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ANEXOS \

Comprobante de page de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacion, Opinion Escrita, Documento de indicaciones relacionadas con
microorganismos depositados u otro material biolégico con su traduccién, Listado de Secuencias, Anexo Explicativo de
Modificaciones a las reivindicaciones presentadas en Fase Internacional (Art. 19/PCT), traduccién del Capitulo
reivindicatorio como fue originalmente presentado en Fase Internacional y Dibujos.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) Ni.® de solicitud: (51) Int C1: 12P 21/08
(22) Fecha de solicitud: 23-07-2010 (71Salicitariz(z)  ELAN PHARMACEUTICALS, INC.
(30) Prioridad (1) No. Prioridad 32} Fecha (32) Pais | (72) Inventor(es)  SCHENE, Dale, B SEUBEFT, Peter, Al
61/007,544 231207 us WALL, Jonathan y SALDANHA, Joze
£1/095,922 10-09-08 us

(74) Apoderado.  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limile inicio faze nacional: — 28-07-2010 (87)  Publicacion intemacional

{C6) Daios relativos a la pressniacion di la zolicitud PCT Fecha: 09/07/09
Fecha de precentacion de la solicitud. — 29/12/08 N° publicacidn: WO 2009/036539 A4
No. de solicitud PCT/US2008/068493

(54) Titulo: “TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS”

Resumer - Reivindicacian(es):

‘ I ‘ Reivindicacion nimero 1

Un anficuerpo aislado humano, humanizado o quimérico, o fragmento de unidn a antigeno del mizmo, que 32 une
especificamenis a un apitopo enire 108 residuos 70-76 de péptida A amiloide hurnano.

{JLLCCO: 237090.00C v.1}



i
f SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
] ] DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTERDCENCIA PATENTE DE INVENCION — PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENG INDUZTRIAL _
(21) N® de zolicitud: (22) Fecha de solicitud: 23-07-2010

(51) Clasificacion Intemacional . C12P 21/08

(71)Solicitantz(s) ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

(72) Inventar(ez) SCHENY, Dale, E.; SEUBEFT, Peter, A.; WALL, Jonathan y SALDANHA, Jose.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Pronicad (31) No. Prioridad 32) Fecha (3%) Pais
61/007,544 28-12-07 us
61/095,932 10-09-08 us
(65) Facha limits inicio fase nacional: 28-07-2010 (87) Publicacitn intemacional
(8€) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 09-07-09
Fecha de prezentzcion de 1a solicitud: 29-12-08 N° publicacién: WO 2009/086539 A4
No. de solicitud PCT/US2008/0188493

{54} Titulo: “TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS”




Q)g SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Inuustnd Y Cumen cio TARJETA ARCHIVO TEMATICO.
CUPERINTSNOENS FATENTE DE INVENCION PCT o~ MODELO DE UTILIDAD _ DISERQ INDUSTRIAL

{21) N° de soficitud: (22) Fecha de soficitud: 23-07-2010

(51) Clasificacién Intemacional © C12P 21/08

(71) Sclicitantz(s) ELAN PHARMACEUTICALS, INC.

{72} Inventor(es) SCHENK, Dale, B.; SEUBERT, Feter, A.; WALL, Jonathan y SALDANHA, Jose.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Priridad (31) No. Prioridad (32) Fecha  (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
61/007,544 28-1207 us 6x6em
A1/095,932 10-09-08 us

(65) Fecha limits inicio fase nacional: 28-07-2010 (37) Publicacion internacional:

(86) Datos relativos a la presantacion de la solic. PCT Fecha, (9-07-09

Fecha d2 presantacion de la zalicitud: 29-12-08 No. Fublicacian : WO 2009/086539 A4
No. De solicitud PCT/US2008/028493

(54) Titulo: “TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS”

(57) Resumen:

Rewindicacién nimero 1:

Un anticuerpo aislado humana, humanizado o quiménco, o fragmento de unidn & antigeno dal misma, que e une especificaments a un
enticpo entre los residuos 70-76 de péptidi A arloide humano.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

P IntEmatsnal appiication 4o, T
PCT/JS 0B/B8493

A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPI2(%) - Z12P 21/08 (2009.01)

USPG - 530/387.9, 530/388.85

According 10 Interaational Paent Clas

zification (IPC) or t both national clacsification and IPC

B.

FIELDS SEARCHED

Minirum documentation cearshed (class

IPC(8) - C12P 21/08 (2009.01)
USPC - §30/337.9, 50/383.805

sificadon systam followad by claczifica

on cymbals)

Daocum zntaticn searched other than minirum documaentztion o the extent that such documents are included in the fielde searched

IPC(B) - T12R 21/08 (2003.01) -

& kaywsord b xlow

USPC - 3300337 .9, 530/523.05 - see keyword below

Electranic d3t1 bass consulted during the iniemational se

FUBWEST(USFT RSPR,EPAB,JPAE), Madlino, Sowgle

Saarch tams: amylsbd /A, eplons, antitady, GRGAEDS,

arch (name of data baze and, whem: praciicable,

. AEDS, human, humanized, chimeric, A4 amylcldogls

zeareh terms wied)

, fitril, dap-osition,

rheumatold, aribritis, Juvenile, anbylosing, adiotakel, 1- 1..L~ NMR, SPEGT/CT, treating, preventing, administering, inhitdt, dearing

[

%

DOCUMENTS QOHSIDERED TO BE RELEVANT

Category®

.

US 2005/0038117 A1 (KON et al.) 1
(002], [0690], [609%), [3100), (01
[0454]

{0023)

US 8,372,543 B1 (HIRAHT 5t 51 23 Apell 2602

03], [7118), (0196), (015

7 Fetwuary 2005 (17.02.2005), para (D00E), [0013),
3], (0302, [0323], (0326], (0392], and

1S 2007/0002552 A1 (GERBINE et al.) i January 007 (04.01.2007). pars [0028]. [0045),
(0075], [6C21], [0103], [M106], [0225), (6234), and {0520)

U2 200:4/0222812 A1 (MONTALTO ¢t al) 11 Hoveniber 2004 (11.11.2004), para [000:3), and

22.04,2002)

Citation of document, with indicatinn, whers apprapriate, of ihe rzlavam paserges Relevam 13 claim No.
L)3 2007/01785034 A1 (COLPITTS ol al.) 02 August 2007 (02.08.2007), para [0113], (0113), 1.2, £, 35-23, 4445, 55-
[0140], (G283), and (D372) 67, 75-31
MALLE _sl_al. "Mapping of antigonts Jatanminants of purificd, fipid-froa human serur amyloid 1-2, &, 38-2%, 4448, &a-
Aproieing”. Seand, J. Immunol; 1998; Wal. 43; p.557-561. Sbztract; and pg 559, Fig 1-B &7, 75-81, 63-50

78-21

]

1-3, 6, 35-26, 44-15, G-
67, 75-81, 88-90

D Further dosuments are listed in the continuation of Box C

O

apn
ag”

o
"

“gyr

“pn

Special categorier of ciled decoments:

ducument defining the genaral state of the at which it not conzidered
o bz of particular relzvance

carlier application or patent but publiched on o after the intemationa)
filing dote

document which may throw doubis o6 pricrity claim(s) or which ic
sited to establish the publicstion dote of anather zitation or othier
cpzciol reacon (oo speaified)

docurannt referring to an ardl dicclosure, vzz, evhibition o other
msanc

document publishad prior to the intesnaticnal filing dote Lut later then
the priority date claimed

wp

“ven

oy

loter document publiched atter the lntrmmunnl filing daic cr pricrity
dae snd rot in conflict with the applicztion but cited 16 understond
the principle or theory underlying the invention

documznt of particul e relevancs; the claimed invention sannst b2
conzidered novel or cznnot bie considered to involve an inventive
step when the dicument is taken olone

document of particulor relevance; the 2laimed invention cannat be
concidered o invclve an inventive step when the document is
combined with ane or more cther cush documents, such combinotion
being obvious to a person skilled in the ot

decurient mendber of the sane patent tamily

Date of the: avmal completion of the intemnational szarch

14 July 2009 (14.07.2009)

Date of mailing of ihe intermational cearch report

23 JUL 2009

Heme and mailing address of the ISA/US
Mail Stop PCT, &tn: 1ISAJUIS, Gommidsaioner for Patants
P.C. Box 1460, Mevandria, Virginka 22313-1480

Faczimile Mo,

G71-273-3201

Autiorizad officer:

Leo W, Young

PCT Malgdesk; 571.272-1209)
FCT O3R: 571.272.71774




INTERNATIONAL SEARCH REPORT - iImemanonm appikator No.
PCT/US 09/38493

Box Ne, 1 Nuzleotide and/or amine 1¢id sequence(s) (Continuation of item LU of {lic first sheet)

1. With regard to any nucleatide and/or aming ocid sequence dischosed in the interational application, the intemational s2arch was
carrizd sut on the basis of:

a.  type of material

E a cequenze listing

D table(c) rzlzted to the sequence licting

b. format of material

on paper

>
in electronic form

c. time of filing/furnishing
B conioined in thz inizraticnal applicaiion as filed
E filed together with the iniesnitiona) zpplication in electranic form
D furnizhed subsequently to this Autherity for the purpoce: of search
2. D In addition, in the case thai rmore than one verzion or copy of a sequence lizting and/or wblc relaiing thersto has been filed

or furiizlied, the required statements that the informatian in the cubcequent or additional copies iz identical to that in the
applization as fil2d or daes not go beysnd the application oo filed, s appropriatz, were fumiched.

(5]

Additional comments:

Foma FETAS A/210 (continuation of first chieet (1)) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT IMETHAT AT SPPIRaTT T 0,

PCT/US 08/83463

Beox No. IT Observations where certain claims were fonod unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

Thic international Search r2port has not bzen ectablished in rezpect of certain claime under Article 17(2)(a) for ihe following reasons:

I D Clairas Nos.:

Ezcauze they ralate to subjest mattar not required to bz z2archad by thic Auihoriiy, naraely:

N/ . . - -
2. M Claims Yee: 4,6, 6-24, 62-74 and 52-93
Lzcunge they relaie to parls of (he intzmaiional application that do not comply with the prezeribed requireraents t5 such an
) evtent that ng mcanin ful intzriational 2earch can be carrizd out, :Peeiﬁ_call : . : B
Clzirns 4, &, 833, 58-74 and B2-F9 3r3 uneearchablo beeauss they do nat esniply with Fuls £.3 re.quiring daims to be speifis 95 t the
invent.on for which protection i3 taing sought. In particular, the daims are dircetsd to sn ATCC deposit numter, but fail to supply said
number.

3. D Claims Nos.:

lLecanse they sre dependent claime and are not dradted in accordanse with the cecond and third cenienses of Rule 6.4(a).

Box No. IIT  Observations where unity of invention is lacking (Continvation of item 3 of first sheet)

This Intzrnational S2arching Authority found muliiple invantion: in thiz intemational application, > follows:

This application contains the followirsg inventions o groups of inveritions which are nat 3o linkad as to form a singly ganaral Invantive
concspt undar PCT Ruls 13,1, In order for all invantions @ be examined, the appropriate additonal evamination faes must be paid,

human amiylcid A, uses of sald antibody, and methads of producing sald antibady; wheraln the binding epliope IS limited to reciduss 70-
76 of SECID tiD: 2, (which also samprizes SEC D H2: 4, ZEQ G HO: £ and SE2Q D HO: 13),

Sroup I dalms 1 end 3 direstod to an antibady that binds to an eplofs within resljues 72-76 of human amylold 4, wheraln s3id opltope
eomprisas SEQ I NG 5, SEQID ND: 7, SECIC HC: 8 or, SE2 ID NO: 11, limited to winarzin the epitype compnises SEQ 1D N 5,
Broup I daims 1, 8, and 7, directed (o an antibedy that bindz to an epitope witiin rasiduas 70-76 of buman amyloid &, wivsrein the
antibady is limited to a light chain sequance represented by residueg 20-131 of SE 2 10 HhD: 152, o SEQ 1D NO: 152, and a hoavy chain
saquianse rapresentsd by racidues 20-138 of SEQ 1D HO: 184,

Zroup |: Claims 1.2, §, 35, 28, 44, 45, SE-67, 75-21, PQ and 90, directed to an anlibvJy that binde o an apitopo within rasidues 70-78 of

- Pleasz gea etra shect for continuation -

1. D As all required additional zearch fece were timely paid by the applicant, this international czarch report covers ell searchablz
claims.

2, D Ag all searchable ¢laime could be searchei widiout effori justifying additional fees, ihiz Auihority did not invite payment of
additional fezs.

2 D As cnly same of the required additional search fzec were timzly paid by the applicent, this intemctionzl cearch report covers
only thasc claime for which fees were paid, specifically claims Hos.:

4. [Z Ho required zdditional zearch fees were timely paid by the applicant.  Concequently, thic internationsal search coport is
reatricted to the invention first mentioned in the cloimz; it is covered by slaims Mos.:
1.2, 5, 26, 3G, A4, 35, 98-67, 7531, 89 and 90

Remark on Pratest The additional szarch fzes were azcompaniad by the applicant’s prolect and, vhere applicable, the

paymant of a protest fea.
The additional zarch fees were accompanied by the applicont's protest but the applizable protect
fec wac not paid within the time limit cpzoified in the invitation,

Oog

NG protest accompanied the payment of additional search fees.

Farm PCTASA/210 (continuavion of rat sheet (Z)) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT TN AP AT T~

PCT/US 08/82483

Continuation of Box HI: Lack, of Unity of Invention -

Sroup IV: Saimg SE-33, 44, and 43-57, dirscled 1o an antibody Ihat binds to an
an agarsatsd onigid peotein, v hrmm ek 1lisH, T, F, 8 P AL G RE,
PLVFE DA G MLHNPCEY G o :[.lanWflt:l’cll‘-
wihera'n V.sub.1is F ard ¥.sub.2 iz T, wharedn .sub.11: S an

itopee esnprising tha saquence: ».sub, 1IEDY,sub.2 in

D, GV, or W, ond whargin 2ok 21 T, §, E,

vub 103 & and ~.oub.2is 5, wherein .sub. 1 5 T and v.aub.2is E,
2ub.2 15 B, F or A, or wherein ~eub. 1 15 P ard <sublis E, | or F;

further whargin the spitaps ic limitod ta whersin ¥ .sub. 4 is H ar-d Sub 2is T, a5 in ‘:EQ 1D M 3, or SEC (D HD: 9).

Zroup Vi olaims 33-37 and 40, diractad 10 an Jll‘lllux.",' that binds t3 an epitaps compnsing the ssquencs: ¥.sub 1ED sub.2 in an

aggredatsd emylobd protain, ¥.sub 4 iz T, and . sub. 2 is E.

Sroup VI clainw 25237 and 31, diretzd (0 an antib-sdy thot bindz 0 an epitspe comprising the sequencs: ».suk, 1EDA.sub.2 in an

aggregated aryloid predeing, ¥osub 1 1s F and Nasub.2 is D,

GSroup VIE clgimg 28-37 and A2, dirsctad to an antibedy that Einds to an epltope compricing the sequence: *.3ub 1EDN.5ub.2 in an

sggregated amyloid protein, *.sub, 115 & and ¥.5ub.2is E, F, of A.

S3roup VI clalms 35-27 and 42, dirzcted t an aniibedy that bindz 10 an zpiteps comprsing the sequanca: ».sub, 1ED.sub.2in an

aggregated amylold protsin, *.eub,11: P and X.sub.2 ISE, 1 or F,

Tha inventions listed as Groups | - VIl do noi relate to a singh: gencral invantive ooncspt under FTT Pule 13.1 boeause, under PCT
Rule 13.2, they lack the same or comssponding special teshnical features for the following reasons:

The special technical featura of the Group 1 2aims 13 an antibedy that bBInds to an epitope within sesidues 70-76 of human amyloid A,
usiee of said antibady, and rmethods of producing said antitody; wheren he tinding epitope is imited to rasidues T0-768 of BEGQID N

2, Tha gpedal teohnical featurs of the Geoup 1 ddaims 1S an antlb;ﬂy that birds to an ¢pitope vathn residues 70-78 of human amiylid 4,
wharzin said cpitops camprzes SEQ IDHO: 4, SERI0 N §, SE2 10 N 7, SEQID HO: £ or, SEQ 1D N 14, limited b wharain the
epitope compriszs SEQ 1D HD: A, Tha special technical fosturs of the Group U claims is an antibody that binds to an epitope within
residuss 70-7¢ of humar amylaid 5, wharzin e antibedy is imited 10 a tight chain sequanca ropresontod ty rosiduisg 20-131 of 3EG DY
MT: 1623, or SEQID HOD: 183, and @ hosvy chain se3uanco reproseniad by rosiduee 20-132 of SEQ 1D 1D 154, The special technical
foatura of the Sroup IV claims iz an ankibdy that binds ta an spitepe compriging Lhe sequence: <.sub.1ED.5ub.Z in an aggregated
amyloid protein, whargin the epitope Is imited 1o wnerein 2sut.1 15 H and 2.5ub.2is T, as in SEQID N2 2, of SEQID HO: 9, The
spezisl tzehnical featurs of the Group V claling is an antibedy that binds 1D an epitepe compnising the sequence: ¥ .sub. 1ECY .sub.2 In an
aggregated amyloid protein, *.sub.1i2 T, and *.5ub.2 is E. The spevial technical feature of tha Groups VI clairs is an antibody that binds
to an epltope corpsing the sgquence: *.sub 1EC T .cub.2 In an aggregatzd amylold proteln, W.sub. 1 Is F and .aul.2 15 D. The special
technical festura of the Group VI CSims 13 an andisedy thet bInds 13 an apitspe comprising ths sequencz: *.sub. 1ED¥.cLb.2 In an
aggrogaied amylcid protein, .sub.1is 3 and #.sub.2is E, F, ar &, Tha speclal tectinical festure of the Group VI dsims ts an aniitdy
theat bind 3t an spitaps comprising the sequencs: aub 1ED < .sub.2 in en aggregatsd amyloid prodsing < osuled ic @ and SLoub.2is E, |
orF.

Truz only commen techrical elemant shared by the atove groups is that thoy ara retatzd to antibarize to amylaid protzins, This ¢amman
technical slement 303 reot repres.cnt an impravemant cves the prior art of the artele antitled "Quantification and magping of antigonis
detarminants of scrum amylaid A (2AA) protein utilizing sequanca-spsaific immunoglotulins and Eu.sup.2= 23 3 spacific probea for tims-
regchvad fucrsmetsic immunoaszay” by Mallz ot al. (3ee abstract). The rafore, ths inventions of Graupe 1V lack unity of Invantion
undur PCT RPula 13 bocauss thoy do not share 3 samo of 2amasponding spacial technical fzatura,
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FEINVINDICACIONES MODIFICADAS recibidaz por la Agenacia Internacional &l

15 de Septiembre de 2009 (15.09.2009)

LD QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un anticuerpo aislada humano, humanizado o quimérico, o fragmenta de
unidn a antigena del mismo, que 3e une espasificaments a un epitopo entre los

residuns 70-76 de paptido A amiloide humano.

2. El anticuarpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que
s& uns especificaments a un epitopo entre los residuos 70-76 de la SEQ ID
NO: 2.

3. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que

s& une espacificamente a un epitopo que comprende los residuos indicados
como las SEQ IDNODs: 4, 5 68, 7,8, 9,10, o 11.

4. El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 1, que
compite para unidn a péptido A amiloide humano con el anticuerpo 2A4

araducido por el Numara de Aceeso ATCC PTA-9652.

5. El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unidn a péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una region variable de cadena ligera indicada comio los residuos 20-131 de la
SEQ 1D N 152 y una regién variable de cadena pesada indicada como los
residuos 20- 135 de la SEQ ID NO: 154,

a. El anticuerpo o fragmento d= unidén a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unién a péptido A amiloide humano con 2l anticuerpo 7DA3

producido por @l Namero de Acosso ATCC PTA-9463.

{JLLCCO: 237489.DOC v.1}
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7. El anticuerpa o fragmento de unidn a antigens de la reivindicacién 1, que
compite para unién a péptido A amiloidz humano con un anticuerpo que tiens
una reqidn variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de la
SEQ ID NO: 182 y una regién variablz de cadena pesada indicada como los
residuos 20- 128 de la SEQ ID NO: 154,

8. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 1, que
@s una version humanizada o quimérica del anticuerpo 2A4 producido por el
Numero de Accesa ATCC PTA-95362 o una versiéon humanizada o quimérica del
anticuerpo 7D producido por el Numero de Accesa ATCC PTA-9438,

{JLLCCO: 237489.DOC v.1}
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Expediente No. 021452-03767 324

Para: LA OFICINA INTERMNACIONAL DE LA OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20
Switzertand

Facsimile Mo.: +44 22 332 2270

Solicitud No.: PCT/USZ003/058493

Presentada: 29 de diciembre de 2005

Solicitante: Elan Pharmaceuticals, Inc.

Titulo: TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

Total Paginas: 5

REFERENCIA A MATERIAL BIOLOGICO DEPOSITADO
DE CONFORMIDAD CON LA REGLA 13bis

De conformidad con la Regla 13his de las Regulaciones bajo el Tratado de

matarial  biolégico de la referencia segin requisre la Regla  13his3(a).
Especificamente, de conformidad con =l Tratado de Budapest, las lineas de la
célula que producen anticuerpos monoclonales murinos 2A4 y 7D8 fueron
depositadas en la American Type Culture Collection ("ATCC®”), con domiailio n
10201 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, Estados Unidos de
América. |

El hibridoma murino JHE07DAE.29.19.47 (“7D3") fue depositado el & de
septiembre de 2003 y asignado ATTC® Depdsito No. PTA-9463. La linea d= la
célula JHROZAL.20. 4477 (“2A4Y) fue depositada el 17 de diciembre de 2005 y

asignada ATTC® Depdsito Mo, PTA-GGRZ. Copias de los certificados de depdsito

se presentan con el presente.

Los anticuerpos moncclonales murinos 2A4 y 7D8 y los anticuerpos
humanizados y quiméricos preparados de ello, se referancian en la solicitud
prasentada ariginalments en la pagina TRADLICTORA OFICIAL

RES. 2177/29 MIFHUQTICIA

o e L

ANITA ESCORAR DE TAMATS
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Attarmey Docket Ma, 021452-0378724

Ter THE INTERMATIOMNAL BUREAL OF WIPO
34, chemin des Colombeibss

1211 Ganeva 20

Switzerland
Facsimile Mo, =44 20 338 52 70

Application Hao.: FOTUS2008/03316%
Filed: Decembar 20, 2008
Applicant: Elan Pharmaceuticals, Inc.

Titlz: TREATMENT AMD PROPHYWLARIS OF AMYLOIDOSIS
Total Pages: 5

REFERENGE TO DEPQOSITED BIOLOGICAL MATERIAL
PURSUAMNT TO RULE 1 3his

Fursuznt to Rubz 1365 of Regulations Under ths Patent Cooperation Trzaty, the
applicant hareby sulbmils details of the biolagical matzdal refarancaed in the above-noted
as racuired by Pule 1350s3(a), 3pacifically, in accoidancs with the Budapast Traaly,
ol ines that praduce muring monoclonal antibodizs 284 and 7D2 wars deposited at
the American Type Culiure Sollection (FATZCGE”), which rasidae at 10201 University
Boulsvard, Manassas, Virginia 20110-2209, United 3talss of America.

Murine fybridema JHENTDS.29.12.47 (*TD&E") was deposited on 5 Septsmber
005 and assigned ATTCE Deposit Mo, PTA-9468, The ezl ling JHEODAL20.44.77

("2AI7) was deposited on 17 Dasernber 2008 and azzigned ATTCE Deposit Ho, FTA-
P62, Copies of the cartificales of depasit arz subrmitad herawith,

The muring monsclonal antibodies 284 and 7072, and humanizad and chimaris

antlbadies praparsd therefrom, are refzranced in the originally filsd application &t page

401162544_1.OC

2404 2009 VEN Z1:23 [1° TX/TY 6671) Qoo
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PCT/US2008/088493 23.07.2009

PATENT COOPERATION TREATY

From the
MTERHATIGHAL SEAFCHITIG AUTHORITY

To:
PILLSBURY WIMNTHROP SHAW PITTMAM LLP
P.C. BOX 10500
MCLEANM, VA 22102

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
MITEFHATIOMNAL SEAPCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

ammmise 23 JUL 2009
Applicant’s or ageat”: fil: refirence FOR FURTHER ACTION

021452-0376734

Cae paragraph 2 below

Intzmationat applicaiion Ho.

PCT/US 06/86453

Intemational filing date (dnv/monthfypecr)
26 Daceamber 2008 (29,.12.20092)

Priority daic (y/monikyzar)
28 December 2007 (28.12.2007

Intemiation 2l Patent Clasgification (PC) o1 both natisnal classification and IPC

IPC(8) - S12P 21/08 (2009.01)
USPC - 530/3R7.9, 530/298.25

Applicant | N PHARMACEUTICALS, INC.

1. Thic opinion contains indications relating to the following items:

E Bow Ho.

D BoaxNo. Il Priority

—

Basis of the opinisn

Box Mo, IV Lack of unity of invention

Bas Mo [T Non-cotablichment of opinion with regard to novalty, inventive step and inducirial applizability

RBox Mo Vo Feasoned statement under Pule 435is. 1(2)(1) with regard to novelty, inventive step or indusivial applicabiliiy;

000 NKK

Bax Ho.
Bax Mo,

Box Mo

\Y|
Vil

VI

citations nd zxplanaticns cupporting such statement
Certain documents cited
Certain defz2t in the international application

Certain obrervations on the international application

2. FURTHERACTION

If o demand for intemational preliminary axamination is made, thiz opinivn will be considered 1o be 3 writien opinion of the
Intzmationl Preliminary Excmining Authonty (“IFEA™) except that this does nat apply whiere the applicant cheasses 1 Anthonity
other thai thic ons to be the IPEA end the chezen TPEA has natificd the Intemnationa] Bureau under Bule 66.10is(k) that sritten
opinions of thiz Iniemational Seasching Authority will nat be oo sonsidersd,

If this opinion i3, a2 provided above, conzidered to be o writtzn opinion of the [PEA, the applicant ic invitzd 16 submit 1o the IPEA

o written reply tog sther, where appropriate, with amendmients, befor: the expiration of 3 months from the daie of mailing of Form
PCTASA/IZ0 or Bafor: the expiration 51 22 raenths fram the priovity date, whichever expires later,

For further options, sez Form PCT/ISA/220.

" 2. Far further details, coe notes to Form FCTASA/220.

Hame and mailing addres: of the ISAMIS | Dae of completicn of thiz opinion

Kol Stop PCT, Afn 1SS
Coramissizner for Potante
P.0. Bax 1950, Aosondria, Virginla 22213-1.45)

Faeeimile Mo, £71-272-2201

14 July 2009 (14.057.2008)

Authorized officer:
Lea W. Young

T Halpodes: $71.272-4209)
PIT J20: 8712727774

Form PCTASALIT (covar sheet) (April 2007)
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PCT/US2008/088493 23.07.2009

WRITTEN OPINION OF THE International application Ho.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
. FCTAJS 08/833433
Box No. I Basis of this opinion
1. With regard to the Language, this opinion has been astublished on the basiz of:
the intemational applicaticn in the language in which it was filed.
D a translation of the internaticnal spplication intoy which is the linguage of o

trenslation furnizhed for vhe parpoces of inemational zearch (Rules 12.3(a) and 23.1(L)).

2. D . This opinisn has been established taking into accsunt the rectification af an obviows mistake authorizz 1 by or notificd
to thic Auihority under Rule 91 (Pule 435, 1(a))

3. With regard to any nucleatide and/or aming acid cequence dizelosed in the internstional application, this spinion hac keen
establizhed on the bacis of:

a. type of material
”
a cequence listing

D tablz(c) related to the cequence licting

b. format of material
on paper

[g in electronic form

¢, time of filing/furnisking
contained in the intzrational application as filed

D fumiched subsequently to this Autharity for the purpaces of cearch

filzd together with the international application in clectronic form

4. D Tin addition, in the case that more than one verzion of copy of a Jequence listing and/or table(c) relating therats hac bezn
filzd or furnished, thz required sialements that the informaiion in the culcequent or addiiional copies iz identical to that
in the application as filed or do22 net go beyeond the application w3 filed, ar appropriate, were furnished,

Additional comiments:

wh

Form FCTAS A7 (Box He. 1) (April 2007)



PCT/US2008/088493 23.07.2009

WRITTEN OPINION OF THE Internaticnal application Mo,

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCTIS 0/5E400

Box Ne. IIT Nen-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and indusirial applicability

The quection: whether the claimed inveation appears ta be navel, to involve m inventive 2tep (ic be non obvious), or to be inductrially
applicable havs nat keen sxamiined in respect of

D thz entire international application

. 4,8, 8-24, £8-74 ard B2-0D
claims Mos,

becsuse:

D the caid intemational application, or the said claims Mo, relae (o the following
cubject matter which dess not requirs an intemational search Gpecify):

o ; : o e 4,8, B-24, 8574 and 40-31
[:' the dzzeription, claims or drawings (mdicate particular elements belava) st said claims Hee, ™+ ™ B34, €5-74 and 32-38

ar2 s¢ unclzar that uo micaningful apinion could be ormed (specify):
Claimz 4, &, £-24, 88-74 and 32-92 318 unsearchabla bacauea they do not zomply with Rula €.3 requinng claims to be sp2cific 35 o the
invgntian for which peotoction iz being scught. In parti-ular, the daims ars directod to an ATCC depset number, but fail to supply said
number.

D the clainic, or eaid claim: Mac. are <o inadsquately supported
by the deenpion that no meaningful opinicn could be formed (Gp2cify):

. . . . . 4, 6, 8-34, 33-74 and £2.88
IZ] no intemnational search repon has been ectabliched for 2aid clainis Hes, ”

D ameaningful opinion could nat bz formed without the sequencz listing; the applicant Jid nat, within the prescribed time limit:

D furnizh a cequence listing on paper complying with the clandard provided for in Annex C of the Adminiztrative
Inctructions, and such listing was not available to thi Intemational S2arching Authority in a form and masmer acoeptable
10 it.

D furnizh 5 sequence listing in eléctronic fonn complying with the standard providzd for in Annex C of the Adminiztrative
Instruetions, and such listing was nat available to the International Searching Authoity in a foras and menner acceptable
to it

[:] pay the required latz fumiching fec for the furniching of a cequence listing in recponse 5 an invitation under
Rule 13eer.1(a)or (b).

D amenningful apinion could not be farmed withaut the tables related to the cequence listinz:; the applicant did not, within the
preseribed time limit, fornish zuch tibles in electranic form complying with the technical requirements provided for in
Annzx C-bir of the Administrative Inctructions, and such tablzr svere not available to the Interational Scarching Authcrity in
a form and manner acceptable to it

D the table: relsted to the nucleotide and/or aming acid sequeace listing, ift in zlecisonic form only, do nat comply with the
technical requirzments provided for in Annzy C-bis of the Adminiztrative Inztructions,

D Eee Supplemental Box for further details.

Form PCTAS AT (Box He. 1) (April 2007)
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PCT/US2008/088493 23.07.2009

WRITTEN OFINION OF THE Intemnationcl applicatisn Ho.

INTERNATIONALSEARCHING AUTHORITY PCTAIS 02122403

Box No. [V Lack of unity of invention

1. E In recpone to the invitation (Ferm FCTASAR0G) 1o pay addiviena) tees the applicant has, within the appicable time limit:
D paid additional fees
D paid additional fees under prod23t and, wherz applicable, the protest fee
E] paid additional feez under protest Lut the applicable protest fee was not paid
IZI not paid additional feos

2. D Thic fathority found that Bie r2quirement of unity of inventicn it nof complied wiih and chose not to invite the applicant to
pay additional fees.

3. Thiz Authority considars that the requirement of unity of inveniion in scosrdance with Pule 13.1, 13,2 and 13.3 s
D complied with

E not complizd with for the following rzasons:
This application containg the fallowing inventions ar Jroups of inventions winiai 36: et 30 linkad a3 te farm 3 singla genaral invantive
eoncept under PCT Rule 12,1, In ordar for all inventions to b2 asamined, tho appropriate edditicnal evamination fees must bo paid.

Group |: Clgimas 1.3, €, 58, 73, 44, 38, A7, 75-81, 28 and 907, direcd t an antibo-3y that binds 1o an epitops within restduas 70-75 of
human amylold A, uzes of 2aid antibody, and methads of producing said antitody; wivsreln the binding opitop Is limite d Lo residuas 70-
76 of SEGQ 1D HNO: 2, (which alst eompdises SEQID NiZe 4, ZEQ 1D HO: 6 ard SEQ 1D MO 10).

Group Il zlaims 1 and 3 dircsted 10 an until:-udy that binds 16 an opitape within regidues 70-76 of human amyloid A, wherein 35k epitopa
comprisas SEDI0 NG: & SEQIG NC: 7, ZEQ D NC: 8 ar, SEG 1D N 11 limitad to wharein the opitopa o )mpn«*as FEQID NG S,
Group N glaims 1, 5, and 7, dimctod lu on antibody thal binds 13 an opitope within rasiduss T0-78 of human anwyladd 4, wherein tha
antibady ie limitod to o light chain sequance reprazanted by rasidues 20-131 3F SEQ 1D HT: 152, or SEG 10 N 152, and o haavy chain
sequancs rapresentad by meidues 20-128 of SEC D MNO: 15

Group V2 daims 2820, 34, and 38-57, direstod to an :ur-tbca’y that binds to an epitope = :ymprlalng the sequenc
on aggrcgatcd amyloid protein, whorgin “.sub 113 H, T, F, 5, P, /i LG QR ERDS, V v, or W, and wherein 2sub 215 T, S, E,
POLVF DA B M LH P CE, Y, oG, e cepiing vmormr PeublizAa sub 203 &, whersin 2Lsub. tI5 T and “Lsub.2is E,
whuruln -ﬁ.f’ub 1 F ar.d v.eub 20 E- wherein *.sub.1is S and Y.sub.Z is B, F ar A, or wharain *.zub. 1 is P and M.subk2is B, | or F;
horein the epivope i3 limited (o wharein Tol.sub.1 i3 Hand ¥.2ub.2is T, a5 In SEQ D HD: 3, or SEG D HO; 9).

Sroup V: claims 38-37 and 40, dirgcied to an .Jntlt-ndy that binds to an apitop s camprising tho soquonce: =.3ub, (EDY.sub.’ In an
aggragated amylid protein, *.sub, 1 is T, arnd *.sub.2is E.

Group Mz daims 28-37 and 31, direatad to an antibady that binds to an epitagas compnraing the sequencs: ».aub 1ED.suk. 2 in an
aggregated amylold profetn, =.sulb. 1 is F and ¥.sub.2is D,

Group VII: claimis A5-37 and 4” dire-cted to an ,.ntitu'jy that binds to an epitop-a comprising tha sequenca: ¥ .sub, 1EDX.3ub.2 in an
aggregatad amyloid prodai ..‘uu 1iz3and “.sub2isE, F, ar A

Groug VI clalms 25 43, dirgsted to an anubujy that binds ts an epitops comprising tha saquence: ¥.cub. 1EDX.suk.2 In an
aggragated amyloid p-ruum “eub 1 is Pand YSub Qi E, ler F,

~Sub 1EQ.5ub.2 in

The inviantions listed a3 Sroups |« VI da not ralate 15 a single general invantive conzopt under PCT Fula 12,1 becauss, under POT
Rula 12.2, thay lack ths same or comasponding special technics! featurss for tha following reacans:

Tha spacial taehnical faaturs of the Group | lairns ts an antibc<ly that binds 1o an epitope within ragidues 70-T7€ of human amylold A,
uses of soid antikady, and mothods of produsing sald antit: Jy; wherain the binding apitaps iz imited to rusiduss 70-76 of SEQID 18D 2
The spacial tachnical faatury of the Group It doims is an antibedy that kinds te on 2pitops within rasiduss 70-76 of human amylaid A,
winaroin said 5p@ cumprces SEG ID NCe 3, SEQ 1D HD: S, SEG 1D N 7, SEQ 1D ND: 3or, SEQ D HO: 13 limitad 9 witerain the
opitops comprizes SEGQ 1D D 4, Tha spacial lu» hinlcal huluru of the Sraug: [ staims is an antibedy that binds to sn epltops within
rmsidues 70-76 of human amyloid A, whercin the antit-ady is limited 1o 3 light shain scquence reprasented by rastduss 20-131 of SEQ IO
HC 482, ar SEDID NO: 153, and o heavy chain sequenca nspresanted by rsalduas 20-133 of SEQ 1D 1T 154, Tha special to hni
faatura of tha Sroup IV Slaims is an antib-3y that binds lu ar- apitope comprising the sequanca; <.sul 1EDY. sub .2 inan ag,)ro,;alod
amylaid protain, wherain tha epitops 15 limitaed ta whargin *.sub. 1 is H and v .2ub 2is T, 25 In SEG ID HD: 3, or SEQ ID HZ: 3, Tho
spacial techinical featura of the Group V dalms ic an amiht-jy that binds to an apitaps c-)mprl-z.lng tha eaquance: M.sub AED . sub.2 Inan
ogregated amyluid protain, M.sub. 1 is T, and Y.sut 2is E. Thio spacdol tachrdsol frature of the Group VI Slaims is an antitudy that tinds
to an epitope comprising he sequan Sub AED Sub. 2 i an angregated amyleid pratein, *.sub.1 s F and ¥.sub.2 is 0. Tha spacial
technical faature of the ';mu[; Vil !;!.Jln’k- 3 an ur-hbu_ly iat binds o an opitspa compAsing the sequance: ».aub 1ED . sub.2 in an
aggregated amylsld protein, ¥.sub.1is £ and sub.2is E, F, or A, The sgacial toshnizal faatura of the Sroup VI claims 13 an antibody
that binds ta an apitops comprising the sequanw. ¥.5ub.1ED . 3ub.2 in an aggregated amyleid protain, «.sub.1 s P and *.sub.2 iz E, 4
orF. - Plaaza soe first cantinuation cheat -

4. Concequently, this opinion has been e3tablished in recpzst of the fallewing paris of the intemational applization:

D all parts
. 1-3, 5, 35, 33, 44, 45, 53-87, 73-81, £G4 and $)
e porte relating to claims Hes,

Form PCTASAM3T (Box Ho. 1V) {April 2007)
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BoxNe. V' Reasoned statement under Rule 43bis.1(2)(i) with regard ic novelty, inventive step or industrisl applicability;
citations and explanalions supporting such statemecnt

1. Statement
Novelyy (1) Claimg 1.5 35, 35, 44, 45, 5257, 76-81, 44 and 30 YES
Claims None NO
Inventive atep (IS) Clainis Nore YES
Claims 15, 5, 45, 4t, 43, 45, S5-E7, T6-61, B8 and 50 NO
Indugirial applicability (I2)  Claims 1-3, 6, 35, 34, 44, 45, £2-57, 75-31, 86 and 50 YES
Claims ~ Nome NO

2. Citation: 2nd sxplanations:

Claimg 1.2, 5, 3225, 2415, and £6-57 lack an invantive step undar POT Artizlo 33(3) as being obvicus over US 207/G1TESH AT to
Colp'tis ot 3l (hereinalls r'Calpitis’), in view of an aticls artiled "Mapping of antigeni - daterminants of purificd, I'pid-free buman serum
amylaid A proteing® by Malle et al. (horzvinaler ‘Malle'),

Regarding clalm 1, Tolpiits discluses an isslated (para [0253] - 'the Hit can compriza ... at Iaast one antiba-dy’) human, humanized, or
chimeric antit < dy, or antigon-binding lragmant tharsof (pars (0118) - ‘Exampdos of antibediss include, but ary nct limited to, ... chimars
antibadios, human antibodios, humanized antiodies, ... F(at) fragments, F(ak') fragments'), that specifically binds to sn epitops af human
amykid A [eptids (para [0252] - ‘thi kit can compriss ... ot 1335t one antibedy for quantifying ong or mora antigsns in & mple,
winarein said antigans ars: ...sorum amyloid A" pars [@1403] - The term “epitopo” is meant to rafer to that partion of an antigen capabla of
b 'ng Baund by an anbit =y that can alss be recogrized by that antil->=3y', paes [0113] - Yanes b ard o show a highly purified form of the
suer-=ctad protetn known as human serum amyloid & (HSAAY).

Hawsever, Colpitts does not spacifically taach the antitz-dy binds to an opitop wiihin residuas 70-76 of human aimhyloid A peptide,
Malla dizcleees an apitcpe mapping of human amylsid A paptide using sequenco spadific antite-ies against difforant fragmants of kuman
amykid A paplide induding reslduas €4-04 (Abstract), wharein antibadias bind with the highast affinlty to residuss £4-84 (pg £59, Fig 1-B),
whish somprigineg epitopo within residues £4-78 (8hatrast). Althaugh Mally also 325 not sporificaly téach an epitop-s within reskuas 70-
76 of human amyloid £ peptida, it would have bzen obvious (6 ons of ordinary skill in the art at the tima the invertion wae mado ta idantify
tha ermatleat rogion that contains the apitope within rasidues 4-783 by b:3ating the opitops within msidues 70-7¢ of human amylold A
peptide.

Therefora, tweuld hava baoen sbvious te cne of ardinary skill in the art at the tims ths invention was made to combing the teachings of
Colpitts and Mallg, to obtain an izolated human, bumanized, o chimens antibody, wharein the antibedy binds to an eiptape within residuas
€4-78, which can ba furthzr reducasd ta within residuos 70-76 of human amylsdd A peptide TC-76, d on tha dizgclosurs of Malle, to
cbtain thz invantion as claimed, in ordar ta oltaln antibodias that have high affinity to human armyleld 8. peptids,

Pagarding slaim 2, tha combinstion of Colpiits and Malls sbviates the antibady o antigan-binding fragment of claim 1, and said
combination furthar obviawes the antil-ady spocifically binds 10 an apitops within rasiduss 7076 of SEC 1D HO: 2 (Colpitts: para [0379)
‘human aryloid A, SEQ 1D HC 75 whorain the rmsiduss of #8-75: SHEAEDS, is 100% ldentical to the riseidues 70-75 of SEQID 1D 2,
Malle: Abstract - Tha arcaasibla antigonic Jeterminants of isalated SAA any apitoras comising rasiduos ... £4-78),

Ragarding <lzin 3, the combination of Colplits and Malls obviates the antibedy ar antigan-binding fragmant of stlaim 1, and Calpills further
cbvintes tha antit<shy ep asificatly binds t an epitepo comprising rasiduas set forth as SEC 1D HDs: & (Spacification: £g 56,10 12 -
‘resicduas 70-75 of human AAI (GHGAEDS, SEQ 1D ND: 4)'), or 1) (Spacification: pg 70, In & - rasiduas 22.69 (GHGAEDS, 2B 1D
HCIDY) (para [05749] human ariylaid &, SEQID N 775 wingnain thx residues of 0375 ara (3H.33E08).

Ragarding alaim §, tho combination of Solplils and Malla obvisles the antitady or antigan-binding fragmant of claim 1, although said
combinaticn doas not speeifieally tsach ths antibody cormpates for Binding t= human amyleid A paptids with an antib sdy having a light
chain variable ragion Set furth as rasiduas 20-131 of SEQ 1D NO: 152 and o haavy shalh vardablu region got (arth as rosiduss 20-138

of SEQ (0 NG 184, this Emitathon i3 alvicus Basause Mallo clviatos the antibedy binding to the apitepa within rosiduas 7076 having the
highest aflinicy {3 5%, Fig 1-8), indicating thy antibedies can camgaty far any antibcdios binding 1o residuas 7078 of human amyloid A
peptido, ircluding an antit-ady having o I'ght chalr variable reglon sat forth 35 rasiduas 20-131 of SEQ ID ND: 152 and o hacvy chaln
varizable roglon cat forth s residusg 20-130 of SEQ 10 HD: 164,

Continue 4 in supplemantal bos
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Supplemental Box

In cace the space in any of the preceding boxes is net sufficient,

Continuation of:

Bax W Lack of Linity of invention -

Tria anly cammon technicat slament shsrod by the above groups is that they ara relatsd to antibedios to amyloid pratolns, This common
tochnical slement dose not raprosent an mproveront over s prior 50 of G articls ontited *Juantification and mapping of antigenic
dotarminants of sansm amytois A (SAA) protsin uiilizing swquenca-spacific immuneglsbuling and Eu.sup.3+ ag a apacific proko for ime-
resolvad fluarsmotric immuncassoy® by Malls ot al, (3w abstrasl). Tharstis, tha invantions of Sroups LUV lack: unity of invantion undar
PCT Rulo 13 bacauga thay 4o not shars 2 samo or corasr-snding spedial teshnisal faature,
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Continuation of;
Box VY Ma 2 (sitations and aeplanatiang)

Regarding laim A5, Mallg discloses an izalated antitady (py 553, ca! 1, para 4 « ‘affinity-purified palyaon sl antihuman S84 shodp 1yG'),
ifizally Linds & an epitopae within rasidues £4-78 (p3 553, Fig 1-B %3.64" Absuact - Tho aczassibla antigenic detorminants of
isolated ZAA are epitopas comprsing rosiduas ..., 84-78%) in an aggrogatod amylsid protoln (Abstract - ‘antibadins ralzed against apitcpas
comprising restdues 1-17, 12-20, 3083 and 7324 failed 1o reccgnize the sxrtaspanding domains on isclotod human SAATSAAZ ar o
mixtura of bath istforme, indicating that these cpitepes ara masked, apparently basause of spocifiz folding andlor selfaggmgailon
(dimerization)).

Howaver, Malle dces not spzaifizally teach tha epltaps ownprsing W1EDD wharzin 21 and 2 ara any amine adcld, Colpitts discloses
huraan amyloid A paptide (pars [0379) human amylsid A, SEC 1D N 7°) eomprising w1EDD in the residuas 72-75 (pars [0397) 'AEDS"),
wharzin ED is only 1-2atad within rosidues Y2-75 of human amylaid A poptide.

It would hava been shvious to orie of ordinary skill In the art 2t he tima the invention was mads lo combing th taachings «f Malls and
Colpitts, o obtain the izdlated antibe-dy of Malla, wivarain the antibody binds o an epitopa within residues £4-70 comprising $1ED2,

kased on the taaching of Colpdiis, to obtain the invantion ac claimed, in order to usa the regldues £4-78 camprising 1EDCC to identify tha
epitopy for spoific binding.  Alhwugh none of inventirs gpaeifias , itwould have baon obvious to

one of ardinary skillir. the art 9t the tirmg the invention was mads to identify e smallest rogion that cantaing the apltop-s within residucs 64
<78 by l3aiing the epitope a5 “AEDRL, Sincs thera is anly ong opitspa within re sidues E4-TE, tha antilady can anly Linds ts the epitopa
comprising ¥ 1ED*2.

Ragarding claim 26, tha sosmbination of Malle and Z slipitts obviates the antibody clalm 38, and Colpitts further dizcloses whareln =1 15 A
and wharein 2 Is 3 (para [0337] 'AEDS').

Regarding clzim 43, the combination of Malle and Colpitiz abviates the antibe-dy of claim 28, and Colpitts lunhor Jizslozes whersln tha
apilopn 2ongizis of an aming asid sequenca saleated from the group eans.zting of AEDE (FEQ IC HD: 12) (para [0397] 'AEDS').

Regsrding cts'm 45, tho combinaion of Malle and Colpitls obviate s the antibady of laim 43, and Colpitis urihar disclosos the antibady
specifically binds to an aggragated amyleld protein at an epitops comprizsing an amino ackl sequenca GHSLEDS (SEQ 1D HG:Y) (para
(0373) hiurman amydold A, SEGQ I NS 7' wharein the regidues of §3-75 ara SHGAEDS').

Pegarding ctaim 56, the combination of Malke and Colpitts obviates tha sntib.ody of claim 25, and Calpitts further teachcs wherein tha
ailibady i3 9 human, humanized, or shimeric antitody or sntigen-tinding fragment (para [0118] - 'Examplas of antitadios incude, bt aro
not lirnitad 1o, ... chimenc antitvdias, human antibdics, humanized antitzdies, ... Flab) fragments, Flab') fragments').

Regarding ¢laim 57, the esmblnation of Malls and Colplils obviates the antdbody of antigen-binding fragment of elaim S8, and Calgdts
further diszhssgs the entibz Jy spacifically binds tc an epitopa within rasiduas 70-75 of human amylsld A pepdde (para [0373] ‘humsn
amyloid 8, 3B 10 HO: 7', whergin thi rastdues f 72.75 are SED3).

Claims 5& and 30 lask on inventive stap under POT Andcle 33(3) 35 being ovious over S 2050038117 &1 to Fony et al. (hereinafier
'Kang'), in view of Malie,

Feaardineg claim 58, Faong discleses a mathed of therape utisally treating o sutdact having AA amyloldosis (para [(020] - traatmant of
amyloid-ralated dizease:, induding, ... Alzheimers dizsase, ... secandary (A8) anyicidosis’)

~—eompricing sdmintzt: dng an agont that Inducas an immune responss (para [022] - Thy vompaunds of tha invontion may act ta
amalisrats the course of an amylold ralated diseass using any of tha follawing meehaniems ...inhikiting amylcdd induced inflammation’)
~-Tomprising antit »Jivs against an amyleid A paptide (Fara [0018] - ‘compricing sIministaring to the sutdact o tharspautic amount of
enmpound of ths invention', para [(1S) - or troatmant by passive immonizadon uzing snti-Abota, monoclonal antibody m2E€°; para
[011€]) - Tha maost frequent typs of amyloid in tha brain is compased primanly of 4. bata. popids fibrils'; para [0323) - ‘Inhibition” of amylold
depasition includas ... elzaranca of amyleld, o.9., soluble A beta. from brain, inhibiting or slowing dawn of further amyloid degositian in a
subjoct with amyloidosis’) and

—tharsby reat A6 amylobdasis in the subjsct (pars [0S0 - troatmant of aryloid-rolated diseases, including, ... Alzhsimar's dseasa, ..
S3condary (£.2) amyloidosis').

Howsvar, Fong deas not spacifizally tzash a3ministoning antib:diss against rasiduss 70-76 of an amylaid A peptido. Malle disclozas an
apitope mapping <f human amylsid A protan using saquesnce sgacilic antit-xfias ag3inst diffrant fragmaents of hurman amyloid A paptido
including residuas 54-%4 (Lbatract), wharein antitJied bind with tha highast affinity to rasidues 64-24 (g 559, Fig 1-B), which compsising
opitor.d within residuss £3-78 (sbctract). Ahough Malle alse doas not spocifieally taach an apitsp-a within easiduzs 70-76 of human
amyloid A paptida, it vauld have bean cbvics te one of ordinary skill in the art ot the tima tha invention was made to identify the smallost
riagion that containg the ofdtoga within residuas G4-78 by kaating tho apitope within rosiducs 70-73 of hurnan amy lsld A paptide,

Tharefora, i would have baen sbvinus 1o dna of ardinary skill in the art at the tima tha invantion was mads to 2ombing the teachings of
Kang and Malks, o axtand the mathod of Fong, wharoin the mathed conprising administaring  antib =dios against residuas 76-76 of an
amyldd A poptida, buzed on the disclosura of Malle, to obtain the invention ag slaimad, in ardar to use antibodias that have high affinity to
huiezn amylaid A peptids for tharapautically traating o sutjoct having A2 amyloldosis,

Continued in next supplamental ko
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Regarding «aim 90, Fong disclzses a mathed of prophylacically treating 3 subast suscoptitds to A8, amylsidoszic (para [(033) -
‘prophylacically tx troat diseases associatad wilh amyleid Rkl fomation'; para [0080] - The term “subjact” includas living 2rganisms In
which amyloidasis can Gieur, or wihich are susceptible to amyicid Jiseasas, .3., AMzheimers Jisease,... sacandary (AA) amylcidosis')
—comprising administering a7 agent that induces an Imimuna responsa (para [0023) - The cormpounds of tha invantizn may act to
amaliorato tha course of an amylold ralatesd dissase using any of the following machanisms ..inhlikiting amylcid indue:d inflammaiion’)
~—compriging antibadias against an amyinid A peptids (Far [ﬂu18] - ‘camprising adminiztaring t the subjoct a tharagsutie smount of 2
comgsund of tha inventian', para 454 - 'for traatmont by passive immunizadon using anti-A.buta, menessonal antibs-ly m265°; para
[0116] - The muct fraquant typs of amyloid in the brain is esmpsazd primarly of Abeta. poptide ibrils’; para [0328) - ‘Inhibition” of amyloid
deposition includss ... dearznss of amylold, 2., solubls A.beta. fram brain, Inhititing of clowing down of furthar amyleid dopeosition in a
subject with amyloidosis’) and

-~ tharsby effact prophylaxls of AA amylsidosis in tha subject (parg [G323) « ‘mathiads of the invention may ba appliod as o prephylasis
against Alzheimars Jiennse o dermantia £ar subject with such o pradisgasition, as in o subjedt, @.9., ... the subjest may have anather
amyloid-relatad discase’; pars [0090] - traatmant of arnyicid-ralatad diseases, including, ... sizhoimer's disease, ... scoondary (A.4)
amytoidosis').

However, Fong deas nist specifiically toach adminlstering antib-<i gainst rogidues 70-7€ of an amylaid A paptida, Malls dizsloces an
€ pitor 3 mapgire of human amyloid A protsin usieg 3equenss spao dikosdies against diffarant fr.:grnunl,. of human amylohl & peptida
including raciduss €1.24 (Abstract), wharzin antibodies bind with the highest affinily to rasidusa 64-24 (£g €54, Fig 1-B), which camprizing
apitops within residuas €4-76 (Abstract). Although Malla also doas not sp-scifically tesach an apitog-y wiihin residuos 70-78 of human
zmyloid & paptida, it would have bean abricus t one of ordinary skill in the art at the timy the Inventlon wag made to Identify tha 3mallast
ragion that sontains the epitope within residuss 64-78 by bcating tho epitepe within residues 70-76 of human amylcid A paptido.

Therefara, it would have been skvious t ane of srdinary skill in the art at the tinie the invendion was rade to comblne the teachings of
¥ang and Malle, 15 extend the meithad of Fong, wherein ths methed comprising administering ant’be-dies against residues 70-7¢ of an
amyloid A paptide, besed on the discheure of Mally, to sbiain the invention as clhimed, in rder to use antkadies that have high affinity to
human amyloid A pzptide for prophytactically treating a subjod suscoptibls to A8 amyloidosis.

Claims .87 1ack an invenlive step wdar PLT Ariicte 22(3) as belng sbvicus aver 2 Aplits in view of Mallz, and furthar in vigw of Fong.

Regarding clalm 52, the combination of CJlpilts and Malle obviates the antibcidy or antigen-binding fragment as discussed in the
disgussion of claim 1.

Howaver said 2ambination does not speacifically teach a methicd of therapestically tre ating 3 subject having A8 amylsidasls, campricing
adminictsring ta the subject an affcstive dosage of the antitvdy that discuzsed in the dizsussion of claim 1, Fong discinzes a mathed of
therapautically traating a sublest having A% amylcidasic (para [0030] - traabment of amyloid-related discases, induding, ... Alzhaimers
diszagy, ... secondary (A.3) amyloidacis')
prising administoring to the subjact an effective tosage of the antikady againat amyicld in brain (para [0010) - ‘comprising
stening to tha subject a tharapautic amount of a compound of the inventon'; para (G454 - 'for traatment by passive immunization
using anti-2 bata. monodonal antibody m2€8"; par [0118] - The mest frequent lype of amylokd in the teain is compased primarily of
Abata. paptide fibaly; psra [0526) - 'Inhibition” of amyloid deposition includes ... clearance ©f amyloid, €.9., soluble A.bata. from brain,
inhikiting or chwing dawn of further amylaid dap osition in @ subjest with amylcidosis'),

It would Fava baon obvious to one of ardinary skill in the art at thoe tima the invention wag made 1 combine the teachings of Colpiits,
Malls, and Fiang, to wsa the aniib Jy Jisdosad by Colgitts and Malla, for thavag-sutizally irsating a subjact baving A8 amyloldosia, hased
an tha disclosura of Fang, to obtain the inventizn as dlaind, in order t3 use humanized antibody Spocfically binding to human amylold A
for thorapautically tresting a subjoct havirg 28 amyicidosis by provanting A4 depasition (Fong: pare [D099] - A8 fibrils are ..formed by
protastytic duavage of senury amyloid A protaln (ApSA28), ... Dapasition of A filrils can ba widosproad in the badty').

Ragarding clain 53, Fong furihizr Jisdisas whersin thn subject is 8 human (para [1153] - 'a methed of trzating or proventing an amyloid-
related disaasa in a subjact (proforably 3 humany).

Raqgarding claim 60, Fong further discloses whesain tharapautically treating conprises sliwing thia pregrazsion of AA amylaiilosis (para
[014€] - 'to traat diccases Azsoclatod with amylald fibril farmation, aggragation or dipesition, ... for exampls but rot limited to: slowing the
rata of amyloid fitnl formation o depsition; .. inkibiting, rsducing, or prévanting smylold ﬁbrﬂ farmatizn; inhibiting amylsid induced
inflammation’).

Raogarding claim €1, Fang further disclzsas wharsin tharapeutically traating comprising inhiliting dagasition of A8 smwloid fibril agoragatas
(ora [N146] - to trzat diceasas assoiated with amyleld fibrl formaticn, :\ggruth&:n o dupszition, ... for oxample but not limitzd to: slowing
the rata of amylold fibril formation or depasitica; .., inhititiag, rsducing, or provantng amyladd fibrit ful'ma"un)

Rajarding claim 82, Fong furlher disckaass wivarsin therapautically treating comprises dearing of A amyloid fibril aggreqatss (para [0083)
- 't troot dise 3502 as2aciated with amylcld fibdl formation, aggregation or dopos'tion....slewing tha rsie of simylcsd bl farmation or
doposition; . nkibiting, reducing, or praventing amylald fibdl famation; ..onhancing the claarancs of amyloid; or fovering the degradation
of amylald protein prior to ite srganization in fibrils).

Cantinued in nost supplamontal boseeesesesrresesseessesesese
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Ragarding claim 63, Fang furthar dizeloses the mzthed of elalm £2, wheredn the subject suffars from an ariyloid discass saleotad from the
group cansicting of rhaumataid anthe'lis, juvanil chrords arthrtis, ankylasing spondylitis, psoragis, psonatic anthrpathy, Poitar's
syndrome, Adult Stilfs disyazs, Beheat's syndrema, Srohn's disoasa, loprogy, lutsreulasls, bronchiectasis, decubitus ulcars, chmnle
pystonaphritis, astaomylitis, Whipgh's discase, Hodgkin's tymphoma, ransl cansinoma,carcinamas of gut, lung and uregonital tract, bacal
call carcinema, hairy call laukemia, Castleman’s Disease(para [0100]), and Familial Meditsrrarman Fever (para [D008]).

Ragarding slalin &4, thi combinatl n of C3lpitls and Mallg sbviales the anlibody or antigen-binding fragment as dizsusssd in the
discussian of claim 1.

Howavar £3id combinatinn 3c3s not spe cifically tcach a mathod of prophylactically trasting a subjact suscoptible to AA anyloidaosts,
comprising administering to the subjact an effective dosago of tha antikody or antigen-tindineg fragment that diacussed in the discussion of
claim 1. Fong dizsluses a methed of prophylactically troating a subject suzeeplitle to A4 amyloidosis (para [L022] - ‘praphylactically t3
troat dizaasss 2. ted vith amylold fibnl fermation'; para [002] - Tho term *sutdect” includes living srganiems in wiich amyloidosis can
c3ur, of which are suscaplibl to amyloid dissaces, o.9., Alzhaimers dissaca,... sscondary (A6) amyloidesis')

—-camprising administzring to tha subject an effactive dos f tho antibody against armylold {p3ra [G018) - "comprising adminictaring to
the subject o therap-sutic amaunt of 8 compaund of thez invenlion”; para [(354) - 'for reatmant Ly passive inwnunization using antl-A.beta,
monachsnal antito-dy m2EEY; para (0118] - The must requant type of amylaid in the brain 5 composed primarly of A.bata. peptids Aibrils';
pera {0228) - ‘Inhibition” of amylold dep-osltion Instudas ... dearanca of amyloid, 0.9., solubda 2.beta. from brain, inhiblting or slewing Jown
of further amyloid doposition in a subjact with amyloidosis').

It would have bean clvious to ano of ordinary skill in the art ot the tima the Inventizn was mads to cambing the teachings of Calpitts,
Malle, and Fiong, to use the antibody disclagsd by Colpiits and Malle, for prophylactically troating a subject sugcoptible 1o AA amylcidesis,
tagad on the disclosurs of Kong, to cbitain the invention a3 daimed, in order to uss humanized antibody spesifically binding to human
amylold & for prophylzctically trasting a subject suscoptibla (o A4 amyloidasis by prevanting 3.8, deg-osition (Forg: para [0093] - A4 fibrils
ars ganatally ... farmed by proteslytic cleavage <f serum amyisid 4 protain (AE334A), ... Doposition of AA fibrils can be widesproad in the

body").

Rzgarding claim &8, Fong furthar dischozas whersin the cubject is a human (para [01£3] - ‘o mothod of treating or praventing an amyloid-
ralatod discase in a subjact (preforably a human)’).

Fegarding claim €&, Fong funhee disclosss whargin pophylactically tesating is dalaying angat of A amylobdosts (para [O5S0Z] - °A subjact
in nead of troatmant seomgnized, and includes subjects that have boon d:ntifizd 35 having a distasa or disordar related to amyloid-
depassition o anyicidosiz, has 9 symptom of such a dizasse of disardar, or e 8t Ask of such a disease ¥ dizorder; pars [0105) - There ara
many forms of here ditary systemic amylsidoses. Although they are relativiely rare corditions, adult onset of symiptoms and their inheritance
pattems').

Ragarding claim 57, Fonyg further discleeas vharein prophylact.cally treating is reducing a sk of 2.5 armykoidssis (ara [0202) - ‘A subject
in naod of troatmont is at-racsynized, and includas subjects that have bizan identified as having o disgasys or dizcrdar related to anwyloid-
depasition ar amyloidasic, has o symptom of such a diseacs or disarder, or is at risk of such 3 dissase or disarder).

