HDL baixos. Uma
dose profildctica pode ser usada nos sujeitos antes ou numa
fase anterior da doenca, e uma quantidade profilacticamente
eficaz pode nalguns casos ser mails ou menos uma quantidade

terapeuticamente eficaz.

Nas formas particulares de realizar a invencao, uma gama
para quantidades terapéutica ou profilacticamente eficazes
da LPL S447X terapéutica podem ser 0.01 nM-0.1M, 0.1 nM-
0.1, 0.1 nM-0.05M, 0.05 nM-15uM ou 0.01 nM-10uM. Deve ser
notado que os valores das doses podem variar com a
gravidade da doenca a ser tratada. Para um sujeito
particular quaisquer, o0s regimes de doses especificos podem
ser ajustados no tempo de acordo com a necessidade
individual e o juizo profissional da administracgao pessoal
ou a supervisao da administracdao das composicdes. As

variacdes das doses expostas na presente invencao sao
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apenas exemplares e nao limitam as gamas de doses que podem

ser seleccionadas pelos profissionais médicos.

Para os vectores do tratamento genético, a dose a ser
administrada pode depender em grande medida da condicgao e
tamanho do sujeito a ser tratado assim como da formulacéao
terapéutica, da frequéncia de tratamento e da forma de
administracao. Os regimes para o tratamento de continuacgao,
incluindo doses, formulacao, e frequéncia podem ser guiados
pela resposta inicial e juizo clinico. A via parenteral da
injecgcao no espacgo intersticial tecidular pode ser
preferida, ainda que outras vias parenterais, como a
inalacao de uma formulacao de aerossol, pode ser requerida
numa administracdo especifica. Nalguns protocolos, uma
formulacao que compreende o) gene e o) sistema de
administracdao de genes num portador aquoso é injectado no
tecido nas quantidades apropriadas. O tecido alvo pode ser
especifico, por exemplo o musculo ou tecido do figado, ou
pode ser uma combinacao de diferentes tecidos, por exemplo
o musculo e tecidos do figado. Tecidos alvo exemplares
podem ser musculo hepatico, esquelético, muasculo cardiaco,
depdsitos adiposos, rim, pulmao, endotélio wvascular,

células epiteliais e/ou hematopoiéticas.

A quantidade do composto activo nas composicdes da invencgao
podem variar de acordo com os factores como o estado da
doenca, a idade, o sexo, e o0 peso do individuo. Os regimes
de doses podem ser ajustados para prover a resposta
terapéutica déptima. Por exemplo, um Unico bdlus pode ser
administrado, diferentes doses divididas podem ser
administradas no tempo ou as doses podem ser
proporcionalmente reduzidas ou aumentadas como o indicado
pelas exigéncias da situacdo terapéutica. Pode ser

vantajoso formular composicdes parenterais na forma de
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doses unitarias para facilitar a administracao e
uniformidade da dose. "Forma de dose unitdria" como
utilizada na presente 1invencao refere-se a unidades
fisicamente especificas adequadas como doses unitdrias para
sujeitos a ser tratados; contendo cada unidade uma
quantidade predeterminada de composto activo calculada para
produzir o efeito terapéutico desejado em associacdo com o
portador farmacéutico requerido. A especificacdo para as
formas unitdrias de doses da invencao pode ser ditada pelas
caracteristicas Unicas do composto activo e pelo efeito
terapéutico particular a ser obtido, e pelas limitacgdes
inerentes na técnica de compor este composto activo para o

tratamento de uma condicdo nos individuos.

Como wutilizado na presente invencgao "portador aceite na
Indistria Farmacéutica" ou "excipiente" inclui qualquer e
todos o0s solventes, meios de dispersao, revestimentos,
agentes antibacterianos e antifungicidas, agentes
isoténicos e retardantes da absorcdo, e outros que sejam
fisiologicamente compativeis. Numa forma de realizagao, o
portador ¢é adequado para a administracdo parenteral. De
forma alternativa, o portador pode ser adequado para a
administracao intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
sublingual ou oral. O0Os portadores aceites na Indastria
Farmacéutica incluem solugdes ou dispersdes aquosas
estéreis e pd estéreis para a preparacdo extempordnea de
solucdes ou dispersdes injectaveis estéreis. A utilizacéo
destes meios e agentes para substédncias farmacologicamente
activas é bem conhecido na técnica. A ndo ser que qualgquer
meio ou agente convencional seja incompativel com o
composto activo, a sua utilizacao nas composicgdes

farmacéuticas da invencdo estd contemplado.
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Compostos suplementares activos podem também ser
incorporados nas composigdes farmacéuticas da invencéao. Por
exemplo, ApoCll (em forma de acido nucleico ou de proteina)
pode nalgumas formas de realizacdo agir como um CoO-
activador de uma LPL S447X terapéutica. Compostos
alternativos activos podem incluir compostos que aumentem
as propriedades ou a acgao de uma LPL S447X terapéutica.
Nalgumas formas de realizacao a LPL S447X terapéutica pode
ser co-administrada com um agente terapéutico, como a
insulina, para tratar uma condigao alternativa, como a
diabetes. Nalgumas formas de realizacao, os moduladores do
sistema imunitdrio, como a ciclosporina, podem ser co-
administrados com a LPL S447X terapéutica, por exemplo para
melhorar uma resposta imunitédria & LPL S447X terapéutica.
Para a andlise do risco de uma resposta imunitdria contra
uma LPL S447X terapéutica, uma andlise do gene da LPL de um
doente pode ser executada para caracterizar a LPL natural
do doente. Uma guia para a co-administragcdo de uma
terapéutica adicional pode ser por exemplo encontrada no
Compendium of Pharmaceutical and Specialities (CPS) da

Canadian Pharmacists Association.

Habitualmente, as composicdes farmacéuticas sdo estéreis e
estdveis sob as condigbdes de producdo e armazenagem. As
composicdes farmacéuticas podem ser formuladas como uma
solucgéao, microemulsao, lipossoma, ou outra estrutura
ordenada adequada para receber uma concentracgao de
medicamento alta. O veiculo pode ser um solvente ou meio de
dispersao que contém, por exemplo, A&agua, etanol, poliol
(por exemplo, glicerol, polipropilenoglicol, e
polietilenoglicol 1liquido, e outros, e misturas destes
adequadas. A fluidez apropriada pode ser mantida, por
exemplo, pelo uso de um revestimento como a lecitina, pela

manutencdo do tamanho da particula requerido no caso de
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dispersao e pelo uso de agentes tensoactivos. Em muitos
casos, serd preferivel dincluir na composicdao agentes
isotdénicos, por exemplo, acglUcares, polidlcoois como O
manitol, o sorbitol, ou o cloreto de sdédio. Uma absorcgao
prolongada das composicdes injectdvels pode ser provocada
incluindo na composicdao um agente retardante da absorcgao,
por exemplo, sals de monoestearato e gelatina. A LPL S447X
terapéutica pode ser administrada numa formulacao de
libertacao temporal ou controlada, por exemplo numa
composigao que inclui um polimero de libertagao lenta ou
outros veiculos que protegem o composto contra a libertacao
rapida, incluindo implantes e sistemas de entrega
microencapsulados. Os polimeros biodegradaveis,
biocompativeis podem por exemplo ser utilizados, como o
acetato de vinil e o etileno, os polianidridos, o &acido
poliglicdlico, o colagénio, os poliortoésteres, o é&cido
polildctico e os copolimeros polilédcticos e poliglicdlicos
(PLG) . Muitos métodos para a preparacao destas formulacdes
estdao patenteadas ou sao geralmente conhecidas pelos

técnicos especializados.

As solugles estéreis 1injectdveis podem ser preparadas
incorporando o composto activo na quantidade requerida num
solvente apropriado com um ou uma combinacac dos
ingredientes enumeradas na presente invencao, como O
requerido, seguida da esterilizacdo filtrada. Geralmente,
as dispersdes sao preparadas incorporando o composto activo
num veiculo estéril que contém um meio de dispersdo basica
e 0s outros ingredientes requeridos dos acima enumerados.
No caso de pdbds estéreis para a preparacdao de solucgdes
estéreis injectédveis, os métodos preferidos de preparacao
Sd0 a secagem por vacuo e a liofilizacdo que produz um pd
da substéncia activa mais qualquer outro ingrediente

adicional desejado da sua solucgao previamente filtrada
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estéril. De acordo com um aspecto alternativo da presente
invencao, uma LPL S447X terapéutica pode ser formulada com
um ou mais compostos adicionais que aumentem a solubilidade

da LPL S447X terapéutica.

Os compostos da LPL S447X terapéutica da invencao podem
incluir derivados, tais como derivados de hidroxi-metil C-
terminais, derivados O-modificados (por exemplo, hidroxi-
metil benzil éter C-terminal), e derivados modificados N-
terminalmente que incluem amidas substituidas tais como

algquilamidas e hidrazidas.

Dentro de um peptideo da LPL S447X da invencdo, uma
estrutura peptidica pode ser acoplada directa ou
indirectamente a um grupo modificador. A expressao "grupo
modificador"™ destina-se a incluir estruturas que sao
directamente fixadas a estrutura peptidica (por exemplo,
por acoplamento covalente), assim como aquelas dgque sao
indirectamente fixadas a estrutura peptidica (por exemplo,
por uma associacdo estdvel ndo covalente ou por acoplamento
covalente a residuos aminodcidos adicionais, ou miméticos,
anadalogos ou derivados dos mesmos, que podem flanguear a
estrutura peptidica do ntcleo MCP-3). Por exemplo, O grupo
modificador pode ser acoplado ao terminal amino ou ao
terminal carboxi de uma estrutura peptidica da LPL S$S447X,
ou a uma regido peptidica ou peptidomimética flangqueante do
dominio do nucleo. Alternativamente, o grupo modificador
pode ser acoplado a uma cadeia lateral de um residuo de
aminodcido do peptideo da LPL S447X ou a uma regiao
peptidica ou peptidomimética flanqueante do dominio do
nicleo (por exemplo, através do grupo épsilon amino de um
residuo(s) de 1lisil, através do grupo carboxil de um(uns)
residuo(s) de &cido aspdartico ou de um(uns) residuo(s) de

dcido glutdmico, através de um grupo hidrdéxi de um(uns)
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residuo(s) de tirosil, um(uns) residuo(s) de serina ou
um(uns) residuo(s) de treonina ou outro grupo adequado
reactivo numa cadeia lateral do aminodcido). Os grupos
modificadores acoplados de maneira covalente a estrutura
peptidica podem ser unidos por meio e utilizando métodos
bem conhecidos na técnica ©para ligar as estruturas
gquimicas, incluindo, por exemplo, ligagdes de amido, de

alguilamino, de carbamato ou de ureia.

Nalgumas formas de realizacgdao, o grupo modificador pode
compreender um grupo ciclico, heterociclico ou policiclico.
A expressao "grupo ciclico", como € utilizada na presente
invencdao inclui um grupo ciclico saturado ou insaturado
(isto é, aromatico) que tem de 3 a 10, 4 a 8, ou 5 a 7
dtomos de carbono. Grupos exemplares ciclicos incluem
ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil, ciclohexil, e
ciclooctil. Grupos ciclicos podem ser nao substituidos ou
substituidos numa ou mais posicgdes do anel. Um grupo
ciclico pode por exemplo ser substituido com halogéneos,
algquilos, cicloalquilos, alquenilos, alquinilos, arilos,
heterociclos, hidroxilos, aminos, nitros, tidis, aminas,
iminas, amidas, fosfonatos, fosfinas, carbonilos,
carboxilos, sililos, éteres, tioéteres, sulfonilos,
sulfonatos, selenoéteres, cetonas, aldeidos, ésteres, -CFs;,

—CN.

LA expressao "grupo heterociclico" inclui grupos ciclicos,
saturados, insaturados e aromdticos que tém de 3 a 10, 4 a
8, ou 5 a 7 &atomos de carbono, onde a estrutura anular
inclui aproximadamente um ou mais hetero—-adtomos. Os grupos
heterociclicos incluem pirrolidina, oxolano, tiolano,
imidazol, oxazol, piperidina, piperazina, morfolina. O anel
heterociclico pode ser substituido numa ou mais posicgdes

com substituintes tais como, por exemplo, halogéneos,
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alquilos, <cicloalquilos, alquenilos, alquinilos, arilos,
outros heterociclos, hidroxilos, aminos, nitro, tiol,
aminas, iminas, amidos, fosfonatos, fosfinas, carbonilos,
carboxilos, sililos, éteres, tioéteres, sulfonilos,
selenoéteres, cetonas, aldehidos, ésteres, -CF;, -CN. Os
heterociclos podem ainda ser unidos por uma ponte ou

fundidos com outros grupos ciclicos como o abaixo descrito.

