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MEDIATORS OF REVERSE CHOLESTEROL TRANSPORT FOR
TREATMENT OF HYPFERCHOLESTEROLEMIA

Bed | of tho Tavent
Fild.of fhe Faveati

[0001] The invention relates to peptide and small molecule mediators of reverse
cholesterol transport (RCT) for tresting hypercholesterolemia and associated cardiovascnlar
digeasen,
Descrigtion of the Ralated Ad

[0002] It is now well-established that elevated senun cholesterol
(“bypercholestarolemin™ is a cavsal factor in the develoment of atherosclerosis, =
progressive socunmalation of cholesterol within the srterisl walls, Hypercholesterolemia
end atherosclerosis sre itading canses of cardiovascular diseases, inctuding hypertension,
coronary srtery diseass, heart attack and siroke. About 1.1 million individuals suffer from
heart attack each yeer in the United States alone, the costa of which are estimated to exceod
$117 billion. Although there are numercus pharmaceutical strategies for lowering
cholesterol levels in the blood, many of these have undesirable side effests and have raised
safity concems. Moreover, none of the commerciaily aveilable drug therapies adequately
stimalate reverse cholesterol transport, an important metnbolic pathway that removes
cholesterol from the body. '

[0003]  Circulating cholesterol is carried by plasma lipoproteins — particles of
complex lipid and protein composition thst transport lipids in the blood. Low density
. lipoproteins (LDL), and high density lipoproteins (HDL) are the mejor cholesterol carriers.
LDL are believed to be respansible for the delivery of cholestarol from the liver (where it is
synthesized or obiained from distary sources) to extrahepatic tissues in the body. The term
“roverse choleaterol transport” desctibes the transport of cholesterol from extrahepatic
tissues to the liver where it is catabolized and aliminated. 1t is believed that plasma HDL
particles play a mejor role in the roverse transport process, acting as scavengers of tiasuo
cholesterol. ' _

[0004] Compelling evidence supports the concept that lipids deposited in
atherosclerotic lesions are derived primarily from plasma LDL; tius, LDLs have popularly
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becoms known as the “bad” cholesterol. In conirast, plasma HDL levels correlate inversely
with coronary heart disease — indeed, high plaema levels of HDL are regarded as a negative
tak facior. It is hypothesized thet high levels of plasma HDL are not only protsotive
against coronary artery discase, but may actnally induce regression of atherosclerotic
plaques (0.8, see Badimon ef al., 1992, Circulation 86 (Suppl. IM):86-94). Thus, HDLs
have popularly become known as the “good” cholesterol.

[0005] The amount of intracellular cholesterol liberated from the LDLs controls
cellular cholegterol metabolism. The accummilation of cellular cholesterol derived from
LDLa controls three processes; (1) it reduces cellular cholesterol synthesis by turning off
the synthesis of HMGCoA reductzss, a key enzyme in the cholesterol biosynthetic pathway;
(2) the incoming LDI~derived cholesterol promotes storage of cholesterol by activating
LCAT, the celluler enzyme which converts cholestorol into cholesteryl esters that are
deposited in storagoe droplets; and (3) the accumulation of cholesterol within the cell drives
a feedback mechaniam that inhibits celfular synthesis of new LDL receptors. Cells,
therefore, adjust their complement of LDL receptors so that encugh cholesterol is brought
in to meet their metabolic needs, without overloading. (For a review, see Brown &
Goldstein, In: The Phartnacological Basis Of Therapeutics, 8th Bd., Goodmen & Gilman,
Pergamon Press, NY, 1990, Ch. 36, pp. 874-896). _

[0006  Reverse cholesterol transport (RCT) is the pathway by which peripharal
call cholesterol can be returned to the liver for recycling to extrahepatic tissues, or exareted
into the intestine s bile. The RCT pathwey representa the only means of aliminating
cholesterol from most extrahepatic tissues. The RCT consists mainly of three steps: (1)
cholestarol efflux, the initial removal of cholesterol from peripheral calls; (2) cholesterol
esterification by the action of lecithin:cholesterol acyltransferese (LCAT), preveating a re-
entry of efffuxed cholesterol into the peripheral cells; and (3) uptake/delivery of HDL
cholesteryl oster to Hver cells. LCAT -is the key enzyme in the RCT pathwey and is
produced mainly in the liver and circalates in plasma associated with the HDL fraction. ..
LCAT convests cell derived cholesterol to cholesteryl esters which are sequestered in HDL
destined for removal. The RCT pathway is mediated by HDLs. |

[0007] HDL is a generic tarm for lipoprotein particles which are characterized
by their high density. The main lipidic constituents of HDL complexes are vatous
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components are A-I and A-Il which determine the fanctional cheracteristios of HDL.

[0008] Each HDL particle contains at least one copy (and usually two to four
copics) of epolipoprotein A-1 (ApoA-T). ApoAd is synthesized by the liver and small
inteetine as preproapolipoprotein which is secreted a8 & proprotein that is rapidly cleaved to
generate a mature polypeptide having 243 amino acid residues. ApoA-I congists mainly of
6 to 8 different 22 amino acid repeats spaced by a linker moiety which is often proline, and
in some cases consists of a stretch made up of soveral residucs. ApoA-I forms thires types
of stable complexes with lipids: amall, lipid-poor complexes roferred to as pre-beta-1 HDL;
flattened discoidal particles containing poler lipids (phospholipid and cholesterol) refamred
to as pre-bets-2 HDL; end spherical perticles containing both polar and nonpolar lipids,
referred to as spherical or mature HDL (HDLs end HDL;). Although most HDL in
circulstion contains both ApoA-1 and ApoA-Ti, the fraction of HDL which' contains only
ApoA-I (AI-HDL)) appears fo be more effective in RCT. Bpidemiologic studies support-tha
hypothesis that AI-HDL is anti-atherogenic. (Parra et al., 1992, Artericscler. Thromb.
12:701-707; Decossin et al., 1997, Eur. J. Clin. Invest. 27:299-307).

[0009] Seovem! lines of ovidenos based on datn obtained in vivo implicate the
HDL &nd its major protein componant, ApoA-], in the prevention of atherosclerotic lesions,
and potentially, the regression of plaques—making these atiractive targsts for therapeutic
intervention. First, an inverse comelation exisis between serum ApoA-I (HDL)
concentration and atherogenesis in men (Gordon & Rifkind, 1989, N. Eng. J. Med.
321:1311-1316; Gordon ef al., 1989, Circulation 79:8-15). Indeed, specific subpopulations
of HDL have been associated with a reduced risk for atherosclerosis in Immans (Miller,
1987, Amer. Heart 113:589-597; Cheung et al., 1991, Lipid Res. 32:383-394); Pruchart &
Ailhand, 1992, Clin. Chem. 38:79).

[0010]  Second, animal studies support the protective role of ApoA-I (EDL).
Treatment of cholesterol fed rabbits with ApoA-I or HDL reduced the development and
progression of plaque (fuity streaks) in cholesterol-fed rabbits (Koizumi er al., 1988, J.
Lipid Res. 29:1405-1415; Badimon ¢t al., 1989, Lab, Invest. 60:455-461; Badimon ef al.,
1990, J. Clin. Jnvent. 85:1234-1241). However, the afficacy varied depending upoa the
source of HDL (Beitz et al,, 1992, Prostaglandins, Lqﬁbmmd&lmﬂalﬁ'auydddr

47: 149-152, Mezdour ef al., 1995, Atherosclerosiz 113:237-246).
-3.
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[0011]  Third, direct evidence for tho role of ApoA-1 was obtained from
experiments involving transgenio snimals. The expression of the lmman gene for ApaA-I
transfiscred to mice genetically predisposed to dit-induced atherosclerois protected against
the development of aartic lesions (Rubis ef al., 1991, Nafure 353:265-267). The ApoA-1
transgene ‘was also shown to suppress atheroscleronis in ApoE-deficient mice and in Apo(a)
transgenic mice (Paszty ef al., 1994, J. Clin. Invest. 94:899-903; Plump et al., 1994, PNAS.
USA 91:9607-9611; Liuv et al., 1994, J. Lipid Res. 35:2263-2266). Similar results were
observed in transgenio rabbits expressing human ApoA-1 (Duverger, 1996, Clrculation
94:713-717; Duverger ef al., 1996, Artsriascier. Thromb. Vasc. Biol. 16:1424-1429), and in
tranagenic rats where elevated levels of human ApoA-T protected against atherosclerosis
and inhibited restenosia following balloon angioplasty (Burkey et al., 1992, Circulation,
Supplement 1, 86:1-472, Abstract No. 1876; Burkey ef al., 1995, J. Lipid Res. 36:1463-
© 1473), '
ats £ ycholesterolemia and other Dyslipidemias

In the past two decades or so, tho segregation of cholesterolemic
compounds into HDL end LDL regulators and recoguition of the desimbility of deczreasing
blood levels of LDL has led to the development of a mumber of drugs. However, many of
these drugs have undesirable side offects and/or are contraindicated in certain patients,
particularly when administered in combination with other drugs. These drogs end
. therpeutic strategies include:

(1) bile-acid-binding resina, which interrupt the recycling of bile acids from the
intestine to the liver [e.g., cholestyramine (QUESTRAN LIGHT, Bristol-Myers
Squibb), and colestipol hydrochlorids (COLESTID, Pharmacia & Upjchn
Compeny)]; .

(2) miating, which inhibit cholesterol synfhosis by blocking EMGCoA —~ the key
enzyme involved in cholesteral biosynthesis [e.g., lovastatin (MEVACOR, Merck
& Co., Inc.), a natural product derived from a strain of Aspergillus, pravastatin
(PRAVACHOL, Bristol-Myem Squibb Co.), and atorvastatin (LIPITOR, Warner
Lambert)];
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(3) niagin is & water-soluble vitamin B-complex which diminishes produstion of
VLDL and is effective at lowering LDL;

(4) fibratog are used to lower serum trigiycerides by reducing the VLDL, fraction
and may in some patiert populations give rise to modest reductions of plasma
cholesterol via the same mochsnism [e.g, clofibrate (ATROMID-S, Wyeth-Ayerst
Laboretories), and gemfibrozil (LOPID, Parke-Davis)];

(5) satrogen replacement thorepy may lower cholesterol levels in post-menopausal

, , ) cids have been reported to lower serum
triglyceride and cholesterol (See, e.g., Bisgaier et al, 1998, J. Lipid Res. 39:17-30;
WO 98/30530; U.S. Pat. No. 4,689,344; WO 99/00116; U.S. Pat No. 5,756,344;
U.8. Pat. No. 3,773,946; U.8. Pat. No. 4,689,344; U8, Pat. No. 4,689,344; U.S.
Pat. No. 4,689,344; and U.S. Pat. No. 3,930,024);

(7) pthes compounds including ethers (Ses, e.g,, U.S. Pat. No. 4,711,896; U.S. Pat.
No. 5,756,544; U.S. Pat. No. 6,506,799), phosphates of dolichol (U.S. Pat. No.
4,613,593), and azolidinedione derivatives (U.8, Pat. No. 4,287,200) aro discloscd
23 lowering serum triglyceride and cholestera) levels.

[0013] None of these currently evailable drugs for lowu'ing_ cholesterol safely
clovete HDL lovels and stimmlgte RCT. ndeed, most of these current treatment strategies

sppesr to operate on the cholesterol transport-pathway, modulating dietary intake, recycling,
symhedlofd:olml.mdﬂnVIDLpopuhhon.

[0014] In view of the potential role of HDL, i.c., both ApoA-I end m assooiated
phospholipid, in the protection ageinst atherosclerotic disease, hwmsan clinical trials
utilizing recombinently prodaced ApoA-1 were commenced, discontinned and spperently
ro~commenced by UCB Belgium (Pharmaprojects, Oct. 27, 1995; IMB R&D Focus, Jun.
30, 1997; Drug Status Update, 1997, Atharosclerasis 2(6):261-265); seo also M. Brilssan at
Congross, "The Role of HDY. in Disease Provention.* Nov. 7-9, 1996, Fort Worth; Lacko &
Miller, 1997, J. Lip. Res. 38:1267-1273; and WO 94/13819) and were commenced and
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discontinued by Bio-Tech (Pharmaprojects, Apr. 7, 1989). Trisla were also sttampted using
ApoA- to treat septic shock (Opsl, "Reconstituted HDL s a Trestment Stratogy for
Sepsis,” IBC's 7th International ‘Conference on Sepsis, Apr. 28-30, 1997, Washington,
D.C.; Gouiti ef al., 1993, J. Lipid Res. 94:139-146; Levine, WO 96/04916). However, there
gre many pitfills associeted with the production and use of ApoA-I, making it less then
ideal as 8 drug; e.g., ApoA-] is a large protein thet is difficolt and expensive to produce;
significant manufacturing and reproducibility problems must be overcome with respect to
stability during storage, delivery of an active product and half-life in vivo.

[0015] In view of these drawbacks, attempts have been made to prepare
poptides that mimic ApoA-L Sinco the key activities of ApoA-I have been attzibuted to the
presence of multiple repeeats of a unique secondary structural feature in the protein — 2 class
A smphipathio a-helix (Segrest, 1974, FEBS Left. 38:247-253; Sogrest ef al,, 1990,
PROTRINS: Structure, Funciion and Genetics 8:103-117), most efforts to design peptides
whiuhmimin&aacﬂﬁtyofAmA—Ihmfomedmdﬂigningpq&ﬁduwbidlfomdm
A-type emphipathic a-helices (See o.g, Background discussions in U.S. Pat. Noa.
6,376,464 and 6,506,799; incorporated herein in their entirety by-refarence theretn),

[0016] In ons study, Pukushime e al. synfhesized a 22-residus peptide
composed entirely of Glu, Lys and Leu residues arrapged periodically so as to form sn
smphipathic a-helix with equal-hydrophilic and hydrophobio faces ("HLK pegtide)
(Pukushima et al., 1979, J. Amer. Chem. Soc. 101(13):3703-3704; Fukushima et al., 1980,
J. Biol. Chem. 255:10651-10657). The BLK peptide shares 41% sequence homology with
the 198-219 fragment of ApoA-L. The ELK peptide was shown to cffectively associsto with
phospholipids and mimic some of the physical and shemical proparties of ApoA-I (Kaiser
el al, 1983, PNAS USA 80:1137-1140; Keiser et al, 1984, Sclence 223:249-255;
Fukmahima et al., 1980, supm; Nakagawa et al., 1985, J, Am. Chem. Soc. 107:7087-7092).
A dimer of this 22-residue peptide was later found to more clogely mimic ApoA-I than the
monomer; based on these results, it was suggested that the 44-mer, which is puncinated in
tho middle by a helix breaker (either Gly or Pro), represented the minimal finctional
domasin in ApoA-I (Nekagewa &t al., 1985, supra).

[0017] Another sindy involved model emphipathic peptides called "LAP
peptides” (Pownall et al,, 1980, PNAS USA 77(6):3154-3158; Sparow e al,, 1981, In:

Peptides: Synthesis-Structgre-Function, Roch and’ Groas, Eds., Pierce Chem, Co.,
-5~
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Rockford, 1L, 253-256). Based on lipid binding studies with fragments of native
apolipoproteina, several LAP peptides were designed, named LAP-16, LAP-20 and LAP-24
(contsining 16, 20 and 24 amino acid rosidues, respoctively). These modei amphipathic
peptides share no sequence bamology with the apolipoproteins and were designed to have
hydrophilic faces organized in a manner unlike the cless A-type amphipathic helical
domains associated with apolipoproteins (Sogrest ef al., 1992, J. Lipid Res. 33:141-166).
From thess studies, the suthors concluded that a minimal length of 20 residues is necossary
to canfer Hpid-binding properties to model amphipathic peptides.

[0018] Sindies with mutants of LAP20 containing a proline residue ot different
positions in the saquence indicated that & direct relationship exists between lipid binding
and LCAT activation, bt that the helical potential of & peptide alone does not lead to
LCAT activation (Ponsin ef al., 1986, J. Biol. Chem. 261(20):9202-5205). Moreover, the
presence of this helix bresker (Pro) close to the middle of the peptide reduced its affinity
for phospholipid surfaces as well a3 its ability to activate LCAT. While certain of the LAP
peptides wore shown to bind phospholipids (Spamrow et al., supra), controversy exists as to
the extent to which LAP peptides are halical in the presence of lipids (Buchko ef /., 1996,
J. Bilol. Chem. 271(6):3039-3045; Zhong et al., 1994, Paptids Rasearck 7(2):99-106).

[0019)  Segrest ef al. havo synthesized peptides composed of 13 to 24 amino
acid regidues that share no sequence homology with the helices of ApoA-I (Kannelis ez al.,
1980, J. Biol. Chem. 255(3):11464-11472; Segrest et al., 1983, J. Biol. Chens. 258:2290-
2295). The sequences were specifically designed to mimic the amphipathic helical domains
of class A exchangeable apolipoprotains in terms of hydrophobio moment (Bisenberg ef al.,
1982, Nature 299:371-374) and chérge distribution (Segrest et al., 1990, Protsins 8:103-
117; U.S. Pat. No. 4,643,988). One 18-residus peptide, the "18A" peptide, was dosighed to
be a model class-A a-helix (Segrest ef al., 1990, suprs). Studies with these peptides and
other peptides having a roversod charged distribution, like the "18R™ poptide, have
consistently shown that charge distribution is critical for sctivity; peptides with s reversed
charge distribution exhibit decroased lipid affinity relative to the 18A. class-A mimics and a
lower helical content in the presence of lipids (Kanellis ef al,, 1980, J. Biol Chem:
255:11464-11472; Anantharareish et gl., 1985, J. Biol. Chem. 260:10248-10255; Chung et
al., 1985, J. Biol. Chem. 260:10256-10262; Epand et al,, 1987, J. Biol. Chem. 262:9389-

9396; Anantharamaish et al., 1991, Adv, Exp. Med. Biol, 285:131-140).
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[0020] A “oonsensus™ peptide contsining 22-amico acid residucs based on the
sequences of the helices of human ApoA-I has slso been designed (Anantharamaish ef al.,
1990, Arteriosclerosis 10(1):95-105; Venkatachalepathi ef al., 1991, Mol Coniformation
and Blol. Interactions, Indian Acad. Sci, B:585-596). The sequence was constructed by
identifying the most provalant residue st cach position of the hypothesized helices of luman
ApoA-L Like the peptides described sbove, the helix formed by this peptide has positively
charged amino acid residues clustered at the hydrophilic-hydrophobic interface, negatively
charged smino acid residnes clustercd st the center of the hydrophilic face end a
hydrophobic angle of less than 180°. While a dimer of this peptide is somewhat effective
in aclivating LCAT, the monomer oxhibited poor Hpid binding properties
(Venkatachalapathi ez al., 1991, supra).

' [0021] Based primaily on in vifro studics with the peptides described above, &
set of “rules” has emerged for designing poptides Which mimic the function of ApoA-L
Significantly, it is thought that an emphipathio a-helix having positively charged residuss
clustered at the hydrophilic-hydrophobic interfice end negatively charged amino acid
residues clusterod at the center of the hydrophilic face is required for lipid affinity and
LCAT activation (Venkatachalapathi et al., 1991, suprs). Anantharameish ef al. have also
indicated that the negatively charged Glu residus at position 13 of the consensus 22-mer
peptide, which is positioned within the hydrophobic face of the a-helix, plays an important
role in LCAT activation (Anantharamaish ef gl., 1991, supra). Furthermore, Brasseur has
indicated that a hydrophobio angle (pho angle) of less than 180° is required for optimal
lipid-apolipoprotein complex stability, and also accounts for the formation of discoidal
_particles having the peptides sround the edge of the lipid bilayer (Brasseur, 1991, J. Biol.
Chern. 66(24):16120-16127). Rossene et al. have also inzisted that a hydrophobic angle of
loss than 180° is required fior LCAT activation (WO 93/25581).

[0022] However, despite the progress in elucidating “rules” for designing
ApoA-I agonists, to date the best ApoA-I egonists sre reporied as having less than 40% of
the activity of intact ApoA-L None of the peptide agonists described in the Literature have
boen demonstrated to be usefil es a drug. Thus, thero is a noed for the development of a
stablo molecule that mimics the activity of ApoA-I and which is relatively simple and cost-
effoctive to produce. Preferably, candidste molecnles would mediate both indirect end

direct RCT. Such moleogles would be amaller than existing peptide agonists, and have
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broader functional spectra. * However, the “rales” fbr designing efficacious medistors
the function of ApoA-I are unknown.
Summary of the Invention

[0023] In accordance with one preferred embodiment of the present invention, a
mediator of reverse cholesterol transport comprising @ molecule compriging an acidic
region, & lipophilic or aromatic region and a basjc region (the “Molecular Model”™) is
disclosed. The Molecular Model in its simplest form could be s molecule containing en
acidic region and a basic region with & lipophilic backbone or scaffold. The molecule has a
structure adspted to complex with ADL and/or LDL cholesterol and thereby echance
reverse cholesterol transport.

[0024]  The mediator of reverse cholesterol transport prefesubly has between 3
and 10 emino acid residues or anslogs or any non-peptide compound containing a basic
group and an soid group with a lipophiilic scaffold, thereof, and comprises the sequence:
X1-X2-X3, wherein: X1 is en acidic emino acid; X2 is an aromatic or a lipophilic emino
ecid; X3 is a basio amino acid; and wherein the amino terminal further comprises a first
protecting group, end the carboxy terminal further conmprises a second protecting group.
- The first and second protecting groups are independently selected from the group consisting
of an acetyl, phenylscetyl, pivolyl, 9-fluorenylmethyloxycarbonyl, 2-napthylio acid,
nicotinic acid, 8 CHy—(CHz),—CO— wheare n renges from 3 to 20, and an amide of
acetyl, phenylacetyl, di-tert-butyl4-hydroxy-phenyl, naphthyl, substitnted naphtiyl, £
MOC, biphenyl, substituted phenyl, substituted heterocycles, alkyl, eryl, substituted aryl,
oyaloalkyl, fised cyuloalkyl, saturated heteroaryl, substituted saturated heterosryl snd the
like. The C-terminal is capped with an amine such as RNH; where R = di-tert-butyi-4-
hydroxy-phenyl, naphihyl, substlioted naphibyl, £MOC, bighenyl, substituted pheayl, |
substituted heterocycles, alkyl, aryl, substituted aryl, cycloalkyl, fused cycloalkyl, saturated
heterosryl, substituted saturated hetsroary} and the like. ‘The sequance: X1-X2-X3 could be
scrumbled in eny of all possible ways to provids compounds that retain the basic featnres of
the Molecular Model and could be comprised of 3 to 10 smino acid residues.

[0025] In ono embodiment of the amino acid-derived medistor of reveme
cholegterol transport, one or maore of X1, X2 or X3 are D or other modified synthetic amino

ecid residues to provide metabolically stable molecules. This could also be achisved by
9
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peptidamimetic approach i.c. reversing the the peptide bonds in the backbone or similar
groups. In some prefecred embodiments, X2 is biphenylalenine, In particalarly prefocred
smbodiments, the medistors of reverse cholesterol transport of the present invention are any
of SEQ ID NOS 1-176 or may be selected from the compounds shown in Teble 5. In some
preferred embodiments, the mediator of revarse cholestero! fransport includes the sequence
EFR or RFE.

[0026] A method for enhancing RCT in an animal is disclosed in accordance
with enother preferred aspect of the present inveniion. The method comprises
administering to the animal an effective amount of an amino acid-derived composition,
compiising the soquence: X1-X2-X3, wherein: X1 is an scidic amino acid; X2 is sn
sromatio or Lipophilic amino acid; X3 is a basic amino acid; and wherein the amino
terminal further comprises & first protecting group, and the carboxy terminal further
comprises & socond protecting group, Wherein the first and second protecting groups aro
independently selected from the group consisting of en asoetyl, phenylacetyl, pivolyl, 9-
fluorenylmethyloxycarbonyl, 2-napthylic acid, nicotinic acid, a CHy—(CHa)y—CO—
where n mnges from 3 to 20, and di-tert-butyl-4-hydroxy-pheayl, naphthyl, substituted
paphthyl, #MOC, biphenyl, substituted phenyl, substituted beterocycles, sk, aryl,
substituted eryl, oycloalkyl, fused cycloalkyl, saturated heteroaryl, substituted saturated
he!:uronndlndﬂnlih. The C-terminal ia cepped with an amine such 2s RNH; where R =
di-tert-butyl-4-hydroxy-phenyl, nsphthyl, substituted naphfiyl, £MOC, biphenyl,
substituted phenyl, substituted heterocycles, alkyl, atyl, substituted aryl, cycloalkyl, fused
oycloalkyl, saiurated heteroaryl, substituted saturated heteroaryl end the lke. The
sequenoce: X1-X2-X3 could be scrambled in-any of all ppssible ways to provide compourids
that retein the basic features of tho Moleculer Model and could be comprised of 3 to 10

[0027] In eaccordance with another aspect of the present invention, a
substentially pure emino acid-derived substence is disclosed for treating and/or proventing
hypercholesterolemia and/or atharosclerosis in a mammal. The substance has an amino end
a carhoxy termingl and comprises an L or D enentiomer of an acidic amino acid residne or
modified synthetio amino acid or derivative thereof, an L or D enantiomer of a lipophilic
amino acid residue or dedvative or modified synthetic smino acid thereof, and an L or D
enantiomer of a basic emino acid residue or desivative or modified synthetic amino acid

-10-



| & &

thereof. The amino terminal frther compriscs a first protecting group, and the carboxy
terminal forther compriscs a second protecting group, whersin sald first end second
protecting groups are independently selected from the group consisting of an acetyl,
pherrylacetyl, pivolyl, 9-finorenytmethyioxycarbonyl, 2-napthylio acid, nicotinic acid, end,
di-tett-butyl-4-hydroxy-phenyl, naphthyl, substituted naphthyl, FMOC, biphenyl,
substitted phenyl, substitoted heterocycles, alkyl, aryl, substituted aryl, cycloalkyl, fused
cycloalkyl, saturated heteroaryl, substituted seturated hetercaryl and the ke, The C-
terminal is capped with en amino such as RNH; where R = di-tert-butyl-4-hydroxy-phesyl,
naphthyl, substituted naphihyl, £MOC, biphemyl, substituted phenyl, mubstituted
heterocycles, alkyl, aryl, substituted aryl, oycloalkyl, fused cycloalkyl, satorated heteroaryl,
substituted saturated heteroaryl and the'like. The sequence: X1-X2-X3 could be scrambled
in any of all possible waya to provide compounds that retain tho basic features of the
Moleculsr Model and could be comprised of 3 to 10 amino acid residucs.

[0028]  The substance has at least one of the following proparties: (1) it binds to
LDL and HDL mimicking ApoA-I binding to LDL and HDL, (2) it binds preferentially to
liver, (3) it enhances LDL yptake by liver LDL-receptors, (4) it lower the levels of LDL,
IDL, and VLDL cholesterol, (5) it increases the lovels of HDL cholestercl, and (6) it
improves plasma lipoprotein profiles,

[0029] In eccordance with enother aspect of the presemt invention, s
composition suiteble for oral edministration is disclosed for ameliorating or preventing a
sympiom of hyparcholesterolemia, The composition comprises an amino acid-derived
molecule having &n acidic region, & lipophilic region and a basic region. The emino acid-
derived moleculo also has a finst protecting group attached to an emino tetmninal snd a
second protecting group stiached to a carboxyl terminal. The amino acid-derived molecule
may optionally comprise at least ane D amino acid residue.

[0030] In accordence with another mode of the present invention, a peptide
medistor of RCT is disclosed. The medistor comprises the sequence: Xa-Xb-X1-X2-X3-
Xc-Xd, wherein Xa is an acylated amino acid regidue; Xb is any 0-10 amino acid residues;
X1-X2-X3 aro selected independently from an acidic umino acid residue or derivetive
thereof, a lipophilic emino acid regidus or derivative thereof, and a basic amino acid residues
or derivative Gaareof; X, is any 0-10 amino acid residucs; and X, is an amidated amino acid
residue. The peptide medintor preferably has 15 or fower amino acid residues and

-11-
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optionally may comprise of et least ane D amino acid residus or modified synthetic amino
acid. .

[0031] In sccordance with snother prefared embodiment of the present
inveation, administration of & compoasition suiteble for aral administration which includes
en emino acid-derived molecule having an acidic region, a lipophilic region and a basic
rogion for treatment and/or prevention of hypercholesterolemis or atherosclerosis is
disclosed. The amino acid-derived molecule also has a first protecting group aitached to an
amino terminal and a second protecting group attached to & carboxyl tenminal. The anyino
acid-derived moleculs may optionally compriso at lesst one D amino acid residue.

[0032) In accordance with another embodiment of the present invemtion, an
Rcrmedmbruduchued,eompnmnsleompmmduelemdﬁomthnmmmﬂngof
the synthetioc compounds 1-96 of Table 5.

[0033) lnmdmeamthmoﬂmunbod:mmtofﬂmprwmtmvmhon,m
RCT mediator is disclosed, comprising a compound selected from the group consisting of
SEQ ID'NOS: | and 107-117.

[0034] In eccordance with another embodiment of the prosent invention, an
RCT medistor is disclosed, compriging 8 compound selected from the group consisting of
SEQ ID NOS: 1, 26-36, 42, 45-47, 56-58, 68-70, 72-74, 76, 80, 81, 83-90 and 92-95.

[0035] In acoordence with another embodiment of the present invention, an
RCT medistor is discloged, comprising & compound selected from the group consisting of
SEQIDNO: 1.

[0036] In accordance with enother embodiment of the present invention, an
Rmmummaemnndﬂmdﬁmﬂmmmmd
SEQIDNO 113,

[0037] In sccordance with another embodiment of the present inmvention, an
RCT medirtor is disclosed, comprising » comypound selected from the group consisting of
SEQ ID NO: 34.

[0038] In accordance with another embodiment of the present invention, an
RCT madiator is disclosed, comprising & compound selected from the group consisting of
SEQID NO: 86.

-12-
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{0039] hmmmmmmmmdthemwm,m
mmh&dud.wmmgnomomdﬂmdﬁmﬁammm&ngof
SEQ ID NO: 91.

[0040] In accordance with another embodiment of the present invention, an
RCT mediator is disclosed, comprising a compound selected from the group consisting of
SEQ ID NO: 96.

{0041] In accordance with another embodiment of the present investion, sn
RCT mediator is disclosed, comprising & compound selected from the group consisting of
. SEQ ID NO: 145,

[0042] In accordance with another embodiment of the present invention, en
RCT mediator is discloged, comprizing a compound selected from the group consisting of
SEQ ID NO: 146.

[0043] In accordsnce with snother embodiment of the present invention, sn
Rﬂmmwmd,empnmgumpomdsdectedﬁomthegmupoomunsof
SEQ ID NO: 118,

. [0044] In accordance with another proforred embodiment of the present
invention s method is disclosed for treating or preventing hypercholesterolemia and/or
atherosclorosis. 'I‘hnmeﬂ:odwmprisuadmi:ﬁnuingbnmmninlinnudﬂmwfm
amount of & composition selected from SEQ ID NOS: 1-176 (Tablo 3) and syathetic
compounds 1-96 (Table 5), wherein the amount is sufficient to enhance RCT and/or cause
Tegreszion of existing atherosdlerotic lssions or reduce formation of the lesions. Mare
preferably, the composition used for treating or preventing hypercholesterolemia end/or
etherosclarosis is selected from the group consisting of SEQ ID NOS: 1, 113, 34, 86, 91,
96, 145, 146, and 118, wheruin tho smount is sufficient to cohance RCT and/or canse
regression of existing atherosclerotic lesions or reduce formation of the lesions. In one
variation to the method, the step of sdministering is accomplished vie an oral route. In
another varistion to the mefhod, the step of edministering is combined with administration
of a bile acld-binding reain, niacin, a statin, or a combination thereof

[0045] In accordsmce with enother prefored embodiment of the preseat
invention, an in vitro screening method is disclosed for identifying test compoands that are
likely to enhance reverse cholesterol transport is vivo. The method comprises: measuring

cholesterol acoumulstion in Hver cells in vitro in the presence and abeence of the test
-=13-
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compounds; messuring cholesterol acommilstion snd/or offftex in AcLDL-londed
maczophages in vitro in the presence end absence of test compounds; and identifying test
compounds that enhance cholesterol acoumulation in liver cells and reduce cholestercl
levels in macrophages.

[0046] In a variastion to the soreening method, cholesterol levels are also
measured in OxLDL-loaded vasoular amooth musclo cells in vitro in the presence and
absence of test compounds, Accordingly, the atep of identifying test compounds further
comprises identifying compounds that enhance cholesterol accumulation in liver cells and
reduce cholesterol lovels in mecrophages and/or reduce cholesterol levels in vascular
smooth muscle cells. '

[0047] In one embodiment of the screening method, the liver cells are human
Hep(G2 hepatoma cells, In another embodiment, the macrophages are luman THP-1 cells.
In another embodiment, the vascular smooth nruscle cells are primery aottio smooth muscle
cells,

[0048)  In encther varistion, the in vitro screening method comprises the steps
of* measuring cholesterol accumulation in liver cells in vifro in the presence and absence of
the test compounds; measuring cholesterol levels in AcLDI-loeded vascular smooth
muacle cells in vitro in the presence and absence of test compounds; and identifying test
compounds that ehance cholesterol sooumulstion in fiver cells and reduce cholesterol
levels in vascular amooth muscle cells.

Brief Descrigtian of e Drawi

[0049] Figure I shows a schematic representation of solid phase peptide
synthesis,

[0050]  Figurs 2 illustrates association of the amino acid-derived compositions
of the present invention with lipoproteins and albumin, Radiolabeled compounda were
incubated with LDLR-/- mouse plasma et RT for 2hrs. Following incubetion, the mixture
was subjected to agarose gel clectrophoresis. Radioactivity wes quentified in the bands
representing LDL, HDL, and Albumin. Lipoproteins and Albumin bound radioactivity is
expreased s percentage of applied radioactivity.

[0051]  Figure 3 shows that the amino acid-derived compositions of the present

invention bind to the liver in ApoAl-/- male mice. ApoAl-/- male mice were injected with
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12 ug /mouse of radiolsbeled compounds. 36 min livers wero harvested, radioactivity
quantified and adjusted per g of wet tissue. Liver bound radioactivity is expressed as % of
total cpm. Each bar represants the mean + SEM of 4 mice,

[0052]  Figure 4 shows the organ distribution of SEQ ID NO 1 and prefevential
upinke by the liver. ApoAl-/- male mico were injected with 12 ug of radiolsbeled SEQ ID
NO: 1. 36 min later organs wore harvested, radioactivity quantified and adjusted per g of
wet tissue. Bach bar represents the mean 3 SEM of 4 mice.

[0053]  Figure § shows that camplexing of Humen 125I-LDL with SEQ ID NO:
1 improved its binding to the liver. LDL delivery to the liver i» enhanced by SEQ ID NO 1.
111 DL elone or **I-LDL complexed with SEQ ID NO: 1 were injected into male mice of
the deficient genotypes as indicated. 36 min later livets were collected at and radicaciivity
quantified. Liver bound radioactivity is.expressed as % of injected radioactivity. Each bar
rqn-ué:uﬂmmmtsmoﬂnﬁeo.

[0054]  Figure 6 shows that SEQ ID NO 1-LDL complexes bind to the LDL
receptor on liver. Binding of *I-LDL alone or *I-LDL, complexed with SEQ ID NO: 1 to
the Jiver of LDLR-/- mice were subtracted from their respective binding to the liver of A-I-
/- mice. Romalt of subtraction indicates on dramatic increase in binding of the complex to
the LDI -receptors. Each ber represents the mean = SEM of 4 miice.

[0055]  Figure 7 shows the effects of SEQ ID NO 1 on clearance of hnman LDL
from the blood of ApoA-I-deficient mice, '**I-LDL alone or I-LDL complexed with SEQ
ID NO: 1 were injected into ApoAl+/- mice. At the indicated time points plasma was
obtained, and 10%TCA precipitable radioactivity was measured. 100 % is cqual to blood
radioactivity determined 10 min after injection. Bach velue represents the mean+ 1 SEM of .
4 enimals,

[0056)  Figure 8 shows the effect of SEQ ID NO 1 on LDL organ distribution in

. .ApoA-Ideficient and LDL receptor-deficlent mice. Radioactivity,% = (organ bound

radioactivity / blood radioactivity)x100%. Approximately 90% of total detected
radioactivity (st the 36 min time point) is the blood radioactivity.

[0057]  Figure 9 shows the effect of SBQ ID NO 1 on plasma VLDL cholestarol
levels. Mice were divided into two groups (4 mice in cach group). SBQ ID NO: 1 or PBS
were injected intravenously into experimental or comtrol nrce, respectively. At the
indicated time pointa plasma was cbiained, combined within each group, sad spplied on
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Superose 6 colmnn. Hach time point on the curve represents the Mean = SEM obtained
from > or = 3 chromatographic profiles.

[0058] Figure 10 shows the effect of SEQ ID NO 1 on plasma IDL/LDL
cholesterol lovels. Mice were divided imto two groups (4 mice in each group). SEQ 1D NO:
1 or PBS were injecied intravenously into experimental or control mice, respectively. At the
inflicated time points plasma was cbtained, combined within each group, and applied on
Supesrose 6 column. Bach time point on the curve represents the Meen + SEM obtained
from > or =3 chromatographic profiles.

[0059]  Figure 11 shows the effect of SEQ ID NO 1 on plaama HDL levels.
Mico were divided into two groups (4 mice in cach group). SEQ ID NO: 1 or PBS were
injected intravenously into experimantal ar control mice, respectively. At the indicated time
poinis plasma was obtained, combined within each group, end epplied on Suparoze 6
column. Each tims point on the curve represents the Mean & SEM obtained from > or = 3
chromstographic profiles.

[0060]  Figure 12 shows linear regreswion analysis of the effects of SEQ ID NO
1 on plasma VLDL cholesterol levels.

[0061}  Figure 13 shows lincer regrossion analyxis of the offects of SEQ ID NO
1 an pissma IDL/LDL cholesterol levels, | '

[0062] Figure 14 shows lincar regression analysis of the effects of SEQ ID NO
1 on plasma HDL levels.

[0063]  Figure 15 shows the effect of time-released SEQ ID NO 1 on plasma
lipoprotein profile. Pumps containing SEQ ID NO: 1 or PBS were surgically inserted in
camulated Chow fed mice. Pumps flqw tate wag Sul/hr, which provided indicated in pioture.
amount of BEQ ID NO: 1 per hr. Animeals were switched on HFC diet immedintely after
surgery. 20hr Iater plasma was obtained, combined within each group (4 - 6 mioe), and
subjeoted to FPLC and agaroas gel electrophoresis to monitor cholesterol and phospholipids
distribution rmong different lipoprotein classes (for clerity, the data for phospholipids is
not shown). Effect is exprossed as % of change compared to PBS control.

[0064] Figure 16 shows the long-term (20 hours) effects of infusion of various
amino acid-derived compositions of the present invention on plaama lipoprotein profiles.
Pumps containing SEQ ID NO: 1 or PBS wero surgically inserted in camiated Chow fixd

mice. Pumps flow rate was 8ul/hr, which provided 30-40ug of poptide per hr. Animals were
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switchod on HFC diet immediately after gurgery. 20kr Later plasma was cbtsinad, combined
within each group (4 - 6 mice), and subjected to FPLC and agerose gel electrophoresis to
moniior cholestarol and phospholipids distribution among different Hpoprotein classes.
Bifect is expressed as % of changs compared to PBS control.

[0065]  Figure 17 shows the long-term (160 hours) effects of infision of various
amino acid-derived compositions of the present invention on plasma lipoprotein profiles.
Putaps containing SEQ ID NO: 1 or PBS were surgicelly inserted in camlated Chow fed
mice, Pumps flow mate was lul/hr, which provided indicated in gruph amount of peptide per
hr. Animals wero switched on HFC diet immeodiately after surgery. 160hr later plasms was
obtained, combined within each group (4 - 6 mice), and subjected to FPLC and agarose gel
electrophoregis to monitor cholesterol &nd phospholipids distribution among different
Tipoprotein classes (for clarity, the data for phospholipids is not shown). Effect is expressed
28 % of change compared to PBS control.

[0066]  Flgure 18 shows the effects of varions peptides (SEQ ID Nos: 34, 86,
91, 96, 35 and 36) of the present invention on PLTP enzyme activity. SEQ ID Nos: 34, 86,
91 and 96 resulted in activation of PLTP.

[0067)  Figure 19 shown the acute effects of oral administration of SEQ ID NO:
91 on plasma lipoprotein profiles and excretion of cholesterol in bile acid.

[0068]  Figure 20 shows effioct of ad lib (vis Hie drinking water) administration
of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91) on plasma lipoprotein profiles of Chow fid ApoB-/- mice.

[0069]  Figure 21 shows effects of ad lib (via the drinking water) administration
of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91), AVP-26451 (SEQ ID NO: 145), AVP-26452 (SEQ ID
NO: 146).a0d AVP-26355 (SEQ ID NG: 118) on plasma lipoprotein profiles of ApoB/--
mice fod high fit diets,

[0070]  Figure 22 shows effects of ad Hb (via the drinking watet) administration
of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91), AVP-26451 (SBQ ID NO: 145), AVP-26452 (SEQ ID
NO: 146) and AVP-26355 (SEQ ID NO: 118) on amount of cholestero} excroted by ApoR-
/- mice fd kigh fat diets.

[0071] Figure 23 is a schematic diagrath showing /n vitro oell culture triangle
acroening method for test compounds likely to enhance RCT in vivo,

{00721  Figure 24 shows effoct of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91) and AVP-

26452 (SEQ ID NO: 146) on LDL-mediated accammistion of cholesterol in HepG2 cells,
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. [0073]  Figure 25 shows effect of AVP-26249 (8BQ ID NO: 91) on Ac-LDL-
medisted scoumulation of cholestercl (TC) and cholesteryl ester (CE) in humen
macrophages, :

[0074]  Figure 26 shows effect of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91) and AVP-
26452 (SEQ ID NO: 146) on Oxidized-LDL (Ox-LDL) mediated’ sccurmlstion of
cholesterol (TC) and cholesteryl ester (CE) in human vascular smooth mmacle colis.

[0075]  Figure 37 shows effect of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91) and AVP-
26452 (SEQ ID NO: 146) ofi cholesterol effiux from Ac-LDL prelosded human
macrophages. .

[0076] Figure 38 shows effect of AVP-26249 (SEQ ID NO: 91) om
development of atherosclerotic lesions in sarts of ApoB-/- mica. ApoE-/- males mice were
maintained on: Chow diet for 4 weeks and on HFD (1.25% of cholesterol) for 9.3 weeks.
Mice received AVP-26249 “ad 1ib" via the drinking water at concentrations of 0, 1.4 and
2.8 mpk for 13.3 weeks. At the end of experiment aortas were isolated and assessed for
progression of atherosclerotic lesions.

[0077]  Figure 29 shows effoct of AVP-26452 (SEQ ID NO: 146) on
developmeit of etherosclerotic leaians in sorta of ApoE-/- mice. ApoE-/- male mice were
maintained on Chow diet for 4 weeks and on HFD (1.25% of cholasterol) for 9.3 weeks,
Mioo received AVP-26452 “ad lib” via the drinking weter at concentrations of 0, 1.4 and
2.8 mpk for 13.3 weaks. At the end of expeciment aortas were isolsted and asseased for
progression of atheroaclerotic legions.

[0078]  Figure 30 is a schematic disgram showing pathways in cholesterol
transport snd metabolism.  Abbrovistions include €F, cholosterol este; PLTP,
Phospholipid transfer protein; TG, triglycerids; LDL, low density lipoprotein; HDL, high |
density Hpoprotein; IDI, intemediste density lipoprotein; LCAT, Lecithin:cholesterol
acyltransferase.

] - ¥
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{0079  Tho mediators of RCT in proferred emibodiments of fha invention mimic
ApoA-] function and aotivity. In a broad aspect, these mediators are molecules comprising
three regions, an acidio region, a lipophilic (e.g., aromatic) region, and & basio region. The
molecules proferahly contein & positively charged region, 8 negatively cherged region, and

en uncharged, lipophilic reglon. The locations of the regions with respect to cne another
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can vary batween molecules; fiws, in a prefirred embodiment, the molecules medinte RCT
regardless of the relative positiona of the fhree regions within each molecule. Whereas in
soms prefemred embodiments, the molecular template or model comprises an acidic emino
acid-derived residus, a lipophilic amino acid-derived residue, and & basic smino acid-
derived residoe, linked in any order to form a mediator of RCT, in other preferred
embodiments, the molecnlar model can be embodied by a single residue having acidio,
lipophilic and basic regions, such as for example, the amino acid, phenylslenine (SEQ ID
NO 127).

[0080) 1In some preferred embodiments, the molecular mediators of RCT
comprise trimers of natursl D- or L~ smino ecids, amino acid analogs (synthetic or
semisynthetic), and amino acid derivatives. For example, & trimer may include an acidic
amipo acid residus or anslog thereof, an aromatio or lipophilic amino acld residue or analog
thereof, and a basic amino acid residue or anslog thereof, the residues being joined by
peptide or amide bond linkages. For example, the trimer sequence EFR comprises an
acidic residue (glutamic acid), an aromatic residue (phenylalanine) and a basic amino ecid
regidus (arginine). In other preferred aspects of the invention, the moleculsr mediators may
be larger amino acid-based compounds which comprise ane or more of the amino acid
trimers. For example the decapeptids, YEFRDRMRTH, comprises the acidic-aromatic-
basic’ trimer sequence, EFR, discussed sbove or efr or rfe, i.e cotsining d-amino -acid
.regidues ar B-{4-Fhenyl)-FR or modified or synfhetic or semisynthetic amino acid rosidnes.

[0081] While the molecolar mediators of RCT share the common aspect of

reducing serum cholesterol fhrough enhencing direct and/or indirect RCT pathways (i.e.,
increaging cholastero] efflux), the preferred mediators may exhibit inter alia one or more of
the following specific functional sttributes: ability to form amphipathic helical structures or
sub-structures thereof in the presence or sbaence of lipid, ability to bind lipida, ability to
form pre-B-likke or HDL-like complexes, ability to activate LCAT, and ability to increase
serum HDL concentration,

[0082]  To date, efforts at designing ApoA-l agonists have focused on the 22-
-mer unit struchwes, e.g, the “consenyns 22-mer” of Anentharamaish et al., 1990,
Arteriosclerosis 10(1):95-105; Venkntachalapathi of al., 1991, Mol. Conformation and Biol.
Interactions, Indian Acad. Sci. B:585-596, which are capable of forming amphipathio a-

helices in the presance of lipids. (See e.g., U8, Pat. No. 5,376,464 directed at peptide
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mimetics derived from modifications of the consensus 22-mer). In accordance ‘with &
prefarred -aspect of the present invention, relatively short (less than about 10 amino acid
residues) emphipathic a-helical sub-structiures which are derived from any of multiple a-
helical domains of the infact ApoA-I wure synthesized and tested ss mediators of RCT.
There are seversl advantages of using such relatively short peptides compared to longer 22-
mers. For example, the shorter mediators of RCT are easier and less costly to produce, they
gre chemically and conformationally maore stable, the preferred conformations remasin
relatively rigid, there is little or no intm-molecular interactions within the peptide chain,
and the shorter peptides exhibit a higher degree of oral aveilability. Multiple copies of
these shorter peptides might bind to the HDL or LDL producing the same effect of a more
restrained large poptide. Although ApoA-l mmitifimctionality may be besed on the
contributions of jts multiple a-hetical domains, it is also possible that even s single fanction

" of ApoA-, e.g, LCAT activation, can be medisted in a redimdant manner by more than one
of the o-helical domains. Thus, in a preferred aspect of the present invention, mmitiple
functions of ApoA-1 may be mimicked by the disclosed medistors of RCT which are
directed to & single sub-domain.

[0083] ‘Three functional features of ApoA-I are widely accepted as major
criteria for ApoA-] agonist design: (1) ability to associste with phospholipids; (2) ability to
activate LCAT; and (3) ability to promote efflax of cholesterol from the cells. Some of the
cholesterol transport and metabolism pathways are illustrated in Figure 30. The molecular
mediatars of RCT in accordance with some modes of the present invention may exhibit
only the last functional feature—ability to increase RCT. However, quite a fow other
properties of ApoA-l, which are often overiocked, make ApoA-l & particularly atiractive
target for therapeutic intervention. For example, ApoA-] directs the cholesterol flux into
the liver via a receptor-mediated process and moduletes pre-f-HDL (primary acceptor of
cholesterol from periphars] tissuas) production vie a PLTP driven resction. However, these
features ullow broadening of the potential nsefuiness of ApoA-I mimetic molecules, This,
entirely novel approach to viewing ApoA-I mimetio function, will allow use of the peptides
or amino acid-derived small molecules, which are disclosed hersin, to facilitate direct RCT
(via HDL pathway) a3 well as indirect RCT (.e., to inforcept snd clear the LDLs from
circulation, by redirecting their fiux to the liver); see e.g., Figure 30. To be capable of
enhancing indirect RCT, the molecular mediators of the present invention will prefarahly be
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sblo to associate with phospholipida end bind to the biver (i.e., to serve as ligand for liver
* *lipoprotein binding sites).

[0084] ‘Thus, & goal of the rescarch effirts which led o the present invention
was to identify, design, and synthesizo the short (less than about 10 amino acid residues),
stable peptide medistors of RCT that exbibit preferential lipid binding conformation,
increage cholesterol fiux to the liver by facilitating direct and/or indirect reverse cholesterol
mmhmwm and subsequently prevent the progression
or/and even promoto the regression of atherosclerotic lesions.

[0085]  Our peptide design stretegy was: (1) to dotermiie relatively short (3-15
emino acid residucs) interwotive regions within the emphipathic a-helical domains of
ApoA-I; (2) to bass our first genaration of peptides on exact ApoA-I sequence; (3) to design
peptides accarding to the general rules emerged from investigation of amphipathic a~helical
domains of ApoA-J; (4) to define the lower limits of peptide sequence lengfh, the critical
amino acld residues, and the exact topography in the shortest possible peptide, which still
exhibits both amphipathio a-helical secondary structiare and ApoA-I activity i vitro and in
vivo; and (5) to incorporate defined physical chamical properties into design of even shorter
amall-molecule-like peptides and/or other small molecules that evolved into the Molecular
Model as described above, .

[0086] The mediators of RCT of the invention can be prepared in stable bulk or
unit dosage fonns, e.g., Iyophilized products, that can be reconstituted before use in vivo or
reformulated. The invention includes the pharmaceutical formmiations and the use of such
proparations in the treatment of hyperdipidemia, hypercholesterolemia, coronary heart
duouqdhemadmmdothceondiﬁmnehumdoﬁmmngmﬁam

[0087)  The invention is illustrated by working examples which demonstrate that
the mediatars of RCT of the invention associate with the HDL end LDL component of
plasma, end can incroase the concentration of HDL &nd pre-B-HDLpasticles, and lower
plasma levels of LDL. Thus promote direct and indirect RCT. The medistors of RCT of
tho invention increase humen LDL medisted cholesterol acowoulation in human
hepatocytes (HepG2 cells) (as shown in Figurs 24). The mefistors of RCT are slso
efficiont at activating PLTP and thus promotis the fonnation of pre-p-HDL particles.
Increase of HIDL cholesterol served as indiroct evidence of LCAT involvement (LCAT
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sctivatioh was not shown direcily (in vitro) in the RCT. Use of fhe medistors of RCT of -
tho invention i vivo in animal models results in an increase in serum HDL concentration.,

[0088] The invention is set forth in more détail in the subsections below, which
describe the composition and structure of the medistors of RCT; structural and functional
nhm&lnﬁomme@ndsofmnnﬁmofbﬂkmduﬂtdwmﬁnmﬂaﬁm;mdmm
of use.

Peptide Structure and Function

[0089] The medistors of RCT of the invention are generlly peptides, or
analogues thereof, which mimic the activity of ApoA-I. The mediators of RCT are
composed of Jess than sbout 10 amino acid residues, or an analogue thereof. In some
embodiments, st least one amide linkage in the peptide is replaced with a substitated amide,
an isostere of an amide or an amide mimetic. Additionally, one or more amide linkages can
be replaced with peptidomimetio or amide mimetic moietips which do not significantly
interfere with the structare or activity of the peptides. Suitable amide mimetic moieties are
described, for example, in Olson et al., 1993, J, Mad. Chem. 36:3039-3049,

[0090] A preferred foature of the peptides is their ability to form amphipathic a-
helicea or substructures. By emphipathic is meant thet the a-helix has opposing
hydrophilic and hydrophobic faces oriented elong its long exis, i.e., one face of the halix
projects mainly hydrophilic side chsins while the opposits face projocts mainly
hydrophobic side chains,

[0091] As will be discussed more thoroughly below in conjunction with altered
or mutated forms of the peptides, certain amino acid residues can be replaced with other
amino acid residnes such that the hydrophilic and hydrophobic faces of the helix formed by
the peptides mey not be composed eatirely of hydrophilic and hydrophobic amino acids,
respectively. Thus, it is to be understood that when referring to the smphipathic a-helix
formed by the peptides of the invention, the phrase "rydrophilic face® rafers to & face of the
helix baving overall net hydrophilic character. The phrase "hydrophobic face* refers to a
fiaco of the peptide having overnll net hydrophobic cheracter. While not intending to be
bound by eny particular theory, it is believed that certain siructoral end/or phyrical
properties of the amphipathio helical stroctures formed by the peptides may contribute to
ftheir activityy ~ These properties include the degree of amphipathicity, overail
Mﬂ-mwﬁﬁm%ﬁﬁﬂmﬂwo angles, hydrophobio
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moment, meen hydrophobic moment, and net charge of the a-helix. The degree of

_ emphipathiclty (degree of asymmeiry of hydrophobicity) can be conveniontly quantified by

calculating the hydrophobic moment (uz) of the helix. Methods for calculating pyr for a
particular poptide sequence arc well-inown in the art, and are described, for example in

. Eisenberg, 1984, Ann. Rev. Blochem. 53:595-623. The actoal py obtained for a particular

peptido will depend on the total mumber of amino acid residuss composing the peptide.
Thms, it ie generally not informative to directly compare juy for peptides of different lengths,

[0092] The emphipathicities of peptides of different lengths can be directly
campeared by way of the mean hydrophobic moment (<ji#>). The mean hydrophobio
moment can bs obtained by dividing puy by the mumber of residues in the helix (le.,
<p>=1/N). Generally, the preferred peptides, which exhibit & <pz> in the mange of 0.45
to 0.65, a8 determined using the normalized consensus hydrophobicity scalo of Risenberg
(Bisenberg, 1984, J. Mol Biol 179:125-142), are considered to be within the scope of the
present invention, with a <pz>in the range of 0.50 to 0.60 being prefarred.

[0093]  The overall or total hydrophobicity (H,) of & peptide can be conveniently
calculated by tpking the algsbraic sum of the hydrophabicities of each amino acid residue in
the peptide:

(JJ.,H. =iH,),

i)
where N is the number of amino acid residues in the peptide and H; is the hydrophobicity of
the ith amino acid residus). The meen hydropbobicity (<Ho>) is the hydrophobicity divided
by the number of amino acid reaidues (Le.,, <H>=Hy/N). Generally, peptides thet exhibit &
mesn hydrophobicity in the range of -0.050 to -0.070, as determinad using the normalized
consonsus hydrophobicity scale of Eisenberg (Bisenberg, 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142)
are considered to be within the scope of the present inveation, with s mean hydrophobicity
in the range of -0.030 to -0.055 being prefiarred.

[0094] ‘The total hydrophobicity of the hydrophobic face (H, ™) of an
amphipafhic helix can be obtained by taking the sum of the hydrophobicities of the
‘hydrophobic amino ackd residues which full into the hydrophobic angle as defined below:

»
H!"'=ZH.-.
ol
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where H, is a previously defined and N s the tots] mumber of hydrophobic emino scids in
the hydrophobic facc). The mean hydrophobiclty of the hydrophobio face (<H>) is
H.P°/Ng where Ny is as défined sbove. Generally, peptides which exhibit & <H> in the
range of 0,90 to 1.20, as determined using the congensus hydrophobicity scale of Bisenberg
(Bisenberg, 1984, supira; Bisenberg et al., 1982, supra) are considered to be within the scope
of the present invention, with & <H /"> in the rangs of 0.94 to 1.10 being preferred.

[0095]  The hydrophobic angle (pho engle) is generally defined as the angle or
arc covered by the longest contimuous stretch of hydrophobic amino acid residucs when the
peptide is arranged in the Schiffer-Bdmumdson helicil whool representstion (i.e., the
mmber of contignous hydrophobic residues on the wheel nmitiplied by 20°). The
hydrophilio angle (phi angle) is the differcnce between 360° and the pho angle (i.e,, 360°-
pho angle). Those of skill in the srt will recognize that the pho and phi angles will dspend
in part, on the oumber of amino acid residues in the peptide.

[0096] Amphipathic peptides and moleculer mediators, having acidic, aromatic
and basio regions, in accordance with preferred aspects of the present invention, sre
expected to bind phospholipids by pointing theif hydrophobic faces towards the alkyl
cheins of the lipid moieties, K is believed that the hydrophobic. cluster will generate
sufficiently strong lipid binding affinities for the peptides of the inveation. Since Hpid
binding is & prerequisite for LCAT activation, it is also believed that the hydrophobic
cluster may enhance LCAT activation. In sddition, sromatio residues ere often found to be
importent in anchoring peptides and proteins to lipids (De Kruljff, 1990, Biosci, Rep.
10:127-130; O'Neil end De Grado, 1990, Science 250:645-651; Blondells et al, 1993,
Bilochim. Blophys. Acta 1202:331-336).

[0097] Inmteractions between the peptides of the invention and lipids load in
preferred embodiments to the formation of peptide-lipid complexes. The type of complex
obtained (comicelles, discs, vesicles or mmitilayers) will depend on the Xpid:peptide moler
ratio, with conicelles genecelly boing formed at low lipid:peptide moler ratios and discoidal
snd vesicular or multilayer complexes being formed with incroasing lipid:peptide moler
ratios. ‘This characteristic has been described for amphipethic peptides (Epand, The
. Amphipathic Helix, 1993) end for ApcA-I (Jones, 1992, Structare end Function of
Apolipoproteins, Chapter 8, pp. 217-250). The lipid:peptide molar ratio also determines

the size end composition of the complexes.
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[0098] Inthe generally acoepted structural model of ApoA-], the amphipathic a-
helioes are packed arcund the edgn of the discoidal HDL. In this model, the helices ‘are
assumed to be aligned with their bydrophobic faces pointing towards the lipid acyl chains
(Brasseur e al., 1990, Blochim. Blophys. Acta 1043:245-252), The heliocs are arrenged in
an aritiparallel faghion, and & cooperative effect betwoen the helices is thought to contribute
to the stability of the discoidal HDL complex (Brasseur ef al., supra). Although it has been
proposed that one factor which contribntes to the stability of the HDL discoidal complex is
the existenos of jonic interactions between ecidic and besic regidues in ApoA-] resulting in
the formation of intermolecular salt bridges or hydrogen bonds between residues on
adjacent anti-parallel helices, such intermoleculsr interactions are not necessary to the
activity of the molecular mediators. Thus, sdditional features of some of the medistors of
RCT are their ability to form intermolecular hydrogep-bonds with one another when
aligned in an antiparsllel fashion with their hydrophobic faces pointing in the same
direction, such as wonld be the case when the medistors are bound to lipids.

[0099) It is widely held that intramolecular hydrogen bond or salt bridge
formation between acidic and basic regidnes, respectively, at positions i and i+3-of the helix
stabilize the helical structure (Marqusee et al, 1985, PNAS. USA 84(24):8898-8902). '
However, such intramolecular interections are minimal in the relatively emaill molecular
mediators of the present invention.

[0100] As used herein, the abbrovistions for the genetically encoded L-
enantiomeric amino acids are convenfional and are as follows: The D-amino acids are
designated by lower case, o.g. D-alanine = a, eto.

Isbiel

Amino Acids _ Ome-Letter Symbol Common Abbreviation
Alanine A Ala
Arginine ‘R Arg

Asparagine N Asn

Aspartio zaid D Asp
Cysteino C Cys
Glutamine Q Gin

Glutamic acid B Gha
Gycine a Gly
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Amino Acids One-Letter Symbol Common Abbreviation
Isclencine I Ho
Leacine L Leu
Lynine K Lys
Phonylalanine F Phe
Proline P Pro
Serino S Ser
Throonine T Thr
Tryptophan W Tip
Tyrozine Y Tyr
Valine Vv Val

[0101]  Certain amino acid residues in the peptide medistors of RCT can bo
replaced with other amino acid residues without aignificantly deleterioualy affecting, and in
maty cases even enhancing, the activity of the peptides. Thus, also contemplated by the
present invention are altered or mutated forma of the peptide mediators of RCT wherein at
least one defined smino acid residue in the structure i substituted with another emino acld
residue or derivative end/or analog thareof. As one of the festures affecting the activity of
the peptides of the invention may be their sbility to form a-helices in the presence of lipids
that exhibit the emphipathic and other properties desctibed above, it will be recognized that
in preferred embodiments of the invention, the smino acid substitutiona are conservative,
i.e., the replacing amino acid residue hes physical end chemical properties that are similar
to the amino acid residue being replaced. .

[0102] For purposes of determining conservetive amino acid substitutions, the
emino acids can be conveniently classified into two main oategories--hydrophilic and
hydrephobie—depending primerily on- the physical-chamica] characteristics of the amino
acid side chain. These two main categories can be further classified into subcategories that
more distinctly define the characterigtics of the amino wold side chains. For example, the
class of hydrophilic emino acids can be farther subdivided into acidio, besic and polar
'amino acids. The class of hydrophobio amino acida can be farther subdivided into nonpolar
and aromstic amino acids. The definitions of the various categories of amino acids that
define ApoA-I are as follown: )

[0103] The tarm "hydrophilic amino acid” refers to an emino acid exhibiting a
hydrophobicity of less than zero according to the normalized consensus hydrophobicity
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scale of Risetberg et al., 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142. Genetically encoded hydrophilic
amino acids include Thr (T), Sex (8), His (H), Giu (B), Am (N), Gin (Q), Asp (D), Lys (X)
and Arg (R).

[0104]  The tesrm "hydrophobic amino acid® refers to an amino acid exhibiting a
hydrophobicity of greater than zero sccording to the normealized consensus hydrophobicity
scale of Eisenberg, 1984, J. Mol. Biol. 179:1.25-142. Genstically encoded bydrophobic
" amino ecids include Pro (), lle (), Phe (), Val (V), Leu (L), Trp (W), Met (M), Ala (A),
Gly (@) and Tyr (¥)

[0105] The tem "acidic amino acid" refers to a hydrophilic smino acid having a
gide chein pK valoe of less than 7. Acidic emino acids typically have negatively charged
side chains st physiological pH dne to loss of & hydrogen jon. . Genetically encoded acidic
amino acids include Glu () and Asp (D).’

[0106] The torm "basic amino acid® refers to & hydrophilio amino ecid having a
side chein pK value of greater than 7. Basic amino acids typically have positively charged
side chains at physiological pH due fo associstion with hydronium ion: Qenstically
encaded basic amine acids include His (), Arg (R) and Lya (K).

[0167]  The term "polar amino acid” refers to"a hydrophilic smino acid baving a
side chain that is uncharged at physiological pH, but which has at least ane bond in which
the pair of elecirons shared in common by two atoms is held more closely by one of the
atoms. Genetically encoded polar amino acids include Asn (N), Gin (Q) Ser (S) and Thr
(D). .

[0108] The term "nonpolar amino acid" refers to & hydrophobic amino acid
heving  side clisin that is-uncharged et physiologicel pH and which has bonds in which the-
pair.of electrons shared in common by two atoms is generally held equally by each of the
two atoms (i.e., the side chain is not polar). Genstically encoded ponpoler amino scids
include Leu (L), Val (V), Ile (), Met (M), Gly ((3) and Ala (A).