Clalms 75-73 and 81 lact an inventivi step undar PCT Aricle 32(2) a3 being obvious aver Colpits in view of Malla and funthor in viaw of
LIS 20070002852 A1 te Gebbink at 3l (havainaiter "Sabbink’),

Pagarding claitg 75, the comblnstion of Culpitts and Malle sbviatas the antib =3y o antigen-binding ragment as diseussod inthe
discussion of claim 1,

Howavar 53ld combination deas not spagifically trach a mathod of date sting an amyloid depasit assaciatad with A8 amyloldasis in a
subject comprizing administaring to the subject on antibedy or antigun-binding fragmant, that Jiscussad in tha discussion of dlalm 1, bound
to 3 dotzelebde labal, and dotisting tha dotactabbs lobel in o subjoct,

Gebbink: dissleeas o method of detacting an amylald dop s3it agzosiated with AL amy bddosis in o subjeat (para D645] - ‘Datection of tho
complas or one of its 2anstituents can b done thesugh any convsnticnal means invoiving antit-dles’; Fara [6220] - The aforomenticred
obzorvations chows that both tha cantast system and the fibAnclytiz systam are activated in conformatisnal disaases, or amyloidosas’; para
{0528] - *A8 amytutdosie and AL amylaldasis’)

- ernprizing a3ministaring te tha subjest an antibsdy (para ([010€] - The compaunds acsarding to tha invention may bo dalivared kaxally
.. @0 the agant couplad too antibodlas dirsstod against tiscusespecific roceptons...or parmaation anhansars for varaus routes of
administration’)

- tound 10 a dstoctabla labal (para [G034) - the abave mantionsd comp-sunds ¢f tha invention may b 1at.olod by assoeciztion with a
datoctable markor sut stanco’),

~-and Jotecting the dotactabla latal in tha subjost (para (RO3T] - 'with & 13b3l (radin activa, My srastant ete.). This labakad fingar domain
can then be usad ... in vive for the detaction of eross-.biata. structure comprising prteins').

It would have Lean ot sus to one of ardinary skill in the art at the tima tha invention was made to combsing tha taaghings of Colpilts,
Malla, and Babbink, t obiain 3 methcd of dotecting an amyloid dap-33it asacsiatod with A8 amylaidosis in @ sutjoct by administering to
the subjoct an antit 5dy dizckoeed by Sulpitis and Malls, bound t5 a detectable label, and dotocting the datastable labal in the subject, ty
obtain the invantion a3 daimed, in order to uss tha humanized antitesdy that specifically bindg to human amylcid 8 with high affinity for
dotosting an amyleid doposit assaiatad with A2 avilcddosis in a cutdaat.

Continued in rest supplomantal bageeeessessssseseroneses

Form PCT/EA/227 (Supplemental Box) (Apnil 2007)
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In casz the space in any of the preceding boxes is not sufficient.

Continuation of:
Pravious supplomental b - Bax W No 2 (citations and esplanations)

Ragarding laim 76, Gebbink further Jischsos wherain tho sutjoct is 9 human (para [0100] - The subjoct to which the compaund is
adrministarad may ba a manunal o profaratdy, o human').

Ragarding clalm 77, Gebbink further 3.3:0sas whoroin the subjoct suffers from o IS zuscaptible to an amylald dissase salacted from tha
aroup ansisting of theumatsid arthritis (para [MD78) - *Such discases inctuda ... thoumatoid arthits’).

Reqarding clalms 78 and 79, Gabbink further dis duzes wherain the dotactobla labi is a radictabel, and the radislabcl 3 1251 (para (0024)
- 'the abuave menticoned crenpaunds of tha invention may b st d by agsadation with 3 detectable marker substanze 6.9, radiclabaled
with .sup.125I'),

Regarding slaim 81, Gebbink furthar disckoses whwgin the detacting is performed by HMR sprotressapy (pars [0204] - ‘and structural
characicrization by solid stste HMR'),

Clairi 20 lacks an inventive step urder FCT Anicdle 33(3) 25 being obvious ovar Colpitts, in view of Mallg, further in viaw of Gebbink, and
further in wiows of LIS 2000023512 41 to Montalt, ¢t al, (horoinafter ‘Montalta').

Regzrding slalm RO, the ombination of Ceolpllis, Malla, and Sabkink digslosas a muthod of datosiing an amyloid daposit assciatad with
AA amylaidosis in 3 subjict comprising administaring ti: tha subject an antibedy baund to o dotectatle laba!, as dizcussed in the
discuasion of claim 75,

However, s2id combingtion dis: s not speaifically tsach wharzin e detecling iz perfarmad by SPECT/OT Imaging. Mentsits disclzses 3
mathod for non-invasivaly datesting amylold depasit (para [0008) - ‘a wethed of non-invasively ascessing lovels of soluble 8-beta to
diagnase amyluid-ralated diseasas’) by performing SPECTICT Imaging (pars [0022] - The imaging agont is than detastes noninvagively in
the subjeat's bodv by an imaging medafity. The inaging medality can indude ... single phaton emizsion somputsd tnegraphy ((ZPECT?),
... computad tomagraphy ("CT™)).

twould have E-aon obvious to one of ardinary skill in ths art &t tha tima the invention was made (o combing the teachings of Talplits,
Mzills, Gabbint, and Montafts, to atend tha mthexd of Sulpitts, Malls, and Gebbing, whi relrn the detacting is parformed by SPECTIOT
Imaging, b2sed on the teaching of Mantalic, ty obtain the invention as daimed, in arder to use tha nandnvasive imaging detecting mathed
1o mare sensitively detest tha amyhlsld dep-sit sssotiated with A4 amylcidagis in o subdact,

Claime 1-3, 8, 35, 75, 44, 48, 5387, 75-51, B3 and A0 have industrial applicability as defined Ly PST Anicks 32(3) because the subject
mattar san ba mada or usad in industry,

Form PCT/ASA237 (Supplemantal Box) (April 2007)



MODIFICACIONES AL CAPITULO REIVINDICATORIO

PRESENTADO EN FASE INTERNACIONAL (ART. 19 PCT)

Atentamente me permito informar a ese Despacho que el Capitulo
Reivindicatorio tal coma fue presentado originalmente en Fase
Internacional fue modificado en dicha instancia bajo el Articulo 19

PCT.

Las maodificaciones  realizadas  se  encuentran  plenamente
sustentadas en la descripcién de la presente invencion y en este
sentido, no  configuran una ampliacién  del invento o de la

divulgacién contanida en la solicitud presentada.
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TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Metodos Gtiles para efzctuar profilavis o tratamiznto de amileidosis, incluyzndo
Amiloidosis AA y amiloidosis AL mediante la administracién de péptidos que
compranden necepitopos, tales como fragmentos AA de una regidn C terminal
de AA, y anticuzrpos especificos para nsoepitopos de proteinas amiloides
agregadas, por ¢jemplo, anticuerpos especificos para la regién C-terminal de
fibrilos AA.  Anticuerpas para la inhibicién de formacidn y/o aumento de
depuracién de depdsitos amiloides en un paciente, efectuando asi profilaxis o

tratamiento de la enfermedad amiloide.

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}
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TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

REFERENCIAS CRUZADAS CON SOLICITUDES RELACIONADAS

Se reivindica prioridad a la Solicitud  Provisional U.S. No. 61/095,9
presentada el 10 3& Septiembre de 2008, y a la Solicitud Provisional U.S. N

G1/007,544, presentada el 24 de Diciembre de 2007, cada una de las

]

ales

ﬁ
N

esta incarporada aqui madiante referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

La invencién reside en los campos téonicos de inmunalogia y medicina,

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La amiloidosis s un término general que describe un nimero de
enfermadades caracterizadas por la existencia de formas patoldgicas de
proteinas amiloides, que usualmente involucran la deposicidon extracelular de
fibrilos de proteina, los cuales forman numerosos “depédsitos amiloides” o
"placas amiloid=s", que puedsn ocurrir 2n sitios locales o sistzmaticamante.
Estos depdsitos o placas estan compuestos principalment2 de una proteina o
paptido soluble que s= encuentra naturalments, ensamblados en depésitos
inaolubles extensos de 10-100 pm de didmetro en una variedad de sitios de
tejida. Los depdsitos estan compuestos de agregados generalmente laterales
de fibrilos de aprovimadament2 10-15 nm de didmetro. Los filbrilos amiloides
praducen una hirrsfringencia verds manzana caractzristica en luz polarizada,
cuando son teiidos con colarante Rojo Congo. Generalments, la composicion
fibrilar de estos depositos es una caracteristica de identificacién para las

diferentes formas de enfermeadad amilcide.

{JLLLCCO: 237491.DOC v.2}
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Los péptidos o proteinas que forman los depdsitos de placa son
usualments  producidos de  una  proteina precursora mayor.  Mas
szpacificaments, la patogénesis de los agregados amiloides, tales como
dapdsites fibrilos, gensralmente invalucra 2| clivado protealitica de una proteina
precursora "anormal” en fragmentos que se agregan 2n laminas plegadas p
antiparalelas. La composicidn fibrilar de estos depdsites 2s una caracleristica
de identificacidan para las diferentes formas de enfermedad amiloide. Paor
ejfemplo, Ios  depdsitos  intracarebrales y  cerebrovasculares  compuestos
principalments ds fibrilos de peptido amiloide beta (B-AP) son caracteristicos de
la enfermedad de Alzheimer (tanto 1a forma familiar como la esporadica), =
pEptido de proteina amiloide del islote (IAPF; amiling) es caracteristico de los
filbrilos &n depdsitos amiloides de célula de islote pancreadtico asociados con la
diabetes tipo 1, y la f2-microglobulina s un componente importants de los
depdsitos amilcides qus 3= forman coma una consecusncia del tratamiento de
hemaodidlisis a largo plazo. Mas recientamente, las enfermedades asociadas
con &l prion, tal como enfermedad de Crautzfeld-Jacob, también han sido

reconocidas comao enfermedades amiloides.

En general, las amiloidosis primarias de la  enfermedad estan
caracterizadas por la presencia de fibrilos de proteina "del tipo cadena ligera de
amilcide” (tipo AL), Hamados asi por 1a homolagia de la regidn N-terminal de los
filbrilos AL con 2l fragmento variable dz cadena ligera de inmunaglobulina (kapa
o lambda).

Las diferentes formas de la enfermedad se han dividido en clases, la
mayaria con hass en si la amiloidosis =std asociada con una =nfermedad
sistematica subyacente. Asi, cizrtas trastornos  son considerados  como

amyloidc-sis primarias, N las cuales no hay evidzncia de enfermedad

{JLLCCO: 237491.D0C v.2}
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caractarizada por la presencia de deposician de fibrilog de proteina A amiloide
(AA), hay un =atado de enfermszdad inflamatoria o crdnica subyacents o

asociada.

Las amiloidosis heredofamiliares pusden tener depositos neuropaticos,
renales o cardiovasculares  asociados del tipn transtiretina ATTR. Otras
amiloidosis  heredofamiliares  incluyen  otros  sindromes y  pusden  tener
diferentes compaonentes amiloides (p.e., fisbre Mediterranea familiar que esta
raracterizada por fibrilos AA). Otras formas de amiloidosis incluyen formas
locales, caracterizadas por depdsitos del tipo tumor, focales que s& encuentran
en Arganos aisladas. Otras amiloidosis estan asociadas con envejecimiento, y
estan cominmente caracterizadas por formacidn de placa en el corazén o
cersbro. Tamhbién son comunes los depdsitos amiloides ascciados  con
hemodidlisis a largo plazo. Estas y otras formas de enfermeadad amiloide s2
resumen en la Tabla 1 (Tan, 3. Y. y Pepys, Histopathology 25:403-414, 1994;
Harrizon's Handbaook of Intermal Medicineg, 13 Ed., lssalbacher, K.J., &t al, eds,
McGraw-Hill, San Francisco, 1995) y se describen n las Patentes U.S. Nos.
6,875,434, B,5290535, 05,913 745 05,923,964, y 6,935,246, que estan

incorporadas mediante referencia en la presents =n su totalidad.

TABLA 1
Clasifizacién de Enferrmedades Amiloidss
Proteinal Precursor de proteing Variantes de Clinica
péptido amiloide proteina
AA Froteina A amilaide en Amilnidosis  reactiva (sscunddaria);
suero (Apol&A) Fizbre Meditzrrénea familiar

Mzuropatia — amiloids  familiar  con
urticaria  y  sorders (sindrame  de
Muckle-Wells)

AA Protzina A amiloidz &n Armilcidisis zistémica reacliva asociada
- -

suero (ApoSEA) con enfermedades inflamstorias

sistémicas

Al Cadenas ligeraz  de | AE, A (pe., | Amiloidosis idiopdtics (prirmaria):

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}
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inmunoglobulina AFHI mielaima 0
rmonaclonalss (+apa, amiloidosis
lambda) asaciada con discrasia dal
inmunocito;, gammapatia  mongclonal,
discrazia ocultz; amiloidoziz nodular
local  asaciada con anfermcdadss
inflamatorias cranicas
AH lgG (1) Ay1 Amiloidozis  de  cadena  pasads
azociada con variaz dizeraziaz  del
inmunocito
ATTF Transtireting (TTF) Al menos 30 | Polineutropatia  de  amileide  familiar
rutaciones (p.g., Mt 30, Portugués)
puntuales
conocidas
ATTR Trangtiretina (TTR) p.&., Mat 111 Cardiomiopaiiz armiloide amiliar
(Danesa)
ATTF Tranctirctina (TTF) TTR tipo salvaje | Amiloidozis senil ziztémica
ol1e 122
AapoAi Aapohl Arg 26 Polinzuropatia amiloide familiar
Agel Gelzolin Azn 187 Arniloidoziz Familiar (Finlandssa)
Acye Cisiatin C Gl 52 Hemorragia cercbral hereditaria  con
amiloidosis (Islandesa)
AR Precuraor de protzing b | Variza: Gin 612, Enfermsdad de Alzheimer
Amiloide (p.e., k- Sindrome de Down
APPgas) Amiloidosiz  hemorragica  cerabral
hereditaria (Dutch)
Apngiopatia amiloide cerebral
esporadica
Miasitis por cusrpo de inclusién
AB:M Microglabulina beatzaz Azociada con hemaodialisic crénica
Acal (Pro)ualcitoning (Pro)calsitoning Carcinoms de tirsides madular
Amiloidosis Senil Focal:
AANIF Facior naviurético atrial Amiloids atriz! aialado
Al Proteina precuraara - Cerelro
ariloide
SVEP? - Vesiculas seminales
ABM Microglobulina betag Pristata

¥eratina

Amitoide cutdnso primaria localizsdo

(racular, popular)

{JLLCCO: 237491.D0C v.2}
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PrP Proteing precursars del | Protaing scrapie | Enfarmedad  de  Creuizfeldt-Jacob
prion (forma celular 33- | de 27-30 kDa szporadica
25 FDa) Furu (sncefalopatiaz espongifonne
tranzmisiblz, enfermedadss dal pridn)
AlAPP Paolipéptida amilaide del lzlotes de Langerhans
islote (IAPP) Diabetss tipa I
Insulinoma
Hormanas  de | p.e., precalsitoning Amiloidosis  exocring,  asociada  oon
péptido, APLIDamas

fragmentos

? proteina exocrina de vasicula seminal

Usualments, los fibrilos que forman la masa de un depdsito amiloide se
derivan de una o mas proteinas o paptidos precursorzs primarios, y estan

usualmente asociados con glicosamineglizanos sulfados. Adicionalments, los

[

lepdsitos amiloides pueden incluir proteinas y péptidos menores de varios
tipos, junto con otros componentes, tales como proteoglicanos, gangliosidas y

otros azucares, descritos ean mas detalle en las seccionss siguientss.

Los fibrilos AA estan compuastos de fragmentos de péptido que varian
&n famario, pero son gensralments de aproximadaments 5000 daltons (péptido
o protezina AA) formadaos por clivado proteolitico de protzina A amiloide &n
suero (SAA), una apolipoproteina circulante que estd presente en particulas
HDL y que es sintetizada en hepatocitos en respuesta a citoguinas tales como
interlzucina (IL)-1 & IL-6, asi coma el factor o de necrosis de tumaor. Ver Husby,
G. el al. Amyloid 1, 119-137 (1994). La clivado proteclitico produce la
depaosicién patolégica de un N-tzrminal de ~76 residucs dos tercios de la
proteina  SAA. En humanos, la concentracion en plasma de SAA es
normalments de ~0.1 mghnl pero puede aumantar mas de 1,000 veces en
respussta a un estimulo inflamatorio. Como parte de este proceso, la malésula
de SAA se sometz a protedlisis y =l producto del clivado N-tzrminal es

depositado sistémicaments como fibrilos de AA en drganos vitales, incluyendo
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el higado, bazo, rifones, y glandulas adrenales. La deposicién también es

comun en &l corazdn y el tracto grastrointestinal.

Genaralments, la amiloidosis AA s una manifestacién de sanfermedadeas
fue provosan una respuesta de fase aguda sostenida. Tales enfermedades
incluyen trastornos inflamatorios crénicos, infecciones microbianas locales o
sistémicas, y neoplasmas malignos. Las enfermedades amiloide AA incluyen,
pero o se limitan a snfermadads=s inflamatorias, tales come artritis reumatoide,
artritis erdnica juvenil, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia soriatica,
sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del adulto, sindrome de Behcet, y
enfermedad de Crohn. Los depdsitos de AA también se producen como
resultado de infeccionss microbianas oronicas, talzs como lepra, tuberculosis,
bronquiéctasis, dlceras por declbito, pizlonefritis cronica, osteomielitis, y
enfermedad de Whipplz. Cisrtos n=oplasmas malignos  también  puedsn
producir depésitos amiloides de fibrilos AA. Estos incluysn condiciones tales
como linfoma de Hodgkin, carcinema renal, carcinomas del intestino, pulmén y
tracto urogenital, carcinoma de célula basal, y leucemia d2 célula vellosa. La
enfermedad amiloids AA también puada resultat de enfermedadas inflamatorias
heredadas tales como Fisbre Mediterransa Familiar.  Adicionalmente, la
enfermedad amiloide AA puede resultar de trastaomos linfoproliferativos tales
como enfermedad de Castleman. La amoliodosis AA es insidiosa y prograsiva.
Los sintomas se presentan usualmentz =n etapas tardias de la enfermedad.
Frecuentements, =l pacientz no 2s udiagnosticads hasta que ha ccurrido un
dain significative en drgano. Los fibrilos AA se depositan en drganos vitales
que conducen a la disfuncion del drgano y posteriorments la muerte. La tasa de
suparvivencia de cinco aios s del 45-50%. La supervivencia media después
del diagnéstion es de 4-8 afos. La enfermedad Renal en etapa final s la causa
de muerts en el 40-60% de los casos. Ver Gillmors J.D. =t al, Lancel 358:24-9
(2001).
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Actualments, no existen tratamientos aprobados espenifidos dirigidos al
amiloide para ninguna dz las =nfermedades amiloides, incluyendo Amiloidosis
AA. Ver Gillmore J.D. &t al., Lancet 255:24-9 (2001). Cuando hay un estado de
enfermedad subyacente o asociado, la terapia se dirige a disminuir la
praduecidén de proteina amiloidagénica tratanda la enfermedad subyacente. Por
ejemplo, la estratzgia de tratamiento actual para 1a Amiloidosis AA &s dirigirse a
la inflamacidn subyacent2, reducir los nivelas de ApaSSA por debajo de
10mg/l.  Las terapias  empleadas actualmentz  incluysn  quimioterapia
(clorambucil — y  MTX), inmuncsupresores  (azatioprina),  farmacos
antiinflamatarios (colcicina) & inhibidorss de TNF. La invencidn, por ende,
cumple con una necesidad de hace muchao tiempo de régimenes terapauticos

para prevenir o mejorar los efectos de la Amiloidaosis AA.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente  invencion  proves  un  anticuerpo  aislado humano,
humanizadao o quimérico, o fragmento de unidn a antigeno del mismo, que se
une especifizamante a un epitopo entre los residuos 70-768 del péptido A
amilaide humano, por gjemplo, un epitcpo entre los residuos 70-76 de la SEQ
ID NO: 2 o un epitopo que comprende los residuos establecidos como SEQ 1D
NOz: 4,56 6, 7,8 4 10, u 11. Los anticusmpos o fragmentos de unidn a
anticuerpo de la invencidn incluysn agquellos que compiten para la unién al

péptica A amiloids humanao con anticuarpo 2A4 producido mediantz Namero de

Accesa ATCC o con &l anticuerpoe YDA producida mediante Numero
de Acceso ATCC . Los anticuerpos adicionales de la invencidn

compiten para unién al péptido A amiloide humano con un anticusrpo que tiene
una region variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de la
SEQ ID NO: 152 o los residuos 20-121 de 152 y una regidn variablz de cadena
sesada indicada como 1os residuo -133 de la SEQ ID NO: 154
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Los anticuarpaes revelados incluyen versiones humanizadas y quiméricas
del anticusrpo 2A4 producidas por el Namaro de Aceeso ATCC O una
versidn humanizada o quimérica del anticusrpo 702 producida por el Nimero
de Acceso ATCC .

Por ejemplo, Ins anticusrpos y fragmentos de unidn a  antigeno
representativos - compranden una regidn variable de cadena ligera que
compranda una o mas regiones de complemesntarisdad de una regidn variable
de cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ 1D NO:
152 o una o mas regionss de complementarisdad de una region variable de
cadena ligera de 7D3 indicada como los residuos 20-121 de la SEQ ID NO:
122, Como otre gjemplo, los anticusrpos y fragmentos de unidn a antigzno
representativos  compranden una regidon variable de cadena ligera que
comprende dos regiones de complementariedad de una regién variable de
cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ 1D NO: 152
0 dos regiones de complementariedad de una regidn variable de cadena ligera
de 7DE indicada como los residuos 20-1531 de 1la SEQ 1D NO: 152, Anticusrpos
y fragmintos de unidn a antigeno representativos adicionales comprenden una
regian  variahle  de  cadena ligera que comprende  tres  regiones de
complementariedad de una regién variabls de cadena ligera de 2A4 indicada
como las residucs 20-131 de la SEQ D NO: 152 o tres regiones de
complementariedad de una regidn variablz de cadena ligera de 7D8 indicada
como 1os residucs 20-121 de la SEQ ID NO: 152, Las versiones humanizadas
representativas de un anticuarpo 2A4 o D3 comprenden al menos un residuo
de marco de cadena ligera seleccionado del grupo qus consiste de L27 y LI0
(convencidn  de  numeracion  Kabat), que estd ocupado por Y y F,
respectivamente, y en donde <l resto de la region variable de cadena ligera

esta ocupado por un residuo carrespondiente en una regién variable de cadena
ligera de inmunoglobulina aceptora humana. Anticuerpes y fragmentos de

unidn a antigena representativos compranden al menas un residus de marco
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de cadena ligera selzccionadao del grupo que consiste de +7, +14, +18, +17,
+13, 80, +75, 55, + 92,y +109 (numeracion lin=al), que asta acupada por T,
S, LD Q K Y, L F yL, respectivaments, y en donde el resto de la regidn
variable de cadena ligera esta ocupado por un residus correspondiente an una
regidon variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana. Por
glemplo, anticusrpos y fragmentos de union a anﬁgenc- representativos
comprenden al menos un residus de marce de cadena ligera seleccionado del
grupa que consiste de +78 y +92 (numeracidn linzal), que esta ocupado por Yy
F, respectivaments, y n donde =l resto de [a region variable de cadena ligera
estd ocupado por un residua correspondients en una region variable de cadena
ligera de= inmunoglobulina aceptora. En otros anticusrpos y fragmentos de
unidn a antigzno representativos de la invencidn, 1a regién variable de cadena
ligara comprende un residuo de marco en +105 (numeracién lingal) ocupado
por Q.

Paor ejemplo, los anticusrpos y fragmentos de unidén a antigeno de la
invencian incluyen aquelios que comprenden una regidn variable de cadena
ligera que comprende un residus de marco en +7 (humeracion lineal) ocupado
por T, en donde &l resto de la regidn variable de cadena ligera esta ocupada
por un residuc correspondisnts 20 una regién variable de cadena ligera de
inmunoglabulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno una region variable de cadena ligera que comprends un residuc de
marco en +14 (numeracién lineal) ocupada por S, en donde el rasto de la
regidn variable de cadena ligera s ncupada por un residuo eorrespondients en
una regién variable de cadena ligera de inmunaglobulina aceptora humana;
anticuerpas y fragmentos de unidén a antigeno una regidn variablz de cadena
ligera que comprends un residuo de marco en +15 (numeraciin linsal) ocupada
par L, en donde 2l resto de la regidn variable de cadena ligera &s ocupada por
un rasiduo correspondients en una regidn variable de cadzna ligera de

inmunoglobulina aceptara humana; anticusrpas y fragmentos de unién a
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antigeno una region variable de cadena ligera que comprande un residuo de
marco en +17 (numeracion lineal) ocupado por D, en donds el resto de 1a
regidn variakile de cadena ligera es acupado por un residus comespondients &n
una regién variable de cadena ligzra de inmunoglobulina acertora humana;
anticuernpos y fragmentoas de unidn a antigeno una regidn variahls de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +18 (numeracidn lineal) ocupado
por Q, en donde el resto de la regidn variable de cadena ligera es ocupado por
un residud correspondiente =n una regién variable de cadena ligera de
inmunaoglobulina  aceptora humana,; anticuerpas y fragmentos de union a
antigeno una regidn variable de cadena ligara que comprendes un residuo de
marca en +50 (numeracion lingal) ocupadn por K, en donds el resto de la
reqidn variable de cadena ligera s ocupado por un residuo correspondients en

una regidn variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana;
anticusrpos y fragnmentos de unidn a antigena una regidn variable de cadzna
ligara que comprends un residuo de marco 2n +75% (numeracidn lineal) ocupado
par Y, en donde &l resto de la regidn variable de cadezna ligera es ocupado por
un residuo corrsspondient: en una regidon variahle de cadena ligera de
inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unidn a
antigenc una region variable de cadena ligera que comprende un residuo de
marco en +88 (numeracién lineal) ocupado por L, en donde el resto de [a region
variable de cad=na ligera &s ocupado por un residuc correspondiente en una
region variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana;
anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno una regidn variable de cadena
ligera que comprendes un residus de marco en +92 (numeracion lingal) ecupado
par F,oen donde el resto de la regidn variable de cadena ligera es ocupado por
un rasiduo correspondiant2 en una regidn variable de cadena ligera de
inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno una region variable de cadena ligera que comprende un residuo de
marco en +109 (numeracion linzal) ocupado por L, 2n donde el resto de la

regidn variakle de cad=sna ligera es ocupado por un residua correspondiente en
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una region variable de sadena ligera de= inmunoglobulina aceptora humana; y
anticuerpas y fragmentos de unidn a antigeno una regién variable de cadena
ligera que comprends un residuo de marco en +105 (humeracion linzal)
ocupado por Q, en donde &l resto de la region variable de cadena ligera es

ocupado par un residud correspondients en una regidn variable de cadena

igera de inmunaglobulina aceptora humana.

Las regiones variables d= cadena de inmunoglobulina aceptora humana
usadas &n la invencidn incluyen la regién variable de cadena ligera  del
subgrupo 2 kappa humano (convencidn Kabat), por ¢jemplo, regidn variable de
cadena ligera del subgrupo 2 humano de una linea germinal humana VKIIA 19/

3, tal como la regidn variable de cadena ligera VK humana que comprends
una secuencia indicada comao SEQ 1D NO: 168 o 167, En aspectos particulares
de la invencidn, los anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno comprenden
una regidn variable de cadena ligera que comprends una secuencia de aminn
acido indicada como les residuns 20-131 de la SEQ ID NO: 152, residuos 20-
131 de la SEQ ID NO: 153, o indicados como SEQ 1D NO: 185, 153, 157, 158,
189,160, 174, 175, 2 176.

Los anticusrpos y fragmentos de unién a antigeno representativos de la
invancidn incluy=n también aquellos que compranden una regicn variable de
cadena pesada que comprende una o MAas regiones de complementariedad de
una regisn variable de cadena pesada de 2A4 indicada come los 20-138 de la
SEQ ID NO: 154, por gjemplo, una regidn variable de cadena pesada que
comprende dos regiones de complementariedad de una regién variable de
radezna pesada de 2A4 indicada como los residuos 20-133 de la SEQ 1D NO:
154, o una ragién variahle de cadena p=ssada que comprende las regiones de
complementarizdad d= una regidn variakle de cadena pesada de 2A4 indicada
como los residucs 20-122 de la SEQ ID NO: 154, Los anticuerpos y fragmantos

d= unién a antigeno, 2A4 y 7DA humanizados representativos comprenden al
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menos un residus de marco de cadzna pesada seleccionado del grupo que
conaiste de H2T, H49, H70, y HO3 (convencidn de numeracidon Kabat), que esta
cupado por I, A F, o V, respectivamentz, y en donde &l resto de la regidn
variahble de cadena pesada es ocupada por un residud correspondiente en una
regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.
Anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno humanizados representativos
compranden al menas un residuc de marco de cadena pesada selaccionado
del grupo que consiste de +10, +15, +16, +37, +49, +73 +73, +79, +80, +&7,
+08, +00, +119 (numeracién lingal), que &3 ocupadao por'R, K, K1LA F Q
M, N, M, V, o A, respectivaments, y en donde &l resto de la regidn variable de
cad=na pesada es ocupado por un residuo carrespondiente en una regién
variable de cadena pesada de inmunaglobulina aceptora humana. Por gjemplo,
anticuerpas y fragmentos de unidn a antigeno humanizados reprasentativos
comprenden al mencs un residuo de marco de cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste de +27, +49, +72, y +99 (humeracion lineal), que es
ocupada por |, A, F, o V, respectivamente, y =n donde =l resto de la region
variable de cadena pesada es ocupado por un residue correspondiznte en una

regidon variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.

Por ejemplo, las anticuerpios y fragmentos de unidn a antigeno de la
invencidn incluyen quellos que comprendsn una regién variable de cadena
pesada que comprends un residuo de marco en +10 (numeracién lineal)
ncupads por R, en donde el resto de 1a regidn variable de cadena pesada es
ocupada por un residun correspondientz en una rzgidn variable de cadena
pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de
union a antigeno una regién variable de cadena pesada que comprende un
residuo de marco en +15 (numeracién linzal) ocupado por K, en donde &l resto
de la regién variable de cadena pesada es ocupado por un residuo
correspondisnts en una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina

aceptora humana; anticuarpos y fragmentos de unién a antigeno una regidn
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variable de cadena pesada que comprénde un residuo de marco en +19
(numeracidn linsal) ocupado por K, en donde el resto de la region variable de
cadena pesada es ocupado por un residuo carrespondients =n una regidn
variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticusrpos
y fragmentos de unidn a antigzno una regién variable de cadena pesada que
comprend: un residuc de marco en +37 (numeracién lineal) ocupado por | en
donde &l resto de la regiin variable de cadena pesada 23 ocupado por un
residus  correspondients &n una regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina acsptora humana; anticuerpos y fragmentos de unidn a
antigena una regidn variable de cadena pesada que comprende un residuo de
marce en +49 (numeracidn lineal) ocupado por A, en donde el resto de la
region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente
&n una regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana; anticuerpos y fragmentas de unidén a antigeno una region variable de
cadena pesada que comprendz un residuo de marco en +73 (numeracion
lineal) ccupado por F, en donde &l resto de la regidn variable de cadena
pesada es osupads por un residuc correspondients =n una regidn variable de
cadena pesada  de  inmunoglobulina  aceptora humana;  anticuerpos vy
fragmentas de unidn a antigeno una regién variable de cadena pssada que
comprende un residuo de marco en +78 (humeracidn lingal) ocupado por Q, en
donde &l rasto de 1a ragidn variable de cadena pesada es ocupado por un

residuc  correspondients 2n una regidn variable de cadena pesada de
inmunoglabulina aceptora humana; anticusrpos y fragmentos de unién a
antigenc una regidn variable de cadena pesada que comprende un residuo de
marco en +79 (numeracién lineal) ocupado por S, en donds el resto de la
ragién variable de cadena pesada s acupado por un residuo correspondients
en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana; anticuerpos and fragmentos de unién a antigeno una regién variable
de cadena pesada que comprends un rasiduo ds marco en +80 (numeracién

linzal) acupada por M, en donde el resto de la regién variable de cadena
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resada es acupado por un residus correspondientz en una regidn variable de
cadena pesada  de  inmunaglobulina  aceptora humana;  anticuerpos  y
fragmantos de unién a antigeno una regién variable d= cadena pesada que
comprende un residud de marso en +37 (numeracién lingal) ccupade por N, en
donde &l resto de la regién variable de cadena pesada es ocupado por un
residus  comespondiznte en una regién variable de cadsna pesada de
inmuriaglobulina aceptora humana,; anticusrpos y fragmentos de unidn a
antigena una regidn variable de cadena pesada que comprends un residuo de
marco &n +95 (numeracion lineal) ocupado por M, =n donde el resto de la
regidn variable de cadena pasada 23 ocupado por un residuo correspondiznte
€n una regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana,; anticusrpos y fragmentas de unidn a antigeno una regidn variable de
cadena pesada que comprends un residuo de marco =n +99 (numeracién
lingal) acupads por V, en donde el resto de la regidn variable de cadena
pesada &s ocupado por un residus correspondi=nts &n una regidn variable de
cadzna pssada de inmunoglobulina aceptora humana; y  anticuerpas  y
fragmentos de unidn a antigenc una regidn variablz de cadena pesada que
comprends un rasiduc de marco en +109 (numearacién lingal) ocupada por A,
en donde =l resto de la region variahle d= cadena pesada es ocupado por un
residuc  correspondient: 2n una regidn variable de cadena pesada de

inmunoglobulina aceptora humana.

Las regiones variables d= cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana incluyzn una regidn variable de cadena pesada del subgrupo 2 gama
humana (convencidon Kabat), por ejempls, regidn variable de cadena pesada
del subgrupo 3 gama humana que comprend2 una secuencia indicada como
SEQ ID NO: 165, tal como una regidn variable de cadena pesada qus
comprends una secusncia de amino acido indicada como los residuos 20-133

de la SEQ ID NO: 154 o indicada coma la SEQ 1D NO: 161, 152, 0 163.
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Anticuerpos  y  fragmentos  de  unidn  a  antigeno  representativos
adicionales comprenden una regién variable de cadena ligera que co,mprende
tres regiones determinantzs de complementariedad de una regidn variable de
cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ 1D NO: 152

o tres regiones de complementariedad de una regidn variable de cadena ligera
de 704 indicada coma los residuos 20-121 de la SEQ 1D NO: 153, y una ragidn
variable de  cadena  pesada que  comprends  tres  regiones  de
complementariedad de una 2AJ4 regidn variable e cadena pesada indicada
como los residuns 20-138 de la SEQ ID NO: 154, Por gjemplo, tales
anticusrpos v fragmentos Jde unidn a antig=no incluyen agusllos que tienen una
regidn variable de cadena ligera qus comprende tres regiones determinantes
de complementariedad indicadas como las SEQ 1D NOs: 168, 159, y 170, y una
regién variable de cadena pesada que comprends  tres regionss  de
complementarizdad indicadas como las SEQ 1D NOs: 171, 172, y 173, Como
otro gjemplo, tales anticusrpos y fragmentos de unidn a antigeno incluyen
aquellos que tienen una regién variable de cadena ligera que comprende tres
regiones daterminantzs de complementariedad indicadas como las SEQ 1D
NOs: 177, 138, y 170, y una regién variablz de cadena pesada que comprande

tres r

T
2]
by
[ J‘:

giches de complemantariedad indicadas como SEQ 1D NOs: 171, 172,y
172, Como otro gjemplo, tales anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno
incluyen aquellos que comprenden una regién variable de cadena ligera que
comprands una secuencia de amino acido indicada como los residuos 20-131
de la SEQ 1D NO: 152 o coma log regiduos 20-131 de la SEQ 1D NO: 1582, y
una region variable de cadena pezada que comprende una secusncia de amino
Acido indicada coma los residucs 20-128 de la SEQ ID NO: 1864, Coma atro
gjemplo, tales anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno incluyzn aquellos
que tienan una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de amino Acido indicada coma la SEQ ID NO: 185, 156, 157, 168, 159, 160,
174, 175, 0 178, y una regién variable de cadena pesada que comprende una

sacusncia de amine acido indicada como SEQ 1D NO: 1681, 162, o 152,
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En aspactos particulares d= la invencion, un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno comprende una region variable de cadena ligera que
comprendz una secuencia de amino acido indicada cameo la SEQ 1D NO: 155, y
una regidn variable d= cadena pesada que comprende una secuanzia de aminn
Arido indicada coma SEQ ID NO: 161; una reqidn variable de cadena ligera
fque comprends una secuenacia ds amino acido indicada como SEQ 1D NO: 155,
y una regidn variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aming acide indicada como SEQ (D NO: 162; una regidn variable de= cadena
figera que comprende una secuencia de amino acido indicada como SEQ ID
NQ: 155, y una regidn variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de amino acido indicada como SEQ ID NO: 163; una region variable
de cadena ligera que comprende una secusncia de aming acido indicada como
la SEQ ID NO: 156, y una regidn variable de cadena pesada que comprende
una secusncia de amine acido indicada comao la SEQ 1D NO: 161; una regidn
variable dz cadena ligera que comprende una sscuencia ode amino acido
indicada como SEQ ID NO: 156, y una regidn variable de cadena pesada que
comprends una sscusncia de amino acido indicada como la SEQ 1D NO: 162;
una regidn variable de cadena ligera que comprende una secusncia de amino
acido indicada como SEQ 1D NO: 156, y una regidn variable de cadena pesada
fue comprende una secuencia de amino acido indicada comao la SEQ 1D NO:
162; una regidn variable de cadena ligera que comprende una sacuencia de
amino Acido indicada como 1a SEQ ID NQ: 157, y una regién variable de
cadena pesada gqus comprends una secusncia de amino Acido indicada como
la SEQ ID NO: 161; una ragién variahle de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino Acido indicada como la SEQ ID NO: 187, y una regidn
variable d2 cadena pesada qus comprends una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 162; una regidn variable de cadena ligera que
comprendes una secuencia de aming acido indicada como la SEQ ID NO: 157,y

una regidn variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amind
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acido indicada como la SEQ ID NO: 163; una regidn variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aming acido indicada como la SEQ 1D NO:
153, y una rzgidn variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acido indicada comao la SEQ 1D NQ: 161; una regisn variable de cadena
ligera que comprendes una secuenacia de aming acide indicada coma la SEQ 1D
NO: 158, y una regidn variable de cadena pesada que comprende una
secusncia de aming Acido indicada como la SEQ ID NO: 1682; una regidn
variable de cadena ligera qus comprende una secusncia de amino acido
indicada como 1a SEQ ID NO: 158, y una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aming acido indicada como la SEQ ID NO:
163; una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 159, y una regidn variable de
cadena pesada que comprende una secusncia de aming acido indicada como

a SEQ ID NO: 161; una regisn variable de cadena ligera que comprende una
secuenhcia de amino Acido indicada como la SEQ ID NO: 159, y una regién
variablz de cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido
indicada coma la SEQ ID NO: 162; una regidn variable de cadena ligera qua
comprands una secuencia de aming acido indicada como la SEQ D NO: 159, y
una regién variable de cadena pasada que comprende una secuencia de amino
acido indicada coma la SEQ ID NO: 183; una regidn variable de cadena ligera
que comprands una secusncia de aming acido indicada como la SEQ 1D NO:
160, y una regién variable dz cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acida indicada como la SEQ 1D NO: 1681; una regidn variable de cadena
ligera qua comprends una secuencia de amino acide indicada como la SEQ ID
NO: 180, y una region variable de= cadena pesada que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 132; una ragidn
variable de= cadena ligera que comprende una secuencia de aming Acido
indicada como la SEQ 1D NO: 130, y una regidn variable de cadena pesada
que comprende una sacusncia de amino Acido indicada como la SEQ ID NO:

163, SEQ ID NO: 174, y una regidn variakle de cadena pasada que comprende
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una secuencia de aming acido indicada como la SEQ ID NO: 181; una region
variablz de cadena ligera que comprends una sscusncia de amino acido
indicada comao la SEQ 1D NQ: 174, y una regidn variable de cadena pesada
que comprande una secuencia de aming acido indicada como la SEQ 1D NO:
162; una regidn variabls de cadena ligera que comprende una secuencia de
amino acido indicada como fa SEQ 1D NO: 174, y una regidn variahlz de
cad=na pesada que camprznds una secusncia de aming acido indicaca coma
la SEQ 1D NO: 1835 una regidn variable de cadena ligera que comprende una
secusnecia de amino Acide indicada como la SEQ ID NO: 175, y una region
variable de cadena pesada que comprendz una secu2ncia de amino acido
indicada como la SEQ 1D NO: 181; una regidn variable de cadena ligera que
comprende una secusnacia de amino acido indicada coma la SEQ ID NO: 175,y
una regidn variable de cadena pesada que comprends: una secuencia de amino
anida indicada como la SEQ 1D NO: 16Z2; una regidn variable de cadena ligera
que comprande una sscusncia de aming acide indicada como la SEQ 1D NO:
175, y una regidn variablz de cadena pesada que comprends una secuencia de
aming acido indicada coma la SEQ 1D NO: 1653 una regién variable de cadena
ligera qua comprende una secuencia de amino acide indicada como la SEQ 1D
NO: 1768, y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aming ascido indicada como la SEQ ID NO: 1381; una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ 1D NO: 174, y una regién variable de cadzna pesada
que comprende una secuencia d= amino acido indicada coma la SEQ 1D NO:
162; o una ragion variabls de cadena ligera que comprende una secuencia de
amino Acido indicada como la SEQ 1D NO: 1768, y una regidn variable de
cadena pesada que comprande una secusncia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 183,

Tambign se proveen acidos nuclzicos aislados que  codifican un

anticuerpo humanao, humanizado, o quimérico, o fragmento de unidn a antigeno
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del misma, que se une especificamante a un epitopo entre 10s residuos 70-76
dz péptido A amiloide humana, incluysndo  todos  estos  anticuerpos y
fragmentos de unidén a antigeno aqui descritos y como se indican en las
reivindicaciones. Se provesn ademas células que espresan tales Aacidos

nucleicos,

En otros aspectog, la presents invencidn provee un anticusrpo aislado, o
fragmento de unidn a antigeno del mismo, que se une aspecifizaments a un
epitopo que comprande X4EDX; en una proteina amiloide agregada, en donde
X1y X2 son cualquier amino acido. Tales anticuerpos y fragmentos de union a
antigeno  incluyen  anticuerpos  humanos, humanizados, 0 quiméricos, vy
fragmentos de union a antigeno de los mismos, por ejemplo, aquelios que se
unen especificament= a un epitopo entre 1os residuos 70-76 de péptido A

amiloide humano.,

Anticusrpos y fragmehtos de unidn a antigeno reprasentativos
adicionales incluy=n aquellos en donde Xy es H, T, F, S, P, A L, C,Q, R, E, K,
D,G VY, LoW, yendonde Xoes T,S,ELR, LV, F,D,A G ML N, P, C K,
VoorQ,arXiisH, T,F, §,P, 0 A yendonde X, 2s T, S, E,R, I, V,F, D, 0A; 0
ZiesH TR oA oX.esT, SSED oA oXiesH T F oAy X.esT, S E,
D,oAoXiesH T,0AyX;esT, S E, 0 0XjesHoAY XesT,5,0A;0
KiesHyXeesToA oX esAyX:esS, T, EoV;0X,esAyX.e55 TokE;
oXiesTyXaesE, oXjesFyXeesD;oX esSyXaesE FoA;0X esPy
Xaes E, o F. Por gjemplo, tales anticusrpos y fragmentos de unidn a antigeno
S& unen a un &pitopo que consiste de una secuencia de amino acido
seleccionada del grupo de GHEDT (SEQ 1D NQ: 3), HEDT (SEQ ID NO: 12),
AEDS (SEQ ID NO: 13), AEDT (SEQ ID NO: 14), HEDA (SEQ ID NO: 15),
TEDE (SEQ 1D NO: 16), FEDD (SEQ ID NOQ: 17), SEDE (SEQ ID NO: 18),
AEDE (SEQ ID NO: 19), PEDE (SEQ ID NO: 20), PEDI (SEQ 1D NO: 21),
PEDF (SEQ ID NO: 2Z2), AEDV (SEQ ID NQ: 22), SEDF (SEQ ID NO: 24), y
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SEDA (SEQ ID NO: Z5); @ un epitopo que consiste de una secuencia de amino
acido seleccionada del grupo que consiste de GHEDT (SEQ ID NO: 3), HEDT
(SEQ ID NG: 12), AEDS (SEQ ID NO: 13), AEDT (SEQ ID NO: 14), HEDA
(SEQ 1D NO: 15), TEDE (SEQ ID NO: 15), FEDD (SEQ ID NO: 17), SEDE
(SEQ 1D NO: 1), AEDE (SEQ ID NO: 19), PEDE (SEQ ID NO: 20), PEDI (SEQ
[ NO: 21), PEDF (SEQ 1D NO: 22), SEDF (SEQ ID NO: 24), y SEDA (SEQ ID
NO: 25); o un epitopo que consiste de una secuencia de amino Acida
seleccionada del grupo que consiste de GHEDT (SEQ ID NO: 3), HEDT (SEQ
ID NO: 12), AEDS (SEQ ID NO: 13), AEDT (SEQ ID NO: 14), HEDA (SEQ ID
NO: 15), and TEDE (SEQ ID NOQ: 18). Los epitopos revelados se pueden
encontrar en una proteina amiloide 'agregada par sjemplo, un epitopo que
comprende una szcusncia de amine acido seleccionada del grupo que consiste
de GHGAEDS (SEQ 1D NQ: 4), GHDAEDS (SEQ 1D NO: 5), GDHAEDS (SEQ
ID NO: 7), STVIEDS (SEQ ID NO: 3), y GRGHEDT (SEQ ID NO: 9); o un
epitopo qua comprandes una secuencia de aming acido GHGAEDS (SEQ 1D
NO:4); o un epitapa que comprandz las aming Acidos HEDT (SEQ 1D NO: 12);
0 un epitopo que comprends los amino acidos HEDA (SEQ 1D NO: 15); o un
epitopo que comprends: los amino acidos AEDS (SEQ 1D NO: 13) ¢ un epitopo
que comprende los amine acidos AEDT (SEQ ID NO: 14); o un &pitopo dque
comprende los amino acidos TEDE (SEQ ID NQ: 18); o un epitopoe gue
comprands la secuencia de amino acido AEDV (SEQ D NO: 23); o un &pitopd
que comprende la secuencia de amino acido SEDF (SEQ ID NO: 24) o PEDF
(SEQ 1D ND: 22); o un epitapo que comprende una secuzncia de amino
seleccionada dzl grupo que consiste de PEDS (SEQ ID NO: 2&), PEDL (SEQ
ID NQ: 27), TEDV (SEQ ID NO: 28), AEDE (SEQ ID NO: 149), SEDI (SEQ 1D
NO: 29) y TEDT (SEQ ID NQ: 20); o un epitopo que comprende una secusnsia
amino seleccinnada del grupo que consiste de LEDG (SEQ 1D NO: 21), AEDM
(SEQ 1D ND: 32), HEDS (SEQ 1D NO: 33), CEDD (SEQ ID NO: 34), QEDS
(SEQ 1D NOD: 28y, REDS (SEQ ID NO: 32), TEDG (SEQ ID NO: 13), QEDR
(SEQ ID NO: 38), TEDL (SEQ ID NoO: 29), PEDN (SEQ 1D NOQ: 40), EEDP

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

43



22

(SEQ ID NG: 41), LEDL (SE@ 1D NO: 42), KEDA (SEQ 1D NC: 43), SEDC
(SEQ 1D N 44), EEDD (SEQ 1D NO: 45), SEDK (SEQ 1D NO: 46), DEDD
(SEQ 1D NO: 47), DEDG (SEQ ID NO: 13), LEDE (SEQ ID NO: 49), GEDA
(SEQ ID NO: 13), VEDF (SEQ ID NO: 51), YEDE (SEQ ID NO: 52), IEDL (SEQ
ID NO: £3), WEDY (SEQ 1D NO: 54), DEDW (SEQ ID NO: 55), SEDL (SEQ ID
NG: 56), YEDQ (SEQ 1D NO: 57), LEDW (SEQ ID NO: 52), YEDR (SEQ ID NO;
59) y PEDK (SEQ ID NO: &0).

Los anticusrpos y fragmentos de unidn a antigenn aqui descritos
incluyen aquellos que 2& unen a la proteina amilaide en forma monomérica con
una afinidad d= mencs de aproximadaments 107 M. Protzinas amiloide
representativas incluysn proteina A amiloide en suero (SAA), protzina de
cadena ligera de inmunoglobulina (tal coma VAG Wil y Vi) polipéptido
srecursar de amiloide de islot: humano (IAFP), péptido beta amiloide,
transtiretina (TTR), y ApoA1.

Tambhién s proveen Aacidos nucleicos aislados que codifican un
anticuerpo, o fragmento de unidn a antigeno del mismo, que se unen
eapecificamente a un epitopa que comprende X4EDX: en una proteina miloide
agregada, en donde Xy y Xz son cualgquisr aming acido, incluyenda todos 1os
anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno aqui descritos anteriormente y
como s& indican =n las reivindicaciones. Se proveen ademas células que

expresan talzs acidos nucleicos.

La presente invencidn provee adicionalment: métodos para tratar
terapéuticamente o profilacticaments un sujeto que tiene amiloidosis AA
usando un anticuerpo humana, humanizado, o quimérica, o fragmanta de unién
a antigeno dsl mismo, que se une especificaments a un epitopo entre los

residuos 70-73 de péptido A amiloide humano, por gjemplo, un epitopo entre

L.‘.

o

V)

resi

a-

uas 70- 76 de la SEQ ID NO: 2. Los sujetos que se pueden beneficiar
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con 1oz métodos terapéuticos revelados incluyen sujetas que sufren de una
enfermedad  amiloide  seleccionada  del grupoe que  consiste  de  artritis
reumatoid:, artritis crdnica juvenil, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia
soriatica, sindrome de Reitsr, Enfermedad de Still dzl Adulto, sindrome de
Beheet, enfarmedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquidctasis, Ulceras por
denubito, pielonefritis crénica, nsteomislitis, =nfermedad de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinama renal, carcinomas de intesting, pulmdn y tracto urogenital,
carcinoma Je célula basal, leucemia de célula vellosa, Fisbre Mediterranea
Familiar, y Enfermadad de Castleman. Los sujetos que se pueden beneficiar de
los metodos profilacticos revelados incluyen sujetos susceptiblzs o en riesgo de

desarrolar cualquisra de los trastornos anteriaras,

Tambien se proveen métodos para tratar  terapéuticaments o
profilacticamente un sujets que tiene amiloidosis asociada con una proteina
amiloide agragada, que comprendes la secusnscia dz aming acido ED usando un
anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno qus sz une aspecificaments a un
-gpitopo que comprends X4EDX; en una protzina amiloide agregada, en donde
X1y Xz son cualquier amino acido. Los sujetos que se pueden bensficiar con
los métodos terapéuticos reveladas para tratar la amiloidosis asociada con una
protzina amiloide agregada incluyen aquellos sujetos que sufren de amiloidosis
AA, amiloidosis AL, enfermadad de Alzhzimer, Deterioro cognitivo  leve,
polineuropatia - amiloide,  fizlre  Meaditerranea, sindrome  de Muckle-Wells,
amilzidosia sistémica reactiva  asociada con  enfermedades  inflamatorias
sistémicas, amiloidosis asociada con mieloma o macrogiobulinemia, amiloidosis
asnciada con discrasia del inmunocito, gammapatia monoclonal, discrasia
oculta, y amiloidosis nodular local asociada con enfermedades inflamatorias
crénicas. Los sujetos que se puedan benzfiricar de los métodos profilactivos
revelados incluyen aquellos sujetos susceptibles o 2n riesgo de desarrcllar
cualquiera de los trastornos anteriores. En un aspecto de la invencidn, la

proteina amileide comprends la secuencia AEDV (SEQ 1D NO: 23), vy la
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enfzrmedad  amiloidogenica tratada tera ap=uticamente o profilacticamente,
usando los métodos  revelados  es  amiloidosis  AA,  amiloidosis AL,
polineuropatia amiloide, fiebre Mediterrdnea, sindrome de  Muckle-Wells,
amilcidosis  sistémica reactiva asociada con  enfermedades  inflamatorias
sistémicas, amilcidosis asociada con misloma o macroglohbulinemia, amiloidosis
azociada con discrasia del inmunocito, gammapatia monoclonal, discrasia
aoulta, y amilaidosis modilar local asociada con enfermedades inflamatorias

cronicas.

Los métodos terapéuticos y profilacticos reveladas son Otiles para el
tratamienta de sujetos humanos. Los indices representativos de tratamiznto
terapéutico eficaz incluyen ralentizacion de la progresion de la amiloidosis,
inhibicidn de la depesicién de agregados = fibrile amiloide, y/o depuracién de
los agregados de fibrilo amilcids. Los indices representativos de tratamiento
profilactico  =ficaz incluyen retraso de la aparicion de la amiloidosis ylo

reduceién de un riesgo de amiloidosis.

AUn adicionalmante se provesn métodos para detector un depdsito
amiloide asociado con amilaidosizs AA en un sujetc anticuerpo  humano,
humanizado, o guimérico, o fragmeanto de unidn a antigens del mismo, que se
une especificamants a un epitopo entre los 70-76 del péptido A amiloide
humano, cuya anticuzrpo o fragments de unién a antigeno 2std unido a un
marcador detectabls, y luego detzctar &l marcador detzctable en el sujeto.
Métodos adicionalss comprendazn detector una proteina amoliode agregada

que comprende la

7]

esusncia de amino acido ED usando un anticuerpo o
fragmento de unidn a antigeno que se une especificamente a un epitopo que
comprands X EDX.: &n una proteina amiloide agregada, en donde X y X- son
cualquier amino acido. Los métodos de detsccidn anteriores se puaden usar,
por ejemplo, para monitorear la aparicidn o progresién de la enfermedad, o

terapia en  cualquisra de  laz  enfermedadss  y  trastornos  anoctados

{JLLCCO: 237491.D0OC v.2}

S0



25

antzricrments. En cuants a los métodos de tratamiento aqui revelados, tal
monitoree se puzde realizar en sujetos humanos asi como no humanos.
Marcadaores detectablzs Gtiles incluyen radiomarcadares, tales somo '**1. Para
realizar tales métodos de deteccidn, 2l pazo de detzctar el marcadar detzctable
se puzde llzvar a cabw mediante téonicas no  invasivas, tales como

represzntacién grafica SPECT/CT y espectroscopia de RMN.

Se proveen aun ademas métodos de inmunoterapia active de un sujeto
que tienz amilaidosis AA; usando un agsnts que induce una respuasta inmune
a los residucs 70-76 del péptido A amiloide efectivo para inducir una respuesta
inmuneg ques comprende anticusrpos contra los residuos 70-76 de un péptido A
amiloide. Agentes representativos para inducir la respuesta inmune incluyen los
residucs 70-78 de péptida A amiloid= o un subfragmento de al menos 3
residuns contiguos del mismo, que tienen menos de 20 amino acidos contiguos
de un  péptido AA. Estos métodos son  Otiles  terapéuticaments  y/o
profilacticamente  para =l tratamienty de  los  sujetos  aqui  descritos
anteriormente con respecto a la inmunoterapia pasiva, p.e., administrando un
anticuerpa o fragmento de unidn a antigeno que se une especificaments a los
residuss 70-73 del péptido AA amiloide. Los indices de &ficacia terapéutica y
profilactiva también son como se anotaron anterionmente con respecto a la

inmunoterapia pasiva.

Lo antarior resume aspactos particulares de [a invencion, y los aspectos

adicionales de la invencidn se deseriben aqui.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Alinzacian de secuencia de SAAT humana, SAAZ humana, SAA3

humana y SAA4 humana.
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Figura 2: Alinzaciin de secuzncia de SAA1T huaman y AA1 humana.

Figura 3: Alinzacion de secuencia de SAA2 humana y AA2 humana.

Figura 4. Alinzacidn de secuzncia t de SAAS humana y AA3 humana.
Figura &: Alinzacién de secuencia de SAA4 yAA4 hHumana.

Figura &: Alinzacidn de secuencia de AA1 humana, AA2 humana, AA3

humana y AA4 humana.
Figura 7: Alineacidn de secusncia de al menos siste residuos de AAT

humana, AAZ hHumana, AA2 humana y AA4 humana.

Figura &: Alingacidn de secusncia de SAAT de ratdn, SAA2 de ratdn, SAA3
de ratén y SAA4 de ratén.
Figura 9: Alineacidn de secuencia de SAA1 de ratdn y AA1 de raton.

Figura 10:  Alineacidon d= ssousncia SAA2 de ratdn y AAZ de raton.

Figura 11:  Alingacién de secuencia SAAL de ratdn y AAS de ratén.

Figura 12:  Alingacion de secusncia de SAA4 d2 ratdn y AA4 de mRatén.
Figura 13:  Alincacién de secuensia AA1 de ratén, AA2 de ratdn, AA3 de
ratén, AA4 de ratén,

Figura 14:  Alineacién ds secuzncia de los dltimos siete residuos de AAT da
ratdn, AAZ de ratdn, AA3D de ratdn, AA4 de ratan.

Figura 15 Alineacién de secusncia de SAAT humana y SAAT de ratén.
Figura 16:  Alineacién de secuencia de AA1 humana y AA1 de raton.

Figura 17:  Alinzacidn de secuzncia de SAA1 humana y fragmento de SAA1
de ratén.

Figura 13:  Alineacién de secuencia de SAA1 alfa humana, SAA1 beta
humana, y SAA1 gama humana.

Figura 19:  Alingacién de secusncia de SAAZ alfa humana y SAA2 bata
humana.

Figura 20:  Comparacion d= sscuencia de proteinas SAA. La regidn de
péptids usada para generar 2A4, 3359 y 7DE 2e muestra en lineas puntzadas.

..\

La ingercidn de amino Acido & entrs las posiciones 57 y 83 en 1a secuencia
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Shar Pei s indica mediants el subrayada y la flecha. Alineacién realizada con
CLUSTAL W.

Figura 21:  Secuencias de linea germinal de cadenas ligeras de Vie,

Figura 22:  Secuencias de linea garminal de cadenas pesadas de VA

Figura 2% Secuznscia de amino acido de VAB Wil

Figura 24.  Cristal de rayos X de VAR Wil que musstra la posicidn de Glus0-
Asp51.

Figura 25:  Cristal diz rayos X de VAG Wil que muestra la pasicion de GluS1-

Figura 26:  Cinética de unidn de mAbs Elan a fibrilos VAS Wil sintéticos.
Medicionzss BlAcore de la intzraccion de los mAbs 2A4, 7DS y 8G9 a 6.6 nM
con fibriles VAE Wil inmovilizados. La KD caleulada para cada interaccidn fue ~
1 nM.

Figura 27:  Cinética de la union dependients de concentracisn del mAb 7D8 a
fibrilos VAG Wil sintéticos. La interaccidn de antisuerpo a una concentracidn de
£.6 - 23.3 nM con fibrilos VA3 Wil inmavilizados se midié mediante BElAcore.
Figura 25 Cinética de unidn del mAl 7D3 a fibrilos VAE Wil sintéticos en |a
presencia dz los péptidos p23 y p41. La interaccidn del mAb 7D8 a 6.6 nM con
fibrilos VAG Will inmovilizados se midid mediantz BlAcors en la presencia de los
péptidos p39y pd41 a1 o 20 ug/mL.

Figura 29:  Reactividad de anticuerpas monoclonalzs  con  depédsitos
amiloides de tejido ALA.

Figura 20:  Bicdistribucién de mAb 7Da 2% marcado =n ratonss que portan
un amilaidoma ALA humano.

Figura 21:  Interaccién de anti-AA de sobrenadantss de aultivo con fibrilos AA
derivados de murino. Resultados de sobrenadant=s de cultivo de mAb que se
une a AEF AA murino. Los panzles superiores & inferiores son datos de una
recolecsidn de fluida de primer y segundo cultivo, respectivameante.

Figura 32:  Andlisis SDS-FAGE de mAbs 2A4, 28G9 y 7D3 purificados de

proteina A.
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Figura 32 Unién de mAbs purificados a péptido inmunizante (p#39) vy de
contral (p#41).

Figura 54:  Unidn a extracto amileide AA murino (AEF).

Figura 25:  Unién de mAbs purificados a extracto amiloide AA renal humano.

Figuras 36A-36E:  Secuencias de regiones variables de cadena pesada vy
ligera de 2A4, 7D,y 2G& mwrinos (Figura 28A); secuzncias de regionas
variables de cadena ligera de 2A4/3359 y 708 humanizado (Figuras 38B-23C);
secuancias de regiones variables de cadezna ligera humanas usadas como
marcos aceptores (Figura 26D); secuencias de= regiones variables de cadena
pzeada de ZA4/TDE/SGY humanizados y regidn variable de cadena pesada
humana usada como marco aceptor (Figura 26E). Subrayadas, CDRSs;

subrayadao doblz, secusncias lider; mindscula, retro mutaciones.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién prove un anticusrpo aislado o fragmento de unidn a
antigena del mismo, que se une especificaments a un epitopo que incluys
X1EDX; en una proteina amiloide agregada, &n donde Xy y X: son cualquier
amino Acida. Anticuerpos representativos de la invencién también incluyen
anticuerpos o fragmentos de los mismos que (3) compiten por unién a un
epitopo que incluye X,EDX; con un anticusrpo ZA4, 7D2, o 8G9; () se unen al
mismo epitopo que incluy: X,EDX; como un anticuerpo 2A4, 7D8, o 3359; (o)
incluyen un dominio de aunidn a antigeno de un anticusrpo 2A4, 7DE, o 8G9; 0
(d) incluyen las s=is regiones determinantes de complzamentarizdad (CDRs) de

un anticuerpo 2A4, 703, 0 3G9,

La invencidn también provee una regidn variable d= anticuerpo aislado
que incluye (a) una regidn variable de cadena ligera de un anticuzrpo derivado
del anticuerpa 2A4, TDR, 0 2G9; o (b) una regidn variable de cadena pesada de

un anticuerpa derivadao de un anticuerpo 2A4, 7038, o $G9.
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La invencién también proves un acido nuclzico aislado que codifica una
rzgion variable de cadena ligera o regidn variabls de cadena pesada de
anticuerpo, incluyendo (a) una secuencia de nucladtido que codifica una regién
variable de cadena ligera o cadena pesada de un anticuerpo 7D8, 2A4, o 8G9,
(h) una secuencia Jde nucledtido qus as idéntiza a la secuencia de nucledtido
de un anticuerpa 7DE, un 2A4, o un 8G9 que codifica una reqidn variable de
cadena ligera o cadena pesada; (2) una secuzncia de nucledtido que es

sustancialmente idéntica a una secusncia de nucledtido de (@) o (); o (d) v

n
acido nucleico que hibridiza especificamente a un acido nucleico que tiene una

secuencia ds nucledtido que es el complemento de una secuencia de

P

nucledtido de (a) o (b) bajo condiciones de hilbridacién severas.