A  expressao "grupo policiclico™ como € utilizada na
presente invencao destina-se a referir a dois ou mais anéis
ciclicos saturados, insaturados ou aromaticos onde dois ou
mais carbonos sao comuns para dois anéis adjacentes, de
forma que os anéis sdo "anéis fundidos". 0Os anéis que séao
unidos através dos Aatomos ndo contiguos sdo denominados
anéis "unidos por ponte". Cada um dos anéis do grupo
policiclico pode ser substituido com substituintes como 0s
acima descritos, como por exemplo, halogéneos, alguilos,
cicloalgquilos, alquenilos, alquinilos, hidroxilos, amino,
nitro, tiol, aminas, iminas, amidas, fosfonatos, fosfinas,
carbonilos, carboxilos, sililos, éteres, tioéteres,
sulfonilos, selenoéteres, cetonas, aldeidos, ésteres, -CFs,

ou CN.

A expressao "alquilo" refere-se ao radical dos grupos
saturados alifdaticos, incluindo grupos alquilo de cadeia
linear, grupos alquilo de <cadeia ramificada, grupos
cicloalquilo (aliciclicos), grupos cicloalgquilo alquilo
substituidos, e grupos alguilo cicloalguilo substituidos.
Nalgumas formas de realizacao, um alquilo de cadeia linear
ou de cadeia ramificada tem 20 &tomos de carbono ou menos
no seu esqueleto (C;-Cyyp para cadeia linear, C3-Cyp para
cadeia ramificada), ou 10 &dtomos de carbono ou menos.
Nalgumas formas de realizacao, os cicloalquilos podem ter

de 4-10 &tomos de carbono na sua estrutura anular, tais
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como 5, 6 ou 7 anéis de carbono. A ndo ser gue o numero de
carbonos seja especificado de outra forma, "alquilo
inferior" como é utilizado na presente invencao significa
um grupo alguilo, como o acima definido, que tem de um a
dez A&Atomos de carbono na sua estrutura de esqueleto.
Igualmente, "alquenilo inferior" e "alquinilo inferior" tém

comprimentos de cadeia de dez ou menos carbonos.

O termo "alguilo" (ou a expressao "alquilo inferior") como
é¢ utilizado em toda a especificacdo e reivindicagdes
destina-se a incluir os "algquilos nao substituidos"™ assim
como o0s "alquilos substituidos™, estes Gltimos referem-se a
fracgdes de algquilo que tém substituintes que recolocam um
hidrogénio num ou mais carbonos do esqueleto de
hidrocarbonetos. Estes substituintes podem incluir, por
exemplo, halogéneo, hidroxilo, carbonilo (tais como
carboxil, e cetonas (incluindo grupos alquilcarbonilo e
arilcarbonilo), ésteres (incluindo grupos
alquiloxicarbonilo e ariloxicarbonilo), tiocarbonilo,
tiocarbonilo, alciloxi, alcoxilo, fosforilo, fosfonato,
fosfinato, amino, acilamino, amido amidina, imino, ciano,
nitro, azido, sulfidrilo, algquiltio, sulfato, sulfonato,
sulfamoil, sulfonamida, heterociclil, aralquil, ou uma
fraccgéo aromatica ou heterocaroméatica. As fracgdes
substituidas na cadeia de hidrocarboneto podem elas mesmas
serem substituidas, se for apropriado. Por exemplo, o0s
substituintes de um alquilo substituido podem incluir
formas substituidas e nao substituidas de aminos, azidos
iminos, amidos, fosforilos (incluindo fosfonatos e
fosfinatos), sulfonilos (incluindo sulfatos, sulfonamidos,
sulfamoilos e sulfonatos), e grupos silil, assim como
éteres, alquilicos, carbonilos (incluindo cetonas,
aldeidos, carboxilatos, e ésteres), -CFs3;, -CN e outros.

Alguilos exemplares substituidos sédo abaixo descritos. Os
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cicloalquilos podem ser adicionalmente substituidos com
alguilo, alquenilos, alcoxis, alguilicos, aminoalgquilos,

alguilos carbonilo substituidos, -CFi3;, -CN, e outros.

Os termos "alguenilo" e "algquinilo" referem-se a grupos
insaturados alifdticos andlogos em comprimento e possivel
substituicdao pelos algquilos acima descritos, mas que contém

pelo menos uma ligacdo dupla ou tripla respectivamente.

O termo "aralquilo", como é utilizada na presente invencéao
refere-se a um grupo alquiol ou alquilenilo substituido com
pelo menos um grupo arilo. Aralquilos exemplares incluem
benzil (isto é, fenilmetil), 2-naftiletil, 2—(2-

piridil)propil, 5-dibenzossuberil, e outros.

O termo "algquilcarbonilo", como ¢é utilizada na presente
invencao refere-se a C(0)-alquilo. Da mesma forma, o termo
"arilcarbonilp" refere-se a C(0)-arilo. o) termo
"algquiloxicarbonilo", como é utilizada na presente invencgao
refere-se ao grupo C(0)-0-alquilo, e o) termo
"ariloxicarbonilo" refere-se a C(0)-0O-arilo. O termo
"aciloxi" refere-se a -0-C(0O)-R;, em qgue Ry €& alquilo,

alquenilo, alguinilo, arilo, aralquilo ou heterociclilo.

O termo "amino", como ¢é utilizada na presente invencao

refere-se a -N(Ry) (Rg), em que cada um de R, e Rp sao
independentemente hidrogénio, alquilo, alguienilo,
alquinilo, aralquilo, arilo, ou em que R, e Rg juntos com o
atomo de nitrogénio ao qual estdo presos formam um anel que
tem 4-8 dtomos. Assim, o termo "amino"™, como € utilizada na
presente invengdo inclui grupos amino nao substituidos,
mono-substituidos (por exemplo, mono-alquilamino ou mono-
arilamino), e di-substituidos (por exemplo, di-alguilamino

ou alquilarilamino). O termo "amido" refere-se a -C(0)-
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N(Rg) (Rg), em que Rg e Rg sao como o acima definido. O termo
"acilamino" refere-se a - N(R'y)C(0O)-R;, em que R; é como ©O

acima definido e R's é alguilo.

Como ¢ utilizado na presente invencdo o termo "nitro"
significa -NO;; o termo "halogéneo" designa -F, -Cl, -Br ou
-I; o termo "sulfidrilo" significa —-SH; e o termo

"hidroxilo" significa -OH.

O termo "arilo" como ¢é utilizado na presente invencao
inclui grupos aromaticos de 5, 6 e 7-membros gue podem
incluir de =zero a quatro hetero—-atomos no anel, por
exemplo, fenilo, pirrolilo, furilo, tiofenilo, imidazolilo,
oxazol, tiazolilo, triazolilo, pirazolilo, piridilo,
pirazinilo, piridazinilo e pirimidinilo, e outros. Estes
grupos arilo que tém hetero-atomos na estrutura anular
podem também denominar-se "heterociclos de arilo" ou
"hetero—-aromdticos". O anel aromdtico pode ser substituido
numa ou mais posigdes do anel por substituintes como os
acima descritos como por exemplo, halogéneo, azida,
alquilo, aralquilo, algquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
hidroxilo, amino, nitro, sulfidrilo, imino, amido,
fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo, silil éter,
alguiltio, sulfonilo, sulfonamida, acetona, aldeido, éster,
um heterociclilo, uma fraccdo aromdtica ou heteroaromdtica,
-CF;, -CN, ou outra. Os grupos arilo podem também ser parte
de um grupo policiclico. Por exemplo, grupos arilo incluem
fracgbdes fundidas aromaticas como o naftilo, o antracenilo,

o0 quinolilo, o indolilo, e outros.

Grupos modificadores podem incluir grupos gque compreendem
estruturas de biotinilo, grupos com fluoresceina, um grupo
de dietileno-triaminapentaacetilo, um grupo (=) -

mentoxiacetilo, um grupo N-acetilneuraminilo, uma estrutura
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de colil ou um grupo iminiobiotinilo. Um peptideo da LPL
S447X pode ser modificada no seu terminal carboxi com um
grupo colil de acordo com métodos conhecidos na técnica
(ver por exemplo: Wess, G. et al., (1993) Tetrahedron
Letters, 34:817-822; Wess, G. et al., (1992) Tetrahedron
Letters 33:195-198; and Kramer, W. et al., (1992) J. Biol.
Chem. 267:18598-18604). Derivados e andlogos de colil podem
também ser utilizados como grupos modificadores, como o Aic
(3-(0-aminoetil-iso)-colil), qgue tem um grupo amino livre
que pode ser utilizado para modificar adicionalmente o
peptideo da LPL S447X. Um grupo modificador pode ser uma
"estrutura de biotinil", que inclui grupos de biotinil e
andlogos e derivados dos mesmos (como um grupo 2-
iminobiotinil). Noutra forma de realizacao, 0O grupo
modificador pode compreender um "grupo que contém
fluoresceina", como um grupo derivado da reaccdo de um
peptideo da LPL S447X com 5-(e 6-)-carboxifluoresceina,
éster succinimidilico ou isotiocianato de fluoresceina. Em
varias outras formas de realizacao, o(s) grupo (s)
modificador (es) pode (m) compreender um grupo N-
acetilneuraminil, um grupo trans-4-cotininacarboxil, um
grupo 2-imino-l-imidazolidineacetil, um  grupo (S)—-(-)~-
indolina-2-carboxil, um grupo (-)-mentoxiacetil, um grupo
2-norbornanoacetil, um gama-oxo-5-acenaftenobutirilo, um
grupo (-)-2-oxo-4-tiazolidinacarboxil, um grupo tetrahidro-
3-furoil, um grupo 2-iminobiotinil, um grupo
dietilentriaminopentaacetilo, um grupo 4-morfolinacarbonil,

um grupo 2-tiofenocacetil ou um grupo 2-tiofenosulfonil.

Uma LPL S447X terapéutica da invencgao pode ser
adicionalmente modificada para alterar as propriedades
especificas do composto enquanto que é retida a
funcionalidade desejada do composto. Por exemplo, numa

forma de realizagao, o composto pode ser modificado para
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alterar uma propriedade farmacocinética do composto, tal
como a estabilidade in vivo ou meia vida. O composto pode
ser modificado para marcar o composto com uma substdncia
detectavel. O composto pode ser modificado para acoplar o©
composto a uma fraccao terapéutica adicional. Para ainda
modificar o composto quimicamente, assim como para alterar
as suas propriedades farmacocinéticas, podem ser
derivatizados grupos reagentes. As Modificacdes C-terminais
potenciais incluem aquelas dgue reduzem a capacidade do
composto para agir como um substrato para
carboxipeptidases. Exemplos de modificadores C-terminais
incluem um grupo amido, um grupo etilamida e varios
aminodcidos ndo naturais, tals como D-aminodcidos e beta-
alanina. Alternativamente, quando o grupo modificador &
preso a extremidade carboxi terminal do dominio do nucleo
de agregacao, a extremidade amino-terminal do composto pode
ser adicionalmente modificada, por exemplo, para reduzir a
capacidade do composto de agir como um substrato para

aminopeptidases.