[0109] The teym *aromatic amino acid” refem to 8 hydrophobic emino acid with -
a side chain having at least one aromatic or heteroaromatic ring. The aromatic or
heteroaromatic ring may contain one or more substituents sech as —OH, —SH, —CN, —
F, —Cl, —Br, —I, —NO;, —NO, —NH;, —NHR, —NRR, —C(O)R, —C(O)OH, —
C(O)OR, —C(O)NHz, —C(O)NHR, —C(O)NRR and the Hke where cach R is

independeatly (C; — Cg) alkyl, substitated (C, — Cq) alkyl, (C; — Cg) alkenyl, substituted (C,
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~ Cg) lkeny, (C; — CJ alkynyl, substitated (C; €& alkynyl, (Cs — Cao) mryl, substituted

(&—Cm)nﬂ.(a—cu)mmbmm—mms-zomw
substitated 5-20 memberod heteroaryl, 626 membered alkheteroaryl ot substituted 6-26

membered alkhoteroeryl. Genetically encoded aromatic amino acids include Phe (F), Tyr .

(Y) and Trp (W)

[0110) The term "aliphatic amino acid" refers to a hydrophobic emiino acid
having an aliphatic hytirocarbon gide chain. Genetically encoded aliphatic amino acids
include Ala (A), Val (V), Leu (L) and Tle (D).

[0111]  The amino acid residus Cys (C) is unosual in that it can form dimulfide
bridges with other Cys (C) residues or other sulfanyl-containing amino acids. The sbility of
Cy» (C) residues (and other amino acids with —SH containing side chains) to exist in a
peptide in either the reduced free —SH or oxidized disnlfide-bridged form affects whether
Cya (C) residues contritrute net hydrophobic or hydrophilic character to a peptide. While
Cys (C) exhibits & hydrophobicity of 0.29 according to the normalized consensus scale of
Bisenberg (Bisenberg, 1984, supr), it is to be undenstood that for purposes of the present
 investion Cys (C) is catogarized as & polar hydrophili amino acid, notwithstanding the
general classifications defined above.

[0112]  As will be apyireciated by thoss of skill in the art, the above-defined
categories are not mutually exclusive. Thus, amino acids having side chaing exhibiting two
or more physical-chamical properties can be included in multiple categories. For example,
amino acid side chaing having sromatio moicties that are further substituted with polar
substitnents, such as Tyr (Y), may exhibit both aromatic hydrophobic properties and polar
ax bydrophilio gropestios, snd can. herefiore be incinded in hoth. the srumatio and palac
categorics, The appropriate categorization of eny amino acid will be apparent to those of
akill in the art, especially in light of the detailed disclosure provided herein.

[0113]  Certsin amino acid residues, callod "helix breaking” amino acids, have a
propensity to distupt the strocturs of a-helices when contained st internal positions within
the helix. Amino acid residues exhibiting such helix-bresking properties are well-known in
the art (3ec, ¢.g., Chou and Fasman, Ann. Rey. Biochem. 47:251-276) and include Pro (),
Gly (G) and potentially ail D-amino acids (when contsined in an Y-peptide; conversely, L-
anino acids disropt helical structure when conteined in & D-peptide). While these helix-
broaking emino wcid rosidnes fall into the categories dafined shove, with the exooption of
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Qly (G), these residues are generally not ased to substitute amino acid residues at internal
positions within the helix—they sre generally used to substituto 1-3 amino acid residnes at
fhe N-termirms and/cir C-termims of the peptide.

[0114) 'While the ahove-defined categories have been exemplified in terms of
the genetically encoded amino scids, tho amino acid substitutions need not be, and in
certain embodiments preferably are not, restricted to the genetically encoded amino acids,
Indeod, many of the preferred peptide medistors of RCT contein ganetically non-encoded
amino acids. Thus, in addition to the naturally occurring genetically encoded amino acids,
amino acid residucs in the peptide mediators of RCT may be substituted with naturally
occurring non-encoded amino acids and synthetic amino acids.

[0115] Certsin commonly encountered amino acids which provide useful
substitutions for-the peptide modiators of RCT include, but are not limited to, p-elanine (B-
Aln) and other omegs-amino acids guch as 3-aminopropionic acid, 2,3-dieminopropionic
acid (Dpr), 4-aminobutyrio acid end so forth; o-aminoiscbutyric ecid (Aib); e-
aminohexanoic acid (Ahs); 8-aminovaleric acid (Ava); N-methylglycine or sarcosine
(MeGly); omithipe (Om); citrulline (Cit); t-butylalanine (t-BuA); t-butyigiycine (t-BuG);
N-methylisolencine (Melle); phemylglycine (Pbg); cyclobaxylalenine (Cha); narlencine
(Nle); naphthyielanine (Nal); 4-phenylphenylalanine, 4-chlorophenylalanine (Phe(4-CI)); 2-
fluorophenylalanine (Phe(2-F)); 3-fluorophanylalanine (Phe(3-F)); 4-fluorophenylalanine
(Phe(4-F)); penicillamine (Pen); 1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylio acid (Tic); B-
2-thienylalanine (Thi); methionine selfoxide (MSO); homoarginine (hArg); N-scetyl lysine
(AcLys); 2,4-diaminobutyric acid (Dbu); 23-diaminobutyric acid (Deb); p-
aminephesylelanine (Fhe (PNHz)); N-methyl valine (MeVal), homeeystoine (hCys),
homophenylalenine (hPhe) and hamosetine (hSer); hydroxyproline (Hyp), homoproline
(bPro), N-methylated amino acids and peptoids (N-substitated glycines).

[0216] Other amino acid residues not specifically mentioned herein can be
roadily oategorized based on their observed physical end chemical properties in light of the

[0117]  The classifications of the genetically encoded and common non-encoded
amino acids according to the categories definod above are summarized in Table 2, below.
It is to be understood that Teble 2 is for illustrative purposes only and does not purport to
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be an exbaustive list of amino acid residnes and derivatives thet can be used to substitate
the peptide modi of RCT described herein.

Aromatic F.Y,W Phg, Nel, T, Tic, Phe (4-C1), Phe (2-F),
: Phe (3-F), Phe (4-F), hPhe
Nompolar LV.LMG,AP  tBu, +BoG, Melle, Nle, MaVal, Cha, McGly,

Aib
Aliphatic AV,L1 b-Als, Dpr, Aib, Aha, MeGly, t-BuA, t-BuG,
. Maelle, Cha, Nle, MeVal
Hydroghili
Adidic D,EB
Basic HKR Dpr, O, hArg, Phe(p-NH3), Dbu, Dab
Poler C,QN,8.T Cit, AcLys, MSO, bAla, hSer
_Hplix-Breaking P,G ___~ _ D-Proand other D-smino acids (in L-peptides)

[0118] Other wmino acid residucs not specificelly mentioned herein can be
readily categotized based on their observed physical and chemica! properties in light of the
definitions provided herein.

[0119] While in-most instances, the amino acids of the peptide mediators of
RCT will be substituted with L-enantiomeric amino acids, the substitutions are not limited
to L-ensntiomeric amino acids. Thus, also included in the definition of "mutated” or
"altered” forms are those situstions where an L-amino acid is replaced with an identicel D-
amino scld {(e.g., L-Arg—+D-Arg) or with ¢ D-emino acid of the gamo category or
subcategory (o.g., L-Arg D-Lys), and vice versa. Indeed, in cartain preferred ambodiments
that aro suitable for oral administration to animal subjects, the peptides may advantageously
be composed of at least ane D-enantiomeric amino acid. Peptides containing such D-amino
acids ere thought to be mare stable to dogradation in the oral cavity, gut or serum than are
poptides composed exclusively of L-amino acids.

[0120]  As noted above, D-gmino acids tend to disrupt the structure of a-helices
when contained at internsl positions with an a-helical L-peptide, Furthermore, it has been
observed that certain mutated forms of the peptide medistors of RCT that are compossd
entirely of D-amino acids exhibit significantly lower LCAT sctivation in the assay
describod herein fhan identical peptides composed entirely of L-amino acids. As a

consequence, D-amino acids are generally not used to substitute internal L-amino acids; 1-
) -30-
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" amino acid substitutions sre generally limited o 1-3 amino acid residuce at the N-termims
and/or C-terminus of the peptide. In the case of amall d-amino acid peplides this rule may
not apply as nmitiple copise of the peptide might be associsted to HIDL or LDL to acquire
the conformation necessery for the RCT.

[0121]  As previously discussed, the amino scid Gly (G) generally acts as a
helix-breaking residue when contained st internal positions of a peptide. Thus, although
Qly (GQ) is generully considered to be a helix-bresking residus, Gly (G) can be used to
gubstitute emino acids st intemal positions of the poptide misdiators of RCT. Preferably,
only inteenal residuss positioned within sbout 1 helical tum of the center of tho peptide
(puﬁaﬂniyﬁ:tpm&dueompoaedofmmmbuofmfmmidﬂ)mmblﬂtmedwith
Gly (G). Additionally, it is preferred that only one intemal amino acid residue in the
peptide be substituted with Gly (G)-

[0122] 'The native structure of ApoA-1 contring eight helical units that are
thought to ect in concart to bind lipids (Nakagawa ot al, 1985, J. Am. Chem. Soc.
107:7087-7092; Ansntharemeish et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:10248-10262; Vanloo et
al., 1991, J. Lipid Res. 32:1253-1264; Mondez et al., 1994, J. Clin, Invest. 94:1698-1705;
Palgunari et al., 1996, Arterioscler. Thromb. Vase. Biol. 16:328-338; Demoor et al, 1996,
Eur. J. Biochem. 239:74-84). Thus, also included in the present invention are mediators of
RCT comprised of dimers, trimers, tetramers and even higher order polymers ("zmltimers™
of the helical domains described herein. Such multimers muy be in the form of tendem
repeats, branched networks or combinations thereof. The peptide medistors of RCT may be
directly attached to one enother, separated by one or more linkers, or used independently to
adgociate in-multimeric stolchiomstry. with lipid (e.g, 2:1, 3:1, 41, 5:1, 6:1, %1, &1 of:
medistor:lipid, and possibly higher stoichiomstric ratios).

" [0123] The peptids medistors of RCT that compriso the multimers may
comprise rogions of the poptide sequance of ApoA-], ansiogaes of the ApoA-1 sequence,
nutated forms of ApoA-], trancated or intemally deleted forms of ApoA-l, extended forms
of ApoA- and/or combinations thereof. -Truncated forms of the peptide mediators of RCT
are obtainod by deleting one or more smino acids from the N- and/or C-terminus of
medistors of RCT. Internally deleted forms are obtained by deleting ons or more aminp
acids from interal posttions within the peptide medistors of RCT. The interns] amino scid
residuce deloted may or may not be conscoutive reeiduss. Those of skill in the art will

31-
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recognizo that deleting an internal amino acid residué from s peptide mediztors of RCT
may cause the plane of the hydrophilic-lydrophobic intecface of the halix to rotate at the
point of the deletion. As such rotations can significantly alter the amphipathic properties of
ﬂ:emulhnthnhx,inaprufnrdanbodmmtofﬂnmvmnmmndndduum
doloted 30 ms to gubstantially retin the alignment of the plane of the hydrophilic-
hydrophobic interface along the entire long exis of the helix.

Linkess )

[0124]  The peptide mediators of RCT can be cannected or linked in ¢ head-to-
tail fashion ({.e., N-terminus fo C-terminus), a head-to-head fashion, (i.e., N<termims to N-
terminus), a teil-to-tail fashion (i.e., C-terminua to C-terminug), or combinations thereof
The linker LI, can be any bifunctional molecule capable of covalently linking two peptides
to one another. Thus, suitable linkers are bifunotional molecules in which the fanctional

" groups are capable of being covalently atiached to the N- and/or C-termims of & peptide.
Functional groups suitsble for attachment to the N- or C-termimus of peptides ere well
known in the art, aa are suitable chemistries for effecting such covalent bond formation.

[0125]  The linker may bo flaxible, rigid or semi-tigid, depending on the desired

properties of the mmitimer. Suitable linkers include, for example, emino acid regidues such
as Pro or Gly or peptide segments containing from sbout 2 to about 5, 10, 15 or 20 or even
miore amino acids, bifunctionsl orgatic compounds such as H;N(CH;).COOH where n is
‘an integer from 1 to 12, and the like. Examples of such Ynkers, es well es methods of
meking such linkers end peptides incorporating such linkers ere well-known in the art (sce,
0.2, Hunig et al., 1974, Chem. Ber. 100:3039-3044; Basak et al, 1994, Bioconjug. Chem.
5(4):301-305).
' [0126] Peptide end oligomualeotide Lnkern thet can bo selectively cleaved, as
well as meang for cleaving the linkers sre well known and will be readily epparent to those
of skill in the ert. Suitable arganic compound linkers that can bo selectively cleaved will be
apparent to thoge of kill in fhe art, and include those described, for example, in WO
94/08051, as well as the references cited therein.

[0127}  Linkers of sufficient length snd fexibility include, but are not limited to,
Pro (), Gly (G), Cys-Cys, HaN—{CHa);—COOH where 1 iz 1 to 12, preferably 4 to 6;
HaN-aryl-COOH snd carbolydrates,
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[0128]  Altemitively, as the native apolipoproteins permit cooperative binding
betwoen antiparailel helica! sogments, peptide linkers which ocomrespond in primary
soquence to the peptide segments connecting adjacent helices of the native spolipoproteins,
including, for exemple, ApoA-1, ApoA-1], ApoA-IV, ApoC-l, ApoC-Il, ApoC-HII, ApoD),
ApoR and ApoJ can be conveniently used to link the peptides. These sequences are well
known in the art (see, e.g,, Rossenen ot al,, *Analysis of the Primaxy and of the Secondary
Structure of the Apolipoproteins,” In: Structure and Function of Lipoproteins, Ch. 6, 159-
183, CRC Press, Inc., 1992). _

[0129]  Other linkers which permit the formation of intermoleculsr hydrogen
bonds or salt bridges betwoen tendem repeats of antiparallel helical segments inckide
peptide reverse tums such as f-tums and y-turns, as well as organic molecules that mimic
the structores of peptide p-tums snd/or y-turns. Generally, reverse tuma are segments of
peptide that reverse the direction of the polypeptide chain so as to allow a single
polypeptide chain to sdopt regions of entiperallel f-sheet or antiparallel a-helical structare.
p-turns generally are composed of four amino acid residues and y-tums ere generslly
composed of three amino acid resjducs.

[0130]  Alternatively, the linker (LL) may comprise an orgamic molecule or
molety that mimica the stracture of a peptide p-tum or y-tum. Such B-tom and/or y-tumn
mimetic moicties, a8 well as methods for synthesizing peptides containing such moietios,
are well known in the mt, end include, among others, those desaribed in Gianmis end
Kolter, 1993 dngew. Chem. Intl. Ed. Eng. 32:1244-1267; Kahn ot al., 1988, J. Molecular
Recognition 1:75-79; and Kahn et al., 1987, Tetrahedron Lett, 28:1623-1626.

(01511 T haioal segrients attachied fo a aingle linking inolefy nded not be
attached via Hke termini. Indeed, in some embodiments the helical segments are attached
to a single linking moiety so as to bo arranged in an sntiparliel fashion, i.e, some of the
helices are attached via their N-termini, othera via their C-termini.

[0132]  ‘The helical segments can be aitached directly to the linking moiety, or
mzy be spaced from the linking molety by way of ons or more bifunctional linkars (LL), as
previously described.

[0133] The number of nodes in the network will generally depend on the total
deaired number of helical segments, and will typicalty be from sbout 1 to 2. Of course, it
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will be sppreciated that for a given number of desired helical segments, networks having
higher order Hrking moieties will have fewer nodes.

[0134] * The networks may be of uniform order, L6, netwarks in which il nodes
ere, for example, trifimetional or tetrafhmotional linking moietics, or may be of miixed onder,
og, networks in which the nodee aro mixtures of, for exmple, trifunctional and
totrafunciosial linking moicties. OF course, it is to be undersiood that even in uniform
- order networks the linking moictios neod not be identical. A tertiery order network may
employ, for example, two, three, four or even more different frifunctional linking moieties.

(0135]  Like the inear multimers, the helical sogments comprising the branched
network may ba, but need not ba, identical.

including the multimeric forms described above, can be assayed in order to select active
compounds. For example, the poptides or peptide auslogues can be assayed for their ability
o form a-belices, to bind kpids, to form complexes with lipids, to activate LCAT, and to
promots cholesterol effiux, ctc. .
" [0137]  Mothods and sssays for snalyzing the structure and/or fuoction of the
poptides are well-known in the arl.. Proferred methods are provided in the working
examplos, infra. For example, the circular dichroism (CD) and muclear magnetic resonance
(NMR) amays described, infra, can be nsed o analyze the strachare of the peptides or
peptido analogues—partioularly the degres of halicity in the presence of Hpids. The sbility
tobindﬁpidnmbedehmineduﬁngﬂwﬁmmmpupwﬂnmopymdum‘beﬂ,inﬁn
The sbility of the peptides end/gr peptide--enalogues to sctivete LCAT ean be readily
dotormined using the LCAT activation described, infra. The is vitro and in vivo assays
describéd, infre, can be used to evaluate the half-lifs, distribution, cholesterol efflux and
offocts on RCT.
Prefesred Bmbodiment

[0138] The mediators of RCT of the invention can be further defined by way of

[0139]. In one prefarred embodiment, there is & molecnle comprizing an amino
acid-based composition having three independent regions: an acidic region, an sromatic or
lipophilic region, end a basic region. Thus, a trimeric peptide in accordance with this
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prefiwred embodiment, such as EFR, ar ecf or fre contains en acidic emino acld rosidue, an
gromatic or lipophilic residue end & basic residue. The refstive locations of the regions with
respect to one another can vary betwoen moleculsr mediators; the molecules mediate RCT
rogardless of the position of the three regions within each molecule. In medistors
compriging a trimerio peptide, such as EFR or eff, the trimers may consist of natural D- or
L~ amino acids, smino acid analogs, and amino seid dertvatives.

' [0140]  In another preferred embodiment, the eromatic region of the trimer may
congist of nicotinic acld with en acidic or besic side chain(s).

[0141]  In anofher preforred embodiment, the aromatic region of the trimer may
conxist of 4-pheny] phenylalanine.

[0142] In enother preferred variation, the moleculer medintors comprising an
2mino acid-based trimeric stracture can optionally be capped by e lipophilic group(s) on the

. emino or carboxyl terminsl at either end or both ends to improve the physicochemical
properties of the molecular mediators of RCT and {ake advantage of the natural or active
transport (absorption) system of fat or lipophilic materials into the body. The capping
"groups may be D or L enantiomers or non-enantiomeric molecules or groups. In prefesred
embodiments, the N-terminal capping groups ere selected from the group cousisting of
acetyl, phenylacetyl, di-tert-butyl-4-hydroxy-pheayl, naphthyi, substitated nephthyl, f-
MOC, biphenyl, substitnted phenyl, subatituted heterocycles, alkyl, aryl, substitated aryl,
cycloalkyl, fused oydloalkyl, saturated heteroaryl, substituted saturated heteroaryl snd the
like. The C-terminal is prefersbly capped with an amine such ses RNH; where R = di-tert-
butyl4-hydroxy-phenyl, nephthyl, substituted naphthyl, £MOC, biphenyl, substituted
phenyl, substitutod hoteeocycles, alkyl, ary-substitnted.aryl, cyaloalkyl, fused cyclealkyl,
saturated heteroaryl, substituted saturated heteroaryl, and the like.

[0143)  In one prefemred embodiment, the mediators of RCT of the invention are
selected from the group of peptides and peptide derivatives set forth in Table 3 below,
wherein all of the peptides are capped with an acetyl group on the N-terminus and sn amide
group on the C-terminus (unless otherwise specified):

‘Table 3
SEQIDNO Sequegce
1 YRFRDRMRTH
2 PVAERFRDRMRTHVDSLRTQLAP
3

EEFRDRMRTHVDSLRTQLAP
35 -
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FDRMRDrF
FRTRf

of RDRMRDRS
DRMRDF
yyyp-EFRDRMRTH
Yyp-EFRDRMRt
YYYpEFRDRMRt
EFRDRMRy
yyypEFRDRMR

YYYpEFRDRm
EFRDRy

yYYp-BEFRD

YYP-EFR .. .
yYYp-EFRDr
erf

EEFRDR

EYR
B-{L-2-b-Naphtylalanine)}-R
E~(L-1-b-Naphtylalanine)-R
E-BIP-R

H-EFR-OH

EFR-OH

H-BFR

2-Nap-EFR
-37=
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100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117 |
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
13)
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

PCT/US2004/01

yeft

2-Nap-efry

Piveefry

Pmoc-ofty

2-Nap-ecf

2-Nep-yofr

Piv-EFR

NA-RFR
3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-FhCO-BE~(E-BIP-R-NH;)
YWHVWQQDE .
YQWDKVKDF
ENWDTLGSY
SGRDYVSQFES
VRQEMNKDLEEVKQKVY
YQMRESLAQRLY
TRDFWDNLEKETDWY
DEFQKKWEEY
WKEDVELYRQKYV
YSLAQRLAELKSY
QESARQKLQELQY
yexf

I‘ﬁ 1
Fmoe-EFR-OH
NA-yeef
NA-B-BIP-R

erfy

NA-exfy

2-Nap-E-BIP-R

NA-eft

H-F-OH (L or D)
3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-B-BIP-R
(1-Nephthyl)-L-alanine
{(1-Naphthyl)-D-almnine
(2-Nephthyl)-I -alanine .
(2-Naphthyl)-D-alanine
BIP-A

BIP-a

NA-fre

1-Nap-erfy
1-Nap-B-BIP-R
NA-yfre

yfte

NA-af

2-Nap-efry-OH
3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-frey
NA-frey

NA-fr
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145 o-BIP-r
146 o-bipr
147 Isox-e-bip-r
148 1-Napsfey -
149 1-Nap-froy .
150 B-BIP-R-OH
151 3,5-ditextiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-ecf
152 froy
153 rfey
154 3,5-ditestisry-butyl-4-hydroxy-PhCO-fer
155 Isoxazole-refy
156 refy
157 NA-refy
158 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-refy
159 Isoxazole-fer
160 Inoxazole-yref
161 NA-yrof
162 3,5-ditertlsry-butyl-4-hydroxy-PhCO-fery
163 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-fr-
164 - Isoxazole-fery
165 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-rfoy
166 fery
167 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy-PhCO-rf
168 NA-yfer
169 Isoxazolo-yfer
170 ) NA-fer
171 3,5-ditertinry-butyl-4-hydroxy-PhCO-yfer
172 Isoxazole-rfe
- 173 1-Nap-yfar
174 1-Nap-rfe
175 NA-tfe
176 E-F(4-D-R

[0144]  The sbbreviations used for the D-enantiomers of the genstically encoded
amino acids are lower-caso equivalents of the ane-letter symbols shown in Table 1. For
example, "R" designates L-arginine and "r" dosignates D-arginine. Unless ctherwise
specified (g, “OH™), the N-terminus is acetylated and the C-terminns is emidated.

[0145]  PhAc denotos phenylacetylsted.

{0146]  Piv denotes pivolylated.

" [0147]1  1-Nap & 2-Nsp indicate naphthylic acid capped.

[0148] Pmoc demotes an  N-iemims modified with -
flaorenyimethyloxycarbonyl.
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[0149] NA denotes nicotinio acid.

[0150] BIP denotes bipherrylalanine,

[0151] Isoxazole denotes S-mefhyl-isoxazole-3-carboxylic acid derivative

[0152] Amino acid substitutions need not be, end in cortain embodiments
preferably are not, restricted to the genstically encoded amino acids. Thus, in eddition to
the naturally occurring genetically encoded emino acids, amino acid residues in the peptide
mediators of RCT may be substituted with naturally occurring non-encoded amino acids
Synthetic Mothods

(0153]  The poptides of the invention may be prepered using virtnally any axt-
known technique for the preparstion of peptides. For example, the peptides may be
propared using conventional step-wise solution or solid phase peptide syntheses, or
recombinant DNA techwiquea.

[0154] The peptide mediators of RCT may be prepared using conventional step-
wise sclution ar solid phase aynthesis (see, 6.5, Chemical Approanhes to the Syathesis of
Poptides and Proteins, Williams et sl, Eds, 1997, CRC Press, Boca Raton Fla, and
references cited therein; Solid Phage Peptido Synthesis: A Practical Approach, Atherton &
Sheppard, Eds., 1989, IRL Press, Oxford, England, and references cited therein). See
Figure 1.

[0155}] In conventional solid-phase synthesis, attachment of the first amino acid
eatils chemically reacting its catboxyl-terminal (C-torminaf) end with derivatized resin o
form the carboxyl-terminal end of the oligopeptide. The alpha-uming end of the amino acid
is typically. blocked. with. 8 t-buloxy-cubomyi group (-Boc). or . with. @ §-
fluorenylmethyloxycartbonyl (F-Moc) group to prevent the amino group which could
otherwise react from participating in the coupling reaction. The side chain groups of the
amino acids, if reactive, are also blocked (or protected) by verious benayl-derived
protecting groups in the form of ethers, thioethers, esters, and carbamates.

[p156] Tho noxt stop and subsoquent repetitive cycles involve deblocking the
emino-terminal (N-tetminal) resin-bound amino acid (or terminal residue of the peptide
chain)- to remove the alphs-amino blocking group, followed by chemical addition
(voupling) of the next blocked amino acid. This process is repeated for however many

cyclos ere neceasary to synthesize the entiro peptide chain of interest. After each of the
. -40-
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coupling and deblocking steps, the resin-bound peptide is thoroughty washed to remove sy
residual roactants before proceoding to the next. Tho solid support particles facilitate
" removal of réagents at eny given step as the resin and resin-bonnd poptide can be readily
filtered and washed while being held in a column or device with porous openings.

[0187]  Synthesized peptides may b released from the resin by scid catalysis
(typically with hydrofluaric acid or trifluoroscetic acid), which cleaves the peptide from the
resin loaving an amide or carboxy! group on its C-teemical amino acid. Acidolytic cloavage
also serves to remove the protecting groups from the side chains of the amino acids in the
synthesized peptide. Finished peptides can then be purified by eny one of a variety of
chromatogrephy methods.

(0158] In accordance with & preferred embodiment, the peptides and poptide
decivative mediators of RCT were synthesized by solid-phase synthesis mothods with N*-
Fmoo chemistry. N*-Fmoo protected amino acids end Rink amide MBHA. regin’ and Weng

rninwuepuuhnedﬁnmNovabiochun(BmDiegn,CA_)urdnm—hnpuhﬂ(Wood '

Dale, IL). Other chemicals and solvents were purchased from the following sources:
trifluoroacetio acid (TFA), amisole, 1,2-ethanedithicl, thicanisole, piperidine, acetic
enhydride, 2-Naphthoic acid and Pivaloic acid (Aldrich, Milweukee, WI), HOBt and NMP
(Chem-Impex Intl, Wood Dale, II), dichloromethane, methanol and HPL.C grade solvents
from Fischer Scientific, Pittsburgh, PA. The purity of the peptides was checked by LC/MS.
The purification of the peptides was achieved using Preparative HPLC system (Agilent
technologies, 1100 Serios) on a Cjr-bonded silica column (Tosch Biospec preparative
column, ODS-80TM, Dim: 21.5 mm x 30cm). The peptides wore cluted with e gradient
gyntem [50% to 90% of B solvent (acetopitrile:weter 60:40 with 0.1% TFA)].

[0159]  All peptides were synthosized in a stepwise fashion via the solid-phase

method, using Rink amide MBHA resin (0.5-0.66 mmol/g) or wang resin (1.2 mmol/g).
The side chain's protecting groups were Axg (Pbf), Glu (OtBu) and Tyr (tBu). Bach Fmoc-
protected amino ecid was coupled to this resin using a 1.5 to 3-fold excess of the protected
emino acids. The coupling reagents were N-hydraxybenzotriszole (HOBf) and diisopropyl
carbodiimide (DIC), and the coupling was monitored by Ninhydrin test. The Fmoc group
were removed with 20% piperidine in NMP 30-60 minutes treatment and then successive
washes with CH;Cl,, 10%TEA in CH;Clz, Methanol and CH;Cly. Coupling steps were

followed by acetylation or with other capping groups as neceasary.
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[0160] A mixture of TRA, thioanisole, ethanedifhiol and anisole (90:5:3:2, v/v)
was used (4-5 hours at room temperature) to cleave the peptide from the peptide-resin and
remove all of the side chain protecting groups. The crude peptide mixinre was filtered from
the sintered fimnel, which was washed with TFA (2-3 times). The filtrste wan conoentratod
into thick syrup and added into cold ether, The peptidé precipitated as & white solid sfter
keeping overnight in the freezer and centrifugation. The solution was decanted and the
solid was washed thoroughly with ether. The resulting crude peptide was dissolved in
buffer (acetonitrile:water 60:40 with 0.19% TFA) and dried. Tho crude peptide waa purified
by HPLC using proparative C-18 column (reverse phase) with a gradient system 50 — 90%
B in 40 mimtes [Buffer A: water containing 0.1% (v/v) TFA, Buffer B: Acetonitrile-water
(60:40) containing 0.1% (v/v) TFA]. The pure fractions were concentruted over Speedvac.
The yields varied from 5% to 20%6.

[0161] Capped peptides synthesized as described dbove are shown in Table 4.

Teblc 4
SEOQ ID NO — Sequence
34 Ac-B-F-R-NH2
83 Ac-o-ft-y-NH,
B6 ' Ac-er-fFNH2
91 Ac-E-BIP-R-NH2
97 2-Nep-B-F-R-NH2
98 Ac-y-o-f-r-NH2
L - 2-Nap-o-fr-yNH2
100 Piv-e-f-r-y-NH2
101 Fmoc-o-fr-y-NH2
102 2-Nap-o-r-f-NH2
103 2-Nap-y-o-fr-NH2
104 Piy-B-F-R-NH2
" 105 NA-E-F-R-NH2
106 3,5-ditertiary-butyl-4-hyiroxy-PhCO-E E-BIP-R-NH2)
118 Ao-y-or-FNH2
119 Ac-r-f-o-NH2
- 120 Fmoc-B-F-R-OH
121 NA-y-or-£-NH2
122 NA-E-BIP-R-NH2
123 Ao-er-f<y-NH2
124 NA-o-r-f-y-NH2
126 NA-o-f-r-NH2
125 . 2-Nap-E-BIP-R-NH2

[0163]  Ac denotes acetylated.
42
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[0163]  Piv deuotes pivolylated.
[0164] 1-Nap & 2-Nap indicaie naphfhylic acid capped.
[0165)] Fmoc denotes an  N-deemims  modified with 9
fluorenylmethryloxycarbomyl.
[0166] NA denotes nicotinic acid.
[0167]  BIP denotes biphonylalanine.
[0168]  Isoxazols denotes S-methyl-isoxazole-3-carboxylic acid derivative.
[0169]  Altemstively, the peptides of the invention may be prepared by way of
sogment condensation, i.e., the joining togother of small constituent peptide chaing to form
a larger peptide chain, as described, for example, in Liu et al.,, 1996, Tetrahedron Lett.
37(7):933-936; Baca, et al., 1995, J. Am. Chem. Soc. 117:1881-1887; Tam et al., 1995, Inz.
J. Peptida Protein Res, 45209-216; Schnolzer and Kect, 1992, Sclence 256:221-225; Liu
and Tam, 1994,.J. Am. Chem. Soc. 116(10):4149-4153; Lin and Tam, 1994, PNAS. USA
91:6584-6588; Yamashiro end Li, 1988, Int. J. Peptide Protein Res. 31:322-134; Nakagswa
ot al., 1985, J, Am Chem. Soc. 107:7087-7083; Nokihata et al., 1989,_.P¢pﬂda 1988:166-
168; Kneib-Cordonnier ot al,, 1990, Jnt. J. Pept. Protein Res. 35:527-538; the disclosurea of
which are incorporated herein in their entirety by referance thareto). Other methods useful
for synthesizing the peptides of the invention arc described in Nakngawa et al., 1985, J. Am.
Chem. Soc. 107:7087-7092.
[0170}  Faor peptides produced by segment condensation, the coupling efficiency
of the condensation step can be significantly increased by increesing the coupling time.
Typically, increasing the coupling time resulis in increased racemization of the product
(Sicber ot-al-,-1970, Hely, Ghim;-Acta 53:2135-2150). Hawaver, since glycine tacky & ohrirad
center it does not undergo racemization (proline residues, due to steric hindmnce, also
undergo little or no racemization at long coupling times). Thus, embodiments containing
internal giycine residues can be synthesized in bulk in high yield via segment condensstion
by synthesizing constituent segments which take advaniags of the fact that glycine residuss
. do not undergo racemezation. Thus, embodiments containing internal giycine residues
provide significant synthetic advantages for large-scale bulk preparation.
[0171] Medistors of RCT containing N- end/or C-tarminal blocking groups osn
be propared using standerd techniques of organic chemistry. For exemple, methods for

acylsting fhe N-terminus of a;peptide or amidsting or esterifying the C-terminus of &
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peptide ere well-known in the srit. Modes of carrying other modifioations at the N~ and/or
C-termitma will be apparent to those of sidll in the art, as will modes of protecting sy side-
chain functionalitios as may be neceasary to sttach terminal blocking groups.

[0172] Phamacentically acoeptable salis (counter jons) cen be comveniently
propared by ion-exohange chromatogmphy or other methods as are well known in the art.

[0173] Compounds of the invention which are in the form of tandem multimers
can be conveniently synthesized by adding the linker(s) to the peptide chain at the
eppropriate step in the syntheeis. Alternatively, the helical sogmenis can be synthesized and
each sogment reacted with the linker. Of course, the actusl method of synthesis will depend
on the componition of ths kinker. Suitsble protecting schemes and chemistries are well
" known, and will be apparent to those of akill in the art.

[0174] Compounds of the invention which are in the form of brenched networks
mmmm&ymmm'mﬁmﬁommmmmmm@ .
described in Tam, 1988, PNAS USA 85:5409-5413 end Demoor et al., 1996, Ewr. J.
Biochem. 239:74-84. Modifying the synthetic resins snd sirutegics to syntheaize branched
notworks of higher or lower order, or which contain combinations of different peptide
helical segments, is well within the capabilities of those of skill in the art of peptide
chemistry and/or organic chemistry. . '

[0175] Formation of disifide linkages, if desired, in generally conducted in the
pressnce of mild oxidizing agents. Chemicel oxidizing agenis may be used, or the
eompound_smnyaimplybeupwedwmnmphuicoxymheﬁwtthueﬁnhﬂ
Vatious methods are known in the axt, including thoas described, for example, by Tam et
al,, 1979, Syntheris 955-957; Stesvart et al., 1984, Solid Phase Peptide Synthesis, 24 Bd,,
Pierce Chemical Company Rockford, IL; Ahmed et ul,, 1975, J, Biol Chem. 250:8477-
8482; and Pennington ot al., 1991 Peptides 1990:164-166, Girait end Andren, Rds.,
HSCOM Leiden, The Netheriands. An additional alternative is deacribed by Kamber et ol.,
1980, Helv. Chim. Acta 63:899-915. A method conducted on solid supports is described by
Albericio, 1985, Int. J. Pepiide Protein Res. 26:92-97. Any of these methods may be used
to form disulfide linkages in the peptides of the invention. Additional chemically
synthesized amino acid-derived compounds are shown in the following Teble 5.

TABLE 5
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COMPOUND SEQUENCB MOL. MOL. WHIGHT
L . I FORMULA .
1 Ac-B-F-R-NH,; CaBnNOg 491.55
2 Acor-£NH; 491.55
3 Ac-E-BIP-R-NH; CaHyN 567.64
4 Acofry.NH; CyHgNiOy | 654.72
5 2-Neaph-B-F-R-NH; G 603.68
6 Ac-y-e-f-r- NH; | CoHgNgOy 654.72
7 2-Nep-o-for-y-NH; 766.85
8 _Pive-fr-y-NH; 696.80
9 Pmoo-o-f-r-y-NH; CaHgNzOp 834.93
10 _2-Nap-er-£NH; CyHyN . 603.68
11 2-Nap- y-o-f-v- NH; CagHugNgOy 766.85
12 Piv-E-F-R-NH; CastyN 533.63
13 NA-B-F-R-NH; CagHaNgO5 554.61
14 : Gl 654.72
15 Ac-r-f-o-NH; CzHiyaN7Og 491.55
16 Fmoc-E-F-R-OH CagHigN<Oy 672.74
17 NA-y-o-r-ffNH; CasHygNoOy 717.78
18 NA-E-BIP-R-NH; CxaHagNyOs 630.70
19 NA-or-f-yNH; 717.78
20 2-Nap E-BIP-R-NH;_ CuHyNO; | 679.71
21 NA-e-f0-NH; CzsH3N; O 554,61
22 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CaHysN;Oq 757.93
PhCO-E-BIP-R-NH;
23 1-Nep-L-Alsnine CaBuNO; | 21525
24 1-Nap-D-Alsnine CpsHyaNO, 21525
25 2-Nap-L-Alsnine CiaH1aNO, 21525
26 2-Nap-D-Alanine CiaH N0z 215.25
27 L-Biphenylalanine CysHNOy 241.3
28 D-Biphenylalanine CysHNOy 241.3
29 NA-fr-oNH; 554.61
- °30 - - N - CuthdNOy - 166.84
31 1-Nep-BE-BIP-R-NH; CyHgNyO¢ 679.77
32 NA-y-freNH; CysHeNOp 717.78
33 Acy-froNH, CyHaNiOy | 654.72
34 NA-e-r-fNH; 554.61
35 2-Nap-o-f-+-y-OH CaoflssN7Op 767.84
36 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CasHalNsOs 845.01
PhCO-f-r-o-y-NH;
37 NA-fr-o-y-NH; CysHaN9 Oy 717.78
38 NA-f-r-NH; CuHaNOy 42549
39 Ac-e-BIP-nNH; _CaHyNAOg 567.64
40 Ac-e-bip-r-NH; 567.64
' 4 Isoxazole-e-bip-r-NH; | _CyHyN;O 634.69
42 1-Nap-r-fo-y-NHy 766.84
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43 1-Nap-f-r-o-y-NH; CeHigN;Oy 766.34
44 ._AoE-BIP-R-OH CxHzgNgOs 568.63
45 3, S-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CasHaN,Or 681.82

_PhCO-o-r-f-NH,
46 AcfroyNHy | CyHgN;Oy | 654.72
47 AcrfoyNH, | CyHgNgOp 654.72
48 3,5-ditn CysHstN/Oy 681.82
_PhCO-f-o-r-NH;
49 Ioxmmlo-r-o-fy-NH; _ CyyHisNgOy 721.77
50 Acr-o-fyNH; 654.72
51 NA-rofyNH; 717.78
52 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CuHaN3Oy 845.01
PhCO-r-e-f-y-NH,
53 Taaxazole-f-o-r-NH; CasHuN7 Oy 558.59
54 Isoxezole-y-r-o-£NHp CysHygNoOs _721.77
55 NA-yr-o-fNH; 717.78
56 3,5-ditectiary-butyl4-hydroxy- | CuHaNiOs 845.01
PhCO-f-ro-y-NH;
57 3,5-ditertisry-butyl-4-hydroxy- | CyHaNsO4 552.72
PhCO-f-r-NH;
58 Isoxazole-f-o-r- CaHqsNoOs 117
59 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CuHgNyOy 845.01
PhCO-rfio-yNH; .
60 Acfory-NH CuHeNiOp 654.72
61 3,5-ditertiary-butyl-4-hydroxy- CaoHusNeO4 552.72
PhCO-£1-NH;
62 NA-y-forNH; CysHasNgOy 717.78
63 Isaxazole-y-fre-+-NHp CyHyNyOs 721.77
64 NA-for-NH; CasHuNsOg 534.61
635 3, 5-ditertinry-butyl-4-bydroxy- | CaHeoNyOo 845.01
' PhCO-y-f-or-NH; )
66 Isoxaznle-r-f-o-NHy [ 558.59
. 1-NapwfenNH, . | - 766.84
68 1-NeprfoNH, | — 603.68
69 . NAnfoNH; | CpfiyNyOs 554.61
70 AcEFADRNH, | CpHulN:Os | = 61744
1 NA-R-BIP-E-NH; CogHasNyO5 630.70
T2 1-Nap-R-BIP-E-NH; Cs7HyN;Og 679.77
73 AcR-BIP-E-NH; CaHaN 567.64
74 AcE-BIP-K-NH; N 539.63
75 AoD-BIP-K-NH; _ 525.60
76 . Acd-BIP-r-NH; N 553.62
71 Aoebipk-NH; N 539.63
78 Acd-bipk-NH, 525.60
79 Ac-d-bipr-NH, N, 553.62
80 AcE-R-BIP-NH, CaHyN/Og 567.64
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81 2-Pyruzine-CO-E-R-BIP-NHz | CyHyNyOg 631.60
82 Piperony-CO-B-R-BIP-NH, CadlyaN.0y 673.72
83 Ac-E-bip-R-NH, 567.64
84 : Ao-o-T4-D)+NH, CaHyaIN7Og_ 61744
85 Giutario-BIP-R-NH; | CpHaNOs 510.59
86 _Ghutario-bip-+-NH, CuHuN©O; | _ 510.59
87 . __ Ac-B-BIP-Agmstine CpHaN¢Os 524.62
88 Acobip-Agmatine | CpHyNeOy - 324.62
89 Ac-R-BIP-GABA CpHaN;Oy5 _ 524.62
90 Acr-bipGABA CriH3N:Oq 524.62
9 Agmatine BIP-B-NH, CasHgNGOy 456.56
92 Agmatine-bipe-NH;_ CutigNgOg | - 496,36
93 Ac-o-bip(4-tBu)-r-NH; CoqHyNi0g 673.75
94 AcB-BIP(4-tBui)R-NH, | CgHyN,Og 673.75 -
95 Gluteric-BIP-K-NH; _CasHyN4Os 482.58
96 Ghutetlo-bip-k-NH; CpsH3N4Os 482.58

[0176]  The abbroviations used for the D-enantiomers of the genetically encoded
amino ecids wre lower-case equivalents of ths one-letter symbols shown in Tsble 1. For
examplo, "R" designates L-erginine and " designates D-arginine.

[0_177] Ac denotes acetylated.

[0178]  Piv denotes pivolylated,

" [0179]  1-Nap & 2-Nap indicate naphthylic acid capped.

[0180] Fmoc donotes an  N-termimms modified with 9-
fivorenylmethyloxycarbomyl. ’

[0181] NA denotes nicotinic acid.

[0182]  BIP demotos biphenylalepine. 5

[0183] Isoxszole denotes S-metiryl- mxmlo-:i-enboxyhcmddmvuﬂw

(0184]  If the peptide is composed entirely of gene-encoded amino acids, or a
portion of it is s0 composed, the peptide or the relevant portion may also be synthesized

[0185]  For recombinant production, a polynucleotide sequence encoding the
poptide is inserted into an appropriate expression vehicle, 1.¢., 8 vector which contains the
niscessary elements for ths tmuscription and tranalation of the inserted coding sequence, or
in the case of an RNA viral vector, ths nscessary elements for replioation and translation.
The expression vehicle is then trangfected into & suitable target cell which will express the”
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peptido. Dopending an tho expressian system used, tho exprossed peptide is then isclated
by procedures well-cstablislied in the art. Methods for recombinant protein and peptide
production are well known in the art (see, o.g., Sembrook et al., 1989, Molecular Cloning A
Laboratory Mamual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.; and Ausubel et al., 1989,
Current Protocols in Molecular Biology, Greeno Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y. each of which is incorporated by reference herein in its entirety.)

[0186] To increase efficiency of production, the polynucleotide can be designed
to encodo multiple units of the peptide separated by enzymatio cleavage sites—either
homopolymers (repeating peptide units) or heteropolymers (different peptides strung
together) can be engineered in this way. The resulting polypeptide can be cleaved {e.g., by
treatment with the appropriate enzyme) in order to recover the peptide units. This can

increase the yield of peptides driven by a single promoter. In a preferred embodiment, a .

polyvistronic polymucleotide can be designad so that a aingle mRNA is transcribed which
encodes multiple peptides (ie., homopolymers or heteropolymers) each coding region
operatively linked to a cap-independent tranalation confrol sequence; e.g., sn internal
ribosome entry site (IRES). When used in appropriaste viral expression systems, the
tranalation of each peptide encoded by the mRNA is directed internally in the transcript;
6.8, by the IREB. Thus, the polycistronic construct directs the transcription of a single,
large polyvistronic mRNA which, in turn, directs the tranglation of miultiple, individual
peptides.  This approech eliminates the production and enzymatic processing of
polyproteins and mey significantly increase yield of peptide driven by a single promoter.
[0187] A variety of host-expression vector systems may be utilized to express

tho peptides described herein. These include, but are net limited 4o, miaroorganisms guok -

us bacteria transformed with recombinant bacteriophage DNA. or plasmid DNA expression
veoctors conteiging sn sppropriste coding sequence; yeast or filamentous fungi transformed
ﬁmmmmwmﬂmmmhhﬁngmmwﬁng
soquence; ingect cell systems infectsd with recombinant viras expression vectors (e.g.,
baculovirus) containing an sppropriate coding soquence; plant cell systems infioted with
recombinent virus expression vectors (e.g., caulifiower mosaic virus or tobacco mosejc
virus) or transformed with recombinant plasmid expression vectors (e.g., Tt plasmid)
containing an appropriate coding sequance; or animal oell systemas.
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and specificities. Depending on the host/vector system utilized, any of & number of suitable
transcription and translation alements, including constitutive and inducible promoters, may
be used in the expression vector. For exmmple, when cloning in bactesial systems, inducible
_ promoters such s pL of bacteriophage A, plac, ptrp, ptac (ptrp-lac hybrid promoter) and the
like may be used; when cloning in insect cell systems, promotera such as the baculovirus
polyhedron promoter may be used; when cloning in plant cell systems, promoters derived
from the genome of plant cells (e.g., heat shock promoters; the promoter for the small
subunit of RUBISCO; the promoter for the chlarophyll a/b binding protein) or from plent
viruses (e.g., the 358 RNA promoter of CaMV; the coet protein promoter of TMV) may be
used; when cloning in mammatian cell systems, promoters derived from the genome of
‘mammalien cells {(o.g., matallothionein promoter) or from mammalisn virases (e.g., the
adenovirus late promoter; the vaccinia virus 7.5 K promoter) mey be used; when generating
cell lines that contain multiple copies of expression product, SV40-, BPV- and EBV-based
vectors may be used with an appropriate seleotsble marker. '
(0189] In cases where plant expression vectors are used, the expreasion of
soquences encoding the peptides of the invention may be driven by any of a sumber of
promoters, For example, viral promoters such as the 358 RNA. end 198 RNA promoters of
CaMYV (Brisson et al., 1984, Nature 310:511-514), or the coat protein promoter of TMV
(Takematsu et al, 1987, EMBO J. 6:307-311) may be used; alternatively, plant promoters
such as the amall subunit of RUBISCO (Coruzzi et el, 1984, EMBO J. 3:1671-1680;
Broglio et al., 1984, Science 224:838-843) or heat shock promoters, e.g., soybean hap17.5-B
. oF hap¥h3-B (Cudey- ot--al,, 1986, Mol -Cell- Biol- 6:559-565)- may be used: Theme -
constructs cen be introduced into plant cells using Ti plaemids, Ri plasmida, plent virus
vectors, direct DNA trensformation, microinjection, electroporation, eto. For reviews of
soch tochniques see, e.g., Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular
Biology, Academioc Press, NY, Section VIII, pp. 421-463; and Griorson & Corey, 1988,
Plant Molecular Biology, 2d Bd., Blackie, London, Ch. 7-9,
[0190] - In oneinseot expression system that may be used to produce the peptides
of the invention, Autogrepha californica, nuclear polyhidrosis virns (AGNPV) isnsed as &
'vector to express the foreign genes. The virus grows in Spodopfera frugiperda ocells, A

coding sequence may be cloned into non-cssential regiona (for example the polyhedron
-49-



N
-y

wO M'n . PCT/US2004/012448 °

genc) of the virus and placed under control of an ASNPV promoter (for example, the
polyhedran promoter). Successful insertion of a coding sequance will result in insctivation
of the polyhedron gene end production of non-oocluded recombinant virs @(.e., virns
luﬁnahwaﬁnnmmﬁddﬁurbyﬂ:npolyhad;mm). Thess recombinant
viruses are then used to infect Spodoptern fragiperda calls in which the insested gens is
expressod (e.g., ses Smith et al., 1983, J, ¥irol 46:584; Smith, U.S. Patent No. 4,215,051).
Further examples of this expression system may be found in Current Protocols in °
Molecular Biology, Vol. 2, Ausubel et al, ods, Groene Publish. Assoc. & Wiley

" [0191] In mammalian host cells, a number of viral based expression systems
may be utilized. In cases whers an sdenovirus is nsed as an expression vector, a coding
sequence may be ligited to an adenoviras trenscription/transiation control complex, a.g.,
the late promoter and tripertite leader sequonce. This chimeric gene msy then be inserted in
the adenovirus genome by in vitro or in vivo recombinstion. Insertion it a non-essential
region of the viral genoms (e.g., region E1 or B3) will result in s recombinant virus that is
visble and capable of expressing peptide in infected hosts. (e.8., Soe Logen & Shenk, 1984,
PNAS USA 81:3655-3659). Alternstively, the vaccinia 7.5 K promoter may be used, (see,
¢.g., Mackelt et al,, 1982, PNAS USA 79:7415-7419; Mackett et al, 1984, . Virol. 49:857-
864; Panicali et al., 1982, PNAS USA 79:4927-4931).

_ '[0192]  Other cxpression systems for producing the peptides of the invention
will be apparent to thosa having akill in the art.
Purifioation of Pestid _

«  [0393} -The peptides-of the invention can be-purified by art-known techmiques=
such as roverse phase high parformance liquid chromatography (e.g., the crude peptides )
synthesized by solid-phase synthesis methods with N*-Fmoc chemistry, desatibed above
were purified by reverse phase HPLC using preparative C-18 column), ion exchange
chromatograpiry, gel electrophoresis, affinity chromatography and the like. The actual
conditions used to purify a particular peptide will depand, in part, on syntheels stratogy and
on factors such as net charge, hydrophobicity, kydroghilicity, eto., and will be apparent to
those having ekill in the art. Mulimeric branched poptides can be purified, e.g., by ion
exchange or gize exclusion chromatogmphy.
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[0194] For offinity chromsiograpby purification, eny. antibody which
specifically binds the peptide may be used. For the production of antibodies, varions host
animals, including brit not Emited to rabbits, mice, rats, eto.,, may bo immmnized by
injection with a peptide. The peptide may be attached to a suitable carrier, such a8 BSA, by
means of a side chain functional group or linkers sttached to a side chain functional group.
Vatious adjuvants may be used to increase the immmmological response, depending on the
host species, incloding but not Emited to Fround's-(complete and incomplete), mineral gels
soch as aluminnm hydroxide, surface active substances such as lysolecithin, pluronio
polyols, polyanions, peptides, oil emulsions, keyhole limpet hemocyanin, dinitrophenol,
and poteotially useful tuman sdjuvenis such as BCG (bacilll Calmette-Guarin) end
Corynebacterium parvum. _

[0195] Monoclonal antibodies to a peptide may be prepared using any technique
which provides fior the production of antibody molecules by contimuons cell lines in culture.
These include but ere not imited to the hybridoma technique originalty described by Kohler
and Milstain, 1975, Nature 256:495-497, or Kaprowski, U.S. Pet. No. 4,376,110 which is
incorporated by reference herein; the homan B-cell hybridoma technique) Kosbar et al.,
1983, Enmunology Today 4:72; Coto et al., 1983, PNAS USA 80:2026-2030); and the EBV-
hybridoma technique (Cole et al., 1985, Monocional Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Ligs, Inc,, pp. 77-96). In addition, techniques developed for the production of "chimeric
antibodies” Morrison et al,, 1984, PNAS USA 81:6851-6855; Neuberger ot al, 1984,
Naiure 312:604-608; Tskeda et al, 1985, Nature 314:452-454, Boss, U.S. Pat. No.
4,816,397; Cabilly, U.S, Pat. No.4,816,567; which are incorporated by reforence herein) by
splicing the-ganes from & mouse entibedy molecule of sppropriato antigen ‘specificity * -
together with genes from a buman anilbody molecule of appropriate biclogical activity can
be used. Or "homanized" antibodies can be prepared (ses, o.5., Queen, U.8. Pat. No.
5,585,089 which is incarporated by refirence hecein). Altemnetively, techniques described
for the production of single chain antibodies (U.S. Pat. No. 4,946,778) can be adapted to
produce peptide-apecifio single chain antibodies.

[0196] Antibody frapments which contain deletions of specifio binding sites
may be generated by known techniques. For example, such fragments inchude but are not
limited to F(ab?); fragments, which can be produced by pepsin digestion of the sntibody

moleculs sad Fab Sregments, which cen be genceated by reducing the disulfide bridges of
-51-



%QP

WO 2004094471 PCT/USI004/012445

the F(ab") fingments, Mhnlﬂvdy,lfnbmdmhmml_ybamhumd&hud
oL, 1989, Sclance 246:1275-1281) to allow rapid and casy identification of monoclonal Fsb
ﬁngnmhwiﬂlthsdutradlpauiﬂdtyfnrﬂnpqﬂdaofm

[0197]  Theantibody or antibody fragment specific for the desired peptide can be
attuched, for example, to agmrose, and the antibody-agarose complex is used in
immiunochromstography to purify peptides of the invention. See, Scopes, 1984, Protsin
Purification: Principles and Practics, Springer-Vering Now York, Inc,, NY, Livingstons,
1974, Methods In Braymology: Immoqﬂihtly Chromatography of Proteing 34:723-T31.

[o198] mmﬂmﬁncrofﬂlomvmhmcmbemedtoumtmydluder
in animals, especially mammals including humans, for which lowering seram cholesterol is
beneficial, including without limitation conditions in which increasing serum HDL
concentration, activating LCAT, and promoting cholesterol effiux and RCT is beneficiel.
Such conditions include, but are not limited to hyperlipidemia, and especially
hyperoholesterolemia, and cardiovascular disease such as atherosclerosis (including
treatment andprwanhon of atherosclerogis) end coronary ertery disease; restenosis (e.g.,
preventing or treating sthesogclerotio plagues which develop as a consequence of medical
procedures such as balloon angioplasty); and other disorders, such as ischamia, and
endotoxemis, which often results in septic shock.

[0199] The mediators of RCT can be used slons or in combination therapy with
other drugs used to treat the foregoing conditions. Such therapies include, but are not
limited to simuitanecus or sequential administration of the drugs involved.

- [0200]- For example;in the treatment of hypercholestercientiz or athertscletosis,
the formmlations of molecular mediators of RCT oan be administered with any one or more
of the cholesterol lowering therepies currently in use; e.g., bile-acid resins; niacin, end/or
statins. Such a combined treatment regimen may prodoce perticulmly bemeficial
therapeutic effects gince each drug acts on a different target in cholestercl synthesis and
transport; i.e, bile-acid resing affect cholesterol recycling, the chylomicron and ILDL
populstion; niacin primarily affects the VLDL and LDL population; the stating inhfbit
cholesterol gynthesis, deareesing the LDL population (and perhaps increasing LIDL receptor
expreasion); whereas the mediators of RCT affect RCT, increase HDL, increase LCAT
activity and promote cholesterol effiax.
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[0201] The mediators of RCT may be nsed in conjunction with fibrutes to treat
hyperiipidemis, hypercholesterolamia and/or cardicvascular disease such as atherosclerosis.

[0202]  Tho mediators of RCT of the invention can be used.in combination with
the enti-microbials and. anti-inflamatory ageots currently used to treat septic shock
induced by endotoxin.

[0203] The medistors of RCT of the invention can be formulated as peptide-
based compositions or as peptide-lipid complexes which can be administered to subjects in
& veriety of ways, prefiérrably via arel administration, to deliver the mediators of RCT to the
circulation. Exemplary formulations and treatment regimens are described below.

[0204] In enother profered embodiment of tha present invention, methods are
provided for mmeliorating and/or preventing one or more symptoms of
hypercholesterolemia and/or atherosclerosis. The methods preferably involve administering
to an organism, preferably a mammal, more preferably & human one or more of the peptides
of this invention (or mimetica of such peptides). The peptido(s) can be administered, as
described herein, according to any of a number of standerd mefhods including, but not
limited to injection, suppositary, nasal spray, time-release implant, transdermal patch, and .
the like. mqnopnhcnhdypmﬁmedmbodment,ﬂmpephde(n)madmmmuadanlly
(e-g a3 a syrup, capsule, or tablet).

[0205] The methods involve the administration of a single polypeptide of thia
invention or the edministration of two or mare different polypeptides. The polypeptides
cmbapmvidedummammorindimﬂic,olimaicorp'olymuicfotms. In certain
embodiments, the multimeric forms may comprise associated monomers (e.g. ionically or
hydrophobically linked) while certain other multimeric forms comprise covalentty linked
monomers (directly linked or throngh a linker).

[0206]  While the invention is described with respect to use in humans, it is also
suitable for animal, e.g, veterinary use. Thos preferred organisma include, but are not
limited to humsns, non-human primates, canines, oquines, felines, porcines, engulates,
largomorphs, and the like.

[0207]  The methods of thia invention are not limited to humans or non-human.
enimals showing one or more symptom(s) of hypercholesterolemia end/or atherosclarosis
(e-g. hypertension, plaque formation and rupture, reduction in clinical events such as heert

attack, angina, ar stroke, high lovels of low density lipoprotein, high levels of very low
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density Hpoprotsin, or inflammatory proteins, etc.), but sre useful in & prophyiactio context.
Thus, the peptides of this invention (or mimetics thereof) may be administered to organiams
io prevent fhe onset/development of ons or mare symptoms of hypercholesterolamia and/or
atherosclarosia. Particularly preferred subjects in this context are subjects showing one or
more risk factors for atherosclarosis (e.g., family history, hypertension, obesity, high
alcoho] consumption, smoking, high blood cholesterol, high blood triglycerides, elevated
blood LDL, VLDL, IDL, ar low HDL, disbetes, or a family history of disbetes, high blood
lipids, hoert attack, angina or stroks, eic.).

[0208] In one prefacred embodiment, the peptide mediators of RCT can be
synfhesized or mamufactured using any technique desccibed in earlier sections pertaining to
synthesis and purification of the mediators of RCT. Stable preparations which have a long
ghelf life may bo made by lyophilizing the peptides—either to prepare bulk for
reformulation, or to prepare individual aliquots or dosage units which can be reconstituted
by rehydration with sterile water or an eppropriate sterile buffered solution prior to
administration to a subject.

[0209] In enother preferred embodiment, the medistors of RCT may be
formulsted and administered in & poptide-lipid complex. This spproach has some
adventages sinco the complex should have an increased half-life in the circulation,
particularty when the complex has a similar size and density to HDL, and especially the
pre-f-1 or pre-p-2 HDL populations. The peptide-lipld complexes can conveniently be
propared by any of & number of methods described below. Stable preparstions having a
long shelf life may be made by lyophilization—the co-lyophilization procedure described
below being the preferred approach. The lyophilized peptide-lipid complexes can be used
to prepare bulk for pharmaceutical reformulation, or to prepare individnal eliquots or
doupumhwhmhcmbemmsﬂh:hdbynhyﬂnhonwﬂhmﬂewamormlppmpmte
buffered solution prior to administration to a subject.

10210] A variety of methods well known to those skilled in the art can be used
to prepare the peptide-lipid vesicles or complexes. To this end, & mumber of avuilsble
" techniques for preparing liposomes or protecliposomes may be used. For example, the
peptide can be cogonicated (using a bath or probe sonicator) with appropriate lipids to form
camplexes. Altematively the peptide can be combined with preformed lipld vesicles
resulting in the spontsneous formation of peptide-lipid complexes. In yet enother
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alternative, the peptide-Jipid complexes can be formed by a detergent dialysis method; 6.g,,
a mixture of the poptide, lipid and dotergent is dialyzod to remove the detergent and
reconstitute or form peptide-lipid complexes (e.g., sco Jonas ct al, 1986, Methods in
Enzymol. 128:553-582). _
[0211} While the foregoing approaches are feasible, each method presents its
own pecaliar production problems in terms of cost, yield, reproducibility and safety. In
aocordance with one preferred method, the peptide and lipid are combined in a solvent
. Systam which co-solubilizes each ingrodient and can be complotaly removed by
- lyophilization. To this end, solvent pairs should be carefully selected to ensure co-
solubility of bath the amphipathio peptide and the lipid. In one cmbodiment, the proteins),
peptide(s) or derivatives/anslogn thereof, to bo incorpomted into the particles cen be
dissolved in an aqueous or organic solvent or. mixinre of solvents (solvent 1). The
(phospho)lipid component is dissolved in an aqueous or organio solvent or mixture of
solvents (solvent 2) which is miscible with solvent 1, and the two solutions are mixed.
Altecnatively, the peptide and lipid can be incorporated into & co-solvent system; ie., &
mixture of the miscible solvents. A suitable proportion of peptide (protein) to lipids is first
determined empirically so that the resulting complaxes possess the appropriate physical and
chemical properties; i.e., usually (but not necessarily) similar in size to HDL. The resulting
mixture i3 frozen and lyophilized to dryness. Sometimes en additional solvent mmst be
added to the mixtare to facilitate lyophilization. This lyophilized product can be stored for
long periods and will ransin stable. :
[0212] The lyophilized product cen be reconstituted in order to obiein a solution
ar suspansion of the peptide-lipid complex. To this end, the lyophilized powder may be
" rehydrated with an aqueous solution to a suitsble volume (often 5 mgs peptide/ml which is
convenient for intravenous injection). In a preferred embodiment the lyophilized powder ia
rehydrated with phosphate buffered saline or & physiological saline sohution. The mixture
may have to be agitated or vortexed to facilitate rehydration, and in most cases, the
reconstitution step should be conducted at a temperature equal to or greater than the phase
trangition temperature of the lipid component of the complexes. Within minutes, a clear
proparation of reconstituted lipid-protein complexes results.
[0213]  An afiquot of the resuiting reconstituied prepamtion can be characterized
to confirm that the complexes in the preparstion hive the degired size distribution; .., the
-55- . :
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size distribution of HDL. Gel filtrution chromatography can be used to this end. For
m-mmsmgﬂmmmmmmum
The buffer used oontaing 150 mM NeCl in 50 mM phosphate buffer, pH 7.4. A typical
sample volume is 20 to 200 microliters of comploxes contrining 5 mga peptidoiml. The
column flow rate is 0.5 mismin. A series of proteins of known molecalsr weight and
Stokes’ dismeter as well a3 nman HDL are preferably used as standards to calibrate the
column. The proteins and Yipoprotein corplexes are monitared by absotbance or scettering
of light of wavelengfth 254 or 280 nm.

{0214]  The medistors of RCT of the invention can be compiaxed with a variety
of lipids, inotoding satorsted, unsstursted, natursl sod synthetio lipids end/or phospholipid.
Suitsblo Lipids inciuds, but are not limited to, amall alkyl chain phospholipids, ogg
phosphatidylcholine, soybean phosphatidylcholine, dipalmitoyiphosphatidylchotine,
dimyristaylphosphstidylcholine, distearoylphosphatidylcholine 1-myristoyl-2-
palmitoyiphosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-myristoyiphosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-

stauoylﬂ:onphahdylehohne, I-stmyl-z-pahuibylphnuphnﬁdylel?olim. . '
dioleoylphosphatidylcholine dioleophosphatidylethanolemine,

phosphatidylethanolamine,  phosphatidylinositol, ~ sphingomyelin,  sphingolipids,
phosphatidylglycerol, diphosphatidylglycerol, dimyristoylphosphatidylglycerol,

dipalmitoylphosphatidylglycerol, distesroylphosphatidylglycerol,
dioleoylphosphetidylgiycerol, dimyrisioylphosphatidic acid, dipatmitoylpbosphatidic acid,

brain sphingomyelin, dipalmitoylsphingomyelin, distearoylsphingooryelin, phosphatidio
acid, galactocerchroside, gangliogides, cerebrosides, dilmurylphosphatidylcholine, (1,3)-D-
mannosyl-(1,3)diglyceride, aminophenylglycoside, . 3-cholesteryl-6-(giycosylthiojhenryl
cther glyoolipids, end cholesterol and its derivatives.