También ze proveen las oélulas que expresan los anticuerpos y
fragmentos de unidn a antigeno de la presente invencidn, La inencidn prove

ademas células que expresan los acidos nucleicas de la invencidn.,

lLa invencidn también incluye métados de tratamiento de enfermedades
amiloides. y métodos de profilaxis de enfermedades amiloides usando los
anticuarpos y fragmentos de unidn a antigzno d= la invencidn, Actialments, no
hay tratamientos dirigidos a amiloide aprobados especificos para ninguna de
las enfermedadas amiloides, incluyendo Amiloidosis AA y amilcidosis AL. Ver
Gillmore 1.0, =t al, Lancet 255:24-9 (2001). Cuando hay un estado de
enfermedad subyacente o asociado, la terapia se dirige a disminuir a
produseidn  de  proteina amiloidogénica mediante 2l tratamiente de  la
enfermedad subyacentz. Por gjemplo, la estrategia de tratamiento actual para
la Amiloidnsis AA es dirigirs= a la inflamacion subyacents, reducir las niveles de
ApROSSA por debajo de 10 mg/l. Las terapias usadas actualmente incluyen
quimioterapia (clorambucil y MTX), inmunasupresores (azatioprina), farmasos

anti-inflamatorios  (colcicina) ¢ inhibidores de TNF. La invencidn prove
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composiciones fanracéuticas y metodos para el tratamiento de enfermedades
amilcides, incluyendo amiloidosis, tales como, por ejemplo, amiloidosis AA y AL
amiloidosis AL, De acuerdo con un aspecto, la invencién incluye composiciones
farmaciuticas que compranden, como un ingrediente activo, un agent que &s
efectivo para inducir una respussta inmune =n un paciente contra un
componente amiloids. El agente puade ser un péptido que comprende un
fragmento que consiste de la secusncia de amine acido X,EDX. derivada de
una proteina amiloide, El agents puede ser un anticuerpo que s& une
especificamants a un epitopo que comprends X,EDX;. En otras realizaciones,

el agente pusde ser un fragmento de unidn a antigeno de un anticuerpo. Tales

composicionzs incluiran tambisn gensralments 2.cipientes y, en realizaciones
preferidas, pueden incluir adyuvantzs. En rzalizaciones adicionales preferidas,
los  adyuvantes incluysn, por sjemplo, hidréxide de aluminio, fosfate de
aluminic, MPL™, Q3-21 (STIMULON™) o adyuvante de Freund incompleto. De
acuerdo con una realizacion relacionada, tales composicionss farmacéuticas
puede incluir una pluralidad de agentes =fectivos para inducir una respuzsta

inmune contra mas de un componentz amiloide en el paciente.

En una realizacian relacionada, =l agente es =fectivo para producir una
respuesta immuns dirigida contra una protzina amiloide agregada, tal como un
componente amiloids de péptido o proteina de fibrile. Praferiblemente, tal
péptido o protzina de fibrilo s& deriva de una protzina precursora de fibrilo
conacida por estar asociada con ciertas formas de enfermedades amiloides,
comea s& describe aqui. Tales proteinas precursoras incluyen, pero no se
limitan a, Protzina A Amiloide en Suero (ApoSSA), cadena ligera de
inmunoglobulina, cadena pesada de inmunoglobulina, ApoAt, transtiretina,
lisozima, cadena o de fibrdgeno, gelsolina, cistatina C, precursor dz proteina f
amiloide (R-AFP), microglobulina Betap, protzina precursora del prion (PrP),
factor natriurético atrial, queratina, polipéptido amiloide del islote, una hormaona

de péptido, y sinuclzina. Tales precursores tambi2n  incluyen protzinas
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mutantes, fragmentos de proteina y péptidos proteoliticos de tales precursores.
En una realizacién preferida, el agente es =fectivo para inducer una respuesta
inmune dirigida contra un neospitopo formado por una proteina o péptido de
fibrilo, con respecto a una proteina precursora de fibrile. Esto es, como se
degeribe =n mas detalle 2n la presentz, nuchos peptidas o protein

formadoras de fibrilo son fragmentos de tales proteinas precursoras, tales
comao los listados anteriorments. Cuando se forman tales fragmentos, tal como
mediante clivado proteclitico, se pusden revelar epitopos que no estén

presenta:

l.ﬁ
s

n ozl precursor y, por lo tanta, no estan  inmunclégicaments
disponibles para el sistema inmune cuando =l fragmento s una parte de la
proteina precursora. Los agentes dirigidos a tales epitopas pusden ser agentes

terapéuticos preferidos porque pueden ser menos probables de inducir una

—

espuesta autoinmuns en el paciente. Preferiblemente, tales agentes producen
referencialments una respussta inmune dirigida contra una forma patolégica
e la protzina amiloicde, por gjemplo, una proteina amiloide agregada, con

relacion a formas no patolodgicas de la proteina amiloide.

D= acuerds con una realizacidn  relacionada, las composiciones
farmacéuticas  de la invencion incluy=n  agentss dirigidos a  agregados
amiloides, tales como Inos seleccionados del grupo que incluye, pero no se
limita a los siguientzs péptidos o proteinas agregadas (p.e., fibrilog): AA, AL,
ATTR, AApoA1, Alys, Agel, Acys, AR, AB:M, AScr, Acal, AIAPP y fragmento
NAC de sinucleina. Los nombres completos y composiciones de estos péptidos
se desoribven aqui. Tales péptidos se pueden hacer de acuerdo con matodas

bien conocidos en la técnica aqui descritos.

Los métodos comprenden administrar al paciente una dosis =fectiva de
un anticuerpo que 36 une especificamente a un epitopo que comprende
X4EDX: &n una proteina amiloide, en donde Xy es H, T, F, S, P, A 6 cualquisr

otro residun de aming acido que preceds inmediatamente ED en tal proteina

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}



32

amiloide; y en donde X s T, S, E, R, I, V, F, A o cualquier otro residuo de
amino acido inmediatamentz después de ED en tal proteina amiloide. En
algunos meétodos, &l pacientz sufre de una amiloidosis asociada con una
proteina amiloide agregada que comprends la secusncia de amino acido ED.
Algunos anticuerpos 32 unen espacificaments a un &pitopo qus consiste de tal
XLEDXz En algunas anticuerpos, X, esH, T,F, S, P, oA y X:es T, S E, D, R,
I, V, F o A En algunca de estos anticuerpos, cuandn Xy es H, Xz es T o A,
cuando Xy es A, X3 S, T, E 0V, cuando Xy es T, X &s E; cuando X, es F, X-
es D; cuando X, es §, M. es E, Fo A ycuando X; es P, Xaes E, l o F. En
algunos anticuzrpos, Xy esH, T,F, S, P, oAy X:es T, S, E,D, R | V,F oA,
con la sondicidon que si Xy &s A, Xz no s V. En algunos anticuerpas, cuando Xy
esA X,es S, ToE.

Alguncs aanticuerpos se unen especificamente a un epitopo  que
comprende la secusncia de amino acido GHEDT, (SEQ ID NO: 2), HEDT,
(SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO 13), AEDT (SEQ ID NO: 14), HEDA
(S8EQ ID NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 143), FEDD, (SEQ 1D NO: 17), SEDE,
(BEQ ID NO: 15), AEDE, (SEQ ID NO: 19), PEDE, (SEQ ID NO: 20), PEDI,
(SEQ 1D NO: 21), PEDF, (SEQ 1D NO: 22), AEDV, (SEQ ID NO: 22), SEDF
(SEQ ID NO: 24), o SEDA, (SEQ ID NO: 25).

Algunas  anticusrpos se unen  especificamants a un péptido que
comprande una secusncia de amino acido seleccionada del grupo que consists
de GHEDT, (SEQ 1D NO: 3), HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13),
AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 16),
FEDD, (SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ 1D NO: 1%),
PEDE, (SEQ ID NO: 20), PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: 22),

EDF, (SEQ ID N 24), y SEDA, (SEQ ID NO: 25). Algunos anticuerpos se

unen especificamentz a un péptido gue comprends una secuencia de amino

o

9y}

acido sebzccionada del grupa que consiste de GHEDT, (SEQ ID NO: &, HEDT,
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(SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA,
(SEQ ID NO: 15), y TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Algunos anticuerpos se unen especificaments a un epitopo entre los
residuos 70 a 76 de AA. Algunos anticusrpos 3 unsn especificamente a un
epitopo entre 1os residuas 71 a 75 de AA. Algunos anticusrpos son elevados a
un péptido que comprends GHEDT, (SEQ ID NO: 3).

Algunios  anticusrpos se unen aspecificaments a2 un péptide  que
comprende la secuencia de amino acida PEDS, (SEQ 1D NO: 26), PEDL, (SEQ
ID ND: 27), TEDV, (SEQ ID NO: 28), AEDE, (SEQ ID NO: 19), SEDI, (SEQ ID
NO: 29), y TEDT, (SEQ ID NO: 30). Algunos anticusrpos se  unen
gspecificamante a un péptido que comprends 1a secuencia de amine acido
LEDG, (SEQ ID NO: 31), AEDM, (SEQ ID NO: 32), HEDS, (SEQ ID NO: 33),
CEDD, (SEQ ID NO: 34), QEDS, (SEQ ID NO: 35), REDS, (SEQ ID NO: 36),
TEDG, (SEQ 1D NO: 27), QEDR, (SEQ ID NO: 22), TEDL, (SEQ ID NO: 29),
PEDN, (SEQ ID NC: 40), EEDP, (SEQ ID NO: 41), LEDL, (SEQ ID NO: 42),
KEDA, (SEQ ID NO: 43), SEDC, (SEQ ID NO: 44), EEDD, (SEQ ID NO: 45),
SEDK, (3EQ ID NO: 43), DEDD, (SEQ ID NO: 47), DEDG, (SEQ ID NO: 48),
LEDE, (SEQ ID N 49), GEDA, (SEQ ID NO: 50), VEDF, (SEQ ID NO: &1),
YEDE, (SEQ ID NO: &2), IEDL, (SEQ ID NO: £2), WEDY, (SEQ 1D NO: 54),
DEDW, (SEQ ID NQ: 55), SEDL, (SEQ ID NO: 56), YEDQ, (SEQ ID NO: 57),
LEDW, (SEQ ID NQ: 53), YEDR, (SEQ ID NO: 59), y FEDK, (SEQ ID NO: 80).

Algunos  anticuerpos 32 unen aspecificamente a un péptido que
comprends la secusncia de amino acido AEDV, (SEQ ID NO: 23). Algunos
anticuerpos s2 unen especificaments a un papticlo que (‘un’ll.'l’c‘ndr-* la secuencia
de amind acido SEDF, (SEQ ID NO: 24) o PEDF, (SEQ ID NO: 22). Algunos
anticuerpos se unen especificamentz a un pEptido que comprende la secuencia

de amino acide AEDS, (SEQ ID NO: 13). Alguncs anticuerpos se unen
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especificamente a un péptido que comprendes la secuencia de amino Acido
PEDI (SEQ ID NO: 21), AEDV, (SEQ ID NO 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24),
SEDA, (SEQ ID NO: 258), SEDE, (SEQ ID NO: 13), AEDE, (SEQ ID NO: 19), y
PEDE, (SEQ 1D NO: 20). Algunos anticusrpas se unen a un péptido que
comprends la secusncia de amino acido TEDE, (SEQ 1D NO: 16).

Alguncs  anticusrpos 3¢ unen &specificamente a un péptids que
comprends la secuencia de amino acido AEDV, (SEQ ID NO: 23). Algunos
anticuerpos se unen especificaments a un péptido que comprend: 1a secuencia
de aming acido SEDF, (SEQ 1D NO: 24) o PEDF, (SEQ 1D NO: 22). Algunos
anticusrpos se unen espacificamente a un p&ptido que comprende la secuencia
de amino acido AEDS, (SEQ D NO: 13). Algunos anticuerpos se unen
especificamente a un péptido que comprende la secuencia de amino acido
PEDI (3EQ ID NO: 1), AEDV, (SEQ ID NO 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24),
SEDA, (SEQ ID N 28), SEDE, (SEQ ID NQ: 12), AEDE, (SEQ ID NO: 19), y
PEDE, (SEQ 1D NC: 20). Algunas anticusrpos se unen a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Cualjuiera de los  anticuerpos  descrito  anteriormente  pusde  ser
administrado en los métodos antes descritos para tratar o efectuar profilaxis de
una anfermedad caracterizada por la depesicién de una proteina amiloide tal
como, por ejempla, una proteina amildide que compends la secuencia de
amino acido ED. En algunas métados, si la protzina amiloide comprende la
secuencia de amino acida AEDV, (SEQ 1D NO: 23), entonoes &l anticuerpo no
s administrar para tratar o efzctuar profilaxis de la enfermedad de Alzhsimear o
Deteriorn Cognitive Leve, La proteina amiloide pueds ser cualquiera de
proteina A amiloide en suaro, protzina de cadena ligera de inmunoglobulina, tal
como, por sjemplo, VAB Wil ¢ Vi, polipéptido precursor de amiloide de islote

humano (IAPP), péplido beta amiloide, transtiretina (TTR) o ApnA1.
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Opcionalmente, &l pacients s humano. Opcichalmente, €l anticuerpo se
une sspecificaments a un péptido cuyos residuos consisten de fa SEQ ID NOS.
4,5 6, 7,8 9 10, u 1. Opcicenalmente, el anticuerpo s& une especificaments
a un epitopo =ntre 1os residuos 70-73 de (SEQ 1D NO: 2). Opcionalmente, al
anticusrpo es un anticuerpo humaneo, anticuerpe humanizado o anticuerpo
quimérico. Opcionalments, =l anticuzrpo humann es de isotipo 19G1, 19G4,
92 o 1gG3 humano. Opcionalmente, el anticuerps humanizado &3 de isotipo
g1, 1gi3d, 19G2 o 1gG3 humano. Opcionalmente, &l anticusrpe quimérico es
de isotipo IgG1, 19G4, 1962 o [gG3 humano. Opcionalments, &l anticuerpo es
un anticuerpo  de raton. Opcionalments, =l anticuerpo es un anticuerpo

policlonal. Qpcionalments, el anticuerpo @s un anticusrpa monoclonal.

En algunos métados de tratamiento, ! anticusrpo comprende dos copias
del mismo par de cadenas ligera y pesada. En otros métados, el anticuerpo as
un anticuerpe hiespecifico que comprende un primer par de cadena ligera y
pesada que s= une sspecificaments al epitopo de AR y un segundo par de
cadena ligera y pesada que se une especificamente a un receptor Fe sobre
células microgliales. En otros métodos, una cadena del anticuerpo esta

fusionada a un polipsptido heterdlogo.

Algunos métados de tratamients, la desis de anticuarpo s de al menos
1 mglky de peso corporal del pacients. En otros métodos, la dosis de
anticusrpo &s al menos 10 mglkyg de peso corporal del pacientz. En algunos
métados de tratamiento, &l anticuarpo &s administrado con un portador como
una composicion farmacAutica. En otros métodos, @n donde el anticuerpo es un
anticuerpn humano a AA preparado de células B de un humano inmunizado

con un péptido AA. Opeionalmeants, &l humano inmunizado con &l péptido AA

€3

i

| pacientz. En algunos métodos, el anticuerpo &s  administrado
intraperitonsalmente, oralmente, intranasalmente, subcutansamente,

intramuscularmente, topicaments ¢ intravenasamente.
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En algunos métodos de tratamiento, =l anticusrpo es administrado
mediante la administracién de un polinucledtido qus codifica al menos una
cadena de anticuerpo al paciente, y &l polinucledtido es expresado para
producir la cadena de  anticusrpo en el paciente.  Opcionalmente, el
polinucledtido  éndifica  cadenas pesada y ligera el anticuerpo y el
polinuzledtide es exprasado para producir las cadsnas pesada y ligera en el

paciente.

Alguncs de los métodos de tratamiento antariores comprenden ademas
administrar una dosis efactiva de al menas un anticuerpo diferente que se une
a un epitopo diferente de AA. Algunos de los métodos de tratamienta anteriores
compranden ademas monitorear &l nivel en sangre de anticuerpo administrado
al pacientz. En otros métadas, el anticusrpo es administrado en dosis multiples
en un periodo de al menos seis meses. En otros métodos, el anticuerpo &s

administrado coma una sompasician de libaracién sostenida.

La invencién provee ademas métodos para efectuar profilaxis de
amiloidosis AA en un paciente susceptible a la amiloidosis AA. Los métodos
comprandsn administrar al pacient= una dosis =fectiva de un anticuerpo que se
une especificamants a un epitopo entre 1o 70 a 76 de AA. Opcionalments, &l
pacients &s humano. Opcionalmente, el anticuzrpo se une especificamente a
un péptido cuyos residuos consisten de las SEQ ID NOS. 4,5,6,7, 8,9, 10, u
11. Opcionalments, &l anticuerpo se une especificamentz a un epitopo entre
los residucs 70-76 de (SEQ ID NO: 2). En algunos métados, el pacients sufre
de una enfermadad amiloide subyacents selzccionada del grupo que consistz
de artritis reumatoide, artritis juvenil crénica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behest, enfermedad de Crohn, lepra, tubsrculosis, bronquiéctasis,

Olesras por decubito, pielonefiitis  crdnica,  ostecmielitis, 2nfermedad  de
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Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinoemas de intestino, pulmén
y tracto urogsnital, carcinoma de calula basal, lzucemia de celula vellosa,

Fichre Mediterranza Familiar, y Enfermedad de Castleman.

La invencidn praves adicionalmente un anticuerpo humano, humanizado

O QUIMANico que s& une especificamente a un epitopo entre los 70 a 76 de AA.
Opcionalmants, 2l anticuerpo humanizada s unes espacificamente a un epitopo
entre los reciducs 70 a 76 de AA. Opcionalmeants, &l anticuerpo humanizado s
un anticusrpo 7D2 de versidin  hurnanizada  (Nomera de Acceso ATCC
). Opcionalments, &l anticuerps humanizado es un anticusrpo 7D29 de

varsion  humanizada. Opcionalmente, €l anticuerpo  humanizado es un
anticusrpo 7D19  de version humanizada. Opcionalmente, el anticusrpo
humanizado es un antizuerpo 7D47 de versién humanizada. Opcionalments, el
anticuzrpo  humanizado es un anticuerpo 7D329 de version humanizada.
Opcionalmente, =l anticusrpo humanizado s un anticusrpo 7DEE de version
humanizada. Qpcionalmente, el anticuerpo humanizado &s un anticusrpo 28G9
de version humanizada. QOpcionalments, =l anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 2G3 de  versian  humanizada. Opcionalments, el anticuerpo
humanizade es un anticuerpo 8G4 de versién humanizada. Opcionalments, el
anticuerpo  humanizado es un anticuzrpo 3G51 de versidn humanizada.
Opcionalments, =l anticuerpo humanizads es un anticuerpo 8G22 de versidn
humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 3G30
de versidn humanizada. Opecionalments, el anticusrpo humanizado &5 un
anticuarps SG4G de versidon  humanizada. Opcionalmeante, el anticuerpo
humanizado es un anticuarpo 2A4 de versidn humanizada (Namero de Acceso
ATCC ). Opcionalmente, =l anticuerpo humanizado &s un anticuerpo
2AZ0 de version humanizada. Opecionalments, el anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 2A44  de versién  humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizadao 2s un anticuerpo 2A77 de versidn humanizada. Opcionalmente, el

anticuzrpe humanizado es un anticusrpo 2A13 e versidon humanizada.
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Opcionalments, el anticuerpo humanizadao ss un anticusrpo 2A14 de versién

humanizada.

La invencién proves ademas composicionss  farmacéuticas. Las
compaosicionss  farmacéuticas  comprenden  un  anticuerpo que 82 une
especificamente a un gpitopo entre los residuos 70 a 76 de AA, y un vehiculo
farmacéduticaments  aceptahle.  Algunas  composicionss  farmacéuticas
comprendan un anticusrpo humans, humanizado, o qQuimérico que s8¢ une
especificamante a un epitopo entre los 70 a 76 de AA, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Otras composicionss farmacéuticas comprenden
un anticuerpo que se une especificaments a un epitopo entre los 70 a 76 de AA
y un vehiculo farmacéuticaments aceptable, donde el isotipo del anticuerpo 2s
IgG1 humane, y un vehicwlo farmacéuticamente aceptable. En  algunas
composiciones farmacéuticas el isctipo del anticusrpo es 19G2, 19G3, o 1gG4
humano. En algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo =s humano.
En algunas composicionas farmacéuticas el anticusrpo es humanizado. En
algunas composicionzs farmacéuticas el anticusrpd es quimérico. En algunas
composicionss farmacéuticas &l anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En
algunas  composicionss  farmacéuticas el anticuernpo  @s  un anticusrpo
monoclonal. En algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo comprande
dos copias del misma par de cadznas ligera y pesada. En  algunas
composicionas farmacéuticas el anticuerpo es un anticuerpo hiespecifico que
comprends un par de cadena ligera y pesada fue se une especificaments al
epitopo de AA y un seqgundo par de cadena ligera y pesada que se une
especificamentz a un rzceptor Fo sobre células microgliales. En algunas
omposicionss farmacéduticas una cadena del anticuerpo esta fusionada a un
polipéptidn heterdloga, En algunas composiciones farmacéuticas el vehiculo s
un diluyznte fisicldgicamente aceptable para administracidn parenteral. Algunas
composiciones  farmacéuticas  estan  adaptadas para  ser  administradas

intraperiton=alments, oralmentes, intranasalments=, subcutaneamente,
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intramuscularments, tépicamente 0 intravenousamente., Algunas
composicionas farmaceuticas estan adaptadas para ser administradas en dosis
multiples en un periodo de al menos seis mesas. Algunas composiciones
farmacéuticas estan adaptadas para ser administradas como una composicion
dz liberacion sostenida. Algunas compasicionezs farmacéuticas compranden
ademas al menas un anticuerpo diferente que se une a un epitopo diferente de
AA.

La invencidn proves métodos de tratamiento de amiloidosis AA en un
paciznta. Los métados comprenden administrar un agente que induce una

raspusata immuna a AA70-T6 en un régimen efsctivo para inducir una

i

respuesta inmune que comprende anticuerpos contra AA70-76 en un régimen
efective para inducir una respuesta inmune que comprende anticuerpos contra
AATD-TE. En algunas métodos el paciente =s humano. Opcionalments, la
agente comprende AA7Q-78 o un subfragmento de al menos 3 residuos
contiguos del mismo, y tiene menos de 20 amincéacidos contiguos de un
péptido AA. Opcionalmente, =l agent es un péptido que tiens una secueancia
selecsionada del grupo qus consiste de SEQ IDNOS 4,5, 5,7, 8,9, 10y 11,y
subfragmentos de al menos 3 residuos contiguas del mismo, y tisne menos ds2
20 amino acidos de un péptida AA. Opcionalmente, &l agente esta unido en sus
terminales N y C a los primero y segundo polipéptidos  heterdlogos.
Opcionalmente, el agente esta unide en su terminal N a un polipgptido
heterdlogo, y en su terminal C a al menos una copia adicional del segmento N-
tzrminal. En algunos métodos el polipgptidn heterSlogo induce una respuesta
de célula T contra el polipiptido heterdlogo y por consiguiente, una respuesta
de célula B contra AA. En algunos métodos el polipéptido comprende ademas
al menos una copia adicional de AA. Opcionalments, el polipéptido comprande
desde el terminal N al terminal C, AA, una pluralidad de copias adicionales de

AA| y el segmenta de amino acida hetzrdlogo.
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En algunos metodos de tratamisnto, el polipeptido es administrado con
un adyuvante que mejora una respussta inmune al segmento N-terminal.
Opcionalments, &l adyuvant= y &l palip2ptido son administrados juntos como
una composicidn, Opcionalmente, =l adyuvants =s administrado antes del
polipeptido. . Opcionalmente, & adyuvante &s  administrade  despuéds  del
polipeptido. En algunos métados el adyuvantz es alum. En algunos métodos el
adyuvantz =3 MPL. En algunos métodos el adyuvante es QS-21. En algunos
métodos &l adyuvante es adyuvantz de Freund incompleto. En algunos
métados fa respuesta inmune comprende células T que se unen al péptido AA

como un componente de un complejo MHC | o MHC I

La invencion provee métados para =fectuar profilaxis de amiloidosis AA
en un pacientz. Los métodos comprenden administrar un agente que induce

una respuesta inmune a AA70-76 en un régimen efectivo para inducir una

=

espuesta inmune que comprende anticusrpos contra AA70-76 en un régimen
efectiva para inducir una respuesta inmune que comprende anticuerpos contra
AAT7D-7G. En alguncs métodos el paciente s humano. En algunos métodos el
pacientz es asintomatico. En algunos métodos &l paciente sufre de una
enfermadad amiloide subyacente selzccionada d2l grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anguilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
Ulceras por decdbito, pielonefritis  erdnica, ostzomiglitis, enfermedad de
Whipple, linforma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de  intestino,
pulmén y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula

vellnsa, Fiehre Maediterrana2a Familiar, y Enfermedad d= Castleman.
En algunos métodos para =fectuar profilaxis, =l agentz comprende

AA70-76 o un subfragmenta de al menos 2 residuos contiguos del mismo y

tiene m=nos de 20 amind Acidos contiguos de un péptida AA. Opcionalmente,
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el agente &3 un péptido que tiene una s=cusncia seleccionada del grupo que
consiste de las SEQ ID NOS 4, 5,3, 7, 5, 9, 10y 11, y subfragmentos de al
menaos 3 residuns contiguo's de la misma y tiene mencs de 20 aming acidos de
un péptide AA. Opcionalmente, 2l agente =sta unido 2n sus terminales Ny C a
los primer y segundo polipéptidos heterdlogos. Opcionalments, &l agents asta
unido en su terminal N a un polipéptido heterdlogo, y en su terminal C a al
Menos una copia adicional del segments N-tzrminal. En algunos métodos el
polipéptichn heterdlogo induce una respuesta de célula T contra el polipéptido
heterdloga, y por consiguients una respuesta de célula B contra AA. En
algunos métados, el polipéptido comprende ademas al menos una copia
adicional de AA. Opcionalmente, =l polipéptido comprendes del terminal N al
terminal C, AA, una pluralidad d= copias adicionales de AA| y el segmeanto de

aming acido heterdlogn.

La invencion provee ademas composicionss farmacéuticas. Las
composiciones farmac£uticas comprenden un fragmento AA que consiste de
loa residuns que empiezan en &l residuo 70 de AA y un residuo que termina en
el residuo 76 de AA. Opcionalments, < fragmento AA estd unido en su C
terminal a un polipéptido hetzrédlogo. Opcionalments, &l fragmento AA esta
unido en su terminal N a un polipéptido heterdlogo. Opcionalments, el
fragmente AA estd unido =n sus terminales Ny C a los primera y segundo
polipéptidos heterdloges. Opcionalments, el fragments AA estd unido en su
terminal N a un polipzptido hetzrdloga, y en su terminal C a al menos una copia
adicicnal del segmento N-terminal. Opcionalmente, 2l polipéptido comprende
adempas al menos una copia  adicional del  segmento N-terminal.
Opcionalments, el polipéptido comprends desde =l terminal N al terminal C, AA,
una pluralidad dz copias adicionales del segmento N-terminal, y el segmento
de amino acido heteralogo. En algunas composiciones farmacéuticas el

solipéptido heterdlogo induce una respussta de cdlula T contra 21 polipéptido
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heterdlogo, y por =nde, una respussta de célula B contra el segmento N-

terminal.

Algunas  composiciones  farmacéuticas comprenden ademas  un
adyuvante qus mejora una respuesta inmun:z a AA. Opcionalments, el
adyuvantz es alum. Opcionalment=, =l adyuvante es MPL. Opcicnalmente, el
adyuvante e3 QS-21. Opcionalments, sl adyuvante es adyuvante de Freund
incompleto.  Opcionalmente, & adyuvante comprends  ademas GM-CSF.
Opcionalments, el adyuvants es M-CSF. Opaionalmente, la compasicion

comprends mas de 10 microgramos del polipéptida.

La invencion proves matodos de tratamienty de amiloidosis AA en un
paciente. Los métodoa compranden administrar un agente efectivo para inducir
una respuesta inmuna contra un componente péptido de un depésito amiloids
en &l paciente y un agente diferante que trata una enfermedar subyacente, y
por ende, trata la amilcidosis AA en el pacientz. Enalgunos métodos |a

snfermedad subyacents es seleccionada del grupo que consiste de artritis

l

reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia
sariatica, sindrome de Reiter, Enfarmedad de Still del Adults, sindrome de
Behioet, snfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, Glceras por
decibito, pizlonsfritis crénica, asteomislitis, enfermadad de Whippls, linfoma de
Hadgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestine, pulmén y tracto urogenital,
carcinoma de célula basal, leucamia de célula veliosa, Fizbre Meaditerranea

Familiar, y enfermedad de Castleman.

La invencian provee métodos de= efectuar profilaxos de amiloidosis AA
en un pacienta. Los métodos comprenden administrar un agente efectivo para
inducir una respuesta inmune contra un componsnte péptido de un depdsito
amiloide en &l paciente, y un agents diferents que trata una enfermedad

subyacentz, y por consiguients trata amiloidosis AA =n 2l pacientz. Enalgunos
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metados la enfermedad subyacente es seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumataoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia scriatica, sindroms de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcat, enfermedad de Crohin, lepra, tuberculosis, branquigctasis,
Oleeras  por  decubito, pielonefritis  crdnica, osteomielitis, enfermedad de
Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas del intzsting,
pulmén y tracta urogznital, carcinoma de célula basal, leusemia de célula

vellosa, Fiebre Meditzrranea Familiar, y enfermedad de Castleman.

La invencion provese métodos de seleccidn para actividad de un
anticuzrpo 2n el tratamienty de un pacientz que tiene amilbdidosis AA. Los
métodos comprenden contactar el anticuerpo con péptido AA y determinar si el
anticu=zrpo se une =specificamente a AA, la unidn especifica provee una

indicacidn que el anticuerpo tiene actividad en el tratamiento de amiloidosis AA.

La invencian proves métodos de szleccidn de un anticuerpo para
actividad de depuracién de una entidad biolégica fisicamentz asociada con un
antigeno. Loz métedos comprendan combinar la entidad hiolégica asociada con
el antigeno, &l anticuzrpo vy las clulas fagociticas que portan receptores Fc en
un medio; y maonitorear la cantidad d= la entidad hicldgica asociada con el
antigeno que queda en el meadio, una reduccién de la cantidad de entidad
kioldgica asoniada con antigeno indica que &l anticuerpo tiene actividad de
depuracion contra el antigeno. En algunos métodos el paso de monitoreo vigila
la cantidlad del antigeno que permansce en &l medio. En algunos métodes, la
combinacidn comprende adicionar la entidad asociada con el antigeno al
medio, y contactar &l medio con las células fagoniticas que portan receptores
Fe. En algunos métodos la entidad hioldgica asociada con antigeno se
proporsiona como una muestra de tejido. In some métodos 2l antigeno es la
entidad bioldgica. En algunos métodos la muestra de tejido comprende un

depdsito amiloide. Qpcionalmente, la muestra de tejido es del paciente o un
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mamifero que tiene patologia de Amiloidosis AA. En algunos métodos, el

infectadn  viralmente, una musstra de  tgjido que comprende  células
inflamataorias, un crecimients celular anormal no maligno, y una muestra da

tejiclo que comprends una matriz extracelular anormal.

La invencidn provee métodos para detectar un depdsito amiloidz en un
pacientz. Los métodos comprenden administrar al pacient2 un anticuerpo que
se uns espacificamente a un epitopo entrz lnos amino acidos 70-738 de AA 'y
detectar la prasencia del anticuerpo en el pacient=. Opcionalmente, el
anticuerpo es marcado. Qpcionalments, el anticuerpo &s marcado con un
marcador paramagnético. Opcicnalments, &l anticuerpo marcado &s detectado
mediante  rescnancia  magnética  nuclzar. Opcionalments, =l anticusrpo
marcado es datectads con reprasentacién grafica SPECT/CT. En algunos
métodos, el anticuerpo carsce de capacidad para inducir una respuesta de

depuracidn =n la unién a un depdsito amiloide en el paciente.

La invencion kits de diagnéstico. Los kits comprenden un anticuerpa que
sz une especificaments a un epitopo entre los residucs 70-76 de AA. Algunos
kits comprendzn ademas etiquetas que describen el uso del anticuerpo para
diagndatica in vivo o monitorzo de una enfermedad asociada con depdsitos
amiloickzs de AA &n un pacientz. En algunas realizaciones, los kits incluysn
instrucciones para &l uso del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del

mismo, para defectar AA.
La invencidn proves ademas un método de diagndstico de amiloidosis

e&n un aujeto que comprende: (a) administrar al sujetc un anticuerpo o

fragmento de unidn a antigeno del mismo que @std unido a un marcador
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detectable, en donde el anticuerpo o fragmento  del mismo se  une
especificaments a un epitopo que comprende X4{EDX: en una proteina miloide
agreqada, =n donde Xy y Xz son cualquier amino acido; y (b) detectar 1a
presencia o ausencia del anticusrpo unida o fragmente del mismo, &n donde= la
presencia del anticuerpa o fragmento unide indica un  diagndstice  de

amiloidosis AA.

En la presents s& proves ademas un métoda de tratamiento o profilaxis
de amiloidosis usanda un anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del
mismo, que 3 une =specificaments a un epitopo que comprende X4EDX: &n
una proteina amiloide agregada, en donde X, y Xz son cualquier amino acido.
La presente invencién provee un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une espacificament a un epitopo quea comprende X4EDX,,
en una protzina amiloide agregada, =n donde Xy y Xz son cualquigr amino
acida. Por gjemplo, Xy incluys H, T, F, S, P, AL C, QR E K, D, G, V, Y, o
W, talcoma H, T,F, S, P, oA atalcomoH T, F, 0 A Xaincluye T, S, E, R, |,
V,F.DLAGMLNPCKY oQtalcomoT, S, E,R I,V,F,D,0A otal
como T, S E, D, oA Enotros ejzmplos, Xy aesH, T,0Ay Xzes T, S, E, oA, tal
comoXiesHoAyXaaesT, S, 0A. Enaln ejemplos adicionales, Xy es Hy Ha
esToA oX,esAyXaes S, T, E oV, talcomaX;esAyX:esS, T,0E, 0 Xy
es TyXeesE oXjesFyXeesD, oX,esSyXoesE FoA 0 XjesPyXa
eskE, |, oF.

En particular, los epitopos incluyen secuencias de aminc acido tales
commo las indinadas &n la SEQ ID NO: 2 a la SEQ ID NO: 25, tal=s como las
SEQ ID NOS: 2,12, 12, 14, 15, y 18, Ejemplos adicionales incluy=n las SEQ 1D
NO3: 4, 6 7,8 vy 9 tal como SEQ 1D NO: 4. Los anticusrpos de 1a invencién
que se unen a los epitopos, tales como a la SEQ ID NQ: 2, incluyzn los

anticuerpos 2A4, 7DS, y 269
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l.as proteinas amiloide agregadas a las cuales se unen los anticuerpos
de la invencibén son proteinas ne monoméricas. Tales proteinas amiloide
agrzgadas incluyen protzina A de amiloide en suero (SAA), proteina de cadena
ligera de inmunoglobulina, polipéptido de precursar amileide de islote humano
(IAPP), péptido beta amloide, transtiretina (TTR), y ApaAT, tal como SAA.

La invencién proves ademas anticuerpos o fragmentos de unidn a
antigeno de los mismos que (3) compitzn por la unién a un epitopo que incluys
X4EDX: con un anticusrpe 2A4, 7DE, o 8G9, () se unen al mismo epitopo que
incluye X4EDX: comao un anticusrpo 2A4, TDE,) o 3G9; (7) tienen un dominio de
unidn a antigzno de un anticuerpe 2A4, 7DE, o 2G9; o (d) incluyen las resi

r

lT’

giones detzrminantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo 2A4,
7D2, o 2GY. La invencidn también proves versionas quiméricas o humanizaclas

de un anticusrpo 2A4, 7D3, o 8G9,

Anticuerpos reprasentativos, que se unen especificaments a un epitopo
que incluye X4EDX:, incluyen también anticuerpos que tienen al menos uno,
dos o tres de las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de
una cadena ligera de un anticuzrpo 2A4, 702 o 8G9. Los anticusrpos de |
ainvencién, que se unzn espacificamentz a un epitopa que incluye X,EDX:,
tarnkign incluyen anticuerpos que tiensn al menos una, dos o tres de las CDR

de una cadena pasada de un anticuerpo 2A4, 7DE, 0 269.

Las CDR pueden ser indetificadas de acuerdo con métadas conocidos
en la técnica. Por gjemplo, sistemas de numeracion para identificar CDR son
dz uso coman. La definitisn Kabat s= basa en la variahilidad de s=cusncia, y Ia
definién Chathia s& basa =n la ubicacidn de las regiones de asa estructurales.
La definicidan de AbM ez un compromizo entrs oz enfoques Kabat y Chothia.
Laz CDR de la regidin variable de cadena ligsra estan limitados por los residuos
&n las posicionas 24 v 34 (CDR1-L), 50 y 56 (CDR2-L), y 29y &7 (CDRZ-L) de
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acuerdo con Kabat, Chothia, o <l algoritmo AbM. De acuerdo con la definicidn
Kabat, las CDR de Ia regidn variable ds cadena pesada estan limitadas par 103
N las posicionzs 31y 35B (CDR1-H), 50 y 65 (CDR2-H), y 95 y 102

(CDR3-H) (numeracidn de acuerds con Kabat). De acuerde con la definicidn

rasiduos

Cl'
'[l

D

Chathia, las CDR de la regidn variakle de cadena pesada estan limitadas por
las residuos en las poasiciones 26 y 22 (CDR1-H), 52 y 53 (CDR2-H), y 95 y 102
(CDR3-H) (numeracién de acuerdo con Chothia). De acuerdo con la definicidn
AEM, las CDR de fa regidn variable de cadz=na pesada =stan limitadas por los
residuns en las posicionzs 26 y 258 (CDR1-H), S0y 58 (CDR2-H), y 95y 102
(CDR3- H) (numeracion de acusrdo con Kabat). Vir Martin et al. (1939) Froc.

Natl, Acad, Sci. U3A 85; 9268-5272: Martin et al. (1991) Methds Enzymol. 202
121-153; Padersen ot al. (1992) Immunomsthods 1:128; y Rees et al. (1995) In
Sternberg MJ.E. (ed)), Protein Structure Prediction, Oxford University Press,
Oxford, pp. 141-172.

Los anticuarpos de la invencién incluyen ademas un anticuerpo gque se
une especificamente a un epitopo que comprende X4EDX;, en una proteina
amiloide agragada, en dond2 X; y Xz son cualquier amino acido, que tiene
rzgiones variables derivadas de regiones variables de un anticuerpo 2A4, 708,
a6 8G9, Tambign se incluyen anticuzrpos que tisnen regiones variables de los

anticuerpos 2A4, 7DE, o 3G9,

Los anticuzmpns  de  la  invencidn incluyen ademas anticuerpos
quiméricos, anticuzrpos humanos, anticuerpes humanizados, anticuerpos de
cadena  sencilla, anticusrpos  tetraméricos,  anticusrpos  tetravalentes,
anticusrpos multiespeaifisos, anticuerpos sspecificos de dominio, anticuerpos

de dominio =liminado o proteinas de fusidn.

Tamhbién s= proveen fragmentos de los anticusrpos de la invencion. Los

fragmentcs de la invencion pueden ser fragmentos Fab, fragmento Fab',
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fragmentos F(ab’)., fragmentos Fv o fragmentos ScFv. Tales anticuerpos o
fragmentos de los mismos pusden estar acoplados con un agentes citatdxica, un

agente radioterapéutico, o un marcador detectable,

La invencidn proves tambidn una regidn variable aislada de anticuerpo
quz comprends (a) una regidn variable de cadena ligera derivada de una regién
variable de cadena ligera de un anticuerpo D3, 2A4, 0 3G9, o (b) una region
variable de cadena pesada derivada d= una regién variable de cadena ligera de
un anticuerpo 703, ZA4, o 8G9, También s proporcionan regiones variables
aisladas que tien=n una region variakle de cadena ligera o cadena pesada de
un anticuerpo 7D, 2A4, o 5G9, Las regiones variables de anticuerpo aisladas

son Utiles en la produccidn de anticuerpo.

La invencidn tambien proves acido

w1

nuclzicos aislados que codifican
una regidn variable de cadena ligera o una region variable de cadena pesada
de anticusrpo que tizne (a) una secusncia de nucleétida que codifica una
rgidn variable de cadena ligera o cadena pesada de un anticuerpo 7D8, 2A4,

n 239 (b) una secusncia de nucledtido que =3 idéntica a una secuencia de

v/]

nucledtido de un anticuzrpo D2, a 2A4, 0 2G9 que codifica una regidn variabl

de cadena ligera o cadena pesada; o (¢) una secuencia de nuceldtido que &s
sustancialments idéntica, p.=., al menos 50%, 55%, 60%, 65%%, 70%,
E0%, BEY, &7%, 52%, 209, 90%, 91%, 92%, 93%, 049, 95%, 9a%, &77%,
5%, 99%, 99.5%, o 99% a una secuencia de nucledtido de (a) o (b); o (d) un
acido nucléico que hibrida especificamentz a un acido nucléico que tiene una
secuencia de nucledtido que &3 =1 complemento de una secuencia de
nucledtido de (3) o (b) bajo condiciones de hibridacién severas, por gjempla,

condiciones de lavado final de 0.1 x SSC a R&° C.

La presante invencién proves ademas células y lineas celularss que

goprazan los anticusrpos o acidos nucleicns de 1a invencidn. Las células
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hospederas representativas incluyen células mamiferas y humanas, tales coma
células CHO, células HEK-292, células Hzla, células CV-1, y células COS. Los
métados para generar una linea celular estable despues dz la transformacidn
de un constructar heterdlogo a una célula hospedera son conocidos en la
técnica. Células hospederas no mamiferas representativas incluyen células de
insectos (Potter et al. (1993) Int. Rev. Immunol. 10(2-3). 103-112). Los
anticuzrpos  también  pueden ser producidos  en animales  transgénicos
(Moudebinz  (2002)  Curr. Opin.  Biotechnol  13(6):625-529) vy plantas

tranagénicas (Schillberg 2t al. (2003) Cell Mol Life, Sci. 50(3):4235-45).

La invencidn también provee métodos de tratamiento o para efectuar
profilavis de amiloidaosis ascciada usando fragmentos inmunogénicos de una
protzina amiloide que samprends X4EDX;, en donde Xy es H, T, F, §, P, Ao
cualquier ctro residua de amine acido que preceds inmediataments a ED en tal
proteina amiloide; y en donde Xz s T, §, E, R, |, V, F, A o cualquier otro
residun de amino acida inmediatamentz después de ED en tal proteina
amiloide. Sin desear estar ligado por una teoria particular, se crege que un
epitopo quz comprende X4EDX: puzde quedar expuests cuando una proteina
amiloide se agrzga, o sufre fibrilogénesis o entra de otra forma a una estructura
fibrilar, ya sea mediante clivado de una proteina precursora mas grande o
mediante cambio conformacional. Por gjamplo, [os métodos de tratamianto o
profilaxis de amiloidosis AA representativos incluyen la administracion de
fragmentos 70-76 AA o fragmentos inmunogénicos de los mismos. La invencidn
también provee métodos de tratamiento o para efectuar profilaxis de
amiloidosis asociada con deposicidn de prateina amiloide usando anticuerpos
reactivos con X'EDX; en una proteina amiloide agregada, en donde Xy es H, T,
F, 3, P, A o cualquier ofro residuo de aming acido que precede inmadiatamente
ED en tal protzina amiloide agregada; y en dond= Xz &s T, S, E,R, LV, F, Ao
cualgquizr otro residuc de aming acido inmediatamente después de ED en tal

proteina amiloide  agregada.  Preferiblemente,  tales  anticuerpos  son

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

15



/7

50

praferencialments reactivos con proteina amiloide agregada relativa a protzina
amilcide no patolagica. Por gjemplo, los métodos de tratamisnto o profilaxis de
amiloidasis AA asociados con fibrilos AA pueden incluir la administracion de
anticuerpns especificos para la regidn C-terminal de los fibrilos AA (~ residuos
70-76 de AA). Los antisuerpos pusden inhibir la formacidn de agregados AA
(.=, fibrilas) o producir su desagregacién y depuracién, tratando o efectuanda

asi profilaxis de la amiloidosis AA.
Definiciones

El términc “identidad sustancial” significa que dos secusncias de
péptido, cuandio se alinean de manera Aptima, tal como mediante los
programas GAP o BESTFIT usando ponderacionas de intarvalos par omisian,
comparten al menos 65 porciento de identidad de secuencia, preferiblemente al
manos S0 o 90 por ciento de identidad de secuencia, mas preferiblaments al
menos 95 porciento de identidad de secuencia o mas (p.e., 99 par cienta de
identidad de secusncia o mayor). Preferiblements, 1as posiciones de residuo,

que no son idénticas difieren por sustitucionas de aming acido conservativas.

Para la comparacién de secuencia, tipicamente una secuencia actia
coMma una secusncia de referencia, con la cual 32 comparan las secuencias de
prusha. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secusncia, las
secuencias de prusba y referencia son entradas a una computadora, se
designan las coordenadas de subsecusnaia, si es necesario, y s& designan los
parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de
comparacidn de secusncia entonces caleula el porcentaje de identidad de
secusncia para la(s) secuencia(s) de prueha con relacion a la secusncia de

referencia, con base en los paramstros del programa designados.
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La alineacién optima de sscuencias para comparacidn puede ser condusida,
P&, mediante &l algoritma de hoomalogia local de Smith § Waterman, Adv,
Appl. Math. Z:482 (1931), mediants el algoritma de alinsacidn de homalogia de
Needleman & Wunsch, J. Mol Biol. 45:445 (1970), mediante busqueda por el
métado de similitud de Pearson & Lipman, Froc, Natl Acac. S USA 852444
(1933), mediante implementaciones computarizadas de astos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA, y TFASTA =n &l paquets de Software Wisconsin Genetics,
Genstics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
inspeccidn visual (ver generalmeante Ausubel et al, supra). Un ejemplo de
algoritmo gue es adecuadon para dsterminar =l porcentaje de identidad de
secuencia y la similitud de secuencia es &l algoritmo BLAST, gue se dessribe
en Altschul ef &/, 1 Mol Bial. 215:403-410 (1990). El software para realizar los
analisis BLAST esta disponible pablicamente a través del Centro Nacional de
para Informacién de Bintecnologia (http:/iwww.nelinimonih.gov/). Tipicamente,
se pueden usar los parametros del programa por defecto para realizar la
comparacidn de secusncia, aunque también se puedzn usar pardmetros
espacificados. Para las ascuencias de amino acido, el pragrama BLASTP usa
comao valores por defecto una langitud de palagra (W) de 3, una expactativa (E)
de 10, y the la matriz de puntuacién BLOSUMG2Z (ver Henikoff & Henikoff, Pro:.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1939))

Con el fin de clasificar las sustituciones de amino acido como
conservativas o no conservativas, los aming acides son agrupados de la
siguiznte forma: Grupo | (cadenas laterales hidrofdhicas): norleucina, met, ala,
val, lzu, ile; Grupo Il (cadenas laterales hidrofilicas neutras): cys, ser, thr; Grupo
Il (cadenas laterales acidas): asp, glu; Grupo IV (cadenas latzrales basicas):
asn, gin, his, lys, ary; Grupo V (residuos ques influencian la orientacidn de
cade=na): gly, pro; y Grupa VI (cadenas laterales aromaticas): trp, tyr, phe. Las

sustituciones conservativas involucran sustituciones entre amino acidos de la
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misma clase. Las sustituciones no conservativas constituyen el intercambio de

un mismbro de una de estas clases por un miembro de otra.

be23
>
==

El términc "todos D" se refiers a péptidos que tienen > 75%, >

> 28%, » 00%, > 6, y 100% de amino acidos en configuracidn D.

El término "agente” se usa para describir un compuesto que tiene o
puede tener una actividad farmacoldgica. Los agentes incluyen compuyestos
que son farmacos conocidos, compuestos para los cuales se ha identificado
actividad farmacoldgica pero que estan siendo sometidos a  avaluacion
terapéutica adicional, y compuestos qus son miembros de coleccionas vy

librerias que saran seleccionadas para una actividad farmacoldgica.

"Enfermedad amiloide” o "amiloidosis" se refiere a sualquier nimera de
trastornos que tisnsn como un sintoma o como parte de su patologia, la
acumulacién o formacisn de placas amiloidss. Una "placa amiloide" &s un
depdsito  extracelular compussta principalmente  de fibrilos  proteinaceos.
Generalmente, Ios fibrilos estan compueastos de una proteina o péptido
dominantz; sin embargo, la placa puede incluir tamhbién componentes

adicionales que son péptidos o moléculas diferentes a paptido, aqui descritas.

Una "protzina amiloide" o "péptido amiloide” s una protzina o péptido
capaz de sufrir clivado, cambio conformacional, agregacion o fibrilogénesis,
producienda la formacian de oligdmeros patolégicos, fibrilos amiloides, placas

amiloides y/o componentes amiloides.

Un "componente amiloide” =s cualquier entidad molecular que esta
presente en una placa amiloide que incluye porciones antigénicas de tales
moléculas. Los componentes amiloides incluyen, pero no se limitan a proteinas,

p&pticdos, proteaglicanas, y carbohidratos.
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Un "agentz anti-amiloide" &8 un agent= qus es capaz de producir una
respuesta inmune contra un componente de placa amiloide en un sujeto
vertebrado, cuando se administra meadiants técnicas de inmunizacidn activas o

pasivas.

Una "proteina AA" o "péptida AA" se refiere a la forma de la proteina Ao
peptido amiloide formado por clivado protealitico de la proteina A amiloide en

suera (SAA), ya sea monomética o agregada, soluble o insoluble.

Una "pratzina amiloide agregada” o "péptida amiloide agregado” o
"agregado amiloide” se refiere a una farma agregada, no monomérica,
patolégica d= una prateina amiloide o péptido amiloide. Las proteinas amiloides
y pEptidos amiloides agregados pueden ser solubles o insolubles. Algunas
protzinaz amiloide agregadas y péptidos amiloides agregadaos pueden formar
oligémeros, fibrilos y/o placas amiloides. Ejemplos de tales protzinas amiloides
y peptidos amiloides agregados, incluyendo péptidos vy proteinas de fibrilo, se

provesn en la presente.
Un "agregado AA” s& refiere a una forma agregada de AA.

Los agentes  terapéuticos  de  la  invencidn  son  tipicaments
sustancialmente pures de contaminantss indeszados. Esto significa que un
agente es tipicamente al menos aprovimadamsante 50% p/p (peso/peso) puro,
asi como sustancialmznte libre d= protzinas y contaminantes que interfieren.
Algunas vaees, lna agentes aon al menos aproximadamante 80% p/p y, mas
sreferiblemante al menos 90 ¢ aproximadamesants 95% p/p puros. Sin embargo,
usando técnicas de purificacidn de proteina convencionales, se puadan obtener

péptidos homogéneos de al menos 99% p/p. Los agentes terapéuticos de a
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invenciin  pusden  pravenir, efectuar profilaxis, o tratar una enfermedad

asociada con depasitos amiloides.

lLa unidn especifica entre dos entidades significa que las entidades
tiznzn una afinidad mutua entre si que es al menas 10, 100 o 100 veces mayor
que la afinidad de cualquisr entidad por un control, tal como antigeno no
relacionado o anticuerpo a un antigeno diferente. A afinidad mutua de las dos
entidadss entre si es usualments, por lo mencs 10° M, 108 M7, 109 M, o 10"

M. S preficren afinidades mayores da 102 M.

El t4rmina "inmunoglobuling” o "anticuerpe” (usadao intercambiablemeante
en la presentz) se refiere a una proteina d= unidn a antigeno que tiene una
estructura de cadena hasica de cuatro polipéptidos que consiste de dos
cadenas pesadas y dos ligeras, estando dichas cadenas estabilizadas, por

ejemplo, mediante enlaces disulfuro entre cadena, que tienen la habilidad de
unirse especificaments al antigeno. Tanto la cadena pesada como la ligera

estan plegados en dominios. ElI tarmino "dominio” se refiere a una region
globular de= un polipéptido de cadena pesada o ligera que comprande asas de
peptide (po2, gque comprenden 2 a 4 asas de péptido) estabilizadas, por
ejemplo, madiante lamina £ plegada y/o enlace d= disulfuro entra cadena. Las
dominias son referidos aaqupi adicionalments camo "constantes” o "variables",
con base en la falta relativa de variacidn de secusncia dentro de los dominios
de variazs clases en el caso de un dominio "constants”, o la variacidon
significativa entre los dominios de miembros de varias clases en el caso de un
dominio "variable". Los dominios “constantes” &n la cadena ligera son referidos
intercambiablem=snte como "regiones constantzs de cadena ligera”, "dominios

constantes de cadena ligera”, regiones "CL" o dominios "CL". Los dominios

"ronstantes" en la cadena pesada son referidos intercambiablemente como
"regiones constantes de cadena pesada”, "dominios constantes de cadena
pzsada”, regionss "CH" o dominios "CH". Los dominios "variables" en la
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cadena ligera son referidos intercamhbiablamentz comao "regiones variables de
cadena ligera", "dominios variablas de cadena ligera”, regiones "VL" o dominios
"VL". Los dominios “variakles" en la cadena pesada son  referidoa
intercambiablements como "regiones constantss de cadena pesada®, "dominios

constantes de cadena pesada”, regiones "CH" o deminios "CH".

El t2rminc "region” s= refizr: a una parte o parcidn de una cadena de
anticuarpo & incluy: dominios constantes o variables definidos aqui, asi como
partes o porciones discretas de dichos dominins. Por gjemplo, los dominios o
regiones variables de cadena ligera incluyen "regiones determinantzs de
complementariedad” o "CDR" intercaladas entre "regiones de marco” o "FRs",

definidas aqui.

Las inmuncglobulinas o anticuerpos pueden axistir en  forma
monomérica o polimérica. El término "fragmento d= unién a antigena" se refisre
a un fragmento de polipgptido de una inmunoglobulina o anticuerpo que se une
a antigeno o compite con el hinds anticuerpo intacto (p.e., con 2l anticuerpo
intacto del cual se derivan) para unién a antigeno (jp.e., unidn especifica). El
término "conformacién” se refisre a la estructura terciaria de una proteina o
polipéptido (p.e., un anticuerpo, cadena de anticuerpo, dominio o region del
mizma). Por gjempla, la frase "conformacién de cadena ligera (0 pasada)” se
refizre a la estructura terciaria de una regidon variable de cadena ligera (o
pesada), y la frase "conformacién de anticuerpa” o "conformacién de fragmento
de anticuzrpo” se refiere a la estructura terciaria de un anticuerpo o fragmento

del mismo.

"Unidn especifica” de un anticuerpo significa que el anticuerpo exhibe
afinidad apreciable por el antigeno o epitope preferido y, preferiblemente, no
exhibe reactividad cruzada significativa. Unidn "apreciable” o preferida incluye

unién con una afinidad de al menos 108, 107, 108, 10° M7, o 10" M. Las
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afinidades mayores de 107 M7, prefariblemente mayaras de 108 M7 son mas
preferidas. Valores intermadios de aquezlos indicados aqui también pretenden
estar dentro del alcance de la presente invencion y una finidad de unidn
preferida puads ser indicada comao un rango de afinidades, par gjemplo, 10° a

10" M, preferiblements 107 a 10" M, mas preferiblements 1082 10" M. Un
anticuarpa que "no exhibe reactividad cruzada significativa™ es uno que no se
univd apreciablements a una entidad indeseada (p.2., una entidad protzinacea
indeseada). Por gjzmplo, un anticusrpo que s& unes especificaments a AA se
unira apreciablemente a AA pero no reaccionara significativamente con
proteinas o péptidos diferentzs a AA (p.s., proteinas o péptidos diferentes de
AA incluidos &n placas). Un anticuerpo especifico para un epitopo preferido,
por ejempla, no reaccionard significativaments con epitopos remotos en |a
misma protzina o péptido.  La union especifica pueds ser determinada de
acuerdo con cualquier medio reconocidoe en la técnica para determinar tal
unién, Prefariblemente, la unién especifica se detzrmina de acusrdo con el

analiaiz Scatchard y/o ensayos de unidn competitivos.

Los fragmentos de anticusrpo de unién a antigeno son producidos
mediante t2cnicas de ADN recombinantss, o meadiante clivado enzimtico o
quimico de inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de unidn incluyen Fab,
Fal', F(al),, Fabe, Fv, cadenas sencillas, y anticuzrpos de cadzna sencilla.
Fragmentos de anticuerpo adicionales y variantes de funcién efectora se
discuten  aqui en la  seccidn  titulada  "Anticuerpos”.  Diferente a  las
inmunaglobulinas o anticuerpos "bhigspecificos” o "hifuncionales”, s& entiende
que una inmunoglobulina o anticuerpo tiens cada uno de sus sitios de unién
idénticos. Un anticuerpa "bisspecifico” o "bifuncional” es un anticuzrpo hibrido
artificial que tizne dos pares diferentes de cadena pesadalligera y dos sitios de
unidn  diferentes. Los  anticuerpos  biespecificos  pueden  ser producidos

mediante una variedad de métados que incluyen fusién de hibridomas o union
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de fragmentos Fab'. Ver, p.e., Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunaol.

79:315-221 (1990); Kostelny et al, J. Immunol. 142, 1547-1552 (1992).

El t&érmino “inmuncglobulina humanizada" o "anticuerpo humanizado” se
refiere a una inmunaglobulina o anticusraa que incluye al menos una cadena
de inmunoglabulina o anticuerpo humanizadao (p.&., al menos una cadena ligera
0 pesada humanizada). El término "cadsna de inmunoglobulina humanizada™ o
"adana  oe  anticuzrpo humanizada”  (pee., una  "cadena ligera  de
inmunoglobulina humanizada " o “cadena pesada de  inmunoglobulina
humanizada") se refiere a una cadena de inmunaoglobulina o anticuerpo (p.e.,
una cadena ligera o pesada, respectivaments) que tiene una regidn variable
que incluye una regidn  de marco  variakle  sustancialmente de  una
inmunoglabulina o anticuerpo humano  y  regiones  detzrminantes  de
complamentarizdad (CDRs) (p.e., al menos una CDR, preferiblemente dos
CDR, mas preferiblements tres CDR) sustancialments de una inmunaglobulina
o anticuerpa no humano, y que incluys ademas regiones constantzs (p.2., al
MeNoS UNa regidn constants o porcion de [a misma, 2n el caso de una cadena
ligera, y preferiblzmente tres regiones constantes en el caso de una cadena
pe3ada). El tdrmino "regidn variable humanizada” (p.e., "rzgidn variable de
cadena ligera humanizada” o "regidn variable de cadena pesada humanizada®)
se refiere a una regidn variable que incluye una regidn de marco variable
sustancialments de= una inmunoglobulina o anticusrpd humano y regionss
determinantzs  de  complementariedad (CDR) sustancialmente de  una

inmunoglobulina o anticuerpo no humanao.

La frase "sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo humano”
o "sustancialments humano" significa que, cuando s alinean a una secuancia
de aming de inmunoglobulina o anticuerpo humano para propésites de
comparacidn, la regidn comparte al menos 80-00%, preferiblements 90-95%,

mas preferiblamente 95-00% de identidad (p.<., identidad de secusnacia local)
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con el marca o secusncia de regidn constant: humana, permitiendo, por
ejemplo, sustituciones conservativas, sustitucionzs de secusncia de concenso,
sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y similares. La introducsisn
de sustituciones conservativas, sustituciones de secuencia de concenso,
sustituciones de linsa germinal, retromutaciones, y similares, son usualmenta
referidas como "optimizacién” de un anticusrpa o cadena humanizada. La frase
"sustancialmentz de una  inmunoglohulina o anticusrpd no humana® o
"sustancialmentz no  humano"  significa que  tisne una  secu=sncia  de
inmunoglobulina o anticusrpo al menos 20-95%, preferiblemente 90-95%, mas
preferiblements, 96%, 07%, 98%, o 99% idéntica a la de un organismo no

humano, p.=., un mamifero no humanao.

En consecuencia, todas las regichnes o residucs de una inmunaglobulina
o anticusrpe humanizads, o odz una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo
humanizada, sxocepto posiblements las CDR, son sustancialmente idénticas a
las regicnes o residuos correspondientes de una o mas secuencias de
inmunoglobulina humana nativa. El términa "rzgidn corrzspondiente” o "residuc
correspondientz” se refiere a una regidn o residun sobre una segunda
secuencia de amino acido o nucleotido que ocupa la misma posicién (p.é.,
equivalents) que una regidn o residuo de una primera secusncia de amino
acida o nuclzotido, cuando la primera y segunda secusncias estan alineadas

otimamente para propasitas de comparacion.