Uma LPL S447X terapéutica pode ser adicionalmente
modificada para marcar o composto reagindo o composto com
uma substancia detectédvel. As substancias detectaveis
adequadas incluem varias enzimas, grupos proteicos,
materiais fluorescentes, materiais luminiscentes e
materiais radioactivos. Exemplos de enzimas adequados
incluem peroxidase de rabano-silvestre, fosfatase alcalina,
beta-galactosidase, ou acetilcolinesterase; exemplos de
complexos de grupos proteicos adequados incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; exemplos de
materiais adequados fluorescentes incluem umbelliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansilo ou

ficoeritrina; um exemplo de um material luminiscente inclui
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luminol; e exemplos de material adequado radioactivo

123 124 125
I I I

incluem **C, , , , 1, ’T¢, °S oo “H. Uma LPL

S447X terapéutica pode ser radioactivamente marcada com
“c, seja por incorporacdo de '“C no grupo modificador ou
uma ou mais estruturas de aminodcido no composto. A LPL
S447X terapéutica marcada pode ser utilizada para testar a
farmacocinética in vivo dos compostos, assim como para
detectar a progressao da doenca ou tendéncia de um sujeito
para desenvolver uma doencga, por exemplo para fins de
diagnéstico. A distribuicdo no tecido da LPL S447X
terapéutica pode ser detectada utilizando uma LPL S447X
terapéutica marcada seja 1in vivo ou numa mostra in vitro
derivada de um sujeito. Para ser utilizada como um agente
de diagnéstico in vivo, uma LPL S447X terapéutica da
invengdo pode por exemplo ser marcada com tecnécio
radiocactivo ou i1odina. Um grupo modificador pode ser
escolhido que prové um sitio em que pode ser introduzido um
grupo de quelacao para o marcador, tal como um derivado Aic
de &cido cdélico, gue tem um grupo amino livre. Por exemplo,
um residuo de fenilalanina na sequéncia peptidica da LPL
S447X pode ser substituida com iodotirosil radioactivo.
Quaisquer dos diferentes isétopos de iodina radiocactiva
podem ser incorporados para criar um agente de diagndstico.

1221 (meia vida=13.2 horas) pode ser utilizada para a

cintigrafia de corpo inteiro, %%1

(meia vida=4 dias) pode
ser utilizada para a tomografia por emissdo de positrdes
(PET), '*°1 (meia vida=60 dias) pode ser wutilizada para

11 (meia vida=8 dias)

estudos de producao metabdlica e
pode ser wutilizada para a contagem de corpo inteiro e
estudos de formacdao de imagens de baixa resolucao

retardada.

Numa modificacdao quimica alternativa, uma LPL S447X

terapéutica da invencdo pode ser preparada numa forma

28/62



"oprofdrmaco", em que o composto por Ssi mesmo ndo age como
um agente terapéutico, mas que € capaz de ser transformado,
por metabolismo in vivo, numa LPL S447X terapéutica como o
definido na presente invencgao. Por exemplo, neste tipo de
composto, o grupo modificador pode estar presente numa
forma pré-fadrmaco que € capaz de ser convertido pelo
metabolismo na forma de uma LPL S447X terapéutica activa.
Esta forma de prdé-farmaco de um grupo modificador € na
presente invencado denominada como um "grupo modificador
secunddrio". Na técnica sdo conhecidas véarias estratégias
para preparar proé-farmacos peptidicos que limitem o
metabolismo para optimizar a administracao da forma activa
do medicamento baseado no peptideo (ver por exemplo, Moss,
J. (1995) in Peptide-Based Drug Design: Controlling
Transport and Metabolism, Taylor, M. D. & Amidon, G. L.
(Eds), Chapter 18).

Os andalogos peptidicos da LPL S447X da invencdo podem ser
preparados por técnicas standard conhecidas na
especialidade. Os andlogos peptidicos da LPL S$S447X podem
estar compostos, pelo menos em parte, por um peptideo
sintetizado usando técnicas standard (tais como as
descritas em Bodansky, M. Principles of Peptide Synthesis,
Springer Verlag, Berlin (1993); Grant, G. A. (ed.).
Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman and
Company, New York (1992); ou Clark-Lewis, I., Dewald, B.,
Loetscher, M., Moser, B., & Baggiolini, M., (1994) J. Biol.
Chem., 269, 16075-16081). Os sintetizadores de peptideos
automatizados estao comercialmente disponiveis (por
exemplo, Advanced ChemTech Model 396. Milligen/Biosearch
9600) . Os peptideos podem ser testados para actividade de
acordo com métodos standard. 0Os peptideos podem ser
purificados por HPLC e analisados por espectrometria de

massas. Os peptideos podem ser dimerizados via uma ponte de
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dissulfureto formada por oxidacdo suave das cisteinas
utilizando 10% de DMSO em Aagua. Depois da purificacao por
HPLC, a formacao do dimero pode ser verificado, por
espectrometria de massas. Um ou mais grupos modificadores
podem ser fixados a um peptideo da LPL S447X por métodos
standard, por exemplo utilizando métodos para a reacgao
através de um grupo amino (por exemplo, o grupo alfa-amino
no termo amino de um peptideo), um grupo carboxilo (por
exemplo, no termo carboxi de um peptideo), um grupo
hidroxilo (por exemplo, num residuo de tirosina, serina ou
treonina) ou outro grupo adeguado reactivo numa cadeia
lateral de aminodcido (ver por exemplo, Greene, T. W. &
Wuts, P. G. M. Protective Groups in Organic Synthesis, John

Wiley and Sons, Inc., New York (1991)).

Noutro aspecto da invencao, os peptideos da LPL S447X podem
ser preparados de acordo com as técnicas de ADN
recombinante standard utilizando uma molécula de 4acido
nucleico gque <codifica o ©peptideo. Uma sequéncia de
nucleotideos que codifica o peptideo de interesse pode ser
determinado utilizando o cdédigo genético e uma molécula
oligonucleotideo gque tem esta sequéncia de nucleotideos
pode ser sintetizada por métodos de sintese de ADN standard
(por exemplo, utilizando um sintetizador de ADN
automatizado). Alternativamente, uma molécula de ADN qgue
codifica um composto peptidico pode ser derivado do gene da
proteina precursora natural ou ADNc (por exemplo,
utilizando a reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) e/ou
digestdao com a enzima de restricao) de acordo com as
técnicas standard de biologia molecular. Por exemplo, o©
fragmento de ADNc da LPL tipo selvagem humana pode ser
clonado por RT-PCR do ARN total do tecido adiposo humano
utilizando 0s seguintes iniciadores 5 e 3" UTR

respectivamente; 5'-ATA GAA TTC GGA TCC ATC GAT/GC TCC TCC
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AGA GGG ACG GCG CCC CG-3' (gque introduz um sitio 5' EcoRI,
BamHI e Clal da sequéncia codificante da LPL) e 5'-TAT GTC
GAC TAG ATA TC/GCC GTT CTT TGT TCT GTA GAT TCG CCC-3' (que
introduz os sitios 3' SalIl, Xbal e EcoRV da sequéncia
codificante de LPL). Os ADNcs da LPL S447X podem ser
derivados do ADNc da LPL de 1.6kb de tipo selvagem humana
por mutagénese sitio dirigido (que pode ser confirmada pela
sequenciagao, ver Henderson et al., 1991, Journal of
Clinical Investigation 87, 2005-2011; e, Zhang et al., 1996
Biochimica et Biophyisica Acta 1302, 159-166).

A invencao também prové uma molécula de 4&acido nucleico
isolada que compreende uma sequéncia de nucleotideos gue
codifica um peptideo da LPL S447X da invencdo. A expressao
"molécula de &cido nucleico" inclui moléculas de ADN e
moléculas de ARN qgue podem ser monocatendrios ou
bicatendrios. Nas formas alternativas de realizar a
invencdo, o 4acido nucleico isolado codifica um peptideo em

que um ou mais aminodcidos sao alterados ou deletados.

Para facilitar a expressao de um composto peptidico numa
célula hospedeira por técnicas standard de ADN
recombinante, o &cido nucleico isolado que codifica o
peptideo pode ser incorporado num vector de expressao
recombinante. Consequentemente, a invencao também prové
vectores de expressao recombinantes que compreendem as
moléculas de A&acido nucleico da invencao. Como é utilizado
na presente invencgdo, o termo "vector" refere-se a um acido
nucleico, proteina, lipido ou outra molécula capaz de
transportar um 4&acido nucleico ao qual ele foi 1ligado
funcionalmente. Os vectores podem incluir plasmideos de ADN
bicatendrio circular e vectores viricos. Certos vectores
sdo capazes de fazer a replicacao autdénoma numa célula

hospedeira na que sao introduzidos (tais comoc vectores
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bacterianos que tém uma origem bacteriana de replicacado e
vectores de mamifero episomal). Outros vectores (tais como
vectores de mamifero nado episomal) podem ser integrados no
genoma de uma célula hospedeira por introdugdao na célula
hospedeira, e desse modo podem-se replicar ao longo do
genoma hospedeiro. Certos vectores podem ser capazes de
dirigir a expressao de genes aos quais eles estao ligados

funcionalmente.

Nos vectores recombinantes da invencao, a sequéncia de
nucleotideos que codifica um peptideo pode ser 1ligado
funcionalmente a uma ou mais sequéncias reguladoras,
seleccionadas com base nas células hospedeiras a ser
utilizadas para a expressao. As expressdes "ligadas
funcionalmente" ou ligacao "funcional" significam que as
sequéncias que codificam o peptideo estdo 1ligadas a(s)
sequéncia(s) regulador(as) de forma a gque permitam a
expressdo do composto peptidico. A expressdao "sequéncia
reguladora™ inclui promotores, intensificadores, sinais de
poliadenilacao e outros elementos de controlo da expressao.
Estas sequéncias reguladoras estdao descritas, por exemplo,
em Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in

Enzymology 185, Academic Press, san Diego, Calif. (1990).

As sequéncias reguladoras incluem aquelas que dirigem a
expressdo constitutiva de uma sequéncia de nucleotideos em
muitos tipos de células hospedeiras, agquelas que dirigem a
expressdao da sequéncia de nucleotideos sb6 em determinadas
células hospedeiras (tais como sequéncias reguladoras
especificas do tecido) e aquelas que dirigem a expressdo de
uma maneira reguldvel (tal como sé na presenca de um agente
de inducao). O desenho do vector de expressao pode depender

de factores tais como a escolha da célula hospedeira para
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ser transformada e o nivel de expressao do composto

peptidico desejado.

Os vectores de expressao recombinantes da invengado podem
ser desenhados para a expressao de compostos peptidicos nas
células procaridticas ou eucaridéticas. Por exemplo, 0sS
compostos peptidicos podem ser expressos em células
bacterianas tais como E. coli, células de insecto (usando
vectores de expressao de baculovirus) células de levedura
ou células mamiferas. As células hospedeiras adequadas sao
discutidas adicionalmente em Goeddel, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, Calif. (1990). Alternativamente, o vector de
expressao recombinante pode ser transcrito e traduzido in
vitro, por exemplo usando sequéncias reguladoras do
promotor T7 e T7 polimerase. Exemplos de vectores para a
expressao em levedura S. cerivisae incluem pYepSecl
(BRaldari et al., (1987) EMBO J. 6:229-234), pMFa (Kurjan &
Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et
al., (1987) Gene 54:113-123), e PYES2 (Invitrogen
Corporation, San Diego, Calif.). Os vectores de baculovirus
disponiveis para a expressao de proteinas ou peptideos nas
células de insecto cultivadas (por exemplo, células Sf 9)
incluem as séries pAc (Smith et al., (1983) Mol. Cell.
Biol. 3:2156-2165) e as gséries pVL (Lucklow, V. A., &
Summers, M. D., (1989) Virology 170:31- 39). Exemplos de
vectores de expressao mamiferos incluem pCDM8 (Seed, B.,
(1987) Nature 329:840) e pMT2PC (Kaufman et al. (1987),
EMBO J. 6:187-195) . Quando utilizadas nas células
mamiferas, as fungdes de controlo do vector de expresséao
sao muitas vezes providas por elementos reguladores
viricos. Por exemplo, promotores comummente utilizados sao
derivados de polioma, adenovirus 2, citomegalovirus e Virus

Simios 40.
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Adicionalmente as sequéncias de controlo reguladoras, o0s
vectores de expressao recombinantes podem conter sequéncias
de nucleotideos adicionais, tais como um gene marcador
genético para identificar as células hospedeiras que tém o
vector incorporado. Os genes marcadores genéticos sao bem
conhecidos na técnica. Para facilitar a secrecao do
composto peptidico de uma célula hospedeira, em particular
das células hospedeiras mamiferas, o vector de expressao
recombinante preferencialmente codifica uma sequéncia sinal
ligado funcionalmente as sequéncias que codificam o
terminal amino do composto peptidico, de forma a que apds a
expressdo, o composto peptidico € sintetizado com a
sequéncia sinal fundido no seu terminal amino. Esta
sequéncia sinal dirige o composto peptidico na via
secretora da célula e esta € seguidamente clivada,
permitindo a libertacdo do composto do peptideo maduro
(isto é o composto peptidico sem a sequéncia sinal) da
célula hospedeira. A utilizacdo de uma sequéncia sinal para
facilitar a secrecdo das proteinas ou dos peptideos das

células hospedeiras mamiferas é bem conhecida na técnica.