[0215] The phammaceutice]l formulation of the invention coniain the peptide
mediators of RCT or the peptide-lipid complex as fhe active ingredient in a
phermaceutically acceptablo carrier suitable for administration and delivery &1 vivo. As the
peptides may contain acidic end/or basic termini and/or side chains, the peptides can be
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included in the fonmmlations in either the form of free aclds or bases, or in the form of
pharmaceutioa]ly accepiable salts.

[0216] Injectsble preparations include sterile suspensiins, solutions or
emulsions of the active ingredient in aqueous or cily vehicles, The compositions may also
contain formmiating agents, such es snapending, stabilizing and/or dispersing agent. The
formulations for injection may be presented in unit dosage form, e.g., in ampules ot in
multtidose containers, and may contain added preservatives.

[0217)  Altoatively, the injectable formmlation may be provided in powder
form for reconstitution with a guitable vehicle, including bt not: Hmited to sterile pyrogen
fro water, buffer, dextros solution, efc., befors use. ‘To this end, the mediatars of RCT
may be lyophilized, or the oo-lyophilized peptide-lipid complax may be prepared. The
stored preparations can be supplied in it dosage forms and reconstifuted prior to vse in
vivo.

WO 2004094471

{0218] For prolonged delivery, the active ingredient can be forrmulated ea &
depot preparation, for administration by implantation; e.g., subcutanecus, intradermal, or
intramusculsr injection. Thus, for example, the active ingredient may be formulated with
suitshlo polymeric or hydrophobic materials (e.g., as an emulsion in sn acoeptable oil) or
ion exchange rosins, or as sparingly solublo derivatives; e.g., as a spi:ingly soluble salt
form of the medistors of RCT.

[0219]  Alternatively, transdermal delivery systems manufactured as an adbesive
disc or patch which slowly releases the active ingredient for percutancous absorption may
bo used To this end, permeation enbancers may be used to facilitato transdermal
penetration of the active ingredient. A particular benefit may be achieved by incorporating
the mediators of RCT of the invention or the peptide-lipid complex into & nitroglycerin
patch for use in patients with ischemio heart disease and hypercholesterolemia.

[0220] For oral administration, the pharmaceutical compositions may teke the
form of, for example, teblets or cepsules prepared by conventional mesns with
pharmaceutically accoptable exciplents such es binding agents (e.g., pregelatinised maize
starch, polyvinylpyrrolidone or hydroxypropyl mefhylcellulose); filles (e.g., leotose,
microcrystalline cellulose or calciem hydrogen phosphate); lubricants (e.g., magnesivm
stearate, talc or ailica); disintegrants (e.g., potato starch or wodium starch giycolate); or

weiting agents (s.g., sodium lauryl sulfate). ‘The tzblets may be costed by methods well
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known in the art. Liquid preparations for arsl administrition may take the form of, for
mlg_mlﬁmmmmmﬁqmbem“n&ymw
be prepared by conventional means with phsrmaceuticelly acceptable additives such as
suspending agents (e.g., sorbitol syrup, cellnlose derivatives or hydrogenated edible fats);
emulsifying agents (e.g., lecithin or acecia); non-aqueous vehicles (e.g., almond oil, oily
egters, cthyl alcohol or fractionated vogetable ails); end preservatives (e.g., methyl ar
propyl-p-hydroxybenzontes or sorbic acid). The preparations may also contain buffer salts,
flavoring, coloring and swoeteniog agents as eppropriate. Preparations for aral
administration may be suitably formmlated to give controlled release of the active

[0221}] For buccal administration, the compositions may take the form of tablets
or lozenges formmisted in conventional memnner. For rectsl and vaginal routes of
edministration, the active ingrediont may be formmilated as solutions (for retention enemas)
mppdailmieloroinhnmh. .

[0222] For administration by imhaldtion, the ective ingredient can be
Wmﬂydﬁvudhhﬁ:mofnmlmypmmhﬂmﬁmpmﬁudp&ch .
or a nebulizer, with the uwse of a suitable propellent, e.g, dichlorodifluoromethane,
trichlorofiuoromethans, dichlorotetraBuoroethans, carbon dioxide or other suitsble gas. In
the case of a pressurized nerosol the dosage unit may be detarmined by providing a valve to
deliver a metered amount. Cepsules and cartridges of e.g. gelatin for use in an inhaler or
insufflator muty be formulated containing & powder mix of the compound and e suitable
powder base such as lactose or starch.

(0223] The compositions may, if desired, be presented in s pack or dispenser
device which may contain one or more unit dosage forms containing the active ingredient.
The pack may for example comprise metal or plastic foil, such as a blister pack. The pack
or dispenser device mey be accompanied by instructions for administration.

[0224] ~ The peptide mediators of RCT and/or peptide-tipid complexes of the
invention may be administered by any suiteble route that ensures bioavailability in the
cironlation. This can bo achieved by parentersl routes of administration, including
intravenous (IV), intrammscular (IM), intradermal, subcntencous (SC) and intraperitonesl

(IP) indoctions. Howwever, other routes of administration msy be used. For example,
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sbsorption fhrough the gastrointestinal tract can be wccomplished by aral routes of
administretion (including but not limited to ingestion, buccal snd sublingnal routes)
provided sppropriste formulations (e.g., enteric coatings) ere used to avoid or minimize
degradation of the active ingredient, e.g., in the harsh environments of the oral mucose,
stomach and/or emall intestine. Oral administration has the advantage of easy of use and
therefore enhanced complience. Alternatively, administration via mucosal tissns such as
viginal and rectsl modes of administration may be utilized to svoid or minimize
degradation in the gastrointestinal tract. In yet another alternative, the fornralations of the
invention can bo administered trenscutanecusly (e.g., transdermally), or by inhalation. It
will bo apprecisted that the preferred routs may very with the condition, age end
complisnce of the recipient.

{0225]  The actual dose of peptide medistors of RCT or peptide-lipid complex
vsed will vary with the route of administration, and should be adjusted to achiove
circulating plasma concentrations of 1.0 mg/l to 2 g/l. Data obtained in snimsl model
systams desceibed herein show that the ApoA-I agonists of the invention associate with tho
HDL component, and have a projocted half-life in humans of about five days. Thus, in ane
embodiment, the mediators of RCT can be administered by injection at & dose betwean 0.5
mg/kg to 100 mg/kg once a weak. In another embodiment, desiruble serum levels may be
maintained by continuous infusion or by intermittent infugion providing about 0.1 mg/kg/hr
to 100 mg/kg/hr,

[0226] Toxicity and therspeutic efficacy of the various medigtors of RCT can be
determined using stendard pharmacestical procedures in cell culture or experimental
snimals for detennining the LDy (the dose lethal to 50% of the population) and the EDsy
(the dose therapeutically effective in 50% of the populetion). The dose ratio between toxio
end therapeatic offects is the tharapeutic index and it can be expressed an the ratio LDy
{EDsy. ApoA-I peptide agonists which exhibit large therapeatic indicos are preferred.

. Ofther Ugcs

[0227]  Tho mediators of RCT agonists of the invention can be used in assays in
vitro to measure serum HDL, o.g., for diagnostic purposes. Because the mediators of RCT
agsociate with the HDL and LDL component of serum, the agonists cen bo used es
"markeys" for the HDL end LDL populstion. Moreover, the agoniste can be used as

markers for the subpopulation of HDL that are effective in RCT. To this end, the agonist
-59-
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can be added to or mixed with a patient serum sample; after en sppropriate incubation time,
fhe HDL oomponent can be assayed by dotecting the incorporsted mediators of RCT. This
can be accomplished using lsheled agonist (o.g., radiolsbels, fiuorescent labels, enzyme
hbdn,dyu.eln.),orhyhnmmmy:mhgmﬁbodiu(amﬁbodyﬁlgmuu)spedﬁofw
the agonist.

[0228]  Alternatively, Iabeled agonist can be used in imaging procedures (e.g.,
CAT scans, MRI scans) to visualize the circulatory system, or to monitor RCT, or to
visualize sccumulation of HDL et fatty streska, atheroscierotic 1esions, ete. (where the HDL
should bo active in cholesterol effinx).

[0229]  The medistoes of RCT in accordanoe with preferred embodiments of the
present invention can be evaluated for potential clinical efficacy by various in vitro assays,
for example, by their sbility to activite LCAT in vitro. In the LCAT assay, substrate
vesicles (small unilamellar vesicles or "SUVs™) composed of egg phophatidylcholine (EPC)
or 1-palmitoyl-2-oleyl-phosphatidyi-choline (POPC) end radiolabelled cholesterol are
preincubated with equivalent masses either’ of peptide or ApoA-I (isolated fiom human
plasms). The reaction is initisted by addition of LCAT (purified from humen plasina).
Native ApoA-, which was used es positive control, represents 100% activation activity.
"Specific activity" (Le., nits of activity (LCAT activation)/mit of mass) of the molecular
mediators can be calculated as the concentration of mediator that achieves maximum LCAT
whvahon. For example, & series of concentretions of the peptide (e.g., a limiting dilution)
can bo assayed to determine the "spocific activity® for the peptido—the concentration Which _
achieves maximal LCAT activation (i.e., percentage conversion of cholesterol to
cholesterol ester) at a specific timepoint in the assay (e.g., 1 hr.). When plotting percentage
-eonvq'lionofeholutuoln.e.g.. 1 hr., against the concentration of peptide used, the
"specific activity" can be identified as the concentration of peptide that achieves a platean
on the plotted curve,

[0230] The vosicles used in the LCAT asssy aro SUVs composed of egg
phosphatidylcholine (BPC) ar l-pn_lnﬂwyl-Z-olcyl-phnuphlﬂdyldnlim (POPC) and

cholesterol with a molar ratio of 20:1. To prepare a vesicle stock solution sufficient for 40
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assaays, 7.7 mg EPC (or 7.6 mg POPC; 10 pmol), 78 pg (02 pmol) 4-* C-cholesterol, 116
ng cholesteral (0.3 pmol) are dissolved in 5 mi xylens and tyophilized. Thervafter 4 mi of
assay buffer is added to the dry powder and sonioated under nitrogen stmosphere et 4°C.
Sonioation conditions: Brenson 250 sonicator, 10 mm tip, 6x5 mimutes; Assay buffer: 10
mM Tris, 0.14 M NeCl, 1 M EDTA, pH 7.4. The sonicated mixture is centrifiged 6
times for 5 minnutes cach time at 14,000 rpm (16,000%g) to remove titanium particles. Tho
resulting clear solution is used for the enzyme essay.
Purification of LCAT

[0231]  For the LCAT purification, dextran sulfaste/Mg*+ treatment of human
plasma is used to obipin lipoprotein deficient serum (LPDS), which is sequentially
chromatographed on Phenyisepharose, Affigelblus, ConcensvalinA sepharose snd anti-
ApoA-] affinity chromatography.
Ereparstion of LPDS

[0232]  To prepere LPDS, 500 m! plasma is added to 50 m! dextran sulfate
(MW=500,000) sohition. Stir 20 minutes. Ceontrifuge for 30 mimutes st 3000 rpm
(16,000xg) &t 4°C. Use supernatant (LPDS) for furfher purification (ca. 500 ml).

Pnenvigonnargse Chramatoerenns

[0233] The following materials and conditions ware used for the
phenyisepharose chromstography. Solid phase: phonylsepharose fast flow, high subst.
grade, Pharmaciacolumn: XK26/40, gel bed height: 33 cm, V = ca, 175 miflow rates: 200
mlhr (semploywash: 200 ml/hr (buffer)elution: 80 ml/br (distilled waterjbuffer: 10 mM
Tkis, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7.4, 0.01% sodium azide.

[0234] Bquilibrate tho column in Tris-buffer, add 29 g NaCl to 500 m] LPDS
and apply to the column., Wash with several volumes of Tris buffor until the absorption at
280 nm wavelength is approximately at the baseline, then start the elution with distilled
weter, The fractions containing protein sre pooled (pool size: 180 ml) and used for
Affigelblus chromatography.

Affigeiblue Chromatography

[0235]  The phenylsepherose pool is dialyzed-overnight at 4°C against 20 mM
Tris-HC1, pH7.4, 0.01% sodium axide. The pool volume is reduced by ultrafiltration
(Amicon YM30) to 50-60 mi and loaded on an Affigeiblne colomn Solid phase:

Affigelblue, Biorad, 153-7301 oolumn, XK26/20, gel bed height ca. 13 cm; columm
=51~
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volums: spprox. 70ml. Fiow retes: loading: 15 ml/h wash: 50 mi/li. Bquilibrate column in
Tris-buffer. Apply phesrylsepharcae pool to column. Start in paraliel to oollect fractions.
Wuh with Trsbuffr. Tho pooled fiactions (170 ml) were used for ConA
chromatography.

ConA Chromatopraghy

[0236] The Affigelblue pool was reduoed via Amicon (YM30) to 3040 m! and
dialyzed aginst ConA starting buffer (1 mM Tris HCI pH7.4; 1 mM MgCly, 1 mM MnCl,,
1 mM CaCly, 0.01% sodium axide) overnight «t 4°C. Solid phase: CanA sepharose
(Pharmacix) coturnn: XK26/20, gel bed beight: 14 cm (75 m). Flow rates: losding 40 mUh
‘washing (with starting buffer): 90 ml/h elution: 50 mh, 0.2M Methyl-a-D-mennoside in. 1
mM Tris, pH 74. The protein fractions of the mannoside ehutions wers collected (110 ml),
and the volume was reduced by ultrafiltration (YM30) to 44 ml. The ConA pool was
divided in 2 ml aliquots, which are stored at -20°C.

[0237]  Anti-ApoA-l sffinity chromstography was performed on Affigel-Hz
material (Biorad), to which the mnti-ApoA-I abs have boen coupled- covalently. Column:
XK16/20, V = 16 ml. The column was equilibrated with PBS pH 7.4. Two ml of the
ConA pool was dialyzed for 2 hours agsinst PBS before loading onto the column. Flow
rates: loading: 15 ml/hour washing (PBS) 40 m/hour. Ths pooled protein fractions (Vw14
ml) are used for LCAT assays. The column is rogenerated with 0.1 M. Citrate buffer (pH
4.5) to elnte bound ‘A-I (100 ml), and immediately after this procedure reequilibrated with
PBS.

'”I-Labelql[Dmeuedhytheiodimmomebloridapmwdmem
a specific activity of 500-900 ¢pm/ng (Goldstein and Brown 1974 J. Blol Chem. 249:5153-
5162). Binding and depradation of low density lipoproteins by cultured hnman fibroblasts
were determined at final specific activities of 500-900 cpm/ng as described (Goldstein and
Brown 1974 J. Biol. Chem. 249:5153-5162). In every case, >99% radionctivity wus
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procipitsble by incubtion of the lipoproteins at 4°C with 10% (wt/vol) trichloroaceti acid
(TCA).  The Tyr rvaidue was sttached to N-Termimw of each peptide to enable its
radioiodination, The peptides were radiolodinated with Na'*1 (ICN), using Iodo-Beads
(Pierce Chamiosls) and following the mannfcturer’s protocol, to & spedific activity of 800-
1000 cpm/ng. After dialysis, the precipitable radioactivity (10% TCA) of the peptides was
always >97%. : )

[0240]  Altecnatively, radiolsbeled peptides could be synthesized by coupling
14C labeled Fmoc-Pro as the N-terminal amino acid. L-U-"* CIX, specific activity 9.25
GBq/mmol, can be used for the synthesis of labeled agonists containing X. The synthesis
may be carried out sccording to Lapataanis, Synthesis, 1983, 671-173. Briefly, 250 pM
(29.6 mg) of unlsbeled L-X Is dissolved in 225 pil of a 9% Na; COs solution and edded to a
solution (9% NegCOy) of 9.25 MBq (250 M) *C-labeled L-X. The liquid is cooled down
to 0° C, mixed with 600 M (202 mg) 9-fluoremylmethyl-N-succinimidylcarbonate (Fmoc-
OSu) in 0.75 m) DMF and shaken at room tempersture for 4 hr. Theroufter, the mixture i
extracted with Diethylether (2x5ml) and chlaroform (1x5ml), the remsining aqueous phase
is ecidified with 30% HC! and extracted with chloroform (5%8 ml). The organic phese is

. dried over Nag SOy, filtered off and the volume js reduced under nitrogen flow to 5 ml.,
The purity was estimated by TLC (CHCly :MeOH:Hac, 9:1:0.1 viv/v, siationary phase
HPTLC silicagel 60, Merck, Germany) with UV detection, e.g., radiochernical purity-Linesr
Anslyzer, Barthold, Germany; reaction ylelds may be approximately 90% (as determinad by
LSC).

[0241] The chloroform solution containing '4C-peptide X is used directly for
peptido synthesis. A peptide resin coutsining emino acids 2-22, can be synthesized
sutomatically as.described above end used for the synthesis. The sequance of the peptide is
detormined by Edman degradation. The coupling is performed as previoualy described
exoept that HATU (O-(7-azabenzotriazol-1-y1)1-, 1,3,3-
tetramethyturoniumhexafiucrophosphate) is preferably used instead of TBTU. A second
coupling with unlabeled Fmoc-L-X is carried out manually.

o kingtics in Mi

[0242] In each experiment, 300 — 500 pg/kg (0.3 — 0.5 mg/ks) for more such as

2.5 mg/k] radiolabeled peptide may be injected intraperitoneally into mice which were fed

nommal mouse chow or the atherogenic Thomss-Harcroft modified diet (resulting in
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severdly elevated VLDL and IDL cholestarol), Blood samples ere taken st mmltiple time
intervals for assessment of radioactivity in plamma.
Stability in H g

[0243]) 100 pg of labeled peptide may be mixed with 2 ml of fresh hyman
plasma (at 37°C) and delipidated cither immediately (control sample) or after 8 days of
incubation at 37°C (test sample), Delipidation is carried out by extracting the lipids ‘with an
equal volume of 2:1 (v/v) chloroform:methanol. The samples are loaded onto a reverse-
phase C;y HPLC column and ehuied with a linear gradient (25-58% over 33 min) of
scetonitrils (containing 0.1% w TFA). Elution profiles ere followed by abacrbence (220
mmdmmnx.'_ tvi
Formation of Pro-8 Lilke Paticl

[0244] Human HDL may be isolsted by KBr density ultra centrifogation at
density d = 121 g/ml to obtain top fraction followed by Superose 6 gel filtretion
chromatography to separate HDL from other lipoproteins, Isolated HDL is adfusted to a
final concentration of 1.0 mg/ml with physiological saline based on protein content
determined by Bradford protein assay. An aliquot of 300 pl is removed from the isolsted
HDL preparation and incubated with 100 pl labeled peptids (0.2-1.0 pg/pl) for two hours at
37°C. Multiple separate incubstions are analyzed including e blank contsining 100 pl
physiological saline end four dilutions of labeled peptide. For example: (i) 0.20 pg/ul
peptide:HDL ratio = 1:15; (i) 0.30 pg/pl peptide:HDL ratio = 1:10; (i) 0.60 pg/pl
peptide:HDL matio = 1:5; and (iv) 1.00 pg/ul peptide:HDL ratio = 1:3. Following the two
hour incubation, a 200 pl aliquot of the semple (total volume = 400 pl) is loaded onto &
Suparose § gel filtration column for lipoprotein separation and analyxis and 100 pl is used
hddunn'netohlndimoﬂvi.tylolded.

[0245] Theanomtlonofpephdemndinhumthhmmlipopmmhchm
can be detenmined by incubating labeled peptide with each lipoprotein dlass (HDL, LDL
end VLDL) and a mixture of the different lipaprotein classes. HDL, LDL and VLDL are
Isolated by KBr density gradient ultrucentrifugation at d = 1.21 g/ml and purified by FPLC
on a Superose 6B column size exchusion cohmnm (chromatography is carried out with & flow
fete of 0.7 ml/imin and & running buffer of 1 mM Tels (pH 8), 115 mM NaCl, 2 mM EDTA

and 0.0% NaN;). Labeled poptide is inoubated with HDL, IDL and VIDL at &
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peptidesphospholipid ratio of 1:5 (mass ratic) for 2 b st 37° C. The required amount of
lipoprotein (volumes based on smount needed to yleld 1000 pg) is mixed with 02 ml of
peptide stock solution (1 mg/ml) and the solution is brought up to0 2.2 ml using 0.9% of
NaCL

[0246}] After incubsting for 2 hr st 37°C, en aliquot (0.1 ml) is removed for
determination of the total radioactivity (a.g., by liquid scintilation comnting or gamma
counting depending on labeling isotopo), the density of the remaining incubstion mixture is
adfisted to 1.21 g/ml with KBr, and the samples centrifuged at 100,000 tpm (300,000 g) for
24 hours at 4° C in a TLA 1003 rotor uaing a Beokman tebletop ultracentrifuge. The
_resulting superpatant is fiuctioneted by removing 0.3. ml aliquots from the top of each
sample for a total of 5 fractions, and 0.05 m! of each fraction is nsed for counting. Thetop
two factions contein the floating lipoproteins, the ofher fractions (3-5)- carrespond to
proteins/peptides in solution, '
el otivo Binding to KDL Linid

[0247]  Homen plasma (2 mi) is incubated with 20; 40, 60, 80, and 100 pg of
labaled peptide peptide for 2 br at 37°C. The lipoproteins are separsted by adjusting the
density to 1.21 g/m) and centrifugation in TLA. 1003 rotor at 100,000 tpm (300,000 g) for
36 br at 4° C. ‘The top 900 pl (in 300 pl fractions) is taken for the analysis. 50 i from
each 300 pl fraction is counted for radioactivity and 200 pl from cach fraction is enalyzed

demonstrated in rabbita or other suiteble animal models.
Preparation of the Phoapholipid/Pentide Commlexes

[0249]  Small discoidal particies consisting of phospholipid (DPPC) and peptide
aro prepared following the cholats dialysis method. The phospholipid is dissolved in
chloroform and dried under a stream of nitrogen. The pegtide is dissolved in buffer (saline)
&t & conoceniration of 1-2 mg/ml. The lipid film is redissolved in buffer containing cholate
(43°C) and the peptide solution is added at a 3:1 phospholipid/peptido weight ratio. The
mixture is incubsted ovenight at 43° C aiud dialyzed at 43°C (24 hr), room tempecature (24
hr) and 4°C (24 hr), with three changes of buffer (large volumes) at temperature point. The

complexes may be filter sterilized (022 pm) for injection and storage at 4°C.
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[0250] . The particles may be scpemted on & gel filtration colomn (Superose 6
HR). The position of the peek contsining the particles is identifiod by measuring the
phospholipid concentration in each fraction. Prom the elution volume, the Stokes radius
can be determined. The. concentration of peptide in the complex is determined by
meesuring the phenylalanine oontent (by HPLC) following a 16 br acid hydrolysia.

Injestion in fhe Rabbif

[0351]  Malo New Zosland Whito rabbita (2.5-3 kg) are injected intravencusly

with a dose of phospholipid/peptide complex (5 or 10 mg/kg bodyweight, expressed as

. peptide) in a single bolus injection not exceeding 10-15 ml. The auimals are alighily
sedated before the manipulstions. Blood samples (collected on EDTA) are taken before
and 5, 15, 30, 60, 240 and 1440 minutes after igjoction. The hematocrit (Hot) is determined
for each sample. Samples are aliquoted and stored at -20°C before analysis,

Analysis of the Rabbit §

[0252] The total plasma cholesterol, plasma ftriglycerides and plaama
pbospholipids are determined enzymatically using commercially available assays, for
example, according to the mamifacturer's protocols (Boehringer Mannheim, Mancheim,
Germany and Biomerieux, 69280, Marcy-L'etoile, France).

[0253] Tho plasma lipoprotein profiles of the fractions obtained after the
separation of the plasma into ita lipoprotein fractions may be determined by apimming in e
sucrose density gradient PFor example, fractions are collected and the levels of
phospholipid end cholesterol can be measured by conventional anzymalic snelysis in the
fractions carresponding to the VLDL, ILDL, LDI, and HDL lipoprotein densitias.

Working Exsmples

[0254] The short-tem goal was to identify compound mimics of ApoA-T that
function in HMDL-medisted cholestorol transport to the liver, The long term goal was to
moddify the compounds so they can interact with a subset of lipoproteins and target them to
the liver and emplify the rate of cholesterol-rich lipoproteins catsboliam (reverse
cholesterol transport). Unliks the current treatmenty (vesins, statins, fibrates), that regulate
cholesterol transport to peripheral tissues, the approach adopied herein involves
emplification of RCT rate by increasing of the HDL cholesterol (HDL-C) levels and
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cataboliam.of the chilesterol-rich low denaity lipoproteins. The rational for this approach
is the long acknowlodged itrverse ralationship between rate of RCT and cardiovasculer risk,

[0255] Lipoprotein isolation — Human plasma lipoproteing were isolated from
fresh fasting plasma that was obinin by plasmspheresia from normal domom. LDL
(¢=1.019-1.063 g/ml) was isolited under strict sterile, endotoxin-free conditions' by
sequential ultracentrifigation using KBr for density adjustment. It was dialyzed against
0.15 mM NaCl conteining 0.3 mM EDTA and probucol, pH 7.4, filter-sterilized, and stored
ot 4°C.

[0256] Radioiodination — I-Labcled LDL was prepared by the iodine
monachloride procedure at final specific scivites of sbont 500-500 opming (Goldstein and
Brown 1974 J. Biol. Chem. 249:5153-5162). Binding and degradation of low density
lipoproteins by oultured human fibroblasis were perfonmed et finel epecific ectivities "of
about 500-900 cpm/ng (Goldstein and Brown 1974 J. Biol. Chem. 249:5153-5162). In
every oase, >99% radioactivity was precipitable by incubation of the lipoproteins at 4°C
with 10% (wt/vol) trichloroecetic acid (TCA). The Tyr residus wes attached to N-Termitus
of each peptido to ensblo its radiclodination, The poptides were mdioiodinated with Nal2f
(ICN), using Jodo-Beads (Pierce Chemnicals) and following the mammfecturer’s protocol, to
a specific activity of 800-1000 cpm/ng. After dialysis, the precipitable radioactivity (10%
TCA) of the peptides wua always >97%.

[0257}  Playma siabilliy and lipopioteins distribution of peptides — The LDLR /-
mice used for these studies werd males, 2 months old, and were Chow-fed. Blood was
drewn from nonfasted mice info heparin-coated tubes, and was subjected to low speed
centrifugation at 4°C o obiain the plasma. To measure the plasma stability, 5-6 pg of
radiciodinated peptide was added to 0.25 ml of plasma. Afier incubation at 37°C, aliquots
were removed and subjected to precipitation with 10% TCA. To study the association of
ApoA-I peptides with lipoproteins and/or other proteins in plasma, 6-8 pg of radiciodinated
peptide was incubated for 2 hrs at 37°C with 0.12 m! of mouse plagma. Following
incubation, the mixture was soparated on 1% agarose gel (Peragon system, Beckmen
Coulter) according to manufactarer’s instructions, and radiosctivity was quentified in the
bands represanting LDL, HDL, sad albumin.
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[0258) m&mqw-xzpﬁﬁnﬂmmw
injocted intravenously into the tail vein of spo A-1 deficient mice under metofine
encsthesis. The mice were sacrificed 40 min after injection, and blood was removed by
perfusion with cold PBS via s canmmla into the left ventricle. 40 min later mice were bled
by retroorbital bleeding into hoparinized tubes,

[02589]  Mediator-LDL complexes — Peptide/lipoprotein complexes were formed
by incabation of excess amounts of radiolsbeled peptide (SEQ ID NO: 1) for 2 hrs at 25°C
with homan plasma LDL diluted into PBS at a molar ratio 25:1. The complexes were
extensively dialyzed at 4°C to remove fres peptide against PBS containing 20 pM of
butylated hrydroxy tofueno (BET) until coynted in diplyzing solution radioastivity was less
than 400-600 cpm/ml for at loast 2 hrs. Formed complexes were used immediately.

[0260) Plasma clearance and tissue distribution of SEQ ID NO: I-LDL
complexes — '2I- LDL (0.2 nmol) was incubated at 37°C in PBS alons, or with 4 nmo} of
SEQ ID NO: 1. After 2 h, the mixture wag dialyzed against PBS containing 20 mM BHT.
LLDL alone or SEQ ID NO: 1/%I- LDL complex wero injected intrevanously into the
tail vein of nonfested mice under motofane ancathesia. Mice were bled &t the-certain time
points after the injection by retroorbital bleeding into heparinized tubse, The blood was
subjected to low speed ceutrifogition (1800 g 4°C) and the 10% TCA precipitable
radioactivity of the plasma wsea measured. The mice were sacrificed 40 min after injection,
and blood end nonspecifically bound radioactivity were removed by perfusion with cold
PBS via a cannule into the left ventricle. An incision was made in the interior vena cava to
clear the perfusate. Within 15 min, the lver, kidneys, spleen, and heart were removed,
cleaned, weighed, and counted for '] radioactivity. Entire organs were counted with
exception of liver, which wes counted in picces. Radioactivity detected perorganorperl g
of wet tiseue was expressed as & percont of the initial total injected radioactivity that was
'TCA precipitsble.

[0261]  Effect of singls bolus infections of peptides on playma lipoprotein profile
- To monitor effect of peptides on plazma cholesterol levels and its distribution among the
diffierent lipoprotein classes, the nonradiciodinated free peptides (100 g in 100 ul of PBS)
were injectod intravenously into the tail vein of nonfasted C57BL/6J wild type mice, which
have been placed on high fit cholate-containing diet four days prior to experiment. To

control for the effect of extemal and/or internal nonspecific fhctors (stress of handling,
-68-
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anssthetio, blood drawing) on plasma lipoprotein profile, & similar group of mice was
injocted with only PBS. Different groups of mise were searificed bafore snd at various
times sfber injections end blood was drawn by retroorbital pumcinre and subjected to low
spoed centrifugation at 4°C to obtxin the plasma. Plasma semples wers obtained, combined
within oach group (4 mice), and subjected to gel filtration chromsatograplty ori a Supervse 6
(HR 10/30 column, FPLC) to monitor cholestarol Hpoproteins distribution and sgeroge gel
eloctrophoresis (Paragon Systems) to manitor phospholipid Epoproteins distribution.

[0262]  Effect of time-released peptides on plavma lipoprotein profile — To
detecmnine relatively long-term effiect of SEQ ID NO: 1 and its derivativea on plasma
.lipoprotein profile, the Alzet Mini-Osmotic pumps (220u]),. containing. various peptides or
PBS, were srgically inserted in canulated Chow fod CS7BL/6J mice. The pumps with
flow rate equal to 8 pl/hr were used for 20 hrs continuous infusion of peptides. The punips
with flow mate equal to | pul/hr were nsed for 160 hrs continuous infasjons of peptides. At
the end point (20 or 160 hre after pumps insertion) mice were sacrificed, and blood was
drawn by retroorbital punchure and subjected to low spoed centrifugation at 4°C to obtrin
the plasma. Bile was immediately ramoved from gall bladders using insulin syringes, and
stored on ice until use.

[0263] Sample analysis — Total serum cholesterol end HDL cholesterol were
determined using the Infinity colorimetric-enzymatic method (Sigma 401-25F) according to
manufacturer’s instractions, changing only the suggested 37°C incubation time from 10 to
15 min. To determine HDL cholesterol, low density lipoproteins were precipitated from
plesma using s modified Burstein-Samaille method according to manufacturer’s
instractions (Boehringer Mannheim 543004), modifying anly the ratio of reagent-water
from 4:1 to 42. Gall bladder darived bile was diluted twice with delonized water, and
cholestero] was determined using Infinity reagents. 3a-Hydroxybile acids were quantified
using a colorimetric-enzymatic method (Sigma 450).

[0264) To monitor cholesterol distribution among the different lipoprotein
classes, plasma samples were combined within each group (usnally 4-6 mice per group),
and subjected to FPLC size-exclusion chromatogrephy on a Superose 6 (HR 10/30 cdlumn,
Amersham-Fhenmacia) using sn isocratic 10 mM Tria/150 mM NaCl/lmM EDTA buffer
system at & flow rate of 0.15 mlimin, Practions (0.15 ml) were collectod into 96-well plates

contrining 0.055 ml of 1:1 mixture of 0.5% Triton X-100 and 20 wM Sodivm Cholate.
69~
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Total and fros cholesterol in plasms fractions was detecmined by sing the fiucroscent
. method of W. Gamble, et al. (Gemble et al, 1978, Journal Lipid Res., 16:1068:1070). 96-
woll plates were read on Dusl-Scanning Microplate Specirofiuorometer Gemini XS
(violecular Devices). The areas under the lipoprotein peaks were quantified by using
Unicorn software (Version 3.21.02), The amount of esterified cholesterol was assessed by
subtraction of free cholestorol from total cholesterol. .

[0265] To monitor the distribution of phospholipid among the lipoprotein
classes, plasma ssmples wers combined within each group (usually 4-6 mice per group),
and subjected fo agarose gel electrophoresis, which was carmried out using the Pammgon
. Gystem (Beckman Coulter) sccording to mamfscturer’s instractions, with following
staining with Paregon Lipo Stain (Beckman Coulter 655910). Onos dried, the gals were
scanned on Personal Densitometer 81 (Molocular Dynamics) and bands were quentified
uging ImagoQuant™ software (Verssion 5.2).

[0266]  Effect of peptides on PLTP activity — PLTP activity was measured using
a floorescent kit (Cardiovascular Targets, Inc., P7700). PLTP source was serum obtained
from CS7BL/6Y male 2 months old mice, which were Chow-fiad or maintained on high fat
cholate contrining diet for four days. 1X Mouse serum was proincubsted with PBS or 0.4,
2, 5, and 10 ug of peptides st RT for 30 mimutes. Following preincubation, the mixture was
dilutsd 10 times, and 10 i (0.8 vl nest sefum) was immedistaly mixed into resction wells
of pre-chilled 96-well plate, containing assay system (Cardiovascular Targets, Inc,, P7700).
The microplates were read at 37°C in SpectraMiax 190 (Molecular Devioes), for 30
minutes.

[0267]1  LDL medlated cholesterol accumslation in human HepG2 celly — HepG2
calls were cultured et 37°C in DMBM supplamentsd with 10% FBS. 24 txs before the
experiment cells were plated in @ 24 wells plate at tho density of 2.5x10° per well in serum
free media (500 ul RPMI supplemented with 1% Nutridoma-HU, Roche, 903454321) to
permit up-regulation of LDL-recoptors. On the day of experiment, cells were washed twice
with PBS, and 25 pg of isolsted human LDL (Academy Bio-Medicel Co., 20P-L101)
preincubated with PBS or peptidos for 1 hr at RT wes sdded to the cells in 500 pl of SFM
with following inoubation at 37°C for 6 hrs. Following incubation, media was removed,
cells ware washed twice with RT PBS, and total cholesterol was extrected by Hexane-
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Isopropanol mixiure (3:2), and dried under the Nitrogen gas. Tho dried samples were
solubilized in 160 pl TB buffer (10 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA)
containing 0.1% Triton X-100 and 4 mM of Sodium Cholate. Total and free cholesterol in
the samples wero quantified using the fluorescent method of W. Gamble, et al..(Gamble et
al,, 1978, Jowrnal Lipid Res., 16:1068-1070). The amount of esterified cholestorol was
assessed by subtraction of free cholesterol from total cholesterol. The results are shown in
Fligice 24.

[0268]  Ac-LDL mediated cholesterol accurmulation in kuman macrophages —
THP-1 cells were cuttured at 370C in RPMI supplemented with 10% FBY. 48 hra before the
loading experiment cells wyre plated, in 8 24 wella plate at.the denslty of 1x106 per well in
serum freo media (500ul RPMI supplemonted with 1% Nutridoms-HU, Roche, Lot#:
903454321) in presence of 5x10-8 M PMA. On the day of experiment, PBS or 50ug of
human acotylated LDL, (Biomedical technologies Inc. BT-906) pre-incubated with PBS or
peptides for 1hr at room temperature were added to the cells. Treated cells were incubated
for 24 br at 37°C in a humidified 5% CO2 incubetor. Following incubation, media was
removed, cells were washed 2x with 37°C PBS and Hexane-Isopropanol (3:2) mixtare was
added to the cells to extract cholosterol. 30 min later samples were transfeved into glasa
tubes and dried under the Nitrogen. Formed pellet was solubilized in 160ul of TR buffer
(10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 1mM EDTA) conteining 0.1% Triton X-100 & 4mM
Sodium Cholate. Total and fres cholesterc]l wero quantified by using the fluorescent method
of W. Gamblae, et al (Gamble et al, 1978, Joumsl Lipid Res., 16:1068-1070). The amount of
esterified cholesterol was assessed by subtraction of. firee cholegtero] from total cholesterol.
The results are shown in Figure 25.

[0269]1  Oxidized-LDL mediated cholesterol accumulation in human vascular
smooth muscle celly — vagcular smooth muscle cells were cultured et 37°C In SmGm-2
(Cambrex, cc-3182) supplemented with 5% FBS. 24 hxs before the experiment cells were
plated in a 24 wells plate at the density of 85,000 per well in 500ul of secum free assay
media (SmGM-2 supplemented with 1% Nutridoma-HU, Roche, Lot#: 903454321). On the
day of experiment; cells were washed twice with PBS, and 25ug of Ozidized human LDL
(Biomedical technologies Inc. BT-906) pre-incubated with PBS or peptides for 1hr at room
temperatore were added to the calls in 500ul of serum fres assay media (SFM). Treatad

colls were inoubated for 24 br at 370C in a lnmidified 5% CO2 incubaior. Following the
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incubation, media wna removed, colls were wushed 2x with 37°C PBS and cholesterol was
extracted by hexane-isopropanol (3:2) mixture. Ssmples were dried under the nitrogen.
Dried samples wera solubilized in 1600l of T buffer (10mM Tris-HCY, 150mM NaCl,
{mM EDTA) containing 0.1% Triton X-100 and 4mM Sodium Cholate. Total and free
cholosterol in the samples were quentified using the fhuorescent method described in 'W.
Gamible, ot sl (Gamble et al, 1978, Jounal Lipid Res., 16:1068-1070). The smount of
esterificd cholesterol was assessed by subtraction of free cholesterol from total cholesterol.
The results are shown in Figure 26.
[0270]  Cholasterol efffux from Ac-LDL preloaded human macrophages — THP-
1 celis wers cultared at 37°C in RPMI supplemented with 10% FBS, 48 Jrs befors, the
loading experiment cells were plated in & 24 wells plate at the density of 1x10° per wall in
500 ul of sarum free media (RPMI supplomentod with 1% Nutridoma-HU, Roche, Lot
903454321) ) in presence of 5x10* M PMA. On the day of experiment, PBS or 50ug of
bumsn acetylated LDL, (Biomedical techuologies Inc. BT-906) were added to the colls in
serum free media in presence of 5x10-8M FPMA. Treated cells were incubated for 24 hr at
37°C in a midified 5% CO2 incubator. Following incubation, media was removed, cells
were washed with serum free media, and PBS or compounds were added to the cells in
500ul of serum free media (no PMA). Treated cells were incubated at 37°C in a Inmidified
5% CO2 incubator for another 48 hr. Compounds were refreshed every 24 hr. Following
incubation, media was removed, cells were washed 2x with 37°C PBS, and Hexane-
Tsopropanol (3:2) mixture was added to the cells to extract cholesterol. 30 min later samples
were trensforod into glass tubes and dried under the Nitrogen. Fommed pellet was
solubilized in 160ul of TE buffer (10mM Tris-HCL, 150mM NaCl, 1mM EDTA)
" conteining 0.1% Triton X-100 & 4mM Sodium Cholate. Totsl and free cholesterol were
quantified by using the fuorescent method of W. Gemble, et al (Gamble et al, 1978,
Joumnal Lipid Res., 16:1068-1070). The amount of estexified cholesterol was nssessod by
_subtraction of free cholesterol from total cholesterol. The results are shown in Figure 27.
[0271] Wo enalyzed the ApoA-I primary, secondary, and tertiary structurs to
dosign the series of compounds. The potential lead compounds, to affect the lipoprotein
metabolism, prefersbly exhibit both ebility to bind to lipoproteins and to the liver
lipoprotein binding sites. Therefore, all the compounds were radiolsbeled and soreened for
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vitro.

[9272]  Characterization of the peptide mediators of RCT in vitro — Twelve
compounds were radiojodinated and incubated with plasma from mice deficient in the
LDL-receptor (LDLR+~). Thess mice have a lipoprotein profile similar to that in humens.
Following incubation st 37°C for 2hrs, the mixture was separated on agarose gels and
radioactivity was quantified in fhe banda repregenting LDL, HDL, and albumin. Results are

. summarized in Figure 3. Based on theso rogults, the compounds that demonstrated

significant associstion with lipoproteins were further characterized in vivo,

_ .. [0273)  Characterization of the peptide mediators of RCT in vivo — The
radiolabeled compounds were injected intravencualy into mice. At the end point mice were
bled and perfuged extensively to remove circolating (nonspecific) radioactivity. Whole
blood and potantial target organs were harvested and counted. The total redicactivity in the
collected orguns end the entire blood voluma of the mouse was caloulated and the organ-
bound radioactivity was expressed as a percentage of the total radioactivity. The results for
organs bound radicactivity following injections of compounds are shown in Figure 3.
Baaed on these dats, SEQ ID NO: 1 was selocted for further in vivo characterization.

[0274]  Further characterization of SEQ ID NO: 1 in vivo — Figure 4 Ulustrates
the organ distribution of SEQ ID NO: 1. Because this compound essociated with the liver
preferentially to a dramatic extent, compare to other argans and peptides, we chose to focus
our efforts on this compound.

" [0275] ‘To determine if SEQ ID NO: 1 can essociste with buman LDL, we
attempted to form the complex of *I-SEQ ID NO: 1 with isolated human LDE. It has bean
demonstrated that SEQ ID NO: 1 forms the stable [LDL-'*I-SEQ ID NO: 1] complex,
whare approximately 6 o 8 copies of ['**I-SEQ ID NO: 1] were bound per LDL particle.
To determine if SEQ ID NO: 1 influences lipoprotein transport to the liver, we injected the
125 1DL alone or in complex with SEQ ID NO: 1 into LDLR-/- mice (no LDL-receptor)
and A-I/- mice, which have a fanctional hepatic LDL-eceptor. Liver associated
radioactivity was assessed and results are presentad in Figire 5. In both mouse genotypes,
coraplexing of [*1-LDL] with SEQ ID NO: 1 before injection resulted in a significant
increase in liver-bound (**I-LDL]. These data indicate that enhanced Jiver binding of [***]-
LDL-SEQ ID NO: 1] complex (compere to [**-LDL]) is medisted by: (s) unknown-yet
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liver Hipoprotein binding sites; (b) LDL-receptors. To assess the contrbution of LDL-

receptors alone, the binding of [*FLDL] and [““ELDL-SEQ ID NO: 1] to the liver of

LDLR-/- mice wes subtracted from fheir respectivo binding o the liver of A-IH- mice, end

data were normalized per gram of wet tissuo, The sesult of this subtraction ia preseatod in

Figure ¢ and shows substantial increase in complex binding to the LDL-receptors compare

tn[“’I-LDL]llnm. Theso data aro in a good agresenant with enbmced plesma oloarsace of

125 1 DY-SEQ ID NO: 1 complex comparo to 2*I-LDL alons when injected in ApoAl-/- -
mice (Figure 7). Influsace of SEQ ID NO: 1 on *1HLDL binding to kidney, splecn, lung,

hurt.tutia.ld:u-LmdmhhiuhminFlguul 1 is notewosthy that no increase in
%5 1PI-8EQID NO: 1 complex binding to the heart was cbsecved.

[0276] Impact of SEQ ID NO: ! mwmnmwbahu
injections) —~ We examined the impact of SBEQ ID NO: 1 on cholesterol metaboliam in
mildly hyperlipidemio wild type C57BL/6] mice fed a cholate-containing high fut diet
(HFC). Mice were divided into two groups — control and experimental. Rach group

" contained 4 mice. Experimental mice were injected intravenously with SEQ ID NO: 1 (100
jg in 100 l of PBS), whereas control group - with 100 ul of PBS. Differant groups of
mico were bled at 0 min (no injections), 30, 60, 90, 120, and 180 min after injections,

. plasma was obtsined, combined within each group, and subjectsd FPLC enalysis.
Cholesterol distribution among the different lipoprotein classes was assessed and data were
exprossed as cholesterol content (Act*ml) or ares under the VLDL, IDL/LDL, and HDL

_ peaks, respectively. The results are presented in Figures 9, 10 and 11. Although, thero

was no significant impact of SEQ ID NO: 1 on VLDL level over the entire time course,

kinetics of the liver response waa notiossbly different compare to FBS control (Figurs 9).

Significant lowering of IDL/LDL (proatherogeaic and sfherogenic lipoproteins) was

observed at 90, 120, end 180 min after SEQ ID NO: 1 injections (Figure 10). Effoct of

SEQ ID NO: 1 asts up to 180 min and completely vanished st 240 min time point. These

data are in agreement with in vivo balflife data of '“I-SBQ ID NO: 1, which is
spproximately 2 to 3 hrs, There waa observed slight but significant decrease of HDL-C
levels after singlo bolus injections of SEQ ID NO: 1 (Figure 1I), indicaling possible
increese of HDL cloarance. Linear regression analysis of single bolus injoctions dats is
proscoted in Figures 12-14 end shows significant impact of SEQ ID NO: 1 on plaama

levels of pro- and stherogenic Hpoproteins (IDL and LDL).
4



A

WO 2004054471 ) . PCT/US2004/032443

02771  Effect of “frameshif™ derived peptides on Hpoprotein metabolism
. (Stngls bolus injections) — Wo pecformed the finctional frame-alit of the entire region of
mouse apolipoprotein A1 wheee SEQ ID NO: 1 derived fram (helix 6, Pro166 ~ Pro188,
precursar protein). Frame-shift was done in both directions (form N~ to C- and fiom C- to
N-Termims). Sixtoen (16) peptides wero designed, synthesized and towted for possible
effects on cholesterol metabolism of mildly hyperfipidemio C57BL/6J mice fed a cholate-
conteining high fat diet (HFC). Mioce were divided into two groups — control and
experimentsl, Bach group conisined 4 mice. Experimental mice were injected
intravenously with esch peptide (100 pg in 100 j of PBS), whereas cantrol group - with
100 vl of PBS. Different groups of mige were bled at O min (oo injections), 90, snd 180
min after injections, platma was obtained, combined within each group, end subjected to
FPLC spalysis. Cholesterol distribution emong the different lipoprotein classes was
assessed and cholesterol content (Act®ml) or area under the VLDL, IDL/LDL, end HDI,
peaks was quantified. The datu are expressed as percent of change of total cholesterol (T'C)
content of VLDL, IDL/IDL, and HDL classes in experimental mico relative to control
(PBS injeoted) mice. The results are presented in Tables 6 and 7. It can be seen in Tables
6 and 7 that SEQ ID NO: 1, which belongs to N-terminal part of Helix 6, has the strongest
impact on plasma levels of low density lipoproteins compare to other sequences, whereas
SEQ ID NO: 7, which belongs to the C-termrinal part of Helix 6, deimonstrated the marked
HDL-C elevating properties.

ERect of Prama-shilt Darived Peptidss on Plasma Lipoprotain Proflle.
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Efect of Frumas-Shift Derfved Paptides on Pleama Lipeprotsin Profiie.
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[0278)  Effect of chemically modified derivatives of SEQ ID NO: 1 and peptides
derived from other mouss apoAl regions an mouss plasma lipoprotein profile (Single bokus
injections) — To increase SEQ ID NO: 1 hydrophobicity, Phenyl Acetyl or Pivalic Acid
ware attached to N-Terminal Tyr residue of SEQ ID NO: 1, or Tyr residue was ramoved
from N-termitus. These peptidea were tested for possible effect on cholesterol metabolixm
of mildly hypexlipldemic CS7BL/6J mice fed a cholete-containing high fat diet (HFC).
Mice were divided into two groups — control and experimental. Bach group contained 4
mice. Experimental mice were injected intravenously with each peptide (100 pg in 100 ul
of PBS), whereas control group - with 100 pul of PBS. Different groups of mice were bled
et 0 min (no injections), 90, snd 180 min sfter injections, plasma was obtained, combined
within each group, and subjected to FPLC analysis. Cholesterol distribution among the
. difforent lipoprotein clisses was assessed and cholesterol content (Act*ml) or eres under
the VLDL, IDL/LDL, and HDL peaks was quantified. The data are expressed ss percent of
changb of total cholesterol (TC) comtent of VIDL, IDL/LDL, and HDL classes in
experimental mice relative to control (PBS injected) mice. The resulis are presented in
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Table 8. 1t can be seen in the table that all above modifications did not result in inorease of
SEQ ID NO: I potncy. The fow peptides balonging to other regions of mouse
npoﬁpopmhinAlmdlotgmdinﬂﬁlmddmddidmtdmmmm“ymmble
activity (Table 8). .

[0279]1  Impact of SEQ ID NO: 1 on lipoprotein metabolism (20 hrs pumps) ~ To
determine relatively long-term effect of SEQ ID NO: 1 on plasma lipoprotein profile, the
. Alzet Mini-Osmotio pumps, containing SEQ ID NO: 1 or PBS, were surgically insested in
canulated Chow fod C57BL/6J mice. The pumps flow rate was equal to 8 ul per hs, which
pmvidedﬂmddivuymnmuofSEQENO_:lpuhruindimdﬁqum!. Mice
were gwitched on HFC diet immediately sfter surgery. 20 hrs later plasma samples were
cbisined, combined within each group (4 to 6 mice), and subjected to FPLC analysis and
agarose gel electrophoreals for assessment of cholesterol end phospholipid distribution
among the lipoprotein classes. The results are presented in Figure 15 and show dramatic
decreaso in low density lipoproteins levels in plasma of mice, which received SEQ ID NO:
1, whereas the plesms HDL cholesterol levels in these mice wero elevated. The LDL
lowering effect was attenuated with increase of SEQ ID NO: 1 conceniration. This
phenomenon oan be explsined by self-competition between fres and LDL-bound form of
71-
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SEQ ID NO: 1 for the liver Hpoprotein binding sitea. In contrast, DL cholestero] lovels
mmwmmmﬂﬁlmﬁm The increase in plasma HDL-
Cmd;eltuofpoldhlewﬂvuhonofI.GAT(ledﬂnn:choluunlmylmm.)or
incroased production of ApoA-l, whereas elovated plusmz lovels of HDL. phospholipids
(dahnotahown)mmltmvotvuneutofl’m? (phnlphohpldtnmfupom)mﬂm
mechanism of SEQ ID NO: 1 action. 'I‘hus,obtnmnddntnmd:ethEQll)NO 1 mult-
functionality end suggest its involvement in both HDL end LDL pathweays.

[0280)  Impact of SEQ ID NO: I siructural derivatives (3 to 13 amino acid
residues) .on lipoprotein metabolism (30 hrs pumps) — To determine relatively long-term
effect on plaama lipoprotein profile, the Alzet Migi-ommotic pumps, containing SEQ ID
NO: 1 derivatives or PBS, were surgically inserted in camilated Chow fad C57BL/6Y mioe,
The pumps fow rate was equal to 8 ul per hr, which providad the deliveries of 3040 ug of
peptides per hr. Mice were switched on HFC diet immediately after surgery. 20 hrs later
plasma samples were obtained, combined within each group (4 to 6 mice), and subjected to
FPLC mnalysis and agarose gel elecirophoresis for assessment of cholesterol and
phospholipid distribution among the lipoprotein classes. The data for HDL-C are presented
in Figure 16 and demonstrate significant decresso of plasma levels of low deasity
lipoproteins in peptides treated mice, whereas the plasma HDL cholesterol levels in these
mice were elevated. However, few peptides (such as SEQ ID NOs: 35 and 87) cansed the
opposito effect, i.c., increase of the plasma levels of low density lipoproteina and decreass
in high density lipoproteins cholesterol end phospholipids. This reversel of effect is
valuable information for SAR purposes in light of close struotural relationships of these
“clearance blocking™ peptides with "clearance enhanocing” peptides. Ths modest increase in
plasma HDL-C might indicate on poagible activation of LCAT (lecithin: cholesterol
acyltransferase) ar increased production of ApoA-I, wheress elevated plasma levels of HDL
phospholipids suggest involvement of PLTP (phospholipid transfer protein) in the
mechanism of peptides action. Thus, obinined data suggest that SEQ ID NO: 1 derivatives
are involved in both HDY. and LDY. pathways.

[0281] Long term effect of SEQ ID NO: 34 ("template”, 3 amino acid residusy
peptide) and itz modified derivatives (SEQ ID Nos: 8 and 91) on lpoprotein metabolism (7
days pumps) - To determine long-term effect of these peptides on plasma lipoprotein

profile, the Alzet Mini-osmotic pumps, contzining peptides or PBS, werc surgicelly,
18-
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insocted in canulated Chow fed C57BL/6J mice. The pumps flow rais was equal to 1 pl per
Tr, which provided fhe deliveries of indicated in Figure 17 smount of cach poptids per br.
Mico wero switched on HFC diet immedistely after surgeky. 160 hra later mice were
sacrificed, plasma samples were obtrined, combined within each group (4 to 6 mice), and
sabjected to FPLC enalysis and agarose gel electrophoresis for assessment of cholesterol
end phospholipid distribution smong the lipoprotein classes. Bile was immedistely
romoved from gall bladders and totel cholesterol/bile acids contents wero determined as
desceibed in methods. The data ere presented in Figurs 17 and demonstrate significant
decrease of plasma levals of low density lipoproteins in peptides trested mice, elevation of
plasma HDL cholestetol (and HDL phospholipld—data not shown). and dkamatic incroase
of Gall Bladder total cholestercl and bile acids amount. ‘The modest increase in plasma
HDL-C might indicate on possible activation of LCAT (lecithin: cholesterol
acyitransferase) or incroased production of ApoA-1, whereas elevated plasma lovels of HDL
phospholipids suggest activetion of PLTP (phospholipid transfer protein), which is known
to be involved in maintenance of plasma HDL levels and gencrating nascent HDL particles
(primary cholesterol acceptors). It can be seen in Figure 17 that administration of SEQ ID
Nos: 34, 86 and 91 into mice resulted in sn increase in the amount of phospholipid in the
HDL zons, which is usually accompenied by an increase in total cholesterol and bile acids
recovered from the gall bladder. ‘The increased amount of cholegtercl / bile acids in & Gall
Bladder, along with decrease of plasma low denaity lipoprotein levels (VLDL, IDL, LDL)
end inorease of the HDL levels, indicates on enhanced “Plasma > Liver > Gall Bladder™
cholesterol flux, i.e.,, reverse cholestarol transport in presence of the peptides in accordance
wifh prefarred aspects of the present inrvention, as illustrated in Figure 17.

[0282]  Effect of peptides on FLIP activity - It can be seen in Figure 18 that
incubation of mouse plasma with S8BQ ID Nos: 34, 86, 91 and 96 resulted in activation of
PLTP. Mouse plasma (souroe of enzyme), obtained from Chow fod mice and from mico
fied with high fat cholate containing diet for 4 days, was incubated with PBS or the poptide
of SEQ ID Nos: 34, 86, 91 and 96 (0.4, 2, 5, and 10ug) at RT for 30 min. Reaction was
sterted by addition of 0.3 pl of plasma/PBS br plasma/SEQ ID NO mixtare to 100 ul of
assay solition conimining fluorescent substrate. PLTP activity was monitored on
Spectroflucrometer for 20 min at 37°C, Each bar representy fhe Mean + SEM cbtained

from 3 independent experiments. These data are in 2 good agreement with resulte of
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stodying the long-term effoct of these peptides cn mouse plasma HDL levels (o.g, the
Tesults obixined with 7 days pamps, shown in Figure 17) and provide strong evidence in
favor of PLTP imvolvement in in vivo mochanisms of peptide action. Peptides
corresponding to SEQ ID Nos: 35 and 36 did not have any significant effect on PLTP
activity. It is noteworthy that these two peptides also did not show aignificant activity upon
infusion into mice for 20 hrs (see Figure 16).

[0283]  Effect of Acute Oral Administration of SEQ ID NO 91 (AVP-26249) on
Mouse Plasma Lipoprotein Profile dnd Bils Acid / Cholesterol in Bils — With reference to
XFigure 19, bars showvn for 2.5 and 20 vug represent mean + SEM of 2 independent
experiments and bars shown for 5 apd 10 uyg repregent meen + SEM of 3 independent
experiments with CS7BL/6J fed HFD. No etror bars - single experiment. Eﬂ'eotu
medu%ofdmprahhvetoPBSmﬁol(O%)

[0284]  Effect of Ad Lib Oral Administration of SEQ ID NO: 91 (AVP-26249)
into Chow Fed ApoE-/- mice on Plasma IC (Total Cholesterol) — With reference to Figure
20, two months old ApoBE-/- male mice were fed Chow diet. On a day of the experiment at
TO (Time 0) mice were bled (50ul), plasma TC was determined, and mice. were divided into
groups (4 mice per group) with similar TO group mean cholesterol values, Control mice
received drinking wator and experimental mice received water solution of compound. Mice
were bled every 72-96 br, and plasma cholesterol was quantified. Each ber represents
.meant SEM of 4 enimals and is representative of 15 determinations carried out biweekly.
Amount of SEQ ID NO: 91 is expressed as mg per kg (mpk), consumed per 24 hr.

[0285)  Effect of SEQ ID NOS: 91, 145, 146 and 118 (AVP-26249, 26451,
26452, and 26355, respectively) on Plasma Cholesterol Leveli in ApoB/- Mice Fed
High Fat Diet — With reference to Figure 21, three months old ApoE-/- male mice were
maintained on Chow diet. On day 0, mice were bled, plasma TC was determinead, and mice
were divided into groups (4 mice per group) with similar group mean cholesterol and
weight values. Control mice received drinking water and exparimental mice recelved water
solution of compounds. Four weeks later, mice were switched on high fit diet. Mico weare
bled once inw 10 days, and total plasma cholesterol was quantified. Elnhbntupruuﬂlths
mean = SEM of 4 animaly and is representative of 7. determinations. Amount of SEQ ID
I?TOisnpxmedumgpuks(mpk),mmadpcﬂhr.
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[0286] Effect of SEQ ID NOS: 91, 145, 146 and 118 (AVP-26249, 26451,
26452, and 36335, rezpoctively) on Amount of Cholesterol Rxcreted by ApaE-/- Mice Fed
High Fat Digtx — With reference to Figurs 22, cight groups of 5 months old ApoB-/- male
mice (4 mico in each group) were maintained on high fat diet. Control mice received
drinking water, Wheress experimental mioe received water solutions of compounds “Ad
Lib®. Mico were placed in metabolic cages overnight Next day, foces were collected,
dried for 72 hr, weighed, and total cholesterol was extracted and quantified. Each bar
represents the mean & SEM of iwo independant “metsbolic cage” experiments that were
performed 2.4 and 3.4 woeks sfter the mice were fod high fat diet. Amonnt of SEQ ID NO
in expressed a9 g per kg (mpk), consumed per 24 br. .

[0287] In conclusion, the results summarized in Figurer 2-22 and Tables 6-8
demonstrate that hypertipidemic mice administered the peptide mediators of RCT designed
in accordance with the Molecular Model of the present invention, via either intravenous or
ora] delivary routes, u:hﬂ:iindmbslmﬁnlimpmmminphm.lipopmtdnpmﬂa,
which are due to enhanced clesrance of low density (atherogenio) lipoproteins and elevation
of plaama levels of antiatherogenio high density lipoproteinas.

[0288]  With reference to Figure 23, a schematic diagram shows sn in vitro
triangle used in & soreening method to identify test compounds likely to enhance RCT in
vivo. The cultured macrophage cells are used to assess the effects of test RCT medistor
compounds on both ac-LDL cholesterol accumulation and cholesterol efftux from pre-
loadsd macrophage oells (macrophages which scounmulate cholegterol contribute to fosm
cell formation and atherosclerotic plaque formation). Thms, this compariment of the
triangle is used to evaluate the effectivencss of test compounds on RCT es well as
pathogenesis of atherosclerosis. The cultured primary smooth muscle cells are used to
assess the effects of test RCT mediator compounds on ox-LDI. accumulation in the
vascular wall, which may algo be related to the formation of foam cells and the progresaion
of atherosclerosis, The cultured hepatocytes are used to assess the effects of the test RCT
mediator compounds on cholesterol uptake by the Hver. The use of the-peripheral cells
(macrophages aend/or smooth muscle cells in combination with the liver ocalls)
adventageously provides a monitor for RCT-—reduced cholesterol accunmuistion and
enhanced cholesterol effftux from the peripherel cells, as well as uptake by the liver (for
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[0289]  Kffect of SEQ ID NOS: 91 and 146 (AVP-26249 and AVP-26452,
rexpectively) on LDL Mediated Accumulation of Total Cholasterol in HepG2 Cells, With -
refierence to Figure 24, human HepG2 cells were plated in 24 wells plate at the density
2.5x105 per well in serum free (Lipoprotein free) assay media. 48 hrs later 25ug of homan
LDL pre-incubated for 1hr at RT with PBS or campounds, were added to the cells in 5000l
of sarum free media. Treated cells were incubated for 24 hr at 37°C in a lumidified 5%
CO2 incubator. Each bar represents the Mean = SEM of 2-3 independent experiments.

[0290] Effect of SEQ ID NO: 91 (AVP-26249) on Ac-LDL Mediated
Accunuilation of Total Cholexterol and Cholesteryl Ester in Macrophages. With reference

. .10 Figupe 25, human THP-1.cells were plated in usesy medis in 24 wells plate ot fia density
1x106 per well in pregence of 5x10-8 M of PMA. 48 hrs later 50ug of Imman AcI DI, pre-
incubated for 1hr &t RT with PBS (cantrol), or AVP-26249, was added to the cells in 500ul
of sssay media, Treated cells wero inoubated for 24 hr at 370C in & Immidified 5% CO2
inoubator. Each bar represents the Mean + SEM of 3-9 replicates. _

[0291)  Effect of SEQ ID NOS: 91 and 146 (AVP-26249 and 26452, respectively)
on Ox-LDL Mediated Accumulation of Total Choksmlmd(.'lcqlumlﬂskrm Vascular
Smooth Muscla Cells. 'With reference to Figare 26, iman vascular smooth muscle celis
were plated in 24 wells plate at the density 92104 per well in serum free essay media. 24
hrs iater PBS only or buman oxidized LDL, pre-incubated for 1hr at RT with PBS, or with
compounds, were added to the cells in 500u] of assay media. Treated cells were jnoubated
for 24 hr at 37°C in & lumidified 5% CO2 incubator. Each bar represents the Mean + SEM
of 4-7 independent experiments.

[0292] Effect of SEQ ID NOS: 91 and 146 (AVP-26249 and AVP-26452,
raspectively) on Cholesterol Effiux from AcLDL-Loaded Macrophages. With reference to
Fligure 27, human THP-1 colls were plated in assgy medis in 24 wells plate at the density
lxIOGpurwellinpmmofolo-aMofl'MA.ﬂbnllatarSOusot‘llmnmwltyllhd
LDL or PBS were added to the cells in 500ul of assay media containing PMA. 24 hrs later
colls were washed and PBS or compounds, were added to the cells in 500ul of essay media.
Before and,after each treatment ocells were incubated at 37°C in a bumidified 5% CO2 -
incubator. Each bar rejresents the Mean & SEM of 5-6 independent experiments,

[0293] One goal is to move cholesterol from the macrophages and sorta cells

into the Liver for cholesterol clearance (See Figure 30). The ability of one of the test
-32~
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Wﬁqmm&WBJbﬁaMmyhthndupm
the assays performed es shown in Figurea 24-27 sbove. That is, these three cell types
* provide a mapshot view of cholesterol status within tho crganiem. The shility of & given
empumdhdmlwﬂnofuholumldeBhlmnanphmdllmh_uTHP-l
cells and vascular smooth tmuscle cells while increasing cholesterol levels in hopatocytea
such as (HepG2 oclls) is predictive of ity effectivensss in vivo. Accordingly, one
embodiment of the present invention involves a sareening method in which test compounds
are assayed in vitro using macrophage, smooth muscle and liver celi linos such as those
disclosed, to provide en indication of in vivo RCT.