Los términos "inmunoglobulina humanizada®" o "anticuerpa humanizada”
no pretenden abarcar inmunoglobulinas o anticuerpas quiméricos, definidos
infra. Aungue las inmunoglobulinaz o anticuerpos humanizados son quimericos
en su construccidn (p.e., comprenden regiones de mas de una =speciz de
proteina), incluyen caracteristicas adicionalzs (p.e., regiones variables que

comprendzn residuas de CDR daonores y residuos de regidn de marco
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aceptorss) no 2ncontrados =n inmunaglobulinas o anticuerpos quiméricos, aqui
definidos.

El térming "inmunoglolulina quimérica” o anticuerpo se refiere a una
mmumglubullna o anticuerpo cuyas regiones variables se derivan de una
primera especie y cuyas regiones constantes se derivan de una segunda
especiz.  Las  inmunoglobulinas o anticuerpos  quiméricos  pueden  ser

construidos, par gjemplo mediants ingeniaria genética, a partir de segmentos

de gen de inmunaglobulina que pertenscen a diferentes especies

Un "antigeno” es una entidad (p.2., una entidad protzinacea o péptido) al

cual un anticuerpo se une especificaments.

El t&rmino "epitopo” o "determinante antigénica” se refisre a un sitio
sobre un antigeno al cual s& une aespecificaments una inmunoglobulina o
anticusrpo (o fragmento de unidn a antigeno del mismo). Los epitopos pueden
formarse a partir de amino acidos contiguos © amino acidos no contiguos
yurtapuestos por dobladn terciario de una protezina. Los ospo formados de
amino acides contiguos son teipicamente retenidos a la exposicidén de
solventes desnaturalizantzs, mientras que los epitopos formados por doblado
terciario tipicaments se pisrdzn al tratamiznto con solventes desnaturalizantes.
Un epitopo incluye tipicaments al menos 3,4, 5,6, 7, & 9, 10, 11,12, 13, 14 0
15 amino acidos =n una conformacion espacial Unica. Los métodos para
determinar la conformacién  espacial de  epitopos incluyen, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear en 2 dimensionas.
Ver, p.e., Epitope Mapping Frotocols in Methods in Malecular Biology, Vol. 66,
G. E. Morris, Ed. (1998).

Anticuerpos reprasentativos de la invencidn incluyen un anticuerpo o

fragmento del mismo que se une aspecificaments a un epitopo gque incluye
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XGEDX: en una protzina amiloide agregada, que se une especificameante al
epitopo que cinluye X(EDX: que también se une mediante, p.e., un anticuerpo
2A4, 7DE, 0 859, Las anticuerpos que reconocen &l mismo epitopo pusden ser
identificados &n un inmuncensayo simple que muestra la habilidad de un
anticuerpo para bloguear la unidn de otro anticuerpo a un antigena obj=tivo,
P&, un ensayo de unidn competitiva, La unidn campetitiva se determina en un
ensayn en &l cual la inmunoglobulina bajo prusba inhibe la unidn especifica de
un anticuerpo de referencia a un antigeno comun, tal como Af. Se conocen
numerosos  tipos  de  ensayos  de  unidon  competitiva, por  ej=mplo:
radicinmunosnsayo dirscto o indirecto en fase sdlida (RIA), inmunosnsayo de
enzima directo o indirecto de fase sdlida (EIA), ensayo de competician en
emparedada (ver Stahli ef al, Methods in Enzymology @242 (1933)), EIA
hiotina-avidina directa &n fase sdlida (ver Kirkland et al., J Immunol. 137:2614
(1928)); =nsayo marcado directo &n fase sélida, ansayo directo de emparedado
en fase solida (ver Harlow y Lan=, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harhar Prass (1982)); RIA directa de marcador en fase sélida usando
marcadaor de [-125 (ver Morzl et al, Mol. Immunol. 25(1).7 JSS)) EIA directa
de bictina-avidina de fase sélida (Cheung et al, Virology 1765:546 (1990)); y RIA
diracto marcado. (Moldenhausr et al, Scand. J. Immunol. 22:77 (1990)).
Tipicamente, tales ensayos involucran el uso de antigeno purificado unido a
una  superficie sélida o células que portarn cualguiera de  estes, una
inmunoglobulina de prusba no marcada y una inmunoglobulina de referencia
marcada. La inhibicidon competitiva se mide determinando la cantidad de
marcadaor unida a la superficie sélida o células en la presencia de la
inmunoglobulina de pruehba. Usuaments, la inmunoglobulina de prusha esta
presents en exceso. Usualmente, cuando un anticuerpo en competencia esta
presents en ewceso, =ste inhibird la unidn especifica de un anticuerpo de
referencia a un antigeno coman en al menos 50-558%, 55-830%, B50-A5%, 65-
70% 70-75% 0 mas

{ILLCCO: 237491.DOC v.2}

86



61

Un epitopo es también reconocido por 2élulas inmunoldgicas, por

ej=mplo, células B y/o células T. El reconocimiento celular de un epitopo puede
ser determinado por ansayos in vitro gque miden la proliferacion dependients de
antigeno, determinada por incorporacian de H-timidina, mediants secrecidn de
citoquina, por secrecian de anticusrpo, o madiante eliminacidn dependients de

antigeno (ensayo de lintacito T citotdxico).

El término "neocepitopo” se refizre a un sitio nuevo y/o Gnico &n un

antigeno al cual 1as c&lulas B y/o T responden.

El t2rmino "anticuerpos de neoepitopa” se refieren a anticusrpos que
reconccen aspecificamsante una nueva secuencia de amino acido N- o C-
terminal expuesta por clivado proteolitico de una molécula, pero no se une a tal
epitopo =n la molécula nativa (no clivada). El térming "anticuerpos  de
necepitopa” pusden refarirse a anticuerpos que reconocen especificamente
una nueva secuencia de amino acido N- o C-terminal expuszsta por clivado
proteolitico de SAA, pero no se unen a tal epitopn en la molécula de SAA
nativa (no clivada). Algunos anticuerpos de neoepitopo s unen a AA ya sea
saluble o insaluble y produsen disociacidn de agregados AA, incluyendo fibrilos
AA. Un "anticuerpo de necepitopo” tambign puede ser un anticuerpo que
reconcce zspecificaments: un epitopo nuevo que esta disponible solamente
[para unirse a un anticusrpo después que una proteina se somete a cambio de
conformacion, por gjzmplo, como =n el caso de la amiloidosis AL y cadena

ligera, cuanda solaments 1a cadena ligera esta exprasada y forma amileidsz,

El término respuesta “"inmunoldgica" o "inmuneg" es el desamollo de una

respuesta humoral bznsfica (mr-dlada por anticuerpo) y/o una celular (mediada

contra un peptido amiloide en un paciente recipiente. Tal respuesta puede ser

una respuesta activa inducida por la administracién de inmundgenc, o una
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respuesta pasiva inducida por la administracién de anticuerpo o células T
czbadas. Una respuesta inmune celular s producida por la presentacidon de
epitopos de polipéptido =n asociacidn con moléculas de MHC Clase | o Clase |l
para activa células colaboradoras CD4™ T especificas de antigena y/a células T
CDA" citotéwicas. La respuesta tamhbién puede involucrar la activacion de
monacitos, macrofagos, c2lulas NK, baséfilos, celulas dendriticas, astrocitos,
celulas micraglia, sosinéfiles u otros componentes dz inmunidad innata. La
presencia de una respuasta inmunaldgica mediada por célula se puade
terminar mediants ensayos de proliferacion (células T CD4%) o ansayos CTL
(linfocita T citotéxico) (ver Burke, supra; Tigges, supra). Las contribuciones
relativas de respuestas humarales y celulares al efecto protector o terapautico
de un inmunédgeno puede distinguirse por separado aislando anticuz2rpos y
celulas T de un animal singenico inmunizada y midiendo 2l efecto pratector o
terapéuticn en un segundo sujeto.

Un "agent= inmunogénico” o "inmundgena” &s capaz de inducir una
respussta inmunoldgica contra &l mismo a la administracién a un mamifero,
npcionalments en conjuncidn con un adyuvante,

El término "polinuciedtido desnudo” se refiere a un polinucledtido no
complgjadoy  con materiales  coloidalzs. Los  polinucledtidos  desnudos son

alyunas veces clonadas en un vectar plasmido.

El términa "adyuvante" se refiere a un compuesto que cuando es
administrado en conjuncidn son un antigens, aumanta la respuesta inmuns al
antigeno, pero cuando &5 administrado solo no genera una respuesta inmune
al antigeno. Los adyuvantes pueden aumentar una respussta inmune mediante
varios mecanismos incluyzndo reclutamienta de  linfocito, estimulacion de

calulas B y/o T, y estimulacion de macréfagos.
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El término "dosis efectiva” o "dosificacidn efectiva” se define como una
cantidad suficizntz para lograr o al menos lograr parcialmente el efecto
deseado. El término "dosis terapéuticamente efeciva” s2 define como una
cantidad suficiente para curar o al mencs deternsr parcialmente la enfermedad
y sus complicaciones &n un pacients: que a sufre de la enfermedad. Las
cantidades efectivas para aste uso dependsran de la severidad de la infeccion

y el estado general del propio sistzma inmune del paciente.

El tirmino "pacientz" incluyen sujetos humanos y otros mamiferos que

reciben tratamiento profilactico o terapéutico.

La invencién provee anticusrpos o fragmentos d= unidn a antigeno de
los mismos que se unen especificaments a un epitepo que incluy X,EDX: 2n
una protsina amiloide agregada, y que compiten para unién al epitopa que
comprends X, EDX; con p.e., un anticuerpo 2A4, 708, o 8GO, La competencia
entre  anticusrpos  se  detarmina  mediantz  un ensayo en el cual la
inmunoglobulina a prugha inhibe la unidn especifica de un anticuarpo de
referencia a un antigeno camun, tal como AA. Se conocen numerosoes tipos de

enzaycs de unidn competitivoz, por gemplo; radicinmunoensayo directo 5

[y

indirecto en fase sdlida (RIA), inmunosnsays d& enzima directo o indirecto de
fase sélida (EIA), ensayo de competician en emparzdado (ver Stahli ef al,
Mathocls in Enzymology 9:242-253 (1933)); EIA biotina-avidina directa en fase
solida (ver Kirkland et al., J. Immunol. 127:3614-36819 (1926)); ensayo marsado
dirzcto en fase sdlida, ensayo directo de emparedado en fase sdlida (ver
Harlow y Lang, Antihodiea: A Labaratory Manual, Cold Spring Harbor Press
(1923)); RIA dirzcta de marcadaor en fase sdlida usando marcador de 1-125 (ver
Morel et al, Mol Immunol. 25(1):7-15 (1688)); EIA directa d= biotina-avidina de
fase sdlida (Cheung et al, Virology 176:546-552 (1990)); v RIA directo
marcado. (Maldenhausr ef al, Scand. J. Immunol. 22:77-82  (1990)).

Tipicamente, tales ensayos involucran =l uso de antigeno purificado unido a
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una superficie sélida o cslulas que exprasan el antigeno, una inmunoglobulina
de prusba no marcada y una inmunoglobulina de referencia marcada. La
inhibicidn competitiva se mide determinando la cantidad de marcador unico a la
superficie sdlida o células en la presencia de 3 inmunoglobulina de prusba.
Usualments, la inmuncglobulina de prueba ssta presente en aveesc. Los
anticuarpos  identifizados por &l ensayo de competicién  (anticuerpos  eén
competenaia) incluyen anticuspos que se unen al misma apitopo que el
anticuerpa de referencia y anticusrpos que se unen a un epitopn adyacente
suficizntemente présima al epitopo unido por 2l anticuerpo de referencia para
que ocurra  hidrancia  estérica. Usualmente, cuando un  anticuerpo  én
compatencia esta prasente en eveeso, este inhikird la unién especifica de un

anticusrpo de referencia a un antigenos comuan en al menos 50 a 78%.

Un anticuerpo que se une especificamente a una proteina amiloide
significa un anticusrpo que se une a la proteina amiloids con una afinidad de al
menos 107 M Algunas anticusrpos s& unen a la protzina amiloidz con
afinidades entre 103 My 10" M™.

Un anticusrpo que se une especificaments a protzina amiloide agregada tal
como AA agregada sin unirse especificamente a proteina amiloide monomérica
significa un anticugrpo que s= unz a proteina amiloide agregada, tal como, por
gjemple fibrilos (p.e., AA en forma de laminas £ plegadas tal como de un
cadaver de un paciente con Amiloidosis AA o un modelo de animal transgenico)
lzacrita antericrments, y que tizne al menns diez vecss, y usualmente al
menns 100 veces menos  afinidad de  unién  especifica para formas
monoméricas de la proteina amiloide. Por ejemplo, tal anticusrpo podria unirse
a AA soluble con una afinidad de 10° My a placas con una afinidad de menos
de 107 M. La afinidad de= tales anticuerpos para placas es usualments d=
menos  de 107 o 10% M. Tales anticusrpos  son  adicionalmente o

altzrnativamente definidos por intensidad de fluorescencia con relacién a un
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anticuzrpo de control irrelevante (p.e., un anticuerpe o mezcla de anticu=rpos
policlonales a un péptido AA reversdmero) cuando los anticusrpos son
contactados con fibrilos y se evalua la unién mediante marcacidn fluorescente.
La intznsidad de flucrescencia de los anticuerpos que se unen a peptido AA
soluble AA sin unidn a placas asta dentro de un factor de cinco, algunas veces
dentra de un factor de dos, y algunas veces no se pusde distinguir entre el

erras exparimental y el del anticuerpo de control.

Las composiciones o métodos "rque comprenden” uno 6 mas elemantos
enumerados puaden incluir otros elementos no enumerados espacificamente.
Por ejemplo, una composicion que comprende paptido AA abarca tanto un
péptido AA aislado coma un péptide AA como un components de una

secuencia de polipeptida mayor.

i, Enfermedades Amiloidas

1. encralidades y Patogénesis

Las enfermedades amiloides o amiloidosis inzluysn un nimero de
estados de enfermedad que tienen una amplia variedad de sintomas externos.
Estos traatorncs ticnen en comuin la presencia de depdsitos extracelulares
ancrmales de fibrilos de proteina, conosidos coma "depdsitos amiloides” o
"placas amiloides" que son usualments de aprovimadamsntz 10-100 pm de
diametro y estan localizados en drganos especificos o regiones de tejido. Tales
placas estan compuestas principalmente de una proteina o péptido soluble que
se& encuentra naturalmente. Estos depdsitos insolubles estpan compuestos de
agregadcs generalments laterales de fibrilos que son de aproximadamenta 10-
15 nm de didmetro. Los fibrilos amiloides producen una birrefringencia verde
manzana caracteristica n luz polarizada, cuanda son tefidos con colorants

Rojo Congo. Los trastornas =stan clasifizados con kase en los components
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mas importantes de fibrilo que forman los depasitos de placa discutidos a

continuacion.

Los péptidos o proteinas que forman los depdsitos de placa son
usualmente  producidos  de  una  proteina precursora mayor. Mas
eapecificamants, la patogénesis de los depdsitos de fibrile amiloides involucra
genzralmente clivado proteolitico de una proteina precursora "anormal” en
fragmentos. Estos fragmentos generalments se agrzgan en ldminas plegadas f
antiparalelas; sin embargo, s& ha reportado que ciertas formas no degradadas
de proteina precursora se agregan y forman fibrilos en 1a polineurcpatia
amiloide familiar (fibrilos de transtirstina variantes) y amiloidosis relacionada

con didlisis (fibrilos de macroglobulina £2) (Tan, &t al, 1994, supra).
2. Sindromes Clinicos

Esta secaidén proves descripciones de los tipos mas importantes de
amiloidzosis, incluyendo sus composicionss de fibrilo de placa. Es un
descubrimients general de la presents invencién que las enfermedades
amiloides pueden ser tratadas administrando agentes que sirven para estimular
una respussta inmuna contra un components o componentes de los diferentes
depdsitos amiloides especificos ds la enfermedad. Como sz discute en mas
detalla en la seccidn C siguiente, tales componentss son preferiblemente
canstituyentes de los fibrilos que forman las placas. Las siguientes seccionas
sirven para ejemplificar las formas mas importantes de amilsidosis y no

pretendsn limitar la invencion.
a. Amiloidosis AL

La depasicion de amilcide AL =std generalments asociada con casi

a
cualquier discrasia del linage de linfacito B, rus varia desde malignancia de
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zlulas de plasma (mizloma maltipls) a gammapatia monoclonal bhenigna. En
momentos, la presencia de depdsitos amiloides puede ser un indicadar primario

de la discrasia subyacente,

Les fibrilos de depdsitos amileides AL estan compusstos de cadenas
ligeras de inmuncglobulina monoclonales o fragmentos de las mismas. Mas
especificaments, 10s fragmentos son derivados de la regidn N-terminal de la
cadena ligera (kappa o lambda) y contisnen todo o parte del dominio variable
(VL) del mismo. Los depdsitos se encusntran generalmant2 en los tejidos
mesanqguimaticos, causando neuropatia periférica y autonémica, sindrome del
tunel carpiano, macroglosia, cardiomiopatia restrictiva,  artropatia  de
articulaciones grandes, discrasias inmunes, mislomas, asi como discrasias
ocultas. Sin embargo, se debe notar que casi cualguier tejido pusde estar

involucradsa, particularments érgancs viscerales tales como &l corazon,

3. Amiloidasis Sistémicas Hereditarias

Ezisten muchas formas de amiloidosis sistémicas hereditarias. Aunique
son condiciones relativamente raras, 1a aparicién de sintomas en el adulta y
sus patrones herzdiatarios (usualment: dominante autosomal) conduce a la
persistencia de tales trastornos en la poblacién general. Generalments, los
sindromes son atribuibles a mutaciones puntiales en la proteina precursora que
conduce a la proaduccién de péptidos o proteinas amiloidogénicas variantes. LLa
Tabla 2 resume la composicidn de fibrilo de las formas gjemplares dz estos

trastornos.
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Proteina/péptida de fibrilc

Variantz gendtica

Sindrame clinien

Transtireting  y  fragmentos | Met20, muchos otros Palineuripatiza amiloide

(ATTR) familiar (FAP),
(principalments NENVIos
periféricos)

Tranatireting  y  fragmentoz | Thrdd, AlaG0, Serdd, Met1 11, | Participacian cardiaca

(ATTR)

le122

predominant sin neuropatia

Fragmenta  H-terminal  de

Apcliproteina AT (apoAl)

Arg2a

Polineuwropatia amiloide
familiar (FAR),
(principalments Nervios

perifércos)

H-terminal  de
Apoliproteina AT (apodl)

Fragmants

Arg2é, Arga, Arghn, airas

Tipo Cstertag, no neuropatica
(principameante  participaciin

visgeral)

Lizozima (Alys)

Thrbe, Hise7

Tipo Qatertag, no neuropatica
(principament2  participacién

visceral)

Fragmanto d= cadena o de

fibrégena

Leu 554 Val 826

Tipo Qstertay, no neuropsatics
(principaments  participacidn

visceral)

Fragmento  ds

(age)

gelzoling

Azn127, Tyr1a7

Hewropatiz  crarzal con

distrofiz cdrmea 2n enrejado

Fragmento C de cistating

Slua3

Hemarragia carabral

hereditaria (anginpatia
amiloide  cerebral) - tipo

islandesa

Froteina p-amilaide (AD)
darivada de Proteina

Frecursora Amiloide (APP)

SINEH3

Hemarragia cerebral

herzditaria (2nginpatia
amiloide  cershbral) - tipo

alemana

Frotsina ~amitoide (AJ)
derivada de Prateina

Przcursora Amiloide (APP)

le717, Fhe717, Gly717

Erfermadad  de  Alzhsimear

familiar

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

94



69

Proteina f-amiloids (AR) Asn&70, Leud71 Dermizncia Farviliar -
derivada ds Froising znfermedad de  Alzheimer
Frecursora Amiloide (APF) probable

Fraoteina  del pridn (PrP) | Leutd2,  Val197,  Azni72, | Enfarmedad de  Crautzfeldt-
derivada  de la proteina | Lys200 Jakob Familiar, sindroms de
precursora de Prieoinzercidn Gerstman-Str

51-91 Aussler-Scheinker

(encefalopatias
espongifonmes  herediratias,

enfermedades del prion)

AA deorivads de proteing A Fialre Meditarrdnza Familiar,

amiloide &n suers (ApoSEA) participacién  renal  principal

(recesiva autosomal)

AL derivada de protzina A Sindrome de Muchlz-Well,
amilnide =n suard (ApoSSA) nefropatia, sordera, uricaria,

dalor de miembros

Dezconacida Cardiomiapatia con  paralisis

auricular persistents

Dezoanocida Depéaitos cutinens (bullosos,
papularzs, postulo dérmicos)

Los datos proporcionados &n la Tabla 2 son gjemplares y no
pretendenlimitar el alcance de la invencidn. Por gjzmplo, s= han descrito mas
de 40 mutaciones puntuales separadas =n el gen transtirztina, todas las cuales

dan lugar a formas clinicaments similares de polineuropatia amiloide familiar.

La transtiretina (TTR) &s una prateina de 14 kilodalton gue también es
refzrida algunas veces como prealbimina. Es producida por el higado y el
plexo coraideo, y funciona en al transporte de hormaonas tiroides y vitamina A
Al menos B0 formas variantes de la protzina, cada una caractarizada por un
sold cambio de amino  Aacido, son responsables de varias formas de

polineurspatia amiloide familiar. Por sjempla, la sustitucién de prolina por
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leucina en la posicidn 55 produce una forma particularmente progresiva de
neuropatia; la sustitucién de metionina por leucina en la posicidn 111 produjo
una cardiopatia severa en pacientes daneses. Los depdsitos amiloides aislados
de tejido cardiaco de pacientas con amiloidosis sistémica han revelado que los
depisitos estan compuestos de una mezcla hetzrogenza de TTR y fragmentos
de la misma, colectivamente refaridos como ATTR, cuyas s=cuencias de
longitud total han side caracterizadas. Los componentes de fibrilo ATTR
pueden sar svtraidos de tales placas y su estructura y secuencia determinada
de acusrdo con los métoados conocidos en la téenica (p.e., Gustavsson, A, &t
al., Laboratory Invest. 7% 703-708, 1995 Kametani, F., et al, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 125 822-225, 1934 Pras, M., et al, PNAS 30: 53%9-42,
1983).

Las personas que tienen mutacionss puntuales en 1a molécula de
apolipoprotsina Al (p.e., Gly — Arg2&; Trp — Args0; Leu — Argi0) exhiben
una farma de amiloidosis (“tipo Ostzrtag") caractzrizada por depdsitos de 1a
protzina apolipoprotzina Al o fragmentos de la misma (AApo Al). Estos
pacientes tienen nivelss bajos de lipoproteina de alta densidad (HDL) vy

presentan una neuropatia periférica o falla renal.

Una mutacién =n la cadena alfa de la enzima lisozima (p.=., lle —Thr56
o Asp — Hish7) es la hase de otra forma de amiloide eherzditario no
neurapatico tipo Qstertag reportado en familias inglesas. Aqui, los fibrilos de la
proteina de lisazima mutante (Alys) =stan depositados, y los pacientzs exhiben
generalmente funcién renal deteriorada. Esta proteina, a diferencia de |
amayoria de las protzinas que formam fibrilo aqui descritas, =sta usualmente
presents en forma entera (no fragmentada) (Benson, M.D., =f al. CIBA Fdn.

Symp. 19%9 104-121, 1991),
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El péptido f-amiloide (AR) es un péptido de 29-43 amino acidos derivado
por protadlizis de una proteina grande o nnorlda como protzina precursora beta
amiloide (FAPP). Las mutaciones =n la BAPF ;.-mu.hmen formas familiarzs de la
enfermedad  de  Alzheimear, sindrome de Down y/o demencia  senil,
caractzrizadas por 1a deposicidn cerebral de placas compueastas de= fibrilos ARy
otros componentes, que se describen en mas detalle a continuacién. Las
mutaciongs conocidas en APP asociadas con la enfermedad de Alzheimer se
encusntran praximas a los sitinos de vlivado de secretasa f oy, 0 entre AR, Por
gjemplo, la posicidn 717 esta pravima al sitio de clivado de secretasa y de APP
2h su procesamianto a AP, y 1as posiciones 670/671 estan préximas al titio de
clivado de secretasa P, Las mutacionss en cualquiera de estos residuos
pusden producir enfarmedad de= Alzheimer, presumiblamente causando un
aumenta en la cantidad del amino acido 42/43 del AR generado del APP. La
estructura y sacuencia de péptidos AR de varias longitudes son bien conocidas
&n la técnica. Tales péptidos 3e pusden preparar de acuerdo con métodos
conccidas en la tienica (p.e., Glenner y Wong, Biochem Biophys. Res. Camm.
1280 B85-300, 1984, Glenner y Wonyg, Biochem Biophys. Res. Comm. 122
1121-1125, 1954). Adicionalmentz, varias formas de los péptidos  estan

disponibles comercialmente.

La sinucleéina &3 una proteina asociada con la sinapsis que 2 aemeja a
una alipoprotzina y is es abundante en el citosol neuronal y en los terminales
presinapticos. Un fragmento de péptido derivadn de 1a a-sinuclzina, llamado
NAC, también 2s un componente de placas amiloides de la enfermedad de
Alzhsimer, (Clayton, et al., 1903). Este componente ambién sirve como un
objetive para tratamientos inmunclégicamente basados de la presente

invencién, como se detalla mas adelante.

La gelsolina INA proteina de unién a calcio qua se une y fragmenta

los filamentos de actina. Las mutaciones en la posicién 187 (p.e., Asp — Asn;
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Asp — Tyr) de la proteina producen una forma de amiloidosis sistémica
heraditaria, usualmesnte sncontrada 2n pacizntes de Finlandia, asi como
personas de origen Aleman o Japonés. En individuos afectados, 103 fibrilos
farmados de las fragmentos de gelsolina (Agel), consiste usualmente de los
amino acidos 173-243 (fragmento carkoxiterminal de 52 kKDa) y se depositan en
lng vaanz zanguinaas y las membranas basales, produciznda distrofia cdmea y
neuropatia cransal qua2 progresa a neuropatia periférica, cambias distréficos de
la pial y deposicidn &n otros érganos. (Kangas, H., &t al. Human Mol. Genet.
5(9): 1227-1242, 1993).

Otras proteinas mutadas, talzs como la cadena alfa mutantz de
finrinédgeno (AfibA) y la cistatina © mutantz (Acys) también forman fibrilos y
producen trastormos hetreditarios caractzristicos. Los fibrilos de AfibA forman
depdsitos  caracteristicos  de  un  amiloide  hereditario  no  neuropatico
caracteristica con enfermedad renal; Ins depdaitos Acys son caracteristicos de
una angiopatia amiloide  cersbral  hereditaria  reportada en Islandia.
(Isselbacher, et al., Harrison's Principles of Intzrnal Medicine, MeGraw-Hill, San
Francisco, 1995 Benson, et al, supra). En al menos algunos casos, los
pacientes con angiopatia amilnide cerzbral (CAA) han mostrado tener fibrilos
amiloides que contienen una farma ne mutante de cistatina C &n conjuncion
con beta protzina. (Nagai, A., =t al. Molez. Chem. Neuropathol. 33: 62-73,
1998).

Ciertas formas de enfermadad del prién son ahora consideradas
heritarias, que equivalen hasta el 15°% de los casos, que se pensaba
previamants que eran de naturaleza principalmente infecciosa. (Baldwin, et al.,
in Research Advances in Alzheimer's Disease and Related Disorders, John
Wiley v Sons, New York, 1995). En tales trastornos del prién, los pacientzs
desarrollan placas compuestas de isoformas anormales de la proteina del pridn

normal (PrP%). Una isoforma mutants pradominants, PreSe, tamhién refarida
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como AScr, difizre de la proteina cezlular normal en su resistencia Ia

W

degradacion Je proteasa, insolubilidad después de la extraccidn de datergents,
deposicidn en lisosomas sacundarios, sintesis post-transduccional, y alto
conteido d= placa plegada . Se ha establecido el enlace genético para al
menos cinca mutaciones que producen enfermedad de Creutzfeldt-Jacob
disease (CJD), sindrome  de  Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), =
insomnio familiar fatal (FFI). (Baldwin) Los métodos para extraer péptidos de
fibrile de los fibrilos scrapie, determinando secusncias y haciends tales
péptidos son conocidos en la téonica. (p.e., Beekas, M., =t al. J. Gen. Virol. 76:
2567-78, 1995).

Por ejemple, una forma de GSS ha estado ligada a una mutacion PrP en
gl coddn 102, mientras que el GSS telenaefilico se segrega con una mutacian
en el coddn 117, Las mutacionzs en los codones 198 y 217 praducen una
farma de 3S3 en la cual las placas neuwriticas caractaristicas de la enfermedad
de Alzheimer contiznan PrP en lugar de péptida Ap. Ciertas formas de CJD
familiar han sido asociadas con mutaciones en los codones 200 y 210; las
mutaciones en los codongs 129 y 178 se en encontrado en CJD familiar y FFI.

(Baldwin, supra).

c. Amiloidosis Sistémica Senil

La deposicidn amiloids, ya sea sistémica o focal, aumenta con la edad.

FPor gjemplo, los fibrilos de transtirstina tipe salvaje (TTR) se encuentran
comunments =n &l tejida del corazan de individuos ancianos. Estos pueden ser
asintomaticos, clinicamente silenciosas, o puaden producir falla cardiaca. Los
depdsitos focales fibrilares asintomaticos se pueden encontrar también en el
cerebro  (AR), cuerpo amilaceo de la prostata  (microglobulina  ApB.),

articulacionss y vesiculas seminales.
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d. Amiloidaosis Cerebral

La deposicidn local de amiloide =s comian en el cerzbro, particularmente en
individuos ancianas. El tipo mas fracuente de amiloide en el cerebro esta
compuesto principalments de fibrilos de péptido AR, que producen demencia o
enfermeadad de Alzheimer esporiadica (no heraditaria). De hecho, la incidzncia
de enfermedad de Alzheimer esporadica ewceds 2n gran medida las formas
que muestran ser hereditarias. Los péptidos de fibrilo que forman estas placas
son muy similares a los descritos anteriormente, con referencia a las formas

hereditarias de enfermedad de Alzheimer (AD).

&, Amiloidosis relacionada con Didlisis

Las placas compuestas de fibrilos de microglobulina B2 (AR-M) se
dezarrollan comanmente en pacizntes que reciben hemaodialisis a largo plazo o
didlisis peritoneal. La microglobulina fz =s un palipéptido de 11.€ Eilodalton y es
la cadena ligera de los antigenos MCH Clase |, que estan presentes en todas
las  células  nucleadas. Bajo circunstancias  normales, es  separada
continuaments d= membranas celulares y s normalments filtrada por 2l rifdn.
La falla n la depuracion, tal como en =l caso de la funcidn renal detzriorada,
conduce a la deposicidn en &l rifdn y otros sitios (principalmente tejidos dz las
articulaciones ricos en colageno). A difzrencia de otras proteinas de fibrilo, las
moléculas de ARzM estan gensralments presentzs en forma no fragmentada 2n

los fibrilos. (Benson, supra).

f. Amiloidosis derivada de Hormona

Los  drgancs  endoarinos  pusden  albergar  depdsitos amiloides,
particularmentz en individuos ancianas. Los tumorss que secretan hormona

tambi&n puzden contener placas de amiloide derivadas de hormona, Ios fibrilos
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que son preparados de hormonas de polipgptide tales como  caleitonina

—_

carcinoma madular de la timides), polipéptido amiloide del islote (amilina; que
3¢ encuentra en la mayoria de los pacientes con diabetes Tipo |l), y péptido
hatriurétice.  auricular  (amiloidlosis — auricular  aislada), las  secuencias vy

estructuras de estas proteinas son bien conacidas &n la técnica.

q. Amiloidosis Miscelaneas

Existe una variedad de otras formas de enfermedad amiloide que se
manifizstan normalments como depdsitos localizados de amiloide, En genzral,
estas  enfermedades son probablemente el resultado de la produccidn
localizada y/o la falta de catabwlismo de los precursores de fibrilo especificos o
una predisposicidn de un tejido particular (tal como la articulacidn) para la
deposicion de fibrile. Ejemplas de tal deposicidn idiopatica incluys amiloide AL
modular, amilaide cutaneo, amiloide endocring, y amiloide relacionado con
tumor.

I, Enfermedades Amiloides AA

La amiloidosis AA, inicialments llamada amiloidosis secundaria o
reactiva pormue se desarrolla secundaria a una enfermedad preesistents o
coexistente. Tales enfermadades incluyen, pero no se limitan a enfermedades
inflamatorias, tales como artritis reumataoids, artritis juvenil crénica, =spondilitis
anquilosants, soriasis, artropatia soridtica, sindrome de Peiter, Enfermedad de
Still del Adulto, sindrome de Behezt, y enfaermedad de Crohn. Los depasitos AA
tambhién son producidos como resultado de infeccionss microbianas crénicas,
tales coma lepra, tuberculosis, bronquidctasis, Glieras por declbits, pizlonefritis
crénica, osteomielitis, y enfemadad de Whipple. Ciertos neoplasmas malognos
tambicn pusden producir depdsitos amiloides de fibrilo AA. Estos incluyen

convliciones tales coma linfoma de Hodghkin, carcinoma renal, carcinomas del
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intesting, pulmén y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, y leucemia de
célula vellosa. La enfermedad amiloide AA tamhién puede resultar de
enfermedades inflamatarias hereditarias tal como Fiebre Maditerrdnea Familiar.
Adicionalmentz, la enfzrmedad amiloide AA puede resultar de transtornos

linfoproliferativos tales como Enfermedad de Castleman.

1. Enfermedades Inflamatarias Asociardas mon Amiloidozis AA

La artritis  reumatoide &3 una  enfermedad  sitémica  crdnica
principalments de las articulaciones. Los sintomas de la artritis reumatoide
estdn marcados por cambios inflamatorios en las membranas sinoviales y
estructuras articulares (articulacionss) y por atrofia y rarefaccidn (la densidad
del hussa disminuye) de los huesos. En estados tardios de artritis reumatcide,
se desarrclla derformidad y anquilosis (inmovilidad de la articulacidn). Un
modzlo de  artritis reumatoide  puede ser inducido  en ratones o ratas

administrando aoldgeno tipo I en adyuvants de Freund completo.

La artritis juvenil cranica viene en muchas formas; siendo la mas comun
la artritis reumataide juvenil. Puede courrir en nifos a cualguier edad, pero
aparsce primsro mas cominmente entre las edades de los 2y 6 afos. Hay &
tipos principalas o= artritis reumatoide juvenil, a saker, artritis pauciarticular,
artritis poliarticular, y artritis sistémica (tambign conocida coma enfermedad de
Still). La artritis pauciarticular afscta tipicamante 4 o menas articulaciones,
usualmeants las mas grands=s tales comao las rodillas. Puede estar acompanada
por rigidzz, cauzando cojera en el nido. La artritis poliarticular  esta
caracterizada por afzctar 5 o mas articulaciones, mas comiunmente las
articulaciones mas pequenas de las manos y los pies. Los nifins con arthritis

poliarticular usualmente tienen una forma Mas severa de la =nfermedad. La

artritis  sisiémica esta caracterizada por inflamacidn de la articulacion en

combinacién con fiebre y un salpullido resado. Las articulaciones pueden no
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empezar a inflamarse hasta algunos mesas 0 afos después que empiezan las

)

fiebres. También puede afectar drganos internos tales como el higado,
corazén, bazo y ganglios linfaticos, y 1a anemia es comun. Mientras que |a
artritis sitémica tiene a aplacarss a decisidn propia, un pequeno porcentajz de

estos ninos pueden tener artritis severa que continua en la adultez

La eapondilitis anquilosant= 25 una enfermedad reumatica que causa
artritis de la columna y articulacionss sacroiliacas y pusde causar inflamacién
delos njos, pulmones y vavulas cardiacas. Varia desdz episodios intermitentas
de door dz espalda que ocurren durante la vida a una enfermedad crdnica
severa que ataca la columna, lag articulaciones periféricas y otros 6rganos
corparales, produciends rigidez severa de articulaciones y espalda, pérdida de

macidn y defarmidad a medida que pragresa la vida.

La soriasiz s una dermatosis eacamosa, crdnica comun marcada por
exacarbacién y remisiones y que tiene un patran heraditario poligénico. Los
sintomas de la soriasis estAn marcados por la presencia de parches
escamosos 32008 redondeados de diferentes tamaios, cubiertos por escamas
blancas plateadas o blancas grisdceas que ti=nen una pradileccidn por
superfisies  extensoras, ufas, cuero  cabellude, genitales y la regidn

lumbosacra.

La artropatia saoriatica =5 un trastorno en el cual la soriasis esta enlazada
con el desarrallo de la artritis. El trastorno pusds ser exhibida en una variedad
de formaz. La artritis 25 genzralments leve e involucra solaments unas pocas
articulacicnes. En unos pocos  pacientes, la enfermedad es severa vy
usualmente afecta los dedos y la columna. Cuando se afecta la columna, los

sintomas son mucho mas come los de la espondilitis andquilosante.
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El syndrome de Reiter &5 un grupo de sintomas que consistzn de artritis,
uretritis (inflamacion del tracto urogenital), conjuntivitis (inflamacidn del forro del
0jo), y lesionzs de la piel y membranas mucosas. El syndrome de Raitzar es
tambi2n referido como artritis reactiva; que significa que la artritis ocurre como
una "reaccidn” a una infeccidn que empezd &2n algdn lugar en el cuerpo. La
chlamydia trachomatiz e3 la bactsria mas usualmente asociada con el
sindroms de Reiter adquirida por eontacto serual. Varias bacterias diferentes
estan asociadas con el sindrome de Reitsr adquiride a través del tracto

digestivo, incluyenda Salmonella, Shigella, Yersinia, y Campylobactar.

La enfermedad de Still d=l Adulto, también llamada Enfermedad de Still
dezl Adulto es una condicién inflamatoria rara que ataca drganos internos,
articulaciones y otras partes del cu=zrpo. Puzsde aparecer y desaparzcer

repentinaments. En muchos casos severos, la enfermedad de Still del Adulto

9

& vuslv: crdnica y edremadaments debilitante, causando dolor terrible y
rigidez. Despuds de muchos afios, la enfermedad inutiliza drganos vitales tales

como &l corazdn y los pulmones

El sindromz de Beheat &5 un trastorno de multisisteama que s presenta
con ulceraciones orales y/o genitales recurrentes, uveitis crénica con recaida
que pueds causar ceguera y deterioros neurolégicos. Se caracteriza por 4
sintomas importantes: Olceras aftosas orales, lesiones de pisl, sintomas
aculares, y ulaeracionss genitales, y ocasionalments por inflamacidn en tejidos
y érganos 2n todo el cuernpo, incluyendo el tracto gastrointestinal, sistema
nerviosn central, sistama vascular, pulmones, y rifones. La artritis del sinfrome
de Behest e3 usualmente intermittente, auto limitada, no deformante vy

localizada en las rodillas y tobillos.

lLa enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamataria granulomatosa

crénica (cierpo o crecimiento del tipo grane pequeiic) gue involucra cualquier
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parts del tracto gastrointestinal desde la boca al ano; pero involucra
comunmente 2l ileo (las tres quintas partes del intestino delgado) con
cicatrizacidn y engrasamientn de la pared intsstinal. Los sintomas de la
enfermedad d= Crohn incluyen la presencia de diamea crdnica, sonidos
intzstinales aumentados, calambres, posiblemente evidenciados por pérdida de

peso y aversidn a la comida.

2, Enfermedades de Infecoidn Microldana Cronica Asociadas con
Amiloidosis AA

La lepra a3 una enfermedad infecciosa caracterizada por Glceras de piel
desfigurantes, dafo de nervio periférico, y debilitamientd progresivo. La lzpra
&5 cauzada por &l organismo My cohacterium lepras, que no &s muy contagioso
y tisne un largo periode de incubacidn. La lepra tiene dos formas comines,
tuberculoide y lepromatasa. Ambas formas producen Ulceras en la pigl, pero la
forma lepromatasa 2s la mas severa, produciendn grandes nodos desfigurantas
(bultos y ronchas). La lepra eventualmente causa dafo neuroldgico periférico.
Los pacientes con lepra de largoplazo pueden perder &l uso de sus manos o

pies debido al dafc repetido resultante de la falta de sensacion.

La tuberculosis =3 una infeccién bactzriana contagiosa causada por

Mycobacterium  tuberculozis. La  enfermedad  estd caracterizada por el
desarrollo de granulomas (tumoras granularss) en los tejidos infectados. Los
pulmones estan  principalmente  involucrados, pero la  infeccidon  puede

diseminarse a otros drganas.

La bronquigctasis s una destruccidn anormal y dilatacién de las vias
aéreas impartantes. La bronquiéctasis =s usualments causada por inflamacian
o infeccidn recurzrrents de las vias aérzas. Una hactaria clasica que se ve en

pacient=s  con  bronquigctasis €3 Pseudomonas  asruginosa, que es
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notoriamente dificil de erradicar. Las infecciones repetidas de las vias aereas
por esta bacteria pueden conducir a la colonizacidn de los bronquios por este
arganismo, 1o que pradispons a tales personas a nsumonias Pseudomonal

pneumonias, 1o que requisrs de antibidticos especiales para tratamiento.

La Glcera por decibito también conccidla como dlcera por prasidn o
llagas, =5 una ulceracidn Jde 1a piel y tejidos subyacentzs causada por prasidn
prolongada sobre 2l area afectada. Empiszan como piel enrgjecida, pero
empeoran progresivamente, formande una ampolla, luego una llaga abierta y
finalmente  un  crater.  Estas  uleceraciones  ocurren  usualmente  sobre
prominencias hussudas tales como como talones, area del coxis d= las nalgas

y part= posterior de la cabeza.

La pizlonefritis crénica es una infeccion del riddn y los uréteras (ductos
que llevan la orina desde el rifidn). La pielonefritis ocurr: mas usualmente
coma resultads de una infsecian del tracto urinarin, particularmente @n la
presencia de ratraflujo de arina ocasicnal o persistents desde |3 vejiga en los

urdteres o pelvis renal.

La osteomielitis &5 una infeccidn dsea aguda o crdnica causada
usualmente por bacterias. Usualments la infeccidn inicia en otra parte del
cuerpo y se disemina al huasc mediantz la sangre. Cuando =l hueso esta
infectads, se produce pus dentro del hueso, lo que pueds producir un abeeso.
El abcesa priva entonces al husso de su suministro de sangre. La osteomielitis
cranica rzsulta cuando =l tgjido dseo muers como resultado de 1a pérdida del
suministrao de sangre. La infeccidn crdnica puede persistir intermitentemants

por anos.,

La enfermsdad de Whipple es una condicién rara que causa la absaocrién

inadecuada de notrientes desds =l tracto intzstinal debido a la infeccidn dzl
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intesting. Es causada por 1la bacteria Trophenyma whippelii. Los sintomas
incluyen diamrea, sangrado intestinal, dolor abdominal, pérdida del apetito,
perdida de peso, fatigua, y debilidad. La artritis y a fiebre usualments ocurren
d

pazcientes pusden experimantar sintomas neurclégicas también. El diagnédstico

varios afnns antes 5= desarrollzn los sintomas intestinales. Los

wn

(2l

U

a

se hasa en los sintomas y los resultados de una biopsia de un tejido del
intzsting Dalgade u otrog drgancs que estan afectados. Cuando 32 reconoce y
3¢ trata, la enfermedad de Whipple puede ser usualmente curada. Sin

tratami=nto, la condicion s usualments fatal.

3 Neoplasmas Malignos Asociados con Amiloidosis AA

El linfoma de Hodgkin &s un cancer del tejido linfatico encontrado en los
ganglios linfaticos, bazo, higadao, y médula espinal. El primer signo de este
cancer es a menudo un glanglio linfatico agrandado. La enfermadad se pueds
diseminar a glandulas linfaticas cercanas y lusgo 32 puede diseminar a los

pulmones, higado o meédula espinal.

Un carcinoma renal s un cancer de rifidn. Las celulas cancerosas se
encuentran en &l recubrimiento de tabulos =n &l rindn. El primer sintoma es a
menuda sangre en la arina. Algunas vecss ambos rifiones estan involucrados.
El cancer se disemina faciiments, mas a menudo a los pulmones y otros
drganas. El carcinoma de célula renal es el tipo mas comuan de cancer de rifidn
seguido por carcinoma de célula renal papilar, carcinoma de célula renal
cromofoba y carcinoma renal de ducta de recoleccion. Aproximadaments el §%
del carcinoma renal no esta clasificado debida a que su apariencia no encaja

en ninguna de las otras categorias.

Los carcinomas del intesting incluysn cdncerss gastrointestinalzs tales

como colorrectal, pancreatico, de estémago y esofagico. El cancer colorrectal
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cancer que inicia en el intestino grueso al recto. Casi todos 0s canceres
colorrectales empizzan como pélipos benignos que, durante un perindo de
muschos afioz, s= desarrollan en canceres. La mayoria de los casos de cancer
colorrectal no tienen sintomas. El cancer pancredtica s una malignancia del
pancreas. Las sintomas incluyen daolor abdominal, pérdida de apetito, pérdida
de pesoa zignificativa = ictaricia indelora. El cancer de estdmago, también
llamaclo sancer gastric, se pueds desarrcllar =n cualquisr parte del astémago y
puede diseminarse en &l astébmago y a otros drganos; particularimente el
esafagn y el intesting delgada. También se puede diseminar, a través de la
pared estomacal, a glandulas linfaticas cercanas y organos tales como el
higado, pancreas, y los pulmones, o a organos distantss tales como glandulas
linfaticas por encima de la clavicula, =l colon y los ovarios. El cancer de

estémage es a manudo asintomatico. El cdncer esofagico es malignancia del
esdfago. Los sintomas incluyen disfagia (dificultad para tragar), door y pérdida

de peso sustancial.

Los carcinomas del pulmén son un cancer de 1oz pulmones
caracterizado por la presencia de tumores malignos. Hay dos tipos principales
i

de célula pequeda. Los sintomas dependszn dzl tipo de cancer especifico, pero

o
C[-

cer pulmén: cancer de pulmén de célula no pequeia y cancer de pulman

muchos puedsn incluir tos arénica, expectorar son sangre, falta de aliento,

silbidas, dolor de pecha, pérdida del apetito, pérdida de peso y fatiga

Los carcinomas del tracto uragenital incluyen pero na se limitan a cancer
de prostata, cancer de vajiga, cancer endometrial, cancer cervical y cancerde
ovario. El cancer de prostata involucra un crecimiento de rumor maligne dentro
de la glandula prostatica. Los sintomas pueden incluir miceidn frecuente,
difisultad para iniciar y mantzner una corriente de corina estable, sangre en la
crina, micciin dolarasa, difizultad para lograr la efeccién o eyanulacian

dolornsa. El cancer de vejiga se refiere a cualquiera de varios tipos de
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crecimientos malignos de la vejiga urinaria. Los sintomas incluy2n sanqgre en la
orina, miccién frecuents, miccién dolorosa, y urgencia urinaria. El cancer
endometrial invalucra crecimients canceroso del endometrio (recubrimiento del
atera). Ocurre principalmente después de la menopausia, y se prasenta con
sangrado vaginal. El cancer cervical es una malignancia de= la carviv, Las
etapas iniciales del cancer cervical pusdsn ser completaments asintomaticas.
El sangrado vaginal puede indicar [a presencia de malignancia. En etapas
avanzadas, la metastasis puade estar presents en el abddmen, pulmones o en
alguna otra parte. El cancer de ovario 3 un neoplasma maligno de los ovarios.
Los sintomas del cancar de ovario son a menuda vagos y no especificns, que
incluyen incomedidad abdominal infericr vaga, sentido de pesadez pelvica,
ciclo menstrual anormal, sangrado vaginal, ganancia o perdida de peso,
sintomas gastrointestinales no especificas. Canceres de ovario, células de
cancer separadas que usualments se implantan en el Gtero, vejiga, intestino y
recubrimi=nto de la pared intestinal. Estas células de cancer pueden empezar a
forma nuevos cracimientos de tumor antes que &l cancer sea incluso

sospechado.

El carcinoma de célula basal es un tumor de piel de crecimiento lento
qu= involucra cambios cancerosos en las células de pisl basales. Los sintomas
incluyen lesiones de piel localizadas en la cara, orgja, cuello, pecho, espalda o
cuero cabelludo; vasos sanguineos visiblzs =n la lesion o piel adyacente; y
llagas persistentes que no sanan. Este cancer usualmente permanence local y
casi nunca se disemina a partes distantes del suerpo, pero puede continuar
creciendo & invadir tejidcs y estructuras cercanas, incluyendo nervias, hussos y
cerebro. La leucemia de célula vellosa &s un cancer de linfocitos (s2lulas B)
que conduce a bajos contsos sanguiness. La enfermedad es causada por
células B de forma ancrmal con proyecciones similares a cabello. Los sintomas

son usualmente vagos. Los bajes contzos sanguineos causados por la
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lzucemia de célula vellosa pueden conducir a infecciones, fatigua, y sangrado

exXCaSIVO.

4. Enfermedad Inflamataoria Heredada Asociada con AA

La Fiebre Mediterranea Familiar =s un trastorno heredado causado por
fishrz = inflamacién recuments, que a menudo involucra el abdomen o 2l
pulmdén. Los sintomas incluyzn inflamacidn en &l recubrimiento de la cavidad
abdominal, cavidad toracica, pi=l, o articulaciones, junto con altas fiebres que
tienen pico usualmente en 12 a 24 haras, Los ataques pueden varar 2n
sevaridad de los sintomas, y las perzonas usualments no tienen sintomas entre
los atagques. Esta enfermedad es muy rara. Los factores de riesgo incluyen una
historia familiar de Fiehre Maditzrranza Familiar o que tienen ancestros

Mediterraneos.

. Trastornos linfoprolifsrativos Asociados con Amiloidosis AA

La enfermadad de Castleman es una forma de trastorne linfoproliferativo
caracterizado por la presencia de hiperplasia de glandula linfatica gigante con
infiltracidon de célula en plasma. Los pacientes con enfermadad de Castlzman
comunmante tienan fiebre, anemia, hipargammaglohulinemia, y un aumento de
las concentracionss en susro de proteinas reactivas en fass aguda, todas las
cuales =stan adscritas a la gran cantidad de IL-6 producida en los ganglios

linfaticos.

V. Amiloide A &n suero

1. Amiloide A =n Susre Humano
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El Amiloide A en susro (SAA) es &l precursor circulante de proteina A
amiloide, &l componente fibrilar de las depdsitos amiloides. Los estudios
estructurales mastraran que 1a SAA humana =3 hetzrogénea y representa una
familia de genss SAA polimérficas y productas de proteina. La superfamilia del
gen SAA comprends un grupo de genes intimamente ligados localizados a 11p
151, Veer Sellar, GO &t al. Genomics 19 221-227 (1994). Se han descrito los
cuatro genes SAA en humanas, Las secuencias de amine Acide de protzinas
representativas codificadas por los cuatro genes SAA se ilustran en la Figura 1.
Dos genes (SAAT ) SAAZ) condifican la amilnide A en suero en fase aguda (A-
SA4) y son inducidas de manera coordinada en respuessta a la inflamacidn. Los
S5AAT vy SAAZ comparten 95% de identidad de secuencia en regiones
coddificantes y no codificantes. Hay isoformas alfa, beta y gamma de SAA1 e
isoformas alfa y beta de SAAZ humana ilustradas por las Figuras 15 y 19, El
SAA3 &s un seudogen. SAA4 codifica SAA constitutiva y s minimamente
induciblzs, Ver Cunnane G. Baillicre 's Clin. Rheumatol. 13(4): 815-822. Todas
las moléculas SAA/AA humarnas contienen una secusncia de tetrapéptido de
unidn a calcio tedrica, Gly-Pro-Gly-Gly, de posible importancia para la auto
agregaciin y con mitades extrafibrilares de amiloide en la fibrilogénesis. Ver
Fykse, E.M. et al. Biochem. J. 256:973-920 (1933) y Turnell ef al. Mol. Eiol.
Med, S:337-407 (1938). La poreidn N terminal de SAA/AA es fuertemente
hidrofébica, probablementz de importancia para la auto agregacidn y otros
componentes de los depdsitos amiloides. Ver Hushy et al. Clin. Immunaol.
Immunopathal. 70(1):2-9 (1994). La secuencia de cada isoforma d= AA y su
relacion con sus isoformas SAA carrespondientes se ilustra en las Figuras 2-5.

Por ejempla, 1a isoforma alfa de SAA1 humana tiens 1a secuencia:

HzN-Met-Lys-Leu-Leu-Thr-Gly-Leu-Val-Phe-Cys-Ser-Leu-Val-Leu-Gly-Val-Ser-
Ser-Arg-Ser-Phe-Phe-Ser-Phe-Leu-Gly-Glu-Ala-Phe-Asp-Gly-Ala-Arg-Asp-Met-
Try-Arg-Ala-Tyr-Ser-Asp-Met-Arg-Glu-Ala-Asn-Tyr-lle-Gly-Ser-Asp-Lys-Tyr-
Phe-Hiz-Ala-Arg-Gly-Asn-Tyr-Asp-Ala-Ala-Lys-Arg-Gly-Pro-Gly-Gly-Ala-Try-Ala-
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Ala-Glu-Val-lle-Ser-Agp-Ala-Arg-Glu-Asn-lle- GIn-Argy-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-
Glu-Asp-Ser-Leu-Ala-Asp-Gln-Ala-Ala-Asn-Glu-Try-Gly-Arg-Ser-Gly-Lys-Asp-
Pra-Asn-His-Phe-Arg-Pro-Ala-Gly-Leu-Fro-Glu-Lys-Tyr-OH (SEQ 1D NO:1).

AA, que e3 el fragmenta protenlitico de SAA, &3 también heterogeneo. El
peptide AA humana predominants consiste de 76 amino acidos. Un 2jempla de

AA tiene la secuencia;

HzN-Arg-Ser-Phe-Phe-Ser-Phe-Leu-Gly-Glu-Ala-Phe-Asp-Gly-Ala-Arg-Asp-Met-

Try-Arg-Ala-Tyr-Ser-Asp-Met-Arg-3lu-Ala-Asn-Tyr-lle-Gly-Ser-Asp-Lys-Tyr-
Phe-His-Ala-Arg-Gly-Asn-Tyr-Asp-Ala-Ala-Lyz-Arg-Gly-Pro-Gly-Gly-Ala-Try-Ala-
Ala-Glu-Val-lle-53er-Asp-Ala-Arg-Glu-Asn-1l=-Gin-Arg-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-
Glu-Asp-Ser-QH (SEQ 1D NO:2).

AAT0-78 3e refisre a un fragmenta AA que empigza en el residuo 70 y
tzrmina en &l rasidua 76 de la (SEQ 1D NO:2) que consiste de la szcusncia
GHSAEDS, (SEQ ID NO: 4), o segmento correspondients de otra proteina AA
que se encuentra naturalments d= un humano u otra especie, cuando la

sacuencia de esa protzina astd mavimaments alineada con la SEQ 1D NO:2.

2. Amilcide A en Suero Murino

En el ratdn se han descrito cuatro genes SAA. Las secusncias de amino
acido representatvias de las proteinas codificadas por los cuatro genes SAA
murinos se ilustran &n 1a Figura 2. La familia de gen SAA de ratén comprende
cuatro miembros que astan intimamente relacionados =n el cromosoma 7. Dos
de astos genes que codifican los isotipos de SAA de ratdén mas importantas
(SAA1 y SAA2) comparten alta identidad de secuencia no solamente en exonas
sine también en intrones y regiones de flanques y- estan inducidos en

rantidades aproximadamentz iguales en respuesta a Ios modelos de inducsidn
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amiloide. Estos dos isctipos difieren en solamente 9 de 102 residuos de amino
acido; sin embargo, solamante SAAZ se deposita selzctivament2 en fibrilos
amiloides. Ver de Baer M.C. Biochem J. 1291 230(Ft 1): 45-45 (1991), Hoffman
J.S. et al J Exp Med. 159:641-6468 (16384); Shiroa M et al. Scand J. Immunol,
25:709-716 (1937). SAA2 =5 una apclipoprotzina HDL menor y producida
periféricaments en fase aguda. SAA4 es una subfamilia constitutiva que es una
apolipopratzina HDI menor narmal que comprende mas de 90% de la SAA
durante la homedstasis. Ver Stearman R.S. et al. Nucleic Acids Resear:
14(2)797-209 (1930) y de Besr M.C. Genomics, 34(1): 135-42 (1005).

La AA murina, gque &s un fragmentv:» proteolitico de SAA también es
heterogénsa, La secuencia de cada isoforma murina de AA y su relacion con
su farma SAA corraspondients se ilustra en las Figuras 9-12. Una alinzacion de

secuencia de AAT, AAZ AAZ y AA4 murina se ilustra 2n la Figura 13

La AA1 =3 la murina equivalente a la AA1 humana. Ver Figura 16. En
sarticular, los residucs A9-75 de AA1T murina (GRGHEDT, SEQ ID NO: 9) estan
maximameante alinsados con los residuns 70-76 de AA1 humana (GHGAEDS,
SEQ D NO: 4), Ver también Figura 17.

3. Amiloide A en Suera de Shar Pei

La z=cuencia de Shar Pai estd indicada en la Figura 20. De manera
interesant=, la region hom+aloga &n la proteina SAA humana -AEDS, (SEQ ID
NO: 13) contiene una sustitucién Thr a Ser consarvada &n la posicion 76, asi
coma cadena lateral significativaments diferents del residuc en la posicidn 7
(His a Ala; Fig. 1). La secuenczia AEDS, (SEQ ID NO: 13), tamhién se observa
en las especias de perra Shar Pei, una raza que es particularmente suseeptibl=z

a amilaidosis AA y podria proveer un madelo que s& enaucntra naturalments de
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AA sistémica en &l cual evaluar aplicaciones diagndsticas y terapéuticas

novedosas de anticuerpos espacificas de amiloide AA y otros compuastos.

4. El segmenta N-Terminal de la Proteina AA determina su

Propiedad Fibrilogénica

La proteina AA de fibrilo amiloide consiste de una parte N-terminal de
longitud variable de la proteina AA precursora en suero. La avidencia muestra
que la parte amilsidogénica d= la malédcula 2s 2l segmeanto N-terminal de 10-15
amino acidos de longitud. Las sustitucionzs de amino acido en esta parte de la
maldcula pusdan explicar porqué solo una de las dos isoformas de SAA de
raton es amiloidc-g«énica. Ver Weatenmark G.T. Biochem Biophys Res Commun.
182(1):27-33 (1992).