Um vector de expressdo recombinante que compreende um acido
nucleico que codifica um composto peptidico pode ser
introduzido numa célula hospedeira para produzir o composto
peptidico na célula hospedeira. Consequentemente, a
invencao também prové células hospedeiras que contém os
vectores de expressao recombinantes da invencao. As
expressdes "células hospedeiras" e "as células hospedeiras
recombinantes" sao na presente invencao utilizadas
indistintamente. FEstas expressbes referem-se nao sé6 a
célula objecto particular mas também a progénie ou progénie
potencial dessa célula. Porque certas modificacgbes podem
dar—-se nas geracbes posteriores seja devido a mutacdao ou

devido a influéncias meio ambientais, esta progénie nao
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pode, de facto, ser idéntica a célula mde, mas esta
incluida dentro do admbito da expressao como € utilizada na
presente invencdo. Uma célula hospedeira pode ser qualquer
célula ©procaridtica ou eucaridtica. Por exemplo, um
composto peptidico pode ser expresso nas células
bacterianas tais como E. coli, células de insecto, levedura
ou células mamiferas. O composto peptidico pode ser
expresso in vivo num sujeito para o sujeito por tratamento

genético (discutido adicionalmente abaixo).

O wvector de ADN pode ser introduzido nas células
procaridticas ou eucaridticas via técnicas de transformacao
ou de transfecgao convencionais. 0Os termos "transformacao"
e "transfeccao" referem-se a técnicas para introduzir um
dcido nucleico externo numa célula hospedeira, incluindo
fosfato de cdlcio ou coprecipitacdo de cloreto de céalcio,
transfeccgao mediada por dextrano DEAE, lipofeccao,
electroporacdo, microinjeccdo e transfeccdo mediada virica.
Os métodos adequados para transformar ou transfectar as
células hospedeiras podem por exemplo ser encontrados em
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory press (1989), e
outros manuais de laboratério. Os métodos para introduzir
ADN nas células mamiferas in vivo sao também conhecidos, e
podem ser utilizados para administrar o ADN vector da

invencdo a um sujeito para o tratamento genético.

Para a transfeccdo estdavel das células mamiferas, € sabido
que, dependendo do vector de expressao e da técnica de
transfeccdo utilizada, s& uma pequena fraccdo das células
pode integrar o ADN estrangeiro no seu genoma. Para
identificar e seleccionar estes integrantes, um gene gue
codifica um marcador genético (tal como resisténcia aos

antibidéticos) pode ser introduzido nas células hospedeiras
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juntamente com o gene de interesse. 0Os marcadores genéticos
preferidos d1ncluem aqueles que conferem resisténcia aos
medicamentos, tais como G418, higromicina e metotrexato. Os
dcidos nucleicos que codificam um marcador genético podem
ser introduzidos numa célula hospedeira no mesmo vector qgue
codifica o composto peptidico ou pode ser introduzido num
vector separado. As células transfectadas de maneira
estdvel com o 4acido nucleico introduzido podem @ser
identificadas por seleccdo de medicamento (as células gue
incorporaram o gene marcador genético sobreviverd, enquanto

gue as outras células morrerao).

Um &cido nucleico da invencdo pode ser administrado as
células in vivo utilizando os métodos tais como a injeccao
directa de ADN, a absorcadao de ADN mediado por receptor, a
transfeccdo mediada por virus ou a transfeccdo ndo virica e
a transfeccado baseada em lipidos, todos eles podem envolver
a utilizacao de vectores do tratamento genético. A injeccao
directa foi utilizada para introduzir ADN nu nas células 1in
vivo (ver por exemplo, Acsadi et al. (1991) Nature 332:815-
818; Wolff et al. (1990) Science 247:1465-1468). Pode ser
utilizado um aparelho de administragao (por exemplo, uma
"pistola de genes") para injectar ADN nas células in vivo.
Este aparelho pode estar comercialmente disponivel (por
exemplo, de BioRad). O ADN nu pode também ser introduzido
nas células complexando o ADN num catidao, tal como poli-
lisina, que €& acoplada a um ligando para um receptor da
superficie celular (ver por exemplo Wu, G. & Wu, C. H.
(1988) J. Biol. Chem. 263:14621; Wilson et al. (1992) J.
Biol. Chem. 267:963-967, e Pedido de Patente norte-
americana No. 5,166,320). A uniao do complexo de ligando de
ADN ao receptor pode facilitar a absorcdao do ADN por
endocitose mediado por receptor. Um complexo de ligando de

ADN ligado a capsides de adenovirus que desagregam
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endossomas, libertando deste modo material no citoplasma,
pode ser utilizado para evitar a degradacgao do complexo por
lisossomas intracelulares (ver por exemplo Curiel et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8850. Cristiano et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2122-2126).

Os retrovirus defeituosos estdo bem caracterizados para
serem utilizados como vectores de tratamento genético (para
uma revisdao ver Miller, A. D. (1990) Blood 76:271). Os
protocolos para produzir retrovirus recombinantes e para
infectar células in vitro ou in vivo com estes virus podem
ser encontrados em Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates,
(1989), Sections 9.10-9.14 e outros manuais de laboratdrio
standard. Exemplos de retrovirus adequados incluem pLJ,
pZIP, pPWE e pEM que sao bem conhecidos dos técnicos
especializados. Exemplos de linhas de virus de
empacotamento adequadas incluem. pwyi.Crip, .pyi.Cre,
.pyYi.2 e .pyi.Am. Os retrovirus tém sido utilizados para
introduzir uma variedade de genes em muitos tipos de
células diferentes, incluindo as células epiteliais, as
células endoteliais, os 1linfdécitos, os mioblastos, os
hepatdécitos, as células de medula oéssea, 1in vitro e/ou 1in
vivo (ver por exemplo Eglitis, et al. (1985) Science
230:1395-1398. Danos & Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:6460-6464. Wilson et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al. (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:6141-6145; Huber et al. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury
et al. (1991) Science 254:1802-1805; wvan Beusechem et al.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7640-7644; Kay et al.
(1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al. (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al.
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(1993) J. Immunol. 150:4104-4115; Pedido de Patente norte-
americana No. 4,868,116; Pedido de Patente norte—-americana
No. 4,980,286; Pedido de Patente PCT WO 89/07136; Pedido de
Patente PCT WO 89/02468; Pedido de Patente PCT WO 89/05345;
e Pedido de Patente PCT WO 92/07573).

Para ser utilizado como um vector de tratamento genético, o
genoma de um adenovirus pode ser manipulado para que
codifique e expresse um composto peptidico da invencao, mas
¢ inactivado engquanto a sua capacidade para se replicar num
ciclo de vida virico litico normal. Ver por exemplo Berkner
et al. (1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al. (1991)
Science 252:431-434; e Rosenfeld et al. (1992) Cell 68:143-
155. 0s vectores adenoviricos adequados derivados da cepa
de adenovirus Ad tipo 5.d1324 o outras cepas de adenovirus
(por exemplo, Ad2, Ad3, Ad7 etc.) sao conhecidos pelos
técnicos especializados. Os adenovirus recombinantes séao
vantajosos porque nao requerem a divisdao das células para
serem veiculos de administracado de genes eficazes e podem
ser utilizados para infectar uma grande variedade de tipos
de células, incluindo o epitélio das vias aéreas (Rosenfeld
et al. (1992) citado supra), as células endoteliais
(Lemarchand et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:6482-6486), o0s hepatdcitos (Herz & Gerard (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:2812-2816) e as células musculares
(Quantin et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2581-
2584) .

Um virus adenoassociado (AAV) pode ser utilizado como um
vector de tratamento genético para a administracdo de ADN
com o fim de um tratamento genético. O AAV é um virus de
origem natural defeituoso que requer outro virus, tal como
um adenovirus ou um herpesvirus, como um virus auxiliar

para a replicacao eficaz e um ciclo de vida produtivo
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(Muzyczka et al. Curr. Topics in Micro. and Immunol. (1992)
158:97-129). O AAV pode ser utilizado para integrar ADN em
células gque nao estdo divididas (ver por exemplo Flotte et
al. (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356;
Samulski et al. (1989) J. Virol. 63:3822-3828; e McLaughlin
et al. (1989) J. Virol. 62:1963-1973). Um vector de AAV
como o descrito por Tratschin et al. (1985) Mol. Cell.
Biol. 5:3251-3260 pode ser utilizado para introduzir ADN
nas células (ver por exemplo Hermonat et al. (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470; Tratschin et al. (1985)
Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081; Wondisford et al. (1988) Mol.
Endocrinol. 2:32-39; Tratschin et al. (1984) J. Virol.
51:611-619; e Flotte et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:3781-
3790). Os vectores lentivirais de tratamento genético podem

também ser adaptados para serem utilizados na invencéao.

Os métodos gerais para o tratamento genético sao conhecidos
na técnica. Ver por exemplo, o Pedido de Patente norte-
americana No. 5,399,346 de Anderson et al. Uma cdapsula
biocompativel para administrar material genético esta
descrito no Pedido de Patente PCT WO 95/05452 por Baetge et
al. Os métodos de transferéncia de genes nas células
hematopoiéticas foram também previamente providas (ver
Clapp, D. W., et al., Blood 78: 1132-1139 (1991); Anderson,
Science 288:627-9 (2000) ; e, Cavazzana-Calvo et al.,
Science 288:669-72 (2000).

A deficiéncia genética da LPL pode ser classificada em trés
categorias dependendo das caracteristicas da proteina LPL.
Os doentes hipertrigliceridémicos tipo I tém uma massa de
proteina LPL de muito baixa a nenhuma. Os doentes tipo II
produzem pouca proteina LPL pré-heparina mas o nivel
aumenta apdés o tratamento com heparina. Na classe tipo III,

hd grandes quantidades de proteina pré-heparina circulante
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com uma mudanca peguena nos niveis depois do desafio da
heparina. Ainda que a utilidade deste sistema de
classificacao ¢ limitado, com alguns doentes heterozigotos
do composto que se estendem em duas destas classes, a
clarificacdao da presenca ou auséncia da proteina LPL no
plasma pode ser 1mportante para decidir quais os doentes
gue sao muito propensos a tolerar a transferéncia de genes
sem uma reaccdo imunoldgica a LPL S447X terapéutica, sendo
0 espectro de doentes do tipo I, o0s mals propensos a
desenvolver uma reacc¢do imunoldgica, sendo o dos doentes
tipo II, o0s menos propensos a desenvolver uma reacgao

imunoldgica.

EXEMPLO 1

Administracdao da proteina LPL S447X por tratamento genético

Um modelo de rato com deficiéncia da LPL humana foi criado
por focalizacao de genes para inactivar o gene da LPL de
murino. Todas as crias (-/-) homocigotas morrem 48 horas
apdés o nascimento com guilomicronemia massiva de leite
materno. Ao tentar resgatar as crias -/-, a administracéo
intramuscular de adenovirus recombinante contendo o gene da
LPL humana de tipo selvagem (Ad-LPL) sozinha ndo resultou
num aumento significativo de massa da LPL humana no plasma
pds—-heparina e nao resgatou a mortalidade de uma

deficiéncia total da LPL.

A administracao intramuscular de um vector de tratamento
genético Ad-447 a crias recém-nascidas resultou na aparicao
de massa da LPL humana em niveis altos no plasma pds-—
heparina. Numa ninhada de 4 crias, 2 foram injectadas com
Ad-447 (2X10° Pfu em 100 ul de PBS) em 4 sitios (25

nl/sitio) em 4 extremidades no dia do nascimento. Dois

40/62



dias depois, a heparina foi injectada a 1000 wu/kg
intraperitonealmente e as crias foram sacrificadas por
decapitacdao para recolher aproximadamente 10 a 20 pl de
plasma pds—-heparina para andlise. Uma extremidade anterior
e uma posterior foram colhidas e homogeneizadas a 100 mg/ml

em tampao de extracgcao. O0s resultados estdao mostrados no

quadro 1.
Quadro 1

Cont'l Ad-447
Massa da LPL no plasma pds—heparina: 61.9 5351.2
(ng/ml) 61.0 8992.6
Actividade da LPL no musculo homogeneizado: 43.2 215.6
(mU/ml) 35.8 119.7
Massa da LPL no musculo homogeneizado: 29.5 1820.7
(ng/ml) 45.3 1478.7

Estes resultados mostram gque a administracado intramuscular
de uma LPL S447X terapéutica por transferéncia de genes
mediada por adenovirus resultou num aumento significativo
da massa da proteina da LPL humana no plasma pds—-heparina.
Estes resultados sao indicativos dos resultados
surpreendentemente vantajosos obteniveis com a utilizacéao
da LPL S447X terapéutica da invencgao, em comparacao com a

LPL de tipo selvagem.