.. [0294] Efect of SEQ ID NO: 9] (AVP-26249) on Atherosclerotly Lesions
Progression in Aoria of ApoB-/- Mice Fed High Fat Diets 'With refercnce to Figure 28,
ApaB-/- male mics were maintsined on Chow diet for 4 weeks and on HFD (1.25% of
cholesterol) for 9.3 woeeks. Mice receivad SEQ ID NO: 91 (AVP-26249) “ad 1ib” via - the
drinking water for 13.3 weeks. The concentmtions of SEQ 1D NO: 91 are zero (lsft panel),

1.4 pg/kg (middle panel) snd 2.8 pg/kg (right panel). At euthenasis, animals weze perfused ..

with PBS, followed by formal-sucrose (4% paraformaldehyde and 5% sucrose in PBS, pH
7A4). The entire mouse aorta was dissected from the proximal ascendig sorta to the
biftrcation of the iliac artery by using a dissecting microscope. Adventitial fat was
removed and the artery was opened longitudinaily, pinned flat onto black dissecting wax,
stained with Sudan IV, and photographed at a fixed magnification. The photographs were
digitized and the digital images aro shown. Total aortic area and sartic lesion area wero
calculated by using Adope Photoshop 7.0 and NIH Scion Imagp software (data not shown).

[0295Y  Effect of SEQ ID NO: 146 (AVP-26452) on Atherosclerotic Lesions
Progression in Aorta of ApoE-/- Mice Fed High Fat Diets 'With reference to Flgure 29,

ApoB-/- male mice were mainisined on Chow diet for 4 weeks and on HFD (125% of

cholesterol) for 9.3 weeks. Mice rocaived SEQ ID NO: 146 (AVP-26452) “ad 1ib” via the
drinking weter for 13.3 weeks, The concentrations of SEQ ID NO: 146 are zero (left
panel), 1.4 ng/kg (middle panel) and 2.8 pg/kg (right panel).
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WHAT I8 CLAIMED IS:
/ 1 A medistor of roverse cholesterol transport comprizing a molecule

camprising n acidio rogicn, a lipophilic or eromatic Togicn and s basic rogion, said
molecule baving a strusture adapted to complex with HDL and/or low density lipoprotein-
cholestero] (LDL) and thereby enbance reverse cholesterol transport.

2, The mediator of reverse cholesterol transport of Claim 1, wherein said
‘molecile has betwean 3 and 10 emino acid residues or analoga thereof, and compriscs the
sequance: ‘

X1-X2-X3, wherein X1 is an acidic amino acid, X2 is a Lipophilic or

. aromatic amino acid, and X3 is & basic emino acid, and wherein X1, X2 and X3
may be arranged in any sequentis] order;

wherein an amino terminal further comprises a fist protecting group

selected from the group comsisting of an acetyl, phenylacotyl, pivolyl, 9-

fluorenyimethyloxycatbonyl, 2-napthylio acid, nicotinic acid, a CHy—(CHa)u—

CO— where n ranges from 3 to 20, di-tert-butyl-4-hydroxy-phenyl, nsphthyl,

substituted naphtiyl, £MOC, biphenyl, substituted phenyl, substituted heterocycles,

alkyl, aryl, substitaied aryl, cycloalkyl, fused cycloalkyl, ssturated heteroaryl, and

wherein a catboxy terminal further comprises & second protecting group
selected fram the group consigting of an emine, such as RNH; where R = H, di-text-
butyl-4-hydroxy-phenyl, naphthyl, substituted naphthyl, FMOC, biphenyl,
substituted phenyl, substituted heterocycles, alkyl, aryl, substituted aryl, cycloalkyl,
fused oycloalkyl, saturated heteroaryl, and substituted satnrated heteroaryl.

3.  The mediatar of reverse cholesterol transport of Claim 2, wherein one or
more of X1, X2 or X3 are D emino acid residues.

4.  The mediator of reverse cholestaral transport of Claim 2, wherein one or
more of X1, X2 or X3 are modified synthetic or semisynfhetic amino acids.

5. The mediator of roverse cholesterol transport of claim 4, wherein the
modifted synthetic or semi-synthetic amino scld is biphenylalanine.

/ 6 A substantially pure amino acid-derived substance for tresting and/or

proventing hypercholesterclemia and/or stherosclerogis in 8 mammal, seid substance having

an amino and a carboxy terminal and comprising an 1. or D enantiomer of an acidio amino
-89-
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acid residne or darivative thereof, and an L or D enantiomer of a basic emino acid residue
or decivative thereof,

#

. Wherein the amino terminal furfher comprises a' first protecting group
selected from the group consisting of an acetyl, phemylacetyl, pivolyl, 9-
fooreoyimethyloxycarbonyl, 2-napthylic acid, nicotinic ecid, 8 CHy—(CHa)s—
CO— where n renges from 3 to 20, di-tert-butyl-4-hydroxy-phenyl, naphthyl,
substituted naphfhyl, f-MOC, bipheayl, substituted phenyl, substituted heterocycles,
slly, eryl, substitated aryl, cycloalkyl, fised cycloslkyl, seturated eteroaryt,
substituted saturated heteroaryl, and the like;

wherein the carboxy terminal further comprises & second protecting group
selocted from the group consisting of an amine, such as RNH; where R = H, di-test-
butyl4-hydroxy-phenyl, napbftryl, substifted nsphthyl, £MOC, biphmyl,
fused cyoloalicyl, sstureted heteroaryl, substitted satursted hetorosryl, and the like;
and

wherein said substanoe hes at least one of the following properties: (1) it
mimicks ApoA-I binding to LDL and HDL, (2) it binds preferentially to liver, (3) it
enhances LDL uptake by liver LDL-roceptars, (4) it lower the levels of LDL, IDL,
snd VLDL cholesterol, (5) it increases the levels of HDL cholesterol, and (6) it
enhances plasma Hipoprotein profiles.
7. A composition suitable for oral administration fhat emelioretes or prevents a

" sympjom of hypercholesterolamia, wherein ssid composition comprises &n amino acid-
derived molecule having en acidic region, a lipophilic or aromatic region and a basic
region, and wherein ssid amino acid-derived molecule has a first protecting group attached
to an amino terminal and a second protecting group aitached to a carboxyl terminal, and
wherein said smino acid-derived molecule optionally comprises at loast one D amino acid

residue.

8. The composition of Claim 7, which includes at least one D amino acid
residue
P4 9. A peptide mediator of RCT, comprising the sequence:

Xe Xy (X1-X2-X3)-XrXg,
-50-
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wherein

X, is an acylated amino acid residue;

Xy is any 0-10 emino acid residues;

X1-X2-X3 are amino acid residues or derivatives thereof selected
independently from an acidic amino acid residue, a lipophilic amino acid residue,
and a basic amino acid residue or derivative thereof, with the proviso that one of
said X1, X2 or X3 is an acidic residue, one of said X1, X2 or X3 is a lipophilic
residue and one of said X1, X2 or X3 is a basic residus;

X, is any 0-10 amino acid residues; '

X4 is en amidated amino acid residue; and

wherein the peptide mediator has 15 or fewer amino acid residues end
optionally comprises at least one D amino acid residue.

10. An RCT medistor, comprising a compound selected from the group
consisting of the synthetic compounds 1-96 of Table 5.

11. An RCT medistor, comprising a compound selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: 1 and 107-117.

12 An RCT mediator, comprising a compound selected from the group
consisting of SEQ ID NOS: 1, 26-36, 42, 45-47, 56-58, 68-70, 72-74, 76, 80, 81, 83-90 and
92-95.

13. A phammaceutical composition comprising SEQ ID NO: 1.

14. A pharmaceutical composition comprising SEQ ID NO: 113.

15. A phammaceutical composition comprising SEQ ID NO: 34.

16. A pharmacetical composition comprising SEQ ID NO: 86.

17. A pharmaceutical composition comprising SEQ ID NO: 91.

18. A pharmaceutioal composition comprisisg SEQ ID NO: 96.

19. A pharmaceutical composition comprising SBQ ID NO: 145.

20. A pharmaceutical composition comprising SEQ ID NO: 146.

21. A pharmaceutioal composition comprising SEQ ID NO: 118.

22, A composition of any of Claims 1-21 for use in the preparation of a
‘medicament suitable for administration for the treatment of hypercholesterolemia #nd/or
atherosclerosis.

91-
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23. The composition of Claim 22, wherain said medicament is suitable for oral
24. The composition of Claim 22, wherein szid medicament is combined with a
bile acid-binding resin, niscin, & statin, or a combination thereof
25.  Anin vitro screening method for identifying test compounds that are likely
to enhance reverse cholesterol transport iz vivo, comprising:
measuring cholesterol acoumulation in liver cells in vitro in the presence end
abaence of the test compounds;
measuring cholesterol accummlation and/or effux in AcLDL-loaded
mamphqgulnvtminlhnpmmmdnbmofteﬂoompmmda;aﬁd
identifying test compounds that enhance cholesterol accumulation in liver
cells and reduco cholestarol levels in macrophages.
26.  The in vitro screening method of Claim 25, further comprising measuring
. cholesterol levels in OxLDL-loaded vascular smooth mmscle cells iz vitro in the presence
and absence of test compounds, and wherein the step of identifying test compounds further
comprises identifying compounds that enhance cholesterol accumulation in liver cells and
reduce cholesterol levels in msacrophages end/or reduce cholesterol levels in vascular
smooth muscle cells,
27. ‘The in vitro screening method of Claim 25, wherein seid liver cells are
tuman HepG2 hepatoma cells.
28, The in vitro screoning method of Claim 25, wherein said macrophages are
human THP- lcells

29, 'Ihr.mwwsamngmuthodofclmm% wherein said vascular smooth
muscle cells are primary aortic smooth muscle cells,

30. An in vitro screening method for identifying test compounds thst are likely
to enhanoe reverse cholesterol transport in vivo, comprising:

measuring cholestercl accumulation in liver cells in wiro in the presence and
sbsence of the test compounds;

measuring cholesterol levels in AcLDE -loaded vascular smooth muscle cells
in vitro in the presence and absence of test compounds; and

identifying test compounds that enhance cholesterol accumulation in liver
oells and reduce cholesterol levela in vascular amooth muscle cells.
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l

mnm«uu-am%

TFA/THIOANISOLES 1.R = Ao, AoyO/CHCla
EDT/ANISOLE
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SEQLIST.TXT

SEQUENCE LISTING

<110> AVANIR PHARMACEUTOCALS
Sircar, Jagadish
A'Hsl'ln. Kashinatham
1in, Igor
"<120> madiators of Reverse cholesterol
Transport for the Treatment of Hypercholesterolemla
<130> AVANIR.096VPC

<150> 60/464 ,667
51> 2003-04-22

<160> 176
<170> FastSeEqQ for windows version 4.0

PRT
<213> Artificial sequence

' <220>
<221> ACETYLATION
<222> (1D...(D

<221> AMEDATION
<222 (10)...(10)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 1
T!r Glu Phe Arg Agp Arg Met Arg Thr lﬂs

<210 2
<211> 23

<21> PRT

<213> Artificial sequence
<220>

221> ACEI'YIATI.CN

<222 (D...CL

<221> AMIDATI
<222 (23)... (23)

<223> charically synthesized peptide

<400> 2
P:ll-.o val Ala Glu Glu Phe Arg Asp Arg !at Arg Thr His val ﬁp Ser
Leu Arg Thr (zi"l)n Leu Ala Pro

<210> 3
<211 20

<21 PRT
<213 Artificial Sequence

220>
<221 ACETYLATION
Page 1



WO 2004094471
<22> (D...(D SEQLIST.TXT

21> AMIDATION
332 ot

<223> chesrically synthesized peptide

<400 3
G}u Glu phe Arg AEP Arg Met Arg Thr g;l)s val Asp Sar Leu ﬁ-g Thr
GIn Leu Ala ;50

212> PRT
<213> Artificial Sequence
220>
<22]> ACETYLATION
<222 (1)...(1)
<221> AMIDATION
<222> (18)...(18)
<223> chemically synthesized peptide

<400> 4 ‘
Plie Arg Asp Arg ngt Arg Thr His val i(s)p ser Leu Arg Thr ﬂn Leu

Ala Pro

<210> 5

211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

BL porrrsron
<222> (D...(D

<221> AMIDATION
<222> (17)...Q17)
<223> chemically synthesized peptide

<400> 5
A{g ASp Arg Met A;g Thr His val Asp ia‘r Leu Arg Thr GIn 5';“ Ala

Pro

<2 PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<221>

de (n-n-mm

<221> AMIDATION
<222 (13)...(13)
Page 2
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SEQLYIST.TXT
223> chemically synthesized peptide

<400> &
A:ll'.g Thr His val Agp Ser Leu Arg Thr Gl'{l,n Leu Ala Pro

<210> 7
<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

<221> ACETYLATION

222> (1)...(1) -

<221> AMIDATION

<222 (12)...(12)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 7
“:i'.r His val Asp Sgr Leu Arg Thr GIn Il.su Ala Pro

<210> 8

<211> 9

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> ACETYLATION
<222 (1)...CL)

<221> AMIDATION
<222 (9)...(9

<223> chemrically synthesized peptide

<400> 8
A;p ser Leu Arg Ttslr' GIn Leu Ala Pro

- <210> 9

<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<221> ACETYLATION
<222> (1) neas (1)

<221> AMIDATION
<22> (14)...(14)
<223> chemically synthestized peptide

<400> 9
Pio val Ala Glu G}u Phe Arg Asp Arg 'ﬁt Arg Thr His val

<210> 10
<211> 11

<212> PRT
<213> Artificial Sequence
Page 3
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SEQLIST.TXT
<220>
«221> ACETYLATION
222> ()...QD .
<221> AMIDATION
<22 (11)...(10
<223> chemically synthesized peptide

<400> 10
P:rl'_o val Ala Glu G}u Phe Arg Asp Arg !'lst Arg

<210> 11
<211 10

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
«221> ACETYLATION
<222 (1)...(0

<221> AMIDATION
<222> (10)...C10)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 11
P;o val Ala Glu G}u Phe Arg Asp Arg i\st

<210> 12

211> 9

<212> PRT

<213» Artificlial Sequence
2220> ]

<221> ACETYLATION

<222 (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222 (9)...(9)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 12 .
P;-o val Ala Glu G}u Phe Arg Asp Arg

<21> 13

<211> 6

<212> PRT

<213 Artificial Sequence

<220>
<221> ACETYLATION
<22 (D...D

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<223> chearlcally synthesized peptide

<400> 13
Page 4



WO 2004094471

. ) S .
p:rl-.o val Ala Glu G}u Phe EQLIST.TXT

<210> 14

21D §

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

220>
<221> ACETYLATION
<222> (DCII(D "

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5)

<223> chemically synthesized peptide
<400> 14
P:II"-O val Ala Glu G}u

<210 15

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

220>
<221> ACETYLATION
<222> (D...C1

<221> AMIDATION
<222> (14). ..(14)

<223> chamically synthesized peptide

<400> 15
Hgt Arg Thr His v§1 Asp Ser Leu Arg {Iar GIn Leu Ala Pro

<210> 16

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> ACETYLATYON

<222> (1)...Q1)

<221> AMIDATION -

<222> (18)...(18)

<223> chemically synthesized peptide
<400> 16

P:ll-_o val Ala Glu G'!_I'u Phe Arg Asp Arg !I..St Arg Thr His val gp ser
Leu Arg

<210> 17

<21L 7

<21> PRT
<213 Artificial Sequence
Page 5



SEQLIST.TXT
220> .
<221> ACETYLATION

222> (1)...Q2)

<221> AMIDATEION
22> (7)...(7)
<223> chawrically synthesized peptide

<400> 17
T{p Asp Lys val L¥s Asp Phe

PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222> (m sew (11)

<223> chemically synthesized peptide

;40021“1\ AS val Ser GIn pPhe Glu S
ar r r va er n a u ser
1 y Arg Asp 1¥ 10

<210> 19
<211> 11,
<212

> PRT
<213> Artificlial Sequence

<220>
<«221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222 (11)...(11)

<223> chemically synthesized peptide

«<400> 19
T_ylr Leu Asp Glu Plsle GIn Lys Lys Trp I:I'.Bs Glu

<210> 20
<211 4.

<212 PRT
<213> Artificial Ssequence

220>
<221> ACETYLATION
<222 (1)...(D)

<221> AMIDATION
<222> (14)...Q1%)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 20 :
Thr Arg Asp Phe Trp Asp Asn Leu Glu Lys Glu Thr Asp Trp

Page 6
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1 5
<210> 21
<211> 17
<212> PRT .
<213> Artificlal Sequence
<220>
<221> ACEI'YLATION
222> (1)...

<221> AMIDATION
<222> (17)...Q17)

<223> chemically synthesized peptide
<400> 21

SE(-H.IST TXT
10

mm.,g)((b}

Trp Asp Lys val Lys Asp Pha Ala Asn val Tyr val Asp Ala val Lys
1P p LYy ¥ p 1017 P 15 s £

Asp

<210> 22

<211> 10 .

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..

D
<223> N termgnus is phenylacetylated

<221> AMIDATION
222> Q10).. (10)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 22
T!r Glu Phe Arg Agp Arg Met Arg Thr %s

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220> .
<221> ACETYLATION
<222 (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222> (10)...(10)

<223> chemically synthesized peptide

<400> 23
T{r Glu phe Arg Agp Arg Met Arg Thr I:gs

<21 24

<211> 10

<212 PRY

<213> Artificial Sequence

Page 7
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220> SEQLIST.TXT
«<223> chenically synthesized peptidée

it
> [N | ‘
<223> N—turnrfnus 1s pivolylated

<221> AMIDATION
<222> (10)...(10)

<400> 24 .
T!I" Glu Phe Arg A.'S.p Arg Met Arg Thr Iil.as

<210> 25

<211 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (D...(D

«<221> AMIDATION
<222> (9)...(9

<400> 25
Glu Phe Arg Asp AEg Met Arg Thr His

<210> 26

<2ll> 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemlcally synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1...Q)

<221> AMIDATION
<222> (7)...(7)

<400> 26
Glu Phe Arg Asp A;g Met Arg

<210> 27

<11 8

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(1

<221> AMIDATION
22> (8)...(®

<400> 27
Page 8
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Pl;.e Arg 'Asp Arg Mgt Arg Thr His

<210> 2B
<211> 9%

212> PRT '
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (1)...(1)
<221> SITE

22
235 S-aaing actd

<221> AMIDATION
<222> (9)...(9

R E..w
> " n
<223> pD-amino acid

<400> 28
1'!r- Phe Arg Asp Agg Met Arg Thr His

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220> .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(Q1)
2 T

< > a kb

<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (8)...(8)

<400> 29
G‘:{u Glu phe Arg-Agp Arg Met Arg

<210> 30
<211> B8

<212> PRT
<213>» Artificial Ssequance

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(N

<221> SITE
<222> (2)...(
<223> D-amino acid

SEQLIST.TXT

Page 9




SEQLIST.TXT

2 ANIDATION
b1 A IRE)

:22?2; (8)...(8)
<223> D-amino acl

<400> 30
l_’ll'l-a Arg Asp Arg Plsre Arg Asp Arg

<210> 31

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> ()...(1D)

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

d 2 a8 6
4k B,

<400> 31
Glu Phe Arg Asp AEg Met

<2 PRT
<213> Artificial Sequenceé

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(QD

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5)

<400> 32
G}u pPhe Arg Asp Ars'g

<210> 33
<211 4

<212> PRT
<213> Artificlal Sequence

<220>
«<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (D...(D)

<221> AMI T.I:ON
<222> (4) ¢



WO 2004894471

SEQLIST.TXT

<400> 33
Glu Phe Arg Asp

1
<210> 34
<211 3
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222> (3)...(3)

<400> 34
Glu Phe Arg

<210> 35

<2ll> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

. <221> ACETYLATION
<222> (D...V

S o
> aaae
«<223> D-amino acid

«<221> AMIDATION
<222> (7)...(7)

<221> SITE
<222 (7)...(7)
<223> p-amino ac1d

<400> 35
A{g Asp Arg Met AEg Thr His

<210> 36
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial sequence
<220>
. <223» chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATI
<222> (1)...(1)

&35 ISPai'iﬁglacid

<221> AMIDATION

Page 11
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S ST.TXT
<2225 ( ...(6) EQLr

<400> 36 -
Aip Arg Met Arg 'ﬂ;r His '

<210> 37
<21 7

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

<222 (1)...(1

BE o

‘ 5 aaa

<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222 (7)...(7)

<400> 37
Plie Arg Asp Arg msat Arg Thr

<210> 38

<211> 6

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (...

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<400> 38
PI;_e Arg Asp Arg Mgt Arg

<210> 39

<2l 7

<212> PRY

<213 Artificial Sequence

<220>
<223 chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<22b (1) [N (1)

<221 SITE
<22> (2)...(2)
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<22 (N...(7)

<221> STTE
Page 12
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WO 20040094471

’, : SEQLIST.TXT
' b annm
352 Cuindlacra

<400> 39 .
P!I'a'e Phe Arg Asp A;g Met Arg

<210> 40 -
<211> 5 . ]

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5)
<400> 40

Pl;.e Arg Asp Arg Ilgt

<210> 41
<211> 6

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...Q1)

<221> AMIDATION
«<222> (6)...(6).

<400> 41
) T!r Phe Arg Asp Agg Met

<210> 42
<211> §

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chanically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<22> (1D...(1D)

<221> AMIDATION
<222 (5)...(5)

<221> SITE
22> (5)...(5)
<223 b-amino acid

<400> 42
T!r Phe Arg Asp A;g

Page 13



SEQLIST.TXT -

PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1...(1)

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5)

221> S
<222> (0).. )
<223> D-amino acid

<400> 43
Plie Arg Asp Arg Pge

<210> 44

211> 9

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220> -
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<22]> AMIDATION
<222> (9)...(9)

<400> 44
Glu Phe Arg Asp Agg Met Arg Thr phe

<210> 45

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<221> STTE

222> (6)...(6
:223> E-imng gcid

<400> 45
Glu phe Arg Asp A;g Phe

<210> 46
<211> 6

Page 14



WO 2004/054471

SEQLIST.TXT
<212 PRT
<213> Artificial sequence

220> '
<223> chewically synthesized peptide

«221> ACETYLATION
<222 (D...(D

<221> SITE
<22> (2)...(2)
<223> D-amino acid

<221> SITE
222> (4)...(4)
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<A00> 46
P;I.e Arg Asp Arg Plsle Phe

<210> 47

<211> 6

<212> PRT

«213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
«<222> (1)...(D

<221> SITE
<222> (2)...(2)
<223> D-amino acid

<221> SITE
<222> (4)...(4)
<223> p-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<400> 47
Ptln-a Arg Asp Arg Plsle Tyr

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> . . _
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(L)

<221> SITE
<22> (2)...(2)
<223 D-amino acid

«221> SITE
Page 15
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WO 2004/094471

222 (9)...(9) SEQI-IST.W

223 p-amino acid

<221> AMIDATION

<222 (9)...(9)

<400> 48

l'l’nl-e phe Asp Arg Plge Arg Asp Arg Phe

<210> 49
<211> 9

<212> PRT
<213 artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

‘<222 (1)...(D

<222
<223> gPam‘i nglgci ds

<221> SITE
<222> .(9)...(9)
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (9)...(9)

<400> 49
Mgt Arg Asp Arg Ptge Arg Asp Arg Met

<210> 50
<211> 9
<212» PRT

<213> Artificial Ssequence

<220>
«<223> chamically synthesized peptide

<2215 ACETYLATION
<222> (1)...Q1)

<221> AMIDATION
<22 (9)...(9)

<400> 50
Pljl_e Arg Asp. Arg Plge Arg Asp Arg Phe

<210 51
<211> 9
<212>

* <213» Art‘lf‘lcia’l Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<22> (L)...(D

Page 16
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<221> AMIDATION

222> (9)...(9_)

<400> 51
PliewAspAmHgtArgAspArgm

210> 52

211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...C(L)

<221> AMIDATION
<222> (9)...(9)

<400> 52
"it Arg ASp Arg Plsm Arg Asp Arg Met

<210 53
<211> 7

<212> PRY
<213 Artificial Sequence

<220> .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (...

<221> SITE
<222> (6)...(7)
<223> p-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (7)...(7)

<400> 53
A;.g Met Arg Asp A;_-g Met Arg

<210> 54
<211 9

<212 PRT
<213> Artificlal sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...D

<221> AMIDATION
<222 (9)...(9)

<ADD> 54
Plia Arg ASp Arg Hgt Arg Asp Arg Pha

Page 17
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SEQLIST.TXT

<210> 55
<ll> 1

Q12> PRT .
213> Artificlal sequence

220> )
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...QD

<221> AMIDATION
222> (1...11

<400> 55
el u Phe Arg Asp AEg Met Arg Asp Arg %e Glu

<210> 56

<21ll> 4

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (1)...(1)

<221> SITE
222> 3)...(3)
<223> D~-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (4)...(%)

<400> 56
Pl‘ie Arg Asp Arg

<210 57
<211> 3
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

‘<220
«223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<22> (D...(D

<221> AMIDATION
<222 (3)...03)

<400> 57
Pl:lr-e Arg Asp :

<210> 58
<21> 4

<21> PRT
<213> Artificial sequence
<220>

Page 18



WO 2004/054471

<223> chemically synthesized peptide

21> ACETYLATION
OO
21> AMIDATION
& BT
<400> 58
'l!r phe Arg Asp

<210> 59
<211> 9

d% PRT
<213> Artificlal sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (D...(1D

W
223> D-aﬁrir'lo aclds

<221> AMIDATION
<222> (9)...09)

<221> SITE
222> (9)...(9)
<223> D~amino acld

<400> 59
F!Il.e Arg Asp Arg Mgt Arg Asp Arg Met

" <210> 60

<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chenrically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...C¢L)

<221> AMIDATION
222> (5)...(3)

<400> 60
NaT Arg Asp Arg et

<210> 61

<211> 5

<212> PRT

<213> Artifdicial Sequence

<220> '
23> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

SEQLIST.TXT

page 19
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S ST . TXT
Q2> ... i

1> AMIDATION
3%» 5)...(9

.
:‘iZb D-amino acld

<400> 61
ngt Arg Asp Arg Mgt

<210> 62
<21l> 5

<212> PRT

<213> artificlal Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

«<221> ACETYLATION
<222> (1)...(D)

«221> AMIDATION
<222> (5)...(5

<A400> 62
P':'_a Arg Asp Arg P|’5'Ie

<210> 63

<211> 5

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222 (5)...(5)

<221 SITE
<222> (5)...(5)
<223> D-amino acid

<400> 63
PEe Arg Asp Arg Pge

<210> 64

<211 7

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemrically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...Q)

<221> ANMIDATION

Page 20



- —— —

WO 2004/094471

S ST.TXT
222 (... S

<400> 64
A;glhtArqupA;glletArg

<210> 65
<1 5

<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220> )
<223> chemically synthesized paptide

<2215 ACETYLATION
22> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5)

<400> 65
Aip Arg Met Arg Agp

<210> 66

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...Q1)

BT
< > a4 8N
<223> D-amino acid

<221> SITE
<222 (5)...(5)
<223 p-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (5)...(5

<400> 66
Aip Arg Met Arg Agp

<210> 67
<21 9
<212> PRT

<213> artificial sequence
<220>
<223> chamrically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

g5 0.
<223> D-amino aclds
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232 (). (8)
223> D—li‘il-w acld

<221> AMIDATION

<222> (9)...09)

<400> 67

Plie Arg Asp Arg Hgt Arg Asp Arg Phe

<210> 68

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chenmically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<221> AMIDATION
<2225 (6)...(6)

<400> 68
A;g phe Glu Glu ng Arg

<210> 69
<211> 5

<212> PRT '
© 213> Artificial sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222 (5)...(5)

<221> SITE
<22> (5)...(%)
<223> D-amino acid

<400> 69
Pljl.e Arg Thr Arg Ptjle

<210> 70
<211 5

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220> .

<223> chaemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

<22> (1)...QD

<221> AMIDATION
<222 (5)...(5)
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<2§12; (5)...(5)
<223> D-amino acid

<400> 70
Fill.e Arg Met Arg Plsm'

<210> 71
<211 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemwically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1) "ee (1)

2 W
< > Aarm
<223> D-amino aclds

<221> S
<222> (10) . (10
<223> D-amino acld

<221> AMIDATION
<222> (10)...(10)

<400> 71
Glu Phe Arg Asp Agg Met Arg Asp Arg Iilae

<210> 72

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

«221> ACETYLATION
<222> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222> (6)...(6)

<400> 72
A;p Arg Met Arg Agp Phe

<210> 73

<21 13

<212> PRT

<213> Artifi{cial Sequence

<220>

<223> chemlically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

222> (D...(L

<221> SITE

<222>» (1)...(4)
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S IST.TXT
223> p-axino aclds EQ-

<221> AMIDATION
<222 (13)...(13)

<400> 73 :
1!r Tyr Tyr Pro G;u rphe Arg Asp Arg Mlgt Arg Thr His

<212> PRT
<213> Artificial sequence
220>
<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION
<222> (1)...CL)
<221> SITE
222> (2)...(3)
<223> pD-amino acids
<221> AMIDATION
<222> (11)...Q10
SR UE
> an®
<223> D-amino acid

<400> 74
T{r'Tyr Pro Glu Plsle Arg Asp Arg Met iag Thr

<210> 75

<21 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemlcally synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...()

<221> SITE
<222> (2)...(2)

<223> p-amino acid

<221> SITE

<22> (4)...(4)
<223> p-amrino acid
<22]1> AMIDATION
<222 (12)...(12)
<221> SITE

<22> (12)...(12
<223> p-amino acld

<400> 75
T{r Tyr Tyr Pro G'!_I'l.l Phe Arg Asp Arg llleot Arg Thr
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dE:.b ;6 =

212> PRT
<13> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (1)...(D

<221> AMIDATION
<222> (8)...(8)

© <221> SITE

2> (8)...
282 Maind"dca

<400> 76
G}u Phe Arg Asp Agg Met Arg Tyr

<210> 77

<2211> 11

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
- <223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(D

BT
> L
<223> p-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (11)...(11)

<400> 77
1?Lr Tyr Tyr Pro G}u Phe Arg Asp Arg ;31: Arg

<210> 78

<21l> 7

<212 PRT

<213» Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(L)

<221> AMIDATION
<222 (7)...(7)

<221> SITE
<222> (7)...(7)
<223> D-amino acid

<400> 78
'r!r Glu Phe Arg Assp Arg Met
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<210» 79
<21ll> 10

21> PRT
<213 Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthaesized peptide

<221> ACETYLATION
225 M.

<221> SITE

322> Q)...
228 BainsDerd

<221> SITE
<222> (4)...(4)
<223> D-amino acid

<221>- AMIDATION
<222> (10)...(10)

221> SITE
<222» (10)...(10
<223> p-anino acid

<400> 79
1'!r Tyr Tyr Pro G}u Phe Arg Asp Arg '1‘31:

<210> 80

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(1)

<221> AMIDATION
<222 (6)...(6)

<221> SITE
<222> (6)...(6)
<223> D-amino acid

<400> 80 .
Glu Phe Arg Asp AEg Tyr

<210> 81

<211> 5

<212> PRT

<213> Arti{ficial Sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

22> (...

<221> AMIDATION
N2> (5)...(5)
Page 26
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FT.®
44'5: p-amino acid

‘

<400> 81
Glu Phe Arg Asp 1¥r
1 .

<210> 82
<211> 8

<212>
<213> Art'lﬁ cial Sequence

<220>
<€223> chexically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
22> (1)...(1)

<221> SITE
<222> 1)...(1)
223> D-anrlno acid

<221> SITE
«22>.(4)...(4)
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> (8)...(8)

<400> 82
T{r' Tyr Tyr Pro G}u Phe Arg Asp

<210> 83
‘l) 4

> PRT
<2:l.3> Artificial Sequence

<220> .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1).:.(1)

W
<222>
223> D—anrlno acids

<221> AMIDATION
<222> (4)...(4)

<400> 83
G‘{u Phe Arg Tyr

<210 84
<211> 6

<212> PRT
<213> Artificlal sequence

<220>
<223> chesically synthesized peptide
page 27
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S ...

D@
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
222 (6)...(6)

<400> 84
T!r Tyr Pro Glu Ptsne Arg

<210> 85
<2ll> 9
<2

12> PRT
<213> Artificial Sequence

<220> i .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (D...QQ)

<221> SITE
<2221, 4, 9
<223> D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> 9

<400> 85
T{r Tyr Tyr Pro G}u Phe Arg Asp Arg-

<210> 86

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220> .
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...Q0

3 .. '
< LI I |
<223 D-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (3)...(3)

<400> 86
G}u Arg Phe

<210> 87

<211 6

<212 PRT

<213> ArtifHicial sequence

<220>
<223» chemically synthesized peptida
: Page 28
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<221> ACETYLATION
222> (1)...(D

<221> AMIDATION
222> 6

<400> 87
G}u Glu phe Arg Agp Arg

<210> 88

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> 1

<221> AMIDATION
<222> 3

<400> 88
Glu Tyr Arg

<210> 89

<211> 3

<212> PRT .

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically. synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> 1

<221> MOD_RES
<222> 2
<223> mod{fied pPhe: 2-naphthyl-methyl glycine

<221> AMIDATION
<222> 3

<400> 89
Glu Phe Arg

<210> 90

<211 3

<212> PRT

<213 Artificial sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

<22> 1

<221> MOD_RES

<22> 2

<223> phe=l-1-b-naphthylalanine
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<221> ANIDATION
<222 3

<400> 90
Glu Phe Arg

<210> 91

<211l> 3

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>
223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> 1

<221> mn_nies

. <222> 2

<223> Phe=biphenylalanine

<221> AMIDATION
<222> 3

<400> 91
G}u Phe Arg

<210> 92

<211 3

<212> P

<213> Ar't'l'l"1c1a1 Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<400> 92
Glu pPhe Arg

<210> 93

<211> 3

<212>

<213> Art1ﬂc1 al sequence .

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> 1

<400> 93
Glu Phe Arg

210> 94
211> 3

12> PRT
<213> Artificial sequence

ALA

<220
<223> chemically synthesized peptide
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<221> AMIDATION
222> 3

<400> 94
Glll phe Arg

Q10> 95

<211> 3.

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> 1

<221> AMIDATION
<222> 3

<400> 95
A{g phe Glu.

<210> 96

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>
«<223> chemically synthesized peptide

<221> 'ACETYLATION
222> 1

BE .o
< > - d
<223> p-amino acids

221> AMIDATION
222> 3

<400> 96
G':{u phe Arg

<210> 97
<211 3

<212> PRT
<213> Artificial ‘Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222> 1

<223> 2-naphthylic acld capped
<221> AMIDATION
<222 3

<400> 97
Glu phe Arg
Page 31



WO 2004094471

SEQLIST.TXT

1
<10> 98
G
<213> Artificial Sequence

<220> .
Q23> chemically synthesized peptide

Q21> ACETYLATION
Q22> 1

1212: s.(':I.)II.E ()]
123> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222> 4

AAL
N

<400> 98
T!r Glu Phe Arg

<210> 99
<«2ll> 4

<212> PRT |
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES

222> 1

<223> 2-naphthylic acid capped

EBE.o
> aned

<223> p-amino acids

<221> AMIDATION

222> 4

<400> 99
G':Ilu Phe Arg Tyr

<21 4 i
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide
<221> MOD_RES

22> 1 '
<223> N-terminus 1s pivolylated

BT«
> a4n
<223> D-amino aclds

<22]> AMIDATION
222> 4
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<400> 100
G}u Phe Arg Tyr

<210> 101

<21l> 4

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES

<222> 1

<223> N~terminus modified with
9-fTuorenyimethyloxycarbonyl

2 .
> L N N ]
<223> D-amino aclds

<221> AMIDATION
<222> 4

<400> 101
Glu phe Arg Tyr

<210> 102 -

<211 3

. <212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES

<222> 1

«223> 2-naphthylic acld capped
B .o

< aena

. <223> D-amino aclds

«<221> AMIDATION
<22 3

<400> 102
Glu Arg Phe

<210> 103
<211 4

<212 PRT
<213> Artificial sequence

<220

<223> chemically synthesized peptide
<221> MOD_RES

<22> 1

<223> 2-naphthylic aclid capped

<221> SITE )
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saw 4
222 DuinBeias

<221> AMIDATION
<222> 4

<400> 103
'l!r Glu phe Arg

<210> 104

211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> :
<223> chemically synthesized peptide

<223> N-terminus 1s pivolylated

<221> AMIDATION
<222> 3

<400> 104
G:'llu phe Arg

<210> 105
<211 3

<212> P
<213> Art'l ficlial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<223> N-terminus modifled with nicotinic acid -

<221> AMIDATION
<222 3

<400> 105
G':{u Phe Arg

<210> 106

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221
<22> SD"'(OE)
<223> di-tert-butyl-4-hydroxy-phenylalanine

l'l (4)
<223>» Phe-b'lp any'lahn'lne

<221> AMIDATION

Page 34



- — e y—— 8 —

WO 20041094471
222> (5)...(5)
<400 106
Plln.a Glu Glu Phe Agg

" <210 107
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
222> (D...®

<221> AMIDATION
<222 (9...(0)

<400> 107 .
1'{r Trp His val ‘l‘;p GIn Gln Asp Glu

<210> 108

<211> 9

<212>

<213> An:'lﬁclal Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(0)

<221> AMIDATION
<222 (9)...00)

<400> 108
1'!r GIn Trp Asp L¥s val Lys Asp Phe

<210> 109
<211 9

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223 chemically synthesized peptide

-<€221> ACETYLATION
<22> (1)...(0)

<221> AMIDATION
<222 (9)...(0)

<400> 109
G}-Il Asn Trp Asp Tgr Leu Gly Ser Tyr

<210> 110
<21l 11

<21> PRT
<213> Artificial segquence

SEQLIST.TXT
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220> .
223> chemically synthesized peptide

21> ACETYLATION
3%12; (1)...(0)

121> AMIDATION
P17 )

<400> 110
ser Gly Arg Asp 1¥r val ser GIn Phe Glu Ser
1 10

<210> 111
11> 17

<212> PRT
<213> Artificlal sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(0)

<221> AMIDATION
<222> (17)...(0)

<400> 111 )
vi'l Arg GIn Glu Mgt Asn Lys Asp Leu g'(l’u Glu val Lys GIn ‘ﬂs val

™yr

<210> 112

<l1ll> 12

<212> PRT

<213> Artificial Ssequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...€0)
<22]> AMIDATION
<222> (12) and (0)

<400> 112
1'!r Gln Met Arg G}" ser Leu Ala Gin iag Leu Tyr

<210> 113
211 15

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION

<222> (1)...(0)

<221> AMIDATION
22> (15)...C0)
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Thr AspPhe‘r ASp Asn Leu Glu Lys Glu Thr Asp Tr r
g A9 E” P 1 L

<210> 114
<211> 10

212> PRT
<213> Artificial sequence

<220>
«223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(0)

221> AHIDA‘I'.I:ON
<222> (10) ()

1 1

<210> 115

<211> 12

212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
«22> (1)...(0)

<221> AMIDATION
<222> (12)...(0)

<400> 115
T:rl'.p Lys Glu Asp Vg.'l Glu Leu Tyr Arg %n Lys val

<210> 116
<211 13
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...€0)

<221> AMIDATION
<222> (13)...(0)

<400> 116
1{r ser Leu Ala G}n Arg Leu Ala Glu !l..gu Lys Ser Tyr

<210>» 117
<211> 13

<21 PRT
<213> Artificial sequénce
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20> .
fzza:- chewrically synthes{zed peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(0)

<221> AMEIDATION
<222> (13)...(0)

<400> 117 .
Gln Glu Ser Ala Als"g GIn Lys Leu GlIn g}u Leu Gln Tyr

<210> 118

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> chearically synthesized peptide

<«221> ACETYLATION
<222> (D...(D

<221> AMIDATION
<222> (4)...(H

S ..
> L N
<223> p-amino aclds

<400> 118
1'{r Glu Arg Phe

<210> 119

<21 3

<212> PRT

<213> artificlal sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(D

<221> AMIDATION
<222 (3)...(3)

<221>

<222 %EE ()
<223> p-amino acids

<400> 119
A:rig Phe Glu

<10 120
<1 3

<21> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide
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221> MOD_RES__ SEqusT. T j(%
1 :?—‘)t. s modified with

fluorenyTmethyloxycarbonyl

<A00> 120
_Glu?haArg

<210> 121
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

>
<223 N-tnmfnus modified with nicotinic acid

<221> AMIDATION
222 (4)...(4)

«221> SITE
<222 (1)...(D
<223> D-amino acids

<400> 121
T{r Glu Arg Phe

<210> 122
<211> 3

<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized pepti de

<221> MOD. RES
<222> (1)... _f
<223> N-terainus modified with n1cot1n'lc acid

<221> MOD_RES
<222> (2)...(2)
<223> phe=biphenylalanine

<221> AMIDATION
<222 (3)...(3)

<400> 122
Glu phe Arg

<210> 123

<11 4

<212> PRT

<213> Artificial Sequenca

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATI
222> (1D...(0)
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SEQLIST.TXT
<221> AMIDATION
222> ()...(H)

D
<223> D-amino acids

<400> 123
G}u Arg Phe Tyr

<210> 124

<211> 4 )
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
dzz> (1)_' - a 0)
<223> N~terminus modified with nicotinic acid

BT
< > A
«<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (4)...(4)

<400> 124
Glu Arg Phe Tyr

<210> 125
<211> 3

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

«<221> MOD_RES
<222> (L)...(0)
<223> 2-paphthylic acid_capped

<221> MOD._RES
22> (2)...(2)
<223> Phe=biphenylalanine

<221> AMIDATION
222> (3)...(3)

<400> 125
Glu phe Arg

<210> 126

)
11> 3

<212> PRT
<213 Artificial Sequence

<220>
<223 chemically synthesized peptide
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21> MOD_RES
<222> D...[0)

23> N-terminus modified with nicotinic acid
1> SITE
222> (1)---(3)

<223> p-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (3)...Q3)

<400> 126
Glu fhe Arg

<210> 127
<2l 1

<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide
<400> 127
Phe
1
<210> 128
211> 3

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

20> '
<223> chemically synthesized peptide
221> HOEI_RES
22> (..
<223> Glu=di -tert-buty'l -Glu
<221> MOD_RES
<222> (2)...(2)
<223> Phembi phenylalanine

<221> AMIDATION
<222 (3)...(3)

<400> 128
Glu phe ‘Arg

<210> 129
<2ll> 1

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> chemically synthesized peptide
<221> MOD_RES

<223> ; -nlpilthy'l)-L—ahn‘i ne

<400> 129
Ala
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<210>. 130
<2l> 1

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220> :

<223> chemically synthasized peptide
<221> IEnD.JI

<223> 3- (1-nap?|thy'l)—u-a'lan'lne

<400> 130
A}_.a

<210> 131

<211 1

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222> (1)... (Oa
«223> 3-(2-naphthyl)-L-alanine

<400> 131
A}a

<210> 132

<211 1

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> cheni ca11y synthesized peptide

<221> MOD_R
<222> ( . %
<223> 3- (Z-nap thy1)-D-alanine

<400> 132
Ala

<210> 133

.<§1:|> 2

<

<213> Art1f1c1a‘l Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<22

>
<223> 5?.-4.5 "“biphenylalanine

<221> AMIDATION
<22> ()...(0)
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<400> 133
Phe Ala

<210> 134

<211> 2

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

«221> MOD_R
2> (1).. 50)
<223> Phe=4,4'-biphenylalanine

<221> S
<222> (2)...(0)
<223 g—%m*lm(; acid

DATION
<222 (2) e o (0)

<400> 134
Pl:il-e Ala

<210> 135
<211> 3

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (1).. _f D
<2235 N-terminus modified with nicotinic acid

221> SITE
<222> 1)...(3
<223> Ig-am'lng acids

<221> AMIDATION
<222> (3)...(0)

<400> 135
P':||.e Arg Glu

<210> 136
<211> 4

<212> PRT
<2:|3> Artificial sequence

<220

<223> chemically synthesized peptide
MOD_RES

22> fl.) .. (0)

<223> 1-naphthalic acid capped

<221> SITE
<22> (1)...(4)
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<223 D-amino acids QLI

221> AMIDATION
SIB @...

<400> 136
Glu Arg phe Tyr

<::10> 537
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide
221>

MOD_RES
<222> (1)...(0)
<223> 1-naphthylic acid capped

<221> MOD_RES .
<222 (2)...(0)
<223> phe=biphenylalanine

<221> AMIDATION
<222> (3)...(0)

<400> 137
Glu pPhe Arg

<212> PRT
<2135 Artificial sequence

- €220

<223 chemically synthesized peptide
<221> MOD_RES
<222> (1)... ‘fﬂ)
<223> N-terminus modified with nicotinic acid
BE o

> Edw

<223> D-amino acids

- <221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 138
Txr Phe Arg Glu

<210> 139
<211> 4

<21> PRT
<213> Artificial Sequence

<220»
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<22>» (D...(0)
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D
<223 D-amino acids

<221> AMIDATION
<222 (4)...(0)

<400> 139
T{r Phe Arg Glu

<210> 140
<211> 3

<212> PRT
<213 Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (1)...€0)

<223> N-terminus modified with nicotinic acid

<221> SITE
<222 (1)...(3)
<223> D-amina acid_s

<221> AMIDATION
<222 (3)...(0)

<400> 140
Glu Arg Phe

<212> PRT
<213> Artificial sequence

<220> '
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (1)...(0)
<223> 2-naphthylic acid capped

S W@
<223> D-amino acids

<400> 141
G':Ilu Phe Arg Tyr

PRT
<213> Artificial Sequence

<220
<223> chemrically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (D...(0
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223> phen3,5-di-tert-butyl -phonyhhmne

22D §
b Tes 4
g%b IclPll‘ll'IO( 3c1ds
21>
:2222:» (0). .. (0)

<400> 142
piie Arg Glu Tyr

<210> 143
<21ll> 4

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemi ca1'ly synthesized peptide

221>
<222 ( rnrf
<223> H—te nus modified with nicotinic acid

<221> SIT
'<222> e (d)
<223> sPMng acids

«<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 143
Plie Arg Glu Tyr

<210> 144

<§11> 2

<

<213> Art1f1c1a1 Sequence

<20>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
22> (... $ 0)
<223> N-terminus modified with nicotinic acid

<221> SITE

<222> eee (2
<223>» IgPaln‘l ng zclds

<221> AMIDATION
<222> (2)...(0)

«<400> 144
Plie Arg

<210> 145

<21)}> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<2200
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! ]
<223> chemically synthesized peptide

21> ACETYLATION
gzz ...

BB
<223> Phe;l':riphenﬂahni ne
<221> AMIDATION
<222 (3)...(0)

25 ..
<223 p-amino actd

<221> SITE
<222 (3)...(3)
<223> pD-amino acid

<400> 145
Glu Phe Arg

<210> 146

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (1)...(0)

<221> MOD_RES
<222> (2)...(0)
<223> phe=biphenylalanine

<221> AMIDATION
<222> (3)...(0)

<221> SITE

<22 e (3
<223> I()Palll‘l m(: 3:1 ds

<400> 146
G}u Phe Arg

<210> 147
<211> 3

<212> PRT
<213 Artificlial Sequence

220> : .
<223> chemically synthesized:peptide

«<221> MOD_RES
<22> (1...(0
<223> Isoxaxole-glutuminc acid

<221> MOD_RES
<222> (2)...(0)
«223> pPhe=biphenylalanine
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221> =

AMIDATION
<222> (3)...(®

221> S
.ea(3
-de I(iPlllns ;C'|d5

<400> 147
Gl u Phe Arg

<210> 148
<211> 4

<212> PRT
213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES

<222> 1)...( 0)

<223> 1-naphthylic acid capped
<221> S

222> v (4
:223> IgPaming 3:1 ds

<221> AMIDATION
<222 (4)...(0)

<400> 148
A:rl'-g Phe Glu Tyr

<210> 149

<211> 4

<212> PRT .

<213> Artificial sequénce

<220>

<223> chesrically synthesized peptide
<221> MOD_RES

<222 (1)...(0)

<223> 1-naphthylic acid cappéd -
L o

<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222 (4)...€0)

<400> 149
Plji.a Arg Glu Tyr

<210> 150

211> 13

<21> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide
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221> ACETYLATION SEQLIST.TXY
222 (1)...(0)

<221> MOD_RES
22> asw 0
d Sh) enylalanine

<400> 150
G'il.l phe Arg

<210 151

<21 3

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220> )
<223> chemrlcally synthesized peptide

b 1
<22b C .(0)
<223 3, ~di -tert-butyl-glutamic acid

<221> AMIDATION
<222> (3) )]
<221> SITE

<222> s «(3
«223> n‘ﬂn'lnc(n icl_ds

<400> 151
G}- u Arg Phe

<210> 152

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220 '
<223» chemically synthesized peptide
' <221> ACETYLATION

. <222 (1)...(0)
2T
< > aas
<223> pD-amino acids

<221> AMIDATION
<222 (4)...(0)

<400> 152
Plie Arg Glu Tyr

<210> 153
<21 4

<2312> PRT
213> Artificial Sequence

<220>
<223 chemrically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
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222> (1)...C0)

2o
<223> D-amino aclds

<221> AMIDATION
. <222> M) ...(0)

<400> 153
A:r".g phe Glu Tyr

<210> 154
<li> 3

<212> PRT )
<213> Artificial sequénce

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_R
<222> ( . (0)
<223 13, -d1-tert-buty1—pheny'la‘lan'lne

BT
< > aEn
<223 D-amino acid

<221> AMIDATION
<222> 3...(0

<400> 154
Pl]\_a Glu Arg

<210> 155
<211> 4
<212> P

RT
«<213> Artificial sequence

<220>
<223 chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (1)...(0)
<223> Isoxazole-Arg

g%b (D...4)
<22‘3> D-amino acids

<221 MIDA (l'l

<400> 155
A:l".g Glu Phe Tyr

210> 156

211> 4

<212 PRT

<213> Artificial Sequence
220>

. SEQLIST.TXT
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<223> chewically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222> (L)... (0)
<221> SITE

22> .o (4

<2 3> rclpu'lm(l g.c'lds

<221> ANIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 156
A:rl'_g Glu pPhe Tyr

<210> 157

<211> 4

<212> PRT

«<213> Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222> (

... _fO) )
<223> N-terminus modified with nicotinic acid

%gg D...DH
L
<223> D-amino aclds

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 157
A:ll'-g Glu Phe Tyr

<210> 158

<211> 4

212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemicall y synthesized pept'l de

<221> lm_REs

<222> (1)...
<223> 31%-(11 -tert-butyl-arginine

S T
< .e
<2235 p-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 158
A:'l'.g Glu Phe Tyr

<210» 159
<211> 3
«212> PRT
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<213> Artificial sequence e -

220>
<223> chearically synthesized peptide

<221 IIILRES

de cl).- [ ]

<223> Isoxazo e-pheny'lahnine
<221> SITE

222>
:223> Ig-namin((! %cids

<221> AMIDATION
<222> (3)...(0)

<400> 159
plll_e Glu Arg

<210> 160
<211 4

<212y PRT
<213> Artificial Sequence

220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> IKD_RES
<222> (1)...

<223> Isoxazo e-tyros'ine

S a..w
<
<223> D-amino aclds

<221> AMIDATION
<222> (4)...€(0)

<400> 160
T{r Arg Glu phe

<212> PRT
«<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222> (1)...(0)
<223> N-te nus modified with nicotinic acid

g D@
<223> D-amino acids

<221> AMIDATION

<222 (0)...€0) v
<400> 161

T!r Arg Glu |_lﬁe
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<210> 162 - -
211> 4 . .
d l

12> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chen‘lcany synthesized peptide

222> .
:223:» glg-d'l -tert-butyl-phenylalanine

2 W
> aEs
. <223> p-amino aclds

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 162
Plie Glu Arg Tyr

<210 163
<211> 2

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> HDD_RES
<222> (1%
<223> 3,5-di -ten:-buty'l -phenylalanine

<221> SITE
<222 (1)...(2)
.<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<22> (2)...(0)

<400> 163
”:I‘.e Arg

<210> 1 ¢
<211> 4

<212» PRT
<213> ArtiTicial Sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> IIOD_IIES
<222> (1)...(0)
<223> Isoxazole-phenylalanine

fz%% W, 0
<229 D-Il;l'il.lo acids

<221> AMIDATI
<22> (4)... (0)
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<210> -165
<21 4

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220»
<223> chemically synthesized peptide

o
> ans
<223> 33-:11 -tert-butyl-arginine

S @,
::5523> p-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (4)...€(0)

<400> 165
A:rl..g Phe Glu Tyr .

<210> 166
211> 4

<212> PRT

<213» Artificial sequence

<220>
<223> chemically synthesized peptide

<221> ACETYLATION
<222 (1)...(0)

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

BT.o

( LI W )

<223 D-amino acids
<400> 166

Plj‘_e Glu Arg Tyr

<210> 167
<211> 2

<212> PRT
<213 Artificlal Sequence

<220> ' .
<223 chemically synthesized peptide

<221> MOD_RES
<222 (1)....(0)
<223> 3,5-d{-tert-butyl-arginine

<221> AMIDATION
<222 (2)...(D)

<221> SITE
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<222 (1...(2) SeQuIsT. T

<223 D-amino aclds

'<400> 167
A{g phe

<210 168

<211 4

<212> PRT

<213 Artificial Sequence

<220> .
<223> chewically synthesized peptide

<221> M_RES
" ¢222> (D s
<223> N-term nus modified with nicotinic acid
<221 SITE

<222> —)
<223> I(>Pur|n§ %c'lds

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 168
T!r fhe Glu Arg

<210> 169

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthes1 zed peptide

<221> MOD_RES
<222 (1)...(0)
<223> ::soxazo1e-tyros1ne

S W .
< awe
<223>. b-amine acids - ..

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 169
T!r Phe Glu Arg

<210> 170

<211> 3

<212> PRT

<213 Artificial Sequence

<220>
<223> chexically synthes'lzed peptide

<221> MOD_RES
<222> (1)...(0)
<223> N-terminus modifed with nicotinic acid
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BT .®
<229 D-amino acids

- <221 AMIDATION
<222> (3) A (o)

<400> 170
PII'I.Q Glu Arg

<210> 171
211> 4

<212 PRT
<213>» Artificlal Sequence

<220
<223> chemically synthesized peptide

<221>
<222 ( 0
<223> 3, “di -tert-buty1 -tyrosi ne

%212: ...
< sR =
<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (4)...(0)

<400> 171
1!r Phe Glu Arg

<210> 172

<21l> 3

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chenically synthesized peptide

<221> MOD_RES

<22> (1)...(0)

. .<223> -Isoxazole-arginine
2% Ao

<223> D~amino acids

<221> AMIDATION
<222 (3)...(0)

<400> 172
A{g Phe Glu

<210> 173

<211 4

<215 PRY

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> chemically synthasizad peptide )
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<i!2
"
<3 "3> -naphthy'l'lc acid capped \ﬂ
<22)>
<22> (1)...(4)

<223 p-amino acids

<221> AMIDATION
<22> (4)...(0)

<400> 173
T!r fhe Glu Arg

<210 174

- <211> 3

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220>
<223 chemically synthesized peptide

<222> il) ava
<223> -naphthy'l'l ¢ acid capped

B .»
<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222> (3)...(0)

<A400> 174
Ar'g Phe Glu

<210> 175

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> chemlcally. syothesized peptide.

<221> MOD_RES -
<222 (). rnrf
<223> N-terminus modified with nicotinic acid

S W@
<223> D-amino acids

<221> AMIDATION
<222 (3)...(0

<400> 175
A{g Phe Glu

176
1 3

)

)
<212 PRT '

213> Art'lﬂcla'l sequence
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<220 -
<223> chemically synthesized peptide
<221> ACETYLATION
<222> (1)...(00 -

<221> MOD_RES
<222> (2)...(0)
<223> 4-I-phenylalanine

<221> AMIDATION
<222> (0)...(0)

<400> 176
Glu Phe Arg
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MEDIADORES DE TRANSPORTE REVERSO DE COLESTERO
PARA EL TRATAMIENTO DE HIPERCOLESTEROLEMIA

Antecedentes de la Invencién

Campo de la Invencién
[0001] La invencidn se refiere mediadores de péptido y molécula

pequeiia de transporte reverso de colesterol (RCT) para tratar
hipercolesterolemie y enfermedades cardiovasculares asociadas.

Descripcidn del Arte Relacionado
[0002] Actualmente estd bien establecido que un colesterol

elevado en el suero ("hipercolesterolemia”) es un factor causante en el
desarrollo de arterioesclerosis, una acumulacién progresiva de colesterol en
las paredes arteriales. La hipercolesterolemia y la arterioesclerosis son las
principales causas de enfermedades cardiovasculares, incluidas la
hipertension, la arteriopatia coronaria, infarto del miocardio y apoplejia.
Alrededor de 1.1 millén de individuos sufren de infarto del miocardio cada
afio en los Estados Unidos Gnicamente, cuyos costos se estima que superan
los US$117.000 millones. Aunque existen numerosas estrategias
farmacéuticas para bajar los niveles de colesterol en la sangre, muchas de
éstas tienen efectos secundarios indeseables y han suscitado inquietudes en
cuanto a la seguridad. Més atin, ninguna de las terapias con medicamentos
disponibles en el comercio estimula adecuadamente el transporte reverso
de colesterol, una ruta metabblica importante que elimina colesterol del
cuerpo.

[0003] EI colesterol en circulacion es transportado por
lipoproteinas del plasma — particulas de complejo lipido y composicién de
proteina que transportan lipidos en la sangre. Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son los
principales transportadores de colesterol. Se cree que LDL son
responsables de la entrega de colesterol del higado (donde éste se sintetiza



WO 2004/0944471 PCTNUS2004/012448 €<

u obtiene de fuentes alimenticias) a los tejidos extrahepéticos en el cuerpo.k
El término "transporte reverso de colesterol" describe el transporte de
colesterol de los tejidos extrahepéticos al higado donde aquel se cataboliza
y se elimina. Se cree que las particulas de HDL en el plasma juegan un
papel principal en el proceso de transporte reverso, actuando como
barredores de colesterol en los tejidos.

[0004] Una evidencia convincente fundamenta el concepto de que
los lipidos depositados en las lesiones arterioesclerGticas se derivan
principalmente de LDL en el plasma; por consiguiente, LDLs se han vuelto
popularmente conocidas como el colesterol "malo". En contraste, los
niveles de HDL en el plasma se correlacionan inversamente con cardiopatia
coronaria — ciertamente, niveles elevados en el plasma de HDL se
consideran como un factor de riesgo negativo. Se ha propuesto la hipétesis
de que altos niveles de HDL en el plasma no sélo protegen contra la
arteriopatia coronaria, sino que efectivamente pueden inducir la regresion
de las placas artericesclerticas (por ejemplo, véase Badimon y
colaboradores, 1992, Circulation 86 (Suppl. II):86-94). Por lo tanto,
HDLs se han vuelto popularmente conocidas como el colesterol "bueno®”.

[0005] La cantidad de colesterol intracelular liberado de las LDLs
controla el metabolismo del colesterol celular. La acumulacién de
colesterol celular derivado de LDLs controla tres procesos: (1) reduce la
sintesis del colesterol celular desactivando ("by furning off™) la sintesis de
HMGCoA reductasa, una enzima clave en la ruta biosintética del
colesterol; (2) el colesterol entrante derivado de promueve el
almacenamiento de colesterol activando LCAT, la enzima celular que
convierte el colesterol en colesteril ésteres que se depositan en goticulas de
almacenamiento; y (3) la acumulacion de colesterol en la células activa un
mecanismo de retroalimentacion que inhibe la sintesis celular de nuevos
receptores de LDL. Por lo tanto, las células, ajustan su complemento de
receptores de LDL, de manera que se admite suficiente colesterol para
satisfacer sus necesidades metabdlicas, sin sobrecargarse. (Para una
resefia, véase Brown & Goldstein, In: The Pharmacological Basis Of
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Therapeutics, 8th Ed., Goodman & Gilman, Pergamon Press, NY, 1990,
Ch. 36, paginas 874-896).

[0006] Transporte reverso de colesterol (RCT) es la ruta por la
cual el colesterol celular periférico puede devolverse al higado para
reciclarlo a los tejidos extrahepaticos, o excretarlo en el intestino en forma
de bilis. La ruta de RCT representa el Ginico medio de eliminar colesterol
de la mayoria de los tejidos extrahepéticos. El RCT consta principalmente
de tres pasos: (1) salida de colesterol, 1a eliminacién inicial de colesterol de
las células periféricas; (2) esterificacién de colesterol por la acciéon de
lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT), que impide una re-entrada del
colesterol descargado a las células periféricas; y (3) absorcién/entrega del
colesteril éster de HDL a las células hepdticas. LCAT es la enzima clave
en la ruta de RCT y se produce principalmente en el higado y circula en el
plasma asociado con la fraccién de HDL. LCAT convierte el colesterol
derivado en colesteril ésteres, que se secuestran en HDL destinadas para
eliminacién. La ruta de RCT estd mediada por HDLs.

[0007) HDL es un término genérico para particulas de
lipoproteina, que se caracterizan por su alta densidad. Los principales
constituyentes lipidicos de los complejos de HDL son varios fosfolipidos,
colesterol (éster) y triglicéridos. Los componentes de alipoproteina més
prominentes son A-I y A-II que determinan las caracteristicas funcionales
de HDL. _

[0008] Cada particula de HDL contiene por lo menos una copia (y
usualmente dos a cuatro copias) de apolipoproteina A-1 (ApoA-l). ApoA-]
se sintetiza por el higado y el intestino delgado como
preproapolipoproteina, que se segrega como una proproteina que se
segmenta nipidamente para generar un polipéptido maduro con 243
residuos de aminodcidos. ApoA-I consiste principalmente de 6 a 8
diferentes repeticiones de 22 aminodcidos espaciadas por una fraccion
enlazante, que es a menudo prolina y, en algunos casos, consiste de un
tramo compuesto de varios residuos. ApoA-I forma tres tipos de complejos
estables con lfpidos: complejos pobres en lipidos, pequefios, denominados

&°



WO 2004/0844471 PCT/US2004/012445

pre-beta-1 HDL; particulas discoides aplanadas que contienen lipidos
polares (fosfolipido y colesterol), denominadas pre-beta-2 HDL; y
particulas esféricas que contienen lipidos polares y no polares,
denominadas HDL maduras o esféricas HDL (HDL; y HDL,). Aunque la
mayoria de HDL en circulacién contiene ApoA-I y ApoA-Il, la fraccién de
HDL que contiene Gnicamente ApoA-I (AI-HDL) parece ser més efectiva
en RCT. Estudios epidemiol6gicos apoyan la hipétesis de que Al-HDL es
anti-aterogénico. (Parra y colaboradores, 1992, Arterioscler. Thromb.
12:701-707; Decossin y colaboradores, 1997, Ewr. J. Clin. Invest.
27:299-307).