V. Otras Proteinas Amiloidegénicas Humanas

l.os numeros de Acceso al GenBank y las secusncias X,EDX: se

G
raporcionan en la Tabla 3 para varias proteinas amiloidogénicas humanas,
9]

incluyendo algunas de las listacdas antzriorm=nte en la Tabla 2.
Tabla 3
Proteinas Amiloidagénicas Humanas
Protzing Amiloidogénica Humana Seouancia o Concensd Harero de

Acceso al
GenBanK

SAAT AEDS, (SEX ID N 13)

SAAZ AEDS, (SEQ 1D ND: 13)

SHAZ AEDS, (SEQID N 13)

SAA4 DS, (SEQID NG: 13)

Pegicn V de cadena ligsra kapps  de | AEDV, (SEQ DT 23) AARZEEDT7

infuncglobulina anti-Sm
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region variables Jde inmunoglobuling usada

por la cadena ligsrs kappa de ITC52

(subgrupo V kappa 1l

FEDS, (SEQID NG 26)

AACETE08

ragidn varisble de inmunoglobulina uzada

por la cadenz ligera kFappa de 1TC48

(subgrupo V kappa IV

AEDV, (SEQID MO 23)

AACBE1E0R

precuranr de cadsna ligera bappa T125

rmionoclonal anti-RhD

SEDF, (SEQID HC: 24)

ABAWEZO2T

precursor de  cadena  ligera  bappa  ds | AEDV, (SEQID MO 23) CAAL5495
inmunoglabuling
regicn variable de cadena ligera bappa de | PEDF, (SEQ 1D NG: 22) AATA4350
inmunoglebulina
region variable de cadsna ligera kappa de | PEDF, (SEQ 1D HO: 20) AATILZ4A
inmunogiobulina
ragion variable de cadena ligera bappa de | PEDF, (SEQ 1D HO: 27) AATA4348

inmunagiobulina

cadezna ligera bappa ds inmunaglobuling

PEDF, (SEQ 1D N 22

CAAJH125

cadsna ligera Fappa de inmunoglobuling

CAADD TS

region variable de cadena ligsra bappa ds

inmunoglobulina

SEDF, (SEQ ID Mo 24)
SEDF, (367 1D HO: 4)

AALIA291

cadena ligera bappa de inmuenaglobulina
anti-rakia SOJA

PEDF, (SEQ D N 22)

AAD17225

regidn variablz de cadenz ligera happa de
inmunoglobulina anti-zstreptocdcical/anti-

miosina

SEDF, (SEQ 1D TR 24)

ABLBGETEG

regidn variable dz cadena ligera bappa de
inrnunaglobulina anti-zstreptacdcicalanti-

rniosina

PECF, (SEQ 1D N2 27)

region variable de cadena ligera bappa de

inmunaglobuling anti-HLA-AZ/anti-HLA-AZS

FEDF, (SEQ I MO 1)

ALC2A644

region 'V de cadzna ligera kappa  de

inmunoglobuling; anticusrpo 18/2 anti-ADN

FEDF, (SEQ 1D MO 22)

AARE2IAE

cadena ligera bappa de inmunoglabuling

FEDF, (SEQ 1D HO: 22)

BAF753249

cadena ligera bappa 43d de inmunaglobuling
gp120 anti-HIV-1

PEDF, (3EQ D NG 22)

AAREEETO
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cadena ligera Fappa de inmunoglebulins

FEDL, (SEQID D 27)

BAAITET

cadena ligera bappa d= inmunoglobuling

histalitica anti-Entamoshba

FEDF, (SEw 1D T o)

EAAZ2108

cadena ligera bappa de  inmunogliobulina

histolitica anti-Entarmosha

TEDV, (SEQ D P 28)

BAASZ10Z

cadena ligera Fappa d: inmunoglabuiing

FEDF, (SEQ 1D NG 20)

AACH1705

regidn  variable de cadena ligera bappa

monoclonal de 1M ganglidsida anti-GM2

AEDV, (SEw 1D HG: 23

AACIELE0

regidn variable de cadena ligera bappa de

inmunaglobuling anti-SARS-CoV

PEDV, (SEQ 1D MO 151)

AATETTY

regidn variable de cadena ligera bappa de

inmunogiabuling anti-SARS-CoV

FEDOF, (SEQ (D M 22

ATTE1713

regidon VLY de cadena ligera bappa de

inmunogtobulina

PEDF, (ZEQ 1D MO 22)

BADZ7502

rzgién V0ILJ de cadena ligsra bapps de

inmunaglobulina

SEDF, (SEQID N 24)

BADQZ7447

cadsna ligera bappa 472 de inmunoglobuling
gp120 anti-ViH-1

PEDF, (SEQID N 20)

AAREERTS

cadena ligera kappa 160 de inmunoglobuling
gp120 anti-ViH-1

FEDCF, (SEw 1D M 20y

AAFRER3T4

cadensz ligera Fappa 4119 de

inmunoglobulina gp120 anti-VIH-1

ZEDF, (3Ew 1D Mo o)

AARRSETZ

rzgion variable d: cadena ligsrs Fappa de

infmunaglobulina

PELF, (SEQ D MO 20

AAF14212

region varizhle de cadena ligera bappa de

inmunoglobulinag

PEDF, (SEQ D M 27)

AAF14211

regicn variable dz cadena ligera Fappa de

inmunaglabulina

FECF, (SEQ 1D HO: 230)

AAF14210

regidn variable de cadena ligsra bapps ds

inmunoglobulina

PEDF, (SEQITMO: 22)

AAF14Z049

cadena  ligera  bappa de regidn N ds | PEDI, (SEQ D HIG: 21) AAFGZ414
inmunaglobulina

cadena ligera bappa de inmunoglobuling PELF, (SEQ D MO 22 AAMAGEST
cadsna ligera kappa de inmunoglobuling AEDV, (SEQ D MO: 23) AAMAGRL3

cadzna ligera bapps ds inmunoglobuling

FEDF, (SEQ D HO: 27

BAAZZI0Z
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histolitica anti-Entamaosha

region vanabls kappa ds cadena ligera

inmurioglobulina

AEDV, (SEQ (D Mo 25)

AALGETZA

region variablz Fappa de cadasna ligera de | PEDF, (SEQID HO: 22) AXLESTIS
inmunoglobulina

regidn variable kappa Jde cadena ligera de | SEDF, (SEQID HO: 24) ARLESTT
inmunaglobulina

regidn variable bappa de cadena ligera de | SEDF, (SEQ 10 MO 24) AALEET1H
inmunoglobulina

regidn variable bappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ 1D NO: 27) AALBET14
inmunaglobulina

ragién variablz bappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ 1D MO 22) AALBETAS
inrmunaglobulina

region variazhle bappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQID NO: 22 AALERTIZ
inmunoglobulina

redicn variable kappa de cadena ligera de | FEDF, (SEQ 1D MO 23) LALEST
inmunoglobulina

region variable bappa de cadena ligera de | PEDF (SEQID NO: 20) AALEBS710
inmunoglobulina

regicn variable bappa de cadena ligera de | LEDG, (SEQ 1D NT: 1) AALERTNY
inmunoglabuling FEDF, (SEQ 1D N 22)

regidn variablz lapps de cadena ligera de | LEDG, (SEQ 1D HD: 31) AALBE7N3
inmunoglobulina EDF, (SEQ D MNO: 22)

ragicn variable kappa ds cadzna ligera de | PEDF, (SEQ 1D NOQ: 22) AALERTOT7
inmunoglobulina

region variablz bappa Jds cadena ligera de | PEDF, (SEQ 1D NO: 22) AALEETOE
inmunoglobulina

regién variable bappa dz cadena ligera de | FEDF, (SEQ1D HO: 20) AALGST705
inmunoglobulina

ragion variable bappa de cadena ligera de | FEDF, (SEQID N 22) AALBETN4
inmunoglobuling

region variable Fappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ 1D MNO: 270) AALEE703
inmunoglobulina

regicn variable de cadsna ligera bapps de | SEDF, (SEQID MO 24) ALTAI4A

inmunoglobulina

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

117



92

region variable de cadena ligera Lappa

inmunoglobulina

SEDF, (SEQID N

RX))

AACEH T4

region variable de cadena ligera Fappa

inrmunaglobulina

de

FECOF, (ZEQHD 1D

20

ABIE1129

Cadena ligera kappa de inmunaglobulina

polisacarida capsular anti-neumocéeico

de

AEDV, (SECID HIne

%)

BALOYEES

region variable Fappa de cadena ligera

inmunoglobulina

AEDV, (TEQ 1D MO,

55

AALGETZ2

regién variable bappa de cadena ligera

inmunoglabuling

AEDV, (SE0 1D Moy,

23

AALEETZ0D

regidn . V-J  de

inmunoglobulina

cadena

ligzra

FPEDF, (3EQID NO: 22

PAA13563

region V-1l o ds

inmunoglobulina

cadsna

lig=ra

AEDE, (SEQ 1D M

BAA1DERD

region - V-J  dz cadena ligara de | AEDE, (SEQ 1D MO 13) BAATIES1
inrmunoglobuling
regidn V-1 de cadena ligera  de | FEDF, (SEQ 1D NO: 22) EAA19560
infmunaglobulina
region - V- de cadena  ligera  de | PEDF, (SEQ D MO 22) PAATIERD
inmunogiobulina
region - V-1 de  cadena  ligera  de | AEDV, (SEQID N 23) BEAATDESS
inrmunoglobulina
region V-4 de cadena  ligera  de | PEDI (SEQID MO 21) BAATAEEE
inmunaglobuling
regicn variable de cadena ligera bappa de | FEDF, (SEQ 1D MO 20) ABATAG0DT7

inmunoglobulina

regidn variabls de

inmunagiobuling

cadena ligers bapps

de

AEDV, (SEQ 1D MO

S

23)

AAATAA05

regién variable de cadena ligera Fab 1

inmunoglobulina

de

PEDF, (GES 1T N 2

)

EAF 420203

regidn vaiishle de cadena ligera Fab 31

inmunoglobuling

de

PEDF, (SEG 1D N

27

EAF42996

region V dz cadana ligsra ksppa

AEDM, (SEQ 1D N

PR
DOe

CABLITATA

regidn variakble de cadsna ligera Fab 51

inrunoglobuling

d =

SEDF, (SEG 10 NG,

)

BAF12994
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regidn variable de cadena ligera Fab G1 de

inmunaglobulina

FEDF, (SEQID HO: 20

EAF42927

regidn V-J-C precursora de cadena bappa de

g

AEDV, (SEQID Mo 23)

regidn V precurzora de cadzna bapps de 1y

AEDV, (SEQ D N 23)

A43137

regién V-1 precursora de cadena bappa de g

SEDI (FC 1D T 29)

FPrindas

regién V- precursors de cadena bapps de
Ig (EVI-15)

PEDF, (SEQ 1D FED: 27)

A3ZT74

AEDV, (SEQ 1D N0 23

AZLTES

regidn V-1V (Dep) de cadena kappa de 1y
(

regidn V-1V (Fue) de cadena bappa ds g

24153

regidn V-1l (Fac) de cadena bappa de 1g

INCR N B

Cadena L, Fragmente Fab de 1gg (unidn a
Cd-25)

( )
AEDV, (SEQ 1D MO: 23)
AEDV, (SEGID N 23)
AEDA, (SEQ 1D NO:62)

TMIM_L

Cadena H, Fragmento Fab ds 1gg (unidn a
Cd-25)

HEDS, (SEQID NC: 23)

TMIM_H

regidn C de cadena mu o de 19, Tfonma

empalimada sscretada

CEDRD, (SEQID HD: 34

MHHU

region VI de  cadsna tapps  ds

inmunaglobulina

AEDV, (ZEQ 1D MND: 23)

AAARSEZT

region variable de cadsna ligera bappa de

lgM 12 de  anticuerpo  monoclonal

recombinante

PEDF, (SEQ 1D N 22)

AB84 1551

cadena ligera de inmunoglobulinz AEDE, (SEQ DD 19) CAAGRDES
regidn variable lambda de cadsna ligera ds | AEDE, (SEQ 1D MO 13) AALEETED

inrunaglobulina

regidn variable lambda de cadena ligera da

inmunoglobulina

AEDE, (SEQ 1D MNO: 19)

AALEET7E7

region variable lambds de cadena ligera de | AEDE, (SEG D MO 19) LALEETCA
inmunoglobulina
regidn variablg lambda de cadens ligera de | TEDE, (SEQ 1D HO: 16) AAXLEETE

inmunaglobulina

ragién variabls lambda ik

de cadena ligera

infmunoglobulina

AEDE, (SEQID IO 19)

ALLELTES

region variable lambda de cadena ligera de

inmunoglobulina

SEDE, (GBS 1D Hor, 13)

AALBR7ED
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regidn variable lambda de cadena ligera de

inmunoglobulina

SEDE, (ZEQ D HO:

13)

ALLEETE

regién varizble lambda de cadena ligera d

34

inmunogiobulina

SEDRE, (SEQ D NO:

15)

AALEETE0

region variable lambda de cadena ligera ds

inrmunoglobuling

AEDE, (ZE2 1D e

19)

AARLBET7ED

region variable 1ambda de cadena ligera dz

AELE, (SEQ 1D N

AALAETES

12) 35755
inmunagiobulina
rzgidn V-4 de  cadena  ligera de | FEDF, (SEQ 1D MO 22) BAATIELS
infunoglobulina
region - V- de cadenz  ligers  de | AEDE, (SESIDHO: 19) EAAT1DEGZ
inmuroglobulina
region V-l dz cadena  ligera de | AEDE, (SEQ 1D MO 19) Fas1asa1

inmunaglobulina

region - V-J  de  cadena  ligara  dz | PEDF, (SEQ 1D MO 20) BAATI5E0
inmunaglobulina
ragidn V-4 de cadena  ligera  de | PEDF, (SEQ 1D HO: 2T BAA1GO5E5D
inmunaglobulina
region - V-0 ds cadenz ligerz de | AEDV, (SEQID N 23) RAATDELES

inmunaglobulina

de  cadena ligera  de

regidn - V-

inmunaglobulina

FEQ, (SEQID MO 21)

EAATDEES

regidén variable  de  cadena  ligsra ds

inmunoglobulina 30 lambda

AEDE, (SEQ 1D N

18)

ALK OER2S

FREDIZHO: zimilar al precurzor del receptor
II-a de regidon gamma Fo de inmunaglobulina
de baja afinidad (Fe-Rll-a gamma) (FoRU-3)
(receptar ll-a de Fo 1g9G) (Fe-gamma-Rlia)

(antigena CD32) (COw32)

QEDS, (SEQ D N

28)

FP_001120584

Fragmenio Fo de 19G, la de alta afinidad,
receptor (CD6d)

RPELDS, (SEQID NGO 2
SEQID N .

TEDS,

NP _00u557

Fragmenta Fo de 193G, Hib de baja afinidad,

recaptor para la isofarma 2 (CO32)

QED,

(3
QEDR, (SEQ ID N 2
(FEQ 1D M &

HF_o01002273
VP 9492844

Fragmento Fo de 1g5, Bb de baja afinidad,

QEDS, (SEQID I 3
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receptor para la isofarma 1 (CD32)

Fragmento Fo dz 195, b de baja afinidad,

receptor para la isoforma 4 (TD32)

QEDS, (SEQID N &

)

MF_001002275

Fragmentc- Fo de g3, b de baja afinidad,
N (o 3))

edapior para la isoforma

QEDS, (SEC D MO 3

FIP_001002274

SP_00HIoRa2

Fragmento Fo dz 197G, Ik de alla aiinidad,

receptor isofarma a (CDE4)

QEDR, (SEQID N 2

HP_001017958

Fragmento Fo de 195, b de alta afinidad,

receptar isaforma b (CHEd)

QAEDF, (SE D N 25

HP_0010004340

XP_496366

Fragmento Fo ds 193, e de baja afinidad,

receplor ( D.-._)

QEDS, (TEQID N 2

HP_OE7674

~F_adaed2

Frecursor del receptor B de 12 regidn
gamma Fc de inmunoglobulina de baja

afinidad

TEDL, (SE 1D Hii; 24
PEDH, (SEQ 1D N
EEDP, (SEQ ID MG 4

IR

Fragmeanta Fo de 193G, Ha de baja afinidad,
receptar para (CD1E)

TEDL, (SEQ 1D M.

FEDH, (SEQ 1D HiTx
EQID NO:

EEDP, (S

HP_0005E0

¥P_001123750

precursor del receptor - de regidn gamma
Fo de inmunoglobulina de baja afinidad (Fo-
Rll-a gamma) (FoRH-a) (receptor ll-a de Fo
Ig5)  (Fi-garmma-Riiz) CD32)
(CDw32)

(antigena

CEDS, (5B 1D Hir, 35

F12318

precursor del receptor - de regidn garmmsa
Fo de inmuncglobuling de haja  afinidad
(receptor -1 de Fo de 1gG3) (Fo-gamma-RI-
beta) (Fo-gamma RINL) (FeRIE) (RUI Fe-

gamima) (FeRIN) (FoR-10) (antigeno CD16k)

TEDL, (SEQID N 3

FEDN, (SEC (D N

EEDP, (RE 1D 1 4

precurzor del recaptor H-A de regidn gamma
afinidad
(receptor -2 de Fo dz 193) (Fo-garmma-Fil-
alfz) (Fo-gamma Rilla) (FocRUIEY (Rila Fo-
garmima) (FeRIN (F:R-10) (antigena CD18a)

Fo dz inmuncglobuling de bhaja

TEDL, (SEQ 1D N

PEDM, (SEC 1D MO
oIl HD:

EEDF, (5E

39
40)

PQEE37

[recursor dsl rzeeptor 1 de gamma Foods
inmunaglabuling de alta afinidad (Fo-gamma
Fl) (Fo-RI) (FoFl) (Facepter |de Fo lga)

PEDS, (SEQID NI: 2
TEDG, (SEQ 1B MO 3

QEDF, (SEC 1D ND: 28)

F12314
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(antigeno CDR4)

garmma 1 constante pezads de

inmunoglobuling IGHGT (marcador G1m)

AEDT, (SEQ D D 14)

DEPJAL

ApoAT [Homo zapiens)

LEQL, (SEQID I 42)

CAAOTZES

pracurzor  de  apoliproteina C-11 [Homo

sapiens)

AEDA, (3B D N 62)

HF_000031

precurzar de apoliproleina AV [Homo | AEDV, (SESID HO: 23) PF_Q004723
sapiens)
gelzaling (amilaidosis, tipo Finland&s) [Horao | TEDT, (SEQ 1D HD: 20) CAMZ045D
sapiens) FEDA, (SEQID I 43)

SEDC, (SEQID NQ: 44)

QELD, (SEQ 1D NO: 83)
gelzalina (armilsidosiz, tipo Finlandé:) [Homo | TEDT, (SE D H0: 30) CANALTE
CETEEY FEDA, (SEC 1D e 43)

SEDZ, (SEGQ 1D NO: 44)

QELD, (SEQ 1D ND: 63)
gelzaling (amiloidosiz,  tipo Finlandés) | TEDT, (SEQ 1D HO: 30) EAWE7491

iscforrma CRA_S [Hormo sapiens)

-v—.

FEDA, (SEQ 1D HO: 43)
SEDC, (SEQ 1D ND: 44)
(

O'v

galzoling  (amiloidosis,  tipo Finlandés)

izoforma SRA_D [Homo zapiens]

a0
3

QELD, (SEQ ID N 63)
TEDT, (SEQID F10: 20)
FEDA, (ZEQ D HID: 43)
SEDZ, (SEQ D NO: 44)
QELD, (SEQ 1D ND: 63)

da

N

(e 1)

EA Wa7420

gelzaling  (amiloidoziz,  tipo  Finlandés)

izoforma CRA_a [Homo zapisnz]

TEDT, (GEw I 1 20)
FEDA, (SE2 1D N 43

EAWE7489

Prateina precursors amiloids, AFF [Homo

sapiens)

NG )
SEDC, (SEQ D NOD: 44)
QELD, (SEQ D ND: 63)
AEDV, (SEQ D Hor 23)

%)

AABZI54E

Protzina precurzora amiloids;, APF [Homo

AELV, (BB 1D Hir 235

SABAGR9

sapiens]
Péptido amiloide AEDV, (SEQ 1D N 23) AMAET7ES
Fracurzor de jroizina 84 amiloide beta | EEDD, (SEQ D HO: 45) FOS0ET

(AFF)

SEDFK, (SEQ 1D NQ: 4

t
)]

)
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(ABFR) (proteina amiloids de enfermedad de
Alheirmsar)

(peptido amiloide cerebral vascular) (CVAP)
(proteasa nzxina-H) (PHAD (ARPPL) (PresAd)
[Contigne:  APP-alfa zoluble  (S-AFP-alfa);
AFP-bata  saluble  (5-APP-kheta), Co9,
proteing 42 heta-amiloide (Beta-AFFP42);
proteina 40 kbeta-amiloide  (Beta-AFP40);
el PA4D), FP34E0),  Gamma-CTTF(52)
(fragments 59 C-terminal gamma-z&cratasza)
(dominic 59 intracelular amiloide) (AICD-539);
Garmnma-CTF(57) | (fragmento 57 C-tzrminal
garmma-secretasa) (dominia 57 intracelular
amiloide)  (AID(S7))  (AICD-57),  Gamma-
CTF(&0) (fragmento 50 C-terminal gamma-
cecretaza) (dominio 50 intracslular amiloide)
(AID(50)) (AKZD-A0); ©31]

DEGD, (SEQ 1D NO: 47
DEDG, (SEQ D MOy

AEDV, (REC 1D HO:

)
48)

3)

proteing ARPF [Homo sapiens) EEDD, (SEQID MO 45) AAHEE523
SEDK, (SEQID HNO: 46)
DEDD, (SEQ 1D NO: 47)
DED:, (SEQ 1D NO: 48)
protzina AFP [Homo sapiens) EEDD, (SEQ D 1D 45) AAHGAZED
SEDK, (SEQ D NG 453)
DELD, (SECQ 1D NO: 47)
CERG, (SEQ 1D NO: 48)
proteing precursora (A4) amiloides beta EEDD, (SEQID 1D 48) AAWRERZIAA
(proteaza nxina-ll, enfarmedad de | SEDF, (SR ID RO d6)
Alzheirmer) [Flomn sapisnz] CECD, (IEQIG D, 47)
DEDS, (SEQ 1D N 48)
AEDV, (SEQ 1D N 23)
calcitoning SEDE, (FEGQID N 13) AAARELD3
Pracuraor 9e calcitoning SEDE, (SEQID N 19) BAPLZESON
preprocaleitoning [Homo $spiens] ZEDE, (SEQ 1D M 13) CAA25103
preprocalcitonins SEDE, (SEQID e 13) AAAE1D1D
pracursor  de calitonina [oontizna: | SEDE, (SEQ 1D D 15) PO1Z2E4
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calcitoning,  katacalcing  (péptido  cerhaoxil-

terrinal de calcitonina)

praproteina izoforma CALCA de calcitoning

[homo sapiens]

ZEDE, (SEq 1D Ho: 15)

PIP_001029124

preproteing izofonma CALCA de calsiioning

[harmo sapiens)

SEQE, (SE& 1D HC: 18)

TEREER

preproteing izoforma CGRP de calgitoning

[hormo sapiens)

ZEDE, (ZE D 1o 13)

HIF_001029125

pracursor de péptide 1 relacionado con el | SEDE, (SZEQ 1D G 18) FOCESS

gen de calcitoning (péftido 1 relacionadcoon

gen de calcitoning) (CGRP-1) (CGRP- tipo

alfa)

factor natrivrético auriculzr LECQE, (3EQ 1D Hl: 49) AANZEEZSE

propéptide del factor natriurético auricular | LEDE, (SEQ 1D N0 49) CAAZETO0

[Homa sapiens)

factor natriurélico auricular LEDE, (SEG 1D HO: 4a) 014024

precurzor del factor natriurético  suricular | LEDE, (SEC D T 44) FO11E0

(ANF) (péptido natriurético auricular) (ANF)

(Frepronatriodilating) (CCD-ANF) [conlisns:

péptido relacionado con cardiadilatina (CDP))

Peéptido natriurético auricular LEDE, (SEQ 1D MO: 49) AAAZLEZY

Qerating [Hormo sapizns] SEDA, (SEQ D NG B0) AABZONSS

Cueratina {Homao sapiens] VEDF, (SEQ D HDe 51) CAALIROS
YEDE, (SEQ ID NO: 52)

Cwerating IEDL, (SEQID NG 53) AEES9EE2
GEDA, (SEQ 1D N &10)

Quzratina, fipi i citozsquelética | VEDL, (5EQ 10 HO: &) PISEE

(Citoqueratina~-Ce) (CF &C) (Feo querating) | VEDE, (SEQID HO: 52)

(Citoqueratina-2E) (CF 2E) (Queratina LEh) LEDA, (BEQ ID NO: 65)

Fibrindgena [homo sapiens] WED, (SEQ 1D MG 54) CAARDTA0

precurzor de subunidad alfs de fibrindgane | DEDW, (SEG 1D HWD: £5) AACIT142

[Homa sapiens)

SEDL, (SEQ D NO: 56)
YEDG, (SEQ 1D NG 57)
SEDG, (SEQ 1D NO: 8R)
LEDW, (SEGQ 1D NC: 58)
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cadzng alfa de fibrindgeno [Homao sapiznz)

DEDW, (SEX 1D N 55)
SEDL, (SEQ 1D KiD: 56)
TEDG, (SEQ D NG 57)
SEDG, (SEQ 1D NO: 66)

AAIDTREE

cadana alfa de fibrindgeno [Home sapicns]

DEDW, (SEQ 1D Mo 55)
SEDL, (SEQID NO: 56)

YED, (SEQ 1D NO: 57)

SEDS, (SEQ D NO: 85)

AAHOBEZED

cadena alfa de fibrindgend, igoforma SFA_D

[Horna sapiens)

DEDW, (SEQ 1T N £5)
SEDL, (SEQ D MO £6)

YEQD, (SEQ 1D NG: 57)
SEDG, (SEQ D NO: 66)

LEDW, (SEQ 1D NO: 58)

EA 4028

cadena alfz de fibrindgeno, izoforms CRA_C

[Home sapiens)

DECW, (SEw 1D Hio: &)
SEDL, (SEQ 1D NO: 58)

"}
YEDQ, (SEQ 1D NO: 57)
(SEQ

SEDG, ID NO: 68)

SE

EAYD4923

cadena alfa ds fibrindgeno, izoforms CFA_a

[Homo sapiens)

EDW, (SEQ 1D M 55)
SEDL, (3EQID NO: &6)

EAXO4G24

precuracr de proteina  dsl pridon, PRENEF

[Homa sapiens]

VEFD, (SEZ 1D N £9)

AACEDTED

precursor de proteing del pridn irportants
(FrE)  (PrF27-30)  (PrF33-35C)  (antigeno
CD320)

YERD, (SEQ 1D NG 53)

FO4156

preproleinag de proteina  del prién [Homo
sapiens]

VEFD, (5B 1D 1or Boy

Prolacting [Homo sapisng]

FEDF, (3E0 1D M 50)

—_

CABAZEIES

Frolactina [Homo zapians]

FEDE, (SEG 1D HO: 30)

AQH3R3T70

VI. Péptidos Amilnides para Inmunizacién Activa

Los agentss terapéuticos para uso en lod métodos de la invencién son

peptidos inmunogénicos, tales como péptidos AA y peptidos AL, qus a la

administracién - a  un  pacient=
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especificamente a uno 0 Mas epilopos que comprenden X,EDX;, tales como,
por emplo, epitopos entre los residuas 70-76 de AA ("agentes AA"). Ejemplos
adicionales de agentes incluyzn péptidos inmunagénicos que comprenden un
fragmento que consiste de XEDXY; derivado de otras proteinas amiloides
("fragmentas de XEDXZ"), tales como fragmentos VK de AL que consisten de
la secuencia de amine acido PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: 22),
AEDV, (SEQ ID NO: 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24), o SEDA, (SEQ ID NO: 25), y
fragmentas VA de AL que consisten de la secuencia de amino amino acido
SEDE, (SEQ ID NQ: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), TEDE, (SEQ ID NO: 1£) o
PEDE, (SEQ ID NO: 20). También se pusde usar un fragmento VA de AL que
de la secuencia de amino acido FEDD, (SEQ ID NO: 17). Algunas

proteinas amiloides adecuadas incluyen proteina A amiloide en susro, prateina

consiste

10
e

de cadena ligera de inmunaglobuling, polipéptido precurser de amiloide de
islote humana (IAPP), péptido beta amilaide, transtirztina (TTR), ApoA1 y otras
proteinas amiloides listadas en la Tabla 1 y que comprenden la secuencia
YLEDX:. Enalgunos agentes Xy es H, T, F, §, P, A o cualquier otro residun de
amino acicdo que preceds inmediatamente ED en una proteina amiloide; y X: es
T, S E R I,V F, D, Ao cualquier otro residuo de amino Acido inmediatamente
despuss de ED en tal proteina amiloide. En alguncs agentes, X;es H, T, F, S,
P,oAyX.esT,S E DRIV FoA Enalgunos de tales agentes, cuando Xy
es H, Xes ToA cuando Xy es A Xoes §, T, EoV, cuando Xy as T, X, as E;
cuando Xy es F, Xz &3 D; cuando Xy es S, X2 es E, F oA ycuando X, 2s P, X
es E, 1o F. Enalguncs agentes, Xy esH, T,F, S, P,cAyX;ssT,S E DR, I
V, F o A conla condicidn que si Xy es A, Xz no es V. En algunos agentas,

cuando Xy es A, X es S, ToE.

Algunos agentes compranden la secuencia de amino acido GHEDT,
(SEQ ID NO: 3), HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT,
(SEQ ID NO: 14), HEDA, (SE2 1D NG: 15), TEDE, (SEQ 1D NO: 14), FEDD,
(SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), PEDE,
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(SEQ 1D NO: 20y, PEDI, (SEQ 1D NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: 22), AEDV,
(SEQ ID NQO: 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24) o SEDA, (SEQ ID NCO: 28). Algunos
agentes consisten de una secuencia de amino acido seleccionada del grupo
que consists de GHEDT, (SEQ ID NO: &, HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS,
(SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NO: 15), TEDE,
(SEQ ID NO: 16), FEDD, (SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NO: 17), AEDE,
(SEQ ID NO: 19), PEDE, (SEQ 1D NC: 20), PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF,
(SEQ 1D NO: 22, AEDV, (SEQ ID NQ: 23), SEDF, (SEQ 1D NO: 24), o SEDA,
(SEQ ID NO: 25), unisa a un vehiculo para formar un conjugada. Algunos
agentes comprenden la secuencia de amino acido GHEDT, (SEQ 1D NO: 2,
HEDT, (SEQ 1D NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14),
HEDA, (SEQ 1D NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 168), FEDD, (SEQ ID NO: 17),
SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), PEDE, (SEQ ID NO: 20),
PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: Z2), AEDV, (SEQ ID NO: 23),
SEDF, (SEQ ID NO: 24), o SEDA, (SEQ 1D ND: 25). Algunas agentes consistan
de una sezcuencia de amino Acido seleccionada del grupo que consiste de
GHEDT, (SEQ ID NQ: 3, HEDT, (SEQ ID NQ: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13),
AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 18),
FEDD, (SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NG: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19),
PEDE, (SEQ ID NO: 20), PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: 22),
SEDF, (SEQ ID NO: 24) y SEDA, (SEQ ID NG 25), unida a un vzhiculo para
formar un conjugada. Algunos agentss comprenden una secuencia de amino
acido saquence selzccionada del grupo que consiste de GHEDT, (SEQ 1D NO:
%, HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14),
HEDA, (SEQ ID NO: 15) y TEDE, (SEQ ID NQO: 15).

Los fragmentas AA preferidos son los residuos 70-76 isoforma alfa AA1
humana (HAA 1) (GHSAEDS, SEQ ID NO:4), rasiduos 70-76 (GHDAEDS, SEQ
ID NQO:5) iscforma beta HAA1, residucs 70-76 (GHDAEDS, SEQ ID NO: %) de
la isoforma gamma lHAA’I, residung 70-76 (GHGAEDS, SEQ ID NQO: 4) de las
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isoformas alfa y bata de HAAZ, residuos 70-76 (GDHAEDS, SEQ ID NQ:7) de
HAAZ, residuos 7T8-54 (STVIEDS, SEQ ID NO:3) de HAA4, residuos 89-7
(GRSHEDT, SEQ ID NO:9) de AA1 de ratén (MAAT1), residucs ©9-75
(GRGHEDT, SEQ ID NO: 9) de MAAZ, residuas 52-65 (GHGAEDS, SEQ ID
NO: 10) de MAAZ2, y residuos 73-82 (NHGLETL, SEQ 1D NO: 11) de MAA4 o

subfragmentos de al menos tres aming acidos contiguos de estos. Algunos

U‘l

fragmentos AA no contienan residuss de un peptida de amiloidosis AA diferente
del segmento designado  anteriorments. Otros fragmentos AA - contienen
residuns flanqueantes adicionales de un péptido de amilaidosis AA pero no
contiznen mas de 20 o preferiblements, no mas de 10 reaiduos contiguos en
total de un péptido de amilaidosis AA. Fragmentos de X4EDX;: y AL preferidis
adicionales incluyen GHEDT, (SEQ ID NO: 3), HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS,
(SEQ 1D NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NQ: 15), y TEDE,
(SEQ ID NO: 16).

Loz agentes terapéuticos para uzo =n los métodos de la invencion
también incluyen péptidos AA inmunagénicos que a la administracion a un
pacients gensran anticuarpos que se unen especificamentz a epitopos N-
terminales de AA. Los agentes preferidos inducen una respuesta inmunogénica

dirigida a un epitopo entra los residuos 1-15 de AA humana,

Preferiblements, &l fragmenta de AA o AL u otras agentes, tales como
fragmentos X,EDX;, administrados carscen de un epitopo que gensraria una
reapuesta de célula T al fragmento. Generalmentsz, los epitopos de célula T son
mayores a 10 amina Acidos contiguos. Par lo tanto, los fragmentos preferidas
de proteinas amiloides, talzs como fragmentos de AA o X4,EDX: son de tamafio
de 4-10 o preferiblemante 7-10 amino Acidos contiguos; jp.e., suficients longitud
para genarar una respuesta de anticusrpo sin generar una respueasta de célula
T. La ausencia de epitopos de ctlula T espraferida porque estos epitopos no

son hecesarics para actividad inmuncgénica de los fragmentos, y pusden
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causar una respussta inflamatoria indeseada en un subconjunto de pacientes
(Anderson &t al, (2002) 1 Immunol. 138, 2697-2701; Senior (2002) Lancet
Neurol. 1, 3).

Los fragmentos AA preferidos son los 1os residuos 70-76 (GHGAEDS,
SEQ ID NO) de la isoforma alfa AA1 humana (HAAT), residuos 70-76
(GHDAEDS, SEQ ID NO:5) isoforma beta HAA1, residucs 70-76 (GHDAEDS,
SEQ ID NOQ: §) de la isoforma gamma HAAT, residuns 70-78 (GHGAEDS, SEQ
ID NO: &) de las isoformas alfa y beta de HAAZ, residuos 70-75 (GDHAEDS,
SEQ ID NO:7) de HAAZ, residuns 78-84 (STVIEDS, SEQ ID NO:5) de HAA4,
residucs 59-75 (GRGHEDT, SEQ I ND:%9) de AA1 de ratén (MAAT), residuos
R9-75 (GRSHEDT, SEQ ID N 9) de MAA2, rasiduns 62-65 (GHGAEDS, SEQ
ID NO: 10) d= MAAZ, y residucs 73-22 (NHGLETL, SEQ ID NG: 1) d= MAA4 o
subfragmentos de al menos tres amino acidos contiguos de estos. Algunos
fragmentas AA no contienen residuos de un péptido de amiloidosis AA diferente
del segmento designada antzricrmesnte. Otros  fragmentos AA - contienen
residucs flanqueantes adicionalas de un péptida de amiloidosis AA pero no
contienan mas de 20 o preferiblements, no mas de 10 rasiducs contiguos 2n
total de un péptido de amiloidosis AA. Fragmentos de X4EDX; y AL preferidos
adicionales incluyen GHEDT, (SEQ ID NO: 3), HEDT, (SEQ ID NC: 12), AEDS,
(SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NO: 18), y TEDE,
(SEQ ID NO: 16).

También s= pusden usar analogos de la amiloidssis AA  natural,
amilaidosis AL, y otros péptidos de amiloidosis para inducir una raspuesta
inmune 2n los métodos y composiciones de la invencién. Los analogos incluyen
variantes  alélicas, de especie & inducidas. Los analogos de AA inducen
anticusrpos que se unen especificamente a un péptido 70-76 AA natural.
Algunos de tales andlogos fallan en inducir anticu2rpos que se unen

especificamentz a epitopos fuera de AATO-TA. Loz analosoas de AA difieran

{ILLLCCO: 237491.D0OC v.2}



104

tipicamente dez los péptidos que se encusntran naturalments &n hasta 209 de
las posicionss de aming &cido porhasta 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 2, 9 0 10 cambios de
posicidn. Cada delecion o sustitucidn de un rasiduo de aming acido natural s=
considera un cambio de posicion como es la insercidn de un residuo sin
sustitucidn. Las sustituciones de amino acidos son a menudo sustituciones

conservativas.

Algunos analogos de AA o fragmentos de AA o AL o fragmentos de AL u
otros fragmentoas de protzina amiloide tales coma fragmentos X,EDX: incluyen
también amina acidos no naturales o modificaciones de amino acidos N o C
terminalezs en una, dos, cinco, diez o incluse todas 1as posiciones. Por &jemplo,
El rasidud de acido residuc aspartico natural pusdsz ser reemplazado con acido
isc-aspartico. Ejemplos de amino acidos no naturales son aming acidos D, alfa,
alfa-disustituidos, N-alquil amino Acidos, acido lactico, 4-hidroxiprolina, gamma-
carboxiglutamate, gpsilon-N,N N-trimetillisina,  epsilon-N-acetilisina, Q-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, &-hidroxi lisina,
omega-N-metilarginina, p-alanina, ornitina, norlzucina, norvalina, hidroxprolina,
tiroxina, Acido  gamma-amino  butirico, homoserina,  citrulina, y Acido
isnaspértico. Algunos agentes terapéuticos de la invencidn son todos péptidos
D, p.e., AA todos D o fragmentos de AA todos D, y analogos de péptido todos
D. Algunas agentzs terapéuticos de 1a invencidn son 909% todos péptidos D,
foz., 90% de AA todos D o 90% de fragmentos de AA todos D, y 90% de
analogas de péptida todos D. Algunos agentes terapéuticos de la invencidn son
E0% péaptidos todos D, poe, S0% AA todas Do 20% fragmentos AA todos D, y
£0% andlogos de péptido todos D. Los fragmentas y analogos pueden ser
seleccionados para eficacia profildctica o terapéutica en modelos de animales
transgenicos en comparacién con controles no tratados o placebo descritos

mas adelants.
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AA, AL, sus fragmentos y analosos y fragmentos X EDX; y sus analagos
pueden ser sintsrizados mediante sintesis de péptido en fase sdlida o
exprasion recomhbinantz, o pusden ser obtenidos de fuentes naturales. Los
sintstizadores de péptide automaticos astan disponibiles comercialmente de
NUMEre3os pravesdores, tal como Applied Bicaystems, Foster City, California.
La expresidn recombinante puede ser en bacterias, tales como E. coli,
levadura, células de inzects o células mamiferas. Loz procedimizsntos para
expresion recombinants se describen en Sambrook =t al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (C.5.H.P. Press, NY 2d =d., 1939.)

Los agentes terapéuticos tambidn incluyen polipéptidos mas largos que
incluyen, par gjempla, un fragmento inmunogénico d=l péptido AA, péptido AL o
un fragmenta X4EDX;, juntdo con uno o mas amino acidos diferentes que
flangquean &l péptida AA, paptido AL o fragmento X,EDX: sobre uno o ambos
gitioz. Por ejemplo, los agentss praferidos incluyen proteinas de fusidn que
comprenden un segmenta de fragments AA, AL o X,EDX: fusionado a una
sacuencia de amino acido heterdloga que induce una respuesta de célula T
colaboradora  contra la secuencia de aming  acido  heterdloga y  por
cansiguiente, una respuesta de célula B contra el segmentn AA, segmento AL o
fragmento X,EDX.. También se pusden usar uno o mas amino acidos
heterélogns de flanqueo para tapar un péptido AA o AL o fragmanto X,EDXa
para protegerlo de degradacidn durante la fabricacién, almacenamiznto o uso.
Tales polipiptidos pueden ser seleccionados para eficacia profilactica o
terapautica en modelos de animal =n comparacion con controles no tratados o
placebo descritos mas adelantz. Los agentes terapéuticos de 13 invencidn
incluyen un fragments inmunogénico de AA o AL o fragmento X EDX:
flanqueado por secuencias de polilisina. Las secuencias de polilisina pueden

eatar fusionadas al terminal N, 2l terminal C, o el t=rminal Ny C = AA o AL o
un fragmento inmuncgénico de AA o AL o fragmento X4EDX;. El peptids AA o

AL, fragmeanto X,EDX,, andlogo, fragmento activo de AA u otro polipéptido
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puede ser administrada en forma asociada o multimérica o en forma disociada.
Los agentzs  terapéuticos  tambign  incluyen  multimeras  de agentes

INMUNOYENICOS MONSMENSOS.

En una variacién adicional, un fragmento inmunogénico de AA o AL o
fragments X4EDX; puede estar representada por un virus o una bacteria como
parte de una compasicidn inmuncgénica. Un acido nucleico que codifica el
péptido inmunogénico es incorparado =n un g=noma o episoma del virus o
hacteria. Qpaoionalments, &l acido nusleico es incorporado de tal manera que el

peptido inmunaogénico &3

»In

*Presaso como una proteina secretada © como una
protzina de fusidn con una proteina de superficie exterior dz un virus o una
proteina de transmembrana de una hacteria de forma que se desplizga el
péptida. Los virus o bacterias usados en talzs métados deban ser no
patogénicos o atenuados. Virus adesuados incluyen adenovirus, VSH, virus de
la encefalitis equina venslozana y otros alfa virus, virus de estomatitis vesicular,
y atros rabdo virus, vaceinia y viruela de aves die corral. Bacterias adecuadas
incluyen Salmonellay Shigella. La fusién de un péptido inmunaogénico a HBEsAg

de HRBV es particularments adecuada.

Los agentes terapéuticos también incluyen piptidos y otros campuestos
que no necesariamente tienen una similitud de secusncia de amino acido
significativa con AA o AL o fragments X4EDXz, pero sin embargo, sirven como
imitadores de AA o AL o fragmenta X4EDX: 2 inducen una respuesta inmune
similar. Por gjemplo, cualquiera de los péptidos y proteinas qus forman placas
plegadas B pueden ser seleccionadoas para convenigncia. También se puaden
usar anticuerpos anti-idiotipicos contra anticuerpos monoclonal a AA o AL u
atros  peptidos  amiloidogénicos tales como o fragmentos X4EDX:. Tales
anticuerpas anti-ld imitan =l antigeno y generan una respuesta inmune a aste
(ver Essential Immunology (Roit ed., Blackwell Scizntific Publications, Palo Alto,

6th ad), . 131). Los agentes diferentzs a péptidos AA deben inducir una
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respuesta inmunagenica contra uno o mas de los sasgmentos preferidos de AA
listados anteriormentz (p.e., AA70-76 o GHEDT, (SEQ ID NO: 3) o un AL o
fragmento X(EDX: listado anteriorments, tal como, por gjemple, HEDT, (SEQ
ID NG: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 12), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID
NO: 18) y TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Praferiblements, tales agantes inducen una respuesta inmunagénica que
estd dirigida especificament: a uno de estos segmentos sin estar dirigido a
otros segmentos de AA o AL o proteina amiloide de la cual se deriva el

fragmenta X4 EDX,.

l’ft

Las librerias alzatarias de péptidos u otros compuestos tambign pusden
ser seleccionadas  para  conveniencia.  Se pusden  producir  librerias
combinacionales  para muchos  tipos de  compusstos que  pusden  ser
sintetizados  de una  forma  paso-a-paso. Tales compuestos  incluyen
polipéptidas, miméticos de giro beta, polisacaridos, fosfolipidos, hormonas,
prostaglandinas, estaroides, compuestos aromaticos, compuestos
heterociclices,  benzodiazepinas, glicinas  N-sustituidas  oligoméricas  y
oligocarbamatos. Se pueden construir grandes librerias de los compuestos
mediant: el método de librerias sintéticas codificadas (ESL) descrito en
Affymax, WO 9512605, Affymax, WO 92/06121, Columbia University, WO
Q4/05051, Pharmacopeia, WO 95/35503 y Scripps, WO 95/30642 (cada una de

las cua

=g &sta incorporada mediante referencia para todaos los propositos). Las
libreriaz de péptido tambidn pusden ser generadas mediante métodos de

despliegue del fago. Ver, p.e., Devling WO 91/18950.

(Et

Las librerias combinacionales y otros compuestos son  inicialmente
seleccionados  para conveniencia  determinandoe  su capacidad a  unirse
ezpecificamente a anticuarpos o linfocitos (B o T) conocidos por ser especificos

para AA u otros péptidos amiloidogénices. Por ejemplo, las selecciones
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iniciales se puaden realizar con cualquier suero gpoliclonal o anticusrpo
monoclonal a AA o AL o un fragmento de los mismos, o a un fragmento

XLEDXa,  Los  compuestos  pueden

o
T

r seleccionados  para  unirse
ntre AA (p.e., AAY o GHEDT,
(SEQ 1D NQ: 3) o AL ¢ a un fragments X4EDX: listado anteriorments, tal como,
por ejemplo, HEDT, (SEQ 1D NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID
NO: 14), HEDA, (SEQID NO: 15) y TEDE, (SEQ 1D NO: 16).

especificamentz a un epitopa especifica

i

Loz compuestos  pueden  ser evaluados mediante  los mismos
procedimientos descritos para &l mapec de especificidades de epitopn de
anticuerpo. Los compuestos identificados mediants tales selecciones son
entoncas analizados adicionalmeznts para su capacidar de indueir anticusrpos o
linfocitns reactivos a AA o AL o fragmentos de los mismos o a un fragmeanto
X4EDXz. Par gjemplo, dilucionzs multiples de sueros pusden ser evaluadas en
placas microtituladaras que han sido recubiertas previamente con AA o AL o un
fragmento de los mismas, o un fragments X, EDX; y s& puede llzvar a cabo una
ELISA estandar para evaluar para anticuerpos rzactivos a AA o AL o &l
fragmento o al fragmanto X EDX.. Los compusstos pueden ser entonces
evaluados para =ficacia profilactica y terapéutica en animales transgénicos
predispuestos a  amiloidosis, tal como, por sjemplo, Amiloidosis AA o
amiloidosis AL, El mismo criterio de seleccidn se pusde usar en otros agentes
potenciales, analogos de AA, andlogos de ALy péptidos mas largos,
incluyendo  fragmentos  de AA, AL vy fragmentos  X,EDX;, descritos

anteriormente.
VII.  Canjugados
Algunos agentes para inducir una respuesta inmune contienen &l epitopo

apropiade para inducir una respussta inmune contra AA pero sen demasiado

pequsias para ser inmunogénicos. En esta situacion, un inmunégena péptido
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puedz estar enlazado a una molécula vehiculo adecuada para formar un
conjugado que ayuda a producir una respuesta inmune. Un solo agente puede
estar enlazado a un solo vehiculo, maltiples copias de un agents puaden =star

enlazadas a multiples copias de un vehicula, qus estdn a su vez enlazadas

D

ntre si, Mmultiples copias de un agente pueden estar enlazadas a una sola
copia de un vehiculo, @ una scla copia de un agente pueds estar enlazada a
multiples copias de un vehiculo, o diferentes vehiculos. Vehiculos adecuados
incluyen albdminasz de suero, hemocianina extraida del molusco, moléculas de
inmunaglobulina, tirogiobulina, ovalbumina, toroide del tétana, o un toxoide de
atras hacterias patogénicas, tales coma difteria, E. coli, célera, o H. pylori, o un
derivado de tovina atenuade. Los epitopas de cdlula T tambizn son moléculas
vehiculo adescuadas. Algunos conjugados se puaden formar mediantz agentss
enlazantes de la invencién a una molécula polimera inmunoestimuladora {p.e.,
tripalmitail-S-glicerina cistzina (FamyCys), manano (un polimers de manosa), o
glucano (un polimero beta 1 — 2)), citoquinas {p.e., IL-1, péptides IL-1 alfa y
beta, IL-2, gamma-INF, IL-10, GM-CSF), y quiminquinas {p.<., MIF1 alfa y beta,
y RANTES). Loz agentes inmunogénicos también pueden estar enlazados a
péplidos que mejoran <l transporte a través de los tejidos, como se describe en
O'Mahony, WQ 97/17613 y WO 97/17814. los inmundgenos puedsn estar

enlazados a los vehiculos con o sin aming acidos espaciadares (p.e., gly-aly).

Algunas conjugados s pueden formar enlazande agentes de la
invencisn a al menos un epitopo de célula T. Algunos epitopos de célula T son
promiscuss mientraz que otros epitopos de cilula T son universales. Los
epitopos de célula T promiscuos son capaces Jde mejorar la induccion de
inmunidad de célula T &n una amplia variedad de sujetos qus muestran varios
tipos de HLA. En contrast= con los epitopos de célula T promiscuos, los
epitopos de célula T universales son capaces de mejorar la induccién de

inmunidad de célula T en un gran porcentaje, p.e., al manos 75%, de sujetos
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que musstran varias moléculas de HLA codificadas por diferentes alelos de
HLA-DR.

Existz2 un gran ndmero de epitopos de célula T que se encuentran
naturalments, tales ccma, tovcide de tétano (p.e., los epitopos P2 y P20),
antigeno dasuperficie da Hepatitis B, pertusis, toxcide, proteina F del virus de
zarampién, proteina de memirana exterior mayor de Chlamydia trachomitis,
toroide de difteria (p.e., CRM 197), circumsporozoite T de Plasmaodium
falciparum, antigeno CS de Plasmadium falsiparum, triosa fosfato isomerasa de
Schistosoma mansoni, TraT de Escherichia coli, y hemaglutinina del virus de la
Influenza (HA). Los péptidos inmunogénicos de la invencidn también puedne
estar conjugados a Ios epitopos de célula T descritos en Sinigaglia F. et al,
Nature, 336: 778780 (19285); Chicz R.M. et al, J. Exp. Med., 178&:27-47 (1993);
Hammer J. et al, Cell 74:197-203 (1993); Falk K. <t al,, Immunogeanetics,
3W220-242  (1994); WO 98/23625; Southwood S, =t al. J. Immunology,
160:3303-3373 (1993); and, Giannini, 5. &t al. Nuclzic Acids Res. 120 4063-
4059 (1984), (zach of which is incorporated herein by reference for all

purpasas). Ejemplos adicionalzs incluyen:

Hemaglutinina de Influenza: HAzo7.310

Malaria CS: epitopn T3 ERFIAKMEKASSVENY, (SEQ ID NO: 67).
Antirjena de suparficie de Hepatitis B; HBsAgg.2¢ FFLLTRILTI, (SEQ 1D
NO: 68).

Proteina 65 de choque al calor: hspB5i53.171
DQSIGDLIAEAMDKVGNES, (SEQ 1D NO: 39).

BRaciln de Calmette-Guerin QVHFQFRLPPAVVKL, (SEQ ID NO: 70).
Toxoide tetanico: TTa ez QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71).
Tovaids tetanico: TTysr-gs7 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID NO:
72).

T1 gp120 de VIH: KQIINMWOQEVGKAMYA, (SEQ 1D NO: 73).
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Toxoide tetanico: TTeyr.0s7 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
T1gp120 de VIH: KQINMWQEVGKAMYA.

Alternativamente, los conjugados pueden formarse mediants agentes
enlazantzs d: la invencién a al menos un epitopa de célula T artifical capaz de
unirse a una gran proporcion de moléculas de MHC Clase I, tales como el
epitopa pan-DR ("PADRE"). PADRE se describe eon US 5736141, WO
S5/07707, y Alexandar J et al., Immunity, 1:751-781 (1694) (cada una de las
cuales =3td incorporada aqui mediants referencia para todos los propdsitos).
Un péptido PADRE preferido ez ARKXVAAWTLEAAA, (SEQ 1D NO: 74),
(rzaiducs comunes en nagrita) =n donde X es prefariblements ciclohexilalanina

tirnsina o fznilalanina, siendo la mas praferida con ciclohexilalanina.

Las agentss inmunogénicos pusden estar enlazados a vehiculos por
entracruzamiento quimico. Las técnicas para enlazar un inmunogeno a un
vehiculo incluyzn la formacion de enlaces de disulfurs usando N- succinimidil-
A-(2-pinidil-tic)propionats (SPDP) y succinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilaty (SMCC) (si el péptido carece de un
grupa sulfhidrilo, esto se pusde proveer mediante la adicidn de un residuo de
cisteina). Estos reactives crean un enlace de disulfure entre 2llos mismos y |a
cisteina de péptido reside en una proteina y un enlacs de amida a través del
gpsilon-aming en una lisina, u otro grupn aming libre en otros amino acidos.
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Immun. Fev. 82, 185 (1982). Otros agentes de acoplamiento hifuncionales
forman un tioégtzr en lugar de un enlace de disulfurn. Muchos de estos agentas
formadoras da tio-éter estan disponibles comercialments & incluyan éstares
reactivos de acido A-maleimidocaprdico, acido 2-bromoacético, y acido 2-
yodoacético, acido 4-(N-malzimida-metil)ciclohexan-1-carboxilico. Los grupas
carborilicos pueden ser activados combinandolos con succinimida o acido 1-

hidroxil-2-nitro-d4-sulfénico, sal sédica.
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La inmunogenicidad puede ser mejorada a través de la adicidon de
residuns aspaciadores (p.e., Gly- Gly) entre el epitopo Ty y &l inmundgeno
péptido de la invencién. Ademas de separar fizsicamente el =pitopo Ty, del
epitopo de cilula B (p.e., el inmunédgeno péptido), los residuos de glicina
pusden perturbar cualjuier estructura s=cundaria artificial creada por la unidn
del epitopo Ty con 2l inmundgena péptido, y por consiguiente, eliminan la
interferencia  entre  las respuestas de célula T y/o B. La separacion
conformacional entre &l epitopo  colaborador y el daminio que  produce
anticuerpo permite asi interaccionses mas eficientzs entre el inmundgeno

nresentado y las células Ty, y B apropiadas.

Para mejorar la induccién de inmunidad de célula T en un gran
porcentaje de sujslos que muestran varios tipos de HLA a un agente de la
presents invencidn, s pusds preparar una mezela de conjugados con
difarentes epitopos de célula T, La mezcla pueds contznar una mezcla de al
menos dos conjugados con diferentss epitopos de célula Ty, una mezcla de al
menos tres conjugados con diferentes epitopos de célula Ty, o una mezcla de
al menos cuatro conjugados con diferentzs epitopos de célula Ty, La mezcla

pusde ser administrada con un adyuvante.

Los péptidos inmunogénicos también pusdsn ser expresados como
protsinas de fusidn con vehiculos (p.e., péptidos hetsrdlogos). El péptido
inmunogénicos pusde estar enlazado en su terminal amino, su terminal
carhovlo, o ambos a un vehiculo, Opeionalmente, multiples repeticiones  del
péptido inmunogénicos pueden estar presentes en la protzina de fusion.
Opcionalmente, un paptido inmunngénico pusde 2star enlazado a muitiples
copias de un péptidae heterélogo, por gjemplo, n ambos t=rminales N y C del
péptide. Opcionalments, maltiples copias de un péptido inmunacgénico pueden

estar enlazadas a mdltiples copias de un péptido  heterdloge, que estan
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enlazadas entre si. Algunos péptidos vehiculo sirvven para inducir una
respuesta de cilula T colaboradora contra el péptido vehicula. Las células T
colaboradoras inducidas a su vz inducen una raspuesta dez célula B contra el

peptido inmunagénico enlazadn al vehiculo.

Algunos gjemplos de protzinas de fusidn adecuadas para uso en la
invencion s muestran a continuacidn. Algunas de =stas protzinas de fusidn
comprenden segmentos de AA enlazados a epitopos de torsidz tétanos
desaritcs en US 5,196,512, EP 373 231 y EP 427,347, Algunas proteinas de
fusion comprendszn fegmsntos de AA enlazado a al menos un péptido PADRE
descrito en US 5,736,142, Algunos péptidos heterdlogos son epitopos ds célula
T promisauns, misntras que otros péptidos haterdlogos son epitapos de calula
T universales. En algunos métodns, =l agent= para administracion es
simplements una scla proteina de fusidon con un segmento AA enlazado a un

segmento haterdlogo en configuracian linzal. Los agsntes terapéuticns de ia
invencidon pusden ser representédos usando una formula. Por gjemplo, an
algunos métodos, el agente es mullimera de protzinas de fusion representadas
por la formula 2X en la cual ¥ es un enterd de 1-5. Preferiblements x es 1, 2 0
3, siendo mas prefarido 2. Cuando ~ es dos, tal muitimero tiens cuatro
protzinas de fusidn enlazadas en una configuracion preferida referida como
MAP4 (ver US £,229,490).

La configuracién MAP4 se muestra a continuacién, donde las estructuras
ramificadas son producidas iniciando la sintesis del paptido tanto en &l terminal
N comao &n las aminas de cadenas laterales de lisina. Dependiendo del numero
de veces que s incorpora la licina en la secuencia, y s deja ramificar, la
estructura resultante presentara multiples terminalsa N. En este gjemplo, se
han praducido cuatre terminales N idinticos &n &l nbclza que contiens lisina

ramificada. Tal multiplizidad mejora en gran medida la respuesta de las células

N
o
e

B cognado. En los siguientes  ejemplos, refiers a un fragmento
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inmunaganico de AA, AL o un fragmente X4EDX:, y Z1-4 se refiere a
fragmenta(s) inmunogénica(s) de AA, AL o un fragmenty de XEDX: Los

fragmentos pusden seriguales entre si o diferentes.

73
T KGG/
24—

Otros sjemplos de proteinas de fusidn incluyen:
Z-Tomnide tetanicn 830-344 2n una configuracion MAP4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ 1D NO:71)

Z-Toxoide tetanico 947-967 &n una configuracién MAP4:
Z-FNNFTVSFWLRVFKVSASHLE, (SEQ 1D NO: 72)

Z-Toxoid= t=tanica 320-844 =n una configuracidon MAR4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71)

Z-Toxoide tetanico 330-244 + 947-967 en una canfiguracidn linzsal:
Z-QYIKANSKFISITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID NO: 75).

Péptida PADRE (tados en configuracion lineal), en dondz X es prefariblements
ciclohexilalanina, tirosina o fenilalanina, siendo la ciclohexilalanina la mas
preferida-Z:

ARXVAAWTLKAAA-Z, (SEQ ID NO: 74).

Z x 3-péptido PADRE:
Z-Z-Z-AKXVAAWTLEAAA, (SEQ ID NO: 74).
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Z-ovalbimina 323-329 &n una configuracion linzal:
Z-1SQAVHAAHAEINEAGR, (SEQ ID NO: 78).

Ejemplos adicionalzs de proteinas de fusion incluyen:

AKXVAAWTLKAAA-Z-Z-2-Z, (SEQ ID NO: 74).

Z-AKXVAAWTLKAAA, (Z-(SEQ 1D NO: 74).

PRKYVRONTLKLAT-Z-Z2-Z, (SEQ ID NO: 77).

Z-PEYVIQNTLRLAT-Z, (SEQ ID NO: 77,

Z-Z-Z-PENYVRQANTLRLAT, (SEQ ID NO: 7).

Z-Z-PEYVKQNTLKLAT, (Z-Z-(SEQ ID NO: 77)

Z-PRYVRKONTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-QYIKANSKFIGITEL-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-(SEQ ID NO: 72

Z-Z-Z-QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ 1D

NO: 79).

Z-QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z, (SEQ 1D NO:

79).

QYVIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z, (SEQ 1D NO:

79)

Z-QYIKANSKFISITEL, (SEQ ID NO: 71) &n una resina 2 ramificada: 1os

fragmentos puaden seriguales antre si o diferentes,

Lys-Gly-Cys
z

Se pusdsn usar las mismas proteinas vehicula o similares y los métodos

de enlace para gensrar inmundgenos a ser usados en la generacidn de
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anticusrpos contra AA o un fragmento inmunagénico de AA, AL o un fragmento
XiEDXo. Por gjemplo, AA o un fragmento inmunogénico de AA) AL o un
fragmentoe X,EDX; enlazado a un vehiculo pueds ser administrado a un animal
de laboratorio en la producciin de anticuerpos monoclonal a AA o un fragmenta

inmunogenico de AA, AL o un fragmento X,EDX:.
VI Acido Nucleica que Cadifica loa Agentezs Terapéuticns

Los agentes terapéuticos de 1a invencidn también incluyen  acidos
nucleicas. Las respusatas inmunes contra depasitos amiloidzs también puaden
ser inducidas mediant= la administracion de Acidos nuslzicos que codifican
segmentas de péptide AA, y fragmentos de los mismaos, otroa inmundgsenos d=
réptido tales como fragmentos X,EDX:, o anticusrpos y sus cadesnas
componantss, talss como  anticuspas 2A4, 8G9 y 7DS, usades para
inrunizacién pasiva. Tales agentss para uso en los métodos de 1a invencion
incluyan acidas nucleicos que cosdifican péptidos AA que a 13 administracion a
un pacientz gensran anticuerpos que e unen aspecificaments a uno o mas
apitopos entre los reziduos 70-76 de AA, AL o acidos nuclzicas que codifican
péptidos que comprenden fragmentos X4EDX.. Tales agentes para uso en los
métados de la invencién tambign incluyen acidos nucleicos que codifican
anticusrpas que e unen especialmente a un necspitopn C-tarminal de AA o a
X,EDX;. En particular, talzs acidos nucleicos codifican anticugrpos que s& unen
especificamente a la isoforma alfa de HAA1 entrz los residuos 70-76
GHGAEDS, (SEQ ID NQO: 4), isaforma beta de HAAT entre los residuas 70-76
GHDAEDS, (SEQ ID NO: 8), isoforma gamma de HAAT entre 1os residuos 70-
76 (GHDAEDS, (SEQ ID NQ: 5), isoformas alfa y beta de HAA2 entre los
residucs 70-76 (GHGAEDS, (SEQ 1D NO: 4), HAAZ entre los rasiduos 70-76
(GDHAEDS, (SEQ I NO: 7), HAA4 entre los residuos 78-34 (STVIEDS, (SEQ
ID NO: 3), AAT de ratdn (MAAT) entre los residuos 82-75 (GRGHEDT, (SEQ 1D
NO: @), MAAD antre los residuos 69-75 (GRGHEDT, (SEQ ID NO: ), MAA3

(
(
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entre los residuns B2-63 (GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4), vy MAA4 entre los
residucs 76-522 (NHGLETL, (SEQ ID NO: 11). Tales acidos nuclzicos pueden
ser ADN o ARN. Acidas nucleicos prefaridos adicionales codifican anticuerpos
que se unen especificamenta a HEDT, (SEQ 1D NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO:
13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ 1D NO: 15) o TEDE, (SEQ ID NO:
1£) u otraz péptidas XEDX: listados antzriormente. Un segmente de acido
nucleico A que codifica un inmundgena eata enlazada tipicamente a elementos
reguladores, tales coma un promator y mejorador, qus permite la expregion del
segmeanto de ADN en las células abjetive destinadas de un pacient2. Para la
expresion &n células sanguinzas, como &35 deseabls para induccién de una
respuesta inmune, son adecuados [os slementos promotares y mejoradores de
genes de inmunoblogulina de cadena ligera o pesada o =l promotor vy
mejorador inicial intermadiario mayor de CMV. Los el=mentos reguladores
enlazados y las secusncias de codificacian son a menudo clonadas en un
vector. Para administracién de ancucuerpos de cadena doble, las dos cadenas
puedzn ser clonadas en &l mismo vector o separadas. Los aAcidos nucleicos
que codific.an agentes terapéuticos de la invencién también pueden codificar al
menons un epitopo de célula T. Las revelaciones presentes que se relacionan
con el uso de adyuvantes y el uso de vehiculos se aplican mutatis mutandis a
su usa con los acidos nucleicos que codifican los agentes terapéuticos de la

presents invencion.,

Un nimere de sistamas de vectores viralzs esta disponible incluyendo
sistamas retrovirales (ver, p.e., Lawrie y Tumin, Cur. Qpin. Genet. Develop. 3,
102-109 (1992)); vectores adenavirales (ver, p.e., Bett et al, J Virol 67, 5911
(1992)); vectores de virus adenc-asociados (see, p.e., Zhou et al, L Exp. Med.
179, 1267 (1994)), vectares virales de la familia de la viruela incluyzndo el virus
de vacoinia y y Ios virus de virusla aviar, vectores virales del género alfa virus
tales como los derivados de los Virus Sindbis y del Bosque Semliki (ver, p.e.,

Dubensky et al., J Viral 70, 508-519 (1998)), virusz de la encefalitis equina
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venszolana (ver US 5643,576) y rabdo virus, tal como virus de estomatitis

vesicular (ver WO 96/34525) y papilomavirus (Qhe et al., Human Gene Therapy
B, 32E-533 (1995); Woo et al, WO 94/126829 y Xiao & Brandzma, Nucleir Acids
Rex 24, 2830-2627 (1996)).