Um vector de adenovirus da invencdo para o tratamento
genético pode ser produzido por exemplo utilizando o kit
Adeno-Quest™ comercializado por Quantum Biotechnologies
Inc. (Montreal, QC, Canada). Num exemplo desta abordagem,
0os ADNcs foram clonados no plasmideo transbordador pQBI-
AdCMV5, gque contém o promotor CMV5 e intensificador e uma

poli A de globina. Os ADNcs da LPL (tipo selvagem e S447X)
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foram digeridos por duplicado com HindIII e Xbal e
inseridos no sitio de BamHI via 1ligacdo sem corte da
extremidade. O gene da LPL humana foi inserido 1.5 unidades
de mapa (mu) a jusante desde a extremidade 5' do genoma do
adenovirus e foi seguido de 9.4-15.5 mu de Ad5 permitindo a
recombinacgao homéloga. O vector transbordador e a
extremidade direita digerida por Clal, o fragmento deletado
com E3 do genoma Ad5 foil co-transfectado em 293 células por
precipitacdo de fosfato de cédlcio e coberto com 0.8% de
agarose em DMEM/5% de FBS. Depois da purificacdo em placas,
um clone de alta expressao foli seleccionado e amplificado.
No dia 9 e 14, as placas in vitro foram rastreadas para a
actividade LPL. Dois clones com a actividade LPL méxima
foram escolhidos, a placa fol purificada uma segunda vez e
amplificada numa cultura celular de 293A em placas de 15
cm. A purificacgdo dos virus recombinantes de alta titulacgéao
(~3x10'"  Pfu/ml) foi executada por <ciclos duplos de
ultracentrifugacdo com gradiente de densidade CsCl. As
reservas dos virus purificados foram dializadas contra 4
mudangas de solucgao salina tamponada com HEPES (HBS, 20mM
de HEPES, 150 mM de NaCl, pH 7.3) com 10% de glicerol
durante 16-18 horas e armazenadas a -80°C. Como o acima
descrito. Os titulos das reservas viricas foram
determinados por ensaio em placas utilizando 293 células. O
titulo foi calculado como unidades de formacao de placas
por mililitro (Pfu/ml) e foi 1-3 X 10 Pfu/ml. As
preparacgdes do virus foram quantificadas pelo ensaio de
proteina de Lowry a consisténcia revelou ~50 particulas por

Pfu de todas as preparacdes de Ad-LPL e Ad-447.

EXEMPLO 2

Um adenovirus de serdétipo 5 contendo um gene da LPL S447X

sobre o controlo do promotor CMV foi desenvolvido (Ad-447
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como o descrito no exemplo 1), e o seu efeito foi comparado
com os efeitos de uma LPL tipo selvagem contendo
adenovirus. O modelo animal empregue foi o modelo de rato
knockout da LPL +/- (Coleman et al., 1995, The Journal of
Biological Chemistry 270[21], 12518-12525).

Os estudos preliminares in vitro feitos nas células HepG2
indicaram uma relacdo de resposta as doses para actividade
LPL para o virus Ad-447 de uma magnitude similar ao do
adenovirus que contém a LPL de tipo selvagem. Houve, no
entanto, uma diferenca marcada na quantidade de massa
imunoreactiva da LPL. A massa 1imunoreactiva da LPL nas
células tratadas com Ad-447, a uma MOI de 50 que infecta
essencialmente 100% das células, foi aproximadamente 4

vezes superior que aquela de Ad-LPL.

Quando a relacdo da resposta a doses do virus Ad-447 foi
analisada numa pequena coorte de ratos via 1njeccgéao
intravenosa, foram obtidos resultados inesperados. O nivel
de actividade LPL nao foil responsivo a multiplicacgdes do
virus (5x10°, 1x10° ou 2x10° Pfu/rato). O nivel da
actividade foi similar ao observado no coorte de ratos
dando 5x10° Pfu de Ad-LPL. No entanto, o nivel da proteina
LPL. observado nestes ratos foil excepcionalmente alto.
Apesar da actividade aparentemente comecar a decrescer ao
7°. dia, a massa imunoreactiva continuou a aumentar nas
trés doses a um nivel de aproximadamente 35-40,000 ng/ml.
Foi observado gque a maioria desta proteina no 7° dia no
plasma pré-heparina e a pequena variacao na actividade
lipolitica indicou que estava amplamente numa forma
inactiva. Aproximadamente 5000ng/ml foram encontrados
exclusivamente no plasma pds-heparina. Passados 70 dias, os
niveis da actividade LPL nos ratos a que foi administrado

Ad-447 seguiam os da Ad-LPL de perto e voltaram aos niveis
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de base de referéncia entre 6 e 10 semanas pds—-injeccao. No
entanto, o0s niveis de proteina imunoreactiva LPL foram
significativamente elevados nos ratos que receberam Ad-LPL
ou Ad-447 com niveis na coorte de Ad 447 mantendo niveis
profundamente elevados no grupo de Ad-LPL do tipo selvagem.
Os niveis de TG foram significativamente reduzidos nas trés
doses de Ad-447 de modo similar a 5x10° Pfu Ad-LPL. Tanto o
colesterol total como o) colesterol HDL foram

significativamente reduzidos até ao dia 14.

Para demonstrar resposta as doses, o0s ratos com +/- LPL
(n=5/grupo) foram subministrados com 5x10’ ou 5x10% Pfu de
Ad 447 ou de Ad-LPL (uma dose 5x10’ Pfu é equivalente a
aproximadamente 5x10° particulas). A uma dose de 5x10° Pfu
de Ad-LPL ou de Ad-447 por rato, houve um aumento
significativo de 2, 7 vezes na actividade LPL no plasma
acompanhado por um aumento significativo nos niveis de
proteina LPL no 5° dia pds—-transferéncia de genes. Os
niveis correspondentes de TG, HDL-C e Total-C também
desceram significativamente. A esta dose, a uUnica diferenca
significativa entre o adenovector contendo o ADNc da LPL
tipo selvagem contra o Ad-447 foi o nivel de proteina LPL
no plasma, que foi elevado no grupo Ad-447. Ainda que 0S
niveis de proteina LPL pds—-heparina foram
significativamente elevados em ambos grupos sobre a base de
referéncia ou ratos de controlo, estes foram ainda mais
profundamente elevados no grupo Ad-447 (p<0.03). As
diferencas mais provocativas foram somente observadas na
dose inferior e estavam nas medidas de TG e de colesterol.
3 dias apdés a transferéncia dos genes, o0s niveis de TG
estavam significativamente diminuidos nos dois grupos Ad-
LPL e Ad-447, indicando a eficdcia da LPL transferida nos
dois grupos de ratos. No entanto, houve um aumento

significativo no HDL-C e no Total-C somente no grupo Ad-447
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(p<0.01 e p<0.03 respectivamente, em comparagcao com O
tratamento de referéncia ou de Ad-LPL). A magnitude destas
alteracdes, quando comparadas com os niveis de referéncia,
indica gque a maioria do aumento em Total-C estd na fraccgao
HDL-C. Nesta mesma dose na coorte Ad-LPL, houve uma ligeira
diminuicdo no Total-C e no HDL-C com apenas a redugaoc em
Total-C adquirindo importéncia (p=0.04). Isto ilustra um
teor de HDL-C aumentado apds a transferéncia de genes
mediada por adenovirus do gene da LPL S447X humana nos
ratos. Uma elevacao similar significativa da fraccgao de

HDL-C foi observada no 7°. dia, resolvendo-se no dia 14.

EXEMPLO 3

Este exemplo ilustra que a massa e a actividade LPL esta
associada com a gravidade da isquemia e angina de peito,
indicando que a terapéutica com S447X da presente invencao
pode ser utilizada para tratar condicdes deste tipo

elevando a massa ou actividade da LPL.

Neste exemplo, o0s niveis pds—-heparina da actividade e da
massa da LPL foram medidos numa grande coorte de doentes de
CHD masculinos que participaram no estudo REGRESS, um
ensaio de regressdo redutora de lipidos (Jukema et al.,
1995, Circulation 91: 2528-2540). Adicionalmente foram
analisadas as relacdes entre a actividade e a massa da LPL
e a gravidade de angina de peito de acordo com a
classificacdo NYHA e a isguemia silenciosa num controlo
ambulatério (A)ECG de 24 horas. Os resultados indicaram que
os doentes em diferentes quartis da actividade e da massa
da LPL tiveram uma gravidade diferente de angina; um total
do 47% de doentes no quartil da LPL inferior indicou uma
angina de classe 3 ou 4. Contrariamente, sé 29% no quartil

da actividade maxima (p = 0.002) teve uma angina severa.
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Estes pardmetros foram suportados pelos resultados de AECG;
em que a carga total isquémica no quartil da actividade LPL
inferior foi 36.5 (104,1) mm.min, versus 14.8 (38.8) mm.min
no quartil mais alto da actividade LPL (p=0.001). Os niveis
da actividade LPL estiveram fortemente correlacionados com
a massa da LPL (r=0.70; r<0.0001). Uma associacgéao
significativa foi também demonstrada entre a massa da
proteina LPL e a classe NYHA (p=0.012). Estes resultados
demonstram uma relacao significativa entre a massa e a
actividade LPL e a gravidade da isquemia como a definida
pela classe de angina e AECG, indicando que a LPL S447X
terapéutica que ajusta uma massa ou actividade LPL eficaz
pode ser utilizada para tratar a isquemia e a angina de

peito.

EXEMPLO 4

Este exemplo ilustra que a proteina LPL S447X esta
relacionada com a proteccdo contra a cardiopatia coronéaria,
indicando que a S447X terapéutica da presente invencado pode
ser utilizada para tratar esta condicdo. De forma aleatdria
foi constatado gque um total de 1114 homens e 1144 mulheres
a partir do Framingham Offspring Study (FOS) tinham
presenca do gene da LPL S447X. A frequéncia do veiculo do
alelo da LPL S447X foi 17%, e no estado portador do homem
foi associado com os niveis totais de colesterol mais alto
(TC) (A=6.2 mg/dl, p=0.03), HDL-C mais alto (A=2.3 mg/dl,
p=0.01) e triglicerideo inferior (TG) (A =-19.4 mg/dl,
p=0.02). Além disso, nos homens o alelo da LPL S447X
conferiu proteccdo significativa contra CHD (estimativa de

risco relativo: 0.43; p=0.04).

EXEMPLO 5

46/62



Este exemplo demonstra a utilidade da LPL S447X terapéutica
num modelo alternativo da doenca humana. O modelo animal
empregue foli o modelo de rato knockout completamente
deficitdrio de (-/-) ApoE. O efeito terapéutico de um
serdétipo 5 de adenovirus gque contém um gene da LPL S447X
sobre o controlo do promotor CMV (virus Ad-447) foi
comparado com o efeito terapéutico de um adenovirus qgue
contém a LPL do tipo selvagem (Ad-LPL), e com uma fosfatase

alcalina de controlo (AP) contendo adenovirus (Ad-AP).

A injeccao intravenosa na veila da cauda de 5x10° Pfu de Ad-
447 ou Ad-LPL tipo selvagem resultou numa grande reducgao
dos niveis de TG no plasma e um grande aumento na
actividade da LPL e nos niveis de massa de proteina no
plasma pds-heparina, em comparacdao com o0s ratos Ad-AP
injectados com controlo, revelando a eficdcia surpreendente
da LPL S447X terapéutica nos tratamentos alternativos que

envolvem a modulacgcao da actividade ou da massa da LPL.

Quadro 2
Plasma pré-heparina Plasma pds-heparina
Virus N TG HDL-C T-C Actividade Massa da LPL
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) LPL (mU/ml) (ng/ml)
Controlo 2 34 + 7 12 £ 1 192 = 1 784 £ 222 13 + 22
Ad-447 1 0 14 178 1395 9810
Ad-LPL 2 5+ 3 13 =+ 4 178 = 3 1335 + 39 5511 + 3447

O quadro 2 ilustra as medidas da LPL e dos lipidos 3 dias
apés a administracdo de 5x10° Pfu de Ad-LPL, Ad-447 ou
fosfatase alcalina de controlo a ratos deficitdrios de
ApoE. De acordo com 0s dados obtidos nos ratos
heterozigotos deficitdrios da LPL, os triglicerideos do
plasma foram diminuidos engquanto que a actividade LPL e os
niveis de massa proteica foram aumentados nos ratos que

receberam Ad-LPL ou Ad-447, com Ad-447 provendo
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comparativamente uma maior reducao de TG, maior actividade

da LPL e um aumento da massa da LPL muito significativa.