[0009] Varias lineas de evidencia basadas en datos obtenidos in
vivo implican la HDL y su principal componente de proteina, ApoA-I, en la
prevencion de lesiones aterosclerdticas y, potencialmente, la regresién de
placas — haciendo de éstas dianas atractivas para intervencion terapéutica.
En primer lugar, existe una correlacién inversa entre concentracion de
ApoA-1 (HDL) sérica y aterogénesis en el hombre (Gordon & Rifkind,
1989, N. Eng. J. Med. 321:1311-1316; Gordon y colaboradores, 1989,
Circulation 79:8-15). Ciertamente, subpoblaciones especificas de HDL se
han asociado con un riesgo reducido de arterioesclerosis en humanos
(Miller, 1987, Amer. Heart 113:589-597; Cheung y colaboradores, 1991,
Lipid Res. 32:383-394); Fruchart & Ailhaud, 1992, Clin. Chem. 38:79).

[0010] En segundo, estudios animales fundamentan el papel
protector de ApoA-I (HDL). Fl tratamiento de ratones, alimentados con
colesterol, con ApoA-I 6 HDL redujo el desarrollo y evolucién de placa
(estrias adiposas) en conejos alimentados con colesterol (Koizumi y
colaboradores, 1988, J  Lipid Res. 29:1405-1415; Badimon y
colaboradores, 1989, Lab. Invest. 60:455-461; Badimon y colaboradores,
1990, J. Clin. Invest. 85:1234-1241). No obstante, la eficacia variaba
dependiendo de la fuente de HDL (Beitz y colaboradores, 1992,
Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 47:149-152;
Mezdour y colaboradores, 1995, Atherosclerosis 113:237-246).

[0011] Tercero, evidencia directa el papel de ApoA-I se obtuvo de
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experimentos que inclufan animales transgénicos. La expresion del gen
humano para ApoA-], transferido a ratones genéticamente predispuestos a
arterioesclerosis inducida por la dieta, protegio contra el desarrollo de
lesiones aérticas (Rubin y colaboradores, 1991, Nature 353:265-267).
También se demostré que el transgen ApoA-I suprime arterioesclerosis en
ratones con deficiencia de ApoE y en ratones transgénicos Apo(a) (Paszty y
colaboradores, 1994, J. Clin. Invest. 94:899-903; Plump y
colaboradores, 1994, PNAS. USA 91:9607-9611; Liu y colaboradores,
1994, J. Lipid Res. 35:2263-2266). Resultados similares se observaron en
conejos transgénicos que expresan ApoA-I humana (Duverger, 1996,
Circulation 94:713-717, Duverger y colaboradores, 1996, Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol 16:1424-1429), y en ratas transgénicas donde niveles
elevados de ApoA-I humana protegieron contra arterioesclerosis e
inhibieron la restenosis a raiz de la angioplastia con globo (Burkey y
colaboradores, 1992, Circulation, Supplement 1, 86:1-472, Abstract No.
1876; Burkey y colaboradores, 1995, J. Lipid Res. 36:1463-1473).

Tratamientos Corrientes para Hipercolesterolemia y otras Dislipidemias
[0012] En las dltimas dos décadas aproximadamente, la

separacién de compuestos colesterolémicos en reguladores de HDL y LDL
y el reconocimiento de la deseabilidad de disminuir los niveles de LDL en
la sangre ha llevado al desarrollo de un nimero de medicamentos. No
obstante, muchos de estos medicamentos poseen efectos secundarios
indeseados y/o son contraindicados en ciertos pacientes, particularmente
cuando se administran en combinacién con otros firmacos. Estos
medicamentos y estrategias terapéuticas incluyen:
(1) resinas fijadoras de acido biliar, que interrumpen el
reciclaje de 4cidos biliares del intestino al higado [por ejemplo,
colestiramina (QUESTRAN LIGHT, Bristol-Myers Squibb), vy
clorhidrato de colestipol (COLESTID, Pharmacia & Upjohn
Company)];



-

WO 2004/0044471

(2) estatinas, que inhiben la sintesis del colesterol bloqueando
HMGCoA — le enzima clave implicada en la biosintesis del
colesterol [por ejemplo, lovastatina (MEVACOR, Merck & Co.,
Inc.), un producto natural derivado de una cepa de Aspergillus,
pravastatina (PRAVACHOL, Bristol-Myers Squibb Co.), y
atorvastatina (LIPITOR, Warner Lambert)];

(3) niacina es un complejo de vitamina B soluble en agua, que
disminuye la produccién de VLDL y es efectiva en reducir la
LDL;

(4) fibratos se usan para disminuir los triglicéridos en el suero
reduciendo la fraccion de VLDL y pueden, en algunas
poblaciones de pacientes, dar lugar a reducciones modestas del
colesterol en el plasma mediante el misme mecanismo [por
ejemplo, clofibrato (ATROMID-S, Wyeth-Ayerst Laboratories),
y gemfibrozil (LOPID, Parke-Davis)];

(5) terapia de sustitucién de estrégeno puede reducir los
niveles de colesterol en mujeres pos-menopéusicas;

(6) écidos omega-dicarboxilicos, de cadena larga alfa han sido
reportados por reducir los triglicéridos y el colesterol en el suero
(véase, por ejemplo, Bisgaier y colaboradores, 1998, J. Lipid
Res. 39:17-30; WO 98/30530; Patente de los Estados Unidos
No. 4,689,344; WO 99/00116; Patente de los Estados Unidos
No. 5,756,344; Patente de los Estados Unidos No. 3,773,946;
Patente de los Estados Unidos No. 4,689,344; Patente de los
Estados Unidos No. 4,689,344; Patente de los Estados Unidos
No. 4,689,344; y Patente de los Estados Unidos No. 3,930,024);

(7) otros compuestos incluidos éteres (véase, por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos No. 4,711,896; Patente de los

PCT/US2004/012445
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Estados Unidos No. 5,756,544; Patente de los Estados Unidos
No. 6;506,799), fosfatos de dolicol (Patente de los Estados
Unidos No. 4,613,593), y derivados de azolidinadiona (Patente
de los Estados Unidos No. 4,287,200) se divulgan como

reductores de los niveles de triglicéridos y colesterol en el suero.

[0013] Ninguno de estos medicamentos disponibles en la
actualidad para reducir el colesterol elevan en forma segura los niveles
de HDL y estimulan el RCT. Ciertamente, la mayoria de estas
estrategias actuales de tratamiento parecen operar sobre la ruta de
transporte del colesterol, modulando la absorcién alimenticia, reciclaje,
sintesis de colesterol, y la poblacién de VLDL.

Agonistas de ApoA-I para Tratamiento de Hipercolesterolemia

[0014] En vista del papel potencial de HDL, es decir, tanto
ApoA-I como su fosfolipido asociado, en la proteccién contra
enfermedad aterosclertica, se empezaron estudios clinicos humanos
utilizando ApoA-I producida en forma recombinante, se descontinuaron
y, aparentemente, se re-iniciaron por UCB Bélgica (Pharmaprojects,
Oct. 27, 1995; IMS R&D Focus, Jun. 30, 1997; Drug Status Update,
1997, Atherosclerosis 2(6):261-265); véase ademés M. Eriksson at
Congress, "The Role of HDL in Disease Prevention," Nov. 7-9, 1996,
Fort Worth; Lacko & Miller, 1997, J. Lip. Res. 38:1267-1273; y WO
94/13819) y se comenzaron y se descontinuaron por Bio-Tech
(Pharmaprojects, Apr. 7, 1989). Se han intentado asimismo estudios
usando ApoA-I para tratar choque septicémico (Opal, "Reconstituted
HDL as a Treatment Strategy for Sepsis," IBC's 7th International
Conference on Sepsis, Apr. 28-30, 1997, Washington, D.C.; Gouni y
colaboradores, 1993, J. Lipid Res. 94:139-146; Levine, WO
96/04916). No obstante, existen muchas trampas asociadas con la
produccion y uso de ApoA-L, haciéndola menos ideal como
medicamento; por ejemplo, ApoA-l es una proteina grande que es
dificil y costosa de producir; se tienen que superar problemas de
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fabricacién y reproducibilidad con respecto a la estabilidad durante el “/ma/
almacenamiento, entrega de un producto activo y vida media in vivo.

[0015] En vista de estas desventajas, se han hecho intentos
para preparar péptidos que imitan la ApoA-I. Puesto que las
actividades claves de ApoA-I se han afribuido a la presencia de
repeticiones miltiples de una caracteristica estructural secundaria Gnica
en la proteina — una a-hélice anfipética de clase A (Segrest, 1974, FEBS
Lett.  38:247-253; Segrest y colaboradores, 1990, PROTEINS:
Structure, Function and Genetics 8:103-117), la mayoria de los
esfuerzos para disefiar péptidos que imitan la actividad de ApoA-I se
han centrado en disefiar péptidos que forman a-hélices anfipéticas tipo
clase A (véase por ejemplo, Discusiones de los Antecedentes en las
Patentes de los Estados Unidos No. 6,376,464 y 6,506,799;
incorporadas aqui en su totalidad por referencia).

[0016] En un estudio, Fukushima y colaboradores
sintetizaron un péptido de 22 residuos compuestos enteramente de
residuos Glu, Lys y Leu dispuestos periédicamente de modo que
formen una a-hélice anfipatica con cargs igualmente hidrofilas e
hifréfobas ("péptido ELK") (Fukushima y colaboradores, 1979, J.
Amer. Chem. Soc. 101(13):3703-3704; Fukushima y colaboradores,
1980, J. Biol. Chem. 255:10651-10657). El péptido ELK comparte
41% de 1a homologia de secuencia con el fragmento 198-219 de ApoA-
I. Se demostré que el péptido ELK se asocia efectivamente con
fosfolipidos e imitan algunas de las propiedades fisicas y quimicas de
ApoA-l1 (Kaiser y colaboradores, 1983, PNAS USA 80:1137-1140;
Kaiser y colaboradores, 1984, Science 223:249-255; Fukushima y
colaboradores, 1980, més arriba; Nakagawa y colaboradores, 1985, J.
Am. Chem. Soc. 107:7087-7092). Mais tarde se descubrié que un
dimero de este péptido de 22 residuos imitaba mas intimamente la
ApoA-I que el monémero; baséndose en estos resultados, se sugiri6é que
el 44-mero, que se interrumpe en la mitad por un disruptor de hélice ("a
kelix breaker™) (Gly o Pro), representaba el dominio funcional minimo
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en ApoA-I (Nakagawa y colaboradores, 1985, mas arriba). ’(Wf

[0017] Otro estudio inclufa péptidos anfipiticos de modelo
denominados "peptidos LAP" (Pownall y colaboradores, 1980, PNAS
USA 77(6):3154-3158; Sparrow y colaboradores, 1981, In: Peptides:
Synthesis-Structure-Function, Roch and Gross, Eds., Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL, 253-256). Basados en estudios de fijacién de lipidos con
fragmentos de apolipoproteinas nativas, se diseflaron varios péptidos
LAP, denominados LAP-16, LAP-20 y LAP-24 (que contienen 16, 20 y
24 residuos de aminodcido, respectivamente). Estos péptidos
anfipiticos de modelo no comparten homologia de secuencia con las
apolipoproteinas y se diseflaron para tener las caras hidréfilas
organizadas en una forma distinta a los dominios helicoidales
anfipdticos tipo clase A, asociados con apolipoproteinas (Segrest y
colaboradores, 1992, J. Lipid Res. 33:141-166). De estos estudios, los
autores concluyeron que una longitud minima de 20 residuos es
necesaria para conferir propiedades de fijacién de lipidos a péptidos
anfipéticos de modelo.

[0018] Estudios con mutantes de LAP20, que contienen un
residuo de prolina en diferentes posiciones en la secuencia, indicaron
que existe una relacion directa entre la fijacién de lipidos y la activacién
de LCAT, pero que el potencial helicoidal de un péptido solo no
conduce a la activacién de LCAT (Ponsin y colaboradores, 1986, J.
Biol. Chem. 261(20):9202-9205). Més ain, la presencia de este
disruptor de hélice (Pro) cerca de la mitad del péptido redujo su
afinidad para las superficies fosfolipidas, asf como por su capacidad de
activar LCAT. Aunque se demostré que algunos de los péptidos LAP
fijan fosfolipidos (Sparrow y colaboradores, més arriba), existe
controversia en cuanto a la medida en la que los péptidos LAP son
helicodales en la presencia de lipidos (Buchko y colaboradores, 1996,
J. Biol. Chem. 271(6):3039-3045; Zhong y colaboradores, 1994,
Peptide Research 7(2):99-106).

[0019] Segrest y colaboradores han sintetizado péptidos
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compuestos de 18 a 24 residuos de aminodcido que no comparten
homologia de secuencia con las hélices de ApoA-I (Kannelis y
colaboradores, 1980, J. Biol. Chem. 255(3):11464-11472; Segrest y
colaboradores, 1983, J. Biol. Chem. 258:2290-2295). Las secuencias
se diseflaron especificamente para imitar los dominios helicoidales
anfipéticos de apolipoprotefnas intercambiables de clase A en términos
de momento hidréfobo (Eisenberg y colaboradores, 1982, Nature
299:371-374) y distribucion de carga (Segrest y colaboradores, 1990,
Proteins 8:103-117; Patente de los Estados Unidos No, 4,643,988). Un
péptido de 18 residuos, el péptido "18A", se disefi6é para ser un modelo
de a-hélice de clase A de modelo (Segrest y colaboradores, 1990,
supra). Estudios con estos péptidos y otros péptidos que tienen una
distribucién de carga reversa, como el péptido "18R", han demostrado
en forma consistente que la distribucién de carga es critica para la
actividad; péptidos con distribucién de carga reversa exhiben una
afinidad de lipido disminuida en relacién con los imitadores clase A 18
y un menor contenido helicoidal en la presencia de lipidos (Kanellis y
colaboradores, 1980, J. Biol, Chem. 255:11464-11472;
Anantharamaiah y colaboradores, 1985, J. Biol. Chem. 260:10248-
10255; Chung y colaboradores, 1985, J. Biol. Chem. 260:10256-
10262; Epand y colaboradores, 1987, J. Biol. Chem. 262:9389-9396;
Anantharamaiah y colaboradores, 1991, Adv. Exp. Med. Biol.
285:131-140).

[0020] Se ha disefiado igualmente un péptido de "consenso”
que contiene 22 residuos de aminoécido, basado en las secuencias de las
hélices de la ApoA-I humana (Anantharamaiah y colaboradores, 1990,
Atherosclerosis 10(1):95-105; Venkatachalapathi y colaboradores,
1991, Mol. Conformation and Biol. Interactions, Indian Acad. Sci.
B:585-596). La secuencia se construyé identificando el residuo més
prevalente en cada posicién de las hélices supuestas de la ApoA-I
humana. Al igual que los péptidos ya descritos, la hélice formada por
este péptido tienc residuos positivamente cargados de aminoécido
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agrupados en la interface hidréfila —hidréfoba, residuos de aminoécido
negativamente cargados, agrupados en el centro de la cara hidréfila y un
éngulo hidréfobo de menos de 180°. Aunque un dimero de este péptido
es en cierta medida efectivo en activar la LCAT, el monémero exhibi6é
propiedades bajas de fijacion de lipido (Venkatachalapathi y
colaboradores, 1991, més arriba).

[0021] Basandose principalmente en estudios in vitro con los
péptidos ya descritos, ha surgido un conjunto de "reglas” para disefiar
péptidos que imitan la funcion de ApoA-IL. Significativamente, se cree
que una a-hélice anfipdtica, con residuos positivamente cargados
agrupados en la interface hidréfila-hidréfoba y residuos de aminodcido
negativamente cargados, agrupados en el centro de la cara hidréfila, se
requiere para afinidad de lipido y actividlad de LCAT
(Venkatachalapathi y colaboradores, 1991, més arriba).
Anantharamaiah y colaboradores han indicado asimismo que el residuo
Glu negativamente cargado en la posicién 13 del péptido 22-mero de
consenso, que se ubica dentro de la cara hidréfoba de la a-hélice, juega
un papel importante en la activacion de la LCAT (Anantharamaiah y
colaboradores, 1991, més arriba). ‘Més aiin, Brasseur ha indicado que
se requiere un dngulo hidréfobo (dngulo pho) de menos de 180° para
una Optima estabilidad del complejo lipido-apolipoproteina, y es
ademds responsable de la formacién de particulas discoideas que tienen
los péptidos alrededor del borde de la bicapa del lipido (Brasseur, 1991,
J. Biol. Chem. 66(24): 16120-16127). Rosseneu y colaboradores han
insistido asimismo en que se requiere un dngulo hidr6fobo de menos de
180° para la activacién de la LCAT (WO 93/25581).

[0022] No obstante, a pesar del avance en elucidar "reglas"
para diseflar agonistas ApoA-I, hasta la fecha se informa que los
mejores agonistas ApoA-l tienen menos de 40% de la actividad de
ApoA-] intacta. Ninguno de los agonistas de péptido descritos en la
literatura ha demostrado ser itil como medicamento. Por consiguiente,
existe una necesidad de desarrollar una molécula estable que imite la
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actividad de ApoA-I y que es relativamente simple y rentable de
producir. Preferiblemente, moléculas candidatas mediarian el RCT
tanto directo como indirecto. Tales moléculas serfan més pequefias que
los agonistas de péptido existentes, y tienen espectros funcionales més
amplios. No obstante, las "reglas" para disefiar mediadores maés
eficaces de RCT no se han elucidado completamente y los principios
para diseflar moléculas orgénicas con la funcién de ApoA-I son
desconocidos.
Sumario de la Invencién

[0023] De acuerdo con una incorporacién preferida de la
presente invencion, se divulga un mediador de transporte reverso de
colesterol que comprende una molécula con una regidn dcida, una regién
lipofilica o aromética y una regién bdsica (el "Modelo Molecular"). El
Modelo Molecular en su forma mis simple podria ser una molécula que
contiene una region dcida y una regién basica con una linea de sostén o
andamiaje lip6filo. La molécula tiene una estructura adaptada para
acomplejarse con colesterol HDL y/o LDL y, asi, intensificar el transporte
reverso de colesterol.

[0024] El mediador de transporte reverso de colesterol tiene
preferiblemente entre 3 y 10 residuos de aminodcido o andlogos o
cualquier compuesto no peptidico que contiene un grupo basico y un grupo
dcido con un andamiaje lipéfilo, del mismo, y comprende la secuencia:
X1-X2-X3, en donde: X1 es un aminodcido 4cido; X2 es un aminodcido
lipéfilo o aromético; X3 es un aminodcido bdsico; y en donde el terminal
amino comprende ademés un primer grupo protector, y el terminal carboxi
comprende ademds un segundo grupo protector. Los grupos protectores
primero y segundo se seleccionan independientemente del grupo
conformado por un  acetili, fenilacetilo, pivolilo, 0-
fluorenilmetiloxicarbonilo, écido 2-naftilico, &cido nicotinico, un CH;—
(CH2);,—CO— en donde n varia desde 3 a 20, y una amida de acetilo,
fenilacetilo, di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, f-
MOC, bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo,

-42-
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arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado,
heteroarilo saturado sustituido y similares. El C-terminal estd taponado
("is capped™) con una amina tal como RNH, donde R = di-terc-butil-4-
hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, f-MOC, bifenilo, fenilo
sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo
saturado sustituido y similares. La secuencia: X1-X2-X3 podria mezclarse
en una cualquiera de todas las modalidades posibles para proporcionar
compuestos que conservan las caracteristicas bdsicas del Modelo
Molecular y podria estar conformada por 3 a 10 residuos de aminoécido.

[0025] En una incorporacion del mediador derivado de
aminoécido de transporte reverso de colesterol, uno o mas de X1, X2 6 X3
son D u otros residuos de aminodcido sintéticos modificados para
proporcionar moléculas metabdlicamente estables. Esto podria obtenerse
también mediante un enfoque peptidomimético, es decir, reversar los
enlaces peptidicos en la linea de sostén o grupos similares. En algunas
incorporaciones preferidas, X2 es bifenilalanina. En incorporaciones
particularmente preferidas, los mediadores de transporte reverso de
colesterol de la presente invencion son cualquiera de SEQ ID No.S 1-176
6 pueden seleccionarse de los compuestos mostrados en Tabla 5. En
algunas incorporaciones preferidas, el mediador de transporte reverso de
colesterol incluye la secuencia EFR 6 RFE.

[0026] Un método para intensificar RCT en un animal se
divulga de acuerdo con otro aspecto preferido de la presente invencién. El
método comprende administrar al animal una cantidad efectiva de una
composicién derivada de aminodcido, que comprende la secuencia: X1-
X2-X3, en donde: X1 es un aminodcido 4cido; X2 es un aminodcido
lipéfilo o aromético; X3 es un aminodcido basico; y en donde el terminal
amino comprende ademss un primer grupo protector, y el terminal carboxi
comprende ademds un segundo grupo protector, en donde los grupos
protectores primero y segundo se seleccionan independientemente del
grupo conformado por un acetilo, fenilacetilo, pivolilo, 9-
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fluorenilmetiloxicarbonilo, &cido 2-naftilico, 4cido nicotinico, un CH;j
(CH2);—CO— donde n varia de 3 a 20, y di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo,
naftilo, naftilo sustituido, -MOC, bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos
sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo saturado sustituido y similares.
El C-terminal esta taponado con una amina tal como RNH; donde R = di-
terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, -MOC, bifenilo,
fenilo sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo
saturado sustituido y similares. La secuencia: X1-X2-X3 podria mezclarse
en cualquiera de todas las modalidades posibles para proporcionar
compuestos que conservan las caracteristicas bdsicas del Modelo
Molecular y podria constar de 3 a 10 residuos de aminoécido.

[0027] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn, se
divulga una sustancia derivada de aminodcido sustancialmente pura para
tratar y/o prevenir hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis en un
mamifero. La sustancia tiene un terminal amino y un terminal carboxi y
comprende un enantibmero L & D de un residuo de aminoécido écido o
aminodcido sintético modificado o derivado del mismo, un enantiémero L
6 D de un residuo de aminoédcido lipéfilo o derivado o aminodcido
sintético modificado del mismo, y un enantiémero L 6 D de un residuo de
aminodcido bdsico o derivado o aminodcido sintético modificado del
mismo. El terminal amino comprende ademads un primer grupo protector,
y el terminal carboxi comprende ademds un segundo grupo protector, en
donde dichos grupos protectores primero y segundo se seleccionan
independientemente del grupo conformado por un acetilo, fenilacetilo,
pivolilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, dcido 2-naftilico, écido nicotinico, y
di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, ~MOC, bifenilo,
fenilo sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo
saturado sustituido y similares. El C-terminal esti taponado con una
amina tal como RNH, donde R = di-terc-butil-4-hidroxi-fenil, naftilo,
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naftilo sustituido, f~MOC, bifenilo, fenilo sustituido, hetemciclrﬁa(
sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo saturado sustituido y similares.

La secuencia: X1-X2-X3 podria mezclarse en cualquiera de todas las
modalidades posibles para proporcionar compuestos que conservan las
caracteristicas bdsicas del Modelo Molecular y podria constar de 3 a 10
residuos de aminoécido.

[0028] La sustancia tiene por lo menos una de las siguientes
propiedades: (1) se fija a LDL y HDL que imitan ApoA-I que se fija a
LDL y HDL, (2) se fija preferencialmente al higado, (3) intensifica la
absorcién de LDL por los receptores LDL del higado, (4) reduce los
niveles de colesterol LDL, IDL y VLDL, (5) aumenta los niveles de
colesterol HDL, y (6) mejora los perfiles de lipoproteina en el plasma.

[0029] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se
divulga una composicién apropiada para administracién oral para aliviar o
prevenir un sintoma de hipercolesterolemia. La composicién comprende
una molécula derivada de aminoédcido que tiene una regién écida, una
region lipéfila y una regién bdsica. La molécula derivada de aminodcido
posee asimismo un primer grupo protector unido a un terminal amino y un
segundo grupo protector unido a un terminal carboxilo. La molécula
derivada de aminodcido puede comprender opcionalmente por lo menos un
residuo de aminoécido D.

[0030] De acuerdo con otra modalidad de la presente invencion,
se divulga un mediador de péptido de RCT. El mediador comprende la
secuencia: Xa-Xb-X1-X2-X3-Xc-Xd, en donde Xa es un residuo de
aminodcido acilado; Xb es cualquiera de 0-10 residuos de aminoécido; X1-
X2-X3 se seleccionan independientemente de un residuo de aminodcido
acido o derivado del mismo, un residuo de aminoécido lipéfilo o derivado
del mismo, y un residuo de aminodcido basico o derivado del mismo; Xc
es cualquiera de 0-10 residuos de aminodcido; y Xd es un residuo de
aminoécido amidado. El mediador de péptido tiene preferiblemente 15 6
menos residuos de aminoédcido y opcionalmente puede constar de por lo
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menos un residuo de aminodcido D o aminodcido sintético modificado. ?ﬂ/

[0031] De acuerdo con otra incorporacion preferida de la
presente invencién, se divulga la administracion de una composicion
apropiada para administracién oral, que incluye una molécula derivada de
aminodcido que tiene una regi6n icida, una regi6n lip6fila y una region
bésica para tratamiento y/o prevencién de hipercolesterolemia o
arterioesclerosis. La molécula derivada de aminoécido tiene un primer
grupo protector unido a un terminal amino y un segundo grupo protector
unido a un terminal carboxilo. La molécula derivada de aminoédcido puede
comprender opcionalmente por lo menos un residuo de aminoécido D.

[0032] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por los compuestos sintéticos 1-96 de
Tabla 5.

[0033] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencidn, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID Nos. 1 y 107-117.

[0034] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencion, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID Nos. 1, 26-36, 42,45-47,
56-58, 68-70,72-74, 76, 80, 81, 83-90 y 92-95.

[0035] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencion, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 1.

[0036] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ 1D No. 113.

[0037] De acuerdo con otra incorporacion de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 34.

[0038] De acuerdo con otra incorporacion de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
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seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 86. Qﬂ,

[0039] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencion, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 91.

[0040] De acuerdo con ofra incorporacién de la presente
invencion, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 96.

[0041] De acuerdo con otra incorporacion de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 145,

[0042] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 146.

[0043] De acuerdo con otra incorporacién de la presente
invencién, se divulga un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID No. 118.

[0044] De acuerdo con otra incorporacion preferida de la
presente invencién, se divulga un método para tratar o prevenir
hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis. El método comprende
administrar a un mamifero necesitado de ello una cantidad de una
composicién seleccionada de SEQ ID Nos. 1-176 (Tabla 3) y compuestos
sintéticos 1-96 (Tabla 5), en donde la cantidad es suficiente para aumentar
RCT y/o causar regresién de lesiones aterosclerdticas existentes o reducir
la formacién de las lesiones. Mas preferiblemente, la composicién usada
para tratar o prevenir hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis se
selecciona del grupo conformado por SEQ ID Nos. 1, 113, 34, 86, 91, 96,
145, 146, y 118, en donde la cantidad es suficiente para aumentar RCT y/o
causar regresion de lesiones aterosclerfticas existentes o reducir la
formacion de las lesiones. En una variacién al método, el paso de
administrar se lleva a cabo por una via oral. En otra variacién al método,
el paso de administrar se combina con la administracién de una resina
fijadora de 4cido biliar, niacina, una estatina, 0 una combinacién de las
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mismas.

[0045] De acuerdo con otra incorporacién preferida de la
presente invencién, se divulga un método de cribado in vitro para
identificar compuestos de prueba que tienden a intensificar el transporte
reverso de colesterol in vivo. El método comprende: medir la acumulacién
de colesterol en hepatocitos in vitro en la presencia y ausencia de los
compuestos de prueba; medir la acumulacién de colesterol y/o descarga en
macrofagos cargados con AcLDL in vitro en la presencia y ausencia de
compuestos de prueba; e identificar compuestos de prueba que intensifican
la acumulacién de colesterol en hepatocitos y reducen los niveles de
colesterol en macréfagos.

[0046] En una variacién al método de cribado, se miden
igualmente los niveles de colesterol en células de misculo liso vascular
cargadas con LDL oxidada in vifro en la presencia y ausencia de
compuestos de prueba. Por consiguiente, el paso de identificar
compuestos de prueba comprende ademés identificar compuestos que
intensifican la acumulacién de colesterol en hepatocitos y reducen niveles
de colesterol en macréfagos y/o reducen los niveles de colesterol en
células de musculo liso vascular.

[0047] En una incorporacién del método de cribado, los
hepatocitos son células de hepatoma HepG2 humano. En otra
incorporacién, los macréfagos con células THP-1 humanas. En otra
incorporacion, las células de muasculo liso vascular son principalmente
células de misculo liso adrtico.

[0048] En otra variaciébn, el método de cribado in vitro
comprende los pasos de: medir la acumulacién de colesterol en hepatocitos
in vitro en la presencia y ausencia de los compuestos de prueba; medir los
niveles de colesterol en células de musculo liso vascular cargadas con
AcLDL in vitro en la presencia y ausencia de compuestos de prueba; e
identificar compuestos de prueba que intensifican la acumulacién de
colesterol en hepatocitos y reducen los niveles de colesterol en células de

musculo liso vascular.
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Breve Descripcién de los Dibujos

[0049] Figura 1 muestra una representacidn esquemdtica de la
sintesis de péptido de fase sélida.

[0050] Figura 2 ilustra la asociacién de las composiciones
derivadas de aminodcido de la presente invencién con lipoproteinas y
albimina. Compuestos radiomarcados se incubaron con plasma de ratén
LDLR-/- a la temperatura de la sala durante 2 horas. Luego de la
incubacién, la mezcla se sometié a electroforesis en gel de agarosa. Se
cuantificd la radioactividad en las bandas que representaban LDL, HDL y
alblimina. La radioactividad ligada a lipoprotefnas y albimina se expresa
como porcentaje de la radioactividad aplicada.

[0051) Figura 3 muestra las composiciones derivadas de
aminodcido de la presente invencién se fijan al higado en ratones macho
ApoAl-/-. Ratones macho ApoAl-/- se inyectaron con 12 ug/ratén de
compuestos radiomarcados. 36 minutos més tarde se recogieron los
higados, se cuantificé la radioactividad y se ajustd por gramo de tejido
himedo. La radioactividad ligada al higado se expresa como % de cpm
total. Cada barra representa la media + SEM (error estindar de la media)
de 4 ratones.

[0052] Figura 4 muestra la distribucion en los 6rganos de SEQ
ID No. 1 y la absorcion preferencial por el higado. Ratones macho ApoAl-
/- se inyectaron con 12 ug de SEQ ID No. 1 radiomarcada. 36 minutos més
tarde se recogieron los drganos, se cuantificd la radioactividad y se ajust6
por gramo de tejido himedo. Cada barra representa la media + SEM de 4
ratones.

[0053] Figure 5 muestra que el acomplejamiento de 125I-LDL
Humana con SEQ ID No. 1 mejoré su fijacidén al higado. La entrega de
LDL al higado se intensifica por SEQ ID No. 1. '®I-LDL sola o '¥I-LDL
acomplejada con SEQ ID No. 1 se inyectaron en ratones machos de los
genotipos deficientes tal como se indica. 36 minutos més tarde se
recogieron los higados y se cuantifico la radioactividad. La radioactividad
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fijada al higado se expresa como % de la radioactividad inyectada. Cadaﬁ
barra representa la media + SEM de 4 ratones.

[0054] Figura 6 muestra que los complejos SEQ ID No. 1-LDL
se fijan al receptor de LDL en el higado. La fijacién de '*I-LDLsola o '*I-
LDL acomplejada con SEQ ID No. 1 al higado de ratones LDLR-/- se rest6é
de su respectiva fijacion al higado de ratones A-I-/-. EIl resultado de la
sustraccion indica el dramatico aumento en la fijacién del complejo a los
receptores de LDL. Cada barra representa la media + SEM de 4 ratones.

[0055] Figura 7 muestra los efectos de SEQ ID No. 1 sobre la
eliminacion de LDL humana de la sangre de ratones con deficiencia de
ApoA-1. '"PI-LDL sola o 'PI-LDL acomplejada con SEQ ID No. 1 se
inyectaron en ratones ApoAl-/-. En los puntos de tiempo indicados se
obtuvo plasma, y se midié radioactividad precipitable con 10%TCA. 100
% es igusdl a radioactividad de la sangre determinada 10 minutos después
de la inyeccion. Cada valor representa la media + 1 SEM de 4 animales.

[0056] Figura 8 muestra el efecto de SEQ ID No. 1 en la
distribucién en los 6rganos de LDL en ratones con deficiencia de ApoA-I 'y
ratones con deficiencia de receptor de LDL. Radioactividad, % =
(radioactividad fijada a los Organos / reactividad de la sangre) x100%.
Aproximadamente 90% de la radioactividad detectada total (en el punto de
tiempo 36 minutos) es la radioactividad de la sangre.

[0057] Figura 9 muestra el efecto de SEQ ID No. 1 sobre los
niveles de colesterol VLDL en el plasma. Los ratones se dividieron en dos
grupos (4 ratones en cada grupo). SEQ ID No. 1 6 PBS se inyectaron por
via intravenosa en ratones experimentales o de control, respectivamente.
En los puntos de tiempo indicados se obtuvo plasma, combinado en cada
grupo, y se aplico en una columna Superose 6. Cada punto de tiempo en la
curva representa la Media £ SEM obtenida de > 6 = 3 perfiles
cromatogréficos.

[0058] Figura 10 muestra el efecto de SEQ ID No. 1 sobre los
niveles de colesterol IDL/LDL en el plasma. Los ratones se dividieron en
dos grupos (4 ratones en cada grupo). SEQ ID No. 1 6 PBS se inyectaron
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por via intravenosa en ratones experimentales o de control,
' respectivamente. En los puntos de tiempo indicados se obtuvo plasma,
combinado en cada grupo, y se aplicé en una columna Superose 6. Cada
punto de tiempo en la curva representa la Media + SEM obtenida de > é =
3 perfiles cromatogréficos.

[0059] Figura 11 muestra el efecto de SEQ ID No. 1 sobre los
niveles de HDL en el plasma. Los ratones se dividieron en dos grupos (4
ratones en cada grupo). SEQ ID No. 1 6 PBS se inyectaron por via
intravenosa en ratones experimentales o de control, respectivamente. En
los puntos de tiempo indicados se obtuvo plasma, combinado en cada
grupo, y se aplicd en una columna Superose 6. Cada punto de tiempo en la
curva representa la Media + SEM obtenida de > 6 = 3 perfiles
cromatogréficos.

[0060] Figura 12 muestra el anélisis de regresion lineal de los
efectos de SEQ ID No. 1 sobre los niveles de colesterol VLDL en el
plasma.

[0061] Figura 13 muestra el anélisis de regresién lineal de los
efectos de SEQ ID No. 1 sobre los niveles de colesterol HDL/LDL en el
plasma.

[0062] Figura 14 muestra el andlisis de regresion lineal de los
efectos de SEQ ID No. 1 sobre los niveles de HDL en el plasma.

[0063] Figura 15 muestra el efecto de SEQ ID No. 1 liberada —
tiempo sobre el pei'ﬁl de lipoproteina en el plasma. Bombas que contenian
SEQ ID No. 1 6 PBS se insertaron quirirgicamente en ratones alimentados
con comida usual por medio de cinula. El caudal de las bombas era de
8ul/hr, que suministrd la cantidad indicada en el cuadro de SEQ ID No. 1
por hora. Los animales se cambiaron a una dieta alta en grasa/colesterol
(HFC) inmediatamente después de la cirugia. 20 horas después se obtuvo
el plasma, se combiné en cada grupo (4 - 6 ratones), y se sometié a FFLC y
electroforesis en gel de agarosa para monitorear el colesterol y la
distribucién de fosfolipidos entre diferentes clases de lipoproteina (por
cuestiones de claridad, no se muestran los datos para los fosfolipidos). El
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efecto se expresa com % de la variacién comparada con el control PBS.

[0064] Figura 16 muestra los efectos a largo plazo (20 horas) de
1a infusién de varias composiciones derivadas de aminoécido de la presente
invencién sobre los perfiles de lipoproteina en el plasma. Bombas que
contenfan SEQ ID No. 1 6 PBS se insertaron quinirgicamente en ratones
alimentados con comida usual por medio de cénula. EIl caudal de las
bombas era de 8ul/hr, que suministré 30-40ug de péptido por hora. Los
animales se cambiaron a una dieta alta en grasa/colesterol (HFC)
inmediatamente después de la cirugfa. 20 horas después se obtuvo el
plasma, se combiné en cada grupo (4 - 6 ratones), y se sometié a FPLC y
electroforesis en gel de agarosa para monitorear el colesterol y la
distribucién de fosfolipidos entre diferentes clases de lipoproteina. El
efecto se expresa como % de la variacién comparada con el control PBS.

[0065] Figura 17 muestra los efectos a largo plazo (160 horas)
de la infusién de varias composiciones derivadas de aminoéicido de la
presente invencién sobre los perfiles de lipoproteina en el plasma. Bombas
que contenian SEQ ID No. 1 6 PBS se insertaron quinirgicamente en
ratones alimentados con comida usual por medio de cénula. El caudal de
las bombas era de 1ul/hr, que suministré la cantidad indicada en el grafico
de péptido por hora. Los animales se cambiaron a una dieta alta en
grasa/colesterol (HFC) inmediatamente después de la cirugia. 160 horas
después se obtuvo el plasma, se combind en cada grupo (4 - 6 ratones), y se
someti6 a FPLC y electroforesis en gel de agarosa para monitorear el
colesterol y la distribucion de fosfolipidos entre diferentes clases de
lipoproteina (por cuestiones de claridad, no se muestran los datos para los
fosfolipidos). El efecto se expresa como % de la variacién comparada con
¢l control PBS.

[0066] Figura 18 muestra los efectos de varios péptidos (SEQ
ID Nos: 34, 86, 91, 96, 35 y 36) de la presente invencién sobre la actividad
de la enzima PLTP. SEQ ID Nos: 34, 86, 91 y 96 resultaron en activacion
de PLTP.

[0067] Figura 19 muestra los efectos agudos de la
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administracion oral de SEQ ID No. 91 sobre los perfiles de lipoproteina en
el plasma y la excrecién de colesterol en acido biliar.

[0068] Figura 20 muestra el efecto de la administraciéon ad
libitum (mediante el agua potable) de AVP-26249 (SEQ ID No. 91) sobre
los perfiles de lipoproteina en el plasma de ratones ApoE-/- alimentados
con comida normal.

[0069] Figura 21 muestra los efectos de la administracion ed
libitum (mediante el agua potable) de AVP-26249 (SEQ ID No. 91), AVP-
26451 (SEQ ID No. 145), AVP-26452 (SEQ ID No. 146) y AVP-26355
(SEQ ID No. 118) sobre los perfiles de lipoproteina en el plasma de ratones
ApoE-/- alimentados con dietas altas en grasa.

[0070] Figura 22 muestra los efectos de la administracién ad
libitum (mediante el agua potable) de AVP-26249 (SEQ ID No. 91), AVP-
26451 (SEQ ID No. 145), AVP-26452 (SEQ ID No. 146) y AVP-26355
(SEQ ID No. 118) sobre la cantidad de colesterol excretado por ratones
ApoE-/- alimentados con dietas altas en grasa.

[0071] Figura 23 es un diagrama esquemitico que muestra un
método de cribado en triangulo de cultivo celular in vitro para compuestos
de prueba con probabilidad de intensificar el RCT in vivo.

[0072) Figura 24 muestra el efecto de AVP-26249 (SEQ 1D No.
91) y AVP-26452 (SEQ ID No. 146) sobre la acumulacién, mediada por
LDL, de colesterol en células HepG2.

{0073] Figura 25 muestra el efecto de AVP-26249 (SEQ ID No.
91) sobre la acumulacion, mediada por Ac-LDL, de colesterol (TC) y
colesteril éster (CE) en macréfagos humanos.

[0074] Figura 26 muestra el efecto de AVP-26249 (SEQ ED NO
91) y AVP-26452 (SEQ ID No. 146) sobre la acumulacién, mediada por
LDL Oxidada (Ox-LDL), de colesterol (TC) y colesteril éster (CE) en
células de musculo liso vascular humano.

[0075] Figura 27 muestra el efecto de AVP-26249 (SEQ ID No.
91) y AVP-26452 (SEQ ID No. 146) sobre la descarga de colesterol de
macréfagos humanos pre-cargados con Ac-LDL.
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[0076] Figura 28 muestra el efecto de AVP-26249 (SEQ ID No.
91) sobre el desarrollo de lesiones aterosclerdticas en la aorta de ratones
ApoE-/-. Ratones macho ApoE-/- se mantuvieron en dieta de comida
comin durante 4 semanas y en HFD (1.25% de colesterol) durante 9.3
semanas. Los ratones recibieron AVP-26249 "ad libitum" mediante el
agua potable en concentraciones de 0, 1.4 y 2.8 mpk durante 13.3 semanas.
Al final del experimento se aislaron las aortas y se evaluaron en cuanto a la
evolucién de lesiones aterosclerdticas.

[0077) Figura 29 muestra el efecto de AVP-26452 (SEQ ID No.
146) sobre el desarrollo de lesiones aterosclerdticas en la aorta de ratones
ApoE-/-. Ratones macho ApoE-/- se mantuvieron en dieta de comida
normal durante 4 semanas y en HFD (1.25% de colesterol) durante 9.3
semanas. Los ratones recibiecron AVP-26452 "ad libitum" mediante el
agua potable en concentraciones de 0, 1.4 y 2.8 mpk durante 13.3 semanas.
Al final del experimento se aislaron las aortas y se evaluaron en cuanto a la
evolucidn de lesiones aterosclerdticas.

[0078] Figura 30 es un diagrama esquematico que muestra las
rutas en el transporte y metabolismo del colesterol. Las abreviaturas
incluyen CE, éster de colesterol; PLTP, proteina de transporte de
fosfolipidos; TG, triglicérido; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL,
lipoproteina de alta densidad; IDL, lipoproteina de densidad intermedia;
LCAT, Lecitina:colesterol aciltransferasa.

Descripcién Detallada de la Incorporacién Preferida

[0079] Los mediadores de RCT in incorporaciones preferidas de
la invencién imitan la funcién y la actividad de ApoA-I. En un aspecto
amplio, estos mediadores son moléculas que comprenden tres regiones, una
regién Acida, una regién lip6fila (por ejemplo, aromdtica), y una region
bédsica. Las moléculas contienen preferiblemente una regién con carga
positiva, una regién con carga negativa, y una region lipofila, sin carga.
Las ubicaciones de las regiones con respecto una con otra pueden variar

entre moléculas; por consiguiente, en una incorporaciéon preferida, las
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moléculas median el RCT independientemente de las posiciones relativﬁ(
de las tres regiones en cada molécula. Aunque en algunas incorporaciones
preferidas, la plantilla molecular o modelo comprende un residuo derivado
de aminoécido édcido, un residuo derivado de aminoacido lipdfilo, y un
residuo derivado de aminoédcido bésico, enlazado en cualquier orden para
formar un mediador de RCT, en otras incorporaciones preferidas, el modelo
molecular puede incorporarse por un solo residuo con regiones Acidas,
lip6filas y bésicas, tales como por ejemplo, el aminoacido fenilalanina
(SEQ ID No. 127).

[0080] En algunas incorporaciones preferidas, los mediadores
moleculares de RCT comprenden trimeros de aminodcidos D- o L-
naturales, andlogos de aminoécido (sintéticos o semisintéticos), y derivados
de aminoédcido. Por ejemplo, un trimero puede incluir un residuo de
aminodcido 4cido o andlogo del mismo, un residuo de aminoécido
aromético o lipdfilo o andlogo del mismo, y un residuo de aminoicido
bésico o andlogo del mismo, uniéndose los residuos por enlaces de péptido
o amida. Por ejemplo, la secuencia de trimero EFR comprende un residuo
4cido (&cido glutdmico), un residuo aromatico (fenilalanina) y un residuo de
aminodcido bésico (arginina). En otros aspectos preferidos de la invencion,
los mediadores moleculares pueden ser compuestos més grandes a base de
aminoécido, que comprenden uno o mas de trimeros de aminodcido. Por
ejemplo, el decapéptidlo, YEFRDRMRTH, comprende la secuencia de
trimero 4cida-aromética-bésica, EFR, ya discutida o efr o rfe, es decir, que
contienen aminodcido D, residuos o E-(4-Fenil)-FR o residuos de
aminodcido modificados o sintéticos o semisintéticos.

[0081] Aunque los mediadores moleculares de RCT comparten el
aspecto comin de reducir el colesterol en el suero mejorando las rutas de
RCT directas y/o indirectas (es decir, aumentando la descarga de
colesterol), los mediadores preferidos pueden exhibir infer alia uno o méas
de los siguientes atributos funcionales especificos: capacidad de formar
estructuras helicoidales anfipaticas o sub-estructuras de las mismas en la
presencia o ausencia de lipido, capacidad de fijar lipidos, capacidad de
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formar complejos seudo-pre-8 o seudo-HDL ("pre-fi-like or HDLJ@/
complexes"), capacidad de activar LCAT, y capacidad de aumentar la
concentraciéon de HDL en el suero.

[0082] A la fecha, los esfuerzos en disefiar agonistas ApoA-I se
han centrado en las estructuras unitarias de 22-meros, por ejemplo, el "22-
mero de consenso" de Anantharamaiah y colaboradores, 1990,
Arteriosclerosis 10(1):95-105; Venkatachalapathi y colaboradores, 1991,
Mol. Conformation and Biol. Interactions, Indian Acad. Sci. B:585-596,
que son capaces de formar a-hélices anfipéticas en la presencia de lipidos.
(Véase por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 6,376,464 dirigida
a imitadores de péptido derivados de modificaciones del 22-mero de
consenso). De acuerdo con un aspecto preferido de la presente invencion,
sub-estructuras a-helicoidales anfipéticas relativamente cortas (menos de
alrededor de 10 residuos de aminodcido), que se derivan de cualquiera de
los multiples dominios a-helicoidales de la ApoA-I intacta se sintetizaron y
probaron como mediadores de RCT. Hay varias ventajas de usar tales
péptidos relativamente cortos, comparados con 22-meros mas largos. Por
ejemplo, los mediadores més cortos de RCT son mas ficiles y menos
costosos de producir, son quimica y adaptablemente mas estables, las
conformaciones preferidas permanecen relativamente rigidas, hay pocas o
ningunas interacciones intra-moleculares en la cadena péptida, y los
péptidos mds cortos exhiben un mayor grado de disponibilidad oral.
Miltiples copias de estos péptidos mds cortos podrian fijarse a la HDL o
LDL produciendo el mismo efecto de un péptido grande mas restringido.
Aunque la multifuncionalidad de ApoA-I puede basarse en las
contribuciones de sus miltiples dominios a-helicoidales, es también posible
que incluso una funcién Gnica de ApoA-I, por ejemplo, activacién de
LCAT, pueda estar mediada en una forma redundante por més de uno de los
dominios a-helicoidales. Por lo tanto, en un aspecto preferido de la
presente invencién, multiples funciones de ApoA-I pueden imitarse por los
mediadores divulgados de RCT, que se dirigen a un sub-dominio Gnico.

[0083] Tres caracteristicas funcionales de ApoA-l son



WO 2004/0844471 PCT/US2004/012448 Z\ ’L

ampliamente aceptadas como criterios principales para el disefio de agonisﬁ%/
ApoA-I: (1) capacidad de asociarse con fosfolipidos; (2) capacidad de
activar LCAT; y (3) capacidad de promover la descarga de colesterol de las
células. Algunas de las rutas de metabolismo y transporte de colesterol se
ilustran en Figura 30. Los mediadores moleculares de RCT, de acuerdo
con algunas modalidades de la presente invencién, pueden exhibir
tnicamente la Gltima caracteristica funcional — capacidad de aumentar
RCT. No obstante, muy pocas otras propiedades de ApoA-I, que a menudo
se pasan por alto, hacen de la ApoA-I una diana particularmente atractiva
para intervencién terapéutica. Por ejemplo, ApoA-l dirige el flujo de
colesterol al higado mediante un proceso mediado por receptor y modula la
produccién de pre-B-HDL (aceptor primario de colesterol de tejidos
periféricos) mediante una reaccién inducida por PLTP. No obstante, estas
caracteristicas permiten la ampliacién de la potencial utilidad de moléculas
miméticas de ApoA-l. Este enfoque, enteramente novedoso, de apreciar la
funcién imitadora de ApoA-I, permitird el uso de los péptidos o moléculas
pequefias derivadas de aminodcido, que se divulgan aqui, para facilitar el
RCT directo (mediante la ruta HDL), asi como RCT indirecto (es decir,
interceptar y depurar las LDLs de la circulacion, re-dirigiendo su flujo al
higado); véase por ejemplo Figura 30. Para estar en capacidad de
intensificar el RCT indirecto, los mediadores moleculares de la presente
invencién serdn preferiblemente capaces de asociarse con fosfolipidos y
fijarse al higado (es decir, servir como ligando para sitios de fijacién de
lipoproteina hepética).

[0084] Por consiguiente, una meta de los esfuerzos investigativos
que condujeron a la presente invencién era identificar, disefiar y sintetizar
los mediadores de de péptido estable, corto (menos de alrededor de 10
residuos de aminoédcido), de RCT que exhiben conformacién de fijacion de
lipido preferencial, aumentan el flujo de colesterol al higado facilitando el
transporte reverso de colesterol, directo y/o indirecto, mejoran el perfil de
lipoproteina en el plasma y, posteriormente, previenen la evolucién y/o

promueven incluso la regresion de lesiones ateroscleréticas.
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[0085] Nuestra estrategia de disefio de péptido fue: (M
determinar regiones interactives relativamente cortas (3-15 residuos de
aminodcido) en los dominios a-helicoidales anfipéticos de ApoA-I; (2)
basar nuestra primera generacién de péptidos en una secuencia ApoA-I
exacta; (3) disefiar péptidos de acuerdo con las reglas generales surgidas de
la investigacidn de dominios a-helicoidales anfipiticos de ApoA-I; (4)
definir los limites inferiores de la longitud de secuencia de péptido, los
residuos criticos de aminodcido, y la topografia exacta en el péptido més
corto posible, que todavia exhibe tanto estructura secundaria a-helicoidal
anfipitica como actividad ApoA-I in vitro e in vivo; y (5) incorporar
propiedades fisico-quimicas definidas en el disefio de péptidos de pseudo-
pequefia-molécula ("small~molecule-like peptides™) incluso mds cortos y/o
otras moléculas pequefias que evolucionaron en el Modelo Molecular ya
descrito.

[0086] Los mediadores de RCT de la invencién pueden
prepararse en formulaciones farmacéuticas estables en masa o unitarias, por
ejemplo, productos lofilizados, que pueden reconstituirse antes del uso in
vivo o reformularse. La invencion incluye las formulaciones farmacéuticas
y el uso de tales preparaciones en el tratamiento de hiperlipidemia,
hipercolesterolemia, cardiopatia coronaria, arterioesclerosis, y otras
afecciones tales como endotoxemia causante de choque septicémico.

[0087] La invencion se ilustra mediante ejemplos précticos que
demuestran que los mediadores de RCT de la invencién se asocian con el
componente HDL y LDL del plasma, y pueden aumentar la concentracién
de particulas HDL y pre-B-HDL, y reducir los niveles en el plasma de LDL.
En consecuencia, promueven el RCT directo e indirecto. Los mediadores
de RCT de la invencion aumentan la acumulacién de colesterol mediado
por LDL humana en hepatocitos humanos (células HepG2) (como se indica
en Figura 24). Los mediadores de RCT son también eficientes en activar
PLTPy, por lo tanto, promueven la formacién de particulas pre-B-HDL. El
aumento del colesterol HDL sirvi6 como evidencia indirecta de la
implicacién de LCAT (activacién de LCAT no se mostr6 directamente (in
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vitro)) en el RCT. El uso de los mediadores de RCT de la invencién in vivo
en modelos animales resulta en un aumento de la concentracién de HDL en
el suero.

[0088] La invencién se expone con mas detalle en las sub-
secciones siguientes, que describen la composicién y estructura de los
mediadores de RCT; la caracterizacién funcional y estructural; los métodos
de preparacion de formulaciones farmacéuticas unitarias y en masa; y los
métodos de uso.

Estructura del Péptido y Funcion
[0089] Los mediadores de RCT de la invencién son generalmente

péptidos, o sus andlogos, que imitan la actividad de ApoA-I. Los
mediadores de RCT se componen de menos de alrededor de 10 residuos de
aminoécido, o un andlogo de los mismos. En algunas incorporaciones, por
lo menos un enlace amida en el péptido se reemplaza con una amida
sustituida, un iséstero de una amida o un imitador de amida.
Adicionalmente, uno o mds enlaces amida pueden reemplazarse con
fracciones peptidomiméticas o miméticas de amida, que no interfieren
significativamente la estructura o actividad de los péptidos. Fracciones
miméticas apropiadas de amida se describen, por ejemplo, en Olson y
colaboradores, 1993, J. Med. Chem. 36:3039-3049.

[0090] Una -caracteristica preferida de los péptidos es su
capacidad de formar a-hélices anfipéticas o sub-estructuras. Por anfipédtico
se da a entender que la a-hélice tiene caras hidréfilas e hidrofébicas
opuestas orientadas a lo largo de su eje longitudinal, es decir, una cara de la
hélice proyecta principalmente cadenas laterales hidréfilas, mientras que la
cara opuesta proyecta principalmente cadenas laterales hidréfobas.

[0091] Como se discutird seguidamente més a fondo en
conjuncién con formas mutadas o alteradas de los péptidos, ciertos residuos
de aminodcido pueden reemplazarse con otros residuos de aminoécido, de
manera que las caras hidréfilas e hidréfobas de la hélice formadas por los
péptidos puedan no componerse enteramente de aminodcidos hidréfilos e
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hidréfobos, respectivamente. Por lo tanto, hay que entender que cuanﬁyv
menciona la a-hélice anfipética formada por los péptidos de la invencién, la
expresion "cara hidréfila" se refiere a una cara de la hélice que tiene
cardcter hidrofilo neto general. La expresion "cara hidrofoba” se refiere a
una cara del péptido que tiene cardcter hidréfobo neto general. Sin
pretender entrar en limitaciones tedricas particulares, se cree que ciertas
propiedades fisicas y/o estructurales de las estructuras helicoidales
anfipéticas formadas por los péptidos pueden contribuir a su actividad. Las
propiedades incluyen el grado de anfipaticidad, hidrofobicidad general,
hidrofobicidad media, déngulos hidréfilos e hidréfobos, momento hidréfobo,
momento hidréfobo medio, y carge neta de la a-hélice. El grado de
anfipaticidad (grado de asimetria de hidrofobicidad) puede cuantificarse
convenientemente calculando el momento hidréfobo (py) de la hélice.
Métodos para calcular |y para una secuencia péptida particular son bien
conocidos en el arte, y se describen, por ejemplo en Eisenberg, 1984, Ann.
Rev. Biochem. 53:595-623. El py efectivo obtenido para un péptido
particular dependeri del nGmero total de residuos de aminoécido que
componen el péptido. Por consiguiente, por lo general no es informativo
comparar directamente 1, para péptidos de longitudes diferentes.

[0092] Las anfipaticidades de péptidos de diferentes longitudes
pueden compararse directamente mediante el momento hidréfobo medio
(<p>). EL momento hidrofobo medio puede obtenerse dividiendo p por el
nimero de residuos en la hélice (es decir, <p;>=p/N). Generalmente, los
péptidos preferidos, que exhiben un <p;> en el margen de 0.45 a 0.65,
determinado usando la escala de hidrofobicidad de consenso normalizada
de Eisenberg (Eisenberg, 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142), se consideran
estar dentro del émbito de la presente invencidn, prefiriéndose un <p;> en
el margen de 0.50 a 0.60.

[0093] La hidrofobicidad general o total (H,) de un péptido
puede calcularse convenientemente tomando la suma algebraica de las
hidrofobicidad de cada residuo de aminoacido en el péptido:
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(es decir,H, =ZH,],
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donde N es el nGmero de residuos de aminoécido en el péptido y H; es la
hidrofobicidad del residuo de aminodcido ;). La hidrofobicidad media
(<H;>) es la hidrofobicidad dividida por el nimero de residuos de
aminoécido (es decir, <H>=H,/N). Generalmente, péptidos que exhiben
una hidrofobicidad media en el margen de -0.050 a -0.070, determinada
usando la escala de hidrofobicidad de consenso normalizada de Eisenberg
(Eisenberg, 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142) se consideran estar dentro
del 4mbito de la presente invencién, prefiriéndose una hidrofobicidad media
en el margen de -0.030 a -0.055.

[0094] La hidrofobicidad total de la cara hidréfoba (H, ™) de
una hélice anfipitica puede obtenerse tomando la suma de las
hidrofobicidades de los residuos hidr6fobos de aminoacido que caen dentro
del dngulo hidrofobo como se define a continuacién:

H:h = iﬂr ’
il

donde H,; es como se define anteriormente y Ny es el niimero total de
aminoécidos hidréfobos en la cara hidr6foba). La hidrofobicidad media de
la cara hidréfoba (<H”*>) es H,”*/Ny, donde Ny es como ya se definié.
Generalmente, péptidos que exhiben una <H.**> en el margen de 0.90 a
1.20, determinada usando la escala de hidrofobicidad de consenso de
Eisenberg (Eisenberg, 1984, més arriba; Eisenberg y colaboradores, 1982,
mas arriba) se consideran estar dentro del dmbito de la presente invencion,
prefiriéndose una <H**> en el margen de 0.94 a 1.10.

[0095] El angulo hidréfobo (dngulo pho) se define generalmente
como el dngulo o arco cubierto por el tramo continuo mas largo de residuos
hidréfobos de aminoécido cuando el péptido se dispone en la representacién
de la rueda helicoidal de Schiffer-Edmundson (es decir, el nimero de
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residuos hidr6fobos contiguos en la rueda multiplicado por 20°). El éngulo
hidréfilo (dngulo phi) es la diferencia entre 360° y el angulo pho (es decil:,
360°- dngulo pho). Aquellas personas expertas en el arte reconocerdn que
los 4ngulos pho y phi dependerin, en parte, del niimero de residuos de
aminoécido en el péptido.

[0096] Se espera que péptidos anfipiticos y mediadores
moleculares, que poseen regiones icidas, aromiticas y basicas, de acuerdo
con aspectos preferidos de la presente invencién, fijan fosfolipidos
apuntando sus caras hidréfobas hacia las cadenas alquilicas de las
fracciones del lipido. Se cree que el grupo hidréfobo generari afinidades de
fijacion de lipido suficientemente fuertes para los péptidos de la invencién.
Puesto que la fijacién de lipido es pre-requisito para la activacién de
LCAT, se cree asimismo que el grupo hidréfobo puede intensificar la
activacién de LCAT. Adicionalmente, se ha descubierto 2 menudo que los
residuos aromdticos son importantes en anclar péptidos y proteinas a lipidos
(De Kruijff, 1990, Biosci. Rep. 10:127-130; O'Neil and De Grado, 1990,
Science 250:645-651; Blondelle y colaboradores, 1993, Biochim. Biaphys.
Acta 1202:331-336).

[0097] Las interacciones ente los péptidos de la invencion y los
lipidos conducen en incorporaciones preferidas a la formacién de complejos
péptido-lipido. El tipo de complejo obtenido (co-micelas, discos, vesiculas
o multi-capas) dependeré de la relacion molar lipido:peptido, forméndose
generalmente co-micelas con relaciones molares bajas lipido:péptido y
complejos discoides y vesiculares o multi-capa con relaciones molares
crecientes lipido:péptido. Esta caracteristica se ha descrito para péptidos
anfipiticos (Epand, The Amphipathic Helix, 1993) y para ApoA-I (Jones,
1992, Structure and Function of Apolipoproteins, Chapter 8, pdginas 217-
250). La relacién molar lipido:péptido determina también el tamaifio y
composicion de los complejos.

[0098] En el modelo estructural generalmente aceptado de
ApoA-], las a-hélices anfipéticas se empaquetan alrededor del borde de la
HDL discoide. En este modelo, se asume que las hélices estdn alineadas
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con sus caras hidréfobas apuntando hacia las cadenas acilo lipidicas
(Brasseur y colaboradores, 1990, Biochim. Biophys. Acta 1043:245-252).
Las hélices se organizan en forma antiparalela, y se cree que un efecto
cooperativo entre las hélices contribuye a la estabilidad del complejo de
HDL discoide (Brasseur y colaboradores, més arriba). Aunque se ha
propuesto que un factor que contribuye a la estabilidad del complejo de
HDL discoide es la existencia de interacciones iénicas entre residuos 4cidos
y bésicos en ApoA-I que resultan en la formacion de puentes de sal
intermoleculares o enlaces de hidrégeno entre residuos en hélices anti-
paralelas adyacentes, tales interacciones intermoleculares no son necesarias
para la actividad de los mediadores moleculares. Por consiguiente,
caracterfsticas adicionales de algunos de los mediadores de RCT son su
capacidad de formar enlaces de hidrégeno intermoleculares unos con otros
cuando se alinean una forma anti-paralela con sus caras hidr6fobas
apuntando en la misma direccién, como seria el caso cuando los mediadores
estdn unidos a lipidos.

[0099]  Se sostiene ampliamente que la formacion de un enlace de
hidrégeno intramolecular o puente de sal entre residuos dcidos y bdsicos,
respectivamente, en las posiciones i ¢ i+3 de la hélice estabilizan la
estructura helicoidal (Marqusee y colaboradores, 1985, PNAS. USA
84(24):8898-8902). No obstante, tales interacciones intramoleculares son
minimas en los mediadores moleculares relativamente pequefios de la
presente invencién.

[0100] Tal como se emplea aqui, las abreviaturas de los
aminodcidos  L-enantioméricos  genéticamente  codificados  son
convencionales y son como sigue: Los D-aminoéacidos se designan con

min(scula, por ejemplo D-alanina = a, etc.,

Tabla 1
Aminodcidos Simbolo de Una Letra Abreviatura Comiin
Alanina A Ala
Arginina R Arg



WO 2004/0044471 PCT/US2004/012445 Z\q

b

Asparagina N Asn
Acido Aspértico D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q Gln
Acido Glutdmico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Aminodcidos Simbolo de Una Letra Abreviatura Comiin
Isoleucina I Ile
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptéfano W Trp
Tirosina Y Tyr
Valina \'/ Val

[0101] Ciertos residuos de aminoédcido en los mediadores de
péptido de RCT pueden reemplazarse con otros residuos de aminoécido sin
afectar significativamente en forma perjudicial, y en muchos casos incluso
intensificando, la actividad de los péptidos. Por consiguiente, también
contempladas por la presente invencién se encuentran formas alteradas o'
mutadas de los mediadores de péptido de RCT en donde por lo menos un
residuo de aminoédcido definido en la estructura se sustituye con otro
residuo de aminoécido o derivado y/o andlogo del mismo. Como una de
las caracteristicas que afectan la actividad de los péptidos de la invencidén
puede ser su capacidad de formar a-hélices en la presencia de lipidos que
exhiben las propiedades anfipiticas y demas propiedades descritas
anteriormente, se reconocerd que en incorporaciones preferidas de la
invencién, las sustituciones de aminoacido son conservadoras, es decir, el
residuo de aminoécido reemplazante posee propiedades fisicas y quimicas
que son similares al residuo de aminodcido que se esté sustituyendo.

[0102] Para efectos de determinar sustituciones conservadoras

de aminoécido, los aminoacidos pueden clasificarse convenientemente en
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dos categorias principales — hidréfilos e hidréfobos — dependiendo
principalmente de las caracteristicas fisico-quimicas de la cadena lateral de
aminodcido. Estas dos categorias principales pueden clasificarse a su vez
en sub-categorias que definan més claramente las caracteristicas de las
cadenas laterales de aminoédcido. Por ejemplo, la clase de aminoécidos
hidrdfilos puede subdividirse alin mds en aminodcidos acidos, bésicos y
polares. La clase de aminodcidos hidréfobos puede subdividirse atn mds
en aminodcidos arométicos y no polares. Las definiciones de las distintas
categorias de aminodcidos que definen ApoA-1 son las siguientes:

[0103] El término "aminoacido hidréfilo" se refiere a un
aminodcido que exhibe una hidrofobicidad de menos de cero de acuerdo
con la escala de hidrofobicidad de consenso normalizado de Eisenberg y
colaboradores, 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142. Aminoécidos
hidréfilos genéticamente codificados incluyen Thr (T), Ser (S), His (H),
Glu (E), Asn (N), Gin (Q), Asp (D), Lys (K) y Arg (R).