El ADN que cadifica un inmundgenao, o un vector que lo contiens, pueide
estar empacado =n lipasomas. Ln-l«lm decuadas y analogos relacionadons
describen en US 5,208,035, 5,264 618, 5,279,535 y § 282,185, Los vectares y
el ADN que cadifica un inmunégeno tambhién pueds ser adsorbido en o
asociado con vehiculos particulados, cuyos sjemplos incluyen polimeros de
polimetil metacrilato y polilactidos y poli(lactida-co-glicslidas), ver, p.e., McGee
et al., J Micro Encap. (1296).

Los vectares de terapia de gzno ADN desnudo pueden ser liberados in
vivo mediante administracién a un paciente individual, tipicamente mediants
administracidn sistémica (2., intravaenosa, intraperitonsal, nasal, gastrica,
intradérmica, intramuscular, subdémica, o infusidn intracrangal) o aplicacion
tépica (ver poe, US 5399 247), Tales vactores pueden ademas incluir agentes
facilitadores tales coma bupivacina (US 5,593,970). EI ADN también puede ser
administrado usando una pistola de genes. (Ver Xian & Brandsma, supra). El
ADN quez codifica un inmunagenc =8 precipitado en la superficie de perlas de
metal microscépicas. Los microproyectiles son acelerados con una onda de
choque o gas helo en expansién, y penetran tejidos hasta una profundidad de
varias capas célularsz. Por gjemplo, El dispositive de Liberacién de Gen
Accel™  fabricado  por  Agacetus, Ine. Middlston Wl es  adecuado.
Alternativaments, el ADN desnudo pusde pasar a través de 1a pi=l al torrente
sanguinzon simplemente manchanda &l ADN sobre la piel con irritacion quimica

o mecanica (ver WO 95/05353).
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En una variacién adicional, los vectores que cadifican inmundgenas
pueden ser liberados a células &x vive, tales como células explantadas
extraidas de un paciente individual (p.2., linfocitos, aspirados de médula
espinal, bicpsia de tejidn) o células madre hematopoyéticaz donadoras
universales, seguida por reimplantacién de las células en un pacients,
usualmentz despuds de la sel=ccidn para células que tienen el vector

incorporada.
IX.  Adyuvantes

Los agentes inmunogénicos de la invencidn, tales como péptidos, son
algunas veces administrados &n combinacién con un adyuvante. El adyuvants
aumenta el titule de anticusrpos inducidos y/o 1a afinidad de unidén de
anticuenaos inducidos con relacidn a la situacién si @l péptido se usara sole. Se
pusde usar una variedad de adyuvantes en combinacién con un fragmento
inmunog&nicas de AA, para producir una respuesta inmune. Los adyuvantes
preferidos aumentan la respussta intrinseca a un inmundgeno sin causar
cambios conformacionales en &l inmunégeno que afecten la forma cualitativa
de la respuesta. Adyuvantes prafaridos incluyen hidrdvido de aluminio y fosfato
de aluminia, lipido A monofasforil 2 des-O-acilado (MPL™) (ver GB 2220211
(RIBI ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, ahora parte de Coriva),
RC-529 (Coriva, Hamiltan, Montana). STIMULON™ 0QS-21 2s un triterpeno
glicésido o saponina aislada de |a cortzza del arkol de Quillaja Saponaria
Molina encontrade en Sur América (ver Kensil ot al, in VVaccine Design: The
Subunit y Adjuvant .'i\p/:'roac:h (zds. Powell & Newman, Plenum Prass, NY,
1995): Patznte US No. 5,057 ,540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham,

MA). Otros adyuvantss son emulsionss aceits 2n agua (tales como escualeno o
aczite de mani), opcionalmente en combinacidn con estimulantzs inmunas,
talea como lipido A mancfosforilo (ver Stoute et al, N. Engl. J. Med. 336, 83-91

(1997)), polimeras plurdnicos, y micobacterias eliminadas. Otro adyuvante =3
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Cpas (WO 98/40100). Los adyuvantes pusden ser administrados como un
componente de una compasicidn terapéutica con un agente activo, o pueden
sar administrados por separado antes, concurrantements con, o después de la

administracidn del agentz terapautico.

Una clase prafarida de adyuvantzs son las sales de aluminio (alumbre),
tal coma hidrésido de alum, fasfato de alum, sulfato de alum. Tales adyuvantes
s& puedsn usar ean o sin otros agentss inmunoestimuladores especificos tales
coma MPL o 3-DMP, QS-21, amino Acidas poliméricos o monoméricos tales
coma acido poliglutdmico o polilisina. Otra clase de adyuvantes son las
formulacionzs de emulsiones aceitz-en-agua. Tales adyuvantes se pueden
usar con o sin otros agentes inmunosstimuladores especificos tales como
muramil péptidos (p.e., M-acetiimuramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-
acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina  (nor-MDP),  N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'dipalmitoil-sn-glicers-3- hidroxifosfariloxi)-
etilamina  (MTP-PE), N-acetilgluzzaminil-N-acstiimuramil-L-Al-D-isoglu-L.-Ala-
dipalmitoxi propilamida (DTP-DFF) THERAMIDE™), u otros componentes de
parzd celular bacteriana. Las emulsionzs aceite-en-agua incluyen (a) MF59
(W 50/14337), que contiene 5% de escualeno, 0.5% de Tween 80, y 0.5% de
Span &5 (que contiene opciohalments varias cantidades de MTP-PE) formulaas
en particias  de  submicrdén usando  un microfluidizador  tal  como
microfluidizador Modele 1107 (Mizrofluidics, Newton MA), (b) SAF, que
contiene 10% de Escualano, 0.4% de Tween 30, 5% de plurdnico-polimero
L121 blogueads, y thr-MDP, ya sea microfluidizados en una emulsidon de
submicron o vorticeada para gensrar una emulsidn con tamaio de particula
mas grande, y () sistema de adyuvante RIBI™ (RAS), (Ribi ImmunoChem,
Hamilton, MT) que cantiene 2% de 2scualeno, 0.2% de Twaen 80, y uno o mas
componentss de pared celular hacteriana del grupo que  consiste de
maonofosforillipico A (MPL), trzhalosa dimicolaty (TDM), vy esquazlete de pared

oelular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (DETOX ™).
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Otra clase de adyuvantes preferidos son los adyuvantss de saponina,
tales como STIMULON™ (QS- 21, Aquila, Framingham, MA) o particulas
generadas  a  partir de  estos tales comao ISCOM  (complgjos
inmunosstimuladores) & ISCOMATRIX. Otras adyuvantes incluysn RC-529,
GM-CSF y Adyuvante de Freunds Completo (CFA) y Adyuvante de Freunds
Incomplzets  (IFA).  Otros  adyuvantes  incluyen  citoquinas, tales  como
interlzucinas (p.e., péptidos de IL-1 ay B, IL-2, IL-4, IL-3, IL-12, IL12, 2 IL-15),
factor de estimulacidn de calonia macrdfaga (M- -CSF), factor de estimulacidn de
colonia macréfaga de granulocito (GM-CSF), factor de necrosis de tumor
(TNF), quimioquinas, tales como MIP1a y f y RANTES. Otra clase de
adyuvantza son los analoges de glicolipido que incluyzn N-glicosilamidas, N-
glicasildrzas y N-glicosilcarbamatos, cada uno de los cuales esta sustituido en
el residuo de azucar por un aming Acido, como inmuna-maoduladores o
adyuvantes (ver Pat. US Nio. 4,355 253). Las proteinas de choque al calor, poe.,

HSP70 y HSP20, también se puedzn usar como adyuvantes

Un adyuvantz pusde ser administrado con un inmunégeno como una
sola composicién, o puede s&r administrado antes, concurrente con, o despuds
de la administracidon del inmundgzno. El inmundgeno y adyuvants pueden ser
empacados y suministrados en el mismo vial o pusden ser empacados &n
vialzs separados y mezclados antes de uso. El inmundgeno y adyuvants son
empacados tipicamente con una etigueta que indica la aplizacidn terapéutica
destinada. Si =l inmundgena y el adyuvants estan empacados por separado, el
empaque incluye tipicamante instrucciones para mezclar antes de uso. La
elzocidn de un adyuvante y/o vzhiculo depends de la estabilidad de la
formulacién inmunogénica que contizne el adyuvante, 1a ruta de administracién,
el eaquema de= dasificacian, la eficacia del adyuvante para las especies que
estan sizndo vacunadas, y, en humanos, un adyuvants farmaceuticamente

aceptable @8 uno que ha sido aprobado o pueds ser aprobado para
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administracién  humana por los organismos requladores pertinentes. Por
gjsmpla, 2l adyuvante de Freund completo no &3 adecuado para administracion
humana. Se prefizren alum, MPL y QS-21. Opcionalments, se pueden usar
simultdneaments  dos o mas adyuvantes diferentzs. Las  combinacionas
preferidas incluyen alum con MPL, alum con QS-21, MPL con QS-21, MPL o
RC-529 con GM-CSF, y alum, 0S-21 y MPL juntes. También se puede usar
adyuvante de Freund Incompleto (Chang et al, Advanced Drug Delivery
Reviaws 32, 173-185 (1992)), cpcionalmante en combinacién con cualquizra de

alum, QS-21, y MPL y todas las combinaciones de los mismos.

X. Administracién Pasiva de Anticuerpos

Los agentes terapéuticns de la presents invencidn incluyen anticuerpos
qua s unen aspecificameantz a un epitopo que comprends X(EDX:z en una
protzina amiloide agregada, en donde X4 s H, T, F, S, P, A o cualquier otro
residuo de amino acide que precede inmediataments ED en tal proteina
amiloide agregada; y en donde X, 23 T, S, E, R, I, V, F, A o cualquier otro
residun de amino acido inmediatamente después de ED =n tal proteina
amiloide agregada, incluy=ndo epitopos entre péptidos amiloides tales como
AA. Los anticusrpos usados para administracién pasiva pueden ser anticusrpos
que s& unen a spitopos C-terminales o N-terminales de AA. Ofras proteinas
amilcidz, ademas de la proteina A amilaide &n suera, incluysn proteina A
amiloide en suera, protzina de cadena ligera de inmunaglobulina, tal como, por
gjemplo, VAR Wil o VK, polipéptido precursor de amiloids de islote humano
(IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) y ApaA1, asi comao otras

listadas en la Tabla 1 anterior.
AA se forma mediante clivado proteolitico e SAA. Los anticuerpos

prefaridos 82 unen especificameantsz a neoepitopos de AA que se forman en el

clivado protealitico de SAA. Los anticuerpns & unen especialmente a un
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necspitopo C-terminal de AA, espacialments, talzs anticusrpos s& unen
especificamante a la iscoforma alfa de HAA1 entre los residuos 70-76
(GHGAEDS, SEQ ID NO:d), iacforma heta de HAAT entre los residuos 70-76
(GHDAEDS, SEQ ID NO:5), isoforma gamma de HAAT entre los residuos 70-

76 (GHDAEDS, SEQ ID NO: 5), iscformas alfa y beta de HAA2 entrz los
residuss 70-75 (GHGAEDS, SEQ ID NOQ: 10), HAAZ entre los residuns 70-76
(GDHAEDS, SEQ ID NO:7), HAAS entre los residuos 73-84 (STVIEDS, SEQ ID
NO:Z), AAT de ratén (MAAT) entre los residuos 69-75 (GRGHEDT, SEQ 1D
NO:m), MAAZ entre 103 residuns 89-75 (GRGHEDT, SEQ 1D NQ: 9), MAA2
entrz los residucs G2-83 (GHGAEDS, SEQ 1D NO: 10), y MAA4 entre los

rasiduos 78-32 (NHGLETL, SEQ ID NO: 11). Algunos anticuerpos s unen
solamants a un spitopo entrz uno de estos péptidos. Otros anticuerpos s& unen
a epitopos entre mas de uno de estos péptidos. Por gjemplo, algunos

anticusrpos se unen aspecificaments a un péptido GHGAEDS, (SEQ 1D NO: 4)
y un péptide GHDAEDS, SEQ 1D NO: 5). Algunns anticuerpos s unsn a un
pépticlo GHGAEDS, SEQ ID NO: 4) sin unirse especificamente a un péptido
GHDAEDS, SEQ ID NO: &). Se prefiere la unidn a al menos uno de los
néptidos AA humanos. La unidn a al manos uno de los péptidos AA humano y
un péptide de ratén correspondiente es atil porque =1 mismo anticuerpo puede
ser evaluado en un models de ratén y posteriormente usado en humanos.
Algunos anticuerpos preferidos se unen especificaments a epitopos entre los
residuos de la isoforma alfa de HAA1 71-76, 72-73, 73-76, 74-76, 70-78, 70-74,
70-73, T0-72, TATER, TIU8, TETR, 7174, T1-TE, T2-74, o residucs de MAA1

70-TH, TA-TE, T2-TR, 73-7R, 60-74, 69-75 69-72, 69-71, 7074, 7174, 7274,

Py

T0-73, T0-72. Tales anticuerpos tipicamentz se unen especificamente a
depdsitos anuluule s pero pueden o no unirse a AA soluble. Cuando se dice que
un anticuarpo se une especificamente a un  epitopo entre residuos
especificados, tales como los rasiducs 70-75 de la isoforma alfa de HAAT, por
gjemplo, significa que &l anticuerpo 32 une especificamentg a un polipéptido

que contizne los residuos espedcificados (p.e., residucs 70-76 de la isoforma
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alfa de HAA1 an este sjemplo). Tal anticuerpo no necesariamente contacta
vada residuo entr2 los rasiducs 70-76 de la isoforma alfa de HAA1. No
necesariameant: cada una de las sustituciones o LIGI:'CIOH!:‘Q gntre lns residuns
70-76 de la isoforma alfa de HAAT afecta lemfluamcnte la afinidaid de unidn.
Tales anticuaos de neospitopo 32 unen a AA pera no a SAA. La especificidad
de epitopo de un anticusrpo puede ser determinada, por gjemplo, como se
describe en WO Q0/72330.

Los  anticuerpos  usados para  administracidn  pasiva pueden  ser
anticuzrpos a apitopos N-tzrminales de AA. Los anticuerpos preferidos s2 unen
especifizamente a un neospitope N-terminal dz AA, especialimants, tales
anticusrpos se unen  especificamente a los  residucs  de HAA1 1-15
(RSFFSFLGEAFDGAR, 3EQ ID NO. 80), residuos de HAAZ  1-135
(RSFFSFLGEAFDWZAR, SEQ 1D NO. 20), residuos de= HAA2 115
(QGWLTFLRKAAGQSAK, SEQ ID NO: &1), residuos de HAA4 1-15 (ES
WRSFFKEA, (SEQ 1D NO: 82), residuos  de MAAT 115
(GFFSFVHEAFQGAGD, SEQ IDv NO:  33), residuos MAA2  1-18
(GFF3FVHEAFQGAGD, SEQ ID NO: 33), residuos MAAY 1-9 (EAGQGSRD,
(SEQ 1D N 34), vy residuss de MAAY 1-14 (WYSFFREAVQGTWD, SEQ ID
NQ: 35). Algunas anticusrpos s2 unen solamsnte a un epitopd entrz uno de
estos péptidos. Otroa anticusrpos 32 unen a epitopos entre Mas de uno de
estos péptidos. Por gj=mpla, algunos anticuerpos se unen especificamants a
un  péptide RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ 1D NO: 20) y un péptido
QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID NO: &1). Algunos anticuerpos se unen a un
péptido RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID NO: 30) sin unirse especificamante a
un péptida QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ 1D NO: 21). La unién a al menos uno

de los péptidas AA humaos y un péptido de ratén correspondiente ss Gtile

o

arquz 2l misme anticuerpo pusde ser evaluado en un modelo de ratén y

posteriormente usarse en humanos.
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Algunos anticuerpos s unen especificamentz a un epitopo que consiste

de tal X,EDX:. Preferiblemants tales anticuerpos se unen especificamente a
dicho epitopa =n una protzina amiloide agregada. Algunos de tales anticuerpos
s unen de manera preferente especificaments a una protzina amiloide
agregada con relacién a la forma monomérica de tal dicha proteina amiloide.
En algunos anticusrpos, Xy es H, T,F, S, P, 0 Ay X:es T, 8 E,D, R ILV,Fo
A. En alguncs e tales anticuerpos, cuando X s H, Xz es T o A; cuanda X, es
A Yoes S T EoV, cuando Xy es T, Xoes E; Xy 82 F, Xz es D) cuanda X 5 S,
ez B, FaA ycuando Xy as P, Xz a3 E, | o F. En algunos anticuerpos, Xy s

H,T,F,SP oAy X:esT, S, E DRV, F oA, conlacondicion que si Xy as

A, Xz no es V. En algunos anticuerpos, cuando X, es A, Xaes S, To E.

Algunos  anticusrpos  se unen  aspecificaments a un epitopo que
comprends la secuenciad & amine acido GHEDT, (SEQ IDNO %), HEDT, (SEQ
ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID
NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 16), FEDD, (SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID
NO: 13), AEDE, (SEQ ID NO: 19), PEDE, (SEQ ID NO: 20), PEDI, (SEQ ID NC:.
21), PEDF, (SEQ ID NO: 22), AEDV, (SEQ 1D NO: 23), SEDF, (5EQ ID NO: 14)
o SEDA, (SEQ 1D NO: 25).

Alguncs anticusrpos se unen especificamente a un péptido  que
comprends una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste
de GHEDT, (SEQ ID ND: 3), HEDT, (SEQ ID ND: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 13),
AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ 1D NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 16),
FEDD, (SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19),
PEDE, (SEQ ID N©O: 20), PEDI, (SEQ ID NO: 21), PEDF, (SEQ ID NO: 22),
SEDF, (SEQ ID NO: 24) y SEDA, (SEQ ID NO: 25). Algunos anticuerpos se
unen especificamentz a un péptido que comprznde una secuencia de amino
acido seleccionada del grupe gque consiste de GHEDT, (SEQ ID NO: 2), HEDT,
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(SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO: 12), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA,
(SEQ ID NO: 15) y TEDE, (SEQ ID NO: 18).

Algunos anticuerpos son elevadaos a un péptido que comprende GHEDT,
(SEQ ID NO: 3), tal como, por sjempla, 2A4, 7D3 y 8039, o son versiones

humanizadas o quiméricas de [os mismos.

Los anticusrpos pueden ser policlnales o monoclonales. LLos sueros
policlonales canticnan tipicamente poblaciones mezcladas de anticusrpos que
se unen sspecificaments a varios epitopos a lo largo de AA. Sin embargo, los
sueros policlonales pueden ser especificos a un segmenta particular de AA, tal
como 1oz residuns 70-768 de la isoforma alfa de HAA1. Los anticuerpos
prefzridos san quiméricos o humanizadaos (ver Queen et al, Proc. Natl. Acad.
Sof USA E5:10029-1003%  (1989) v WO 90/07561, US 5,893,762, US
5,603,751, US 5,585,039, US 5,520,101 y Winter, US 5,225 539), o humanos
(Lonberg et al, WO93M22ZT (1093); US 5,877,267, US 5,874,299, US
5,814,315, US 5,785 650, US 5770429, US 5,651,014, US 5,633,425, US
5,025,126, US 5§ 539,825, US 5,545 806, Nature 148, 1547-1552 (1994), Nature
Eiatechnology 14, 520 (19598), Kucherapati, WO 91/10741 (1291)). Un enfoque
alternativo para humanizar un anticu=rpo, también conocidoe como enchapado
(veneering), se describe 2n US &,797 492, Varios anticuerpos de ratén de
diferantes aspecificidades estan disponibles como matzriales de= partida para

preparar anticuerpos humanizados.

Loz anticuerpos humanizados representativos son el anticuerpo 708 de
varsion humanizada (Numero de Acceso ATCC ), anticuerpo VD29 de
versién humanizada, anticusrpo 7D19 de versidn humanizada, anticuerpo 7D47
de version humanizada, anticuerpo 7D29 de versidn humanizada |, anticuerpo

7DRG de versién humanizada |, anticuerpo 3G9 de version humanizada,

anticusrpen SG3 de  varsién  humanizada, anticuerpe 3G4  de versidn
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hurmanizada, anticuerpo 3G51 de varsidn humanizada, anticuerpo SG22 de
version humanizada, anticuerpe 8G20 de versidn humanizada, anticuerpo
5346 de version humanizada, anticuerpo 2A4 de versién humanizada (Nomero

de Acceso ATCC ), anticuerpo 2A20 de versién humanizada,

anticuerpe 2A43 de version  humanizada, anticuerpoe 2A77  de  versidn
humanizada, anticusrpo 2A12 de versidn humanizada, y anticuerpo 2A14 de
verzidn humanizada. Los hibridomas que producen el anticusrpa 7DE (JHE0
703.2019.47) y el anticusrpoa 2A4 (JH30 2A4.20.44077) se depositaron en

'

Septiembre 4 de 2002, y en Diciembre 17 de 2008, respectivamente, con La
Coleccidn da Cultivo Tipa Americana (ATCC), actualmente localizada en 10501
University Boulevard, Manassas, VA20110-2209, bajo las provisiones del
Tratado de Budapest para &l Rzconocimiznto Internacional del Depésito de
Microorganismos con el Propdsito de Pracadimiento de Patentz ("Tratado de
Budapest"). El ATCC ha asignado al hibridoma que procuce D& &l No. De
Accaso , 'y al hibridoma que produce 2A4 el No. De Acceso ATCC

Se prefiere &l isotid 1gG1 humana para anticuerpas a la regidn C tarminal
de AA porgue tienen la afinidad mas alta de las isotipos humanos para el
receptor FocRI e=n células fagociticas.  Algunos  anticuerpos  se  unen
especificament: a AA con una  afinidad de unidn mayor dz o igual a
apraximadamente 107, 108, 10°, w100 M.

La inmunizacién activa con fragmentos de AA puzde ser combinada con
la administracion pasiva de of anticuerpos. Ejemplos de combinaciones

eapecificas incluyen fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa d= HAA1 con anticuerpos que s2 unen especificaments a epitopo
entre los residuns 70-76 de la isofonma alfa HAA1T; los fragmentos AA que
comprendsn los residuos 70-76 de la isaforma alfa de HAAT1 con anticuerpos

fque s& unen espacificamente a epitopo entrz 1os residuas 71-76 de la isoforma
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alfa d= HAA1; fragmentos AA que comprenden residuos 70-76 de la isoforma
alfa de HAA1 con anticusrpos que s2 unen sspecificaments a epitapo entre 103
residuns 72-75 de la isoforma alfa de HAAT; fragmentos AA que comprenden
los residucs 70-76 de la isoforma alfa de HAA1T con anticusrpos que se unen
especificaments a epitopo entre lns residuos 73-76 de la isoforma alfa de
HAAT; fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la isoforma alfa
de HAAT con anticusrpos que se unen especificamants a apitopo entre los
residucs 74-78 de la isoforma alfa d= HAAL; fragmentos AA que comprenden
los residuss 70-768 d= la isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que s& unen
especificamente a epitopo entre 103 residuos 70-75 de la isoforma alfa de
HAA1; fragmeantos AA que comprenden 10s residuos 70-76 de la isoforma alfa
de HAA1 con anticusrpas que 82 unen especificamentz a epitopo entre 1os
residuos 70-74 de la isoforma alfa de HAAT, fragmentos AA que comprenden
los residuos 70-74 de 13 isoforma alfa de HAA1 cnmpnblng son anticuerpos que
s& unen especificaments a epitopo entre los rasiduos 70-73 de la isoforma alfa
de HAAT, fragmentos AA que comprenden las residuas 70-78 de la isoforma
alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopa entre los
residuas 70-72 de la isoforma alfa de HAAT, fragmentos AA que comprenden
los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen
espacificamanta a epitopo entre los residucs 71-75 de la isoforma alfa de
HAAT; fragmentos AA quz comprenden los residuos 70-76 de la isoforma alfa
de HAAT con anticuensos que se unen especificamente a epitopo entre los
residuas 72-75 de la isoforma alfa de HAA1; fragmentos AA que comprenden
log residuns 70-78 de la isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen
especificament2 a epitopo entre los residuos 73-75 de 1a isoforma alfa de
HAAT; fragmentos AA gue compranden los residuos 70-76 de la isoforma alfa
d= HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopo entre los
residuss 7375, fragmentos AA que comprenden las residuos 70-76 de la
iscforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopo

entre o3 residuos 71-74 de la isoforma alfa de HAAT, fragmantas AA que
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compranden los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAAT con anticuerpos
que se unen sapecificaments a epitopo entre los residucs 71-73 de la isoforma
alfa de HAA1, fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamants a epitopo
entre oz residuns 72-74 de la isoforma alfa d= HAA1. Adicionalments, los
fragmentos AA qua comprenden los residuos de isoforma alfa de HAA1 71-75
7a-Ta, TA-TE, T4V T0-TE, T0-74, 0TS, TO-T2, T1-Th, T2-75, T3 T8, T1-74,

71-72, 72-74 se pueden  combinar con  anticusrpos que Se unen

espacificamants a un epitopo entre 103 residuos de isofarma alfa de HAAT1 71-
76, T2-T8, TETE, Y47, T0-TR, TO-T4, TOTE TOTL, T1-TR, T2-78, TR, T-

74, 7173, 72740 Los fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa de HAAT, residuos 70-73 de 1a isoforma beta de HAA1, residuos
70-78 de la iscforma gamma de HAA1, residuns 70-768 de las isoformas alfa y
bhata de HAAZ, residucs 69-75 de MAAT, residuos n8-75 de MAAZ, o residuos

i

-

£2-62  MAAZ, se pueden combinar con  anticusrpos que  s&  unel
especificamentz a un epitopo entre 105 residuas 70-76 de la isoforma alfa de
HAA1, residuos 70-76 de la isoforma beta de HAA1, residuos 70-76 de s
isoforma gamma de HAAT, residuos 70-78 de las isoformas alfa y beta de
HAA2, residucs /9-T5 de MAAIL residuos 69-75d= MAA2, o residuns 32-68 de

MAAS.

Algunos de los anficusrpos  descrites  anteriorments: no se  unen
especificamente a la forma precursora o monomérica de 1a proteina amiloide.
Algunos de estos anticuerpos se unen especificamente a un neoepitopo
genarada al clivado de una proteina precursor produciendo una proteina
amiloide. Por ejemplo, algunos anticusrpos se unen especificamente a los
residuos C-terminales de fibrilos AA de ratin -HEDT, (SEQ ID NO: 12), pero ne

o

= unen especificamentz a un péptido ques se extiende en laporcidon no amiloide
dz SAA (GHEDTMADQE, SEQ ID NO: a1). Algunos anticuerpos se unen

especificamentz a un epitope confarmacional. Algunos de dichos epitopos
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conformacionales son linealss. Algunos de tales epitopos conformacionales
aan evpuestos cuands una prateina amiloide sntra a una estructura agregada
(p.e., fibrilar) o s=  vuelve parcialments desnaturalizado. Ejemplos de tales
anticuzrpoas incluyen los anticuerpos monoclonalzs murines 2A4 (Nimero de
Acceso ATCEO ), 3G9 (Nimero de Acceso ATCC )

703 (NGumers de Acceso ATCC ), formas humanas, humanizadas y

<

quiméricas de los miamos, otroa anticuzrpas gue s unen especificaments a &l
mismo epitopo que 2A4, 3G9 o 7D3, vy fragmentos de unidn a antigeno de
cualquiera  de  dichos  anticuerpos.  Algunos  anticusrpos 82 unen
especificamente a una proteina amiloide que comprende la secuencia de
amino acido ED. Algunos anticusrpos s2 unen espacificamente a una proteina
amiloide selzccionada del grupo que consiste de proteina de cadena ligera de
inmuncglabulinag, palipéptido precursor de amiloide de islote humano (IAPP),
paptida beta amiloide, transtirstina (TTR) y ApoA1.

La unidad estructural hasica del anticuerpo es conecida por camprender
un tetramero de subunidades. Cada tetramern estda compuesto de dos pares
idénticos e cadenas de polipéptido, cada par tisne una cadena “ligera”
(aproximadament= 25 EDa) y una cadena "pesada” (aproximadamente H0-70
kDa). La porcidn amino-terminal de cada cadena incluye una regidn variable de
apravimadamants 100 a 110 o mas amino acidos responsables principalments
del reconocimiznto de antigeno. La porcidén carboxi-terminal de cada cadena

define una region constante responsable principalments de 1a funcidn efectora.
1. Anticuerpos
La invencidn incluye anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpo de
unidna antigena, asi como anticusrpos pegilados y fragmentos de anticuerno,

también anticuerpos con funcidn efectora alterada (p.e., raducida o eliminada),

paor ejemplo, anticusrpos que comprenden mutaciones o residuos sustituidos en
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la region Fo. Ejemplos de porciones inmunolagicamente activas de moléculas
de inmunoglobulina incluyen fragmentas F(ab) y F(ak')2 tri-Fab', Fab', Fv, scFv,
di-Fak' que pusden ser generados tratando ¢l anticuerpo con una enzima tal
oMo pepsina, o producidos mediants téenicas de ingenieria recombinante
conacidas en la técnica. Los fragmentos de unién a antigzno addicionales de
los anticuerpos de la invencion incluyen fragmentos de anticuerpo terapéuticos,
incluyends fragmentos de anticusrpo pegilados, tal como Fali' PEGilado y di-
Fak' PEGilada. Ejemplos de mutantes de funcidn 2factora se describen en la
Patente U3 No. 5,824,221, que &3td incorparada aqui mediante referencia =n
su totalidad. Algunos anticuerpos tienen afinidad de unidn reducida para el
receptor RI gamma Fe. Los anticuerpos mutantes de funcidn efectora incluyen
anticuerpas  que  comprenden muataciones en la regién  bisagra. Algunos
anticuerpos 19G mutantes compranden una mutacién en la regidn constante de
cacdena pesada en una o mas de las posiciones 234, 235, 238, 237, 297, 318,
320y 222, En algunos anticusrpos uno o mas de los rasiduos 234, 226y 227
estan sustituidos con alanina. En algunos anticusrpos, €l residuc 235 esta
sustituido con glutamina. En algunos anticuerpos, &l residuc 297 esta sustituido
con alanina. En algunos anticusrpos, los residuas 313, 220 y 322 estan
sustituidos con alanina. En algunos anticuerpos, <l residua 318 esta sustituido
con valina. En algunos  anticuerpos, el residuo 222 sstd sustituido con
glutamina. Los anticuerpos con funcidn =fectora mejorada incluyen anticuerpos
mutantes sencillos S239D y I232E y los S239DM332E y S220D/232E/A3E0L

cdoble y triple mutantes (numeracion Kabat).
2. Anticuerpas Paliclonales

Los anticuzrpos paliclonales se pueden preparar como 32 describid
antericrments inmunizando un sujeto adecuado con un inmunégeno. El titulo

de anticuzrpa en el sujeta inmunizado puzde ser monitoreadn en el tiempo por

medio de ticnicas estandar, tales comao con un ensayo inmuncsorbente ligado
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a znzimas (ELISA) usando antigeno cbjetivo inmaovilizado. Si se desea, las
moliculas de anticuzrpo dirigidas contra el antigeno objetive pusden ser
aisladas del mamifero (p.2., de la sangre) y purificadas  adicionalments

mediantz tzenicas bien conocidas, tal como eromatografia de Sefarosa protzina

A para obtenar =l anticusrpo, p.e., fraccidn 19G. En un momentoe apropiado

después de la inmunizacién, p.s., cuanda los titulos de anticuerpo anti-antigeno
son los mas altos, las células que producen anticusrpn pueden ser obt2nidas
del sujeto y usadas para preparar anticuerpos monoclonalas mediante técnicas
estandar, talzs coma la téenica de hibridoma descrita ariginalmente por Kohler
y Milstein (1975) Nature 256:495-497) (ver también, Brown st al. (1981) J.
Immuncal. 127:529-45; Brown &t al. (1 :.;.n) doBiol Chem. 255:4980-33; Yeh &t
al. (1976) Proc. Natl, Acad. Soi. USA T8:2927-31; y Yeh ot al. (1982) Int. J.
Cancer 29:209-75). Fara la preparacion de anticuerpos policlonales quiméricos,
ver Buechler ef al. Patente U.S. No. §,420,113.

2 Anticuerpos Monoclonales

Cualquiera de los muchos protocolos kien conocidos usados para fusionar
linfocitos vy lineas celulares inmortalizadas se pueden aplicar con el fin de
generar un anficuerpo monaclonal (see, p.e, G, Galfre et al. (1977) Naturs
20568002, Gefter =t al. Somatic Cell Genet,, citads supra; Lerer, Yale J. Biol.
Med., citado supra; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citados supra). Mas adn,
2l tramabajor de conocimisntd medio apreciara que existen muchas variaciones
de tales métodos que también serian Otiles. Tipicaments, la linea celular
mmaortal (p.e., una linsa celular de mieloma) se deriva de la misma aspecie
mamifera que los linfocitos. Por gjemplo, los hidridomas murinas se pueden
haczr fusionando linfocitos de un ratén inmunizado con una preparacion
inmunogacnica de la presente invencion con una linea celular de ratdn
inmartalizada. Las lincas celulares inmaortales preferidas son las linea

celulares de mizloma de ratén que son sensibles a medio de cultivo que
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contiene hipovantina, aminopterina y timidina ("medio HAT"). Se puede usar

cualquiera de un muero de lineas celulares de misloma como un compaiiero de

77}

fusién de acuerdo con técnicas estandar, p.e., las lineas de migloma P3-NS1/1-

Agd-1, P3-v33-AQ3.653 o Spl/0-Agild. Estas lingas de mieloma  2stan

j-

cdisponibles en ATCC. Tipicamants, las células de misloma de ratdn sensibles a
HAT estan fusionadas con esplenocitos usando polistileno glicol ("PEG"). Las
células de hibridoma resultantes de la fusién san entonces seleccionadas
sando medic HAT, que elimina células de misloma ne fusionadas vy
fusicnadas no productivas (esplenocitos no fusionades mueren después de
varios dias porque no son transformados). Las células de hibridoma que
producen un anticusrpo monoclonal de la invencién son detectadas mediante
salaccidn de los sobrenadantes del cultive de hibridoma para anticusrpos que

s& unen a un antigeno chjstive, pae., AR, usando un ensayo de ELISA estandar.

4, Anticuerpos Recombinantes

Alternativo a preparar hibridomas que secretan anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo monoclonal puede ser identificado y aislado mediante seleccidn
de una libreria de inmunoglobulina combinacional recombinantz (p.2., un
alibrzaria de desplizgue del fago de anticusrpo) con un antigeno objetivo para
asi aislar los mismbros de la libreria de inmunoglobulina que s& unen al
antigeno ohjstive, Los kits para generar y seleccionar librerias de despliegue
del fago estan disponibles comercialments (p.e., El sistema de Anticuerpo de
Fags Recombinants de Pharmacia, No. De Catdlogo 27-0400-01; y el kit de
Despliegue del Fago Stratagene SurfZAP™, No. De Catalogo 240i512).
Adicionalmeantz, sjemplos de métodos y reactivas particularmente adecuados
para usc en la genesracion y seleccién de libreria de despliegus de anticuerpo
a2 pueden encontrar =n, por ejemple, Ladner =t al. Patents U.S. No. 5,228,409,
Kang et al. Publicacidn Internacional PCT No. WO 92/18319; Dawer ef al.
Fublicacisn Intzmacional PCT No. WO 9117271, Winter ef al. Publicacion
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Internacicnal PCT WO 92/207%1; Markland =f al. Publicacién Internacional PCT
N, WO 22/156759; Breitling ef al. Publicacién Internacional FCT WQ 235/01283;
McCafferty ef al. Fublicacidn Intermacional FCT Na, WO 92/01047; Garrard &t
al. Publizacidn Internacional FCT No. WO 92/09590; Ladnzr et al. Publicacién
Intzrnacional PCT No. WQ 90/0250%; Fuchs ef al. (1991) Bio/Technolagy
3701272, Hay =t al. (1992) Hum. Antibod. Hy bridomasz 3:31-85; Huse &t al.
(1989) Science 246012751281, Griffiths et al (1293) EMED J 12:725-T724,
Hawkins et al. (1992) J Mol Einl. 2265:539-293; Clarkson =t al. (1991) Nature
SH2:E24-828; Gram et al., (1992) Froc. Natl Acad. Sci USA 29:3576-3580,
Garrad et al. (1991) Bia/Technolagy 9143731377, Hoogenboom et al. (1991)
Nuz, Acid Res. 19:4123-4157; Barbas =l al. (1991) Froz. Natl. Acad. Sci. USA

nl)

{

977982 y MeCafferty ef al. Nature (1990) 342:552-554,

"
Anticuerpos Quimaricos y Humanizados

Adicionalments, anticusrpos  recomhbinant, tales como  anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados, que comprenden porciones humanas
y no humanas, que se pusden preparar usando técnicas de ADN recombinante,

estan dentro del alcance de la invencidn.

El tdrmino “"inmunoglobulina humanizasa" o "anticuerpo humanizado” se
refiere a una inmunoglobulina o anticusrpo que incluye al menos una cadena
de inmunaoglobulina o anticusrpe humanizada (p.e., al menos una cadena ligera
o pesada humanizada). El términe "cadena dz inmunaglobulina humanizada” o
‘cadena  de anticuerpo humanizada” (.=, una “"cadena ligera de
inmunoglabulina  humanizada" o "cadena pesada de  inmunoglobulina
humanizada") se refiere a una cadena de inmunoglohulina n anticusrpo (p.e.,
una cadena ligera o pesada, respectivamente) gue tizne una region variable
que  incluye  una regidn de marco variable  sustancialments:  de  una

inmunoglobulina o anticusrpo humano  y  regiones  determinantes de
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complementarizdad (CDRs) (p.e., al menos una CDR, preferiblemente dos
CDR, mas preferiblements tres CDR) sustancialments de una inmunaglobulina
o anticuerpa no humano, y que incluye ademas regiones constantes (p.=., al
MEN2s una regidn constante o porcidn de la misma, en 2l caso de una cadena
ligera, y trea regiones constantes =n el caso de una cadena pesada). Bl término
“region  variable humanizada” (p.e., "regién variable de cadena ligera
humanizada" o "regidn variable de cadena pesada humanizada") se refiere a
una region variable que incluye una regidn de marco variable sustancialmente
da una inmunoglobulina o anticusrpo humano y regiones determinantes de
complkementariedad  (CDR)  sustancialmante de  una  inmunoglobulina o

anticuerpo no humano.

La frase "sustancialmants de una inmunaglobulina ¢ anticuerpo humana”

0 "sustancialmente humano” significa que, cuando se alingan a una secu=zncia
de inmunaoglobulina o anticusrpo humano para propésitos de comparacian, la
region comparts al menos 80-90%, 90-95%, o 95-99% de identidad (p.e

identidad de secusncia local) con secuencia de la regidn de marco o constante
humana, permitizindo, por gjemplo, sustitucionss conervativas, sustituciones de
s=cuencia de consenso, sustitucionss de linea germinal, retromutaciones, y
similares. La introduccidn de sustitucionas conservativas, sustituciones de
secusncia de consensc, sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y
similares, 2s a menuda referida coma "optimizacidn® de un anticuerpo o cadena
humanizada. La frase "sustancialments de una inmunoglobulina o anticusrpo
no humana” o "sustancialments no humana” significa que tiene una secusncia
de inmunoglobulina o anticuerpo al menos 30-959%, preferiblemente al menos
90-95%, mas preferiblements, 96%, 979%, 95%, o 99% idéntica a la de un

arganismo no humano, p.e., un mamifzro no humano.

En consecuencia, todas las regiones o residuos de una inmunaglobulina o

anticuerpo humanizado, o de una cadena de inmunaglobulina o anticuzrpo
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humanizada, exceptn las CDR, son sustancialments idénticas a las regiones o
residuos correspondientss de una o mas secuencias de inmunoglobulina
humana nativas. El  término  "regidn  correspondiente " o "residuo
correspondientz” se refizre a una regidn o rasiduo en una segunda secuencia
de aming acido o nuclectida que dcupa la misma posicidn (je., equivalente)
que una regién o residuo en una primera secuencia de aming acido o

nucleaticls,  cuando la primera y segunda  s2cuencias son  alinzadas

AHptimamente para propésitos de comparacian,

El término "identidad signifizativa” significa que dos secuencias de
polipdptido, cuando a2 alinean dptimaments, tal como mediante 105 programas
GAF o BESTFIT usando paderaciones de intervalos por omision, comparten al
menos 50-60% de identidad de sscusncia, preferiblemente al manos £0-70%
de identidad de secuencia, mas prefzriblzmentz al menos 70-80% de identidad
de secuencia, mas preferiblements al menos S0-20% de identidad de
seouencia, incluzo mas preferiblementz al menos 90-95% e identidad de
secuencia, e incluso mas preferiblements al menos 95% de identidad de
sacuencia o mas (p.e., 99% de identidad de secuencia o mas). El té&rmino
"identidad sustancial” significa que dos s2cuesncias de polipéptida, cuando se
alinean éptimaments, tal como mediantz los programas GAP o BESTFIT
usanda poderaciones de intervalos por omisidn, comparten al manos 80-90%
de identidad de secusncia, preferiblements al menos 90-95% de identidad de
secuencia, y mas preferiblamente al menos 95% de identidad de secuencia o
mas (e, 99% de identidad de secusncia o mas). Para comparacian de
secuenacia, tipicament: una secusncia actia como una secuencia de referencia
con la cual se comparan las secuencias de pruehba. Al usar un algoritmo de
c:omparac.ién de szousncia, las secuencias de pruskba y referencia son

ingresadaz a una computadora, sz dezignan las coordznadas de subsecuencia,

Si

)

s hecazario, y 5= designan los parametras del programa de algoritmo de

secuecia. El algoritmo de comparacién de secuencia entonces caloula el
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porcentaje de identidad de secusncia para la(s) secusncia(s) de prueha con
relacién a la secuencia de referencia, con bhase en los parametros de programa

designados.

La alineacian daptima de secuencias para comparacidon puede ser
conducida, p.e, mediante el algoritme de homaolagia Incal de Smith &
Watzrman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1951), madiante el algoritma de alingaciin
de homologia de Needl=man & Wunsch, J. Mol Biol. 42:443 (1970), mediante
el métodn de busqueda de similitudes de Pearson S Lipman, Froc. Nat'l Acad.
Sci. USA 852444 (1988), mediantz implzmantaciones computarizadas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en &l Paquate de
software de Wisconsin Genstics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI), o mediants inapecciaon visual (ver generalmente Ausubel et al,
Current Protoccols in Molzcular Biology). Un ejemplo de algoritmo que es
adecuado para detzrminar el porcentaje de identidad de secuzncia es el
algoritme BLAST, quz se describe en Altachul et al, /. Mol Biol. 215:402
(1000). El software para realizar los analisis BLAST asta  disponible
publicaments a través del Centro Nacional para Informacién de Bintecnologia
(accesible puklicament= a través de los servidores de Internet de los Institutos
Nacichales de Salud NCBI). Tipicamente, se pusden usar los pardmetros del
programa por defecto para rsalizar la comparacidon de secuencia, aunque
también se pusdsn usar pardmetros especificados. Para las secuencias de
amina acido, el programa BLASTP uza comao valores por defectn una longitud
de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion
BLOSUME2 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acacd. Sci. USA 8910915
(1989)).

Praferiblamente, las posicionzs de residuo que na son idéntidzas difisren
por sustitucionas de amino acido conservativas. Para propésitos de clasificar

laz austituciones de amino acidos como conservativas © no conservativas, las
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amino acidos son agrupados de la siguiente forma: Grupo | (cadenas laterales
hidrofakicas): leu, met, ala, val, lzu, ile; Grupeo Il (cadenas laterales hidrofilicas
neutras): cys, ser, thr; Grupo 1l (cadenas latzrales acidas): asp, glu;, Grupo IV
(cadenas latzrales basicas): asn, gin, his, lys, ary; Grupo Vo (residuos que
influencias la orientaciéan de la cadena): gly, pro; y Grupo VI (cadenas laterales
aromaticas). trp, tyr, phs. Las  sustitucionss  conservativas  involucran
sustitucionas entre aming acidas de la misma clase. Las sustituciones no
conaarvativas constituyen 21 intercambio de un miembro de una de estas clases

por un miembro de otra.

Preferiblemente, las inmunoglobulinas o anticuenpos humanizados se
unen a antigeno con una afinidad que esta dentro de un factor de tres, cuatro, o
cinca de la del anticuzrpo no humanizada correspondiente. Por ejemplo, si el
anticuerpo no  humanizado tiens una afinidad de unidén de 10° M, los
anticusrpas humanizados tzndran una afinidad de unién de al menos 3 108
M, 4108 M, &= 108 M, o 107 M. Al descrilir las propiedades de una cadena
de inmunoglobulina o anticuerpo, la cadena pueds describirse con base en su
hahilidad para "dirigir la unién a antigeno (p.e., AR)". Se dice que una cadena
"dirige fa unidn a antigena" cuando le confiere a una inmunaglobulina o
anticusrpo intacto (o fragmento de unidon a antigeno del misme) una propizdad
de unién o afinidad de unién especifica. Se dice que una mutacidn (p.e., una
retromutacidn) afscta sustancialmentz la habilidad de una cadena pesada o
ligera para unidn a antigena si afecta (p.e., disminuye) la afinidad de unidn de
una inmunoglobulina o anticuerpo intacta (2 fragments de unidn a antigeno del
mismo) qus comprende dicha cadena en al menos un orden de magnitud
comparado con el del anticuerpo (o fragmento de unidn a antigeno del mismo)

que comprende una cadena equivalante que carece de dicha mutacidn. Una

T

mutacidn "na afecta sustancialmente (pos., disminuyz) 1a habilidad de una
cadena para dirigir la unidn a anticusrpo” si esta afecta (p.e., disminuye) la

afinidad de unidn d= una inmunoglobulina o anticusrpo intacto (o fragmento de
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unién a antigzno del misma) que comprende dicha cadena en solamente un
factor de dos, tres o cuatro el del anticusrpo (o fragmento de unidn a antigeno)

que comprands una cadena aquivalents que carece de dicha mutacién.

El término “inmunoglobuling” o anticuerpo “gquimérico” s2 refisre a una
inmunaglobulina o anticuerps suyas regiones variables se derivan de una
primsra especie y cuyas regionss constantzs se derivan de una segunda
sspacia. Las  inmunoglobulinas o anticusrpos  quiméricos  pusden  ser
construidos, por ejemplo, madiants ingenieria genética, a partir de segmentos
de gen de inmunoglobulina que pertenecan a diferentes especies. Los términos
"inmunoglobulina  humanizada" o “"anticuerpo humanizado” no  pretenden
abarcar inmunaglobulinas o anticuerpas quiméricos, definidos infra. Aunque las
inmunoglobulinas o anticuerpos  humanizados  son  quiméricos  en su
construccién (p.e., comprendan regionas de mas de una especie de proteina),
incluyen caractsristicas adicionales (p5.2., regionzs variables que comprenden
residuas de CDR donadoras y residucs de marco aceptores) no encontrados

en las inmunaglobulinas o anticusrpos quiméricos, aqui definidos.

Talzs anticuerpos monoclonalzs quiméricos y humanizados se pueden
sroducir mediante técnicas 1= ADN recombinante conocidas en la técnica, por
sjemplo usando métodos deseritos en Robinson ef al., Salicitud Intzrnacional
Mo, PCT/USEE/MN2238; Akira, ef al Solicitud De Patente Europeza 134,187,
Taniguchi, M., Solicitud de Patente Europea 171,493; Marrison ef al. Solicitud
Dz Patente Europea 172,494, Neuberger et al. Publicacidn Internacional PCT
No. WO 26/01533; Cabilly «f al. Patent2 U.S. No. 4,816,567, Cabilly et al.
Solisitud De Patante Europea 125,023 Better ef al. (1988) Science 240:1041-
1043 Liu et al. (19587) Proc. Natl, Acad. Sci. USA 34:2439-2442; Liu &f al
(1937) J. Immunicol, 139:3521-3526; Sun of al. (1957) Froz. Natl. Acad. Soi. USA

:314- 218; Nishimura et al. (1987) Canc. RPes. 47:999-1005; Wood et al.
(19%8) Nature 314:448-449; y Shaw =t al. (1928) J. Natl. Cancer Inst. 30:155
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]

1559); Moarrison, S.L. (1985) Science 229:1202-12 Oi et al

[

4,

(1930)
EioTechniques 4:214; Winter Patente U.S. 5225 5359; Jones el al. (1983)
Nature 221 :552-525; Verhoeyan &f al. (1988) Science 239:1534; y Beidler of al.
(19338) J Immunol. 141:4053-4080. Las agentes terapéuticos tambidn incluyen
imitadores de anticusrpo tales como imitadores de regidn determinants de

complmentariedad (CDR).

6. Anticuerpos Humanos a partir de Animales  Transgénicos vy

Despliegus del Fago

Alternativament=, ahara es posible producir animales transgénicos (p.e.,
ratones) que son capaces, a la inmunizacién, de producir un repertorio
completa de  anticuerpos  humanos en la presencia de produccidon de
inmunoglobulina endédgena. Par gjemplo, se ha descrito que la delzcidn
homaozigética del gen de la regidn de unidn de cadena pesada del anticuerpo
(Jn) en ratonss quiméricos y mutantes de linea germinal produce inhibisidn
completa de la praduccidn de anticuempo enddgena. La transferencia del
arrzglo de gen de inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones
mutant=s de linea germinal resulta en la praduccién de anticuerpos humanos a
la exposicién del antigeno. Ver, p.e., Patentes U.S. Nos. 5,150,584, 5,114,598,
y 5,770,429.

Los anticuarpos totalments humanos también pusden ser derivados de librerias
de desplizgue del fago (Hoogenboom et al, J. Mol Biol, 227:381 (1991), Marks
at al, J. Mol Biol, 222:581-5a7 (1991)). Los anticuerpos  policlonalzs
quiméricos también pueden sar obtenidos de librerias de despliegue del fago

(Buechler et al. Patente U.S. No. 6,420,113).

7. Anticuerpos Biespecificos, Polipéptidas de Fusion a Anticuerpo y

Anticu=rpos de Cadena Sencilla
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Los anticuerpos hiespecificas (BsAbs) son  anticuerpos que  tienen
especificidades de unién para al menos dos epitopos  diferentes. Tales
anticuerpos pusden ser derivados de anticuerpos de lengitud total o fragmentos
de anticuerpo (p.2., anticuerpos hiespacificos F(ak)'2). Los métodos para
preparar anticuerpos bigsécificos son conacidos &n la téenica. La produccién

tradicicnal de anticuerpos bizspecificos de longitud total 32 basa en Ia

<

coexpresidsn . de  das  pares  de  cadena  pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades
(Millstzin &t al, Nature, 305:537-539 (1253)). Debido a la variedad aleatoria de
cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas (suadromas)

producen una mazcla potencial de diferentes moléculas de anticusrpo (ver, WO

Q303529 y an Traunecker ef al, EMBO J., 10:3655-2550 (1691)).
lLos anticusrpos biespecificos incluyen anticusrpos entrecruzados o

"heteracanjugados”. Por gjamplo, uno de los anticusrpos en el heteraconjugada
puede estar acoplada a aviding, &l otro a biotina u otra carga. Los anticuzrpos
hateroconjugados 32 pueden  preparar  usando  cualquier método de
entrecruzamiento conveniznte. Los agentes de entrscruzamiento adecuados
son bien conacidos en la téonica, y se revelan en la Patante U.S. No.

4 GTE,950, junto con un numero de técnicas de entracruzamiento.

En aln otro aspecto, el antisuarpo pueds estar fusionada, quimicaments
o genéticaments, a una carga tal como una mitad reactiva, detzctable, o
funacional, por gjzmplo, una inmunotosina para praducir un polipéptido de fusion
a anticverpo.  Tales  cargas  incluyen, por  gjemplo,  inmunatoxinas,
guimicterapéuticas, y radioisotopes, todas 108 cuales son bien conncidos en 1a

técnica.
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Los anticuerpos de cadena sencilla también son adecuados para
estabilizacion de acuzrdo con la invencion. Las fragmentos comprenden un
dominio variable de cadena pesada (VH) conectada a un dominio variable de
cadena ligera (VI) con un enlazants, que permite que cada rsgidn variable se
oconecte entre siy recrez 2l sitio de unién a antigens del anticuerpo base del
cual se derivan las regiones V0L y VH. Ver Gruber &t al, ). Immunol, 152:5362
(1994).

Se entiende que cualguiera de las moléculas de polipéptido anteriores,
solas o en combinacidn, son  adecuadas para la preparacidn. como

formulaciones estahilizadas de acuerdo con fa invencién.

Xl Sujetos Susceptiles a Tratamiento

Los sujstos o paciznt2s susceptibles a tratamiento incluyen individuos en
rizago de enfermadad pers que no muestran sintomas, asi como pacizntes que
al presentz musstran sintomas. Por lo tanto, los métodos presentes puaden ser
administrados profilactivameante a la pablacién en general sin la necesidad de
ninguna evaluacién del riesfo del pacientz sujeto. Los métodos presentes son
espscificamentz  Utiles para individuos que si tienen un riesgo genético
conocidy de trastomes autoinmunes. Tales individuas incluyen aquellos que
tienen familiares que han experimentado esta enfermedad y quellos cuyo
resgo &3  determinado mediante  andlisis de marcadores  genéticos o

Bioguimicos.

Los pacientes que sufren de amiloidosizs AA pusden ser asintomaticos
por un periodo de tizmpa prolongade. Por 1o tanto, el diangdstico clinico de |a
amiloidosis AA es a menudo retardado 0 no se hace hasta que los depdsitos

amiloidzs son 2-tensos. Para aguellos pecientss que son asintomaticos, se
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£atima que solamente el 52% de los casos son diagnosticados. Ver L. E. K.

Consulting, Independent Market Research (2003).

La invencién proves métodoas dtiles para tratat o efectuar profilaxis de
una enfermedad caracterizada por 1a deposicion de una proteina amiloids, tal
coma, por ejemplo, las enfermedades descritas  anteriorments, incluyenda
aquellas listadas en la Tabla 1. Algunos métodos son Gtiles para tratar o
efectuar profilaris de una snfermedad caracterizada por la deposicidn de una
protzina amiloide quz comprende |a secusncia de aming acido ED. En algunos
matodos, si la protzina amiloide comprende la secusncia de amine acido
AEDV, entonces el anticuerpo no es administrado para tratar o efectuar
profilavis de la enfarmedad de Alzheimer o Deterioro Cognitiva Leva. La
protzina amiloide pueds ser cualgquisra de las proteinas amiloides descritas
anteriorments, incluyendo las listadas en la Tabla 1, tal como, por gjempla,
proteina A amiloide en suera, proteina de cadena ligera de inmunaglobulina, tal
como, por ejempla, VAG Wil o VK, palipgptido precursor de amiloide de islote
humano (IAPP), péptido beta amiloids, transtiretina (TTR) o ApoAd.

Loz métodos presentes son especialments Gtiles para individuos qus no

UA

tiznen un riesgo conocido, se sospecha que tienen, o han sido diagnosticados
con amiloidosis AA o amiloidosis AL Tales individups incluysn, pero no se
limitan  a  agquellos que  tienen  enfermedades  inflamatorias — crdnicas,
enfermedades inflamatoriaz heradadas, e infeceionas microbianas crénicas,
tales como artritis reumatoide, artritis juvenil crénica, espondilitis anquilosante,
soriasis, artropatia soriatica, asindrome de Reiter, Enfermedad de Still del
Adults, sindrome de Beheet, enfermedad de Crohn, Fiebre Maditerranea
Familiar, lzpra, tuberculosis, broncuiéctasis, Gleeras por decuihbito, pielonefritis
cronica, ostzomielitiz, enfsrmedad de Whipple, migloma, macroglobulinemia,
di'sc:rasia de inmunocito, gammopatia monoconal, discrasia oculta. Las

condiciones inflamatorias = infeccionas orénicas son prerrequisito para el
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desarrcllo de amilvidosis AA y amiloidosis AL manifestadas por amiloidosis
ncdular local puedan eatar asociadas con enfermedades inflamatarias cronicas.
Los individuos que si tienzn un riesgo conocido de amiloidosis AA también
incluyen, pero no se limitan a aquellos que tienen neoplasmas malignos como
linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intesting, pulmén y tracto
uregenital, carcinoma  de célula basal, y leucemia de célula vellosa.
Adicionalments, 1ns individuas que si tienen un rissgo conocido de amiloidosis
AA también incluyen, pera no se limitan, a aquellas que tiznen trastornos

linfoproliferativos tal comao la Enfermedad de Castleman.

Tanto en pacientes asintomaticos coma sintomaticos, el tratamianto
puade ampezar en cualiuier momento antes o después del diagnostico de la
enfarmadad amiloide AA 0 AL subyacents. El tratamiento tipicaments involucra
multiplas dosificacionzs durante un perindo de tiempo. El tratamiento pusds ser
monitoreads ensayahda el anticuerpo, las respuestas de célula T (un efecto
secundario)n célula B activadas al agente terapéutico (p.e., péptido AA), o
emplzando Cintigrafia SAP radiomarcada en el tiempo, Si la respussta falla, se

indica una dasificacion de refuerzo.
Xll.  Regimenes de Tratamisnto

En genaral, los regimenas de tratamiento involucran la administracion de
un agents sfectivo para inducir una respuesta inmunogénicas a una protzina
amiloide, y preferiblzmeants a una forma agregada de tal proteina amiloids, tal
como, por gjemplo, AA o AL, Preferiblemants, un fragmento inmunogénico de
AA o AL o un fragmento X4EDX; s administrado a un paciente. En las
aplicacionzs profilacticas, las compasiciones farmacéuticas o medicamentos
son administrados a un pacizntz susceptiblz a, o de otra froma en riesgo de
amilcidosis, tal como Amiloidnsis AA o amiloidosis AL, en una cantidad

suficients para eliminar o reducir &l riesge, disminuir [a severidad, ¢ retrasar Ia
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aparician de la enfermedad, incluysndo los sintomas fisioldgicos, bioguimicos,
histoldgicns y/o conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y los
fenctipos patolédlicos intzrmedios que 3¢ presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. En aplicacionzs terapéuticas, s= administra un agente a un
pacients que se sospecha o que ya sufre de tal enfermedad, en un régimen
que comprande una cantidad y frecusncia de administracién del agente
suficients para curar, o al menos daterner parcialmente, o inhibir el daterioro de
los sintomas de la enfermedad (fisioldgicons, bioquimicos, histoldgicos y/o
conductuales), incluyendo  sus  complicaciones  y  fenctipos  patolégicos
intermeding en ol desarrollo de la =nfermedad. En algunos métodos, la
administaciin del agente reduce o elimina 1a sintomatologia temprana en
pacientes qus aun no han desarrollado la patologia caracteristica de la
Amiloidasis AA o AL, Una cantidad adecuada para realizar tratamiento
terapéutico o profilactico se define coma una dosis terapéuticamentz o
profildcticamente efectiva. Una combinacidn de cantidad y frecuencia de sodis
adecuada para realizar el tratamisnta terapiutico o profilactico se defing como
un o régimen  terapiuticamente o profilacticaments  efectivo.  En ambos
regimenes profilactivo y terapéutico, los agentes son usualments administrados
en varias dosificaciones hasta quea se haya logrado una respuesta inmune
suficiente. Una dosificacidn y frecuencia de administraciones adecuadas para
realizar el tratamiento terapéutico o profildctico se define coma un ragimen
terapéuticament= o profilacticamente  efectivo. Tipicamentz, la respuesta
inmune del paciente &5 monitorsada y se administran dosis repetidas si la
respuasta inmune empisza a decasr. La respuesta inmune puede  ser
monitoreada detzctands anticuerpos, por ejempla, a AA o AL en la sangre del

paciente o detectando niveles de, por ejemplo, AA o AL.
La dosis efectiva de los agentes y compasiciones de la presenta

invencién, para el tratamiento de las condiciones descritas anteriorments varia

dependiznde  de muchaos  factores  diferentes, incluyendo 2 maedic de
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administracion, el sitio objstivo, &l estado fisioldgico del paciente, si el paciente
&3 humano o un animal, otras medicaciones administradas, y si el tratamiento

s profilactico o terapeutico. Usualments, el paciente es un humano paro
también se pusden tratar mamifsros no humanos incluyende mamiferos
tranagénicoa. Las dosificaciones de tratamiento requieren ser tituladas para
cptimizar la seguridad y eficacia. La cantidad de inmundgens depende si
también 32 administra ol adyuvants, requiriéndose mayores dosis en la
ausencia de adyuvants. La cantidad de un inmundgena para administracién
algunas veces varia de 1-500 g por pacients, y mas usualments de 5-500 g
por inyeccion para administracian humana. Ocasionalmente se usa una dosis
mayor de 1-2 mg por inysccidn. Tipicaments, al menos 10, 20, 50 o 100 pg se
usan para cada inyeccién humana. La masa d= inmundgeno tambign depende
de la relacidn en masa de zpitopo inmunaginico en el inmundgenoa a la masa
d inmundgena como un tode. Tipicaments se usan 102 a 10° micromolas de
epitopa inmunogénico  por micregramo  de inmundgeno. El esquema de
inyecciones puede variar significativamente vesde una vez al dia, a una vez al
afo, a una vez por década. En cualquier dia dado =n que se administra una
dosificacién de inmunégeno, la dosificacion es mayor de 1 pg/paciente y
usualmente mayor a 10 pg/paci=nte si también s= administra adyuvante, y
mayor de 10 pg/pacient2, y usualmsnte mayor de 100 pg/paciente =n Ia
ausencia e adyuvants. Un régimen tipico consistz de una inmunizacidn
3eguida por inyeccionss de refuerzo en intervalos de tiempo, tal como
intervalos de 6 semanas. Otro ragimen consiste =n una inmunizaciédn ssguida
por inyesciones de refuerzo 1, 2 y 12 mesas después. Otro régimen implica una
iny=ccidn cada dos messs de por vida. Alternativaments, las inyecoiones de
refuerzo puedsn zar en una base irregular indicada al menitorzar la respuesta

inmune.