Um  protocolo exemplar para analisar o) efeito da
administracao intravenosa e intramuscular de uma LPL S447X
terapéutica num modelo de doenca animal sao os seguintes.
Um serdtipo 5 de adenovirus que contém um gene da LPL S447X
segundo o controlo do promotor CMV (Ad-447) pode ser
comparado com o0s efeitos de uma LPL tipo selvagem contendo
adenovirus, Ad-LPL. O modelo animal pode ser o modelo do
rato knockout +/- LPL (Coleman et al., 1995, The Journal of
Biclogical Chemistry 270[21], 12518-12525). Por exemplo,
uma dose total de 5x10° Pfu pode ser diluida em 120ul com
uma solucdao de solucdo salina estéril e dividida em 4
partes iguais. Um volume de 30ul pode ser injectado
directamente no tibial anterior e o gastrocnémio das duas
patas de cada rato para uma dose total de 5x10° Pfu por
rato. O sangue pode ser obtido nos 3°. e 7°. dias péds-—
tratamento e as categorias musculares podem ser isoladas 14

dias pds—-tratamento para a andlise do tecido.

CONCLUSAO

Apesar de que varias formas de realizar a invengdo estéao
descritas aqui, muitas adaptacdes e modificagdes podem ser
feitas dentro do é&ambito da invencdo de acordo com O
conhecimento comum geral dos técnicos especializados. Estas
modificacgdes incluem a substituicao de equivalentes
conhecidos para qualgquer aspecto da invencao para obter o
mesmo resultado substancialmente da mesma maneira. As
variagdes numéricas incluem os numeros que definem a
variacdo. Na especificacdo, a palavra "compreendendo" ¢é
utilizada como um termo indefinido, substancialmente

equivalente a frase "incluindo, mas ndo limitado a", e a
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palavra "compreende" tem um significado correspondente. A

citacao das referéncias na presente invencado nao deve ser

interpretada como uma admissao de que estas referéncias

representam a técnica anterior a presente invencéao.
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3B

Pro

Pré

Ser

Ile

205

Als

Val

Lau

Ale

ASn

283

Met

Gln

Gln

Ile

Lau

365

Lys

Ala

hsp

Pro

120

Tyr

Ile

Lys

Azn

Zhe

aTn

Leu

Tor

Val

Ala

Pro

350

Tie

Trp

Gly

nsp

175

Gly

Fro

Aryg

nys

GEln

255

Glu

Giy

T

Lys

Pha

335

Fhe

Tyr

Lya

Pro

160

Mla

Arg

Azn

Val

Sar

240

Elu

Liys

Tyr

Lya

Tiae

320

Glu

Thr

Thr

Sear
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Asp Ser Tyr Phe Ser Trp Ser Asp Trp Trp Ser Ser Fro Gly Phe Bla
385 380 395 400

Ile Gin Lys Ile Arg Val Lys Ala Gly Glu Thr Gln Lys Lys Val Ils
405 410 415

Phe Cys Ser Arg Glu Lys Vel Ser His Leu Gln Lys Gly LZys Ala Pro
420 425 430

Als val Fha ¥zl Lys Cys His Asp Lys Ser Leu Asn Lys Lys
435 440 445

<210> 2
<211> 475
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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Mat

Ser

Asp

Thr

Ala

63

Giy

Ala

Trp

Lve

Glu

GEiu

Leu

Fhe

Ala

50

Thr

Trp

Ala

Len

Leu

130

Phe

Ser

Thr

Ile

35

Glu

Cys

Thr

Leau

Ser

115

val

Asn

Lys

Bla

20

Asp

Aap

His

Wal

Ty

160

Arg

Gly

Tyr

Ala

Sar

Ile

Thr

EFhe

Thr

85

Lys

Alz

Gln

Fra

Leu

aArg

Elu

Cys

Asn

TQ

Sl

Arg

Gln

Asp

Leun

Leu

Gly

Ser

His

55

RHi=s

Met

Gl

Glu

Val

135

R=Ep

Val

Gly

Ly=

40

Lau

Ser

Twvr

Pro

His

120

Al=z

Aazn

Leu

Val

25

Phe

Ile

Ser

Glu

Asp

105

Tyr

Arg

Vel

Thr

10

Ala

Ala

Pro

Lys

Ser

%0

Ser

Pro

EBhe

His

Ley

Ala

Leu

Gly

The

75

Trp

Aan

Val

Ile

Laua

Ala

Ala

Aryg

Val

&0

Phe

Val

Val

Sar

hsn

144

Leu

Val

Asp

Thr

45

Ala

Met

Freo

Ile

Ala

125

Trp

Gly

Trp
Gla
ao

Fro
Glu
Yal
Ly=
Val
L1n
Gly

Mat

Tyxr

Leu

15

Arg

Glu

Ser

Ile

Leu

895

Val

Tyr

Gla

Jer

Gin

ReEp

Val

Hiz

g0

Val

Asp

Thr

Slu

Lau
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115

Gly

Asn

Glu

Leu

Lys

225

Fra

Leu

Ble

Ty

Cya

305

Arg

Fro

G1lu

Thr

Thr
385

Ala

Arg

Alz

Bis

219

Pro

Gly

Gly

Leu

Arg

250

arg

&la

Tvr

Ser

Val

370

Azn

His

Ile

Fro

185

Thr

Val

Cyg

Asp

Ina

2%

ove

Lys

Lys

Lya

GFlu

355

Ala

Lys

2la

Thx

Le0

Ser

Pha

Gly

Azn

Yali

250

Ile

Sar

BEN

Arg

Yal

340

Thr

GElu

Thr

Ala

165

Glw

Arg

Thr

Hi=m

Ila

245

hap

A3p

Ser

Arg

Ser

325

Phe

Hig

Ser

Tyr

150

Gly

L&

Leu

Arg

Vel

239

Gly

Gln

Ser

Lis

Cye

310

Ser

His

Thr

Glu

Sar
390

Il=

Asp

Ser

Gly

215

A3p

Glu

Leu

Leu

Giuw

2585

LEN

Lys

Tyr

Asn

Rzn

375

Fhe

Ala

Fro

Pro

20g

Ber

Ile

Ala

Val

Leu

<80

Ala

AEN

Met

Gln

Gln

360

Ila

Leun

Gly

Als

15

ASL

Bro

Tyr

Ile

Lys

265

Fir-dy)

Phe

Lew

Tyr

Val

345

Ala

Fro

Ile

Sar

1740

Gly

Aszp

Gly

Pro

Aryg

250

Cys

Glu

Glu

Gly

Leu

330

Lys

Fhe

Phe

Ty

155

Lau

Ero

Ala

Arg

Aan

235

Wal

Ser

Fa

Lye

Tyz

315

Lys

Iie

Glu

Thr

The
3485

Thr

Agn

Aap

Sar

220

Gly

Ile

Hisz

Axty

Giy

360

Glu

Thr

Hie

Ile

Leu

380

Glu

Aan

Fha

Phe

203

Ile

Gly

Ala

Glu

Frea

285

Ly

Ile

Arqg

FPhe

Ser

385

Pro

Wal

Lya

Glu

150

Wzl

Gly

Thr

Glu

Aryg

270

Ser

Ty

fan

Ser

Ser

250

Leu

Glu

Asp

Lya

175

Tyr

Asp

Ile

Fhe

Arg

255

Ser

Lys

Leu

Lys

Gln

335

Gly

Tyr

Yal

Ile

igh

val

Aig

Yal

Gln

Gln

240

Gly

Iim

Ala

3er

Wal

3z0

Met

Thx

Giy

Serx

Gly
400
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Glu Leu Leu

Trp EBer Asap

Val Lys Ala

435

I'ys Val Ser
480

Cys Hi= hsp

463

Met

Trp

4210

Gly

His

Tysa

Lau

495

Trp

Glu

Leau

Ser

Lys

Zer

Thr

Glo

Tr2n
470

Leu

Sar

Gln

Liys

435

Asn

Lys Trp

Pro Gly
4235

Lys Lys
440

Gly Lys

Lys Lys

Lys Sar

410

Phe Ala

Val Iie

Ala Fro

Ser Gly
475

Azp Ser Tyr Phe
£15

Ilg Gln Lys Tle
430

FPhe Cye Ser Arg
445

&la Wal FPhe Val
4E0

Ser

Arg

Glua

Lys

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

<400>

3
448
PRT

Homo sapiens
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Ala

AT

WVal

Ehe

Val

65

Wal

Ser

Aab

nsp

Thx

Ala

Met

50

Fro

Ile

Ala

Trp

ZIn

Pro

Glu

35

Val

Lys

Val

Gly

Met
115

Arg

Glu

20

Ser

Ile

Leu

Val

Tvxr

lag

Glu

Arg

AsD

val

His

Val

Asp

85

Thr

Glu

Asp FPhe

Thr Ala

Bla Thr

Giy Trp

25

Zla &la

70

Trp Leu

Lys Leu

zlu Ph=

Iie

GFlu

Cyra

40

Thr

Leu

Ser

Val

Ban
iz2n

Asp

Asp

23

Hia

Yal

Tyr

arg

Gly

105

l[lyr

Ile

10

Thr

Phe

Thr

Lys

Bla

50

Gln

Fro

Gl

Cy=s

Asn

Gly

Arg

Gin

Asp

Teu

Ser

His

His

Mat

&0

Glu

Giu

YVal

hsp

Lys

Leu

Sar

45

Ty

Fro

Nia

Asn

125

Fhe

lle

30

Ser

Glua

hap

Tyr

Arg

110

Val

Ala

15

Fro

Lys

Har

Ser

Fro

95

Fhe

His

Leu

1w

Thr

Trp

Asn
g4

Wal

Ile

Leu
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Leu

Thr

i43

A3n

Az

Bar

Cly

Ile

£atb

Risa

Bzn

Gly

Flu

Thr

ans

Hias

Ilie

Lew

Glu

Gly

130

Agn

Fhe

Phe

Ila

Giy

210

Ala

zla

Fro

Leau

Ile

290

Arg

Ehs

Ser

Pro

Vel

Ty

Lys

Glu

Val

Gly

155

Thr

Glw

Bryg

Ser

Cya

275

Aan

Ser

Ber

Ley

Giu

ibo

Azp

Zer

Lys

Ty

Asp

a0

Ile

Bhe

Arg

ser

Lvs

2a0

Leu

Lys

Gln

Ly

Tyr

240

Val

Iie

Lty

Val

Ala

165

Val

1ln

BHln

Gly

Ile

245

Alz

Ear

Val

Met

Thr

325

Gly

Ser

Gy

Gly

Asan

130

Glu

Leu

Lys

Preo

Lew

230

His

Tyx

Cys

Arg

FPro

3l

Glu

Thr

Thr

Glu

Ria

135

Rxy

Al=s

Hiz

Fro

1y

215

Gly

e

Arg

Arg

Ala

285

Tyr

Ser

Yal

Asn

Leuw

Hisx

Ile

Py

Thr

Val

200

Cya

Bap

Fhe

Cya

Lys

2E0

Lys

Lys=

Glu

Ala

Lys

3e0

Leu

Ala

Thr

Zer

FPhe

185

Gly

AeTn

Yal

Iia

Sar

265

ASh

Arg

Val

Thr

Glu

24E

The

Met

Ala

Gly

Arn

170

Thr

Hix

Ila

Asgp

rap

250

Sayr

Aryg

Sexn

Phe

Bis

320

Ser

Twr

Leau

Gly

e

155

Len

frg

Val

Ely

Elo

23

Ser

Lys

Zy¥s

Ser

His

315

Thr

Glu

Bar

Lys

ile

140

Asp

Ser

Gly

Asp

Glu

220

Leu

Lel

Gl

Asn

Lve

300

Tyr

REn

BEN

Phe

Leaw

Ala

Fro

Pra

Ser

Ile

205

Ala

Yal

Ly

bla

Asn

285

Hat

E1ln

&1ln

Ile

e

365

Lya

Gly

Alz

Bep

Fro

180

Tyr

Ile

Lys

£2n

Fha

£70

Leu

Ty

Val

Alea

Fro

350

Ile

Trp

Sexr

Gly

Rzp

175

Gly

Pra

By

oya

Glu

£55

Glu

Ely

L1l

Lys

Phe

35

Ehe

Ty

Liys

Liesnz

Fro

160

Ala

Aro

Az

Yauli

Ser

240

Gl

Lyvse

Tyr

Lya

Ilg

320

5lu

Thr

Thr

Har
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Asp
385

lle

30 375

Ber Tyr Phe Ser Trp Sar
380G

Bln Lvs Ile Arg Val Lys
405

Fhe Cys Ser Arg Glu Lys Val

420

2la Val Phe Val Lys Cys His

433

azp Tro Trp Ser
348

Ala Gly Giu Thr
414

Ser Hlgs Leu Gln
425

Asp Ly=z 8sr Leu
440

380

Ser Pro Gly

Gln Lys Lys

Lys Gly Lys
430

Asn Lys Lys
445

Fhe Bla
400

Val Il
415

&lz Fro

Ser Gly

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

<400>

4
3549
ADN

Homo sapiens
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coootoktoo
zaaggygoyac
cogetoatea
dgcasagocsc
ggagegytey
ctaaggacco
tocgiggeta
acggtanmag
gzaopagact
gtgtocgcgy
gaggaggact
cabgetgotg
gatgcagctg
goagatttig
atccagaaac
tgtaacatig
ctaglgaagt