[0104] El término "aminodcido hidréfobo" se refiere a un
aminodcido que exhibe una hidrofobicidad de mas de cero de acuerdo con
la escala de hidrofobicidad de consenso normalizado de Eisenberg y
colaboradores, 1984, J. Mol. Biol. 179:125-142. Aminoécidos
hidréfobos genéticamente codificados incluyen Pro (P), Ile (I), Phe (F),
Val (V), Leu (L), Trp (W), Met (M), Ala (A), Gly (G) y Tyr (Y).

[0105] El término "aminoédcido é&cido" se refiere a un
aminodcido hidréfilo con un valor de cadena lateral pK de menos de 7.
Los aminodcidos dcidos tipicamente tienen cadenas laterales
negativamente cargadas con pH fisiolégico debido a la pérdida de un i6n
de hidrégeno ion. Aminodcidos écidos genéticamente codificados
incluyen Glu (E) y Asp (D).

[0106) El término "aminodcido badsico” se refiere a un
aminoécido hidréfilo con un valor de cadena lateral pK de més de 7. Los
aminodcidos bésicos tipicamente tienen cadenas laterales positivamente
cargadas con pH fisioldgico debido a la asociacién con un i6n de hidronio.
Aminoécidos bésicos genéticamente codificados incluyen His (H), Arg (R).
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y Lys (K).

[0107] El término "aminodcido polar” se refiere a un aminodcido
hidréfilo con una cadena lateral que no estd cargada con pH fisiolégico,
pero que tiene por lo menos un enlace en el cual el par de electrones
compartidos en comiin por dos 4tomos se mantiene m4s estrechamente por
uno de los dtomos. Aminoacidos polares genéticamente codificados
incluyen Asn (N), Gin (Q) Ser (S) y Thr (T).

[0108] El témmino “aminodcido no polar" se refiere a un
aminoécido hidréfobo con una cadena lateral que no esti cargada con pH
fisiolégico y que tiene enlaces en los cuales el par de electrones
compartidos en comiin por dos 4tomos se mantiene por lo general en forma
igual por cada uno de los dos itomos (es decir, la cadena lateral no es
polar). Aminodcidos no polares genéticamente codificados incluyen Leu
(L), Val (V), lie (I), Met (M), Gly (G) y Ala (A).

[0109] El término "aminodcido aromético” se refiere a un
aminoacido hidréfobo con una cadena lateral que tiene por lo menos un
anillo aromético o heteroaromético. El anillo aromético o heteroaromaético
puede contener uno o més sustituyentes tales como —OH, —SH, —CN,
—F, —Cl, —Br, —1, —NO;, —NO, —NH;, —NHR, —NRR, —C(O)R,
—C(O)OH, —C(O)OR, —C(O)NH;, —C(O)NHR, —C(O)NRR y
similares, donde cada R es independientemente (C, - Cgalquilo, (C, - C¢)
alquilo sustituido, (C; - C¢) alquenilo, (C, - C¢) alquenilo sustituido, (C, -
Ce) alquinilo, (C, - Cg) alquinilo sustituido, (Cs - Cy) arilo, (Cs - Ca) arilo
sustituido, (C - Cz¢) alquilarilo, (Cg - C26) alquilarilo sustituido, heteroarilo
de 5-20 miembros, heteroarilo de 5-20 miembros sustituido,
alquilheteroarilo de 6-26 miembros o alquilheteroarilo de 6-26 miembros
sustituido. Aminodcidos aromiticos genéticamente codificados incluyen
Phe (F), Tyr (Y) y Trp (W)

[0110] El término "aminodcido alifitico” se refiere a un
aminodcido hidréfobo que tiene una cadena hidrocarburo alifético.
Aminodcidos alifiticos genéticamente codificados incluyen Ala (A), Val

(V), Leu (L) y Ile ().
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[0111] El residuo de aminodcido Cys (C) es inusual en el
sentido de que puede formar puentes disulfuro con otros residuos Cys (C)
u otros aminodcidos que contienen sulfanilo. La capacidad de los residuos
Cys (C) (y demés aminoécidos con cadenas laterales que contienen —SH)
de existir ei un péptido, ya sea en la forma de —SH libre reducido o ya
sea en la forma oxidada punteada con disulfuro, afecta en cuanto a si los
residuos Cys (C) aportan caricter hidréfobo o hidréfilo neto a un péptido.
Aunque Cys (C) exhibe una hidrofobicidad de 0.29 de acuerdo con la
escala de consenso normalizado de Eisenberg (Eisenberg, 1984, mis
arriba), hay que entender que para efectos de la presente invencién Cys (C)
se categoriza como un aminodcido hidréfilo polar, a pesar de las
clasificaciones generales ya definidas.

[0112] Como se observard por las personas expertas en el arte,
las categorias ya definidas no son mutuamente excluyentes. Por lo tanto,.
amino dcidos con cadenas laterales que exhiben dos o més propiedades
fisico-quimicas pueden incluirse en multiples categorias. Por ejemplo,
cadenas laterales de aminodcido con fracciones arométicas que se
sustituyen alin més con sustituyentes polares, tales como Tyr (Y), pueden
exhibir propiedades tanto hidrofobas aromaéticas como propiedades polares
.0 hidréfilas y, por lo tanto, pueden incluirse en las categorias aromsticas y
polares. La categorizacién apropiada de cualquier aminodcido serd
evidente a las personas expertas en el arte, especialmente a la luz de la
divulgacién detallada proporcionada aqui.

[0113] Ciertos residuos de aminoécido, llamados aminoécidos
"disruptores de hélice" tienen una propension a desestabilizar la estructura
de las a-hélices cuando estan contenidos en posiciones intemas dentro de
la hélice. Residuos de aminodcido que exhiben tales propiedades
disruptoras de hélice son bien conocidos en el arte (véase, por ejemplo,
Chou and Fasman, Ann. Rev. Biochem, 47:251-276) e incluyen Pro (P),
Gly (G) y potencialmente todos los D-aminodcidos (cuando se encuentran
contenidos en un L-péptido; inversamente, los L-aminodcidos
desestabilizan la estructura helicoidal cuando se encuentran contenidos en-
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un D-péptido). Aunque estos residuos de aminoacido disruptor de hélice
caen dentro de las categorias ya definidas, con la excepcién de Gly (G),
estos residuos generalmente no se usan para sustituir residuos de
aminodcido en posiciones internas dentro de la hélice — por lo general se
utilizan para sustituir 1-3 residuos de aminodcido en el N-término y/o C-
término del péptido.

[0114] Aunque las categorias ya definidas se han ejemplificado
en términos de los aminodcidos genéticamente codificados, las
sustituciones de aminodcido no necesitan estar y, en ciertas_
incorporaciones preferiblemente no estin, restringidas a los aminoécidos
genéticamente codificados. Ciertamente, muchos de los mediadores de
péptido preferidos de RCT contienen aminodcidos genéticamente no
codificados. Por consiguiente, aparte de los aminodcidos genéticamente
codificados, de ocurrencia natural, los residuos de aminoécido en los
mediadores de péptido de RCT pueden sustituirse con aminoécidos no
codificados de ocurrencia natural y aminoécidos sintéticos.

[0115]) Ciertos aminodcidos cominmente encontrados que
proporcionan sustituciones Utiles para los mediadores de péptido de RCT
incluyen, pero no se limitan a, PB-alanina (f-Ala) y otros omega-
aminodcidos tales como 4cido 3-aminopropitnico, 4cido 2,3-
diaminopropiénico (Dpr), #cido 4-aminobutirico, etc.; d4cido a-
aminoisobutirico (Aib); dcido s-aminohexanoico (Aha); é4cido &-
aminovalérico (Ava); N-metilglicina o sarcosina (MeGly); ornitina (Om);
citrulina (Cit); t-butilalanina (t-BuA); t-butilglicina (t-BuG); N-
metilisoleucina (Melle); fenilglicina (Phg); ciclohexilalanina (Cha);
norleucina (Nle); naftilalanina (Nal); 4-fenilfenilalanina, 4-
clorofenilalanina  (Phe(4-Cl)); 2-fluorofenilalanina  (Phe(2-F)); 3-.
fluorofenilalanina ~ (Phe(3-F));  4-fluorofenilalanina  (Phe(4-F));
penicilamina (Pen); é4cido 1,2,3,4-tetrahdroisoquinolina-3-carboxilico
(Tic); p-2-tienilalanina (Thi); sulfoxido de metionina (MSO);
homoarginina (hArg); N-acetil lisina (AcLys); acido 2,4-diaminobutirico
(Dbu); é4cido 2,3-diaminobutirico (Dab); p-aminofenilalanina (Phe
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(pNH3)); N-metil valina (MeVal); homocisteina (hCys), homofenilalanina
(hPhe) y homoserina (hSer); hidroxiprolina (Hyp), homoprolina (hPro),
aminoécidos N-metilados y peptoides (glicinas N-sustituidas).

[0116] Otros residuos de aminodcido no especificamente
mencionados aqui pueden categorizarse fécilmente, con base en sus
propiedades fisicas y quimicas observadas a la luz de las definiciones
provistas aqui.

[0117] Las clasificaciones de los aminodcidos genéticamente
codificados y comunes no codificados, de acuerdo con las categorias ya
definidas se resumen en Tabla 2, mds adelante. Hay que entender que
Tabla 2 es para fines de ilustracién unicamente y que no pretende ser un
listado exhaustivo de residuos de aminodcido y derivados que pueden
usarse para sustituir los mediadores de péptido de RCT descritos aqui.

Tabla2.  CLASIFICACIONE DE AMINOACIDOS
COMUNMENTE ENCONTRADOS
Genéticamente
Clasificacién No Genéticamente Codificado
Codificado

Hidréfobo

Aromético F,Y,W Phg, Nal, Thi, Tic, Phe (4-Cl), Phe
(2-F), Phe (3-F), Phe (4-F), hPhe

No polar L,V,LM,G,A,P t-BuA, t-BuG, Melle, Nle, MeVal,
Cha, McGly, Aib

Alifético AV,LI b-Ala, Dpr, Aib, Aha, MeGly, t-
BuA, t-BuG, Melle, Cha, Nle,
MeVal

Hidréfilo

Acido D,E

Bésico HK,R Dpr, Orn, hArg, Phe(p-NHy), Dbu,
Dab

Polar C,QN,S, T Cit, AcLys, MSO, bAla, hSer

Disruptor de PG D-Pro y otros D-aminoacidos (en

Hélice L-péptidos)

[0118] Otros residuos de aminodcido no especificamente
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mencionados aqui puede categorizarse facilmente, con base en sus
propiedades fisicas y quimicas observadas a la luz de las definiciones
provistas aqui.

[0119] Aunque en la mayoria de los casos, los aminodcidos de
los mediadores de péptido de RCT se sustituirin con aminoicidos L-
enantioméricos, las sustituciones no se limitan a aminodcidos L-
enantioméricos. Por lo tanto, también incluidas en la definicién de formas
"mutadas” o "alteradas" se encuentran aquellas situaciones en que un L-
aminodcido se reemplaza con un D-aminoécido idéntico (por ejemplo, L--
Arg—D-Arg) o con un D-aminodcido de la misma categoria o
subcategoria (por ejemplo, L-Arg D-Lys), y viceversa. Ciertamente, en
ciertas incorporaciones preferidas que son apropiadas para administracion
oral a sujetos animales, los péptidos pueden componerse ventajosamente
de por lo menos un aminodcido D-enantiomérico. Se cree que péptidos
que contienen tales D-aminodcidos son m4s estables a la degradacién en la
cavidad oral, intestino o suero, que los péptidos compuestos
exclusivamente de L-aminoécidos.

[0120] Como ya se anotd, los D-aminoécidos tienden a
desestabilizar la estructura de las a-hélices cuando se encuentran
contenidos en posiciones internas con un L-péptido a-helicoidal. Més ain,
se ha observado que ciertas formas mutadas de los mediadores de péptido
de RCT, que se componen enteramente de D-aminoécidos, exhiben una
activacion de LCAT significativamente inferior, el anélisis descrito
aqui, que péptidos idénticos compuestos enteramente de L-aminoécidos.
Como consecuencia, los D-aminoécidos no se usan por lo general para
sustituir L-aminoédcidos internos; las sustituciones de D-aminoédcido se
limitan generalmente a 1-3 residuos de aminodcido en el N-término y/o C-
término del péptido. En el caso de péptidos de d-aminodcido pequefios,
esta regla puede no aplicarse ya que multiples copias del péptido podrian
estar asociadas a HDL o LDL para adquirir la conformacion necesaria
para el RCT.

[0121] Como se discutié previamente, el aminodcido Gly (G)
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actia generalmente como un residuo disruptor de hélice cuando se
encuentra contenido en posiciones internas de un péptido. Por lo tanto,
aunque se considera generalmente que Gly (G) es un residuo disruptor de
hélice, Gly (G) puede usarse para sustituir aminodcidos en posiciones
internas de los mediadores de péptido de RCT. Preferiblemente, sblo
residuos internos posicionados dentro de alrededor de =1 vuelta helicoidal
del centro del péptido (particularmente para péptidos compuestos de un
nimero par de aminoécidos) se sustituyen con Gly (G). Adicionalmente,
se prefiere que inicamente un residuo de aminodcido interno en el péptido
se sustituya con Gly (G).

[0122] La estructura nativa de ApoA-I contiene ocho unidades
helicodales que se cree que actian en concierto para fijar lipidos
(Nakagawa y colaboradores, 1985, J. Am. Chem. Soc. 107:7087-7092;
Anantharamaiah y colaboradores, 1985, J. Biol Chem. 260:10248-
10262; Vanloo y colaboradores, 1991, J. Lipid Res. 32:1253-1264;
Méndez y colaboradores, 1994, J. Clin. Invest. 94:1698-1705; Palgunari
y colaboradores, 1996, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 16:328-338;
Demoor y colaboradores, 1996, Eur. J. Biochem. 239:74-84). Por
consiguiente, también incluidos en la presente invencién se encuentran
mediadores de RCT compuestos’ por dimers, trimeros, tetrimeros e
inclusive polimeros de orden mds elevado ("multimeros") de los dominios
helicoidales descritos aqui. Tales muitimeros pueden estar en la forma e_
repeticiones en tandem, redes ramificadas o combinaciones de las mismas.
Los mediadores de péptido de RCT pueden estar directamente unidos unos
a otros, separados por uno o mds enlazantes, o usarse independientemente
para asociarse en estequiometria multimérica con lipido (por ejemplo, 2:1,
3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1 de mediador:lipido y, posiblemente, relaciones
estequiométricas mds altas).

[0123] Los mediadores de péptido de RCT que comprenden los
multimeros pueden incluir regiones de la secuencia peptidica de ApoA-I,
andlogos de la secuencia ApoA-I, formas mutadas de ApoA-I, formas.
truncadas o internamente eliminadas de ApoA-I, formas ampliadas de
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ApoA-I y/o combinaciones de las mismas. Formas truncadas de los
mediadores de péptido de RCT se obtienen eliminando uno o més
aminoédcidos del N- y/o C-término de mediadores de RCT. Formas
eliminadas internamente se obtienen eliminando uno o més aminoécidos
de las posiciones internas dentro de los mediadores de péptido de RCT.
Los residuos de aminodcido interno eliminados pueden ser o no residuos
consecutivos. Las personas expertas en el arte reconocerin que eliminar
un residuo de aminoécido interno de mediadores de péptido de RCT puede
hacer que el plano de la interface hidrofila-hidréfoba de la hélice rote en el
punto de eliminacin. Como tales rotaciones pueden alterar
significativamente las propiedades anfipiticas de la hélice resultante, en
una incorporacion preferida de la invencién los residuos de aminoacido se
eliminan de tal modo que sustancialmente conserven la alineacién del
plano de la interface hidréfile-hidréfoba a lo largo de todo el eje
longitudinal de la hélice.

Enlazantes

[0124] Los mediadores de péptido de RCT pueden conectarse o
enlazarse en una forma cabeza-a-cola (es decir, N-término a C-término),
una forma cabeza-a-cabeza, (es decir, N-término a N-término), una forma
cola-a-cola (es decir, C-término a C-témino), o combinaciones de las
mismas. El enlezante LL puede ser cualquier molécula bifuncional capaz
de enlazar covalentemente dos péptidos uno con otro. Por consiguiente,
enlazantes apropiados son moléculas bifuncional en las cuales los grupos
funcionales son capaces de unirse covalentemente al N- y/o C-término de
un péptido. Grupos funcionales adecuados para unién al N-, o C-término
de péptidos son bien conocidos en el arte, como quimicas apropiadas para
efectuar tal formacién de enlace covalente.

[0125] El enlazante puede ser flexible, rigido o semi-rigido,
dependiendo de las propiedades deseadas del multimero. Enlazantes
adecuados incluyen, por ejemplo, residuos de aminoécido tales como Pro o
Gly o segmentos de péptido que contienen desde alrededor de 2 hasta
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alrededor de 5, 10, 15 6 20 6 incluso mads aminodcidos, compuestos
orgdnicos bifuncionales tales como H;N(CH,),COOH donde n es un
entero de 1 a 12, y similares. Ejemplos de tales enlazantes, asi como
métodos de fabricar tales enlazantes y péptidos que incorporan tales:
enlazantes son bien conocidos en el arte (véase, por ejemplo, Hunig y
colaboradores, 1974, Chem. Ber. 100:3039-3044; Basak y
colaboradores, 1994, Bioconjug. Chem. 5(4):301-305).

[0126] Enlazantes de péptido y oligonucledtido que pueden
segmentarse selectivamente, asi como medios para segmentar los
enlazantes son bien conocidos y serdn facilmente evidentes a las personas
expertas en el arte. Enlazantes apropiados de compuestos orgdnicos que
pueden segmentarse selectivamente serdn evidentes a las personas expertas
en el arte, e incluyen los descritos, por ejemplo, en WO 94/08051, asi’
como las referencias citadas alli.

[0127] Enlazantes de longitud y flexibilidad suficientes
incluyen, pero no se limitan a, Pro (P), Gly (G), Cys-Cys, H.N—(CH2),—
COOH donde n es 1 a 12, preferiblemente 4 a 6; H,N-aril-COOH y
carbohidratos.

[0128] Alternativamente, como las apolipoproteinas permiten
una fijacién cooperativa entre segmentos helicoidales antiparalelos, los
enlazantes de péptido que corresponden en secuencia primaria a los
segmentos de péptido que conectan hélices adyacentes de las
apolipoproteinas nativas, incluidas, por ejemplo, ApoA-I ApoA-II, ApoA-
IV, ApoC-l, ApoC-lI, ApoC-IIl, ApoD, ApoE y ApoJ pueden usarse
convenientemente para enlazar los péptidos. Estas secuencias son bien
conocidas en el arte (véase, por ejemplo, Rosseneu y colaboradores,
"Analysis of the Primary and of the Secondary Structure of the
Apolipoproteins,” En: Structure and Function of Lipoproteins, Ch. 6, 159-
183, CRC Press, Inc., 1992).

[0129] Otros enlazantes que permiten la formacién de enlaces
hidrégeno intermoleculares o puentes de sal entre repeticiones tindem de
segmentos helicoidales antiparalelos incluyen giros inversos de péptido
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tales como giros P y giros v, asf como moléculas orgénicas que imitan las
estructuras de giros B y/o giros yde péptido. Generalmente, los giros
inversos son segmentos de péptido que invierten la direccion de la cadena
polipeptidica, con el fin de permitir que una sola cadena polipeptidica
adopte regiones de hoja P antiparalela o estructura a-helicoidal
antiparalela. Por lo general, los giros P est4n compuestos de cuatro
residuos de aminodcido y los giros y se componen generalmente de tres
residuos de aminoécido. _

[0130] Alternativamente, el enlazante (LL) puede comprender
una molécula orgdnica o fraccién que imite la estructura de un giro p o ¥
de un péptido. Tales fracciones miméticas de un giro B y/o v, asi como
métodos para sintetizar péptidos que contienen tales fracciones, son bien
conocidos en el arte, e incluyen, entre otros, los descritos en Giannis y
Kolter, 1993 Angew. Chem. Intl Ed. Eng. 32:1244-1267; Kahn y
colaboradores, 1988, J  Molecular Recognition 1:75-79; y Ksahn y
colaboradores, 1987, Tetrahedron Lett. 28:1623-1626.

[0131] Los segmentos helicoidales unidos a una sola fraccion-
enlazante no necesitan unirse mediante términos similares. En efecto, en
algunas incorporaciones los segmentos helicoidales se unen a una sola
fraccién enlazante, de modo que se dispongan en una manera antiparalela,
es decir, algunas de las hélices se unen mediante sus términos N, otras
mediante sus términos C.

[0132] Los segmentos helicoidales pueden unirse directamente a
la fraccion enlazante, 0 pueden distanciarse de la fraccidn enlazante
mediante uno o mas enlazantes bifuncionaies (LL), como se describio
previamente.

[0133] El ntmero de nodos en la red dependerd generalmente
del nimero total deseado de segmentos helicoidales y, tipicamente, serd
desde alrededor de 1 a 2. Naturalmente, se observard que para un nimero
dado de segmentos helicoidales deseados, las redes que tengan fracciones
enlazantes de orden més elevado poseerdn menos nodos.

[0134] Las redes pueden ser de orden uniforme, es decir, redes
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en las cuales todos los nodos son, por ejemplo, fracciones enlazantes
trifuncionales o tetrafuncional, o pueden ser de orden mixto, p. ej., redes’
en las cuales los nodos son mezclas de, por ejemplo, fracciones enlazantes
trifuncionales y tetrafuncionales. Logicamente, hay que entender que,
incluso en redes de orden uniforme, las fracciones enlazantes no necesitan
ser idénticas. Una red de orden terciario puede emplear, por ejemplo, dos,
tres, cuatro o incluso mis fracciones enlazantes trifuncionales diferentes.
[0135] Al igual que los multimeros lineales, los segmentos
helicoidales que comprenden la red ramificada pueden ser, pero no

necesitan ser, idénticos.

Anilisis de Estructura y Funcién
[0136] La estructura y/o funcionamiento de los mediadores de

RCT de la invencidn, incluidas las formas multiméricas ya descritas,
pueden analizarse con el fin de seleccionar compuestos activos. Por
ejemplo, los péptidos o andlogos de péptido pueden analizarse con
respecto a su capacidad de formar a-hélices, fijar lipidos, formar
complejos con lipidos, activar LCAT, y promover descarga de colesterol,
etc.

[0137] Meétodos y andlisis para analizar la estructura y/o
funcionamiento de los péptidos son bien conocidos en el arte. Métodos
preferidos se proveen en los ejemplos practicos, més abajo. Por ejemplo,
andlisis de dicroismo circular (CD) y resonancia magnética nuclear
(NMR) descritos més abajo, pueden empelarse para analizar la estructura
de los péptidos o andlogos de péptido — particularmente el grado de
felicidad en la presencia de lipidos. La capacidad de fijar lipidos puede
determinarse usando el andlisis de espectrocopia de fluorescencia descrito
més abajo. La capacidad de los péptidos y/o andlogos de péptido para
activar LCAT puede determinarse ficilmente usando la activacion de
LCAT descrita mas abajo. Los anélisis in vitro e in vivo, descritos mas
abajo, pueden usarse para evaluar la vida media, distribucion, descarga de
colesterol y efectos sobre RCT.
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Incorporacién Preferida
[0138] Los mediadores de RCT de la invencién pueden definirse

adicionalmente mediante incorporaciones preferidas.

[0139] En una incorporacion preferida, hay una molécula que
comprende una composicién a base de aminodcidos con tres regiones:
independientes: una regién acida, una region aromdtica o lipéfila, y una
region basica. Por consiguiente, un péptido trimérico de acuerdo con esta
incorporacién preferida, tal como EFR, o erf o fre, contiene un residuo de
aminoécidos acido, un residuo aromético o lipéfilo y un residuo bésico.
Las localizaciones relativas de las regiones con respecto unas a otras
pueden variar entre mediadores moleculares; las moléculas median RCT
independientemente de la posicion de las tres regiones dentro de cada
molécula. En mediadores que comprenden un péptido trimérico, tal como
EFR o efr, los trimeros pueden consistir de D- o L-aminoécidos naturales,’
analogos de aminodcidos, y derivados de aminodcidos.

[0140] En otra incorporacién preferida, la regién aromaética del
trimero puede consistir de &cido nicotinico con una cadena(s) lateral 4cida
o bédsica.

[0141] En otra incorporacién preferida, la regién aromaética del
trimero puede consistir de 4-fenil fenilalanina.

{0142] En otra variacién preferida, los mediadores moleculares
que comprenden una estructura trimérica a base de aminodcidos pueden
taponarse opcionalmente por un grupo(s) lipéfilo en el terminal amino o
carboxilo en cualquiera de los dos extremos o a ambos extremos para
mejorar las propiedades fisico-quimicas de los mediadores moleculares de
RCT y sacar ventaja del sistema de transporte (absorcion) activo o natural
de materiales grasosos o lip6filos en el cuerpo. Los grupos taponantes
pueden ser enantiémeros D o L o moléculas no enantioméricas o grupos.
En incorporaciones preferidas, los grupos taponantes N-terminales se
seleccionan del grupo conformado por acetilo, fenilacetilo, di-terc-butil-4-
hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, f~MOC, bifenilo, fenilo
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sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo
saturado sustituido y similares. El C-terminal se tapona preferiblemente
con una amina tal como RNH; en donde R = di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo,
naftilo, naftilo sustituido, f~-MOC, bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos
sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo saturado sustituido, y
similares.

[0143] En una incorporacién preferida, los mediadores de RCT
de la invencidén se seleccionan del grupo de péptidos y derivados de.
péptido divulgados en la siguiente Tabla 3, en donde la totalidad de los
péptidos se taponan con un grupo acetilo en el N-término y un grupo
amida en el C-término (a menos que se especifique lo contrario):

Tabla 3
SEQ ID No. Secuencla
1 YEFRDRMRTH
2 PVAEEFRDRMRTHVDSLRTQLAP
3 EEFRDRMRTHVDSLRTQLAP
4 FRDRMRTHVDSLRTQLAP
5 RDRMRTHVDSLRTQLAP
6 RTHVDSLRTQLAP
7 THVDSLRTQLAP
8 DSLRTQLAP
9 PVAEEFRDRMRTHV
10 PVAEEFRDRMR
11 PVAEEFRDRM
12 PVAEEFRDR
13 PVAEEF
14 PVAEE
15 MRTHVDSLRTQLAP
16 PVAEEFRDRMRTHVDSLR
17 WDKVKDF
18 SGRDYVSQFES
19 YLDEFQKKWKE
20 TRDFWDNLEKETDW
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2]
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4]
42
43

45

47
48
49
50
s
52
53
54
55
56
57
58
59
60

WDKVKDFANVYVDAVKD
PhCH2CO-YEFRDRMRTH
YEFRDRMRTH
Piv-YEFRDRMRTH
EFRDRMRTH
EFRDRMR
FRDRMRTH
yFRDRMRTh
eEFRDRMR
FrDRFRDr
EFRDRm
EFRDR

EFRD

EFR

rDRMRTh
dRMRTH
FrDRMRT
FRDRMR
FfRDRMr
FRDRM
YFRDRM
YFRDr

FRDRf
EFRDRMRTF
EFRDRf

FrDrFF

FrDrFY
FIDRFRDRf
mrDRFRDRm
FRDRFRDRF
FRDRMRDRM
MRDRFRDRM
RMRDRmr
FRDRMRDRF
EFRDRMRDRFE
FRdR

FRD

YFRD
fiDRMRDRm
MRDRM

PCT/US2004/012445
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61
62
63

65
66
67
68
69
70
[}
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

100

mRDRM

FRDRF

FRDRf
RMRDRMR
DRMRD

dRMRd
ffDRMRDrF
RFEEFR

FRTRf

FRMRf
¢fRDRMRDRf
DRMRDF
yyyp-EFRDRMRTH
Yyp-EFRDRMRt
YyYpEFRDRMRt
EFRDRMRy
yyyYPEFRDRMR
YEFRDRm
YYYpEFRDRm
EFRDRy

EFRDy
yYYp-EFRD

efry

yYP-EFR
yYYp-EFRDr

erf

EEFRDR

EYR
E-~(L-2-b-Naftilalanina)-R
E-~(L-1-b-Natftilalanina)-R
E-BIP-R
H-EFR-OH
EFR-OH

H-EFR

RFE

Efr

2-Nap-EFR

yefr

2-Nap-efiy
Piv-efry

rormmamaraeas | 25F
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A1

101 Fmoc-efry

102 2-Nap-erf

103 2-Nap-yefr

104 Piv-EFR

105 NA-EFR

106 3,5-diterciaﬁo-butil-4-hidroxi—PhC0-E—(E-BIP-R-NHz) .
107 YWHVWQQDE

108 YQWDKVKDF

109 ENWDTLGSY

110 SGRDYVSQFES

111 VRQEMNKDLEEVKQKVY
112 YQMRESLAQRLY

113 TRDFWDNLEKETDWY
114 DEFQKKWKEY

115 WKEDVELYRQKV

116 YSLAQRLAELKSY
117 QESARQKLQELQY
118 yerf

119 rfe

120 Fmoc-EFR-OH

121 NA-yerf

122 NA-E-BIP-R

123 erfy

124 NA-erfy

125 2-Nap-E-BIP-R

126 NA-efr

127 H-F-OH(L o D)

128 3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-E-BIP-R
129 (1-Naftil)-L-alanina

130 (1-Naftil}-D-alanina

131 (2-Natftil)-L-alanina

132 (2-Naftil)-D-alanina

133 BIP-A

134 BIP-a

135 NA-fre

136 1-Nap-erfy

137 1-Nap-E-BIP-R

138 NA-yfre

139 yfre

140 NA-erf
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141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

[0144]

PCTMSZOWMZ“I- 236

A

2-Nap-efry-OH
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-frey
NA-frey

NA-fr

e-BIP-r

e-bip-r

Isox-e-bip-r

1-Nap-rfey

1-Nap-frey

E-BIP-R-OH
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-erf
frey

rfey
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-fer
Isoxazol-refy

refy

NA-refy
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-refy
Isoxazol-fer

Isoxazol-yref

NA-yref
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-fery
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-fr
Isoxazol-fery
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-rfey
fery
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-rf
NA-yfer

Isoxazol-yfer

NA-fer
3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-yfer
Isoxazol-rfe

1-Nap-yfer

1-Nap-rfe

NA-rfe

E-F(4-)-R

Las abreviaturas usadas para los D-enantiémeros de los

aminodcidos genéticamente codificados son equivalentes en miniscula de
los simbolos de una letra mostrados en Tabla 1. Por ejemplo, "R" designa
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L-arginina y "r" designa D-arginina. A menos que se indique lo contrario
(p. €j., "OH"), el N-término se acetila y el C-término se amida.

[0145] PhAc denota fenilacetilado.

[0146] Piv denota pivolilado.

[0147] 1-Nap & 2-Nap indican taponado con dcido naftilico.

[0148] Fmoc denota un N-término modificado con 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo.

[0149) NA denota 4cido nicotinico.

[0150] BIP denota bifenilalanina.

[0151] Isoxazlol denota derivado de 4cido S-metil-isoxazol-3-
carboxilico.

[0152] Sustituciones de aminodcidos no necesitan restringirse y,
en ciertas incorporaciones preferiblemente no estdn restringidas a los
aminodcidos genéticamente codificados. Por consiguiente, aparte de los
aminodcidos codificados genéticamente, de ocurrencia natural, residuos de
aminodcido en los mediadores de péptido de RCT pueden sustituirse con
aminodcidos no codificados, de ocurrencia natural, y aminodcidos

sintéticos.

[0153] Los péptidos de la invencién pueden prepararse usando
virtualmente cualquier técnica conocida en el arte para la preparacién de
péptidos. Por ejemplo, los péptidos pueden prepararse usando sintesis de
péptidos convencionales de solucién gradual o sintesis de fase sdlida, o
técnicas de DNA recombinante.

[0154] Los mediadores de péptido de RCT pueden prepararse
usando sintesis convencionales de solucion gradual o fase sélida (véase, por
ejemplo, Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins,
Williams y colaboradores, Eds., 1997, CRC Press, Boca Raton Fla., y las
referencias citadas allf; Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical
Approach, Atherton & Sheppard, Eds., 1989, IRL Press, Oxford, England, y
las referencias citadas allf). Véase Figura 1.
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[0155] En la sintesis convencional de fase sdlida, la union del
primer aminodcido comprende hacer reaccionar quimicamente su extremo
de terminal carboxilo (C-terminal) con una resina derivada para formar el
extremo del terminal carboxilo del oligopéptido. El extremo a-amino del
aminodcido se bloquea tipicamente con un grupo t-butoxi-carbonilo (t-Boc)
o con un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (F-Moc) para prevenir que el
grupo amino, que podria reaccionar en otra forma, participe en la reaccion
de acoplamiento. Los grupos de cadena lateral de los aminoacidos, si son
reactivos, se bloquean también (o protegen) por varios grupos protectores
derivados de bencilo en la forma de éteres, tioéteres, ésteres y carbamatos.

[0156] El siguiente paso y ciclos repetitivos subsiguientes
involucran desbloquear el aminodcido (o residuo terminal de la cadena
péptidica), ligado a la resina amino-terminal (N-terminal), para eliminar el
grupo bloqueador a-amino, seguido por adicién quimica (acoplamiento) del
siguiente aminoédcido bloqueado. Este proceso se repite sin embargo, ya
que son necesarios muchos ciclos para sintetizar toda la cadena peptidica de
interés. Luego de cada uno de los pasos de acoplamiento y desbloqueo, el
péptido ligado a la resina se lava concienzudamente para eliminar
cualesquiera reactivos residuales antes de pasar al siguiente. Las particulas
de soporte solido facilitan el retiro de los reactivos en cualquier paso dado,
ya que la resina y el péptido ligado a la resina pueden filtrarse y lavarse
facilmente mientras s¢ mantienen en una columna o dispositivo con
orificios porosos.

[0157] Péptidos sintetizados pueden liberarse de la resina por
catdlisis de 4cido (tipicamente con dcido fluorhidrico o acido
trifluoroacético), que escinde el péptido de la resina dejando un grupo
carboxilo o amida en su aminodcido C-terminal. La descomposicién
acidolitica sirve también para retirar los grupos protectores de las cadenas
laterales de los aminoécidos en el péptido sintetizado. Los péptidos
acabados pueden entonces purificarse por cualquiera de una variedad de
métodos de cromatografia.

[0158] De acuerdo con una incorporacion preferida, los péptidos
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y mediadores derivados de péptido de RCT se sintetizaron mediante
métodos de sintesis de fase sélida con quimica N“-Fmoc. Aminoécidos
protegidos con N*-Fmoc y resina MBHA de amida de Rink y resina de
Wang se adquirieron de Novabiochem (San Diego, CA) o0 Chem-Impex Intl
(Wood Dale, IL). Otros productos quimicos y disolventes se adquirieron de
las siguientes fuentes: dcido trifluoroacético (TFA), anisol, 1,2-etanoditiol,
thioanisol, piperidina, anhidrido acético, 4cido 2-naftoico y dcido pivaloico
(Aldrich, Milwaukee, WI), HOBt y NMP (Chem-Impex Intl, Wood Dale,
IL), diclorometano, metanol y disolventes grado HPLC de Fischer
Scientific, Pittsburgh, PA. La pureza de los péptidos se verifico por
LC/MS. La purificacion de los péptidos se logré usando un sistema de
HPLC Preparativa (Agilent technologies, 1100 Series) en una columna de
silices Cis-enlazada (columna preparativa Tosoh Biospec, ODS-80TM,
Dim: 21.5 mm x 30cm). Los péptidos se eluyeron con un sistema de
gradiente [50% a 90% de disolvente B (acetonitrilo:agua 60:40 con
0.1%.TFA)).

[0159] Todos los péptidos se sintetizaron en una forma gradual
mediante el método de fase sdlida, utilizando resina MBHA de amida de
Rink (0.5-0.66 mmol/g) o resina de Wang (1.2 mmol/g). Los grupos
protectores de cadena lateral fueron Arg (Pbf), Glu (OtBu) y Tyr (tBu).
Cada aminoacido protegido Fmocse acoplo a esta resina usando un exceso
de 1.5 a 3 veces de los aminoédcidos protegidos. Los reactivos de
acoplamiento fueron N-hidroxibenzotriazol (HOBt) y diisopropil
carbodiimida (DIC), y el acoplamiento de monitore6é mediante la prueba de
ninhidrina. El grupo Fmoc se retird con 20% piperidina en tratamiento
NMP de 30-60 minutos y, seguidamente, lavados sucesivos con CH;Cl,,
10%TEA en CH,Cl;, metanol y CH;Cl,. Los pasos de acoplamiento
fueron seguidos por acetilacién u otros grupos taponantes, segiin fuera
necesario.

[0160] Una mezcla de TFA, tioanisol, etanoditiol y anisol
(90:5:3:2, v/v) se utilizd (4-5 horas a temperatura de la sala) para escindir el
péptido de la resina-péptido y retirar todos los grupos protectores péptido-
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resina. La mezcla de péptido crudo se filtr del embudo sinterizado, que se
lavo con TFA (2-3 veces). El filtrado se concentré en un jarabe espeso y
se agrego en éter frio. El péptido se precipité como un sélido blanco luego
de mantenerlo de un dia para otro en el refrigerador y de centrifugarlo. La
solucién se decant6 y el sélido se lavd concienzudamente con éter. El
péptido crudo resultante se disolvié en tampén (acetonitrilo:agua 60:40 con
0.1% TFA) y se sec6. El péptido crudo se purific6 por HPLC usando
columna C-18 preparativa (fase reversa) con un sistema de gradiente 50 -
90% B en 40 minutos [Tampén A: agua que contenia 0.1% (v/v) TFA,
Tampén B: acetonitrilo:agua (60:40) que contenia 0.1% (v/v) TFA. Las
fracciones puras se concentraron sobre. Los rendimientos estuvieron entre
el 5%y el 20%.

[0161] Péptidos taponados sintetizados como se describe mds

arriba se muestran en Tabla 4.

Tabla 4
SEQ ID No. Secuencia

34 Ac-E-F-R-NH2
83 Ac-e-f-r-y-NH;
86 Ac-e-r-f-NH2
91 Ac-E-BIP-R-NH2
97 2-Nap-E-F-R-NH2
98 Ac-y-e-f-r-NH2
99 2-Nap-e-f-r-yNH2
100 Piv-e-f-r-y-NH2
101 Fmoc-e-f-r-y-NH2
102 2-Nap-e-r-f-NH2
103 2-Nap-y-e-f-r-NH2
104 Piv-E-F-R-NH2
105 NA-E-F-R-NH2
106 3,5-diterciario-butil-4-hidroxi-PhCO-E<(E-BIP-R-NH2)
118 Ac-y-e-r-f-NH2
119 Ac-r-f-e-NH2
120 Fmoc-E-F-R-OH
121 NA-y-e-r-f-NH2
122 NA-E-BIP-R-NH2
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123 Ac-e-r-f-y-NH2
124 NA-e-r-f-y-NH2
126 NA-e-f-r-NH2
125 2-Nap-E-BIP-R-NH,

[0162] Ac denota acetilado.

[0163] Piv denota pivolilado.

[0164] 1-Nap & 2-Nap indica taponado con 4cido naftilico.

[0165] Fmoc denota un N-término modificado con 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo.

[0166] NA denota acido nicotinico.

[0167] BBP denota bifenilalanina.

[0168] Isoxazol denota derivado de édcido S5-metil-isoxazol-3-
carboxilico.

[0169] Alternativamente, los péptidos de la invencién pueden
prepararse mediante condensacién de segmento, es decir, la unién conjunta
de pequerfias cadenas constitutivas de péptido para formar una cadena de
péptido msas grande, como se describe, por ejemplo, en Liu y
colaboradores, 1996, Tetrahedron Lett., 37(7):933-936; Baca, y
colaboradores, 1995, J. Am. Chem. Soc. 117:1881-1887; Tam y
colaboradores, 1995, Int. J. Peptide Protein Res. 45:209-216; Schnolzer y
Kent, 1992, Science 256:221-225; Liu y Tam, 1994, J. Am. Chem. Soc.
116(10):4149-4153; Liu y Tam, 1994, PNAS. USA 91:6584-6588;
Yamashiro y Li, 1988, Int. J. Peptide Protein Res. 31:322-334; Nakagawa
y colaboradores, 1985, J. Am Chem. Soc. 107:7087-7083; Nokihara y
colaboradores, 1989, Peptides 1988:166-168; Kneib-Cordonnier y
colaboradores, 1990, Int. J. Pept Protein Res. 35:527-538; cuyas
divulgaciones se incorporan aqui en su integridad por referencia a ellas).
Otros métodos fGtiles pare sintetizar los péptidos de la invencién se
describen en Nakagawa y colaboradores, 1985, J. Am. Chem. Soc.
107:7087-7092.

[0170] Para péptidos producidos por condensacion de segmento,
la eficiencia de acoplamiento del paso de condensacién se puede aumentar

(
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significativamente incrementando el tiempo de acoplamiento. Tipicamente,
aumentar ¢l tiempo de acoplamiento resulta en una racemizacién
incrementada del producto (Sieber y colaboradores, 1970, Helv. Chim.
Acta 53:2135-2150). No obstante, puesto que la glicina carece de un centro
quiral, no sufre racemizacién (los residuos de prolina, debido a inhibicién
estérica, también experimentan poca o ninguna racemizacion en tiempos
prolongados de acoplamiento). Por lo tanto, incorporaciones que contienen
residuos internos de glicina pueden sintetizarse en masa con alto
rendimiento mediante condensacién de segmento sintetizando segmentos
constituyentes, que sacan ventaja del hecho de que los residuos de glicina
no sufren racemizacién. Por consiguiente, incorporaciones que contienen
residuos internos de glicina brindan ventajas sintéticas significativas para
preparacion en masa a gran escala.

[0171] Mediadores de RCT que contienen grupos bloqueadores
N- y/o C-terminales pueden prepararse usando técnicas estindar de quimica
organica. Por ejemplo, métodos para acilar el N-término de un péptido o
amidar o esterificar el C-término de un péptido son bien conocidos en el
arte. Modos de realizar otras modificaciones en el N- y/o C-término serén
evidentes a las personas expertas en el arte, como los serdn modos de
proteger cualesquiera funcionalidades de cadena lateral que pueda ser
necesario para unir grupos de bloqueo terminales.

[0172] Sales farmacéuticamente aceptables (iones contrarios) que
pueden prepararse convenientemente mediante cromatografia de
intercambio idnico u otros métodos son bien conocidas en el arte.

[0173] Compuestos de la invencién que estin en la forma de
multimeros en tdndem pueden sintetizarse convenientemente agregando el
enlazante (s) a la cadena peptidica en el paso apropiado en la sintesis.
Alternativamente, los segmentos helicoidales pueden sintetizarse y cada
segmento puede hacerse reaccionar con el enlazante. Naturalmente, el
método actual de sintesis dependerd de la composicién del enlazante.
Esquemas protectores apropiados y quimicas son bien conocidos, y serdn
evidentes a las personas expertas en el arte.

-57 -
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[0174] Compuestos de la invencion que estin en la forma de
redes ramificadas pueden sintetizarse convenientemente usando las resinas
triméricas y tetraméricas y las quimicas descritas en, 1988, PNAS USA
85:5409-5413 y Demoor y colaboradores, 1996, Eur. J. Biochem. 239:74-
84. La modificacién de las resinas sintéticas y las estrategias de sintetizar
redes ramificadas de nivel mis alto o mds bajo, o0 que contienen
combinaciones de diferentes segmentos helicoidales de péptido, se
encuentran bien dentro de las capacidades de aquellas personas expertas en
el arte de la quimica de péptidos y/o quimica orgénica.

[0175] La formacién de enlaces disulfuro, si se desea, se lleva a
cabo generalmente en la presencia de de agentes oxidantes suaves. Pueden
utilizarse agentes oxidantes quimicos, o los compuestos pueden
simplemente exponerse a oxigeno atmosférico para efectuar estos enlaces.
En el arte se conocen varios métodos, incluidos los descritos, por ejemplo,
por Tam y colaboradores, 1979, Synthesis 955-957; Stewart y
colaboradores, 1984, Solid Phase Peptide Synthesis, 2d Ed., Pierce
Chemical Company Rockford, IL; Ahmed y colaboradores, 1975, J. Biol.
Chem. 250:8477-8482; y Pennington y colaboradores, 1991 Peptides
1990:164-166, Giralt and Andreu, Eds., ESCOM Leiden, The Netherlands.
Una alternativa adicional se describe por Kamber y colaboradores, 1980,
Helv. Chim. Ada 63:899-915. Un método conducido en soportes sélidos
se describe por Albericio, 1985, Int. J. Peptide Protein Res. 26:92-97.
Cualquiera de estos métodos puede emplearse para formar enlaces disulfuro
en los péptidos de la invencién. Compuestos adicionales derivados de
aminoécidos quimicamente sintetizados se muestra en la siguiente Tabla 5.

TABLA 5§
COMPUESTO SECUENCIA FORMULA PESO
# . MOLECULAR |MOLECULAR
1 Ac-E-F-R-NH, CH33N704 491.55
2 Ac-e-r-f-NHj__ QH”N'IOE 491.55
3 Ac-E-BIP-R-NH, CasH37N7O5 567.64
4 Ac-e-f-r-y-NH, C3HgNgOs 654.72
5 2-Naph-E-F-R-NH3 Cg|H31N1o_§ 603.68
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6 Ac-y-e-f— - NHL C3 1 HQNIO! 654.72
7 2-Nap-e-f-r-y-NH, CagHgN3sOg 766.85
8 Piv-e-f-r-y-NH, Ca4HygNgOq 696.80
9 Fmoc-e-f-r-y-NH; CasHsoNgOy 834.93
10 2—Nap-e-r-f-NHz_ C3|H31N10§ 603.68
11 2-Nap-y-e-f-r-NH, CaioHagNgOy 766.85
12 Piv-E-F-R-NH; _ CasH19N;04 533.63
13 NA-E-F-R-NH, _ CagHauN3Og 554.61
14 Ac-y-e-r-f-NH, C;:HpN;zOq 654.72
15 AC-I'-f-E-NH;_ C2H33N10§ 491.55
16 Fmoc-E-F-R-OH C3sHygNsOg 672.74
17 NA—y-e-r-f-NHL C;,H..;N,O. 717.78
18 NA-E-BIP-R-NH; C3HaNgOg 630.70
19 NA-e-r-f-y-NH; CysHgaNoOg 717.78
20 2-Nap-E-BIP-R-NH, CyH4yN;0O6 679.77
21 NA-e-f-r-NH; CasHaNgOs 554.61
22 3,5-diterciario-butil-4- CaHssN, Oy 757.93

hidroxi-PhCO-E-BIP-R-

NH,

23 1-Nap-L-Alanina CisHipNO, 215.25
24 1 -Nap-D-Alanina C13H13NO, 215.25
25 2-Nap-L-Alanina CisHi3NO, 215.25
26 2-Nap-D-Alanina CiaH;3NO, 215.25
27 L-Bifenilalanina CysHsNO; 241.3
28 D-Bifenilalanina C 1 5H|5NOZ 2413
29 NA-f-r-e-NH; CasH34NgOg 554.61
30 1-Nap-e-r-f-y-NH, CaygHygNgOs 766.84
31 1-Nap-E-BIP-R-NH, Cy/H4iN;Og 679.77
32 NA-y-f-r-e-NH, CasHaNgOy 717.78
33 Ac-y-f-re-NH; CaHgNgOg 654.72
34 NA-er-f-NH, CasH34NgOs 554.61
35 2-Nap-e-f-r-y-OH CaoHasN409 767.84
36 3,5-diterciario-butil-4- CasHegoNgOo 845.01

hidroxi-PhCO-f-r-c-y-

NH,

37 NA-f-r-e-y-NH; CasHysNggOg 717.78
38 NA-f-r -NH; Cz |H27N103 425.49
39 Ac-e-BIP-r-NKb CasH37N,06 567.64
40 Ac-e-bip-r-NH, CasH37N70g 567.64
41 Isoxazole-e-bip-r-NH, Ca1H3eNsOy 634.69
42 1-Nap-r-f-e-y-NH; CygHygNzO5 766.84
43 1-Nap-f-r-e-Y-NH, CaoHagNaOs 766.84
44 Ac-E-BIP-R-OH CaaHyNgOg 568.63
45 3,5-diterciario-butil-4- CisHsgN,O4 681.82

hidroxi-PhCO-e-r-f-NH,
46 Ac-f-r-e-y-NH, C;)HNgOg 654.72
47 Ac-r-f-e-y-NH; CaHeaNgOg 654.72
48 3,5-diterciario-butil-4- CasHy N/O, 681.82

hidroxi-PhCO-f-¢-r-NH,
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49 Isoxazol-r-e-f-y-NH, CaHaNgOy T721.77
50 AC-I"-O-f-Y-NHz lengN!OQ 654.72
51 NA-T-G-f-y-NHz CgsH“Ngo! 717.78
52 3,5-diterciario-butil-4- CasHgoNgOy 845.01

hidroxi-PhCO-r-e-f-y-
NH,
33 Isaxnzol-f-e-r-NHz CJ_5H5 |N701 558.59
54 Isoxazol-y-r-e-f-NH, C34Hi3NoOy 721.77
55 NA—y—r—e—f-NHz CuHuNgO! 717.78
56 3,5-diterciario-butil-4- CaHgoNzOg 845.01
hidroxi-PhCO-f-r-e-y-
NH,
57 3.5-diterciario-butil-4- CaoHuNgO4 552.72
hidroxi-PhCO-f-r-NH,
58 I1soxazol-f-e-r-y-NH; CaHgNoGy 721.77
59 3,5-diterciario-butil-4- CouHgoNgOy 845.01
hidroxi-PhCO-r-f-e-y-
NH,
60 Ac-f-e-r-y-NH; C3;HaNgO; 654.72
61 3,5-diterciario-butil-4- CaoHNgO4 552.72
hidroxi-PhCO-f-r-NH,
62 NA-y-f-e--NH; CasHaNoOg 717.78
63 Isaxazol-y-f-e-r-NH, CaHgNgOy 721.77
64 NA-f-e-r-NH; CagH1aNOs 554.61
65 3,5-diterciario-butil-4- CuHgoNgOy 845.01
hidroxi-PhCO-y-f-e-r-
NH;
66 Isoxazol-r-f-e-NH; CasHy1N;,O4 558.59
67 1-Nap-y-f-e-r-NH, CuoHsNzOg 766.84.
‘68 1-Nap-r-f-e-NH, C3;H37N,06 603.68
69 . NA-r-f-e-NH, CagH34N3Os 554.61
70 Ac-E-F(4-1)-R-NH; CaH3IN,Og 617.44
71 NA-R-BIP-E-NH, C32H3gNgOg 630.70
72 1-Nap-R-BIP-E-NH; Ca7Hu4N7Og 679.77
73 Ac-R-BIP-E-NH; CzsH3:N706 567.64
74 AO-E-B[P—K—NH; Cgl’lg';NgOg 539.63
75 Ac-D-BIP-K-NH; Cz7H;35NsOg 525.60
76 . AO-d-BlP—f—NHl C21H31N50§ 553.62
77 Ac-e-bip-k-NHL CuH;-;NgOg 539.63
78 AO-d-blp-k-NHz CﬂH;,NsOQ 525.60
79 AC-d-bip-l'-NH: C31H31N50§ 553.62
80 Ac-E-R-BIP-NH; CogHyN;O 567.64
81 2-Pirazin-CO-E-R-BIP- Ca31H3:NgOg 631.60
NH;
82 Piperonil-CO-E-R-BIP- C34H39N;Og 673.72
NH;
83 Ac-E-bip-R-NH; CagH37N704 567.64
84 Ac-e- f(4-l)-l'-NHz_ C_nH n.m 70& 617.44
85 Glutérico-BIP-R-NH, CasH34NgOs 510.59

2
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86 Glutiérico-bip-r-NH; Ca6H3N4Os 510.59
87 Ac-E-BIP- ina Cz27;H36N¢Os 524.62
88 Ac-c-bip-Agmatina CyH1gNgOs 524.62
89 Ac-R-BIP-GABA Cz;H36N¢O 524.62
90 Ac-r-bip-GABA Ca7H3NgOs 524.62
91 Agmatina-BIP-E-NH, CasHaaN¢Os 496.56
92 Apmatina-bip-e-NH; CasH3NeOs 496.56
93 Ac-e-bip(4-tBu)-r-NH; CaHsN7Og 673.75
94 Ac-E-BIP(4-tBu)-R-NH; | CsHysN;Og 673.75
95 Glutérico-BIP-K-NH; CasH34N4Os 482.58
96 Glutdrico-bip-k-NH; | CasH34N4Os 482.58

{0176] Las abreviaturas para los D-enantibmeros de los
aminodcidos genéticamente codificados son equivalentes en minGscula de
los simbolos de una letra mostrados en Tabla 1. Por ejemplo, "R" designa
L-arginina y "r" designa D-arginina.

[0177] Ac denota acetilado.

[0178] Piv denota pivolilado.

[0179] 1-Nap & 2-Nap indica écido naftilico taponado.

[0180] Fmoc denota un N-término modificado con 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo.

[0181] NA denota écido nicotinico.

[0182] BIP denota bifenilalanina.

[0183] Isoxazol denota un derivado de &cido 5-metil-isoxazol-
3-carboxilico.

[0184] Si el péptido estd compuesto enteramente de-
aminodcidos genéticamente codificados, o una porcién de él estd
compuesta asi, el péptido o la porcién relevante puede sintetizarse
igualmente usando técnicas convencionales de ingenierfa genética
recombinante.

[0185] Para produccién recombinante, una secuencia
polinucleétida, que codifica el péptido, se inserte en un vehiculo de
expresién apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcién y tranduccion de la secuencia codificadora
insertada o, en el caso de un vector viral de RNA, los elementos-
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necesarios para replicacion y traduccion. El vehiculo de expresiéon se
transfecta luego en una célula diana apropiada, la cual expresard el
péptido. Dependiendo del sistema de expresion usado, el péptido
expresado se afsla entonces por procedimientos bien establecidos en el
arte. Métodos para produccion recombinante de proteina y péptido son
bien conocidos en el arte (véase, por ejemplo, Sambrook y colaboradores,
1989, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y.; y Ausubel y colaboradores, 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience,-
N.Y., cada uno de los cuales se incorpora aqui por referencia en su
integridad.)

[0186] Para aumentar la eficiencia de produccién, el
polinucleétido puede disefiarse para codificar miltiples unidades del
péptido separado pos sitios de segmentacion enzimdtica —
homopolimeros (unidades péptidas repetitivas) o heteropolimeros
(diferentes péptidos concatenados entre sf) pueden disefiarse en esta
forma. El polipéptido resultante puede escindirse (p. ej., mediante
tratamiento con la enzima apropiade), con el fin de recuperar la unidades
péptidas. Esto puede incrementar el rendimiento de péptidos inducido por
un solo promotor. En una incorporacién preferida, puede disefiarse un
polinucleédtido policistrénico de modo que se transcriba un solo mRNA, el
cual codifique miltiples péptidos (es decir, homopolimeros o
heteropolimeros), enlazédndose operativamente cada regién codificadora a
una secuencia de control de traduccién independiente de caperuza; p. e€j.,
un sitio de entrada intema del (IRES). Cuando se usan en sistemas de
expresion viral apropiada, la traduccion de cada péptido codificado por el .
mRNA se dirige internamente en el transcripto; p. ej., por el IRES. En
consecuencia, la creacidén policistronica dirige la transcripcién de un Gnico
mRNA policistrénico grande que, a su vez, dirige la traduccién de
multiples péptidos individuales. Este enfoque elimina la produccion y el
procesamiento enzimético de poliproteinas y puede incrementar
significativamente el rendimiento de péptido inducido por un solo
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promotor.

[0187) Una variedad de sistemas vectores de expresion de
huésped puede utilizarse para expresar los péptidos descritos aqui. Estos
incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias
transformadas con vectores de expresion de DNA de bacteriéfago
recombinante o DNA de pldsmido, que contienen una secuencia
codificadora apropiada; levadura u hongos filamentosos transformados
con vectores de expresién de levadura u hongos recombinantes, que
contienen una secuencia codificadora; sistemas de células de insecto
infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (p. ej.,
baculovirus) que contienen una secuencia codificadora apropiada;
sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion de virus
recombinantes (p. ej., virus mosaico del coliflor o virus mosaico del
tabaco) o transformadas con vectores de expresion de pliasmido
recombinantes (p. €j., plismido Ti) que contienen una secuencia
codificadora apropiada; o sistemas de células animales.

[0188] Los elementos de expresion de los sistemas de expresion
varian en su resistencia y especificidades. Dependiendo del sistema
huésped/vector utilizado, cualquier nimero de elementos apropiados de
transcripcién y traduccién, incluidos promotores constitutivos e
inducibles, pueden usarse en el vector de expresién. Por ejemplo, cuando
se clona en sistemas bacterianos, pueden utilizarse los promotores.
inducibles tales como pL de bacteri6fago A, plac, ptrp, ptac (promotor
hibrido de ptrp-lac) y similares; cuando se clona en sistemas de células de
insecto, pueden usarse promotores tales como el promotor polihedro de
baculovirus; cuando se clona en sistemas de células vegetales, pueden
emplearse promotores derivados del genoma de células vegetales (p. ej.,
promotores de choque térmico; el promotor de la pequefia subunidad de
RUBISCO; el promotor de la proteina de fijacién a/b de clorofila) o de
virus vegetales (p. ¢j., ¢l promotor RNA 358 de CaMV; el promotor de la’
proteina de cubierta de TMV); cuando se clona en sistemas de células

mamiferas, pueden empelarse promotores derivados del genoma de células
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mamiferas (p. ej., promotor de metalotioneina) o de virus mamiferos (p.
¢j.,cl promotor tardio de adenovirus, el promotor del virus 7.5 K del
poxvirus vacuno); cuando se generan lineas celulares que contienen
miiltiples copias de producto de expresion, pueden usarse vectores a base
de SV40, BPV y EBV con un marcador seleccionable apropiado.

[0189] En casos donde se emplean vectores de expresion
vegetal, la expresién de secuencias que codifican los péptidos de la
invencién pueden inducirse por cualquiera de un niimero de promotores. -
Por ejemplo, pueden usarse los promotores virales tales como los
promotores 35S RNA y 195 RNA de CaMV (Brisson y colaboradores,
1984, Nature 310:511-514), o el promotor de proteina de cubierta de TMV
(Takamatsu y colaboradores, 1987, EMBO J. 6:307-311);
alternativamente, pueden utilizarse promotores vegetales tales como la
pequeila subunidad de RUBISCO (Coruzzi y colaboradores, 1984, EMBO
J. 3:1671-1680; Broglie y colaboradores, 1984, Science 224:838-843) o
promotores de choque térmico, p. ej., hspl7.5-E 6 -hsp17.3-B de soya
(Gurley y colaboradores, 1986, Mol. Cell. Biol. 6:559-565). Estas-
creaciones pueden introducirse en células vegetales usando plésmidos Ti,
plésmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformacién de DNA directa,
microinyeccidn, electroporacién, etc. Para resefias de tales técnicas véase,
por ejemplo, Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular
Biology, Academic Press, NY, Section VIII, pdginas 421-463; y Grierson
& Corey, 1988, Plant Molecular Biology, 2d Ed., Blackie, London, Ch. 7-
9.

[0190] En un sistema de expresién de insecto que puede usarse
para producir los péptidos de la invencién, se usa el virus de polihidrosis
autographa californica (AcNPV) como vector para expresar los genes
fordneos. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. Una
secuencia codificadora puede clonarse en regiones no esenciales (por
ejemplo el gen poliedro) del virus y se ponerse bajo control de un
promotor de AcNPV (por ejemplo, ¢l promotor poliedro). La exitosa
insercién de una secuencia codificadora resultard en inactivacién del gen
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poliedro y produccion de virus recombinante no ocluido (es decir, virus
carente de cubierta proteinicea codificada para el gen poliedron). Estos
virus recombinantes se usan entonces para infectar células de Spodoptera
Jrugiperda en las cuales se expresa el gen insertado (p. €j., véase Smith y
colaboradores, 1983, J. Virol. 46:584; Smith, Patente de los Estados
Unidos No. 4,215,051). Otros ejemplos de este sistema de expresion
pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2,
Ausubel y colaboradores, eds., Greene Publish. Assoc. & Wiley
Interscience.

[0191}] En células huésped mamiferas, puede utilizarse un
nimero de sistemas de expresién a base de virus. En casos donde se
emplea un adenovirus como factor de expresién, una secuencia.
codificadora puede ligarse a un complejo de control
transcripcién/traducciéon de adenovirus, p. €j., el promotor tardio y la
secuencia guia tripartita. Este gen quimérico puede insertarse entonces en
el genoma del adenovirus por recombinacion in vitro o in vivo. La
insercién de una regién no esencial del genoma virico (p. ej., regién E1 6
E3) resultaréd en un virus recombinante que es viable y capaz de expresar
péptido en huéspedes infectados, (p. ej., véase Logan & Shenk, 1984,
PNAS USA 81:3655-3659). Alternativamente, puede usarse el promotor
7.5 K del poxvirus vacuno, (véase, por ejemplo, Mackett y colaboradores, -
1982, PNAS USA 79:7415-7419; Mackett y colaboradores, 1984, J. Virol.
49:857-864; Panicali y colaboradores, 1982, PNAS USA 79:4927-4931).

[0192] Otros sistemas de expresion para producir los péptidos
de la invencion serdn evidentes a las personas expertas en el arte,

Purificacién de Péptidos

[0193] Los péptidos de la invencién pueden purificarse por
técnicas conocidas en el arte tales como cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase reversa (p. ej., los péptidos crudos sintetizados por-
métodos de sintesis de fase s6lida con quimica N*-Fmoc, descritos mds

arriba, se purificaron por HPLC de fase reversa usando columna C-18
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preparativa), cromatografia de intercambio iénico, electroforesis en gel,
cromatografia de afinidad y similares. Las condiciones efectivas usadas
para purificar un péptido particular dependerén, en parte, de la estrategia
de sintesis y de factores tales como carga neta, hidrofobicidad,
hidrofilicidad, etc., y serdn evidentes a las personas expertas en el arte,
Pueden purificarse péptidos ramificados multiméricos, p. ¢j.,, mediante
cromatografia de intercambio i6nico o exclusion de tamafio.

[0194] Para purificacién por cromatografia de afinidad, puede-
empelarse cualquier anticuerpo que fije especificamente el péptido. Para
la produccién de anticuerpos, varios animales huésped, incluidos pero no
limitados a conejos, ratones, ratas, etc., pueden inmunizarse por inyeccién
con un péptido. El péptido puede unirse a un portador apropiado, tal como
BSA, por medio de un grupo funcional de cadena lateral o enlazantes
unidos a un grupo funcional de cadena lateral. Varios coadyuvantes
pueden usarse para aumentar la respuesta inmunitaria, dependiendo de la
especie huésped, incluidos pero no limitados a coadyuvantes de Freund
(completos e incompletos), geles minerales tales como hidroxido de
aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles
plurdénicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de
lapa, dinitrofenol, y coadyuvantes humanos potencialmente utiles tales
como BCG (bacilos Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum.