Las dosis para acidos nuclzicos que codifican inmundgenos varia de

aproximadaments 10 ng a 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 pg a 10 mg, o 20-300 pg d=
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ADN por pacientz, Las dosis para vectores virales infecciosos varian de 10-

100, o mas viriones por dosis.

Para inmunizacién  pasiva con  un  anticuzrpo (Bn terapias de
combinacién), la dosificacidn varia de aproximadamente 0.0001 a 100 mg/ky,
0.5 a menos de 5 my/kg, v mas usualmentz 0.01 a 5 mg/kg, 0.5 a 3 ma/kq, de
peso corporal del hospedere. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser 1
mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal, o &n &l range de 1-10
mg/kq o en otras palabras, 70 mg o 700 mg o =n el rango de 70-700 mg,
- respectivaments, para un paciente de 70 kg, Coma un ejemplo adicional, las
dosificacionza pusdzn ser de menos de 5 mglg de peso corporal o 1.5 mg/kg
de peso corporal o en el ranto de 0.5 a 1.5 mg/kg, preferiblementz al menos 1.5
mg/kg. Un régimen de tratamiento gjsmplar implica la administracidn una vaz
cada dos semanas o una vez cada 3 a 6 meses. En algunos métodos, se
administran simultan=amesntz dos o mas anticusrpos monaclonal con diferentss
espacificidades dz unidn, en cuyo caso la dosificacién de cada anticuerpo
administradoe e3td en los rangos indicados. El anticuerpo es usualmente
administrado en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones anicas

pueden sar semanales, mensuales o anualzs. Los intervalos también pusden

l

sar iregularzs indicados midiendo los niveles de anticuerpo AA en sangre del

asientz. En algunos métodaos, la dosificacidn s ajustada para loograr una
coneentracién de anticuerpo en plasma de 1-1000 pg/ml y &n algunos métodos

25-200 pg/ml. Alternativamente, &l anticuerpo puede s=r administrado como

(X1
o
[¥i]

una formulacién de libsracidn sostenida, en cuyo caso se requier
administracién - menog  frecuents,  La  dosificacién y - frecuencia varian
dezpendizndo de la vida madia del anticuerpo en el pacientz. En general, los
anticuerpos humanos muestran la vida media mas larga, seguida por
anticuerpos humanizadeos, anticusrpos quiméricos, y anticusrpoaa no humanos.
La doaificacidn y frecuzncia de administrasidn pusden variar dependiendao si 2l

tratamiznto es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilactizas, una dosis
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rzlativamentz baja es administrada a intzrvalos refativamente poco frecuentes
en un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes continuan recibiendo
tratamiznto por el resto de sus vidas. En las aplicaciones terapéuticas, algunas
Veces 3 rediiers una dosis relativamente alta a intervalor relativamente cortos
hasta que 3¢ reduzca o termine la progresidn de la enfermadad, vy
preferiblemente hasta que el pacients muestre mejoria parcial o completa de
loz sintomas de la enfermadad. Fosteriormente, el paciente pusde ser

administraco =n un régimen profilactico.

Loz agentzs  para inducir una respuesta inmuns  pueden  ser
administrados  por medios  parenterales,  tdpicos,  intravenosos,  orales,
subcutaneons, intraarteriales, intracran=ales, intraperitoneales, intranasales o
intramusculares para tratamisnto profilactico y/o terapiutico. La tura de
administracién mas tipica de un agente inmunogénico es la subcutanea auqne
otras rutas pueden serigualmente sfectivas. La siguient= ruta mas comadn s la
inyeccian intramuscular, Este tipo de inysccidn se realiza mas tipicamentz an
Ios musculos del brazo o 1a piermna. En algunos métados, los agentes son
inyectados directamentz en un tgjido particular donde los depésitos se han
acumulado, p.e., inysccidn intracraneal. Se prefiers la inyeccidn intramuscular o
infusidn intravenosa para  administracién del anticuerpo  (en terapias de
combinacidn). En algunos métodos, los anticuerpos terapéuticos particulares
son  administrados  directamentz en &l cranec. En algunos métodos, los
anticuzrpos  son  administrados  como  una  composicidn o dispositivo de

liberacidn sostenida, tal comeo un dispasitivo MEDIPAD ™,

Los agentes de la invencidon son a menudo administrados como

composiciones farmacéuticas que comprenden un agentz terapautico activo,

p.2., y una variedad de otros componentes farmaciuticaments aceptables. Ber

Remington'z Pharmaceutical Science (15th ed., Mack Publishing Company,

Eastan, Pennsylvania, 1220). La forma preferida depende dzl modo de
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administracion previsto y la aplicacidn terapéutica. Las composiciones tambign
puaden incluir, dependiendo de la formulacion deszada, vehiculos o diluy=zntes
no tdxicns, farmaciuticamentz aceptables, que se dsfinen como vehiculos
usados comUnments para formular composicionas  farmacéuticas  para
adminiatracidn animal o humana. El diluyente s2 s=lecciona con &l fin de no
afectar la actividad bicldgica de la caombinacidn. Ejzmplos de talzs diluyentes
son agua destitada, solucidn salina fisioldgica amaortiguada con fozfato,
soluciones de Ringer, solucidn de dextrasa, solucién de Hank. En adicidn, la
composicidn o formulacidon farmacéutica puede también incluir otros vehiculos,
adyuvantzs, o eatabilizantes no téxicos, no terapéuticos, no inmuno’genicos y

similares.

Las  composiciones  farmacéuticas  también  pusden  incluir
macromoléculas grandes, lentamente metabolizadas tales como proteinas,
polisacaridos tales como quitosan, acidos polilacticos, acidas poliglicdlicos y

copolimeros (tales como SEPHAROQSE™  latex funcionalizada, agarosa,

Dy

elulnsa, y similares), amina acidos poliméricos, copalimeros de amino acido, y

pY]

Jregados lipidos (tales como gotas de aceite o liposomas). Adicionalmente,
estos vehiculos pueden funcionar comao agentes inmunoestimuladores (p.e.,

adyuvantes).

Para administracion parenteral, los agentes de la invencidn pueden ser
administrados como dosis inyectables de una solucidn o suspension de la
sustacia en un  diluyents  fisioldgicamente  aceptable, con un vehiculo
farmacéutico que puede ser un liguido esteril tales como agua, aceitss,
solucién salina, gliceral, o etanol. Adicionalmente pusden estar prasentes en
las compasicionzs sustancias auxiliares, talzs como agentes humectantes o
emulsificantzs, surfactantes, sustancias amortiguadoras de pH y similarss.
Otros componantes de las compoaiciones farmacéuticas son aquzllos de origen

de petrdleo, animal, vegetal, o sdintético, por gjzmplo, aneitz de mani, aceita de
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soja, y aceite mineral. En general, los glicoles tales como pospilen glicol o
poligtilen  glicol son  vehiculos  liquidos  preferidos,  particularmente  para
soluciones inyectables. Los anticuerpos pueden ser administrados en la forma
de una inysccidn de depdsito o preparacidn de implante que pusde ser
formulada d= tal manera que permita una liberacién sostenida del ingrediente
activa. Una compasician ejemplar comprends  anticusrpo monoclonal a 5
mg/mL, formulado en amortiguador acuoso que conziste de L-histidina 50 mM,
NacCl 150 mM, ajustada hasta pH 8.0 con HCL Las composicionzs para
administracién parenteral son tipicaments sustancialmente estériles, isotdnicas

y manufacturadas bajo condicionss GMP de la FDA u organisma similar.

Tipicaments, las composicionss s preparan coma inyectables, ya sea
soluciones o susp=ansiones liguidas; también se pusden preparar formas
sdlidas adecuadas para solucién en, ¢ suspension en vehiculos liguidos antes
de la inyecciéin. La preparacion tambign pusde ser emulsificada o encapsualda
en liposomas o micra partpiculas tales como polilactida, poliglicdlido, o
copalimers de afecta adyuvante mejorado, discutidas  anteriormente  (ver
Langer, Science 249, 1527 (1690) y Hanes, Achvanced Druy Delivery Reviews
28, 97-119 (1997). Los agentes de esta invencién pusden ser administrados en
la forma de una inyeccidn de depdsito o preparacién de implante que pusden
sar formuladas de manara que parmitan una liberacidn sostznida o pulsatil del

ingrediznte activa.

Formulaciones  adicionales  adecuadas para  otros  maodos  de
administracién incluyen formulaciones orales, intranasales, y pulmaonares,

supositorios, y aplicaciones transdérmicas.
Para supositorios, los aglutinantes y vehiculos incluyen, por ejemplo,

solialquilen glicales o triglicérides; tales supasitorios pueden sar formados de

mezclas que contiznen 2l ingrediente activa en el ranga d= 0.5% a 10%,
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proferiblements 1%-2%. Las formulaciones orales in: luyen excipientes, tales
como  gradas  farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estzarato  de
magnesio, sacarina de sadio, celulosa, y carbonate de magnesio. Estas
compasiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, takbletas, pildoras,
capsulas, formulaciones de liberacidn sastenida o polvos, y contienen 10%-

2LY% de ingrediente activo, preferiblemente 25%6-70%.

La aplicacién  topica  puede  producir  liberacidn  transdérmica o
infradérmica.  La administracidn  tépica  pueds  sar facilitada  por  la
coadministracién del agents con toxina del cilera o o derivados desintoxicados
o subunidadss de la misma u otras toxinas bacterianas similares (Ver Glenn &t
al., Nature 391, 351 (1993)). La coadministracion se puede ligrar usandao los
componentss como una mezcla o comao moliculas enlazadas obtenidas por

reticulacién quimica o expresion como una proteina de fusién.

Alternativaments, la liberacidn transdérmica se puede lograr usando un
parche de piel o usando tranasferosomas (Paul ef al, Eur. J. Immunal. 25, 3521-

24 (1995); Ceve el al., Biochem. Eiophys. Acta 1268, 201-18 (1995)).

XN Regimenes de Tratamisnto de Terapia de Farmaco Combinacional

La terapia de combinacién de acusrdo con la invencidn se puade realizar
sala o en conjuncidn con otra terapia para trarar o efectuar profilaxis de
amiloidosis AA. La terapia de combinacion de acuerdo con la invencién puede
tamhign realizarae =n conjuncidn con otra terapia que trata o efectua profilaxis
de  una enfermedad  amiloide  subyacente  tales como  enfermedades
inflamatorias, infecciones  microbinanas  crénicas, neoplasmas  malignos,
enfermedades inflamatorias heredadas, y trastornas linfoproliferativos. Existe
gran cantidad d= tratamientos disponibles en uso comercial, en evaluacién

clinica y en dazaralla pre-clinico, que 32 podrian seleccionar para usd san la
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invencian revelada en la prasents para =fectuar profilavis y tratamiznto de
amiloidosis AA mediante  terapia de  combinacion  de  farmaco. Tales
tratamientos pueden ser unc 0 Mmas compuestos seleccionados de, paro sin
fimitars= a varias categoriaz importantes, a saker, (i) farmacos antiinflamatorios
no estercidales (AINES; p.e., detoprofeno, diclofenaco, diflunisal, etodolac,
fenoprofena,  flurbiprofena, ibuprofenda, indometacina, ketoprofeno,
meclofenamato, acido mefenamico, meloxicam, nabumecona, naproxen sodio,
craprozin,  piroxicam, sulindac, talmetina,  celecoxilb, rofecoxilb,  aspirina,
salicilato de colina, salsalte, y salicilato de sodio y magnesio); (i) esteroides
(p.=., cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona,  prednisona, triamcinalona); (i) DMARDs, p.e., farmacos
antireumaticos que madifican la enfermedad (p.e., ciclosporina, azatiopring,
matotraxats, leflunomida, ciclofosfamida, hidroxicloroquina, sulfasalazina, D-
penicilamina, minociclina, y oro); o (iv) proteinas recombinantes  (p.e.,
ENBREL® (stanercept, un raceptar de TNF soluble) y REMICADE® (infliximah)

un anticuerpo anti-TNF maonocional quimeérico).

La duracién de la terapia de combinacion depende del tipo de
enfermeadad subyacente que se esta tratando, la edad y condicidn del paciente,
el estado vy tipo de enfermedad del pacients, y cdmo &l pacient2 responde al
tratamiento. El doctor pusde observar los efectos de la terapia de manera
cercana y hacer cualquier ajuste que sea necesario. Adicionalmente, una
persona que tiene mayor riesgo de desarrollar Amiloidosis AA (p.e., una
persona que =std genéticaments predispuesta o que previamente tuvo un
trastorna inflamatario u otra enfermedad subyacent=) o amiloidosis AL, puade
recibir tratamisnto profilactico para inhibir o retrasar el desarrolle de los
agregados AA o AL tales como fibrilos. La dosificacién, frecuencia y modo de
administracién de cada componente de la combinacion pueden ser controlados
de manera indspendientz. Por gjempla, un compussto puesde ser administrado

oralmente tres veces al dia, mientras que el segundocompuesto pusde ser
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administradao intramuscularmente una vez al dia. La terapia de combinacién

puede 32r dada en ciclos de encendido-y-apagada que incluyen periodos de
de

i‘[»
00

scan:

N

0. Los compuestos tambign pueden ser formulados juntos de forma
que una administracién libere ambos compuestos. La combinacion de la
invencion puede tambi2n ser proporcionada como componentas de un paguete
farmacéutica. Los farmacos pusden ser formulados juntos o por separado y en
cantidades de dosificacion individuales. Cada compuestae es mezclado con una
sustancia vehiculo adecuada, y esta gensralmente presents en una cantidad

de 1-95% an peso del peso total de la composicion.

La composicidn pusde sar proporcicnada =n una forma de dosificacion
que es adecuada para administracién oral, parenteral (p.e., intravenosa,
intramuscular, subcutanea), rectal, tranadérmica, nasal, vaginal, inhalada, u
ocular. Asi, la composicidn pusde estar en forma de, p.e., tahletas, capsulas,
pildoras, polvos, granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles
incluyendo hidrogeles, pastas, ungusntoss, cremas, emplastos, empapadaos,
dispositivos  de  liberacidn, supositorios, =nemas, inysctables, implantes,
atomizadores, o asrcsoles. Las compasiciones farmacéuticas pusden ser
formuladas de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (ver, p.e.,
Remington: The Science y Practice of Pharmacy, (19th ed.) ed. A. R. Gennaro,
,1.995’ Mack Publishing Company, Easton, Pa. y Encyclopedia  of
Pharmaceutical Technology, =ds. J. Swarbrick y 1. <. Baylan, 1938-1699,
Marcel Dekker, N.Y.

XIV.  Métodos de Monitoreo y Diagndstico de Amiloidosis AA o AL

Los métodos de monitorzo o diagndstico amiloidosis AA o AL incluyen
medir 1as concentracionas en plasma de proteina SAA y C-reactiva, realizando
biopsia de tejida (renal, rectal, gastrico, gingival, grase, salivar, glandulas

labialzs) = histologia con tincidn de rejo congd y/o inmunotincién - con
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anticuerpos especificos dirigidos a agregados AA o AL tales como fibrilos. La
invencién proves métodos para detectar una respuesta de anticusrpo contra
pEptida AA en un paciente que sufre de o es susceptible 2 Amiloidosis AA. Las
mztodos son particularmente Gtilzs para monitorear un curso de tratamiento
que &5 administrado a un pacientz. Los métodes se pusden usar para
monitarear tratamiento terapéutico en pacientss sintomaticos y tratamiznto
profilactico 2n pascientes asintomaticos. Alguncs métodos implican determinar
un valor de linea hasal d= una respussta de anticuarpo en un pacients antes de
administrar una dosis de agents inmunogénico, y comparar esta con un valor
para la respuesta inmune daspuds del tratamienta. Un aumento significativo
(jo.2., mayor de =l margen tipico de error er-:perimental en medidas repetidas de
la misma muestra, expresado como una desviacidn estandar de 1a media de
talzes medidas) del valor diz 1a raspuesta de anticusrpo sefala un resultado de
tratamiento positive (p.e., esa administracidn del agentz ha logrado o
aumentado una respuesta inmuneg). Si el valor para la respuesta de anticuarpo
no cambia  significativaments, o disminuye, se indica un resultado de
tratamiznto negativa, En general, se espera que los pacientes que se someten
a un curso inicial de tratamiento con un agente inmunogénico muestren un
aumento de la respussta de anticuerpo con dosificaciones  sucesivas, que
eventualments  alcanzan una meseta. La  administracion  del  agents
genzsralmsante continda misntras que 1a respuesta de anticuerpo aumenta. El
logro de la meseta =s un indicador que la administracidn del tratamiento puede

ser descantinuada o reducida en dosis o frecuencia,

En otros métodos, se determina un valor de control (p.e., una madia y
una desviacion =atandar) de una respuasta de anticusrpo para una poblacién
de control. Tipicament=, Ids individuos en la poblacién de control no han
recibido tratamisnta previo. Los valores medidos de la respuesta de anticusrpo
en un pacients después de admministrar un agente terapsutico son entonces

comparadeos con el valor de control. Un aumento significativa con relacidn al
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valor de contral (p.2., mayor de una desviacidén estandar de la media) indica un

asultads de tratamiento positivo. Una falta de aumento significativoe o una
disminuciin indica un resultado de tratamisnta negativo. La administracion del
agente  generalmente continua meintras qus la respuesta de anticuerpo
aumenta con relacién al valor de control. Coma antes, =l logro de una meseta
con respacto a 1os valores de control &3 un indicador que la administracién del

tratamiento puede ser descontinuada o reducida en dosificacién o frasuenaia.

En atros ITlc'[ud 53, s2 determina un valor de control de respuesta de
anticuerps (p.2., una media y desviacidn estandar) a partir de una poblacidn de
control d= individuos que se han sometido a tratamiento con un agente
terapéutico y cuyas respusstas de anticusrpo han alcanzado una meseta al
tratamiento. Los valores medidos de respuesta de anticuerpa en un paciente
son comparados con el valor de contral. Si el nivel medido en un paciente no es
significativamsnts diferente (p.2., mas de una desviacion &standar) del valor de
contral, &l tratamiento pusde ser descontinuado. Si el nivel 2n un pacientz esta
significativamente  por  debajo del valor de  control, se garantiza la
administracidn continuada del agent=. Si el nivel en &l paciente parsiste por
debajo del valar de control, entonces se pueds indicar un cambio del régimen
de tratamiento, par ejemplo, uso de un adyuvante diferente, fragmento o

cambio a administracidn pasiva.

En otros métodos, un paciente que no estd recibiendo actualmente
tratamiznto pers 32 ha sometido a curso de tratamisnto previo &3 monitoreado
para respuesta de anticuerpo para determinar si se requisre una rzanudacion
del tratamiento. El valor madido de 12 respuesta de anticuerpo &n &l paciente
puede ser comparado con un valor de respuesta de anticuerpo lograda
previaments en el paciente después de un cursoprevio de tratamiento. Una
disrinucion significativa con relacidn a la medida pravia (p.=., mayor que el

margen tipico de errar en medidas repetidas de 1a misma muestra) es una
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indizacion que el tratamiento puede ser reanudada. Alternativamente, &l valor
medido en un pacientz pusde ser comparadn con un valor de control (media
mas desviacidn estandar) determinado en una poblacién de pacientes después
e sometersz a un curso de tratamiento. Alternativaments, el valor medido en
un pacients puede ser comparada con un valor de control en poblaciones de
pacientes tratados profilacticamente que parmanscen libres de sintomas de Ia
enfermedad, o poblaciones de pacientes tratados terapiuticamente  que
muestran mejora de las caracteristicas de la enfermedad. En todos estos
casos, una disminucidn significativa con relacién al nivel de contral (p.e., mas
d= una dssviacion =standar) es un indicador que el tratamiento debe ser

reanudada en un paciente.

Algunos métados emplean Cintigrafia oz «3«')mponr:-.nte P amiloide de
suern marzada con yode-123 o yodo-125 (*1-SAP o '%1-SAP). "¥I-SAP o -
SAP as inyectado intravenosaments en pacientas y observado con camara
gamma. La Cintigrafia SAP Radiomarcada es un métoda Otil para monitorzar (a
progresian de amiloidosis en pacientzs y evaluar tratamientos. Es esspecifica
para amiloide y s pueds usar para monitorear cuantivativamente la ubicacion y
cantidad de depdsitas amiloides en pasientes. '"21-SAP y 'PI1-SAP no se
acumula &n sujetoz saludablzs ¢ en pacizntes no amiloides. La cintigrafia SAP
radiomarcada se pueds usar para monitorzar el recambio dindmico de
amiloide, v pusds evaluar la eficacia de los tratamientos destinados a
retroceder los  depdsitos  amiloides.  Adicionalmente, la  Cintigrafia SAP
radiomarcada es no invasiva y provee barrido a todo el cuerpo. Los métodos de
la invencidn implican detzrminar un valor de linga basal de una respuesta de
anticusrpa &n un paciente antes de administrar una dosis del agente, y
comparar este con un valor para |a respuesta mmunc después del tratamiznto
&n un paci=ntz. Un aumento significativo (p.2., mayor que el margen tipico de
error evperimental en mediziones repetidas de 1a misma muastra expresadas

comao una desviacidn estandar de la media de dichas mediciones) del valor de
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la respuesta de anticuzrpo indica un resultado de tratamiento positivo (p.e., que

la administracidan del agent

Y&

ha alcanzado o aumentado una respuesta
inmun=).  Si &l valor para la respuesta de  anticuerpo  no cambia
significativamente, o disminuys, s& indica un resultado de tratamiento negative.
En general, se espera que los pacientss que s2 sometzn a un curso inicial de
tratamiento con un agents inmunoganico muestran un aumento de 1a respucsta
de anticusrpo con dosificaciones sucesivas, o cual eventualments alcanza una
maseta. La administracion del agente generalmente continua mientras qus la
respuesta de anticuerpo aumenta. El lagro de 1a meseta es un indicador que la
administracidn de tratamiento pusde ser descontinuada o reducida en dosis o

frecuencia.

La muestra de tgjido para analisis es tipicamentz sangrs, plasma, suero,
moco o fluido cerebroespinal del pacients. La musstra es analizada para
indicacién de una respuesta inmune a cualquier forma de péptido AA o AL, La
respuesta inmune  puede 3er determinada A partir de la presencia de
anticuerpos que s2 unen especificaments a péptido AA o AlL. Las anticuerpos
pueden ser detectados en un ensayo de unidn a un ligando que se une
eapecificamentz a los anticuerpos. Tipicamente, =l liganda esta inmovilizado.

La uniéin puede ser detectada usando un anticuerpo anti-idiotipico marcado.

En regimenes de combinacidon que emplgan admministracion activa y
pasiva, 3¢ pusden usar enfoques analogas para monitorear los niveles de

anticusrpo resultantzs de la administracién pasiva.

Los métodas de diagndstico de amiloidosis también se pueden emplear,
p.e., administrando a un sujeto un anticuerpo o fragmento de union a antigeno
del mizmao, que estd unido a un marcadar detectablz, en donde el anticusrpo o
fragmento dzl misma se une especificaments a un epitopo que incluye X,EDXa

&n una proteina amilaide agregada, en dondes Xy y Xz son cualquier amino
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acido, y detectar la presencia o ausencia del anticuerpo o fragmento del mismo
unido. La detzccidn del anticuerpe o fragmento unido soporta un diagnéstico de
amiloidosis. Los  anticuerpos  y  fragmentas  Gtiles en 2l diagndstico de
amiloidosis incluyen los anticuerpos de la invencidn revelados.

Los anticuerpos o fragmentos de diagndstico de la invencidn pueden sar
administrados, mediante p.z., inyeccidn intravenosa en el cuerpo de un
paciente, o dirsctamentz al cerebro mediantz  inyeccién  intracranial. La
dosificacidn de anticuerpo =3 facilmente determinada por el experta en la
téonica. Tipicamente, el anticuerpo estd marcado, aunque en algunos métodos,
el anticusrpa no =sta marcado y se usa un agents de marcado secundario para
unise al anticuerpo. La eleccion del marcador depend: del medio de deteccion.
Por gjzmplc, un marcador fluorascente es adecuade para deteccion dptica. El
usa de marcadores paramagnéticos s adecuado para deteccion tomografica
sin intervencidn quirdigica. Se pueden usar radiomarcadores que incluyen
PUAL TR SCu, 1L RN, M, P, TPh, "Re, 'Re, 'Ff8m, PMTe, o

Tales marcadores pueden ser detectados usando PET o SPECT u otra técnica

212

adecuada. El diagndstico tamhién se pusds realizar comparando &l namero,
tamano, y/o intensidad de los puntos marcados, con valores de linea basal
correspondientzs. Los valores de linea hasal pueden representar los niveles
medios en una pablacién de individuas no enfermos. Los valores de linsa basal
tambi&én puzaden representar niveles pravins  determinados en &l mismo
pacients. Por gjemplo, los valores de linga basal pueden ser determinados an
un pacients, y los valores medidos postatiorments, comparados con los valores
de linea baszal. Un aumento de los valoras con relacion a la linga basal soporta

un diagndstico de amiloidosis AA.
Los métodos de diagndstico de la invencién s& pueden usar para

diagnosticas enfarmedades amiloidasis incluyendo amiloidosis AA, amiloidosis

AL, anfermedad de Alzhaimer, Deteriore Caognitiva Leve, polinzuropatia
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amilaide, fizhrs Mediterranea, sindrom= de Mucklz-Wells, amiloidosis sistémica
reactiva con enfermedades inflamatorias sistémicas, mizloma o amiloidosis
asociada con macroglobulinemia, amileidosis  asociado  con  discrasia de
inmunocita, gammaopatia monoclonal, discrasia oculta, o amileidosis nodular

local con enfermedades inflamatarias crénicas.

XV, Modetos de Animal de Amiloidosis AA

La amiloidosis AA pueds ser inducida experimentalments en ratones en
Ins cualzs las concentraciones de SAA estan marcadamesnte aumentadas por
inyeccion de nitrate de plata, caseina, o lipopolisacaridn. Estos agentas
estimulan la produccién de citoquinas. Vier Skinner et al. Lah Invest. 26:420-427
(1997) y Fisilevsky et al. Bailliers 's Clin. Immunol. Immunopathol. 2(3) 612-620
(1994). Enirz las semanas 2 o 3 después de= =l estimuld inflamatorio, los
animales desarrollan depasitns AA  sistémicos, como los encontrados en
pacientas con Amiloidosis AA. Esta fase de retraso es dramaticaments
acortada cuandn los ratones son administrados, concomitantements, con una
inyscoion intravenasa de proteina =«traida de bazo o higado de ratdn cargado
con amiloids AA. \er Axelrad et al. Lab Imvest. 47(2); 139-45 (1032). La
actividad amilaidogénica acelerantz de talss preparaciones fus denominada
“factor amiloide mejorador' (AEF). Lundmark et al. reporta que el principio
activo del AEF es inequivocamente la fibra AA en si. Adicionalmente,
demostraron que aste material es extremadamente potente, siendo activo en
dosis de menos de 1 ng, y que retuve su actividad biclégica duranta un tiempo
considerable. De manera notable, &l AEF también fus efectivo cuando se
administré oralmente. Concluyzron que AA y tal vez otras formas de
amiloidusis son enfermedades transmisibles, similar a los trastornos asaciados

con 2l prion. Ver Lundmark &t al. Froc, Nat. Acad. Sci. 99: 8979-6984 (2002).
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El amiloide AA también pusde ser inducido =n cepas tranagécnicas de
ratones que portan €l gen de interl2ucina 8 humana hajo el control del promotor
de metalotionzina-1 produciendo concentraciones marcadaments aumentadas
de SAA y dezarrollande amiloide en el bazo, higado y rifones a los 3 meses de
edad. Al momento de [a muerte a apru-umd amants los 3-9 meses, los drganos
de estos ratones transgénicos tienen depdsitos amiloides  extensos. Ver

Saloman et al., Am. [ Pathol. 154(4):1267-1272 (1999).

El modelo de ratdn transgénico de Enfermedad Amiloide Transgénica
Inducida Rapidamentz (TRIAD) es un mejoramiento del modslo de ratdn
tranagénico descrito  antsriorments. Los ratones TRIAD portan &l gen de
intzrlecucina 6 humana bajo el contral del promotor de histocompatibilidad H-
2L°. La administracion de AEF a ratonss TRIAD de & semanas produce
depdsitos amilcidzs AA asplénicos y hepaticos prominzntes en 2 a 4 semanas.
Postericrments, astz procesc prograsa a otros drganos, conducinedo a la
muerte 4-6 semanas después. El desarrolle de la amilaidosis sistémica es
acelzrado  comparado  con el models  de ratin transgénico  descrito
anteriorments.  Ver University of Tennessee Rasearch Corporation, WO
0177187, Pharmacaopzia, WO 95/38802 y Scripps, WO 95/20642 Wall et al.
Amyloidd 12(2); 149-156 (2008) (cada uno de los cuales estd incorporado
madiants referencia para todos 1os propésitos). EI mono titi comuan (Callithrix
jacchus) es un primate del Nueveo Mundo native del Brasil que ha sido usado
bastantz en investigacidn biomédica. Ludlage &t al., reporta que se encontrd
que &l mona titi comin tiene depdsitos amiloides en uno ¢ mas drganos,
inzluyzndo 2l higado, glandulas adrenales, rifones, & intestino. Los autores
proponsn que factores heraditarios pusden ser los responsables  del desarrollo
de amiloidosis AA en este primate. En este aspecto, =l mono titi coman podria
sarvir coma un modelo experimental Unico para estudio de 1a patogénesis y
terapia de AA y otros trastornos amiloides sistémicos. Ver Ludlags et al. Vet
Fathol 42: 117-124 (2005).
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zizs Shar Pei de perra, una 2aza que tizne una secuencia de
AA con el motiva -AEDS y que &s particularmente susceptible a amiloidosis AA,
proves un modelo que s= encusntra naturalments de AA sistémica en la cual
avaluar aplicaciones diangdsticas y terapéuticas novedosas de anticuerpos

especificos de amilaids AA y otros compussto
EJEMPLOS
Ejemplo | Fragmentos AA.

Los péptidos correspondientes a los amino Acidos 71-75 - GHEDT,
descrites por Yamamoto y Migita Proc. Natl Acad. Sai USA 82:2815-2919
fueron sintetizados por AnaSpec, San Joss, CA, USA. Se elevaron anticuerpos
policlonales (Pab) AA y se& aisld la fraccidn de inmunoglobulina, como se
describid previamente en Bard, F. =t al., (2000) Nat. Med. &, 216-919.

Ejemplo I, Inmundgena para Preparacidn de Anticuerpos Murinos.

Se ush el epitopo GHEDT, (SEQ ID NO: 3) con un enlazante CG en su
terminal M. El péptida EPRB-29, que contiene &l epitopo es acoplado a
anticuerpo de oveja anti-raton. El EPRB-39 s obtenido de Anasec, San Jose,
CA. Los anticuerpos producidos parscen ser nzospitopd especifico parque no
& unen sspecificamentz a un péptido ques se extiende en la region

GHEDTIADQE, (SEQ ID NOQ: 89).

Ejemplo I, Pradecimientes de Inmunizacion.

con A0 ug de 19G EPRB-I%/oveja anti-ratén con Adyuvante de Freund
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Completo (CFA) sequido por aldyuvante de Freund Incompleto (IFA) semana
por medio para un total d= tres inyeccionesa. Tres dias antes de la fusidn, la
vena de la cola fue inyectada con 50 ug Jde 1gG SAM EPRB-39 en 20 ul de
PES. El titulo s estimd a 1/10000 a partir de ELISA con alto fondo

JHEO es el nomero ds fusién para EFRB-C9. La siguients 2s una lista de

los clones y los clanss de dilucidn limitants que son activos:

7D32.20.19.47%, 39,605 lgG2h K
8G9.2.4.51.22% 20,44 9G2h Kk
2A4.2044 777 1314 lgSG2b k

7D47, EGH y 2ATT7 indican subclones preferidos. Los anticuzrpos
producidos parecen sar neoepitopo especifico porque no reaccionan con un

S
péptido que se extiends en = sitio de clivado del terminal C de SAA.
Ejemplo IV.  Unidn de Anticuerpo a AA Agregado y Soluble.

Se realizaron titulos en suero (dererminados mediante dilucidn serial) y
unién de anticusrpe monoclonal a AA agregada mediante ELISA somo se
describe preciaments en Schenk D, =t al, (1999) Nature 400, 173-177. EI AA
saluble se refizre a los fibrilas AA sonicados en dimetil sulfdxido. Las dilucionss
seriales de anticuerpo se& incubaron con 50,000 cpm de "5AA durante Ia
noche a temperatura ambientz. 50 pl de una suspensidn que contiens 76 mg/ml
de proteina A sefarasa (Amersham Biosciennss, Uppsala, Sweden)/200 pg 196G
anti-ratén de conejo (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Wast Grove, PA, USA)
se incubaron con los anticuarpos diluidos por 1 hr a temperatura ambignts, se
lavaron dos veces, y contaron en un contador gamma Wallac gamma

(PerkinElmer Life Science, Grove, IL, USA). Todos los pasos s realizaron en
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amortiguador de radicinmunasnsaya que consiste de Tris 10 mM, NaCl 0.5 M,

1 mg/ml de gelatina, y 0.5% de Nonidet P-40, pH 2.0.

Ejemplo V. Analisis de= la Estructura VA6 Wil.

Las zecuencias de los genas de linza germinal de cadena ligera de
inmunoaglobulina Vic y VA se iluatran en las Figuras 21 y 22, Con excepeidn de
los subwyrupos v1a, AMa, A2a, y A2c, hay un residuo Glu-Asp emparsjado 2n 1as
posicionss 81 y 22 en todas las sscuencias d= gen de linea germinal Vic y VA

(Figuras 21 y 22). En adicidn, un segundo empargjamisnts Glu-Asp codificado

T
-

una segunda linga germinal &n las pasiciones 50 y 51 @s (nico para &l gen

de linea germinal VA, Asi, VAG Wil contiens ambos pares Glu-Asp 50-51y 31-
82. Las cadenas laterales de los residuos 50 y 51 son ambas aceesibles en la

superficie de VA WIl, como as muestra &n la cristalografia de Rayos X (Figura
24). En contrasts, solamente la cadena latzra de Glu21 esta expussta en la
suparficie y 1a cadena lateral de Aspdl esta parcialmente enterrada y pareos
interactuar (ya sza mediants inreracciones =lectrostaticas o unidn con H) con

las cadenaz laterales de Lys79 y Argi1 (Figura 25).

Caon base en estos andlisis de la estructura de crystal de rayos X, y la
disponikilidad relativa de las cadenas laterales de Giu-Asp, Los solicitantes
concluyen que &l Glud1 entsrrade se vuslve accasible a medida que en

dominio  entra

o

una estructura  agregada (p.e., fibrillar) (o se vuezlve
parcialmante desnaturalizado), <«poniendae asi lo que d= otra forma esta oculto,
un epitopo criptico.

Ejempla VI. - Analisis d= Unidn de Anticuerpo Monaclonal Anti-AA a VAG,

A. Resonancia de Plasman Superficial
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La rzsonancia de plasmén superficial se usé para establecer la cinética
de unidn de varios anticuerpos monaclonales con filrilos y mondmeros VAR Wil
y. A una concantracidn de 6.6 nM tadas los 3 anticuerpos unidos a los fibrilos
de VA Wil sintéticos inmovilizados con un KD de ~ 1 nM — un valor
comparable con el encontrado para su reactividad con fibrilos AA murinos
(Figura 26). La desviacién (expresada en RU) durante la fase de unidn fus
similar para los mAbs 7D8 y ZA4 peera fus 50°% menor para 8G9, Esto sugizre

que 1a densida de este anticuerps sobre los fibrilos fue menor que los otros 2

)

reactivos, porque  las  afinidades calculadas eran similares para  los
anticuerpos. Un mAb 19G1 sirvido como un contral y no mostrd unidn a fibrilas
VAB Wil.

La titulacién d=l mAb 7DS en el rango de 6.6 nM a 33.3 nM produjo 1a
disminucidn esperada de la desviacidn maxima asociada con kon (Figura 27).
En general, las cindticas de unidn fusron similares en cada concentracion,
aundue en estos experimentos pils .to 2l valor de KD para 7D& a 26.6 nM difirid

del abtenido a otras concentracionas.

Para evaluar la =specificidad d= la reaccién y asegurar que la unién de
los mAbs con los fibrilos ocurrié par medio de la interaccidn clasica F(ab)-
antigeno (contraria a la unidn mediada por Fc o la adsorcidn no espefifica), los
datos de uniéin fuzron adquiridos en la presencia del péptido inmunégeno (p29)
a 20y 1 pyg/ml (Fig. 2). El péptide pd41 que no se une al mAb VD& a bajas
concentraciones, sirvio como un cantrol. En la presencia de 20 pg/mlL de
péptido p41, la cinética de union para mAb 7D3 con fibrilos VAG Wil fue idéntica
al 7D3 solo. En cantraste, el paptido inmundgeno p39 a 1 ug/ml causd una
disminuecion > 2 veces en la magnitud de la unién determinada por la
deaviacidn de la sefal medida (Figura 22). La inhibicidn de unidn a fibrilo de
703 fue casi complataments cuando se usaron 20 pg/ml de péptido p39. Estos

datos indicaron que 2l TD8 s& unié a fibriloz mediante la regién F(ab) de la
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mol&cula puzsto que esta interaccidn podria ser completaments inhibida por el

septido inmundgeno.

La rzactividad del mAb 7D2 con mandmers VAB inmovilizada en un chip
g examind usando el BlAzore. El anticuerpo no reacciond con la proteina
monamérica, Estos datos indican que el sitio de unidén reconocido por &l mAb
7D% estd presentz en fibrilos, perc no en la protzina precursora soluble,

implicanda que =l antigenao es de naturaleza conformacional o criptica.
B. Inmunachistoquimica

La inmunchistoquimica se realizé de la siguiente manera: secciones de

Aum de espesor, cortadas de bloques incrustados en parafina, fijados en
farmalina, fusron sometidos a recuperacian de antigznae madiante incubacian
con CitraPlus (BinGenz«, San Raman, CA) por 30 min a 90°C. Los tejidos
fusron inmuncotziidos con una solucidn de & pg/mb de mAbs 2A4, 7D2, o 8G9
El mAb TY 111 1gf32a sirvid coma un control. Se usd un anticuerpo g anti-ratén
de cabello conjugado a HRPO (ImmPRESS Univarsal Reagent, Vector Labs,
Burlingame, CA) como &l reactivo secundaric. Las muestras se desarrollaron
usande 3 2-diamincbezideno (Vector Labs) y s& evaminaron usando un
micrascopin Leica DMA00. La interaccian de los anticuerpos monaslonales con
depdsitos de tejidos amiloides ALy y ALA también se estudid usando
inmunachistaguimica. Como se ilustra =n 1a Figura 29, los depédsitos amiloides
a glandula tiroides de un paciente que estaban compuestos de fragmentos

A2, fusron inmunctafidos por 7D2, 2A4 vy 8G9, Las arzas de reactividad se
correlacionaron con los depdsitos amiloides, indicados por la birrsfringznsia
verds oro vista en la seccidn de tejido tefida con rojo Congo. La reactividad
mas admirablz 3& logrd con los mAbs 7DE y 2A4 mAbs mientras que 3GY,
aunque positivo, fue considerablement: mas débil. Estos datos cualitativos

correspondzn bien con lns andlisis BlAcore en las cuales 8G9 se unié menos a
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los fibrilos VAE Wil que los otros 2 reactivos (Figura 26). El isotipa coincidents

MAL TY11 que sirvid comao un control na exhibid inmunoreadctividad amiloide.

La secuencia de amino acido de esta proteina A2 (SEQ ID NO: 88)
(mostrada a continuacién) contiene los residuos Glu y Asp condificades de

linea germinal en la posizidn 21y 32, respectivamente,

El examen de un depdsito de tgjidn amiloide ALK reveld que 2ZA4, y en
un menor grada, 7D y 8G9, tienen reactividad positiva. De nuavo, hubo
concordancia entre 2l inmunotefido vy birrefringencia, regiones  amiloides

cangofilicas. EI mAb TY11 fus no reactivo.

C.  Representacidn radiografica de Amiloidoma AL Usando 7D8& %)
Marcado
Se usd el modslo in vivo exparimsntal de amiloidoma AL para estudiar si

el mAb 7D2 radiomarcado representaria el amilaide AL humano. La aficiencia
de radiomarcado de 7D3, determinada mediante SDS-PAGE, reveld que
ambas cadenas IgH & IgL incorporaron &l marcador 1-125, y no se obszrvaron
bandas asaciadas con fragmentacién o agregacidn. La representacion grafica
SPECT/CT de un ratén que porta un amiloidoma reveld que el anticuerpo 125
marcado localizéd la masa amilaide inducida, ubicada dorsalmente, =svidenciada
por la acumulacidn de los anticusrpos radiomarcados en el amiloide, con
relacién a tejidos libres de amiloidz (p.e., higado, corazén, bazo, y rifiones). El

mAb 193 irrelevante radiomarcado no sz acumuld 2n la masa,; sin embargo, s2

ohservd acumulacion del radicyoduro libre en la tiroides, indicativa del
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catabalisme y halogenacian del anticuzrpe 1gG. La distribucién del mAbL ')-
7DE en los ratones que portan amiloidoma fue cuantificada midiendo la
actividad asociada con la masa amiloide comparada con la del higado, bazo,
rifdn, estbmago, corazdn y pulmén, Estos datos confirmaron =l estudio de
representacian grafica SPETC/CT. A las 72-h después de la inyeccidn (tiempo
al cual las imagenss fueron adquiridas y los tejidos recolectados), el
amilaidoma contenia ~2% ID que &s ~ 4 veces mayor que = visto en el higado
- &l sitio de catabolismo de mAb - v &l corazdon donde se esperaria que la
actividad en conjunto de sangre residual fusra alta. La actividad mostrada en el

pulmién se debid al moda de eutanasia (datos no mostrados).

Para confirmar los datos de biadistribucian, & amilcidoma asi como el
higado, bazo, corazén y rifones fueron racalzctados y s& prepararon saccionss
de tejido para analisis autoradiografico. El radiomarcado se realizd de la
siguiznte forma: El anticusrpa 7D3 fue marcada son 2 mGi de 21 libre de
reductor (Perkin Elmer) usando cantidades limitantes de Cloramina T y se
suspendid ¢n PBS que conligne & mg/ml de albimina de susro bovino
(BSA/PBS). El isctipn no unido v loa agregados de proteina fusron removidos
mediante cromatografia liquida de exclusién de tamaio a través de una
columna Ultrogel AcA3d (Amersham Fharmacia). Las fracciones que contienen
monémera 1gG fueron recolectadas para svperimentaos de representacion
grafica. El rendimiento radioquimico fus ~ 50%, proporcionandc una actividad

especifica de ~ 25 pCilug.

El mAEL "*l-marcada fue sometida a SDS/PAGE (10% de geles) en a
presencia o ausencia de un agente reductor y se analizé con un cicldn
phosphor-imager. De acuerdo con las medicion=ss de representacidn SPECT y
biodistribucion, las autoradiografias confirmaron la asumulacién significativa de
2708 en el amiloidoma, con relacian al higadeo. No hubo evidencia de

captacién d= anticuerpo '2%1-7DA radiomarcado &n ningun otro édrgana (diferents
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a la actividad hepatica asociada con el catabolismo del anticuzrpa). Aunque el
MADL 702 estaba ralativamentz distribuido de manera uniforme en toda la masa
amiloide, se observd una densidad maderadaments mayor en las areas

seriféricas en &l limite abddmen-amiloide. No hubo captacién de 19G de control

radiomarcado <n ningun érgano.

D. Resumen y Conclusiones

—

a resonancia  de  plasman  superficial, inmunohistoquimica y  Ia
reprasentacidn radiografica in vivo establece qus los anticuerpas 2A4, 708, y
8GYH reactivos con AA 3¢ unen al amiloide AL y los fibrilos (Kd ~ 1 nM)
derivados de cadenas ligeras de inmunoglobulina. Esta interaccion ocurre

probablemeants en los residuos de amino acids Glu y Asp  altamente

conservadas en la posicidén &1 y 32, respectivamente, 1o que forma un epitopo
lineal criptico expuesto solaments cuando la cadena ligera amiloidogenica es

incorporada en los filrilos.

Ejemplo VII. El Analisis de ELISA Demusstra la Unién de Anticuerpo a los
Pétidos X1EDXo.

Se realizd &l andlisis BlAcore para =valuzar la unidn de los anticuerpos
2A4, 7DA y 334 aohre péptides de varias secusncias. Como se muestra en la
siguizntz Tabla 4, s& encantré que los anticusrpoas rzaccionan con péptidos que
tienen la secuencia X,EDX.. De manera interesante, los anticuerpos no
reaccionan con péptidos que tienen residuos C-terminalzs adicionales. Esto
sugiere que 1os anticusrpos 3e unen especificamente a un neogpitopo
generado al clivado de SAA para generar un final de terminal C libre. Sin
embargo, como se demusstra 2n el Ejempla V, el final libre no €5 esencial para
la unién de astos anticusrpos a VAS Wil, sino quz 2l daminio de X.EDX: adapta

una conformacisn favorable a la unidn a los anticuerpas a medida fque entran a
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agregada  (p.e., fibrilar) (0 se  vuslven parcialmente

desnaturalizadns), exponizndo un =pitopo criptico que de otra forma esta

oculto.

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

Tabla 4
Pé&ptida Anticuerpo pos/neg
2A4{39) CGGHEDT,(SEQIDNOS7)  POS
41 CGUAEDS, (SEQ 1D NO: 88) pos
41 GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: 89y NEG
64 CGGAEDT, (SEQ 1D NO: 90) POS
63 CGGHADT, (SEQ 1D NO:- 91) WEAK
66 CGGHEAT, {SEQ 1D NO: 92) NEG
67 CGGHEDA, (SEQ D NO: 93) POS
68 CGGHEDTM, (SEQ D NG: 94y NEG
69 CGGHEDTMA, (SEQ ID N 25y NEG
70 CGGHEDTMAD, (SEQ 1D NO: 96y NEG
71 CGGHED, (SEQ D NG 97) POS FALSAT™
748 (37) CGGHEDT, (SEQ ID NC- £7) rOS
40 CGGAEDS, (SEQ TD NO: SR) POS
41 GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: 89y NEG
A4 CGGAEDT, {SEQ 1D NO: 90) POS
£3 CGGHADT, (SEQ 1D NO: 91) NEG
66 CGGHEAT, (SEQ D N 92) NEG
67 CGGHEDA _ (SEQ 1D NO: 93) POS
68 CGGHEDTM, (SEQIDNO- %) NEG
6% CGGHEDTMA, (SEQ 1T NO: 95) NEG
70 CGGHEDTMAD, (SEQ TD N 96) NEG
71 COGHED, (SEQ 1D NG 97) NEG
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84 (37) CGGHEDT, (SEQ 1D NO: 87) POS

49 CGGAEDS, (SEQ ID NQO: %) POS

4] GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: &) NEG

64 CGGAEDT, (SEQ 1D NO: 90) POS

65 CGGHADT, (SEQ 1D NO: 91) NEG

66 CGGHEAT, (SEQ ID NO: 92) NEG

67 CGGHEDA, (SEQ 1D NO: 93) DEBIL

08 CGGHEDTM, (SEQ D NO: 94)  FALSA+?
69 CQGGHEDTMA, (SEQ 1D MO: 95)  FALSA+?
70 CGGHEDTMAD, (SEQ I NO: 96)NEG

71 CGGHED, (SEQ ID NO: a7) NEG

Ejzmpla VL Analisis Inmunahistoquimico de AA de ratén.

La reactividad de los sobrenadantes de hibridomas que expresan
anticuerpos 2A4, 8G9 y 7D8 a depositos amiloides esplénicos y hepaticos AA
murinos (los sitios principales de  deposicidon  amiloide) fue documentada
inmunohistoguimicaments, Para estos estudios, se cultivaron secciones de
tejido de un ratén TRIAD con amildide AA extenso en @l higado y hazo
(evidenciads por los depdsitos congofilicos de birrefringezncia verde) que fuzron
tefidas con los sobrenadantes que contienzn &l MmAb. Los & s unieron al
amiloide hepatico y esplénico. En contrastz, no hubo reactividad con los
sobrenadantes del cultivo derivados de hidridomas irrelevantss. Se evalud la
capacidad dsl amiloide usando 2A4, 8G9 y 7D& para inmunoteiir amiloide
higado y bazo murino incrustado con OTC fresco (no fijade). Hube evindencia
quz los MmAba retuvieran su capacidad de unirse a amiloide AA 2n 2l sinusoide
hepatico. Adicionalments, 1a reactividad de anticuerpo con tejido esplanico fus
mas facil de interpretar, y el amiloide perifolicular  fue  inmunotefida

intensaments. Para demostrar que Ios mAbs s2 unieron especificameantz a
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amiloide AA, los sobrenadantes de mAb a una dilusién de 1:25 fueron
preincubados con £0 pg/ml de cualquiera entre péptido #39 (p#39) o #41
(p#41) por 1h a temperatura ambisnte. Con tejido fijado en formalina como un
sustrato, el peptido p#29 (50 pg/mLb) inhikid significativaments la reactividad
amiloide de oz mAks 2A4 y 7D2 (Ias resultados con 5G9 astan pendientes). En
contraste, =1 péptido p#d1 no fue efectivo. Se  obtuvieron resultados

comparablea con tejidos frascos.

Ejempla IX.  Analisis Inmunchistogquimico de AA Humano.

La comparacidn de la secusncia de amino anido de SAA ratdn y humana
en la pozicidn 73-76 revela 2 rasiduos idénticos, una sustitucién Ser a Thr
canservada, y un interzambio Ala a His no conservado. Para probar si los mAbs
2A4, 3GH y 7D3 reaccionarian cruzadaments con depdsitos amiloides AA
humanos, probamas su reactividad con rifdn, adrenal, ovario & higado que
contiensn AA humano., En todos los casos, los solrenadantes de mAb
inmunotifieran los depésitos amiloides. En tejido de ovario, el péptido p#39
bloqued efectivaments 1a unién de los mAbs al amiloide AA perivascular,

mizntras que &l péptido p#E41 no inhibid esta reaccién.

Ejempla X, Interaccién de Anti-AA de Scbrenadantes de Cultiva con Fibrilos
AA Derivados de Murina.

La interaccion de mAbs 2A4, 839 y 7Da con amiloide AA fue
inicialmente evaluada mediantz ELISA y luago los datos, dados en la Figura 31,
fueron analizadoz usando SigmaPlot (3PSS Iniz). Cada puntd reprasenta la
meadia £ SE (n = 3). Se usd un sobrenadants de cultivo de hibridoma inmelevante
como un control  (Ctrl Culture  Sup). Hubo una relacién  sefal-ruido
evtremadaments baja y los resultados mostraron que la primeara cosecha

contenia mas mAb con relacién a la segunda, evidenciada par la mayor sefal
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de absorbancia con relacion al sobrenadants de control. (Adicionalmeants, la
reactividad inmunchistorquimica del material en el dia 1 fue mayor que las
muestras del dia 2). Aunqus los valores de SE fueron grandes, parecia, a partir
de estoz datos, que la afinidad de unidén de 2A4, 23G9 y 7D8 era
aproximadamente  equivalent= con 13 ausencia de reactividad después de
dilucian de ~ 1:64. Los datos dz unidn también sugizren que la capacidad, p.e.,
la cantidad del mAb unido, varid con YDE>3G9>2A4; sin embargo, estos datos
no fusron corregidos para la concentracidn de mAb y &n estudios posteriares
esta tendencia no 32 observd. Dekbido a la baja sefal y la alta variabilidad
encontrada con los sobrenadantes de cultivo, y para determinar con mayor
precisién 1a afinidad de unidn relativa de los mAbs para fibrilos amiloides AA
murinos v humanos (asi coma para proporcionar material para estudios de
biosdistribucian in vivo) fus necesario aislar los mAbs mediante cromatografia
de afinidad de proteina A, La pureza de los mAbs aislados se establecid por
SD3-PAGE uzando 10% de geles de acrilamida bajo condicionss reductoras y
no reductoras (Figura 32). Las muestras en los carriles 1-4 se trataron con
mercaptostanal, carriles 5-9 sin a@ste. El gel fus tefido con azul de Coomassie:
mAbL 339, carriles 1y & mAb 2A4, carrilzs 2 y 7; mAb TD3, carriles 2y 8,
sobrenadante de control SP2/0, carriles 4 y 9 blanco, carril &, Los marcadores
de Prateina Mr (Std) son, de arriba hacia abajo; 176, 119, 75, 49, 29, 25y 19
kDa. LA interaccion de los mAbs purificados con péptido p#39 inmunizante,
péptida de control  (p#d41), evtractos de AA murino y humano  fuercn
dsterminados mediants ELISA aomo se describid anteriormente. Estos datos
fueron analizados ajustando una surva sigmoidal usando el software SigmaPlot
y 32 determindg la concentracidn de mAb a 50% de saturacidn (ECE0), (Tabla
5).
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Tabla 5

Valorzs de ECg para la unién de mAb purificado

Sustrato
mAb AA Humano AA de ratén (AEF) Péptido 39 Péptido 41

2G5 31.7 nM 564 n 4.0 nhi »» 100 nM
2A4 5.4 nM 4.0% nlvi 34nM > 100 v
7Da 13.3nM .54 ni 2.5 nM =3 100 nM

La interaccion de los 3 mAbs con el péptido p#39 exhibid unidn saturable
con valores de ECS0 en el rango nanomalar bajo (ver Tabla & anterior). En
contraste, incluso a la concentracidn mas alta de mAb usada (100 nM) hubo
poca unidn detectable al péptido p#41 (Figura 32 — Cada punto representa la
media = SE, (n = 3 &n cada concentracidn)). Estos datos confirmaron los
resultados inmunohistoquimicos descritos anteriormante, s, que el péptido
p#29 era capa de blogquear complataments 1a unidn de los mAbs a los tejidos
cargados con amiloide AA. Los ECEO calculados para la unidn de cada mAb
con péptido p#39 fueron esanciaimente idénticos al caso cuando se uséd un
extracto amiloide AA murino como el sustrato (Figura 34 — Cada punto
representa la media £ SE (n = 2 @n cada concentracidn)). Los valores ECS0
calculadios para la unidn de mAbs a edtracta AA de ratén fusron esencialmente
idénticos a los obtenidos cuando se usd =l péptido p#39 comao el sustrato
(Figura 34; Tabla 5). En contraste, cuando =l extracts de amileide: AA humano
3e 320 sobre o3 pozos de la micraplaca, los valores de EC50 fueron entre 8y
7" menares que los observados para AA de ratdn y péptide p#29 (Figura 258 —
rada punto representa la media £ SE (n = 3 &n cada concentracién); Tabla 5).
Debido a que el valor de ECR0 para la unién d=l mAb TDE fue el mas bajo de
los 3 anticusrpas evaluadoes, 103 Solicitantes selsccionaron este reactiva para
los estudios de no-lncalizacidon in vive y representacidn gréfica. Las 2

sustitucionss de amino acido =n la secuencia de SAA humana con raspecto a
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la proteina murina afectaron los valores de EC50. Aunque no desean estar
ligadas por una tearia particular, los Saolicitantes atribuyen el mayor EC50 para
el AA humano a un "ajuste” Mas pobre de= las cadenas laterales de amine acido
en el sitio de unidn a antigeno, sin embargo, este efecto corresponde
solaments a una disminucién de 5 veces la afinidad relativa cuando los
edractos amiloides son adsarbidos en la superficiz, como en la ELISA.
Adicionalments, sstos dates sopartan 1a observacian gue los 3 mALs s& unen a

depdsitos amilaides AA de tejido murino y humana.

Ejemplo XI.  Unién Competitiva de mAbs a Amiloids AA de Ratén u Humano.

Para determinar =l efecto, si lo hay, de desnaturalizacidn potencial
cuando son adsorbidos a la suparficie del pozo micratitulador, se evalud 1a
reactividad de 2A4, 8G9 y 7D4 usando una ELISA de competencia =n la cual
se usd ewtracto amiloide AA muring o humano como un competidor soluble

para la interaccién de loz mAbs con extracts AA unido a la supeificie.

En todas los casos, los fibrilos amiloides AA solubles (no adsorbdisos)
de origen humano y de ratdon fueron capaces de competir para los 2 mAbs,
indicando que el epitopo reconncido porlos reactivos no es dependiente de 1a
deanaturalizacién parcial que resulta de la adsorsion superficial. En general, el

extracto AA muring (AEF) fue mejor competidos que €l AA humano (Tahla 6).

Tabla 6

Valores o 1C5y (ugml) para unidn de mAb a amiloide AA
(Hy /

mAb  AA Humana+ AA de ratén (AEF}

8G9 71185 "i73
2h4 >241.7 147
705 >851.1 268
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+ Amiloide AA humana en solucién que compite para AA de ratén
adsorbido (AEF);

I AA dz ratdn (AEF) en solucidn que compits para extracto amilaide Aa
humana adsorbido en placa.

Los valores de 1Csg (concentracién de AA (2n peso) que redujo 1a unién de mAb
en 50%) para AEF murino en solucidn fueron ~ 20 pg/mL, mientras que para
AA humana las valores fueron 6 a 44 veces mayores (en contraste, los ECS0
para AA humana fusron solamentz 7 vaces menores que agquellos para Aa de
ratan). Esto pusde reflejar ol hecho que, cuando esta en solucién, &l epitopo en
los fibrilos amiloidzs &3 menos accesiblz en preparacionss de AA  humana

comparadas con AA murino.

Como se esperaba, e mAL 703 que 2xhibid [a mas alta afinidad relativa
para los fibrilos AA humanos y murinos cuande estan adsorbidos &n superficie,

requirid la mas alta concentracién de amiloide AA para lograr competencia.
Ejernpla Xil. MAR 7D8 Radicmarcada.

La &ficiencia de radiomarcado de 7D2 se determinéd mediantz SDS-
PAGE. Se analizaron mAb reducida y nativo y las proteinas se visualizaron
usando in repressntador grafico phosphaor. Tanto la cadena IgH coma la Igl
incorperd &l marcador 1-125, y no se observaron bandas asociadas con

fragmentacidn o agregacian.
.. ) g . 2
Ejempla XN, Representacion grafica de amiloide AA usando 708 25_marcado.
Para estudiar la localizacién in vivo del mAB 7D2 radiomarcado, se
usaron tres grupos de ratones: 1L-6 transgénicos; inducidos con AgNOZ/AEF, y

contralzs que carecen de amiloide (WT). La representacién grafica con

SPECT/CT raveld que el mAk °1-7D3 localizd depdsitos AA murinos en el
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bazo = higado, evidenciado por 1a acumulacién del mAb radiomarcado en estas
tejidos con relacién al ratén de control, que mostrd solaments baja actividad de

recolzccidn de sangre en 2l higado vy libre de yoduro en la glandula tircides.

En contrastz con estos ratones, el ratdn inducido con inyecciéon de AgNO3
mastréd captacidn tiroide de yoduro libre, alguna actividad hepética, pero el
mayor sitic da unién de "P1-7D3 se vio en &l sitio de inyeosion s.c. de AgNO2
(el area dorsal baja derecha). La actividad en esta arza estd claramente
circunscrita por la solucién de plata atenuadora de rayos X como s2 ve
madiante CT. S ha mostrado que &l mAR 7D3 g5 une a depdsitos amiloides
AA tantd en el higado como bazo 2n la presencia de sAA circulante en el ratdn

TRIAD, evidenciado por las imagenes SFECT.
A. Bicdistribucian de '?°-7DA en Ratones.

48 h destés de la inysccidn de '®1-7D2 habia radiactividad en Ia
recolzccién de sangrs, gue evplicaba la captacian relativament= alta en el
pulmén (gque estan llenos de sangre cuando los ratones son sacrificados). Es
de notar que la acumulacidn de mAb hepatoesplénico en &l ratén IL-6 mouse
es indicadora de la presencia de  amiloide. Las imagenes SPECT/CT
confirmaron la distribucian del mAb en astos drganos. 72 h después de la
inyzceidn, los valores de recoleceién an sangre habian cambiado poco segun lo
evidencia el no cambio de actividad en el corazén y pulman con relacién a los
ratones sacrificados a las 42 h, debido a lo relativamente larga para este mAb
(~A0 h). Hubo acumulacidn significativa del mAb radiomarcado en el raton 1L-6,
que se correlaciona con las imagenes SPECT que fueron adiuiridas mostranda
captacion esplénica, y en menor grade, hepatica. Dz los demas drganos, el
mas importanta fue el higado (que &s &l sitia de catabolismo de 19G y la fuenre
de 3AA durantz la respussta de fase aguda). En los ratones WT, sin

estimulacién inflamatoria o amiloide, &l higade contania < 6% de ID/g, que &3
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comparabla con el rifdn y el corazén en donde la recoleccion de sangre
contribuy=s casi exclusivamenta con la sefal.
B. Analisis autoradiograficos & histoquimicos.

Con &l fin de detsrminar si 1a acumulacion hepatica aumentada de '2I-
7D8 en los ratones IL-6 y AgNO; resultd de la captacidn amiloide, depuracian
catalitica o unidn a sAA nusvamente sintetizada, el higado y otros tejidos

fueron sometidos a analisis autoradiograficos.

Con basz en la representacion grafica SPECT y las mediciones de
distribucién, se presumid que la cantidad mas grande de amiloide en loa
ratones IL-6 transgénicos estaba en el higado y bazo. Esta suposicidn fue
confirmada por las secciones tefias con rojo Cango en las cuales se ohservd
amileicls  significativo en toda la pulpa roja asi como #n 1as regiones

perivasculares y sinusoides del higado. Adicionalmente, mpas  depdsitos

u)

birrefringentas estaban presentes en los rifones y corazédn. La distribucion del
'251.7D8 en estos tejidos se sorrelaciona bien con &l rojo Congo y &l material

reactivo de AA. No huba acumulacidn en hepatocidos desprovistos de amiloide.