gaazatocaa

toctooteaa
ttgcteageg
gtegglboage
tgotagtget
CUQTUYUeya
ctgsagacss
cohgheattt
gaatgtatgz
ccaatgteat
gelacadcaa
ttasctace
goattgcagg
gzcotasctt
tagacgtett
cagttgggoa
gagaagotat
gckcoecacgs

gtaagocota

gagasagotyg
CoaaRccgoy
gecttacage
gactetggoe
ccaaagaaga
agoetgaggac
cazicacage
dJagttoggaty
tgtggtggac
actygtagga
tetyggacaat
aagtotgace
tgaglatgaa
azacecatte
tgtigacatt
cogegtogatt
gogetocatt

caggtygeagt

coecacttota
gotocagece
tocctoocagsag
ntgtggeteo
gattttatcg
avttgocace
zgeagazcct
coagaactto
tggototean
caggatgtgg
gtccatoteot
azataagaaaqg
gaagooooga
accagagyot
tacccgaatyg
gcagagagag
cetotottce

tocaaggasag

gotgecotge
tetocagoot
goacgogaeoe
agagtelhgac
acatcgaasg
teattecegg
teatgutgat
tggocgcoat
gygctoagyga
soeoggtttat
togggatacag
tozacagaat
gtogbettla
coocotggteg
gaggtacttt
gacttggaga
tegactotot

acittgagaa

catecootttl
coggatoage
cyagatggag
cgoetecogo
tezatttgec
aglageadeag
crabggotgg
gtaczagaga
geattacooa
caactogatg
cottggagqo
tactggoete
Lectgatgal
aagcattgga
toagocagga
tgtggaccag
ytigaatgaa

agggctetge

&N
120
150
240
309
360
420
480
540
600
BE0
Tarn
80
840
SG0
80

10z0
100
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ttgagtrgts
agaagaagca
taccaagtaa
gagatteote
gtitopacaa
choatgttya
agteooogget
atottotgtt
gbgaaatgee
aacaaagaac
catacceagh
ceottgbtay
ggggtatagt
gotgtittgt
ratgtagegt
ctagatot it
atgottiteoco
tgattocote
agonangs AL
cxtoatgacs
ggohttaten
tataataaty
atttgzatgg
Ltticatcan
tggreatget
gatagottty
tttttactaa
acgatogogt
aactaatean
tettotacgl

aacccoacto

gaaagannng
goczaaatgta
agattoatitc
tgtatggesc
ataagaccta
agctoaagty
togocattea
ctaggyagaa
stgacaagto
agcatgtgaa
grttggggtyg
ttatttiagy
ggctasatsy
potitgacgea
attgggeoat
cggactogady
gcggeacgas
ttactattgy
aaagggicty
gagttacasa
tttattgott
ttotcoctgggh
tycagaaasg
ttitaanmataa
tesgttotas
agttoaaatt
gtassagggt
gcaatgagoo
gagltgaglga
atametatga

tquaegtatyg

ctyeascaat
cetgaagact
ttotggygact
rytggenygag
ctecttorta
gaagagtgat
gaagatcaga
agtigtcteat
totgaataag
teergrgaag
ttteoanaagt
agacagtotc
cagatoateo
sgaastastt
agogtataat
cotteteaaa
Loagactoat
aatotggtaoc
ataaacacag
tteaaggaga
aatoockoto
aggtgttgaa
aapasyatas
ticaatatct
trtecagqtgeg
ttgoattgtg
ggagaggttc
agatggagta
acaactatit
gdly=alaagay

Egatatotoga

ctytgotatg
cgttotoags
gagaglyaaa
agtgagaaca
atttacacaq
teatacttia
ghuasagcag
tiguugaasy
dagtcaygol
aatgaagigq
gogattttoet
aagcactags
aaogttaaas
ghttoagsge
tggttagzac
ctttactota
crtacacages
agacgboonac
aggttttaza
tatacaaict
toccoettct
aatgagootyg
cgtaatttta
gacagitact
totettttgt
tgagottota
ctggggtgga
ccatgagggt
gtasaclayga
alglosasta

sracatacta

agatcaatax
tycertacas
coochtacaan
toooattcac
aggtagatat
gobggt cags
gagagactca
gaaaggesns
gasaelbggge
zggasgtaac
gaatattaat
aagbauctas
gacagtgget
agagtaanst
chtectatitt
agtoctoccaag
gtatg=zalga
cagaaacaty
cegtoootac
agatcaatts
tttttgteota
tzatcctcag
ttattagatt
cttcaghttt
teotggettt
cagattttag
ttcctaages
tgttatttgt
tebectbatit
cetcagagyc

gaaagqototyg

agtoagageoo
aghottooat
toagyoattt
totgootgaa
tggegaacta
ctggtogago
gadaaaggty
tyeygtattt
gaatetacay
ttttacasaa
crragenoba
tteastttat
catgaaaact
sagooteoott
aattggaatt
aatacagaza
tgttitagaa
taacttogay
cattoggooty
attcttaata
nagsttatat
ctgacacasta
ctgcaantga
aggehtacct
gaCtatosaaa
ECEAQERCCE
glgettgtsa
tgttitttzac
ttcagaatgr
tatagctoyy

catgbgtgtt

1144
1200
12a0
132D
1380

1440

1620
1680
1720
1800
1EE0
1420
I3BD
2040
2100
Ziel
2220
22E4
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2701
2760
2820
2840

2940
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gtecttcage
gagtagaaat
cootataast
ctaaaaatas
ctggatttgy
goacstgggas
cattttattt
gaaaggtoat
tecagtgatoy
agaaacgtac

tattacrac

Lisboa,

atasttogya
tgttocktgat
sgtaggacoa
zatgatgtat
gttgtgacee
ctotggetee
attagetgta
totggcotate
tetcacagay

ttaactgtgt

agggaaadca
gtgocagaac
atgttgtgat
gatttgttot
agagtgeatt
gazamacttt
datacatgtyg
tgoatitata
reaactcact

gaagazatgy

gtegatcaag
ttegacocott
ftaacateate
tggeuatoooe
aacttaaaag
grtztatata
tquatgtgta
aatgtgtgat
crtatgaaat

aateagettt

ggatgtatty
tetotgogag
aggottggaa
ttiattaatt
atteactaas
tcaszggatght
aatggagett
gohaactgha
gggetttaac

taztzaaatt

gascatgtoy
agatgateogt
fgaattotet
cattasattt
goageacata
Ltotggettta
gtacatattg
tgtgtottta
saaacaagaa

gacaacattt

3ooo
3060
31zn
3180
32490
3300
azan
3420
3480
3540

3549
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REIVINDICACOES

1. A wutilizacdo de uma LPL S447X terapéutica para a
preparacdo de uma composicdo farmacéutica para o tratamento
de uma condicdo responsiva a LPL num sujeito, em que a LPL

S447X terapéutica é seleccionada do grupo composto por:

a) uma proteina LPL S447X que compreende uma sequéncia de
aminoacidos que tem pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID NO:3 quando optimamente alinhada, e
em que a proteina LPL S447X carece de aminoacidos
correspondentes aos aminocdcidos 447 e 448 da SEQ ID NO:3

quando optimamente alinhados;

b) uma molécula de &cido nucleico isolado que compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina LPL

S447X tal e como € definida em a); e,

c) um acido nucleico da LPL S447X que codifica a proteina

da LPL S447X como o definido em a); e,

caracterizada ©por a condig¢do responsiva a LPL ser
seleccionado do grupo composto por: deficiéncia da LPL

completa, qguilomicronemia, hiperlipidemia, deficiéncia da

LPL parcial, pancreatite, hipertrigliceridemia,
hipoalfalipoproteinemia (colesterol HDL baixo), doenca
cardiovascular, cardiopatia coronéria, arteriopatia

corondria, arteriosclerose, angina de peito, hipertensdo,
doenca cerebrovascular, restenose coronéria, doenca

periférica vascular, diabetes, caquexia e obesidade.

2. A utilizacdo de uma LPL S447X terapéutica de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizada por a proteina LPL S447X
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ter actividade LPL maior do que uma LPL tipo selvagem da

SEQ ID NO:3.

3. A utilizacdo da LPL S5447X terapéutica de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada por a LPL S447X
terapéutica ser o &cido nucleico da LPL S447X, e o éacido
nucleico da LPL S447X compreender uma sequéncia codificante
de ADN que codifica um ARN que tem pelo menos 90% de
identidade de sequéncia aos nucleotideos 256 a 1599 da SEQ

ID NO:4.

4., A utilizacdo da LPL S5S447X terapéutica de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada por a LPL S447X
terapéutica ser o &cido nucleico da LPL S447X, e o éacido
nucleico da LPL S447X compreender uma sequéncia codificante
de ADN que hibridiza em condig¢bes severas aos nucleotideos

256 a 1599 da SEQ ID NO:4.

5. A utilizacdo da LPL S447X terapéutica de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada por a LPL S447X
terapéutica ser a proteina LPL S447X, em que a LPL S447X
tem uma sequéncia de aminoédcidos com pelo menos 95% de

identidade de sequéncia com a SEQ ID NO:1.

6. A utilizacdo da LPL S447X terapéutica de acordo com a
reivindicacdo 1, 2, 3 ou 4, caracterizada por a LPL S5447X
terapéutica ser o 4cido nucleico da LPL S447X, e a
composicédo farmacéutica compreender um vector de tratamento

genético.

7. A utilizacdo da LPL S447X terapéutica de acordo com a

reivindicacdo 6, caracterizada por o vector de tratamento

genético compreender um vector virico.
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8. A utilizacdo da LPL S5447X terapéutica de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 7, caracterizada por

0 sujeito ser um humano.

9. Uma LPL S5S447X terapéutica para ser utilizada como uma
substédncia activa farmacéutica, caracterizada por a LPL

S447X terapéutica ser seleccionada do grupo composto por:

a) uma proteina LPL S447X que compreende uma sequéncia de
aminoadcidos que tem pelo menos 90% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID NO:3 gquando optimamente alinhada, e
em que a proteina LPL S447X carece de aminoéacidos
correspondentes aos aminoadcidos 447 e 448 da SEQ ID NO:3

quando optimamente alinhada;

b) uma molécula de &cido nucleico isolada gque compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina LPL

S447X como o definido em a); e,

c) um A&cido nucleico da LPL S447X que codifica a proteina

LPL S447X como o definido em a).

10. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacédo
9, caracterizada por a proteina LPL S5447X ter actividade

LPL maior do que uma LPL tipo selvagem da SEQ ID NO:3.

11. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacédo 9
ou 10, caracterizada por a LPL S447X terapéutica ser o
dcido nucleico da LPL S447X, e o &cido nucleico da LPL
S447X compreender uma sequéncia codificante de ADN que
codifica um ARN que tem pelo menos 90% de identidade de

sequéncia aos nucleotideos 256 a 1599 da SEQ ID NO:4.
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12. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacédo 9
ou 10, caracterizada por a LPL S447X terapéutica ser o
dcido nucleico da LPL S447X, e o é&acido nucleico da LPL
S447X compreender uma sequéncia codificante de ADN que
hibridiza sobre condicgbdes severas aos nucleotideos 256 a

1599 da SEQ ID NO:4.

13. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacgédo 9
ou 10, caracterizada por a LPL $S447X terapéutica ser a
proteina LPL S447X, em que a proteina LPL S447X tem uma
sequéncia de aminodcidos com pelo menos 95% de identidade

de sequéncia com a SEQ ID NO:1.

14. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacio
9, 10, 11 ou 12, caracterizada por a LPL S447X terapéutica
ser o 4cido nucleico da LPL S447X, e a composicédo

farmacéutica compreender um vector de tratamento genético.

15. A LPL S447X terapéutica de acordo com a reivindicacédo
14, caracterizada por o vector de tratamento genético

compreender um vector virico.

16. Um vector de tratamento genético que compreende um
dcido nucleico da LPL S5447X que codifica uma proteina LPL
S447X que compreende uma sequéncia de aminodcidos que tem
prelo menos 90% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO:3
guando optimamente alinhada, e caracterizado por a proteina
LPL S447X carecer dos aminodcidos correspondentes aos
aminodcidos 447 e 448 da SEQ ID NO:3 quando esté

optimamente alinhada.

17. 0O vector de tratamento genético de acordo com a

reivindicacdo 16, caracterizado por a proteina LPL S447X
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ter actividade LPL maior do que uma LPL tipo selvagem da

SEQ ID NO:3.

18. O vector de tratamento genético de acordo com a
reivindicacdo 16, caracterizado por o &acido nucleico da LPL
S447X compreender uma sequéncia codificante de ADN que
codifica um ARN que tem pelo menos 90% de identidade de

sequéncia aos nucleotideos 256 a 1599 da SEQ ID NO:4.

19. 0O vector de tratamento genético de acordo com a
reivindicacédo 16, caracterizado por o &acido nucleico da LPL
S447X compreender uma sequéncia codificante de ADN que
hibridiza sobre condicgbdes severas aos nucleotideos 256 a

1599 da SEQ ID NO:4.

20. O wvector de tratamento genético de acordo com a
reivindicacéo 16, caracterizado por a sequéncia de
aminodcidos ter pelo menos 95% de identidade da sequéncia a

SEQ ID NO:1.
21. O vector de tratamento genético de acordo com a
reivindicacdo 16, caracterizado por o vector de tratamento

genético compreender um vector virico.

Lisboa,
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LPL S447X peptideo 1-446:

aesvatchfn
ypvsagytkl
gldpagpnfe
pgcnigeair
lclscrknrc
afeislygtv
wsspgfaigk

hssktfmvih
vggdvarfin
yaeapsrlsp
viaerglgdv
nnlgyeinkv
aesenipftl
irvkagetgk

adg
gwtvtgmyes
wmeeefnypl
ddadfvdvlh
dglvkesher
rakrsskmyl
pevstnktys
kvifcsrekv

rrdfidiesk
wvpklvaaly
dnvhllgysl
tftrgspgrs
sihlfidsll
ktrsgmpykv
fliytevdig
shlgkgkapa

Figura 1

falrtpedta
krepdsnviv
gahaagiags
igigkpvghv
neenpskayr
fhyqvkihfs
ellmlklkwk
vfvkchdksl

edtchlipgv
vdwlsrageh
ltnkkvnrit
diypnggtfg
csskeafekg
gtesethtng
sdsyfswsdw
nkk

33

93

153
213
273
333
393
446

1/5



LPL madura peptideo 1-446:

aesvatchfn
ypvsagytkl
gldpagpnfe
pgcnigeair
lclscrknrc
afeislygtv
wsspgfaigk

hssktfmvih
vgqdvarfin
yaeapsrlsp
viaerglgdv
nnlgyeinkv
aesenipftl
irvkagetqgk

adg
gwtvtgmyes
wmeeefnypl
ddadfvdvlh
dglvkcsher
rakrsskmyl
pevstnktys
kvifcsrekv

rrdfidiesk
wvpklvaaly
dnvhllgysl
tftrgspgrs
sihlfidsll
ktrsgmpykv
fliytevdig
shlgkgkapa

Figura 2

falrtpedta
krepdsnviv
gahaagiags
igigkpvghv
neenpskayr
fhyqgvkihfs
ellmlklkwk
vfvkchdksl

edtchlipgv
vdwlsrageh
ltnkkvnrit
diypnggtfq
csskeafekg
gtesethtng
sdsyfswsdw
nkksg

33
93

153
213
273
333
393
448
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Peptideo pré-LPL: Peptideo sinal 1-27 (no quadro) e peptideo maduro 28-475:

1 meskallvit

61
121
181
241
301
361
421

lavwlgslta

srggvaaladg

aesvatchfn
ypvsagytkl
gldpagpnfe
pgcnigeair
lclscrknrc
afeislygtv
wsspgfaigk

hssktfmvih
vggdvarfin
yaeapsrlsp
viaerglgdv
nnlgyeinkv
aesenipftl
irvkagetgk

gwtvtgmyes
wmeeefnypl
ddadfvdvilh
dglvkesher
rakrsskmyl
pevstnktys
kvifcsrekv

Figura

rrdfidiesk
wvpklvaaly
dnvhllgysl
tftrgspgrs
sihlfidsll
ktrsqmpykv
fliytevdig
shlgkgkapa

falrtpedta
krepdsnviv
gahaagiags
igigkpvghv
neenpskayr
fhygvkihfs
ellmlklkwk
vivkchdksl

edtchlipgv
vdwlsrageh
ltnkkvnrit
diypnggtfq
csskeafekg
gtesethtng
sdsyfswsdw
nkksg
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ARNm da LPL

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
301
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
lé8l
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

cccctettee
aaagggcgac
cggcteatcea
agcaaagccc
g9gaggggtygg
ctaaggaccc
tcecgtggceta
acggtaacag
gaaccagact
gtgtccgegg
gaggaggagt
catgctgctg
gatccagcetg
gcagattttg
atccagaaac
tgtaacattg
ctagtgaagt
gaaaatccaa
ttgagttgta
aaaagaagca
taccaagtaa
gagatttcte
gtttccacaa
ctcatgttga
agtccegget
atcttctgtt
gtgaaatgcce
aacaaagaac
catacccagt
cccttgttag
ggggtatagt
gctgttttgt
catgtggegt
ctggatcttt
atgcttttce
tgattceccte
agggacgaag
catcatgaca
ggctttatcg
tataataatg
atttgaatgg
ttttcatcaa
tggtcatgct
gataggtttg
tttttactaa
accatcgcegt
aactaatcaa
tcttctacgt
aacccgactg
gtccttcage
gagtagaaat
gcctataaat

tcctectcaa
ttgctcageg
gtecggteege
tgctcgtgcet
ccgceegecega
ctgaagacac

cectgtcattt:

gaatgtatga
ccaatgtcat
gctacaccaa
ttaactaccc
gcattgcagg
gacctaactt
tagacgtctt
cagttgggca
gagaagctat
gctcccacga
gtaaggccta
gaaagaaccg
gcaaaatgta
agattcattt
tgtatggcac
ataagaccta
agctcaaatg
tcgccattca
ctagggagaa
atgacaagtc
ggcatgtgaa
gtttggggtg
ttattttagg
ggccaaatag
cctttgagaa
attgggccat
cggactgagg
gcggcacgaa

ttgctattgg .

aaagggtctg
aagttacaaa
tttattgctt
ttctctgggt
tgcagaaaaa
tttaaaatca
tcagttgtac
agttcaaatt
gtaaaagggt
gcaatgagcc
gagtgagtga
ataaatatga
tgaaagtatg
ataattcgga
tgttcctgat
agtaggacca

gggaaagctg
ccaaaccgeg
gecttgecage
gactctggcec
ccaaagaaga
agctgaggac
caatcacagce
gagttgggtg
tgtggtggac
actggtggga
tctggacaat
aagtctgacc
tgagtatgca
acacacattc
tgttgacatt
ccgcgtgatt
gcgectccatt
caggtgcagt
ctgcaacaat
cctgaagact
ttctgggact
cgtggecgag
ctecttecta
gaagagtgat
gaagatcaga
agtgtctcat
tctgaataag
ttctgtgaag
tttcaaaagt
agacagtctc
cacatcctcce
agaaataatt
agcctataat
ccttectcaaa
tcagactcat
aatgtggtcc
ataaacacaq
ttcaaggaga
aatccctcetce
aggtgttgaa
aaaaagatac
ttcaatatcet
ttccagtgceg
ttgcattgtg
ggagaggttc
agatggagta
acaactattt
aatgataaag
tgatatctga
agggaaaaca
gtgccagaac
atgttgtgat

Figura

cccacttcta
gctccagecce
tcectecagag
gtgtggctce
gattttatcg
acttgccacc
agcaaaacct
ccaaaacttg
tggctgtcac
caggatgtgg
gtccatctct
aataagaaag
gaagcccega
accagagggt
tacccgaatg
gcagagagag
catctcttca
tccaaggaag
ctgggctatg
cgttctcaga
gagagtgaaa
agtgagaaca
atttacacag
tcatacttta
gtaaaagcag
ttgcagaaag
aagtcaggct
aatgaagtgg
ggattttcct
aagcactaaa
aacgttaaaa
gtttgagcge
tggttagaac
ctttactcta
ctacacagca
agacgtcaac
aggttttaaa
tataaaatct
tceccecttet
aatgagcctg
cgtaatttta
gacagttact
tctcttttgt
tgagcettcta
ctggggtgga
ccatgagggt
ataaactaga
atgtcaaata
acacatacta
gtcgatcaag
ttcgaccectt
taacatcatce

4

gctgcccetge
tctecagect
ggacgecgecece
agagtctgac
acatcgaaag
tcattcecegg
tcatggtgat
tggcecgecect
gggctcagga
cceggtttat
tgggatacag
tcaacagaat
gtcgtcttte
cccectggteg
gaggtacttt
gacttggaga
tcgactctct
cctttgagaa
agatcaataa
tgcecctacaa
cccataccaa
tcececattceac
aggtagatat
gctggtcaga
gagagactca
gaaaggcacce
gaaactgggc
aggaagtaac
gaatattaat
aagtggctaa
gacagtggat
agagtaaaat
ctcctatttt
agtctccaag
gtatgaatga
caggaacatg
cagtccctac
agatcaatta
tttttgtecte
taatcctcag
ttattagatt
cttcagtttt
tcctggettt
cagattttag
ttectaagea
tgttatttgt
tctecctattt
tctcagaggce
gaaagctctg
ggatgtattg
tctctgagag
aggcttggaa

catccecettt
ccggctcagce
cgagatggag
cgcctcecge
taaatttgcc
agtagcagag
ccatggctgg
gtacaagaga
gcattaccca
caactggatg
ccttggagcec
tactggcctc
tcctgatgat
aagcattgga
tcagccagga
tgtggaccag
gttgaatgaa
agggctctgce
agtcagagce
agtcttccat
tcaggccttt
tctgectgaa
tggagaacta
ctggtggagc
gaaaaaggtg
tgeggtattt
gaatctacag
ttttacaaaa
cccagceccta

-ttcaatttat

catgaaaagt
aaggctccett
aattggaatt
aatacagaaa
tgttttagaa
taacttggag
cattggcectg
attcttaata
aagattatat
ctgacacata
ctccaaatga
aggcttacct
gacatgaaaa
acaaggaccg
gtgcttgtaa
tgtttttaac
ttcagaatge
tatagetggg
catgtgtgtt
gaacatgtcg
agatgatcgt
tgaattctct
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21
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

ctaaaaataa
ctggatttgg
gcactgggaa
cattttattt
gaaaggtcat
tcagtgatgg
agaaacgtac
tattaccac

aatgatgtat
gttgtgaccc
ctctggctcece
attagctgta
tgtggctatce
tctcacagag
ttaactgtgt

gatttgttgt
agggtgcatt
gaaaaacttt
aatacatgtg
tgcatttata
ccaactcact
gaagaaatgg

tggcatcccecce
aacttaaaag
gttatatata
tggatgtgta
aatgtgtgqgt
cttatgaaat
aatcagettt

tttattaatt
attcactaaa
tcaaggatgt
aatggagctt
gctaactgta
gggctttaac
taataaaatt

Figura 4 Continuagao

cattaaattt
gcagcacata
tctggettta
gtacatattg
tgtgtettta
aaaacaagaa
gacaacattt
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