[0195] Anticuerpos monoclonales a un péptido pueden
prepararse usando cualquier técnica que permita la produccion de
moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Dichas
técnicas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridoma, descrita
originalmente por Kohler y Milstein, 1975, Nature 256:495-497, o
Kaprowski, Patente de los Estados Unidos No. 4,376,110, la cual se
incorpora aqui por referencia; la técnica de bibridoma de células B
humanas) Kosbor y colaboradores, 1983, Immunology Today 4:72; Cote y
colaboradores, 1983, PNAS USA 80:2026-2030); y la técnica EBV-
hibridoma (Cole y colaboradores, 1985, Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., piginas 77-96). Adicionalmente,
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pueden emplearse técnicas desarrolladas para la produccion de
"anticuerpos quiméricos" Morrison y colaboradores, 1984, PNAS USA
81:6851-6855; Neuberger y colaboradores, 1984, Nature 312:604-608;
Takeda y colaboradores, 1985, Nature 314:452-454, Boss, Patente de los
Estados Unidos No. 4,816,397; Cabilly, Patente de los Estados Unidos
No. 4,816,567, que se incorporan aqui por referencia) cortando y
empalmando los genes de una molécula de anticuerpo de ratén de
especificidad de antigeno apropiada junto con genes de una molécula de
anticuerpo humano de actividad biologica apropiada. O pueden prepararse
anticuerpos "humanizados" (véase, por ejemplo, Queen, Patente de los.
Estados Unidos No. 5,585,089 que se incorpora aqui por referencia).
Alternativamente, técnicas descritas para la produccién de anticuerpos de
cadena dnica (Patente de los Estados Unidos No. 4,946,778) pueden
adaptarse para producir anticuerpos de cadena tinica especifica de péptido.

[0196] Fragmentos de anticuerpo que contienen eliminaciones
de sitios de fijacion especifica pueden generarse por técnicas conocidas.
Por ejemplo, tales fragmentos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos
F(ab"),, que pueden producirse por digestién con pepsina de la molécula de
anticuerpo y fragmentos Fab, que pueden generarse reduciendo los.
puentes disulfuro de los fragmentos F(ab'),. Alternativamente, pueden
crearse bibliotecas de expresién Fab (Huse y colaboradores, 1989, Science
246:1275-1281) para permitir una rdpida y ficil identificacion de
fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada para el péptido
de interés.

[0197] El anticuerpo o fragmento de anticuerpo para el péptido
deseado puede unirse, por ejemplo, a agarosa, y el complejo anticuerpo-
agarosa se usa en inmunocromatografia para purificar péptidos de la
invencion. Véase, Scopes, 1984, Protein Purification: Principles and-
Practice, Springer-Verlag New York, Inc., NY, Livingstone, 1974,
Methods In Enzymology: Immunoaffinity Chromatography of Proteins
34:723-731.
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Formulaciones Farmacéuticas y Métodos de Tratamiento
[0198] Los mediadores de RCT de la invencién pueden usarse para

tratar cualquier trastorno en animales, especialmente mamiferos, incluidos
humanos, para los cuales es beneficioso reducir los niveles de colesterol,
incluidas, sin limitacién, afecciones en las cuales es benéfico aumentar la
concentracion de HDL en el suero, activar LCAT, y promover la descarga-
de colesterol y RCT. Tales afecciones incluyen, pero no se limitan a,
hiperlipidemia y, especialmente, hipercolesterolemia, y enfermedad
cardiovascular tal como arterioesclerosis (incluido el tratamiento y la
prevencién de arterioesclerosis) y arteriopatia coronaria; restenosis (p. ej.,
prevenir o tratar placas arterioesclerdticas, que se desarrollan como
consecuencia de procedimientos médicos tales como angioplastia con
globo); y otros trastornos, tales como isquemia, y endotoxemia, que a
menudo resultan en choque septicémico. -

[0199] Los mediadores de RCT pueden usarse solos o terapia de
combinacién con otros medicamentos usados para tratar las afecciones
anteriores. Tales terapias incluyen, pero no se limitan a, administracion
simultdnea o secuencial de los medicamentos involucrados.

[0200] Por ejemplo, en el tratamiento de hipercolesterolemia o
arterioesclerosis, las formulaciones de mediadores moleculares de RCT
pueden administrarse con una cualquiera o mss de las terapias reductoras
de colesterol actualmente en uso; p. €j., resinas de icido biliar, niacina, y/o
estatinas. Tal régimen de tratamiento combinado pueden producir efectos
terapéuticos particularmente benéficos puesto que cada medicamento
actia en una diana diferente en la sintesis y transporte de colesterol; es
decir, las resinas de 4cido biliar afectan el reciclaje del colesterol, el
quilomicrén y la poblacién LDL; la niacina afecta principalmente la
poblacién VLDL y LDL; las estatinas inhiben la sintesis del colesterol,
disminuyendo la poblacién LDL (y quizds aumentando la expresién de
receptor de LDL); mientras que los mediadores de RCT afectan a RCT,
incrementan HDL, aumenta la actividad de LCAT y promueven la
descarga de colesterol.
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[0201] Los mediadores de RCT pueden usarse en conjuncién-

con fibrados para tratar hiperlipidemia, hipercolesterolemia y/o
enfermedad cardiovascular tal como arterioesclerosis.

[0202] Los mediadores de RCT de la invencién pueden usarse
en combinacion con los anti-microbianos y agentes anti-inflamatorios
usados actualmente para tratar choque septicémico inducido por
endotoxina.

[0203] Los mediadores de RCT de la invencién pueden

formularse como composiciones a base de péptidoc o como complejos

péptido-lipido, los cuales pueden administrarse a sujetos en una variedad -

de modos, preferiblemente por administraciéon oral, para entregar los
mediadores de RCT a la circulacién. Formulaciones ejemplares y
regimenes de tratamiento se describen a continuacion.

[0204] En otra incorporacién preferida de la presente invencion,
se ofrecen métodos para aliviar y/o prevenir uno o més sintomas de
hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis. @~ Los métodos implican
preferiblemente administrar a un organismo, preferiblemente un
mamifero, mis preferiblemente un humano, uno o mas de los péptidos de

esta invencién (o miméticos de tales péptidos). El péptido(s) puede’

administrarse, como se describe, de acuerdo con cualquiera de un niimero
de métodos estandar incluidos, mas no limitados a, inyeccion, supositorio,
aerosol nasal, implante de libe;racién en el tiempo, parche transcutdneo, y
similares. En una incorporacién particularmente preferida, el péptida(s) se
administra oralmente (p. ej., como un jarabe, cépsula, o tableta).

[0205] Los métodos incluyen la administracién de un solo
polipéptido de esta invencién o la administracion de dos o mas
polipéptidos diferentes. Los polipéptidos pueden suministrarse como

monémeros o en formas diméricas, oligoméricas o poliméricas. En ciertas

incorporaciones, las formas multiméricas pueden comprender monémeros
asociados (p. e¢j., enlazados ionica o hidréfobamente), mientras que
algunas otras formas multiméricas comprenden monémeros enlazados
covalentemente (enlazados directamente o a través de un enlazante).
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[0206] Aunque la invencién se describe con respecto al empleo
en humanos, es también apropiada para uso animal, p. ej., veterinario. Por
lo tanto, organismos preferidos incluyen, pero no se limitan a, humanos,
primates no humanos, caninos, equinos, felinos, porcinos, ungulados,
lagomorfos, y similares.

[0207] Los métodos de esta invencion no se limitan a humanos
o animales no humanos que muestran uno o mas sintoma(s) de
hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis (p. €j., hipertensién, formacién y
ruptura de placas, reduccion en sucesos clinicos tales como infarto de
miocardio, angina, o apoplejia, niveles elevados de lipoproteina de baja
densidad, niveles elevados de lipoproteina de muy baja densidad, o
proteinas inflamatorias, etc.), sino son también Gtiles en un contexto
profildctico. En consecuencia, los péptidos de esta invencidn (o
miméticos de los mismos) pueden administrarse a organismos para.
prevenir la manifestacién/evolucién de uno o mds sintomas de
hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis. Sujetos particularmente
preferidos en este contexto son sujetos que muestran uno o més factores de
riesgo de arterioesclerosis (p. ej., historia familiar, hipertensién, obesidad,
alto consumo de alcohol, tabaquismo, colesterol sanguineo elevado,
triglicéridos sanguineos elevados, LDL, VLDL, IDL sanguineas elevadas,
o HDL baja, diabetes, o una historia familiar de diabetes, lipidos
sanguineos altos, infarto de miocardio, angina o apoplejia, etc.).

[0208] En una incorporacion preferida, los mediadores de-
péptido de RCT pueden sintetizarse o manufacturarse usando cualquier
técnica descrita en secciones anteriores relativas a la sintesis y purificacién
de los mediadores de RCT. Preparaciones estables que tienen una larga
vida Gtil pueden elaborarse liofilizando los péptidos — ya sea para
preparar una masa para reformulacién, o ya sea para preparar alicuotas
individuales o unidades farmacéuticas que puedan reconstituirse por
rehidratacién con agua estéril o una solucion tamponada estéril apropiada.

[0209] En otra incorporacién preferida, los mediadores de RCT
pueden formularse y administrarse en un complejo péptido-lipido. Este"
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enfoque tiene algunas ventajas, puesto que el complejo debe tener una- v
vida media incrementada en la circulacién, particularmente cuando el
complejo tiene un tamafio similar y densidad a HDL vy, especialmente, las
poblaciones pre-f-1 6 pre-B-2 HDL. Los complejos péptido-lipido pueden
prepararse convenientemente por cualquiera de un nimero de métodos
descritos més adelante. Preparaciones estables con una vida Gtil
prolongada pueden claborarse por liofilizacién — siendo el enfoque
preferido el procedimiento de co-liofilizacién descrito a continuacién. Los
complejos péptido-lipido liofilizados pueden usarse para preparar una
masa para reformulacion farmacéutica, o para preparar alicuotas
individuales o unidades farmacéuticas que pueden reconstituirse por
rehidratacion con agua estéril o una solucién tamponada apropiada antes
de la administracion a un sujeto.

[0210] Una variedad de métodos bien conocidos por las
personas expertas en el arte pueden usarse para preparar las vesiculas o
complejos péptido-lipido. Para este fin pueden empelarse un nimero de
técnicas disponibles para preparar liposomas o proteoliposomas. Por
ejemplo, el péptido puede co-sonicarse (usando un sonicador de bafio o de
sonda) con lipidos apropiados para formar complejos. Alternativamente el
péptido puede combinarse con vesiculas de lipido preformadas resultantes
en la formacién espontinea de complejos péptido-lipido. En todavia otra
alternativa, los complejos péptido-lipido pueden formarse por un método
de didlisis detergente; p. ej., una mezcla del péptido, lipido y detergente se
dializa para remover el detergente y reconstituir o formas complejos
péptido-lipido (p. ej., véase Jonas y colaboradores, 1986, Methods in
Enzymol. 128:553-582).

[0211] Aunque los anteriores enfoques son factibles, cada.
método presenta sus propios problemas peculiares de produccién en
términos de costo, rendimiento, reproducibilidad y seguridad. De acuerdo
con método preferido, el péptido y lipido se combinan en un disolvente,
sistema que co-solubiliza cada ingrediente y puede retirarse por
liofilizacion. A este propdsito, parejas de disolventes deben seleccionarse
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cuidadosamente para garantizar la co-solubilidad del péptido antipético y

el lipido. En una incorporacién, la proteina(s), péptido(s) o

derivados/andlogos de los mismos, a incorporarse en las particulas pueden

disolverse en un disolvente acuoso u orgénico o mezcla de disolventes

(disolvente 1). El componente (fosfo)lipido se disuelve en un disolvente
acuoso u organico o mezcla de disolventes (disolvente 2), que es miscible

con el disolvente 1, y las dos soluciones se mezclan. Alternativamente, el

péptido y el lipido pueden incorporarse en un sistema co-disolvente; es

decir, unz mezcla de los disolventes miscibles. En primer lugar se

determina empiricamente una proporcién apropiada de péptido (proteina)

a lipidos, de modo que los complejos resultantes poseen las propiedades

fisicas y quimicas apropiadas; es decir, usual (pero no necesariamente)

similar en tamafio a HDL. La mezcla resultante se congela y liofiliza a

sequedad. Algunas veces tiene que agregarse un disolvente adicional a la
mezcla para facilitar la liofilizacién. Este producto liofilizado puede

almacenarse durante perfodos prolongados y permanecerin estables.

[0212] El producto liofilizado puede reconstituirse con el fin de
obtener una solucién o suspension del complejo péptido-lipido. A este fin,
el polvo liofilizado puede rehidratarse con una solucién acuosa a un
volumen apropiado (a menudo 5 mgs péptido/ml que es conveniente para
inyeccién intravenosa). En una incorporaciéon preferida el polvo
liofilizado se rehidrata con solucién salina tamponada con fosfato o una
solucién saline fisiolégica. La mezcla puede haberse agitado o
centrifugado para facilitar la rehidratacién y, en la mayoria de los casos, el
paso de reconstitucién debe llevarse a cabo a una temperatura igual a o
mayor que la temperatura de transicién de fase del componente lipido de
los complejos. Dentro de unos minutos, resulta una preparacion clara de
complejos lipido-proteina reconstituidos.

[0213] Una alfcuota de la preparacién reconstituida resultante
puede caracterizarse para confirmar que los complejos en la preparacién
tengan la distribucién de tamafio deseada; p. ej., la distribucién de tamafio
de HDL. Para este fin puede usarse cromatografia de filtracién en gel.

-T2-
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Por ejemplo, puede emplearse un sistema de cromatografia de filtracién en
gel Pharmacia Superose 6 FPLC. El tampon usado contiene 150 mM
NaCl en 50 mM de tampén de fosfato, pH 7.4. Un volumen tipico de
muestra es 20 a 200 microlteros de complejos que contienen 5 mgs
péptido/ml. El caudal de la columna es 0.5 mls/min. Como estindares
para calibrar la columna se usa preferiblemente una serie de proteinas de
peso molecular conocido y didmetro de Stokes, asi como HDL humana.
Las proteinas y complejos de lipoproteina se monitorean por absorbencia o
dispersion de la luz de longitud de onda 254 6 280 nm.

[0214] Los mediadores de RCT de la invencién pueden
acomplejarse con una variedad de lipidos, incluidos lipidos y/o
fosfolfpidos saturados, insaturados, naturales y sintéticos. Lipidos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, fosfolipiodos de cadena alquilica
pequefla, fosfatidilcolina de huevo, fosfatidilcolina de soya,
dipalmitoilfosfatidilcolina, dimiristoilfosfatidilcolina,
distearoilfosfatidilcolina, 1-miristoil-2-palmitoilfosfatidilcolina, 1-
palmitoil-2-miristoilfosfatidilcolina, 1-palmitoil-2-
stearoilfosfatidilcolina, 1-stearoil-2-palmitoilfosfatidilcolina, ]
dioleoilfosfatidilcolina dioleofosfatidiletanolamina,
dilauroilfosfatidilglicerol fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilethanolamina, fosfatidilinositol, esfingomielina, esfingolipidos,

fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol, dimiristoilfosfatidilglicerol,
dipalmitoilfosfatidilglicerol, distearoilfosfatidilglicerol,
dioleoilfosfatidilglicerol, acido dimiristoilfosfatidico, dcido
dipalmitoilfosfatidico, dimiristoilfosfatidiletanolamina,
dipalmitoilfosfatidiletanolamina, dimiristoilfosfatidilserina,

dipalmitoilfosfatidilserina, fosfatidilserina del cerebro, esfingomielina del
cerebro, dipalmitoilesfingomielina, distearoilesfingomielina, 4cido
fosfatidico, galactocerebrosida, gangliésidos, cerebrésidos,
dilaurilfosfatidilcolina, (1,3)-D-mannosil-(1,3)diglicérido,
aminofenilglucésido, glicolipidos de 3-colesteril-6'{glicosiltio)hexil éter,
y colesterol y sus derivados.
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[021S] La formulacién farmacéutica de la invencién contiene
los mediadores de péptido de RCT, o el complejo péptido-lipido como el
ingrediente activo en un excipiente farmacéuticamente aceptable,
apropiado para administracién y dispensacién in vive. Como los péptidos
pueden contener términos 4cidos y/o bésicos y/o cadenas laterales, los
péptidos pueden incluirse en las formulaciones en cualquiera de las dos
formas de dcidos o base libres, o en la forma de sales farmacéuticamente
aceptables.

[0216] Preparaciones inyectables incluyen suspensiones
estériles, soluciones o emulsiones del ingrediente activo en vehiculos
acuosos u oleosos. Asimismo, las composiciones pueden contener agentes
formulantes, tales como un agente de suspension, estabilizante y/o
dispersante. Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en
forma farmacéutica unitaria, p. ¢j., en ampollas o en envases multi-dosis, y
pueden contener preservantes agregados.

[0217] Alternativamente, la formulacién inyectable puede
proveerse en forma de polvo para reconstitucion con 'un vehiculo
apropiado, incluidos, mas no limitados a, agua estelizada libre de
pirégenos, tampon, solucion de dextrosa, etc., antes del empleo. Para este
fin, los mediadores de RCT pueden liofilizarse, o puede prepararse un
complejo pdptido-lipido co-liofilizado. Las preparaciones almacenadas
pueden proveerse en formas farmacéuticas unitarias y reconstituirse antes.
del uso in vivo.

[0218] Para entrega prolongada, el ingrediente activo puede
formularse como una preparacién de liberacién lenta, para administracién
por implantacién; p. ej., subcutdnea, intradérmica, o inyeccién
intramuscular. Asi, por ejemplo, el ingrediente activo puede formularse
con materiales poliméricos o hidréfobos apropiados (p. €j., como una
emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como
derivados moderadamente solubles; p. e¢j., como forma de sal
moderadamente soluble de los mediadores de RCT.

[0219] Alternativamente, puede utilizarse sistemas de entrega
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transdérmica manufacturados como un disco adhesivo o parche, libera
lentamente el ingrediente activo para absorcién percuténea. A este fin,
pueden usarse intensificadores de infiltracién para facilitar la penetracién
transdérmica del ingrediente activo. Un beneficio particular puede
lograrse incorporando los mediadores de RCT de la invencién, o el
complejo péptido-lipido en un parche de nitroglicerina para uso en
pacientes con cardiopatia isquémica e hipercolesterolemia.

[0220] Para administracién oral, las composiciones
farmacéuticas pueden tomar al forma de, por ejemplo, tabletas o cépsulas’
preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente
aceptables tales como agentes aglutinantes (p. ej., almidén de maiz
pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa);
rellenos (p. ¢j., lactosa, celulosa microcristalina o fosfato hidrogenado de
calcio); lubricantes (p. ej., estearato de magnesio, talco o silice);
desintegrantes (p. €j., almidén de papa o glicolato sddico de almidén); o
agentes humectantes (p. ej., laurel sulfato de sodio). Las tabletas pueden
recubrirse por métodos bien conocidos en el arte. Preparaciones liquidas
para administracion oral pueden tomar la forma de, por ejemplo,.
soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un
producto seco para constitucion con agua u otro vehiculo apropiado antes
del uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse por medios
convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como
agentes de suspension (p. ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o
grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (p. ej., lecitina o
acacia); vehiculos no acuosos (p. ej., aceite de almendras, ésteres oleosos,
alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y preservantes (p. €.y
metil o propil-p-hidroxibenzoatos o dcido sérbico). Las preparaciones
pueden contener sales tampon, agentes saborizantes, colorantes y
edulcorantes, seglin lo apropiado. Las preparaciones para administracién
oral pueden formularse convenientemente para- producir una liberacién
controlada del compuesto activo.

[0221] Para administracién sublingual, las composiciones
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pueden tomar la forma de tabletas o tabletes para chupar formuladas en
una manera convencional. Para vias rectales y vaginales de
administracién, el ingrediente activo puede formularse como soluciones
(para enemas de retencién) supositorios o ungiientos.

[0222] Para administracion por inhalacién, el ingrediente activo
puede entregarse convenientemente en la forma de una presentacion de
pulverizador de aerosol de envases presurizados o un nebulizador, con el
uso de un propulsor apropiado, p. ej., diclorodifluorometano,
trichlorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro
gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad
farmacéutica puede determinarse proveyendo una vélvula para dispensar
una cantidad medida. Pueden formularse cépsulas y cartuchos, p. ¢j., de
gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contenga una mezcla de -
polvo del compuesto y una base de polvo apropiada, tal como lactosa o
almidon.

[0223] Si se desea, las composiciones pueden presentarse en un
envase o dispositivo dispensador que puede contener una o més formas
farmacéuticas unitarias que incluyan el ingrediente activo. El envase
puede comprender por ejemplo una hoja de pléastico o metal, tal como un
envase alveolado/empaque blister. El envase o dispositivo dispensador
puede estar acompafiado de instrucciones para administracién.

[0224] Los mediadores de péptido de RCT y/o complejos
péptido-lipido de la invencién pueden administrarse por cualquier via
apropiada que garantice la biodisponibilidad en la circulacién. Esto puede
lograrse por vias parenterales de administracion, incluidas inyecciones
intravenosa (IV), intramuscular (IM), intradérmica, subcutanea (SC) e
intraperitoneal (IP). No obstante, pueden utilizarse otras vias de
administracién. Por ejemplo, la absorcion a través del tubo digestivo
puede realizarse por vias orales de administracién (incluidas, pero no
limitadas a, ingestién, bucales y sublinguales) a condicién de que se
empleen formulaciones apropiadas (p. ej., cubiertas gastro-resistentes)
para evitar o minimizar la degradacion del ingrediente activo, p. €j., en los
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ambientes rudos de la mucosa oral, estdmago y/o intestino delgado. La
administracion oral tiene la ventaja de la comodidad de uso y, por lo tanto,
cumplimiento terapéutico mejorado por parte del paciente.
Alternativamente, puede utilizarse la administracién a través del tejido
mucoso, tal como las modalidades vaginales y rectales de administracién
para evitar o minimizar la degradacién en el tubo digestivo. En todavia
otra alternativa, las formulaciones de la invencién pueden administrarse
transcutdneamente (p. ¢j., transdérmicamente), o por inhalacion. Se
observaréd que la via preferida puede variar con la afeccion, la edad y el-
cumplimiento terapéutico del destinatario.

[0225] La dosis efectiva de mediadores de péptido de RCT o
complejo péptido-lipido usada variard con la via de administracion, y debe
ajustarse para lograr concentraciones del plasma en circulacién de 1.0
mg/l a 2 g/l. Datos obtenidos en sistemas de modelos animales descritos
aqui muestran que los agonistas de ApoA-I de la invencién se asocian con
el componente HDL, y poseen una vida media, proyectada en humanos, de
alrededor de cinco dias. Por consiguiente, en una incorporacién, los
mediadores de RCT pueden administrarse por inyeccién con una dosis
entre 0.5 mg/kg a 100 mg/kg una vez por semana. En otra incorporacién,
niveles de suero deseados pueden mantenerse mediante infusién continua
o fusién intermitente que provean alrededor de 0.1 mg/kg/hora a
100mg/kg/hora.

[0226] Las toxicidad y la eficacia terapéutica de los distintos
mediadores de RCT pueden determinarse usando procedimientos
farmacéuticos estédndar en cultivo celular o animales experimentales para
determinar la LDs (la dosis letal al 50% de la poblacién) y la EDg (la.
dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacion). La relacién de
la dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y
puede expresarse como la relacién LDsy/EDs. Se prefieren los agonistas
de péptido ApoA-I que exhiben indices terapéuticos elevados.

Otros Usos
[0227] Los mediadores de agonistas de RCT de la invencién
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pueden usarse en andlisis in vitro para medir HDL en el suero, p. ej., para
propdsitos diagnésticos. Debido a que los mediadores de RCT se asocian
con el componente HDL y LDL del suero, los agonistas pueden usarse
como "marcadores” para la poblacion HDL y LDL. Mids afn, los’
agonistas pueden utilizarse como marcadores de la sobrepoblacién de
HDL, que son efectivos en RCT. A este fin, el agonista puede agregarse
a, o mezclarse con, una muestra de suero del paciente; luego de un tiempo
de incubacion apropiado, el componente HDL puede analizarse APRA
detectar los mediadores incorporados de RCT. Esto puede lograrse
usando un agonista marcado (p. e¢j., radiomarcadores, marcas
fluorescentes, marcas enziméticas, colorantes, etc.), o por inmunoanélisis
usando anticuerpos (o fragmentos de anticuerpo) especificos para el
agonista. '

[0228] Alternativamente, un agonista marcado puede usarse en
procedimientos radiogréficos (p. ej., radiografias CAT, radiografias MRI)
para visualizar el sistema circulatorio, o para monitorear RCT, o para
visualizar la acumulacion de HDL en estrias adiposas, lesiones
arterioesclerdticas, etc. (donde la HDL debe ser activa en la descarga de
colesterol).
Estudios para Andlisis de Mediadores de Transporte Reverso de Colesterol
Anélisis de Activacion de LCAT

[0229] Los mediadores de RCT de acuerdo con incorporaciones-
preferidas de la presente invencién pueden evaluarse con respecto a su
eficacia clinica potencial por varios analisis in vitro, por ejemplo, por su
capacidad de activar LCAT in vitro. En el andlisis de LCAT, vesiculas de
sustrato (vesiculas pequefias uni-laminares o "SUVs") compuestas de
fosfatidilcolina de huevo (EPC) o 1-palmitoil-2-oleil-fosfatidil-colina
(POPC) y colesterol radiomarcado se pre-incuban con masas equivalentes
de péptido o ApoA-I (aislada de plasma humano). La reaccién se inicia
por la adicién de LCAT (purificada de plasma humano). ApoA-I nativa,
que se usd como control positivo, representa una actividad de activacién
del 100%. La "actividad especifica" (es decir, unidades de actividad
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(activacion de LCAT)/unidad de masa) de los mediadores moleculares
puede calcularse como la concentracién de mediador que logra la méxima
activacion de LCAT. Por ejemplo, una serie de concentraciones del
péptido (p. ej., una dilucién limitante) puede analizarse para determinar la
"actividad especifica" del péptido — la concentracién que alcanza la
méxima activacién de LCAT (es decir, la conversion porcentual de
colesterol a éster de colesterol) en un punto de tiempo especifico en el
andlisis (p. €j., 1 hora). Cuando se grafica la conversién porcentual de.
colesterol en, p. ej., 1 hora, contra la concentracién de péptido usado, la
"actividad especifica” puede identificarse como la concentracién de
péptido que alcanza un nivel sobre la curva graficada.

Preparacion de Vesiculas de Sustrato
[0230] Las vesiculas usadas en el analisis de LCAT son SUVs

compuestas de fosfatidilcolina de huevo (EPC) o 1-palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC) y colesterol con una relacion molar de 20:1.
Para preparar una solucion patrén concentrada de vesiculas suficiente para -
40 anilisis, se disuelven 7.7 mg EPC (6 7.6 mg POPC; 10 umol), 78 pg
(0.2 umol) 4-" Ccolesterol, 116 pg colesterol (0.3 pmol) en 5 ml de
xileno y se liofilizan. Seguidamente se agregan 4 ml de tampon de
analisis al polvo seco y se sonica bajo una atmdsfera de nitrégeno a 4°C.
Condiciones de sonicacién: sonicador Branson 250, punta 10 mm, 6x5
minutos; tampén de andlisis: 10 mM Tris, 0.14 M NaCl, 1 mM EDTA, pH
7.4. La mezcla sonicada se centrifuga 6 veces durante 5 minutos cada vez
a 14.000 rpm (16,000xg) para retirar particulas de titanio. La solucién
clara resultante se usa para el andlisis enzimitico. .
Purificacién de LCAT

[0231] Para la purificacion de LCAT, se emplea tratamiento con
sulfato de dextrina/Mg?+- de plasma humano para obtener suero deficiente
en lipoproteina (LPDS), el cual se cromatografia secuencialmente en
cromatografia de afinidad con fenilsefarosa, Affigelblue, ConcanavalinA
sefarosa y anti-ApoA-IL.
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Preparacion de LPDS

[0232] Para preparar LPDS, 500 ml de plasma se agregan a 50
ml de solucién de sulfato de dextrina (MW=500.000). Agitar 20 minutos.
Centrifugar durante 30 minutos a 3000 rpm (16.000xg) a 4°C. Usar
sobrenadante (LPDS) para posterior purificacién (aprox. 500 ml).

Cromatografia de Fenilsefarosa

[0233] Los siguientes materiales y condiciones se usaron para la
cromatografia de fenilsefarosa. Fase s6lida: columna Pharmacia, grado de
sustrato alto, de flujo répido de fenilsefarosa: XK26/40, altura del lecho de
gel: 33 cm, V = ca, caudales de 175 ml: 200 ml/hora de lavado (muestra):
200 ml/hore de elucién (tampoén): 80 ml/hora de tampdn (agua destilada):
10 mM Tris, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7.4, 0.01% de azida de
sodio.

[0234] Equilibrar la columna en tampén Tris, agregar 29 g NaCl
a 500 ml LPDS y aplicar a la columna. Lavar con varios volimenes de
tampén Tris hasta que la absorcién a 280 nm de longitud de onda esté
aproximadamente en la linea de referencia, iniciar luego la elucién con
agua destilada. Se agrupan las porciones que contienen proteina (tamafio
del grupo: 180 ml) y se usan para cromatografia con Affigelblue.
Cromatografia con Affigelblue |

[0235} El grupo de fenilsefarosa se dializa de un dia para otro a
4°C contra 20 mM Tris-HCI, pH7.4, 0.01% de azida de sodio. Se reduce
el volumen del grupo por ultrafiltracién (Amicon YM30) a 50-60 ml y se
carga en una columna Affigelblue. Fase sdlida: columna 153-7301,
Biorad, Affigelblue, XK26/20, altura del lecho de gel: aprox. 13 cm;
volumen de columna: aprox. 70 ml. Caudales: carga: 15 ml/hora lavado:
50 mbh. Equilibrar columna en tampén Tris. Aplicar grupo de
fenilsefarosa a la columna. Iniciar en paralelo para recoger las fracciones.
Lavar con tampdn Tris. Las fracciones agrupadas (170 ml) se usaron para
cromatografia ConA.
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Cromatografia ConA

[0236] El grupo Affigelblue se redujo por Amicon (YM30) a 30-
40 ml y se dializ6 contra tampdn de partida ConA (1 mM Tris HCl pH7.4;
1 mM MgCl;, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,, 0.01% de azida de sodio) de un
dia para otro a 4°C. Fase sdlida: columna (Pharmacia) sefarosa ConA:
XK26/20, altura del lecho de gel: 14 cm (75 ml). Caudales: carga 40 ml/h
lavado (con tampén de partida): 90 ml/h elucion: 50 ml/h, 0.2M Metil-a-
D-mannésido en 1 mM Tris, pH 7.4. Se recogieron las fracciones de.
proteina de las eluciones de manndsido (110 ml), y el volumen se redujo
por ultrafiitracién (YM30) a 44 mi. EI grupo ConA pool se dividié en
alicuotas de 2 ml aliquots, las cuales se almacenaron a -20°C.

Cromatografia de Afinidad Anti-ApoA-I

[0237] La cromatografia de afinidad Anti-ApoA-l se llevé a
cabo en material Affigel-Hz (Biorad), al cual las anti-ApoA-I abs se
habian acoplado covalentemente. Columna: XK16/20, V = 16 ml. La
columna se equilibré con PBS pH 7.4. Dos ml del grupo ConA se dializo-
durante 2 horas contra PBS antes de cargarlos en la columna. Caudales:
carga: 15 ml/hora de lavado (PBS) 40 ml/hora. Las fracciones de proteina
agrupadas (V=14 ml) se usan para andlisis d¢ LCAT. La columna se
regenera con 0.1 M. Tampdn de citrato (pH 4.5) para eluir la A-I fijada
(100 ml), e inmediatamente después de este procedimiento se re-equilibrd
con PBS.
Farmacocinética de los mediadores de RCT

[0238] Los siguientes protocolos experimentales pueden usarse
para demostrar que los mediadores de RCT son estables en la circulacién y -
se asocian con el componente HDL del plasma.
Sintesis y/o Radiomarcacién de Agonistas de Péptido

[0239] Se preparé LDL '*I-marcada por el procedimiento de
monocloruro de yodo a una actividad especifica de 500-900 cpm/ng
(Goldstein y Brown 1974 J. Biol. Chem. 249:5153-5162). Se
determinaron la fijacién y la degradacién de lipoproteinas de baja
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densidad por fibroblastos humanos cultivados con actividades especificas

finales de 500-900 cpm/ng, como se describe (Goldstein y Brown 1974 J.

Biol. Chem. 249:5153-5162). En todo caso, >99% de radioactividad fue

precipitable por incubacién de las lipoproteinas a 4°C con 10% (p/vol) de-
4cido tricloroacético (TCA). El residuo Tyr se unié al N-término de cada

péptido para permitir se radioyodizacién. Los péptidos se radioyodaron

con Na'?I (ICN), usando perlas de yodo (Pierce Chemicals) y siguiendo el

protocolo del fabricante, a una actividad especifica de 800-1000 cpm/ng.

Luego de la didlisis, la radioactividad precipitable (10% TCA) de los

péptidos fue siempre >97%.

[0240] Alternativamente, péptidos radiomarcados pudieron
sintetizarse acoplando Fmoc-Pro '*C-marcado como el aminoicido N-
terminal. L-[U-" C]X, actividad especifica 9.25 GBq/mmol, puede usarse
para la sintesis de agonistas marcados que contienen X. La sintesis puede
llevarse a cabo de acuerdo con Lapatsanis, Synthesis, 1983, 671-173.
Brevemente, 250 pM (29.6 mg) de L-X no marcado se disuelve en 225 pl
de una solucién 9% Na,;COj; y se agrega a una solucién (9% Na,CO;) de
9.25 MBq (250 pM) L-X “C-marcado. El liquido se enfiia a 0°C, se
mezcla con 600 pM (202 mg) 9-fluorenilmetil-N-succinimidilcarbonato
(Fmoc-OSu) en 0.75 ml DMF y se agitaron a temperatura de la sala
durante 4 horas. A continuacidn, la mezcla se extrae con éter dietilico
(2x5ml) y cloroformo (1x5ml), la fase acuosa restante se acidifica con
30% HCI y se extrae con cloroformo (5x8 ml). La fase orgdnica se seca
sobre Na,SO,, se extrae por filtracién y el volumen se reduce bajo flujo de
nitrogeno a 5 ml. La pureza se estimé por TLC (CHC1;:MeOH:Hac,
9:1:0.1 v/viv, HPTLC de fase estacionaria en gel de silice 60, Merck,
Alemania) con deteccion de UV, p. ej., pureza radioquimica: Analizador
Lineal, Berthold, Alemania; los rendimientos de la reaccién pueden ser
aproximadamente 90% (determinado por LSC).

[0241] La solucion de cloroformo que contiene 1%C-péptido X se
usa directamente para sintesis de péptidos. Una resina de péptido, que-
contiene aminodcidos 2-22, puede sintetizarse automaticamente como se
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describe més arriba y se usa para la sintesis. La secuencia del péptido se’

determina por degradacién de Edman. El acoplamiento se lleva a cabo

como se describe previamente, excepto que HATU (O-(7-azabenzotriazol-

1-i)1-, 1,3,3-hexaflucrofosfato de tetrametiluronio) se usa preferiblemente

en lugar de TBTU. Un segundo acoplamiento con Fmoc-L-X no marcado

se lleva a cabo manualmente,

Farmacocinética en Ratones

[0242] En cada experimento, 300 - 500 pg/kg (0.3 - 0.5 mg/kg)
[o més tal como 2.5 mg/k] de péptido radiomarcado puede inyectarse.
intraperitonealmente en ratones que se alimentaron con comida normal
para ratones o la dieta modificada de Thomas-Harcroft aterogénica
(resultante en colesterol VLDL severamente elevada e IDL). Se toman
muestras de sangre en miltiples intervalos de tiempo para evaluacién de la
radioactividad en el plasma.

Estabilidad en el Suero Humano

[0243] 100 pg de péptido marcado pueden mezclarse con 2 ml-
de plasma humano fresco (a 37°C) y deslipidarse inmediatamente
(muestra de control) o después de 8 dias de incubacion a 37°C (muestra de
ensayo). La deslipidacién se lleva a cabo extrayendo los lipidos con un
volumen igual de 2:1 (v/v) cloroformo:metanol. Las muestras se cargan
en una columna C,g de fase reversa y se eluye con una gradiente lineal
(25-58% durante 33 minutos) de acetonitrilo (que contiene 0.1% en peso
de TFA). Los perfiles de elucién son seguidos por absorbencia (220 pm) y
radioactividad.
Formacién de De Particulas Similares Pre-8 ]

[0244] HDL humana puede aislarse por ultracentrifugacién de
densidad con KBr con una densidad d - 1.21 g/ml para obtener una
fraccioén superior seguida por cromatografia de filtracién en gel Superose 6
para separar HDL de otras lipoproteinas. La HDL aislada se ajusta a una

concentracién final de 1.0 mg/ml con solucién salina fisiolégica en
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contenido de proteina determinado por andlisis de proteina de Bradford.
Una alicuota de 300 pl se retira de la preparacién de HDL aislada y se
incuba con 100 pl de péptido marcado (0.2-1.0 fig/ul) durante dos horas a
37°C. Se analizan miiltiples incubaciones separadas incluido un blanco
que contenia 100 pl de solucién salina fisiolégica y cuatro diluciones de’
péptido marcado. Por ejemplo: (i) 0.20 ug/ul relacién péptido:HDL =
1:15; (ii) 0.30 pg/ul relaciéon péptido:HDL = 1:10; (iii) 0.60 relacién
péptido:HDL = 1:5; y (iv) 1.00 pg/pul relacion péptido:HDL = 1:3. Luego
de una incubacién de dos horas, se carga una alicuota de 200 pl de la
muestra (volumen total = 400 pl) en una columna de filtraciéon en gel
Superose 6 para separacion de lipoproteina y anélisis, y 100 pl se utilizan
para determinar la radioactividad total cargada.

Asociacién de Mediadores con Lipoproteinas Humanas

[0245] La asociacién de mediadores de péptido con fracciones de
lipoproteina humana puede determinarse incubando péptido marcado con
cada clase de lipoproteina (HDL, LDL y VLDL) y una mezcla de las
distintas clases de lipoproteina. HDL, LDL y VLDL se aislan por
ultracentrifugacién de gradiente de densidad con KBrad =1.21 g/ml y se
purifican por FPLC en una columna de exclusién por tamafio Superose 6B
(la cromatografia se lieva a cabo con un caudal de 0.7 ml/min y un tampdn
de desplazamiento ("running buffer’) de 1 mM Tris (pH 8), 115 mM
NaCl, 2 mM EDTA y 0.0% NaNj). El péptido marcado se incuba con
HDL, LDL y VLDL con una relacién de péptido:fosfolipido de 1:5
(relacién de masa) durante 2 horas a 37° C. La cantidad requerida de
lipoproteina (volimenes basados en la cantidad necesaria para producir
1000 pg) se mezcla con 0.2 ml de solucién patrén concentrada de péptido
("peptide stock solution™) (1 mg/ml) y la solucién se lleva hasta 2.2 ml
usando 0.9% de NaCl.

[0246] Luego de incubar durante 2 horas a 37°C, se retira una
alicuota (0.1 ml) para la determinacion de la radioactividad total (p. ej.,
por conteo de centelleo en liquido ("liguid scintilation counting”™) o
conteo gamma dependiendo del isétopo de marcado), se ajusta la densidad
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de la mezcla de incubacién resultante a 1.21 g/ml con KBr, y las muestras
se centrifugan a 100.000 rpm (300.000 g) durante 24 horas a 4° C en un
rotor TLA 100.3 usando una ultracentrifuga de mesa Beckman. El
sobrenadante resultante se fracciona retirando alicuotas de 0.3 ml de la
parte superior de cada muestra para un total de 5 fracciones, y se usa 0.05
ml de cada fraccién para el conteo. Las dos fracciones superiores
contienen las lipoproteinas flotantes, las otras fracciones (3-5)
corresponden a proteinas/péptidos en solucion.

Fijacién Selectiva a Lipidos de HDL
[0247] Plasma humano (2 ml) se incuba con 20, 40, 60, 80, y

100 pg de péptido marcado durante 2 horas a 37°C. Se separan las
lipoproteinas ajustando la densidad a 1.21 g/ml y centrifugacion en un
rotor TLA 100.3 a 100.000 rpm (300.000 g) durante 36 horas a 4° C. Los
900 pl superiores (en fracciones de 300 pl) se toman para el analisis. Se
cuentan 50 pul de cada fraccién de 300 pl para detectar radioactividad y
200 ul de cada fraccidn se analizan por FPLC (columna de combinacién

Superose 6/Superose 12).

Uso de los Mediadores de Transporte Reverso de Colesterol en Sistemas
de Modelos Animales

[0248] La eficacia de los mediadores de RCT de la invencién
puede demostrarse en conejos u otros modelos animales apropiados.

Preparacién de los Complejos Fosfolipido/Péptido
[0249] Particulas discoides pequerflas compuestas de fosfolipido

(DPPC) y péptido se preparan siguiendo el método de didlisis de colato.
El fosfolipido se disuelve en cloroformo y se seca bajo una corriente de
nitrégeno. El péptido se disuelve en un tampdn (solucién salina) con una
concentracién de 1-2 mg/ml. La pelicula de lipido se redisuelve en
tampén que contiene colato (43°C) y la solucién de péptido se agrega con
una relacién de peso 3:1 de fosfolipido/péptido. La mezcla se incuba de
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un dia para otro a 43° C y se dializa a 43°C (24 horas), temperatura de la
sala (24 horas) y 4°C (24 horas), con tres cambios de tampén (volimenes
grandes) en punto de temperatura. Los complejos pueden esterilizarse por
filtracion (0.22 pum) para inyeccién y almacenamiento a 4°C.

Aislamiento y Caracterizacién de las Particulas de Péptido/Fosfolipido

[0250] Las particulas pueden seperarse en una columna de
filiracién en gel (Superose 6 HR). La posicion del pico que contiene las
particulas se identifica midiendo la concentracién de fosfolipido en cada
fraccién. Del volumen de elucién, puede determinarse el radio de Stokes.
La concentracién de péptido en el complejo se determina midiendo el
contenido de fenilalanina (por HPLC) luego de una hidrélisis de écido de
16 horas.

Inyeccién en el Conejo
[0251) Conejos blancos de Nueva Zelandia (2.5-3 kg) se

inyectan por via intravenosa con una dosis de complejo fosfolipido
/péptido (5 6 10 mg/kg de peso corporal, expresado como péptido) en una
sola inyeccion intravenosa rdpida que no exceda los 10-15 ml. Los
animales se sedan ligeramente antes de las manipulaciones. Se toman
muestras de sangre (recogidas en EDTA) antes y 5, 15, 30, 60, 240 y 1440
minutos después de la inyeccién. El hematocrito (Hot) se determina para_
cada muestra. Las muestras se dividen en alicuotas y se almacenan a -
20°C antes del andlisis.

Anélisis de los Sueros de los Conejos
[0252] El colesterol total en el plasma, los triglicéridos en el

plasma y los fosfolipidos en el plasma se determina enzimdticamente
usando andlisis disponibles en el comercio, por ejemplo, de acuerdo con
los protocolos del fabricante (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Alemania y Biomerieux, 69280, Marcy-L'Etoile, Francia).

[0253] Los perfiles de lipoproteina en el plasma de las



WO 2004/0844471 PCT/US2004/012445 ﬂ/

7
fracciones obtenidas luego de la separacién del plasma en sus fracciones
de lipoproteina pueden determinarse centrifugando ("by spinning") en una
gradiente de densidad de sacarosa. Por ejemplo, se recogen las fracciones
y se pueden medir los niveles de fosfolipido y colesterol por anilisis
enzimitico convencional en las fracciones correspondientes a las
densidades de lipoproteina VLDL, ILDL, LDL y HDL.

Ejemplos Priicticos
[0254] La meta a corto plazo era identificar imitadores de-

compuestos de ApoA-I que funcionan en el transporte de colesterol
mediado por HDL al higado. La meta a largo plazo era modificar los
compuestos, de modo que puedan interactuar con un subconjunto de
lipoproteinas y direccionarlas al higado y amplificar la velocidad del
catabolismo de lipoproteinas ricas en colesterol (transporte reverso de
colesterol). A diferencia de los tratamientos actuales (resinas, estatinas,
fibratos), que regulan el transporte de colesterol a los tejidos periféricos, la
estrategia adoptada aqui involucra la amplificacién de la velocidad de
RCT aumentando los niveles del colesterol HDL (HDL-C) y el
catabolismo de las lipoproteinas de baja densidad ricas en colesterol. La
justificacién de esta estrategia es la relacién inversa largamente
reconocida entre la velocidad de RCT y el riesgo cardiovascular.

[0255] Aislamiento de Lipoproteina - Lipoproteinas de plasma
humano se aislaron de plasma fresco en ayunas que se obtuvo por
plasmaféresis de donantes normales. LDL (d=1.019-1.063 g/ml) se aislé
bajo condiciones libres de endotoxinas, estrictamente estériles mediante
ultracentrifugacién secuencial usando KBr para ajuste de la densidad. Se
dializé contra 0.15 mM NaCl que contenia 0.3 mM EDTA y probucol, pH
7.4, se esterilizd por filtracién y se aimacené a 4°C.

[0256) Radioyodizacién — LDL ®I-marcada se prepar6 por el
procedimiento con monocloruro de yodo con actividades especificas
finales de alrededor de 500-900 cpm/ng (Goldstein y Brown 1974 J. Biol.
Chem. 249:5153-5162). La fijacion y degradacién de lipoproteinas de
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baja densidad por fibroblastos humanos cultivados se llevaron a cabo con

actividades especificas finales de alrededor de 500-900 cpm/ng (Goldstein

y Brown 1974 J. Biol. Chem. 249:5153-5162). En cada caso, >99% de

radioactividad fue precipitable por incubacién de las lipoproteinas a 4°C_
con 10% (p/vol) de écido tricloroacético (TCA). El residuo Tyr se unié al

N-término de cada péptido para permitir su radioyodizacién. Los péptidos

se radioyodizaron con Na'®l (ICN), usando lodo-Beads (Pierce

Chemicals) y siguiendo los protocolos del fabricante, a una actividad

especifica de 800-1000 cpm/ng. Luego de la diélisis, la radioactividad

precipitable (10% TCA) de los péptidos fue siempre >97%.

|0257) Estabilidad del plasma y distribucion de lipoproteinas
de péptidos — Los ratones LDLR-/- usados para estos estudios eran
machos, de 2 meses de edad, y se alimentaron con comida normal para .
ratones. La sangre se extrajo de ratones - no expuestos a ayuno - en tubos
recubiertos de heparina, y se someti6 a centrifugacién a baja velocidad a
4°C para obtener el plasma. Para medir la estabilidad del plasma, 5-6 ug
de péptido radioyodizado se agregaron a 0.25 ml de plasma. Luego de la
incubacién a 37°C, se retiraron alicuotas y se sometieron a precipitacién
con 10% TCA. Para estudiar la asociacion de péptido de ApoA-I con
lipoproteinas y/o otras proteinas en el plasma, 6-8 pug de péptido
radioyodizado se incubaron durante 2 horas a 37°C con 0.12 ml de plasma
de ratén. Luego de la incubacién, la mezcla se separ6 1% de gel de-
agarosa (Paragon system, Beckman Coulter) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, y se cuantific la radioactividad en las bandas
que representaban LDL, HDL, y albamina.

[0258] Distribucion de péptidos en los tejidos - 12 pg de
péptido radioyodizado se inyectaron por via intravenosa en la vena de la
cola de ratones con deficiencia de apo-A-1 bajo anestesia con Metofane.
Los ratones se sacrificaron 40 minutos después de la inyeccion, y la sangre
se retird por perfusién con PBS mediante una cénula en el ventriculo
izquierdo. Los ratones se sangraron 40 minutos después por sangrado-
retroorbital en tubos heparinizados.
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[0259] Complejos de  Mediador-LDL -  Complejos
péptido/lipoproteina se formaron por incubacién de cantidades excesivas
de péptido radiomarcado (SEQ ID No. 1) durante 2 horas a 25 °C con
LDL de plasma humano, diluida en PBS con una relacién molar 25:1. Los
complejos se dializaron extensivamente a 4°C para retirar el péptido libre
contra PBS que contenia 20 pM de hidroxitolueno butilado (BHT) hasta el
conteo en dializacién. La radioactividad de la solucion fue menos de 400-.
600 cpm/ml durante un minimo de 2 horas. Los complejos formados se
usaron inmediatamente.

[0260] Depuracion del plasma y distribucion de complejos
SEQ ID No. 1-LDL en los tejidos ~ Se incubé '*I-LDL (0.2 nmol) a 37°C
en PBS solo, o con 4 nmol de SEQ ID No. 1. Luego de 2 horas, la mezcla
se dializé contra PBS que contenia 20 mM BHT. '*I-LDL sola o
complejo SEQ ID No. 1/'®I- LDL se inyectaron por via intravenosa en la
vena de la cola de ratones no sometidos a ayuno bajo anestesia con
Metofane. Los ratones se sangraron en ciertos puntos de tiempo después-
de la inyeccién por sangrado retroorbital en tubos heparinizados. La
sangre se sometid a centrifugacion de baja velocidad (1800 g, 4°C) y se
midio la radioactividad precipitable en 10% TCA del plasma. Los ratones
se sacrificaron 40 minutos después de la inyeccién, y la sangre y la
radioactividad no fijada especificamente se eliminaron por perfusion con
PBS fria mediante una cénula en el ventriculo izquierdo. Se hizo una
incisién en la vena cava interior para depurar el perfusado. En 15
minutos, el higado, rifiones, bazo y corazén se extirparon, se limpiaron, se
pesaron y se contaron para detectar '“I radioactividad. Los érganos-
enteros se contaron con excepcidn del higado el cual se contd en pedazos.
La radioactividad detectada por 6rgano o por 1 g de tejido hiimedo se
expresd como un porcentaje de la radioactividad inyectada total inicial que
fue precipitable en TCA.

[0261] Efecto de inyecciones i.v. rdpidas unicas de péptidos
sobre el perfil de lipoproteina en el plasma — Para monitorear el efecto de
péptidos sobre los niveles de colesterol en el plasma y su distribucion
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entre las diferentes clases de lipoproteina, los péptidos libres no
radioyodizados (100 pg en 100 pul de PBS) se inyectaron por via
intravenosa en la vena de la cola de ratones tipo salvaje C57BL/6J no
sometidos a ayuno, que se habjan puesto a dieta alta en grasa que contenia
colato, cuatro dias antes del experimento. Para control del efecto de
factores no especificos externos y/o internos (eswés del manejo,-
anestésico, extraccién de sangre) sobre el perfil de lipoproteina en el
plasma, un grupo similar de ratones se inyectd sélo con PBS. Diferentes
grupos de ratones se sacrificaron antes en diferentes puntos después de las
inyecciones, y se extrajo sangre por puncién retroorbital y se someti6 a
centrifugacién de baja velocidad a 4°C para obtener el plasma. Se
obtuvieron muestras de plasma, se combinaron con cada grupo (4 ratones),
y se sometieron a cromatografia de filtracion en gel en una columna
Superose 6 (columna HR 10/30, FPLC) para monitorear la distribucién de
lipoproteinas de colesterol y electroforesis en gel de agarosa (Paragon’
Systems) para monitorear la distribucién de lipoproteinas fosfolipidas.

[0262] Efecto de péptidos liberados en el tiempo sobre el perfil
de lipoproteina en el plasma — Para determinar relativamente el efecto a
largo plazo de SEQ ID No. 1 y sus derivados sobre el perfil de
lipoproteina en el plasma, las bombas mini-osméticas Alzet (220 ul), que
contenian varios péptidos o PBS, se insertaron quirirgicamente en ratones
C57BL/6]) alimentados con comida normal mediante cdnula. Las bombas
con un caudal igual a 8 ul/hora se usaron durante 20 horas de infusion
continua de péptidos. Las bombas con caudal igual a 1 pl/hore se usaron
durante 160 horas de infusiones continuas de péptidos. En el punto final
(20 6 160 horas después de la insercién de las bombas) los ratones se
sacrificaron, y se extrajo sangre por puncion retroorbital y se sometio a
centrifugacién a baja velocidad a 4°C para obtener el plasma. Se retird
inmediatamente bilis de las vesiculas biliares usando jeringas de insulina,
y se almacend sobre hielo hasta el momento de uso.

[0263] Andlisis de muestras — El colesterol total en el suero y el
colesterol HDL se determinaron usando el método colorimétrico-
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enzimético Infinity (Sigma 401-25P) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, cambiando unicamente el tiempo sugerido de incubacién a
37°C de 10 a 15 minutos. Para determinar el colesterol HDL, se’
precipitaron lipoproteinas de baja densidad del plasma usando un método
modificado de Burstein-Samaille, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Boehringer Mannheim 543004), modificando Gnicamente la
relacion de reactivo:agua de 4:1 a 4:2. Bilis derivada de la vesicula biliar
se diluy dos veces con agua desionizada, y el colesterol se determiné
usando reactivos Infinity. Acidos 3a-hidroxibiliares se cuantificaron
usando un método colorimétrico-enzimético (Sigma 450).

[0264] Para monitorear la distribucion de colesterol entre las
diferentes clases de lipoproteina, muestras de plasma se combinaron en’
cada (usualmente 4-6 ratones por grupo), y se sometieron a cromatografia
de exclusion de tamafio FPLC en una columna Superose 6 (columna HR
10/30, Amersham-Pharmacia) usando un sistema de tampén 10 mM
Tris/150 mM NaCl/1mM EDTA isocrético con un caudal de 0.15 ml/min.
Se recogieron fracciones (0.15 ml) en placas de 96 pocillos que contenian
0.055 ml de una mezcla 1:1 de 0.5% Triton X-100 y 20 mM de colato de
sodio. El colesterol libre y total en las fracciones de plasma se determiné
usando el método fluorescente de W. Gamble, y colaboradores (Gamble y
colaboradores, 1978, Journal Lipid Res., 16:1068-1070). Las placas de
96 pocillos se leyeron en un Espectrofluorémetro de Microplacas de
Barrido Dual Gemini XS (Molecular Devices). Las dreas bajo los picos de
lipoproteina se cuantificaron usando software Unicom (versién 3.21.02).
Se evalué la cantidad de colesterol esterificado por sustraccién del
colesterol libre del colesterol total.

[0265] Para monitorear la distribucién de fosfolipido entre las
clases de lipoproteina, muestras de plasma se combinaron con cada grupo
(usualmente 4-6 ratones por grupo), y se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa, la cual se llevé a cabo usando el sistema Paragon (Beckman
Coulter), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con tincién
subsiguiente con Colorante Paragon Lipo (Beckman Coulter 655910).
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Una vez secos, los geles se exploraron en Personal Densitometer SI
(Molecular Dynamics) y las bandas se cuantificaron usando software
ImageQuant™ (versién 5.2).

[0266]) Efecto de péptidos sobre la actividad PLTP (Proteina
Transportadora de Fosfolipidos) — La actividad PLTP se cuantificd
usando un estuche fluorescente (Cardiovascular Targets, Inc., P7700). La
fuente de PLTP fue suero obtenido de ratones C57BL/6J, machos, de 2-
meses de edad, los cuales se alimentaron con comida normal o se
mantuvieron en una dieta alta en grasa que contenia colato, durante cuatro
dias. Suero de raton IX se pre-incubd con PBS 6 0.4, 2, 5, y 10 pg de
péptidos a temperatura de la sala durante 30 minutos. Luego de la pre-
incubacion, la mezcla se diluyd 10 veces, e inmediatamente 10 pl (0.8 vl
suero "nest serum") se mezclaron en pocillos de reaccion de una placa
pre-enfriada de 96 pocillos, que contenfa un sistema de andlisis
(Cardiovascular Targets, Inc., P7700). Las microplacas se leyeron a 37°C
en SpectraMax 190 (Molecular Devices), durante 30 minutos. )

[0267) Acumulacion de colesterol mediada por LDL en Células
HepG2 humanas — Células HepG2 se cultivaron a 37°C en DMEM
suplementado con 10% FBS. Las células se esparcieron en una placa de
24 pocillos 24 horas antes del experimento con la densidad de 2.5x10° por
pocillo en medio libre de suero (500 pl RPMI suplementado con 1%
Nutridoma-HU, Roche, 903454321) para permitir la regulacién por
incremento de receptores de LDL. El dia del experimento, las células se
lavaron dos veces con PBS, y se agregaron 25 ug de LDL humana aislada
(Academy Bio-Medical Co., 20P-L101), pre-incubada con PBS o péptidos’
durante 1 hora a temperatura de la sala, a las células en 500 pl de SFM con
incubacién subsiguiente a 37°C durante 6 horas. Luego de la incubacién,
se retird el medio, las células se lavaron dos veces con PBS a temperatura
de la sala, y se extrajo el colesterol total por mezcla de Hexano-
Isopropanol (3:2), y se seco bajo gas de nitrégeno. Las muestras secas se
solubilizaron en 160 pul de tampén TE (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA) que contenia 0.1% Triton X-100 y 4 mM de colato de sodio.
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El colesterol libre y total en las muestras se cuantificaron usando el
método fluorescente de W. Gamble, y colaboradores (Gamble y-
colaboradores, 1978, Journal Lipid Res., 16:1068-1070). La cantidad de
colesterol esterificado se evaluo por sustraccién del colesterol libre del
colesterol total. Los resultados se muestran en Figura 24.

[0268) Acumulacion de colesterol mediado por Ac-LDL en
macrdfagos humanos — Células THP-1 se cultivaron a 37° C en RPMI
suplementado con 10% FBS. 48 horas antes del experimento de carga las
células se esparcieron en una placa de 24 pocillos con la densidad de
1x10.6 por pocillo en medio libre de suero (500ul RPMI suplementado
con 1% Nutridoma-HU, Roche, Lote #: 903454321) en presencia de 5x10-"
8 M PMA. El dia del experimento, PBS 6 5S0ug de LDL acetilada
humana, (Biomedical technologies Inc. BT-906), pre-incubada con PBS o
péptidos durante 1 hora a temperatura de la sala, se agregaron a las
células. Las células tratadas se incubaron durante 24 horas a 37°C en un
incubador 5% CO, humidificado. Luego de la incubacién, se retird el
medio, se lavaron las células 2x con PBS a 37°C, y una mezcla de hexano-
isopropanol (3:2) se agregé a las células para extraer colesterol. 30
minutos después las muestras se transfirieron a tubos de vidrio y se
secaron bajo nitrégeno. La miniesfera formada se solubilizé en 160ul de’
tamp6én TE (10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, ImM EDTA) que contenia
0.1% Triton X-100 & 4mM de colato de sodio. El colesterol libre y total
se cuantific6 usando el método fluorescente de W. Gamble, y
colaboradores (Gamble y colaboradores, 1978, Journal Lipid Res.,
16:1068-1070). La cantidad de colesterol esterificado se evalué por
sustraccion del colesterol libre del colesterol total. Los resultados se
muestran en Figura 25.

[0269) Acumulacidn de colesterol mediado por LDL oxidada en
células de miisculo liso vascular humano — Células de musculo liso
vascular se cultivaron a 37°C en SmGm-2 (Cambrex, cc-3182)
suplementado con 5% FBS. 24 horas antes del experimento, las células se

esparcieron en una placa de 24 pocillos con la densidad de 85.000 por
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pocillo en 500ul de medio de anilisis libre de suero (SmGM-2

suplementado con 1% Nutridoma-HU, Roche, Lote #; 903454321). El dia

del experimento, las células se lavaron dos veces con PBS, y 25ug de LDL

humana oxidada (Biomedical technologies Inc. BT-906), pre-incubada

con PBS o péptidos durante 1 hora a temperatura de la sala, se agregaron a

las células en 500ul de medio de anilisis libre de suero (SFM). Las-
células tratadas se incubaron durante 24 horas a 37°C en un incubador de

CO; 5% humidificado. Luego de la incubacién, se retiré el medio, se

lavaron las células 2x con PBS a 37°C y el colesterol se extrajo por mezcla

(3:2) de hexano-isopropanol. Las muestras se secaron bajo nitrégeno. Las

muestras secas se solubilizaron en 160ul de tampén de TE (10mM Tris-

HCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA) que contenfa 0.1% Triton X-100 y 4mM

de colato de sodio. El colesterol libre y total en las muestras se cuantificé

usando el método fluorescente descrito en W. Gamble, y colaboradores

(Gamble y colaboradores, 1978, Journal Lipid Res., 16:1068-1070). La
cantidad de colesterol esterificado se evalué por sustraccion del colesterol

libre del colesterol total. Los resultados se muestran en Figura 26.

[0270) Descarga de colesterol de macrdfagos humanos
precargados con Ac-LDL —~ Células THP-1 se cultivaron a 37°C en RPMI
suplementado con 10% FBS. 48 horas antes del experimento de carga, las
células se esparcieron en una placa de 24 pocillos con una densidad de
1x104 por pocillo en 500 ul de medio libre de suero (RPMI suplementado
con 1% Nutridoma-HU, Roche, Lot e#: 903454321)) en presencia de
5x10* M PMA. El dia del experimento, PBS 6 50ug de LDL acetilada’
humana, (Biomedical technologies Inc. BT-906) se agregaron a las
células en medio libre de suero en presencia de 5x10-8M PMA. Las
células tratadas se incubaron durante 24 hora a 37°C en un incubador de
CO, 5% humidificado. Luego de la incubacién, se retiré el medio, se
lavaron las células con medio libre de suero, y PBS o compuestos se
agregaron a las células en 500ul de medio libre de suero (sin PMA). Las
células tratadas se incubaron a 37°C en un incubador de CO, 5%
humidificado durante otras 48 horas. Lo compuestos se repusieron cada
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24 horas. Luego de la incubacidn, se retird el medio, se lavaron las células .
con medio libre de suero 2x con PBS a 37°C, y una mezcla de hexano-
isopropanol (3:2) se agrego a las células para extraer colesterol. 30
minutos después las muestras se transfirieron a tubos de vidrio y se
secaron bajo nitrogeno. La mini-esfera formada se solubilizé en 160ul de
tampén de TE (10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, TmM EDTA) que
contenia 0.1% Triton X-100 & 4mM de colato de sodio. El colesterol
libre y total se cuantificé usando el método fluorescente de W. Gamble, y
colaboradores (Gamble y colaboradores, 1978, Joumnal Lipid Res.,
16:1068-1070). La cantidad de colesterol esterificado se evalué por.
sustraccién del colesterol libre del colesterol total. Los resultados se
muestran en Figura 27.

[0271] Analizamos la estructura primaria, secundaria y terciaria
de ApoA-I para disefiar las series de compuestos. Los compuestos lideres
potenciales, para afectar el metabolismo de lipoproteina, exhiben
preferiblemente capacidad para fijarse a lipoproteinas y a sitios de fijacién
de lipoproteina del higado. Por consiguiente, todos los compuestos se
radiomarcaron y cribaron con respecto a su distribucion en los tejidos in
vivo (mice) y su capacidad de fijar lipoproteinas de plasma de raton in-
vitro.

[0272] Caracterizacion de los mediadores de péptido de RCT in
vitro — Doce compuestos se radioyodizaron e incubaron con plasma de
ratones con deficiencia en receptor de LDL (LDLR-/-). Estos ratones
tienen un perfil de lipoproteina similar al de humanos. Luego de la
incubacién a 37°C durante 2 horas, la mezcla se separd en geles de
azarosa, y se cuantificé la radioactividad en las bandas que representaban
LDL, HDL, y albimina. Los resultados se resumen en Figura 2. Con
base en estos resultados, los compuestos que demostraron una asociacion’
significativa con lipoprotefnas se caracterizaron todavia més in vivo.

[0273) Caracterizacion de los mediadores de péptido de RCT in
vivo — Los compuestos radiomarcados se inyectaron por via intravenosa en

ratones. En el punto final, los ratones se sangraron y se perfundieron
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extensivamente para eliminar radioactividad en circulacién (no
especifica). Se recogieron y se contaron sangre entera y érganos diana
potenciales. La radioactividad total en los érganos recogidos y el volumen
de sangre total del ratén se calcularon, y la radioactividad fijada a los
6rganos se expresd como un porcentaje de la radioactividad total. Los
resultados de la radioactividad fijada a los 6rganos luego de las
inyecciones de los compuestos se muestran en Figura 3. Con base en
estos datos, SEQ ID No. 1 se seleccioné para caracterizacion adicional in
vivo.

[0274] Caracterizacion adicional de SEQ ID No. ! in vivo -
Figura 4 ilustra la distribucién en los érganos de SEQ ID No. 1. Debido a
que este compuesto se¢ asocio con el higado preferencialmente en una
medida dramética, comparado con otros Organos y péptidos, escogimos
centrar nuestros esfuerzos en este compuesto.

[0275] Para determinar si SEQ ID No. 1 se puede asociar con-
LDL humana, intentamos formar el complejo de '“I-SEQ ID No. 1 con
LDL aislada humana. Se ha demostrado que SEQ ID No. 1 forma el
complejo estable [LDL-'®I-SEQ ID No. 1], donde se fijaron
aproximadamente 6 a 8 copias de ['*I-SEQ ID No. 1] por particula de
LDL. Para determinar si SEQ ID No. 1 influye en el transporte de
lipoproteina al higado, inyectamos la "?I-LDL sola o en complejo con
SEQ ID No. 1 en ratones LDLR-/- (sin receptor de LDL) y ratones A-I-/-,
que tenfan un receptor LDL hepdtico funcional. La radioactividad
asociada con el higado se evalud y los resultados se presentan en Figura
5. En ambos genotipos de ratén, el acomplejamiento de ['*I-LDL] con
SEQ ID No. 1 antes de la inyeccion resulté en un aumento significativo en
['®I-LDL] fijada al higado. Estos datos indican que la fijacién hepética
mejorada del complejo ['*I-LDL-SEQ ID No. 1] (compérese con ['2I-
LDL]) es mediada por: (a) sitios de fijacién de lipoproteina al higado, que
todavia se desconocen; (b) receptores de LDL. Para evaluar la
contribucién de receptores de LDL sola, la fijacién de [***I-LDL] y ['*I-
LDL-SEQ ID No. 1] al higado de ratones LDLR-A se rest6 de su.
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respectiva fijacién al higado de ratones A-I-/-, y los datos se normalizaron -
por gramo de tejido himedo. El resultado de esta sustraccion se presenta
en Figura 6 y muestra un aumento sustancial en la fijacién del complejo a
los receptores de LDL comparados con ['*1-LDL] sola. Estos datos estén
en perfecto acuerdo con una depuracién del plasma mejorada del complejo
'2I_LDL-SEQ ID No. 1 comparada con '*I-LDL sola, cuando se inyecto a
ratones ApoAl-/- (Figura 7). La influencia de SEQ ID No. 1 sobre la
fijacién de '2I-LDL al rifién, bazo, pulmén, corezén, testiculos, glindulas
suprarrenales y prdstata se muestra en Figura 8. Es digno de anotar que
no se observé aumento en la fijacién del complejo '*I-LDL-SEQ ID No. 1-
al corazén.

[0276] Impacto de SEQ ID No. 1 sobre el metabolismo de
lipoproteinas (inyecciones i.v. rdpidas tinicas) — Examinamos el impacto
de SEQ ID No. 1 sobre el metabolismo del colesterol en ratones C57BL/6J
tipo salvaje, moderadamente hiperlipidémicos, alimentados con una dieta
alta en grasa que contenia colato (HFC). Los ratones se dividieron en dos
- control y experimental. Cada grupo contenia 4 ratones. Los ratones
experimentales se inyectaron por via intravenosa con SEQ ID No. 1 (100
ug en 100 pl de PBS), mientras que el grupo de control — con 100 vl de”
PBS. Diferentes grupos de ratones se sangraron a 0 min (sin inyecciones),
30, 60, 90, 120, y 180 minutos después de las inyecciones, se obtuvo el
plasma, se combiné con cada, y se someti6 a analisis de FPLC. Se evalué
la distribucién del colesterol entre las diferentes clases de lipoproteina, y
los datos se expresaron como contenido de colesterol (Act*ml) érea bajo
los picos de VLDL, IDL/LDL y HDL, respectivamente. Los resultados se
presentan en Figuras 9, 10 y 11. Aunque no hubo un impacto
significativo de SEQ ID No. 1 sobre el nivel de VLDL durante todo el
ciclo de tiempo, la cinética de la respuesta hepética fue notablemente’
diferente comparada con el control de PBS (Figura 9). Una reduccién
significativa de IDL/LDL (lipoproteinas pro-aterogénicas y aterogénicas)
se observé a los 90, 120 y 180 minutos después de las inyecciones de SEQ
ID No. 1 (Figura 10). El efecto de SEQ ID No. 1 dura hasta 180 minutos
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y se desvanecié completamente en el punto de tiempo 240 minutos. Estos
datos estdn en perfecto acuerdo con datos de vida media in vivo de 'ZI-
SEQ ID No. 1, que es aproximadamente 2 a 3 horas. Se observé una caida
ligera pero significativa de los niveles de HDL-C luego de inyecciones i.v.
rapidas tnicas de SEQ ID No. 1 (Figura 1I), indicando un posible
aumento de la depuracién de HDL. El anlisis de regresién lineal de
inyecciones i.v. rdpidas individuales se presentan en Figuras 12-14 y
muestra un impacto significativo de SEQ ID No. 1 sobre los niveles de
plasma de lipoproteinas pro- y aterogénicas (IDL y LDL).

[0277] Efecto de péptidos derivados de "cambio de marco”
("frame-shift") sobre el metabolismo de lipoproteinas (inyecciones i.v.
rdpidas unicas) — Realizamos el cambio de marco funcional de toda la
region de apolipoproteina Al de ratén, donde SEQ ID No. 1 derivada de
(hélice 6, Pro166 — Pro188, proteina precursora). El cambio de marco se
hizo en ambas direcciones (de N- a C- y de C- a N-término). Dieciseis
(16) péptidos se disefiaron, sintetizaron y probaron con respecto a los
posibles efectos sobre el metabolismo del colesterol de ratones C57BL/6J
moderadamente hiperlipidémicos, alimentados con una dieta alta en grasa
que contenia colato (HFC). Los ratones se dividieron en dos grupos -
control y experimental. Cada grupo contenfa 4 ratones. Los ratones
experimentales se inyectaron por via intravenosa con cada péptido (100 pg
en 100 ul de PBS), mientras que el grupo de control — con 100 vl de PBS.
Diferentes grupos de ratones se sangraron a 0 minutos (sin inyecciones),
90 y 180 minutos después de las inyecciones, s¢ obtuvo el plasma, se
combiné con cada grupo, y se sometié a andlisis FPLC. Se evalué la
distribucién de colesterol entre las diferentes clases de lipoproteina, y se
cuantificd el contenido de colesterol {(Act*ml) o drea bajo los picos VLDL,
IDL/LDL y HDL. Los datos se expresan como porcentaje de cambio del
contenido de colesterol total (TC) de clases de VLDL, IDL/LDL y HDL
en ratones experimentales, en relacién con ratones de control (inyectados
con PBS). Los resultados se presentan en Tablas 6 y 7. Puede apreciarse
en Tablas 6 y 7 que SEQ ID No. 1, que pertenece a |a parte N-terminal de .



WO 2004/0944471

— /g({;a)(

la Hélice 6, tiene el impacto mas fuerte sobre los niveles de plasma de-
lipoprotefnas de baja densidad comparada con otras secuencias, mientras
que SEQ ID No. 7, que pertenece a la parte C-terminal de la Hélice 6,
demostrd las propiedades marcadas que elevan el HDL-C.

Efecto de Péptidos Derivados de Cambio de Marco sobre ¢l Perfil de Lipoproteina
del Plasma. 90 Minutos después de Inyecciones iv. Ripidas Gnicas (SBI).

# | Avee Secuencise MW vibL | ipabL [ HDL

1 606 | YEFRDRMRTH 1451.8 34 28 53
2 | 13577 | PVAEEFRDRMRTHVDSLRTQLAP 2788.6 0| 124 18 |
s | 13578 | EEFRDRMRTHVDSLRTQLAP 2499.1 8.4 122 -15.1
4 | 138710 FRORMRTHVOSLRTOLAP 22408 4 3 105 |
5 | 13580 RDRMRTHVDSLRTOLAP 2003.4 25 126 11.1
8 | 13590 MRTHVDSLRTOLAP 1885.0 -1.8 2.1 83
7 | 13581 RTHVDSLRTQLAP _1634.7 86 5.2 9.1
8 [ 13582 THVDSLRTQLAP 1376.8 2 2.3 31
o | 13383 DSLATQLAP 10412 23| 104 8.3
10 | 13600 | PVAEEFRDRMRTHVDSLR 2554 47 23 18.1
11 | 13584 | PVAEEFRDRMRTHV 1783.9 0 07 223
(12 | 13585 | PVAEEFRDRMR 1446.3 -4 88 5
13 | 133588 | PVAEEFRDRM 12002 21 21 135
14 | 13587 | PVAEEFRDR 11503 -10 85 114
16 | 13588 [ PVAEEF 731.8 0.7 g 20 |
18 | 13580 | PVAEE 584.8 44 48 18.5

Tabla 6. Los ratones de dividieron en dos grupos (4 ratones en cada grupo). Los
péptidos o PBS se inmyectaron por via intravenocsa en ratones experimentales o de
control, respectivamente. A los 90 minutos después de ias SBI se obtuvo el plasma,
s¢ combiné con cada grupo y se aplicé en una columna Superose 6. Los datos se
expresaron como % de la variacién del drea TC (Act*ml) o drea bajo los picos de
VLDL, IDL/LDL y HDL comparados con ¢l control PBS.

Efecto de Péptidos Derivades de Cambio de Marco sobre el Perfil de Lipoproteina
del Plasma. 180 Minutos después de Inyecciones Lv. Ripidas Gnicas (SBI).

# | AP Secuencis MW, vibL | owapt | HDL

1 606 | YEFRDRMRTH 14518 | 2031 3411 -10
2 | 13577 | PVAEEFRDRMRTHVDSLRTOLAP 2768.5 19.5 3.4 43 |
3 | 13578 | EFFRDRMRTHVDSLRTGLAP 4991 | -188]| 83 -15.7 |
4| 1357 FRORMRTHVDSLRTOLAP 2240.8 5 7 25
s | 13580 RDRMRTHVDSLRATQLAP 20034 218 78 49
s | 13390 MRTHVDSLRTQLAP 1885.9 28] 153 0
7 | 13581 RTHVDSLRTQLAP 15347 | 176 0 -14.8
8 | 13582 THVDSLRTOLAP 13768 | 257 |  -11.4 204
o | 13583 DSLATQLAP 1041.2 108 12.9 -10.1
10 | 13800 | PVAEEFRDRMRTHVDSLR 22854 .0 8.2 8.4
11 | 13584 | PVAEEFRDRMRTHV 17838 | 207 4.3 24.1 |
(12 | 13585 | PVAEEFRDRMR 14463 17 a2 4.5 |
13 | 13588 | PVAEEFRDRM 1280.2 23.3 18.8 45|
14 | 13587 | PVAEEFRDR 11%3] 337 5.1 0
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PVAEEF 731.8 51 148 8.8
PVAEE 584.8 8.7 1.5 7.2

13568
13580

Tabla 7. Los ratones se dividieron en dos (4 ratones en cada grupo). Los péptidos
o PBS se inyectaron por via intravenocss en ratones experimentales o de control,
respectivamente. A los 180 minutos después de Ias SBI se obtuvo el plasma, se
combiné con cada grupo y se aplicé en una columna Superose 6. Los datos se
expresaron como % de la variacién del drea TC (Act*ml) o drea bajo los picos de
VLDL, IDL/LDL y HDL comparados con ¢l control PBS.

[0278] Efecto de derivados, quimicamente modificados, de SEQ
ID No. 1y péptidos derivados de otras regiones apoAl de raton sobre el
perfil de lipoproteina de raton (inyecciones iv. rdpidas iunicas) — Para
aumentar la hidrofobicidad de SEQ ID No. 1, fenilacetilo o &cido pivalico
se unieron al residuo Tyr N-terminal de SEQ ID No. 1, o el residuo Tyr se
retiré del N-término. Estos péptidos se ensayaron para detectar el posible
efecto sobre el metabolismo del colesterol sobre ratones CS57BL/6J
moderadamente hiperlipidémicos alimentados con una dieta alta en grasa
que contenia colato (HFC). Los ratones se dividieron en dos grupos -
control y experimental. Cada grupo contenia 4 ratones. Los ratones
experimentales se inyectaron por via intravenosa con cada péptido (100 pg
en 100 ul de PBS), mientras el grupo de control — con 100 ul de PBS.
Diferentes grupos de ratones se sangraron a 0 minutos (sin inyecciones), 90,
y 180 minutos después de las inyecciones, se obtuvo plasma, se combiné
con cada grupo, y se sometid a andlisis FPLC. Se evalud la distribucion del
colesterol entre diferentes clases de lipoproteina, y se cuantificé el
contenido de colesterol (Act*ml) o area bajo los picos de VLDL, IDL/LDL
y HDL. Los datos se expresan como porcentaje de la variacién de
contenido de colesterol total (TC) de clases de VLDL, IDL/LDL y HDL en
ratones experimentales, en relacidn con ratones de control (inyectados con
PBS). Los resultados se presentan en Tabla 8. Puede observarse en la tabla
que todas las anteriores modificaciones no se tradujeron en un aumento de
la potencia de SEQ ID No. 1. Los pocos péptidos pertenecientes a otras
regiones de apolipoproteina Al de raton se ensayaron también en este
modelo y no demostraron ninguna actividad digna de mencién (Tabla 8).

-100 -
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Efecto de derivados, quimicamente modificados, de AVP#606 y péptidos derivados
de otras regiones de apoAl de ratén sobre el perfil de lipoproteina en el plasma de
ratén. Inyecciones i.v. Ripidas Unicas

* | AvPe Secusncia MW. viL [ buL | HOL
80 minuios despuds de SBI
1_| 13826 | Ph YEFRDRMRTH 1627.7 anz 3.1 45
2 | 25740 | Piv YEFRDRMRTH 1494 11 1.3 5.7 |
3 | 25084 | EFRDRMRTH 1288.3 44 0 -11.2
4 | 13608 | WSKVIKDF 71| -174]| .18 -12.4
5 | 13809 | SGROYVEQFES 13184 214 82 0
8 | 13810 | YLDEFQKIWKE 1854.8 9.5 11.7 195
7 | 13611 | TROFWDNLEKETDW 1896.1 26 11.7 8.5
8 | 13518 | WDKVKDFANVYVDAVKD 2053.3 28 9 0
180 minutos después de SBI
1 | 13626 | Pn YEFRDRMRTH 1577 |  a7a|  m2 21.5
| 2 | 25740 | P YEFRDRMRTH 1404 | -149| -108 T4
3 | 25084 | EFRDRMRTH 1288.3 8.9 -11 3
4 | 13808 | WSKVKDF o781 | -156 155 1.7
8 | 13800 | SGRDYVBQFES 1315.4 184 0 0
6 | 13810 | YLDEFQIGOWKE 18548 | 108 8.8 -20 |
7 | 13811 | TROFWDNLEKETDW 1896.1 2 0 -18.1
8 | 13818 | WDKVKDFANVYVDAVKD 20533 194 19.9 18.1

Tabla 8. Los ratones de dividieron en dos (4 ratones en cadsa grupo). Los péptidos
o PBS se inyectaron por via intravenosa en ratones experimentales o de control,
respectivamente. A los 90 y 180 minutos después de las SBI se obtuvo el plasma, se
combiné con cada grupo y se aplicé en una columna Superose 6. Los datos se
expresaron como % de la variacin del drea TC (Act*ml) o drea bajo los picos de
VLDL, IDL/LDL y HDL, en relacién con el control PBS.

[0279] Impacto de SEQ ID No. I sobre el metabolismo de la
lipoproteina (bombas de 20 horas) - Para determinar el efecto
relativamente a largo plazo de SEQ ID No. 1 sobre el perfil de lipoproteina
en ¢l plasma, las bombas mini-osméticas Alzet, que contenian SEQ ID No.
1 6 PBS, se insertaron quirargicamente en ratones C57BL/6J alimentados
con comida normal mediante cinula. El caudal de las bombas era igual a 8
ul por hora, el cual suministrd la cantidad de entrega de SEQ ID No. 1 por
hora como se indica para Figura 9. Los ratones se pasaron a una dieta HFC
inmediatamente después de la cirugia. 20 horas mas tarde se obtuvieron
muestras de plasma, se combinaron con cada grupo (4 a 6 ratones), y se
sometieron a andlisis FPLC y electroforesis en gel de agarosa para
evaluacion del colesterol y distribucién de fosfolipidos entre las clases de
lipoproteina. Los resultados se presentan en Figura 15 y muestran una
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disminucién dramética en los niveles de lipoproteinas de baja densidad de
los ratones, que recibieron SEQ ID No. 1, mientras que los niveles de
colesterol HDL en el plasma en estos ratones fueron elevados. El efecto
reductor de LDL se atenué con el aumento de la concentraciéon de SEQ ID
No. 1. Este fenémeno puede explicarse por auto-competicion entre la
forma libre y fijada a LDL de SEQ ID No. 1 por los sitios de fijacién de
lipoproteina en el higado. En contraste, los niveles de colesterol HDL se
correlacionaron positivamente con la concentracién de SEQ ID No. 1. El
incremento en HDL-C en el plasma es indicio de la posible activacién de
LCAT (lecitina:colesterol aciltransferasa) o una creciente produccion de
ApoA-I, mientras que niveles elevados en el plasma de fosfolipidos de HDL
(datos no mostrados) sugieren la implicacion de PLTP (proteina
transportadora de fosfolipidos) en el mecanismo de accién de SEQ ID No.
1. En consecuencia, los datos obtenidos indican multi-funcionalidad de
SEQ ID No. 1 y sugieren su implicacién en las vias tanto de HDL como de
LDL.

[0280] Jmpacto de derivados estructurales de SEQ ID No. 1 (3 a
13 residuos de aminodcidos) sobre el metabolismo de lipoproteina (bombas
20 horas) — Para determinar el efecto relativamente a largo plazo sobre el
perfil de lipoproteina en el plasma, las bombas mini-osméticas Alzet, que
contenian derivados de SEQ ID No. 1 o PBS, se insertaron quinirgicamente
en ratones C57BL/6J alimentados con comida comin mediante cdnula. El
caudal de las bombas era igual a 8 ul por hora, el cual suministré las
entregas de 30-40 ug de péptidos por hora. Los ratones se cambiaron a una
dieta HFC inmediatamente después de la cirugia. 20 horas después se
obtuvieron muestras de plasma, se combinaron con cada grupo (4 a 6
ratones), y se sometieron a andlisis FPLC y electroforesis en gel de agarosa
para evaluacién del colesterol y distribucién de fosfolipidos entre las clases
de lipoproteina: Los datos de HDL-C se presentan en Figura 16 y
demuestran una disminucién significativa de los niveles de plasma de
lipoproteinas de baja densidad en ratones tratados con péptidos, mientras

que los niveles de colesterol HDL en el plasma en estos ratones fueron
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elevados. No obstante, unos cuantos péptidos (tales como SEQ ID No. 35 y
87) causaron el efecto opuesto, es decir, aumento de los niveles de plasma
de lipoproteinas de baja densidad y disminucion en colesterol de
lipoproteinas de alta densidad y fosfolipidos. Esta inversién de efecto
constituye informacion valiosa para efectos de SAR a la luz de relaciones
estructurales estrechas de estos péptidos "que bloquean la depuracién”
("clearance blocking™) con péptidos "que intensifican la depuracién”. El
modesto aumento en HDL-C en el plasma podria ser indicativo de una
posible activacién de LCAT (lecitina: colesterol aciltransferasa) 0
produccidn creciente de ApoA-I, mientras que niveles en el plasma
elevados de fosfolipidos de HDL sugieren la implicacién de PLTP (proteina
transportadora de fosfolipidos) en el mecanismo de la accién de los
péptidos. Por consiguiente, los datos obtenidos sugieren que derivados de
SEQ ID No. 1 se encuentran involucrados en las vias tanto de HDL como
de LDL.

[0281] Efecto a largo plazo de SEQ ID No. 34 ("plantilla”,
péptido de 3 residuos de aminodcidos) y sus derivados modificados (SEQ
ID No. 8 y 91) sobre el metabolismo de lipoproteina (bombas de 7 dias) —
Para determinar el efecto a largo plazo de estos péptidos sobre el perfil de
lipoproteina en el plasma, las bombas mini-osmoticas Alzet, que contenian
péptidos o PBS, se insertaron quirlrgicamente en ratones CS7BL/6)
alimentados son comida normal por medio de cédnula. El caudal de las
bombas era igual a 1 pl por hora, que suministré las entregas de la cantidad
indicada en Figura 17 de cada péptido por hora. Los ratones se cambiaron
a una dieta HFC inmediatamente después de la cirugia. 160 horas después
los ratones se sacrificaron, se obtuvieron muestras del plasma, se
combinaron con cada grupo (4 a 6 ratones), y se sometieron a analisis FPLC
y electroforesis en gel de azarosa para evaluacion del colesterol y
distribucién de fosfolipidos entre las clases de lipoproteina. Se retird
inmediatamente la bilis de las vesiculas biliares y se determinaron los
contenidos totales de colesterol/dcidos biliares como se describe en los
métodos. Los datos se presentan en Figura 17 y demuestran una



—— N— %ﬂ\

disminucién significativa de los niveles en el plasma de lipoproteinas de
baja densidad en ratones tratados con péptidos, elevacién de colesterol de
HDL en el plasma (y fosfolipido de HDL — datos no mostrados), y un
aumento dramético de la cantided de colesterol total en la vesicula biliar y
dcidos biliares. El modesto incremento en HDL-C en el plasma podria ser
indicativo de la posible activacibn de LCAT (lecitina: colesterol
aciltransferasa) o produccién aumentada de ApoA-I, mientras que niveles
elevados en el plasma de fosfolipidos de HDL sugieren la activacién de
PLTP (proteina transportadora de fosfolipidos), que se sabe que esta
involucrada en el mantenimiento de niveles de HDL en el plasma y que
genera particulas de HDL nasciente (aceptores de colesterol primario).
Puede observarse en Figura 17 que la administracion de SEQ ID No. 34, 86
y 91 en ratones se tradujo en un aumento en la cantidad de fosfolipido en la
zona de HDL, el cual se acompafia usualmente por un incremento en
colesterol total y 4cidos biliares recuperados de la vesicula biliar. La
cantidad incrementada de colesterol / dcidos biliares en una vesicula biliar,
junto con la disminucién de los niveles de lipoproteina de baja densidad en
el plasma (VLDL, IDL, LDL) y aumento de los niveles de HDL, es
indicativo de un flujo intensificado de colesterol "Plasma > Higado >
Vesicula Biliar", es decir, transporte reverso de colesterol en presencia de
los péptidos, de acuerdo con aspectos preferidos de la presente invencion,
como se ilustra en Figura 17.

[0282] Efecto de péptidos sobre la actividad PLTP — Puede
apreciarse en Figura 18 que la incubacién de plasma de ratén con SEQ ID
No. 34, 86, 91 y 96 se tradujo en activacion de PLTP. Plasma de raté6n
(fuente de enzima), obtenido de ratones alimentados con comida comin y
de ratones alimentados con una dieta alta en grasa con contenido de colato,
durante 4 dias, se incubé con PBS o el péptido de SEQ ID No. 34, 86,91 y
96 (0.4, 2, 5, y 10ug) a temperatura de la sala durante 30 minutos. Se inici6
la reaccién mediante la adicion de 0.3 pl de plasma/PBS o mezcla de
plasma/SEQ ID No. (sic) a 100 ul de solucion de anilisis que contenia
sustrato  fluorescente. Se monitore6 la actividad PLTP en un
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espectrofluorémetro durante 20 minutos a 37°C. Cada barra representa la
media =+ SEM obtenida de 3 experimentos independientes. Estos datos
estin en perfecto acuerdo con los resultados de estudiar el efecto a largo
plazo de estos péptidos sobre los niveles de HDL en el plasma de raton (p.
€j., los resultados obtenidos con bombas de 7 dias, mostrados en Figura 17)
y aportan una fuerte evidencia en favor de la implicacién de PLTP en
mecanismos in vivo de la accién del péptido. Péptidos correspondientes a
SEQ ID No. 35 y 36 no tuvieron ningin efecto significativo sobre la
actividad PLTP. Es digno de anotar que estos dos péptidos tampoco
mostraron actividad significativa sobre la infusion en ratones durante 20
horas (véase Figura 16).

[0283] Efecto de la administracion oral aguda de SEQ ID No. 91
(AVP-26249) sobre el perfil de lipoproteina en el plasma de raton y dcido
biliar / colesterol en la bilis — Con referencia a Figura 19, las barras
mostradas para 2.5 y 20 ug representan la media + SEM de 2 experimentos
independientes y las barras mostradas para 5 y 10 ug representan la media +
SEM de 3 experimentos independientes con C57BL/6J alimentados con
HFD. Barras de no error — experimento Gnico. El efecto se expresa come
% de variacidn relativa al control PBS (0%).

[0284] Efecto de administracion oral ad libitum de SEQ ID No.
91 (AVP-26249) en ratones ApoE-/-alimentados con comida normal sobre
TC (Colesterol Total) en el plasma — Con referencia a Figura 20, ratones
machos ApoE-/-, de dos meses de edad, se alimentaron con dieta de comida
normal. Un dia del experimento en TO (Tiempo 0) los ratones se sangraron
(50ul), se determiné el TC en el plasma, y los ratones se dividieron en
grupos (4 ratones por grupo) con valores en TO similares de colesterol
promedio del grupo. Los ratones de control recibieron agua potable y los
ratones experimentales recibieron solucién en agua del compuesto. Los
ratones se sangraron cada 72-96 horas, y se cuantificé el colesterol en el
plasma. Cada barra representa la media + SEM de 4 animales y es
representativa de 15 determinaciones llevadas a cabo bisemanalmente. La
cantidad de SEQ ID No. 91 se expresa como mg por kg (mpk), consumida
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por 24 horas.

[0285] Efecto de SEQ ID No. 91, 145, 146 y 118 (AVP-26249,
26451, 26452, y 26355, respectivamente) sobre los niveles de colesterol en
el plasma en ratones ApoE-/- alimentados con dieta alta en grasa — Con
referencia a Figura 21, ratones machos ApoE-/- de tres meses de edad se
mantuvieron a dieta con comida normal. El dia 0, los ratones se sangraron,
se determiné el TC en el plasma, y los ratones se dividieron en grupos (4
ratones por grupo) con valores similares de colesterol promedio y peso.
Los ratones de control recibieron agua potable y los ratones experimentales
recibieron solucién en agua de los compuestos. Cuatro semanas mds tarde,
los ratones se cambiaron a una dieta alta en grasa. Los ratones se sangraron
una vez en 10 dias, y se cuantificd el colesterol total en el plasma. Cada
barra representa la media + SEM de 4 animales y es representativa de 7
determinaciones. La cantidad de SEQ ID No. (sic) se expresa como mg po.r
kg (mpk), consumida por 24 horas.

[0286] Efecto de SEQ ID No. 91, 145, 146 y 118 (AVP-26249,
26451, 26452, y 26355, respectivamente) sobre la cantidad de colesterol
excretado por ratones ApoE-/-alimentados con dietas altas en grasa - Con
referencia a Figura 22, ocho grupos de ratones machos ApoE-/-, de 5 meses
de edad (4 ratones en cada grupo) s¢ mantuvieron a dieta alta en grasa. Los
ratones de control recibieron agua potable, mientras que los ratones
experimentales recibieron soluciones en agua de los compuestos "ad
libitum". Los ratones se pusieron en jaulas metabdlicas de un dia para otro
el dia siguiente, se recogieron las heces, se secaron durante 72 hores, se
pesaron, y se extrajo el colesterol total y se cuantific6. Cada barra
representa la media + SEM de dos experimentos "de jaula metabélica”
independientes que se llevaron a cabo 2.4 y 3.4 semanas después de que los
ratones se alimentaron con dieta alta en grasa. La cantidad de SEQ ID No.
(sic) se expresa como mg por kg (mpk), consumida por 24 horas.

[0287] En conclusién, los resultados resumidos en Figuras 2-22
y Tablas 6-8 demuestran que los ratones hiperlipidémicos, a los que se
administraron los mediadores de péptido de RCT, disefiados de acuerdo con
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el Modelo Molecular de la presente invencién, por vias de administracién
intravenosas u orales, exhibieron mejoras sustanciales en el perfil de
lipoproteina en el plasma, que se deben a una depuracién mejorada de
lipoproteinas de baja densidad (aterogénicas) y elevacion de los niveles de
plasma de lipoproteinas anti-aterogénicas de alta densidad.

[0288] Con referencia a Figura 23, un diagrama esquemético
muestra un tridngulo in vitro usado en un método de cribado para identificar
compuestos de prueba que tienden a mejorar el RCT in vivo. Las células de
macréfagos cultivados se usan para evaluar los efectos de compuestos de
mediadores de RCT de prueba, tanto en la acumulacién de colesterol ac-
LDL como en la descarga de colesterol de células de macréfagos
precargados (macréfagos que acumulan colesterol contribuyen a la
formacién de células que contienen lipidos en pequefias vacuolas ("foam
cells”) y la formacién de placa ateroesclerética). Por consiguiente, este
compartimiento del tridngulo se usa para evaluar la efectividad de
compuestos de prueba sobre RCT, asi como la patogénesis de
arterioesclerosis. Las células de musculo liso primario cultivadas se
utilizan para evaluar los efectos de compuestos mediadores de RCT de
prueba sobre la acumulacién de ox-LDL en la pared vascular, los cuales
pueden estar relacionados también con la formacién de células que
contienen lipidos en pequefias vacuolas y la evolucion de Ia
arterioesclerosis. Los hepatocitos cultivados se usan para evaluar los
efectos de los compuestos mediadores de RCT de prueba sobre la absorcion
de colesterol por el higado. El uso de las células periféricas (macr6fagos
y/o células de musculo liso en combinacidn con los hepatocitos)
proporciona ventajosamente un monitoreo de RCT — acumulacion
reducida de colesterol y descarga mejorada de colesterol de las células
periféricas, asi como absorcién por el higado (para metabolismo y
excrecion).

[0289] Efecto de SEQ ID No. 91 y 146 (AVP-26249 y AVP-
26452, respectivamente) sobre la Acumulacion Mediada por LDL de
Colesterol Total en Células HepG2. Con referencia a Figura 24, células
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HepG2 humanas se esparcieron en una placa de 24 pocillos con la densidad
de 2.5x105 por pocillo en medio de andlisis libre de suero (libre de
lipoproteina). 48 horas después 25ug de LDL humana pre-incubada durante
1 hora a temperatura de la sala con PBS o compuestos, se agregaron a las
células en 500ul de medio libre de suero. Las células tratadas se incubaror'l
durante 24 horas a 37°C en un incubador de CO; 5% humidificado. Cada
barra representa la media = SEM de 2-3 experimentos independientes.

[0290] Efecto de SEQ ID No. 91 (AVP-26249) sobre la
Acumulacién Mediada por Ac-LDL de Colesterol Total y Colesteril Ester
en Macréfagos. Con referencia a Figura 25, células THP-1 humanas se
esparcieron sobre una placa en medio de anilisis en 24 pocillos, con la
densidad de 1x106 por pocillo en presencia de 5x10-8 M de PMA. 48 horas
después 50ug de AcLDL humana, pre-incubada durante thora a
temperatura de la sala con PBS (control), o AVP-26249, se agregaron a las
células en 500ul de medio de anilisis. Las células tratadas se incubaron
durante 24 horas a 37°C en un incubador de CO; 5% humidificado. Cada
barra representa la media &+ SEM de 3-9 réplicas.

[0291] Efecto de SEQ ID No. 91 y 146 (A VP-26249 y 26452,
respectivamente) sobre la Acumulacion Mediada por Ox-LDL de Colesterol
Total y Colesteril Ester en Células de Miisculo Liso Vascular. Con
referencia a Figura 26, células de misculo liso vascular humano se
esparcieron en una placa de 24 pocillos con la densidad 9x104 por pocillo
en medio de andlisis libre de suero. 24 horas después PBS Gnicamente o
LDL oxidada humana, pre-incubada durante 1 hora a temperatura de la sala
con PBS, o con compuestos, se agregaron a las células en 500ul de medio
de andlisis. Las células tratadas se incubaron durante 24 horas a 37°C en un
incubador de CO, 5% humidificado. Cada barra representa la media + SEM
de 4-7 experimentos independientes.

10292] Efecto de SEQ ID No. 91 y 146 (AVP-26249 y AVP-
26452, respectivamente) sobre la Descarga de Colesterol de Macréfagos
Cargados con AcLDL. Con referencia a Figura 27, células THP-1

humanas se esparcieron en medio de analisis en una placa de 24 pocillos
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con la densidad de 1x106 por pocillo en presencia de 5x10-8 M de PMA.
48 horas después 50ug de LDL acetilada humana o PBS se agregaron a las
células en 500ul de medio de anilisis que contenia PMA. 24 horas més
tarde las células se lavaron y de agregaron PBS o compuestos a las células
en 500ul de medio de andlisis. Antes y después de cada tratamiento, las
células se incubaron a 37°C en un incubador de CO,; 5% humidificado.
Cada barra representa la media + SEM de 5-6 experimentos independientes.

[0293] Una meta es desplazar el colesterol de los macréfagos y
las células de la aorta al higado para depuracién del colesterol (véase
Figura 30). La capacidad de uno de los compuestos de prueba, tales como
los indicados en Tablas 3-5 para efectuar RCT puede predecirse con base
en los andlisis llevados a cabo, como se muestra en Figuras 24-27 mais
arriba. Es decir, estos tres tipos de células proporcionan una foto
instantdnea del estado del colesterol en el organismo. La capacidad de un
compuesto dado de disminuir los niveles de colesterol y CE en una célula
macrofago tal como células THP-1 y células de misculo liso vascular,
aumentando al mismo tiempo los niveles de colesterol en hepatocitos tales
como (células HepG2) es predictivo de su efectividad in vivo. Por
consiguiente, una incorporacién de la presente invencién involucra un
método de método cribado en el cual se analizan compuestos de prueba in
vitro, usando lineas celulares de macréfago, células de misculo liso y
hepatocitos, tales como las divulgadas, para suministrar un indicio de RCT
in vivo.

[0294] Efecto de SEQ ID No. 91 (AVP-26249) sobre la Evolucién
de Lesiones Ateroesclerdticas en Aorta de Ratones ApoE-/- Alimentados
con Dietas Altas en Grasa — Con referencia Figura 28, ratones machos
ApoE-/- se mantuvieron a dieta de comida normal durante 4 semanas y en
HFD (1.25% de colesterol) durante 9.3 semanas. Los ratones recibieron
SEQ ID No. 91 (AVP-26249) "ad libitum" a través del agna potable
durante 13.3 semanas. Las concentraciones de SEQ ID No. 91 son cero

(panel izquierdo), 1.4 pg/kg (panel central) y 2.8 pg/kg (panel derecho). Al
momento de la eutanasia, los animales se perfundieron con PBS, seguido
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por sacarosa formal (4% paraformaldehido y 5% de sacarosa en PBS, pH
7.4). Se cortd en pedazos la aorta del ratdn desde la aorta ascendente
proximal hasta la bifurcacién de la arteria iliaca usando un microscopio de
diseccion. Se retiré la grasa adventicia y se abrié la arteria en sentido
longitudinal, se estird y se asegurd sobre cera de diseccidén negra, se tifié
con Sudan 1V, y se fotografio con una ampliacion fija. Las fotografias se
digitalizaron y las imédgenes digitales se muestran. Se calcularon el drea
adrtica total y el drea de lesién usando Adope Photoshop 7.0 y software
NIH Scion Image (datos no mostrados).

[0295) Efecto de SEQ ID No. 146 (AVP-26452) sobre la
Evolucion de Lesiones Ateroesclerdticas en la Aorta de Ratones ApoE-/-
Alimentados con Dietas Altas en Grasa - Con referencia a Figura 29,
ratones machos ApoE-/- se¢ mantuvieron a dieta de comida normal durante 4
semanas y a HFD (1.25% de colesterol) durante 9.3 semanas. Los ratones
recibieron SEQ ID No. 146 (AVP-26452) "ad libitum" por medio del agua
potable durante 13.3 semanas. Las concentraciones de SEQ ID No. 146

son cero (panel izquierdo), 1.4 pg/kg (panel central) y 2.8 pg/kg (panel

derecho).
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LO OUE SE REIVINDICA ES:

1. Un mediador de transporte reverso de colesterol que
comprende una molécula que incluye una regién é4cida, una regién
aromética o lipfila y una regién basica, teniendo dicha molécula una
estructura adaptada para acomplejarse con HDL y/o colesterol-lipoproteina
de baja densidad (LDL) y, por ello, intensificar el transporte reverso de
colesterol.

2. El mediador de transporte reverso de colesterol de la
Reivindicacién 1, en donde dicha molécula tiene entre 3 y 10 residuos de
aminoécido o andlogos de los mismos, y comprende la secuencia: '

X1-X2-X3, en donde X1 es un aminodcido 4cido, X2 es un
aminodcido aromético o lipéfilo, y X3 es un aminoécido bésico, y en
donde X1, X2 y X3 pueden disponerse en cualquier orden de
secuencia;

en donde un terminal amino comprende ademds un primer
grupo protector seleccionado del grupo conformado por un acetilo,
fenilacetilo, pivolilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, 4cido 2-naftilico,

acido nicotinico, un CH;—(CH,);— CO— donde n varia de 3 a 20,

di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo, naftilo sustituido, f-MOC,-

bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo

saturado, y heteroarilo saturado sustituido; y

en donde un terminal carboxi comprende ademis un segundo
grupo protector seleccionado del grupo conformado por una amina,
tal como RNH; donde R = H, di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo,
naftilo sustituido, ~MOC, bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos
sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo-
fusionado, heteroarilo saturado, y heteroarilo saturado sustituido.

3. El mediador de transporte reverso de colesterol de la
Reivindicacién 2, en donde uno o més de X1, X2 6 X3 son residuos D de
aminodcido.
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4. El mediador de transporte reverso de colesterol de la
Reivindicacién 2, en donde uno o més de X1, X2 6 X3 son aminoécidos
sintéticos o semisintéticos modificados.

5. El mediador de transporte reverso de colesterol de Ila
Reivindicacion 4, en donde el aminodcido sintético o semisintético
modificado es bifenilalanina.

6. Una sustancia derivada de aminodcido sustancialmente pura
para tratar y/o prevenir hipercolesterolemia y/o arterioesclerosis en un
mamifero, teniendo dicha sustancia un terminal amino y un terminal
carboxi y que comprende un enantibmero L 6 D de un residuo de
aminoacido dcido o derivado del mismo, un enantiomero L 6 D de un
residuo de aminodcido aromético o lipéfilo o derivado del mismo, y un
enantiémero L 6 D de un residuo de aminodcido bisico o derivado del
mismo,

en donde el terminal amino comprende ademds un primer
grupo protector seleccionado del grupo conformado por un acetilo,
fenilacetilo, pivolilo, 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, dcido 2-naftilico,

dcido nicotinico, un CH;—(CH;),— CO— en donde n varia de 3 a

20, di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo, nafiilo sustituido, f~-MOC,

bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos sustituidos, alquilo, arilo, arilo

sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo fusionado, heteroarilo saturado,
heteroarilo saturado sustituido, y similares;

en donde el terminal carboxi comprende ademés un segundo
grupo protector seleccionado del grupo conformado por una amina,
tal como RNH; donde R = H, di-terc-butil-4-hidroxi-fenilo, naftilo,
naftilo sustituido, f-MOC, bifenilo, fenilo sustituido, heterociclos
sustituidos, alquilo, arilo, arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo

fusionado, heteroarilo saturado, heteroarilo saturado sustituido, y

similares; y

en donde dicha sustancia tiene por lo menos una de las
siguientes propiedades: (1) imita ApoA-I que se fija a LDL y HDL,

(2) se fija preferencialmente al higado, (3) intensifica la absorcién de
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LDL por los receptores LDL del higado, (4) reduce los niveles de
colesterol LDL, IDL y VLDL, (S) aumenta los niveles de colesterol
HDL, y (6) intensifica los perfiles de lipoproteina en el plasma.

7. Una composicién apropiada para administracién oral que
alivia o previene un sintoma de hipercolesterolemia, en donde dicha
composis:_ién comprende una molécula derivada de aminoécido con una
region acida, una regién aromética o lipéfila y una regién bésica, y en
donde dicha molécula derivada de aminodcido tiene un primer grupo
protector unido a un terminal amino y un segundo grupo protector unido a
un terminal carboxilo, y en donde dicha molécula derivada de aminoécido.
comprende opcionalmente por lo menos un residuo de aminodcido D.

8. La composicion de la Reivindicacion 7, que incluye por lo
menos un residuo de aminodcido D.

9.  Un mediador de péptido de RCT, que comprende la secuencia:

Xos-Xp-(X1-X2-X3)-Xc-X4,

en donde

X, es un residuo de aminoé4cido acilado;

Xy es cualquiera de 0-10 residuos de aminoacido;

X1-X2-X3 son residuos de aminodcido o derivados de los-
mismos, seleccionados independientemente de un residuo de
aminodcido acido, un residuo de aminodcido lipéfilo, y un residuo de
aminodcido basico o derivado del mismo, con la salvedad de que uno
de dichos X1, X2 6 X3 es un residuo 4cido, uno de dichos X1, X2 6
X3 es un residuo lipdfilo y uno de dichos X1, X2 é X3 es un residuo
bésico; |

X, es cualquiera de 0-10 residuos de aminodcido;

X es un residuo de aminodcido amidado; y

en donde el mediador de péptido tiene 15 6 menos residuos de’
aminoédcido y comprende opcionalmente por lo menos un residuo de
aminodcido D. _

10. Un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por los compuestos sintéticos 1-96 de
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Tabla 5.

11. Un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID Nos. 1y 107-117.

12, Un mediador de RCT, que comprende un compuesto
seleccionado del grupo conformado por SEQ ID Nos. 1, 26-36, 42, 45-47,
56-58, 68-70, 72-74, 76, 80, 81, 83-90 y 92-95.

13. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No. 1.

14. Una composicion farmacéutica que comprende SEQ ID No.
113.

15. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No.

34,

16. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No.
86.

17. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No.
91.

18. Una composicion farmacéutica que comprende SEQ ID No.
96.

19. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No.
145.

20. Una composicion farmacéutica que comprende SEQ ID No.
146.

21. Una composicién farmacéutica que comprende SEQ ID No.
118.

22. Una composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 1-21
para uso en la preparacibn de un medicamento apropiado para
administracion para el tratamiento de hipercolesterolemia y/o
arterioesclerosis.

23. La composicién de la Reivindicacién 22, en donde dicho
medicamento es apropiado para administracién oral.

24. La composicion de la Reivindicacion 22, en donde dicho
medicamento se combina con una resina fijadora de dcido biliar, niacina,

una estatina, o una combinacion de las mismas.
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25. Un método de cribado in vitro para identificar compuestos de
prueba que tienden a intensificar el transporte reverso de colesterol in vivo,
que comprende:

medir la acumulacién de colesterol en hepatocitos in vitro en
la presencia y ausencia de los compuestos de prueba;

medir la acumulacién de colesterol y/o descarga en
macrdéfagos cargados con AcLDL in vitro en la presencia y ausencia

de compuestos de prueba; y

identificar compuestos de prueba que intensifican la
acumulacion de colesterol en hepatocitos y reducen los niveles de
colesterol en macréfagos.

26. El método de cribado in vitro de la Reivindicacién 25, que
comprende ademas medir los niveles de colesterol en células de misculo
liso vascular cargadas con OxLDL in vitro en la presencia y ausencia de
compuestos de prueba, y en donde el paso de identificar compuestos de
prueba comprende ademéds identificar compuestos que intensifican la
acumulacién de colesterol en hepatocitos y reducen los niveles de colesterol
en macrofagos y/o reducen los niveles de colesterol en células de miisculo
liso vascular.

27. El método de cribado in vitro de la Reivindicacion 25, en
donde dichos hepatocitos son células de hepatoma HepG2 humano.

28. El método de cribado in vitro de la Reivindicacién 25, en
donde dichos macréfagos son células THP-1 humanas.

29. El método de cribado in vitro de la Reivindicacion 26, en
donde dichas células de musculo liso vascular son células de misculo liso
adrtico primario.

30. Un método de cribado in vitro para identificar compuestos de
prueba que tienden a intensificar el transporte reverso de colesterol in vivo,
que comprende:

Medir la acumulacién de colesterol en hepatocitos in vitro en
la presencia y ausencia de los compuestos de prueba;

medir los niveles de colesterol en células de musculo liso

-122 -



WO 2004/0944471 PCT/US2004/012445

vascular cargadas con AcLDL in vitro en la presencia y ausencia de
compuestos de prueba; y

identificar compuestos de pruebe que intensifican la
acumulacién de colesterol en hepatocitos y reducen los niveles de

colesterol en células de masculo liso vascular.
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SINTESIS DE X-1aa-2aa-3aa-4aa-NH, (D-Aminoécidos)
(X = AC, &cido 2-naftolco, &clido pivalolco y &cldo nicotinico

RESINA MBHA de amida de Rink {(1G) (Sustituclién 0.66 mmol/q)
Resina Fmoc-HN (viene como resina protegida con Fmoc)

l ién Fmoc
1. 20% Plperidina en NMP
Agitar durante 1-2 horas

Lavar la mezcla de reacclén varias veces con

CH,Cl,

10% TEA en CH,Cl,

MeOH

CH,Cl

Prusba de Ninhidrina — coloracién azul — indica un grupe libre de NH;

i
SRAOEN;

\ 4
RESINA MBHA de amida de Rink {1G) (Sustitucién 0.66 mmol/
(Resina H:N)

con Aminoécidos (1aa, 2aa, 3aa y 4aa)
siguiendo Ia sintesis estindar de péptido

| e

Fmoc-1aa-2aa-3aa-4aa-RESIN

lms Plperidina en NMP
Agitar durants 1-2 horas

RESINA H:N-1aa-2aa-3aa-4aa

l

RESINA RlHN-1n-2n-3:a-4al
TFAITIOANISOL/ 1. R= Ag, Ac;O/ICH,Cl,
EDT/ANISOL 2. R= dcido 2-naftolco, dcido 2-naftolco/HOBY, DIC, NMP
4.5 horas/RT 3. R= écido pivalolco, dcido pivalolco/HOBY, DIC, NMP
} 4. R=dcldo nicotinico, dcldo nicotinico /HBO, DIC, NMP

v
R-HN-1aa-2aa-3aa-4aa-NH,

4
Representacion Esquemética de la Sintesis de Fase Sélida

FIG. 1
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Efecto de (SEQID NO 81) obre laEv luclénd Lesiones Arterioscleréticas n
Aorta de Ratones ApoE-/ -
9 3 Semanas de HFD
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L] Norecuird aetsonss searn s wers by pe oy thesppdcart. Cormacersy, i Papo

13 (completely) and 1-9,11,12,22-24 (all partially)

Remark on Protest |:| The additional search fees were accompanied by the applicant's protest.

|:| No protest accompanied the peyment of additional search fees.

Form PGTASA210 (continuation of firet heet (2)) (January 2004)
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This International Searching Authority found multiple (groups of)
{nventions in this international application, as follows:

1. claims: 13 (completely) and 1-9,11,12,22-24 (all partially)

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1I6.

1.7.

1.8.

1.9.

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
1-3,9-12,16,22-26,29,31,32,44,45,55,71,73-860,87 and
compositions comprising them

claims: 13 (completely} and 1-9,11,12 (partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 1 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 2 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (al) partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 3 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 9 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 10 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D NO: 11 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 12 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO: 16 and compositions
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D N0:22 and compositions
comprising them

1.18. claims: 1-9,22-24 (all partially)
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1.11.

1.12.

1-13.

1.14.

1.15.

116,

1.17.

1.18.

1.19.

1.26.

1.21'

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

23 and compositions

24 and compositions

25 and compositions

26 and compositions

29 and compositions

31 and compositions

32 and compositions

44 and compositions

45 and compositions

55 and compositions

71 and compositions
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peptide mediators comprising SEQ 1D NO:
camprising them

1.22. ciaims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

1.23. claims: 1-9,22-24 {(all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

1.24. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D NO:
comprising them

1.25, claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D NO:
comprising them

1.26. claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEG ID NO:
comprising them

1.27. claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

1.28. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

1.29. claims: 1-9,22-24 (all partially)
peptide mediators comprising SEQ ID NO:
comprising them

2. claims: 1-9,12,22-24 (all partialiy)
peptide mediators comprising SEQ ID NOs

73 and compositions

74 and compositions

75 and compositions

76 and compositions

77 and compositions

78 and compositions

79 and compositions

80 and compositions

87 and compositions

4,5,27,28,35-42,51,53,54,59-61,64 and compositions

comprising them

3. claims: 1-9,22-24 (all partially)
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peptide mediators comprising SEQ ID NOs 6-8,15 and
compositions comprising them

4, claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 13,14 and
compositions comprising them

5. claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 17,21,168 and
compositions comprising them

6. claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 18,1160 and
compositions comprising them

7. claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators compri smg SEQ ID NO 19 and compositions
comprising them

8. claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 26,113 and
compositions comprising them

9. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
30,43,46-50,52,62,63, and compositions comprising them

10. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D NO 33 and compositions
comprising them

11. claims: 15,17-26 (completely) and 1-10,12,22-24 (partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
34 83,89,90-94,96-161,164-166,120,122,125,126,128,137,
141 145- 147 159
176 and conpounds nos.
1,3-9,11-13,16,18,20-22,31,35,39-41,83-86,93,94 and
compositions comprising them
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12. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 56-58 and
compositions comprising them

13. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 65-67,72 and
compositions comprising them

14. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 68 and compositions
comprising them

15. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 69,70, and
compositions comprising them

16. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 82,84,85 and
compositions comprising them

17. claims: 16,21 (completely) and 1-18,22-24 (partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
86,162,103,118,121,123,124,136,146,151 and compounds nos.
2,10,14,17,19,36,34,81,82 and compositions comprising them

18. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 88 and compositions
comprising them

19. claims: 1-10,12,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
95,119,153,165,172,174,175 and compounds nos. 15,42, and
compositions comprising them

20. claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators camprising SEQ ID NO 167 and compositions
comprising them
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2l.

22,

23.

24,

25,

27.

28,

claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 168 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 {al) partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 109 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 111 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (a1l partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 112 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 114 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 115 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (a1l partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 116 and compositions
comprising them

claims: 1-9,11,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 117 and compositions
comprising them

29, claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID N0 127 and compositions
camprising them
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38. claims: 1-10,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 129-134 and
compounds nos. 23-28 and compositions comprising them

31. claims: 1-10,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ 1D NOs
135,138,139,142,143,149,152 and compounds nos.
29,32,33,36,37, and compositions comprising them

32. claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 144,163 and
compositions comprising them

33. claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs
124.159.162.164,166.168—171.173 and compositions comprising
them

34, claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NOs 155-158,166,161 and
campositions comprising them

35, claims: 1-9,22-24 (all partially)

peptide mediators comprising SEQ ID NO 167 and compositions
comprising them

36. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)
compounds nos. 87,88,91,92 and compositions comprising them

37. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)
compound nos. 89,90 and compositions comprising them

38. claims: 1-9,12,22-24 (all partially)
compound nos. 95,96 and compositions comprising them
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* INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PGTASAR220 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)

Date of mallng

(dayinarthyesr) ses form PCTASAZ10 (sscond sheet)
Appiicant’s or aganth flle reference
soo form PCTASA220 mnmmm'“ mEmCﬂON
imamational applicalion Na. inermational fiing dete (denanthjmar) Priorty dale (clayfnantiyjear)
PCTAIS20044012445 22042004 22.04.2003

intemationsl Petent Classification (IPC) or both nafional classification and IPC
CO7K14/775, CO7K5085, CO7K5/087, CO7K508, CO7KS083, CO7KBA1, CO7KS/07, CO7KE/113, CO7TK7D4,

Applicant
AVANIR PHARMACEUTICALS

1. This opinion contains indications relating to the following items:

& BoxNo.|  Baals of the opinion

B BoxNo. Hi Priorlly

Box No.1ll  Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, inventive step and Industrial applcabity
. [l BoxNo.IV Lack of unlity of Invention

K BoxNo.V  Reasonad statement under Rule 43bis.1(a)()) with regard to novelty, Inventive step or Industral
applicabifty; citations and explanations supporting such statement

[] BoxNo.Vl Certain documents cited
O BoxNo. VIl Certnin defects in the intsmational application
(J Bex No. Vill Certain observations on the intemationa) application

if a demand for Intemational pmlhnlnuxnonmln:ﬂon Ia made, this oglnhn will usually be conaidered to be a
written opinion of the Imemational Preliminary Examining Auﬂ'nﬂg IPEA&. However, this dosa not apply where
the appilcant chooses an Authoiity cther than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
Inlbrnllaml Bureau under Rule 886.1bia(b) that written opinions of this intemational Searching Authority

wiil not be so conaldered.

if this oplnion Is, as provided above, conalderad to be a written opinion of the 1PEA, the applicant Is invited to
submit fo the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the explration of three
moantha from the date of malling of Form PCTASAZ220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichaver expires inter.

For further cptions, see Form PCTASAR20,

3. Forfurther detalls, see notea to Form PCTABAZ220,

Name and malling address of the ISA: Authorized Officer /_\
Europesn Offics - P, Pxtentiasn :
‘ NL-2280 H%%-mla:"' 2 Schmidt, Harakd | ﬂ\
Tal. 431 70 340 - 2040 T: 31 651 sponl ,’
Frx: +31 70 340 - 3018 Telaphone No. +31 70 340-4023 —

Emems IEMYTA0 A VAT I Qlusulh / L AARL
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WRITTEN OPINION OF THE International appiication No.

- INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004012445

Box No.| Basie of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the bagis of the international application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this tem.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language Into the following
langu. , which is the language of a transiation fumished for the purposes of intemnational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nuclectide andbr amino acid sequence disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
B a sequence Hsting
O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
B  In written format
K in computer readable form

c¢. time of fllingfurnishing:
& contained In the intemational application as fited.
K nied together with the Intermational application in computer readable form.
00 fumished subsequently to this Authorlty for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional

coples is identical to that In the application as filed or does not go beyond the application as flled, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Eawes YT A IAYT § hame s ARAY
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* INTERNATI NAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004012445

Box No.ll Priority i
1. The following document has not been fumished:
B copy of the eartier application whose priority has been ciaimed (Rule 43bis.1 and 68.7(a)).

O translation of the earlier application whoge priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 68.7(b)).

Consequently it has not been poashle to consider the validity of the priority claim. This opinion has
nevertheless boen established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

2. 00 This opinion has been establlehed as if no priarity had been claimed due to the fact that the priority claim
haa been found Invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the International
filing date indicated above is conskiered to be the relevant date.

3. O It haa not been poasible to consider the validity of the priority claim because a copy of the priority document
was not avallable to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless boen established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

4. Additional observations, If neceseary:

P o FAAYTIE A JVTT £ s i ARALY
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Box No. Il Non-estsbiishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

The

questions whether the claimed Invention appears to be novel, 1o involve an inventive step (to be non

obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

a
=

the entire intemational application,
claims Nos. 10,14-21,25-30 (completeiy) and 1-8,11,12,22-24 (partially)

because:

a

O

the said imtemational application, or the said claims Nos.  relate to the following subject matter which
does not require an international preliminary examination (specify):

the dascription, claims or drawings (indicate pariicular elements belovs) or saki claims Nos. are so
unciear that no meaningful opinion could be formed (speciy):

the claims, or said claims Nos. are 8o inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no International search report has been established for the whole application or for said claims Nos.
10,14-21,25-30 (compietely) and 1-9,11,12,22-24 (partially)

the nucleotide andr amino acid sequence listing does not comply with the standard providad for in Annex
C of the Administrative Instructions In that:

the written form O has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readable fom  [J has not been fumished

O does not comply with the standard

the tables related o the nucieotide andior amino ackd sequence listing, f in computer readabile form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

Soe separate sheet for further detalls

Fravn DFTTIQAIDTY [ laruiane NNLY
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Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)l) with Ip T
industriat applicabliity; citations a:d explanations .g&’m;g:: : m.":'v nventive step or

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claime 11,13
No: Claims 1-9,12,22-24
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Cilaims 113
Industrial applicability (1A) Yos: Claims 1-9,11-13,22-24

No: Claims

2. Ciations and explanations
000 soparate sheet

Enewn DFTICAIT | laraiaes SANLY
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INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/AUS2004/012445
Ba ltem 1l

Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicabliity

An international search was performed for the first group of inventions only (for
reasoning and groups of inventions gee "Invitation to pay edditional fees").
Consequently, the examination Is also restricted to the first group of invention, i.e.
subject-matter of claims 1-8,11-13 and 22-24 relating to SEQ ID NOS 1-3,9-12,16,22-
26,29,31,32,44,45,55,71,73-80 and 87 (Rule 66.1{e) PCT).

RejftemV
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or industrial
appliicabiiity; citations and explanations supporting such statement

Reference Is made to the following documents:

D1: WO 99/16408 A (BUTTNER KLAUS ; CORNUT ISABELLE (DE); METZ
GUNTHER (DE); SEKUL RENATE) 8 April 1989 (1999-04-08)

D2: WO.02/38609 A (GRAVERSEN JONAS ; MOESTRUP SOEREN (DK);
PROTEOPHARMA APS (DK)) 16 May 2002 (2002-05-16)

D3: WO 02/083917 A (AGENSYS INC) 24 October 2002 (2002-10-24)

Novelty

The document D1 discloses several oligopeptides derived from apolipoprotein A-l
comprising the amino acid motif EFR. It Is further taught that the N-terminus can be
biocked by groups including acetyl, formyl or dansyl and the C-terminus may be an
amide. Such compounds are useful as mediators of reverse cholesterol transport and
are thus suitable for treating disorders assoclated with dyslipoproteinemia, e.g.
hypercholesterolemia or atherosclerosls.

(see pages 1-7, 51, SEQ ID NOS 75,94,109,213 and claims 1,15,37,40-51).
Therefore, subject-matter of claims 1-9 and 22-24 does not meet the requirements of
Article 33(2) PCT.

Form PCT/Separsis Shest/237 (Bhest 1) (EPO-January 2004)
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The document D2 discloses compounds comprising murine apolipoprotein A-l that
contain inter alia SEQ ID Nos 2,3,8-12,16,25 and 26 of the present application. It is
further taught that the amino acids of the apolipoproteins may be modified. The
compounds are useful for treating cardlovascular diseases.

Therefore, subject-matter of claims 1-9 and 22-24 are not new in the sense of Article
33(2) PCT.

The document D3 discloses peptides for treatment of cancer comprising SEQ ID NO:32
of the current application. It Is further taught that the peptides may be modified N-
and/or C-terminally (see page 28, Tables V,Vit-1X,XI-XIli, XV,XVii and claims 1,3, and
13).

Therefore, subject-matter of claims 1-9,12 and 22-24 does not fulfil the requirements of
Article 33(2) PCT.

Inventive step

The present application does not meet the criteria of Article 33{1) PCT, because the
subject-matter of claims 11 and 13 does not involve an inventive step in the sense of
Article 33(3) PCT.

The document D1 Is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of
claims 11 and 13 and discloses several oligopeptides derived from apolipoprotein A-|
compiising the amino acld motif EFR. It is further taught that the N-terminus can be
blocked by groups including acetyl, formyt or dansyl and the C-terminus may be an
amide. Such compounds are useful as mediators of reverse cholesterol transport and
are thus suitable for treating disorders associated with dyslipoproteinemia, e.g.
hypercholesterolemia or atherosclerosis.

(see pages 1-7, 51, SEQ ID Nos 75,94,109,213 and claims 1,15,37,40-51).

The subject-matter of claims 11 and 13 therefore differs from this known D1 in that
different peptides derived from epolipoprotein A-l are used.

The prablem to be solved by the present invention may therefore be regarded as
providing further mediators of reverse cholesteral transport for treating disorders
associated with dyslipoproteinemla, e.g. hypercholesterolemia or atherosclerosis.

The solution proposed in claims 11 and 13 of the present application cannot be
congidered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT), since it appears a routine

Form PCT/Separaie Shest237 (Sheet 2) {EPO-January 2004)
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choice for the skilled person to selact apolipoprotein |-A analogues of claims 11 and 13
to solve the problem posed, particularly with view to the document D2 disclosing a
compound that comprises the sequence EFRDRDAMRTH for treating disorders
associated with dyslipoproteinemia, e.g. hypercholesterolemia or atherosclerosis.

Form PCT/Ssparaie Sheet/237 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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OF PRIORITY DOCUMENT
Fourteenth Floor
{PCT Administrative Instructions, Section 411) Irvine, Californla 92614
United States of America
Date of mailing {day/month/year)
20 September 2004 (20.09.2004)
Applicant’s or agent's fiie reference
AVANIR.096VP IMPORTANT NOTIFICATION
intemational applicaton No. international filing date (dey/month/year)
PCT/US2004/012445 22 April 2004 (22.04.2004)

internationsl publication date (day/month/year)
Not yet published

Priarity date (day/month/year)
22 Aprll 2003 {22.04.2003)

Applicant
AVANIR PHARMACEUTICALS et al

reasonable under the circumstanoces.

which fs reasonable under the circumstanoes.

Priact dat

1. By means of this Form, which replaces any previously Issued notificstion concerning submission or transmhtal of priority
documents, the applicant is hereby notifled of the date of recelpt by the international Bureau of the priority document(s}
relsting to all eariler applloation{s) whose ptiority is claimed. Unleas otherwise Indiaated by the letters "NR", In the
right-hand column or by an asterisk sppearing next to a date of receipt, the priority docsument conosmed was submitted or
transmitted to the Intemational Buresu In complianos with Rule 17.1(a} or {b).

2. (if applioable} The Istters “NR" appeesring In the right-hand colurmn denote a priotity document which, on the date of mailing
of this Form, had not yet been received by the intarmational Buresu  undsr Rule 17.1(a) or (b). Whaere, under Rule 17.1(a} , the
priority document must be submitted by the applicant to the recelving Office or the Intermnational Bureau, but the appliosnt
falls to submit the priarity dooumnent within the applioabla time limik under that Rule, the attention of the applicant is directed
to Rule 17.1(¢) which provides that no designated Office may disregard the priority ciaim conosmed before giving the
applicant an opportunity, upon sntry imo the nationa! phasa, to fumnish the priority document within a ime limit which h

3. (if applicsble) An asterisk(*) appesring next to a dete of recelpt, in the right-hand column, denctes e priority dooument
submitted or transmitted to the internetional Buresu but naot in complisnce with Rule 17.1(s) ar (b} (the priarity dogumaent
was recsived sfter the time limk presoribed In Rule 17.1(a)} or the requast to prepare and transmit the priority dooument was
submitted 1o the recelving Offios after the applicable time limit under Ruie 17.1(b}). Even though the priority dooument was
not furnished in compllances with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit s copy of the
dooument to the dealgriifted-Qffices, for thelr considerstion. In oase such a copy Is not sasepted by the designated Offics
ss priority dooumnent, Rule 17.1(c) provides that no designated Offios may dlsregard the priarity olaim conoaemed before
giving the appiicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limkit

The intemational Buresu of WIPO
34, chemin des Colombetbes
« 1211 Gonova 2, Switzoriend

Facalmile No. (41.22) 338.90.0

Priority application No. Coumry ar realonal Office Date of ragaint
or PCT recatving Offion of prgrity dooumant
22 Apri 2003 (22.04.2003) 60/484,667 us Augu 2004 (09.08.2004)
Authorized offlosr

Elisabeth SASON (Fax 338 9090)

Telephone Na. (41-22) 338 8916

Form PCTAR/S04 (January 2004)

008438583
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