Con base &n los datos de biodistribucién, lel ratdn tratado con AgNO;

tenia maz captacidn de 1%

-7D3 en el higado que en el bazo, lo que fue
ingaperada porque este no s un patrdn normal d= acumulacion de AA en estos
animalezs. El tefiido con rojo Congo reveld pequenas cantidades de amiloide en
una sala regidn perifolicular en 2l hazo (esquina superior derecha) y depositos

perivasculares hepatincos evtensos

n

que  fueron  evidentes  en  las
autoradiografias. Adicionalmentz, se vié en las imaganes SPECT que el sitio
a de '®1-7D3

(tambign hemos observado esto cuando se uso SAP radioyodada como agente

z.¢. de iny=sccidn de AgNO; se tizne una concentracion significativ

de representacion grafica). Este sitio no contiens amiloide (p.e., material
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hirrefringents rojo Congo); sin embargo, fue inmunot=iido por el mAL anti-AA.
Sin desear estar ligada a una teoria particular, s posible que el mAb 7D2 se
Incalice en los sitios de inflamacién o "pre-amiloide” (asi comao depdsitos
amilcidezs maduros). En contraste con la acumulacién impresionante de 7D en

ns Arganos del ratdn IL-B, se encontré que los tejidos de los ratones de control
tienzn poco o no tisnen trazador £n ningln érgano diferentz a la recolzccidn de
sangre. No s& encontrd amiloide en las secciones tefidas con rojn Congo de

hinguna de las drganos de sstos contrales.

C. Farmacocinética de '2°1-7DA.

Después de la inyeccidn del anticuerpo 7DR radiomarcado, se determind
I

D

tasa de desaparicidn d= la malécula y las determinacionss de vida media se
resumen en la Tabla 7. Estos resultados indicarcn que 1a Ty i de 708 fus de
~ B0 h, consistente con la de un MAEL murino 19G20 (notar qus 7D3 s de la
subslase 1IgG32b). The La depuracion ligeraments mas rapida del '°1-7D8 en los
ratonas IL-6 (TRIAD) na s= consideré significativa. Con base en astos datos, 1a
retencion del mAb por el amiloide de tzjido, evidenciado en los datos SPECT,

durantz 72 h no influsncia la tasa de excresién,

Tabla 7
Andlisis de Vida Media para ratones '°1-7D8

Raton A(S.E) K(S.E. . 10%) P* e tuzo
iL-&. 48h 191.7 (2.98) Q.07 (70 093 5IZn 52
W& 72h 1752 (5.99) 00id (2.9 097 57 7n
Aghd 48k 181.0 (1.93) 00404 (4.9) 099 &EIh 6N
AghOs, 720 745 (297 DO (RE) 0935 822k

Girl, 45h 1851 {2.19)  0.0308{F8) 098 EI3Nl ©13
Gl 72h 1851209 000 B8 ugs GATh
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1. Metodo para Ildentificar Agentes que Pravienen o Tratan la Amiloidosis
Uzando Ratdn Transganico o TRIAD. Loa procedimientas para la preparacién
de agentas se describen en Schenk et al. Nature 400:173-177. Los agent=s son
emulsificadas 1:1 (viv) con adyavante de Freund completo para 1a promera
inmunizacidn de ratonces transganicos, seguida por un refuerze en adyuvante
de Freund completo a las 2 semanas y mensualmente posteriorments. Las
inyzcoiones de PES siguiercn el mismo esquama y les ratonss fuzron
inyectados con mezcla 1.1 de FBES/adyuvante para contral. La extensién de

vida de los ratones transgénicos se compara para determinar si los agentes

N

son efectivos para pravenir [a Amilvidasis AA aumentanda |a vida d=l animal.

2, Histopatologia.  Para microscopia de luz y polarizada, seccionss de
tejide de 4 a 6 pm de espesor fueron cortadas y tefidas con hematoxilina y
eosina (HE) y una sclucién de rejo Congo alcalina recign  preparada,
respectivamentz,  Para  microscopia  de  electrén, las  secciones  fueron
incrustadas en Epon (Ted Pelia, Redding, CA), s=ccionadas y examinadas con
un micrascopio electrénicn de transmisidn JEOL 100S. Ver Ludlage «t al. Vet
Fathol 42: 117-124 (2005).

2 Inmunohistogquimica. Secsiones  de  tgjido  incrustadas en  parafina
(2spesor de 6 um) fueron cortadas en un micrdtoma, montadas en portaokjetos
recubiertas con poli-L-lisina, secadas durante la noche a temperatura ambients,
y desparafinizadas. La inmunatincién s realizd usando la téenica de compliejo
avidinbiotina (ABC-elite) descrita antzriormente. Los anticuerpos  primarios
fuzron anti-amiloide A humano de ratéin (Accurate Chemical y Scientific
Corporation, Westhury, NY) y antisuero policlonal anti-SAA de ratdn. Como
anticuerpos secundarios se usaron conjugado de inmunoglobulina-G (1gG) anti
ratén de caballo purificado para afinidad pero=idada de rabano picante (Vector

Laboratories, Burlingame, CA) o conjugados de 1gG anti-conzjo, anti-ratdn o
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anti-rata de cabra peroridada de rabano picantz (BioRad Laboratories,
Richmond, CA).

4 Cuantificacion  de  SAA  mediante  ELISA.  Se  midieron las
concentracionss de SAA mediante un ensayo inmunasorbente ligado a
enzimas (ELISA) uzando el kit ELISA de SAA de multisspecies de acuerdn con
laz diraccioness suministradas por ¢l fabricants (Biosource, Camarilln, CA). Se
prepararan cuvas estandar usande cantidadss conocidas de proteina SAA
humana y s& midié la absarbancia at 405 nm con un lzctor de placa BioRad
madelo 4450 (Fullerton, CA).

5. Estudios d= Recambio de Cintigrafia de SAP Radiomarcada en Ratones.
La SAF fue ovidativaments yodada con '®1 (2-5 MBg/mg) usando N-
bromaosuccinimida. Ratones de 6-12 semanas de =dad recibiaron 2-10 pg de
125 _SAP =i 200 pL intravanosaments. S8s tomaron sangrados de cola medidos
en forma precisa (0.01-0.04 g) a irtervalos de tiempo espacificos y se contd la
radiactividad precipitable por acido tricloreacétizo en la misma corrida el final de
cada experimento, junto con alicuotas estandar del trazador inyectado. Pepys
et al. Proc Natl Acad, Soi USA 91:5602-5606 (1994).

A, Recambio de  Cintigrafia de SAP  Radiomarcado y Estudios de
Represantacidn Grafica en =l Hombre, Se asiléd SAP para uso en &l hombre a

partir dz plasma de un solo donador acreditado y fug oxidativamente yodada
con ' (2-5 MBagimg) o BI (110 MBg/SO pg de protzina) usando N-
bromasucainimida. Después de la inyzecian de 2% SAP, se adquirieron datos y
de procesaron en una camara gamma IGE Starcam (IGE Medical Systems,
Slough, UK. La depuracién de SAP "**lmarsado 3¢ estudié en individuos
saludables y pacientes que sufren de amiloidosis AA. Pepys et al. Proc Natl.
Acad. Exi USA 91:E602-5608 (1994)
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7. Extraceidn y Purificacidn de Amiloide. Los métodons usados para estraer
amiloide de tejido fueron como s describe en Pras et al. Ver Pras et al. J. Clin.
Invest. 47:924-033 (1968). En resumen, una parcian del higado o tejidos de
otras drganos obtenidos al momento de la necropsia y mantznidos a -30 °C fue
homaog=znizada con solucidn salina fria en un bafo con hielo usando un
Mezclador Omni  (Omni  International, Waterbury, CT). ElI extracto fue
centrifugada a 10,000 rpm por 20 minutos a 4 °C y el sedimanto se reextrajo

0% VECRS MAS oon solucidn salina fria, una vez con citrato de sodio 0.1 M

(w i

solucidn salina amartiguada con, pH 8.0, y luggo de nusvo con slucidn salina
hasta que AZ30 del sobrenadants era < 0.10. El sadimento resultantz fue
homogenizada con agua destilada fria, y la mezcla centrifugada a 25,000 rpm

por 3 horas a 4 °C. El sedimento obtenido del extracto de agua fue entonces

liofilizado.
a. Rasonancia de Plasmén Superficial. Las cindticas de unidn se midisron

en un instrumenta BlAcore X, Los fibrilos preparados de VAS Wil fueron
sonicados brevamante con un sonicador de sonda y luegn acoplados a un chip
CM-E uzanda quimica de amina, segun el protocolo de BlAcors. Este proceso
utiliza EDC y NHS para activar los grupos carboxilo en el chip para
acoplamients con grupos amino libres =n los fibrilos. El acoplamiento se
condujo =n un amortiguador de NaDAc, pH 4.0 a una concentracién de 100
pg/mL. El canal de control fue "acaplado de manera fingida" y amheos canales
reaccionaron con etanclamina para saturar los sitios no reaccionades. Se

acoplaron aproximadamentz 168,000 RU de fibrilas de VAG Wil.

Los sensogramas fusron carridos =n amortiguador e HBS-EP de
Blacore a 20 pL/min 2n el mado Fot (fibrilos da VAS Wil) mencs Fe-2 (control).
Las muestras que contienen MAL o mAb mas inhibidores de péptido fueron
inyectadas (70 pL) y las senaogramas fusron recolzctados usando la funcion de

lavada retardade por 200 seg. Los datos fueron analizadeos en 2l software de

17}

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

2ol



182

BlAsvalutation, usando &l modelo d= Langmuir 1:1 con correccion de accion de

masa.
9. MicraSFECT/CT. Dos cohortes de 3 ratones cada una, fueron

inyectadasz z.c. con 50 mg de evtracto de amiloide AL humano 2ntre la
escapula. Despuéds de 7 dias, un grupo de ratones recibié una inyecceidn iv &n
la vena de la cola de ~ 300 pGi de mAL 7D3 "Pl-marcada. El segunda grupo
fus administrado con una cantidad igual de mAR MOPC 31C murina como
control. Después d= 72 hr, los ratones fusron sacrificados por sobredosis de
isoflurano vy se  adquirieron  las  imagenes SPECT/CT. Para proveer
mejoramienta de contraste vascular =n las imagenes CT, los ratonas fueron
administrados con una dosis iv dez 200-uL de Fenestra VC™ (Advanced

Research Technologies, Montreal, Canada) 5 min antes del barrido.

Los datos de SPECT fuzron recolectados con una plataforma de
reprasentacién grafica de modo  dual microCAT Il + SPECT (Siemens
Preclinical Solutions, Knaxville, TN), capaz de proporcionar resolucion espacial
de submilimstros cuando estd equipada con un oolimador de agujera de
diametro de poro de 0.5 mm. Al momento de la representacidn grafica, los 2
detectares (compuestos de un tubo foto-multiplicador de anodo mdltiple
Hamamatsu R2486-02 de 50 mm de diametro acoplado a un arreglo de cristal
de 1 « 1 % & mm Csl (Tl) dispussto en una rejilla de 1.2 mm) fueron
posicionados ~45 mm del centro de rotacion. Cada conjunts de datos SFECT
comprendia 45 proyecciones recolectadas en 360° durantz el curso de ~50
min. Las imAgenes fueron reconstruidas usando una implementacion del

algoritma de probabilidad de maximizacién esperada-maximo (EM-ML).
Después de la recaleccion de datas SPECT, se obtuvieron imagenes CT

de alta resolucidn. El escaner microCAT Il tisne una geometria de haz de cono

en orkita circular, equipado con una fuente de rayos X de misrofoco de 20-80
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FVp, y captura un campa de 90 mm = 80 mm de visién usando un detector de
arreglo de 2048 « 3072 CCD, opticamente acoplade a una phosphor pantalla
minR mediantz un pajquete de fibra éptica. Cada connjunto de datos CT,
compuesto de 260 proyecciones a azimuth de 1°, fue adquiride &n 2 min. Las
imagenszs fuzron reconstruidas en tiempo real en voselzs isotrépicos de 77um
usando una implementacién del algoritmo de retroproyeceion de Feldkamp.
Para facilitar el co-registro de las imagenes SPECT y CT reconstruidas, fuentes
selladas de Co-57 fusron calocadas en el lecho de imagen. Los conjuntos de
datos de microSPECT y CT fusron visualizados y co-registrados manualmente
con un paquate de software de analisis de impagenes 2D (Amira, Versién 2.1

Mercury Computer Systems).

10.  Biodistribucién. Las muestras de higado, bazo, rindn, corazdn, puimén y
tumores amiloides implantados (.., amiloidoma) fueran recolectadas de los
ratones y colocadas en viales tarados, pesados y se midid 1a radiactividad. Los
valores de indice primario se expraesaron como % Jd2 dosis inyectadalg de tejido
(% ID/g).

11, Autoradiografia. Secciones de A pm de espesor, cortadas de bloruges de
tejido incrustados en parafina, fijados en formalina, obtenidos de ratones

w2 colocaron  en

on

zacrificados 72 h después de inyeccion de '*°1-7DE

sortaobjstos de microscopio Probond (Fisher Scientific), se sumeargieron en
emulsién de NTBE-2 (Eastman Kodak), se almacenarsn en la oscuridad y s2
desarrollaran después de una exposicidén de 24 h. Las secciones fueron
contadas-tefidas con hematovilina y eosina (HSE), &l portacbjetos fue cubierto
usandao Permount (Fishar Scientific), y examinadas meadiant: microscopia de
luz. Ademas, portacbjetos consecutivos fueron tefidas con rojo Congo alcalino
y observadas bajo iluminacidn polarizada cruzada. Finalments, un tercer
potaobjetos fue inmunateida usando coma reactivo primario nuestro mAb AA-

reactivo. Las imdgenes microscépicas de camara digital se tomaron vy
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evaluaron usands un paguete de software de analisis de imagenes (Image Pro
Plus, Madia, Cybernztics).

Ejemplo XIV. Preparacién de Anticuerpos 2A4 y 7D2 Humanizados.

Los anticuenpos 2A4, 7D, y 3G9 humanizados se prepararon injertando

CDR de 2A4, 703, y 2G5 murinas én marcos aceptores humanos de acuesrdo
con téenicas conocidas en el arte. Se hicieron retro mutaciones para reducir la
antigenicidad preservando la afinidad de unidn. Las regiones variables de
cadena ligera y cadena pasada de 2A4 murino estan indicadas como los
residucs 20-131 de la SEQ ID NO: 452 y como los residuos 20-133 de la SEQ
ID NO: 154, respectivamentz. Las regionas variables de cadena ligera y
cadena pesada de 7D5 sstan indicadas como los residucs 20-131 de la SEQ 1D

NO: 152 y comnd los residuns 20-132 de 1a SEQ 1D NO: 154, respectivamente.

(]

Laz regiones variables de cadena ligera de 2A4 y 2G9 murino son idénticas
entrz si y difieran de la regidn variahle de cadena ligera de 7D8 en un solo
residuc &n CDR1. Las regiones variables die cadena pzsada de cada uno de
2A4, 7D3S y 5G2 son idénticas.

La kappa variable (VE) de 2A4 y 7D3 pertenece al subgrupo 2 de ratdn,
que sorrespondsz al subgrupoe 2 humano y 1a pesada variable (Vh) al subgrupo
3c de ratdn 3¢ que corresponda con &l subgrupn 2 humano (Kabat 2t al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunalogical Interest, Fifth Edition. NIH Publication
Neo 91-2242). La CDR-L1 incluye 16 residucs y pertenece a la clase candnica 4
en VE. La CDR-L2 incluye 7 residuns y pertenzes a la clase 1 &n VK. La CDR-
L3 incluys 9 residuns y pertensca a la clase 1 en VE. Ver Martin AC, Thornton
JM. (1993) J Mol Einl. 262, 800-15. La leucina en la posicion 27 en el 7D8 as
mas hizn inusual, y la glutamina en 2A4 es mas usual. Un modelo muestra que
la cadena lateral 2sta en la superfizie del sitio de uniédn, y por lo tanto debe ser

important= para la unién a antigeno. La CDR-H1 incluyz § residuos y pertenace
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alaclase 1, y la CDR-HZ incluy: 19 residucs y partensces a la clase 4 (Martin &
Tharnton, 1993). La CDR-HZ2 no tiene clases canodnicas, pero ¢l asa del 8
rasiduo tiene probablemente una base curva de acuerdo con las reglas de
Shirai &t al. (1999) FEES Lett. 455, 155-97. Esta esta conservada en un mods=lo
aunque la conformacién del Apice de CDR-H2 puade ser diferenta. Los
reziduos en la interfaz entre los dominios Vk y Vh son las encontradas
comanments para 2ZA4 Vi, 7D32 Vi y 244 Vh,

Se hizo una bisqueda de las bases de datos de PDB (Deshpande et al.

£) Nucleic Acids Res. 23 D222-7) para encontrar estructuras que guiarian
la =lzccidn de las retro mutaciones. Una blasqueda d2 |a base de datos de
secuencia de proteina no redundante de NCBI permitia la seleccidn de marcos
humanos adecuadas en los cualss injertar las CDR murinas. Para VK, se eligid
una cadena ligzra kappa humana con oédigo de acceso NCBI BACO1562
(i 21669075) (SEQ ID NO: 188). Esta tiene la misma longitud de CDR-L2 y
pertenece a la linga germinal humana VKHA 19/A% y &l subgrupo 2 kappa
humana, También se encontré un marco similar que soln difiere en la reqion J
con chdigo de Aceeso NCBI BACOTT22 (hi:2 1669417 (SEQ 1D NO: 167). Se
usd BACD1552 como un marco para 2A4 VE, y se usd EACO 1723 como un
marco para 7DS VE. Para Vh, s2 uzd AACS1024 de cadena pesada de Ig
humano (gi: 1791061) (SEQ ID NO: 135). Ver Glas et al. (1997 Clin. Exp.
Immunacl. 107:372-380. Este pariencece a la linza garminal humana VH2-72 y el

subgrupo 3 pesada humana.

Las regiones variables de cadena ligera de 2A4  humanizado
respresentativas estan indicadas como las SEQ ID NOs: 155, 186, y 157. Las
region=s variables de cadena ligera de 7D8 humanizado n—prcspntatl as estan
indicadas como las SEQ 1D NOs: 155, 159, 180, 174, 175, y 176, Las regiones
variakles de cadena pesada de ZA47DR humanizado representativas estan

indicadas coma las SEQ 1D NOs: 181, 162, y 152, Ver las Figuras 36A- SGE.

{JLLCCO: 237491.DOC v.2}

ety



186

Los anticuzrpos humanizados representativos de la invencidn incluyen
anticuerpos que tiznen una r=gidn variable de cadena ligera seleccionada de
una de residuos Z0-131 de la SEQ 1D NO: 152, residucs 20-131 de la SEQ D
NO: 153 y SEQ ID NOs: 158, 15838, 167, 157, 159, 180, 174, 175, y 173; y una

regidn variable de cadena pesada selzccionada de una de rasiduos 20-123 de
la SEQ ID NO: 1584 y SEQ ID NOs: 161, 162, y 163,

Ejemplo XV. Efectos Terapéuticos de MAL 2A4 En Ratones con Amiloidosis
AA Sistémica Severa

Se evalud la eficacia terapéutica de mAb 2A4 en ratones H2/hull-8 con
amilcidosis  sistémica severa. Los ratones H2/hull-6  transgénicos, que
expresan constitutivaments un transgen IL-6 humano, son probados para
amiloidosis AA sist2mica rapida € irreversible. En un primer y segundo estudio,
los ratones tratados con mAb TY-11 emparsjado de isotipo, que no tiene
actividad reportada en ratones, fueron usados como control. Antzss de
administrar el factor potenciador amiloide para indugcir AA, los ratones H2/hull-
A fueron musstreados y sangrados mediantz el seno ratro-orhital, se prapard
suero, y se determind la concentracién de sAA usando un kit de ELUSa
disponible comearcialments. Los valores representatives fueran los siguientes:
2193.7 pg/ml, 82391 pg/mb, 141500 pg/ml, 1672.01 pg/mL, S14.535 pg/mL,
108815 pg/ml, 735.34 pg/ml., 1546.35 pg/ml, 95270 pg/mbL, 856.46 pg/mL,
media = 1212.4 £ 478 pgy/mL.

Al inicio del segundo estudio (semana 0), Ins ratones H2/hulL-& fuzron
inyectadas iv con 100 g de factor potenciador amiloide (AEF). Después de 1a
induccidan de la patologia AA por inyeccion de AEF, los ratones fueron
administrados con § inyeccionas de 100 pg subcutangaments en miembros

altzrnas de mAL 2A4 (12 animales) o TY11 (11 animales). La terapia se inicio a
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aproximadaments 1 semana después de |a inyeccion de AEF. La supsrvivencia
de los animales en cada grupa de tratamiento fus graficada y analizada. Los
resultados s& muestran en la Tabla 7. Solaments &l 45% de los ratones
tratadces con mAb TY11 sobrevivieron hasta el final del estudia. En contraste,
ningunc de los ratones fratados con 2A4 se perdieron durante el curso del
estudin. El analisiz de los datos de supervivensia usando métodas estandar
moatré una diferencia significativa en las curvas de supervivencia (P<0.0025)
en ambas grupos. Se caltuld que la supervivencia media de los ratones
tratados con TY11 se caleuld era de 41 dias, comparable con 1a obssrvada en

un estudio pravio (23.5 dias).

Tabla 7
Porcentajs de animales sobrevivientes
Dias despuas de |a Tratados con TY-11 Tratados con 2A4
inyeccién
0 100.00 100.00
22 §1.82 100.00
33 7273 100.00
37 A3.64 100.00
41 4545 100.00
42 45.45 100.00

En la semana 6, después de AEF, Ios ratones fueron sangrados vy
sacrificados, y sus drganos recolectados para analisis adicionalss. Para
cuantificacién de amiloide en higado y baza, se visualizd la birrefringencia de
rojo Congo microscdpicaments bajo iluminacién polarizada cruzada y se grabd
digitalmente. El area dal matzrial birrsfringente e determind seleccionando
(usando un métado de sagmentacién spectral) y cuantificando los pixeles

asociados con amileide. El indice de carga de amiloide (AB1), una medida del
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v

contenido dz amilaide, se expresd como =l porcentaje de area ozupado por
amiloide 2n cada drgano. La cuantificacion de amiloide en los higados y bazos
de ratonzs tratados con 2A4 y TY 11 no reveld diferencia significativa entra los
dos ftratamientas.  Sin embarg), los ratones  tratados con TY11 que
sobrevivieron hasta el dia 42 para comparacién con ratones tratados con 2A4
fueran aquellos que no desarrallaron un grado marbido o distribucidn de
amiloid= AA para asi producir morbilidlad. La carga amiloide hepatoesplénica
tambhién &s monitoreada durante el curso del estudio de supervivencia para
evaluar un aumento de I1a carga amiloide que se correlaciona con la

maorbidlidad.

En un terdzr estudio, mAb 2A4 se comparé con el mAb JH70 de isotipo
emparzjado, que no tiens reactividad reportada en ratones. Ademas, la gquimica
en sangre y otros parametros fueron monitoreados a o largo del periodo de
tratamisnto. Se usaron en este estudia ratones H2/hull-6 machos y hembras
nacidos entre S/1/035 y 977/08. Veintitres ratones hembra y 13 ratonzs macho
fueron sangrados por el seno retro-orbital. Se usd sangre entera para la
caractzrizacidn quimica del nitrdgeno ureico en sangre (BUN) y alanina
aminotransferasa (ALT) para medir la funcién renal y hepatica usando el
VetScan V32 (Abawxis, Unidn City, CA). La concentracién en suero de 12
proteinas diferentes y analitos s= midid simultaneamente. Se realizd un contzo
de  sangre  completo (CBC) usando la  plataforma VetScan  HMS.
Adicionalments, cada ratdn fue administrado con una dosis baja (~ 50-60 uCi)
de componente P amiloide en suere humano radioyodado ('®I-SAP) en 5
mg/mL de albdmina se suere bovina para evaluar la carga amiloide de los
ratones antss de iniciar el proceso de la enfermedad. El porcentaje de '°I-SAP
retenido a las 24 h después de la inyzccidn (pi) fuz medido colocando cada
ratén en un calibrador de dosis. La ratznsion de '1-SAP mayor que la
chaervada en ratones no transgenicos (control) era indicativa de enfermedad

amilide. Finalmente, se usd suera para medir la concentracion de protsina A
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amiloide en suern (sAA) usando =2nsayn de ELISA comercial. Un resumen de
estos datos de pretratamiento, valores de quimica de sangre selzccionados y

los tratamientos dados a sada ratdn se mus=stran a continuacian en las Tahlaa

8y9.

Tabla 8

Resumen de Datos de Pre-Tratamisnto y

Raidn 1 conc. dz 388 Szvg DOR r{:ﬁen::ién dz Terania
(ug/mL) PLSAP (o) (Gruno No)

348% 260 F 8/1/0% 9 2A4(1)
3459 996 F 8/1/03 29 2A4 (1)
3490 472 4 &/1/08 10 2A4 (1)
3492 2008 M §/1/08 13 2A4 (1)
3493 1740 M §/1/08 11 JH70 (1)
3494 1272 M 81708 1o JH70 (1)
3495 1436 M %1708 13 JH70 (1)
3490 2050 M ¥/1/0% 9 2A4 (1)
3493 2ud M 8108 9 2A4 ()
3500 700 F 1108 1 JH70 (1)
3501 ND F 08 9 JH70 (1)
3503 1040 F 8/11/48 11 JH70 (1)

Terapia de MAL para Cada Animal
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3504 960 F &/11/08 10 JH70 (1)
35130 4400 | S13M8 of 2A4(1)
35140 4400 M §/1308 40 244 (1)
3515 2800 M 91308 13 244 (1)
3521 1480 M AR08 1 2A4 (1)
3524 680 M RS0 9 2A4 (1)
3549 720 F 96/08 i 2A42)
3550 760 r WE/08 9 A4 (2)
3552 0 F /6/08 11 2A4(2)
3553 1160 F /608 12 2A4 ()
3558 1660 M O/6/08 g TH70 ()
3559 3520 M /608 2 JHT0(2)
3562 1312 F G/6/08 11 JHT0(2)
3563 1120 M 9/0/08 9 TH70{2)
3304 7512 M /6,08 1 2A4(2)
3363 [ Geid) M A/B/0R 0 2A4{2)
3567 1850 P /6008 2 2A4(2)
3570 792 F G/ TIOR i3 2A4 (2)
3573 700 F 9708 K 2A4(2)
35777 0 F 9/7/08% 10 2A4 (2)
35787 Q) 3 977108 9 244 (2)
1579 1120 F a/7/08 160 2A4(2)
3580° 0 F $/7/0% % TH70 (2)
3581 700 F 9/7/08 9 JH70{2)
35%2 1680 F a/7/08 D JHTO (D)
3523 204 F 9/7/08 9 TH70 (2)
L3584 1040 F 947008 14 JHT0 (2)

190

1, animales IL-6 homozigéticos con altos niveles de sAA y enfermedad amiloide

temprana en vida.

2, ratones tipo salvaje sin sAA circulants y sin enfermedad amiloide. Retencion

de 'P1-SAP &n estos animales se considera normal y no reflsja carga amiloide.
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Tabla 9
Valores Narmalzs para Paramatros de Quimica de

Sangre en Ratones H2/hullL-6

BUM GLU ALT (U ALR T GLOB
(mg/dL)  (mg/dL) (ALY (@/dl)  (w/dLl)
H M H M H M H M H M H M
Media 201 238 1447 1512 376 423 23 19 356 62 31 44
DE 40 27 140 176 163 243 0.3 04 02 06 04 06
n 11318 13 18 13 13 1318 13 1g 13

Hlio 280 305 1840 1720 790 1030 20 2Ze& GO T4 37 58
Bajo 150 20.0 1260 1190 bo230 0 20 L
b 1
-

_ 21 S000535 250 34
Medio 200 240 1430 1540 3235 220 2.4

2
G S6 6 33 40

BUN, nitrdgeno ursico en sagre; GLU, glucosa; ALT, alanina aminatransferasa;
ALB, albdmina; TP, protzina total en suero; GLOB, inmunnoglobulina; H,
hembra; M, macha; DE, desviacion estandar; n nimero de ratones usados para

determinar los valores.

Al inicio del tercer estudio (semana 0), todos los ratanes H2/hull-6
recibicron 100 pg iv de factor potenciador amiloidz (1 mg/mL). Una semana
dezpués, empezd la terapia y cada ratén fue administrads con 100 1ig de mADb
2A4 o JH70 sc comeo se indica en la Tabla 2. Las inyecciones de mAb
continuaran aemanalmente por 7 semanas. En la semana 2 después de AEF,
s hicieron madiciones de CBC, quimica de sangre, y sAA &n suero usando
sangrs recolectada mediantz =l sena retro-orbital. En este tiempo tambien, los
ratonzs en el grupo 1 fusron administrados con ~ 60 pCi de 251.SAP &n BSA
como antes, para svaluar la acumulacién de amiloide svidenciada por la
retzncidn Jde SAP radiomarcado. Varios de los animalss mostraron un efecto
advarsa de distrés extremo, y por 1o tanto, la evaluacidn de carga burden
usando 2°1-SAP fuz descontinuada. Los resultades de parametras en sangre

selzccionados, adquiridos 2 semanas después de= AEF sz muestran &n la Tabla

-
(]
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Tabla 10

BUHN GLU ALT(U/L)  ALB TP (g/dl) GLOB

(mg/dL) (mg/al) {g/dL) (g/ dL)

H M H M H M H M H M M
Mediz 314 321 431 1268 350 623 23 198 6.5 81 4.2 o2
DE 243 30, 156 226 69 306 03 05 1¢ 1.7 L1 13
n 15 12 1§ 13 15 13 15 13 15 13 15 12
Alio 1000 1390 177.0 1780 40.0 1340 2.7 30 %o 117 70 96
Bajo 160 200 1040 820 220 320 I J 18 32 60 31 45
Medio 230 310 1500 1200 320 340 23 17 63 75 40 640

BUN, nitrégzna ureico &n sagre; GLU, glucosa; ALT, alanina aminatransferasa;
ALB, albumina; TR, proteina total en suero;, GLOR, inmunoglobulina; H,
hembra; M, macho; DE, desviacian estandar; n numero de ratones usados para

determinar las valores

A las 3 semanas despuis de AEF, los ratonss fueron sangrados una
altima vez & inmediatameants postericr fusron administrados con ~ 200 pCi de
'25.SAP usando 5% de suers de ratén nomal coma vehiculo. En respuesta a

este tratamiento, unos pocos animales mostraron un comportamiento inusial
que se apacigud =n 30 min. Veinticuatro horas despuss, los retones fueran
inyectados con agente de contraste para CT de rayos X (~ 200 pL iv en la vena
de la cola) y fueron entonces sacrificados por sobredosis de isoflurano. Se
adauirizron imagenes topograficas de emisidn de fotédn simple (SPECT) y rayos
X (CT) de cada animal. Los drganns fueron recolzctados y 1a cantidad de
radiactividad de cada musstra se calculd y evpresd como %% de dosis inyectada
por gramo de tejido. Adicionalments, una porcidn de cada tejido fue fijada
durante la nohe en formalina amartiguada en preparacién al seccishamiento y

&l analisis microscdpico.

Durantz la semana 7 del estudio de terapia, s= econtraron muertos 2
ratones y 2 ratones fueron sacrificados porque se consideraba que no era
probable que sobraviviran 1a noche, y tenian un puntaje de condicidon corporal

pobre (< 2, asociada con > 15% de pérdida de peso). Los ratones que
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evperimentaron una reaceion adversa a la inyscecidon de '°I-SAP y 1 ratén que
fue sacrificado debido a complicacionss que surgisron por un sangrado retro-
orbital na fusron evaluados como partz del andlisis de supervivencia. La
supervivencia de los ratones en cada grupo de tratamienta con mAL se

muestra en la Tabla 11,

Tabla 11
Porcentaje de animales solrevivientes
Dias después de la Tratados con TY-11 Tratados con 2A4
inyecciéon
0 100.00 100.00
41 100.00
42 100.00
a3 85.71 100.00
55 71.43 100.00
56 A4.29 100.00
87 64.29 100.00

Aproximadaments el 65% de los ratanes tratados con mAb JH70 que
eran =valuahles sobirevivieran hasta el final del estudic. En contraste, ninguno
de los ratones 2A4 que fueron evaluables murizron durantz lns §7 dias. El
analisis de loz datos de suparvivencia usando métodas estandar damaostraron
una diferencia significativa en las curvas de suparvivencia (F=0.015% usando la

sruzba de Mantel-Cox y P=0.016 usando la prusba de Grehan-Breslow-

Wilcoxon).

Los «

atos de quimica de sangrs finales se analizaron de= acusrdo con Ia
terapia que recibid cada ratdn. Debido las diferencias en los valores de
parametra medios asaciados associated los ratones H2/hulL-6 maho y hembra

(al momeanto del sacrificio, s niveles de BUN en ratonss hemhbra fue mayor
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tanto para ratones tratados con 2A4 como JH70), solamentz los ratones

hembra que aobravivieron estan incluidos en la Tabla 12 siguiente.

Tabla 12

BUNM GLU ALT(U/L) ALB TP (g/dl)  GLOB

(mg/dL) (mg/dL) (g/dl) v (g/dL)

244 JHT0 244 JH70 244 SHT0 2A4 JHTD 224 JHT0 2zA4 JHT0
Media 607 733 1078 1001 4335 1197 23 22 92 91 70 7.1
DE 272 257 270 133 62 1231 05 06 15 135 20 21
n 60 4 60 70 60 70 60 70 60 70 ol 70
Alio 950 1200 1600 123.0 520 3210 29 30 117 119 101 108
Bajo 170 360 830 830 350 350 15 iz 72 73 43 33
Medio 665 700 493 080 465 630 22 21 i 39 11 62

Los ratones tratados con 2A4 mastraron nitrdgeno ureico en suero

(BUN) y nivelzz de alanina aminotransferasa (ALT) disminuidos cuando se

cmparan con ratones tratados con JH70. BUN y ALT son marcadores de |

hY]

funcion hepatica y renal, respectivament=s, y sus niveles reducidos indican que

la funcién de drgano puede haber estado hisn preservada por &l tratamiznto

con 2A4.
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un anticuerpo aislado humane, humanizado o quimérico, o fragmento de
unidn a antigeno del mismo, qus s& une especificamente a un epitopo entre los

residuns 70-76 de péptido A amiloide humano.

2. El anticusrpo o fragmento de unidn a antigena de 1a reivindicacidn 1, que
3& une especificamante a un epitopo entre los residuos 70-76 de la SEQ ID
NO: 2.

w

El anticusrpo o fragmento de unidn a antigena de la reivindicacién 1, que

D
o

= une aspecificaments a un epitopo que comprend= los residuos indicados

como las SEQIDNOs: 4, 5,6, 7, 5,9, 10, o 11,

4. El anticuenpe o fragmente de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unién a péptide A amiloide humano con =l anticusrpo 2A4
producido por =l Ndmera de Acceso ATCO PTA-9662

5. El anticusrpo o fragmento de unién a antigano de la reivindicacidn 1, qua
compite para unidn a péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una regién variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-121 de la
SEQ ID NO: 152 y una regidn variable de cadena pesada indicada como los
residuns 20- 135 de 1a SEQ 1D NO: 154,

. El anticuerpa o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 1, que

compite para unién a péptido A amiloide humano con el anticuerpo 7D3
sroducido por el Namera de Accesa ATCC PTA-G455.
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7. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unidn a péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una regién variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de Ia
SEQ ID NO: 153 v una regidn variable de cadena pesada indicada comoe los
residuas 20- 133 de la SEQ 1D NO: 154,

8. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
&s una versidn humanizada o quimerica del anticuarpo 2A4 producide por <l
Numero de Acceso ATCC PTA-93R2 o una versidn humanizada o quimérica del

anticuerpo 7DS producido por el Namero de Acceso ATCC PTA-04G65

9. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de a reivindicacian 2, qus
comprands una regidn variable de cadena ligera gque comprende una o mas
regiones de complementariedad de una regidn variable de cadena ligera de
2A4 indicada coma los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o una o mas
regiones de complementariedad de una regidn variable ds cadena ligera de
7D% indicada coma los residuos 20-121 de la SEQ 1D NO: 183,

10, Elanticuerpo o fragments de unidn a antigeno de la reivindicacion 9, que
comprands: una reqgién variable de cadena ligera que comprende tres regiones
dz complementariedad de una regidn variablz de cadena ligera de 2A4
indicadas come los residuos 20-121 de 1a SEQ ID NQ: 152 o tres regionzs de
complementari=dad de una regidn variakle de cadena ligera de 7DS indicadas
comn los residuns 20-131 de la SEQ 1D NO: 153,

11.  El anticuerpo o fragmsnto de unidn a antigeno de 13 reivindicacion 10,
que comprende al menos un rssidus de marce de cadena ligera seleccionado
del grupo que consiste de LA7 y L9D (convencién de numeracion Kabat)

ocupado por Yy F, respectivaments, en donde 2l resto de la regidn variable de
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cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en una region

variable de cadena ligera de inmunaglobulina aceptora humana.

12, (Nusva) El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno d= la
reivindicacion 10, que comprends al menos un residuo de marco de caidzsna
ligera seleccionado del grupo que consiste de +7, +14, +15, +17, +18, +50,
+75, 454, + 92, y #1090 (numeracién lineal) ocupado por T, S, L, D, Q, K, Y, L,
F, y L, respectivaments, en donds &l resto de la regidn variable de cadena
ligera es acupado por un residuo comrespondients en una regidn variakle de

cadena ligera de inmunaoglabulina aceptora humana.

13, (Nueva) El anticuerpo o fragmento de unidn a antigens de la
reivindicacidn 12, que comprands al menos un residun de marco de cadena
ligera seleccionado dzl grupn que consists de +75 y +92 (numeraciéin linzal)
ocupado por Y y F, respectivaments, en dond= el resto de la regidn variable de
cadena ligera =s ocupado por un residuo correspondient2 en una ragion

variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptara humana.

14, El anticuerpo o fragmento de unién a antigenao de la reivindicacion 11, &n
dond= la regidn variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana
£s una regidén variable de cadena ligera del subgrupo 2 kKappa humano

(convencién Kabat).

15, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 14, en
donce 1a regidn variable de cadena ligara del subgrupo 2 humano es de la linea

germinal VKIIA 19/A3 humana.
16, Elanticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 15, en

donde la regidn variable de cadena ligera Vk comprende una secuencia

indicada como la SEQ 1D NO: 168 o 187,
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17.  El anticuarpo o fragments d= unidn a antigenc de la reivindicacidn 2, en
daonde la regidn variable de cadena ligera comprande una secusncia de amino
acido indicada coemao o3 residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152, residuos 20-
121 de la SEQ ID NO: 155, o indicaca como [a SEQ ID NO: 155, 186, 157, 153,
159, 160, 174, 175, 0 176.

12, Elanticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de= a reivindicacién 8, que
comprends una region variable de cadena pesada que comprende una o mas
regionaes de complementariedad de una regidn variable de cadena pesada de

2A4 indicadas como los residuas 20-135 de la SEQ ID NO: 154,

19.  El anticusrpo o fragmenta de unidn a antigeno de la reivindicacidn 13,
que comprends una regidn variable de cadena pesada que comprende dos
regionss de complementarizdad de una regién variable de cadena pesada de
2A4 indicadas coma los residuas Z0-134 de la SEQ 1D NO: 184,

20.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacidn 19,
que comprende una regién variablz de cadena pesada que comprende tres
regionss de complementariedad de una region variable de cadena pesada de
2A4 indicadas como Iso residuos 20-133 de la SEQ ID NO: 154,

21.  El anticuerpe o fragmento de unidn a antigena de 1a reivindicacién 20,
que comprands al menas un residus de marco de cadena pesada selecsionado
dal grupo que consistz de H37, H49, H70, y HOS (convenscidn de numeracion
Kabat) ocupado por |, A, F, o V, respectivamants, &n donde &l resto de la
regién variable de cadena pesada s ocupado por un residus correspondiznte
en una regidn variakle de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora

humana.
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22, El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 20,
que comprende al menos un residua de marco de cadena pesada seleccionado
del grupes que consiste de +10, +15, +19, + 37, +49, +73, +78, +709, +20, +&7,
+95, +09, +119 (numeracién lineal) ocupado por R, K, K, | A F, Q, S, M, N, M,
V, o A, respectivamants, en donde el resto de la ragidn variable de cadena
peszada es ocupado por un residus correspondients en una regidn variahle de
cadena pesada de inmuncglobulina aceptora humana.

22, (Musva) El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de a
reivindicacion 22, que comprends al menos un residuo de marco de cadena
pesada seleccionado del grupo que consiste de +37, +40, 473,y +99
(numeracién linzal) ocupado por |, A, F, o V, respactivamente, en donde el
resto de la regidén variablz de cadena pesada es ocupado por un residuo
correapondiente =n una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina

aceptora humana.

24, El anticusrpo o fragmenta de unidn a antigeno d= la reivindicacion 21, en
donde la regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
~humana es una regién variable de cadzna pesada del subgrupn 2 gamma
humaneo (convencion Kabat).

25 Elanticusrpo o fragments de unidn a antigeno de la reivindicacién 24, en
donde la regidn variable de cadena pesada de subgrupo 3 gamma humano

comprands una secusnscia indicada como la SEQ 1D NO: 168,

26.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 8, en
donde la regidn variable de cadena pesada comprande una secuencia de
amina acido indicada coma los residuos 20-132 de la SEQ ID NO: 154 o

indicada coma la SEQ ID NO:; 1E1, 162, o 1683,
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27, Elanticuerpo o fragmento do unién a antigznao de la reivindicacion 3, que
comprancs una regidn variable de cadena ligera que comprende tres regiones
determinantas de complementarizdad de una regidn variablz de cadena ligera
dz 2A4 indicadaz coma log residucs 20-131 de la SEQ 1D NO: 152 o tres
regiones de complementariedad de una regién variable de cadena ligera de
7D5 indicadas como las residuns 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una regidn
variable de cadena pesada  que  comprende tres  regiones de
complementariedad de una regidn variable de cadena pesada de 2A4 indicadas

como 1os residuos 20-138 de la SEQ 1D NO: 154,

28.  Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 3, que
comprends una regién variable de cadena ligera que comprende tres regiones
detzrminantes de complementariedad indicadas coma las SEQ ID NOs: 168,
169, y 170, y una regidn variable de cadena pesada que comprende tres
regiones de complementarizdad indicadas comoe las SEQ 1D NOs: 171, 172, y
173.

29, (Nuava) El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la
reivindicacion 8, que comprende una regién variable de cadena ligera que
comprende tres regiones determinantss de complemzntariedad indicadas como
las SECQ 1D NOs: 177, 169, y 170, y una regidn variable de cadena pesada que2
comprende tres regionses de complementariedad indicadas como las SEQ 1D
NOs: 171, 172,y 173,

30. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 27,
que comprande una regién variable de cadena ligera que comprende una
sacuencia de aming Acido indicada como Ios residuos 20-121 de la SEQ ID
NO: 162 o residucs 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una regidn variable de
cadena pesada comprende una sscuencia de amino acido indicada como los
rasiduos 20-138 dz la SEQ ID NO: 154,
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”

21 El anticuerpo o fragms=nto die unidn a antigena de la reivindicacion 27,
que comprande una regidon variable de cadena ligera que compresnde una
secuencia de aming acide indicada coma la SEQ 1D NO: 185, 186, 157, 158
159, 160, 174, 175, o 176; y una regidn variable de cadena pesada que
comprends una sacuencia de aming acido indicada coma 1la SEQ 1D NO: 1581,
162, 0 163,

22, Elanticusrpo o fragmento de unidn a antigens de la reivindicacion 21, en
donds 13 region variable de cadena ligera comprends una secuencia de aming
acido indicada como la SEQ ID NO: 155, vy la regidn variable de cadena pesada
comprande una secuencia de amino acido indicada como la SEQ 1D NO: 151,

23, Elanticusrpa o fragmentd de unidn a antigena de la reivindicacidn 31, en
donde [a regidn variable de cadena ligera comprends una sacusncia de amino
Acido indicada como la SEQ 1D NO: 156, y la regidn variable de cadena pesada

comprznde una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 162,

24, Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 31, en
donds la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia ds amino
acido indicada coma la SEQ 1D NO: 157, y la regidn variable de cadena pesada

comprande una secuencia de amino acido indicada coma la SEQ 1D NO: 163.

35, Un anticusrpo asilado, o fragmento de unidn a antigeno dzl mismo, que
se une espacificamente a un epitopo que comprende X,EDX;: en una proteina

amiloide agregada, en donde Xy y Xz son cualquier amino acido.
36, Elanticusrpo o fragmenta de unidn a antigeno de [a reivindicacion 35, en

dende X esH, T, F, S,PA L C QR E KD, G VY, L oW, yendonds Xz
esT,S,E,R LV, F, DA G ML NP CKY, oQ.
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277
(VAN

(X

El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindizacién 36, en
donde XyesH, T, F, o A.

M
=1

35.  Elanticuzrpo o fragmento diz unién a antigeno de la reivindicacion 36,
donde Xoes T, 5, E, D, 0 A

29, Elanticuerpa o fragmento de unidn a antigenao de la reivindicacién 27, en
donde XiesHo Ay Xoes T, §, 0 A

bl r -

&

40.  Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacidn 37, en
donde Xies Ty XoesE.

41, El anticusrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicasidn 37, en

donde Xy es Fy Xo es D,

42, Elanticuerpo o fragmento ds unién a antigeno de 1a reivindicacion 36, en
donde X1es Sy XoesE, FoA,

43, El anticusrps o fragmento de unidn a antigena de |a reivindicacidn 26, en

donde X;esPy XoesE, loF.

44, Elanticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacidn 36, en
donde &l epitopo consiste de una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo que consiste de GHEDT (SEQ 1D NO: 3), HEDT (SEQ 1D NO: 12), AEDS
(SEQ 1D NQ: 13), AEDT (SEQ ID NO: 14), HEDA (SEQ 1D NO: 158), y TEDE
(SEQ ID NO: 18),
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4% El anticuzrps o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 44,
que se une especificameante a una praoteina amiloide agregada en un epitopo

que comprandsa una secusncia de aming acido GHGAEDS (SEQ ID NO:4).

46, El anticuerpo o fragmenta de unidn a antigeno dz |a reivindicacion 35, en
dende el anticuerpo se2 une a la protzina amiloides en forma monomérica con

una afinidac de menos de aproximadaments 107 M7,

47,  El anticusrpo o fragmento de unidn a antigeno de |a reivindicacidn 35, an

donde la proteina amiloide es protzina A amiloide en susro (SAA).

43.  Elanticuerpo o fragmento d= unién a antigeno de la reivindicacidn 35, en
donds la proteina amilaide es seleccionada dsl grupo que consiste de protzina
de cadena ligera de inmunaglohulina, polipéptids precursar amiloide de islote
humana (IAPP), péptida heta amiloide, transtiretina (TTR) y ApoA1.

49, Elanticusrpo o fragments d unidn a antigeno de la reivindicacion 43, en

donde la protzina amiloide &s proteina de cadena ligera de inmunoglobulina.

50.  Elanticusrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 49, en

donde 1a proteina de cadena ligzra de inmunaglobulina es VAS Wil

51.  Elanticusrpo o fragments de unién a antigeno de la reivindicacion 49, en

donde 1a proteina de cadena ligera de inmunoglobulina es Vi,
52.  El anticusrpo o fragmenta de unidn a antigena de la reivindicacidon 48, 2n

donde la proteina amiloide as polipéptido pracursor amiloide de islote humano
(IAPP).
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[ ]
[P

El anticuzrpo o fragmento de unién a antigenao de 1a reivindicacian 43, en

donde la proteina amiloide s péptido beta amiloide.

4. Elanticuerpa o fragmanta de unidn a antigeno de la reivindicacion 48, en

dande la proteina amiloide es transtiretina (TTR).

86, Elanticuzrpo o fragments de unidn a antigena de 1a reivindicacian 48, en

donde la prateina amiloide s ApoAi.

6. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacidon 25,
que s un anticuerpo humana, humanizadao, o guimérico o fragmento de unidn

a antigeno,

7. Ebanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacidn 86,
que se une especificamnants a un epitopo entre los residucs 70-76 de peéptido A

amiloide humanao.

8. Un métado para tratar terapéuticamente un sujeto que tiene amiloidosis
AA, que comprende admministrar al sujsto una dosificacidn  efectiva del
anficuerpo o fragmento de unidn a antigena de la reivindicacidn 1 para de este
maodo tratar la amiloidosis AA &n el sujeto.

59.  Elmétodo de la reivindicacidn 58, en donde el sujeto s un humano.

60.  El método de la reivindicacion 53, en donde tratar terapéuticamente

comprende ralentizar 1a progresian de amiloidosis AA.

f1.  El método de la reivindicacién 53, en donde tratar terapéuticaments

comprenide inhibir 1a deposicién d= agregados de firbrilo amiloide AA.
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€2, El método de la reivindicacion 58, en dande tratar terapéuticamente

comprends depurar de agregados de fibrilo amiloide AA.

A2, El método de la reivindicacidon 52, en donde el sujsto sufre de una
enfermedad  amiloide  seleccionada  del grupo que  consiste  de  artritis
reumatoides, artritiz juvenil crénica, espondilitis anquilosants, soriasis, artropatia
soridtica, aindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulta, sindrome de
Behoet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquigctasis, Ulceras por
decibito, pielonefritis crénica, osteomielitis, enfermedad de Whipple, linfoma de
Haodgbkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmdén y tracto uroegenital,
carcinoma de célula basal, leucemia de célula vellosa, Figbre Mediterrdnza

Familiar, y Enfermedaid de Castleman.

64.  Un método para tratar profilacticament= un sujeto  susceptible a
amiloidosis AA, gque comprende administrar al sujeto una dosificacidn efectiva
izl anticuerpo o fragmenta dz unién a antigeno de la reivindicacién 1 para ds

este modo efectuar profilaxis de amiloidosis AA &n el sujeto.

o

i,

El métado d= la reivindicacion 684, =n dondz 2l sujeto s un humano.

£6.  El métode de la raivindicacidn 64, en dondz tratar profilacticamente a3

retrasar la aparicidn de amiloidosis AA.

67.  El método de la reivindicacidn 64, en donde tratar profilacticaments s

reducir un riesgo de amiloidosis AA.
G2, Un métoda para tratar teraéuticaments un sujeto qus sufre de una

amiloidosis asociada con una proteina amiloide agregada que ~omprende la

sacuencia de amino acido ED, que comprende administrar al sujeto un
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anticuerpa o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 30 para de esta

forma tratar la amiloidosis.

9.  Elmétodn de |a reivindicacian 62, en donde &l sujeto &s un humanao.

51
v

70, El métado de la reivindicacion 63, en daonde tratar terapauticamente

ralentizar 1a pragrasién de la amilnidosis.

71, El método de la reivindicacidn 68, en donds tratar terapéuticaments es
inhibir 1a deposicién de agregados de fibrilo amiloide.
72, El método de la reivindicasidn 83, =n donde tratar terapéuticaments es

depurar los agregados ds fibrilo amiloide.

72, El métado de la reivindicacién 68, en donde la proteina amiloide
comprende  la secuencia AEDV (SEQ 1D NO: 23), y la enfermedad
amiloidogénica es amiloidosis AA, amiloidosis AL, polineuropatia amiloide,
fizbre Mediterranea, sindroma de Muckle-Wells, amiloidosis sistdmica reactiva
asociada con enfermedades inflamatorias sistémicas, mizloma o amiloidasis

asociada con macroglobulinemia, amiloidosis asociada con  discrasia de
inmunocito, gammaopatia monaclanal, discrasia oculta, y amiloidosis nodular

local asociada con enfermedades inflamatorias crdnicas.

74.  Un método para tratar profilacticamente un sujeto susceptible a una
amiloidosis ascciada con una protzina amiloides agregada que comprende |a
secuencia de amino acido ED, que comprends administrar al sujeto un
anticusrpo o fragmento de unidn a antigenao de la reivindicacidn 30 para de este

mado tratar la amiloidosis.
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75 Un mitodo para detectar un depdsito amiloide asociado con amiloidosis
AA en un sujeto, qus comprende administrar al sujsto un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de la reivindicacidn 1 unido a un marcaclor

detectable, y datectar el marcadar detectable en el sujetn.

76, Elmétoda de la reivindicacian 75, en donde el sujeta @s un humana,

77.  El método de la reivindicacidn 75, en donde 2l sujeto sufre de o es
susceptible a una enfermedad amiloide seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil crdnica, espondilitis anquilosants, sanasis,
artropatia sariatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulta,
sindreme de Behoet, anfermedad de Crobn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
dlceras por declbito, piclonsfritis  crénica, ostzomiclitis, enfermedad  de
Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinama renal, carcinomas de intestino, pulmédn
y tracto urogenital, carcinoma de célula hasal, lzucemia de célula vellosa,

Fighre Meditzrranza Familiar, y enfermadad de Castleman.

75. El métada de la reivindicacién 75, &n donde & marcador detectable a3

un radiomarcador.

79, El métado de la reivindicacién 78, en donde el radiomarsadar ss "I,

80. El métadn de la reivindicacién 75, en donde 1a deteccidn se rzaliza

mediante

epresentacion grafica de SPECT/CT.

A1.  El método de la reivindicacién 75, en donde la deteccion se realiza

mediante espectroscopia de RMN.

82, Un método para detzctar un depdsito amiloide en un sujeto que

comprends administrar al sujsto el anticusrpo o fragmento de unidn a antigeno
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de la reivindicacidn 20 que esta unido a un marcador detectable y detectar el

marcador detectable.

B, El mitado de la reivindicaciin 22, en donde el sujzto &s un humano.
, |

{ .

24,  El métoda de la reivindicacidn 82, en donde la amilaidosis es amiloidosis
AA, amiloidasis AL, enfermedad de Alzheimer, Deteriora Cognitive Leve,
polineurapatia - amiloide, fighre Maditerranea, sindrome de  Mucklz-Wells,
amiloidozis sistémica rsactiva asociada con  enfermedadas  inflamatorias
sistémicas, mieloma o amiloidosis asociada con macroglabulinemia, amiloidosis
sociada con discrasia de inmunocita, gammopatia monoclonal, discrasia
oculta, o amiloidosis nadular local asociada con enfermedades inflamatorias

cronicas.

R5.  El métods de la reivindicacidon 32, en dond= =l marcador detactable as
un radiomarcador.

- , .. . .. . 2
26. El métoda de la reivindicacion 35, en donde el radiomarcador es 125

7. El método de la reivindicacidn 82, en donde la deteccidn se realiza
mediante reprasentacién grafica de= SPECT/CT.

£5. El método de la reivindicacion 32, en donde la deteccidn se rzaliza
mediante espectroscapia d= RMN.

29, Un métado para tratar terapauticaments un sujeto que tiene amiloidosis
AA, que comprends= administrar un agents que induce una respuesta inmune a
o3 residuns 70-76 de péptido A amiloide, efzctivo para inducir una respussta
inmune que comprande anticusrpos contra los residuas 70-78 de un péptida A

amilaide, y de este mado tratar la amiloidosis AA en el sujeto.
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90. Un método para tratar profilacticamente un sujeto  susceptible a

amiloidosia AA, que comprende admministrar un agente que induce una

apuesta inmune a los residucs 70-76 de péptido A amiloide efective para
inducir una respuesta inmuns que comprends anticuerpos contra los residuos
70-76 de un péptide A amiloide para de esta forma =fectuar profilaxis de

amiloidosis AA an &l sujetao.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Elan Pharmaceuticals, Inc.
Schenk, Dale B.
Wall, Jonathan
Seubert, Peter A.
Saldanha, Jose

<120> Tratamiento y profilaxis de Amiloidosis
<130> 021452-0376734

<150> 61/007,544
<151> 2007-12-28

<150> 61/095,932
<151> 2008-09-10

<160> 177

<170> Patentln version 3.4

<210> 1

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Lys Len Len Thr Gly Leu Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Gly Val
1 5 10 _ 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Mei Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Acn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

{JLLCCO: 237494.D0C v.1}
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Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ilz Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Asn Tle Gln Arg Phe Phe Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Azn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lyz Asp Pro Asn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Len Fro Glu Lys Tyr
115 120

<210> 2

<211> 76

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC _CARACTERISTICA

<223> Péptido de Proteina A amiloide humana

<400> 2

Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg Asp
1 5 10 15

Met Tyr Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Tle Gly Ser
20 25 30

Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys Arg Gly
35 40 45

Pro Gly Gly Ala Tyr Ala Ala Glu Val Ile Ser Asp Ala Arg Glu Asn
50 55 60

Ile Gln Arg Phe Phe Gly Hiz Gly Ala Glu Asp Ser

{JLLCCO: 237494.DOC v.1}
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65

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

<220>
<223>

<400>

70 75

3

5

PRT
Atrtificial

Derivada de peptide de amiloidosis

3

Gly His Glu Asp Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

4

7

PRT
Artificial

Derivada de proteina A amiloide

4

Gly His Gly Ala Glu Asp Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

5

7

PRT
Artificial

Derivada de proteina A amiloide

5

Gly His Asp Ala Glu Asp Ser

1

5

{JLLCCO: 237494 DOC v.1}
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<210> 6

211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada dz proteina amiloide

<400> 6

Gly His Gly Ala Glu Asp Ser
1 5

<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derviada de proteina A amiloide

<400> 7

Gly Asp His Ala Glu Asp Ser
] 5

<210> 8

<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derviada de proteina A amiloide

<400> 8
Ser Thr Val Ile Glu Asp Ser
] 5

<210> 9
211> 7
<212> PRT

{JILLCCO: 237494 DOC v.1}
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<213> Artificial

<220>
<223> Derviada de proteina A amiloide

<400> 9

Gly Arg Gly His Glu Asp Thr
1 5

<210> 10
<211> 7

<212> PRT:
<213> Artificial

<220>
<223> Derviada de proteina A amiloide

<400> 10

Gly His Gly Ala Glu Asp Ser
1 5

<210> 11
211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derviada de proteina A amiloide

<400> 11
Asn His Gly Leu Glu Thr Len
1 5

<210> 12
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

{JLLCCO: 237494.D0OC v.1}
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<223> Derviada de péptido de amiloidosis
<400> 12

His Glu Asp Thr
1

<210> 13
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de Concznzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 13

Ala Glu Asp Ser
1

<210> 14
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 14
Ala Gln Asp Thr
1

<210> 15
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secnencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 15

{JLLCCO: 237494.DOC v.1}
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His Glu Asp Ala
1

<210> 16
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento lambda V de AL dz proteina amiloide

<400> 16

Thr Glu Asp Glu
1

<210> 17
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragments lambda V dz AL de proteina amiloide

<400> 17

Phe Glu Asp Asp
1

<210> 18
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento lambda V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

{JLLCCO: 237494.D0OC v.1}
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<400> 18

Ser Glu Asp Glu
1

<210> 19
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento lambda V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Secuencia de consensa derivada de proleinas amiloidogénicas humanas
<400> 19

Ala Glu Asp Glu
1

<210> 20
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento larabda V de AL de proteina amiloide

<400> 20

Pro Glu Asp Glu
1

<210> 21
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

{JLLCCO: 237494.DOC v.1}
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<220>
<223> Fragmento kappa V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinaz amiloidagénicas lmmanas

<400> 21

Pro Glu Asp Ile
1

<210> 22
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento kappa V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Secunencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 22

Pro Glu Asp Phe
1

<210> 23
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento kappa V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuvencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas hiumanas
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<400> 23

Ala Glu Asp Val
1

<210> 24
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento Lappa V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC _CARACTERISTICA
<223> Secuencia de congenco derivada de protzinas amiloidogénicas humanas

<400> 24

Ser Glu Asp Phe
1

<210> 25
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento kappa V de AL de proteina amiloide

<400> 25

Ser Glu Asp Ala
1

<210> 26
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>

<223> Secuzncia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas mmanas
<400> 26

Pro Glu Asp Ser
I

<210> 27
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenzo derivada de proteinas amiloidozénicas humanas
<400> 27

Pro Glu Asp Leu

<210> 28
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 28
Thr Glu Asp Val

1

<210> 29
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
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<400> 29

Ser Glu Asp Ile
1

<210> 30
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinaz amiloidogénicas humanas

<400> 30

Thr Glu Asp Thr
1

<210> 31
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de conzenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 31

Len Glu Asp Gly
1

<210> 32
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 32

Ala Glu Asp Met
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<210> 33
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secnencia de consenza derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 33

His Glu Asp Ser
1

<210> 34
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223>

Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 34

Cys Glu Asp Asp

1

<210> 35
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 35

GIn Glu Asp Ser
1
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<210> 36
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consensa derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 36

Arg Glu Asp Ser
1

<210> 37
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Seenencia de congenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 37

Thr Glu Asp Gly
1

<210> 38
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de profeinaz amiloidogénicas humanas
<400> 38

Gln Glu Asp Arg
1

<210> 39
<211> 4
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de conzenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 39

Thr Glu Asp Leu
1

<210> 40
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 40

Pro Glu Asp Asn
1

<210> 4]
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 41
Glu Glu Asp Pro
1

<210> 42
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> Secuencia de comsenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

Leu Glu Asp Leu
1

<210> 43
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 43

Lys Glu Asp Ala
1

<210> 44
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 44

Ser Glu Asp Cys
1

<210> 45
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 45
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Glu Glu Asp Asp
1

<210> 46
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 46

Ser Glu Asp Lys
1

<210> 47
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia dz consenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 47

Asp Glu Asp Asp

1

<210> 48
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 48

Asp Glu Asp Gly
1
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<210> 49
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 49

Leu Glu Asp Glu
1

<210> 50
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 50
Gly Glu Asp Ala
1

<210> 51
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenco derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 51
Val Glu Asp Phe
1

<210> 52
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211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de protzinas amiloidogénicas humanas
<400> 52

Tyr Glu Asp Glu
1

<210> 53
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 53

Ile Glu Asp Leu
1

<210> 54
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso dzrivada de proteinas amilaidogénicas humanas

<400> 54
Trp Glu Asp Tyr
1

<210> 55
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial
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<213> Secuencia de consenso derivada Je proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 55

Asp Glu Asp Trp
1

<210> 56
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<223> Secuencia de conzenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 56

Ser Glu Asp Leu
1

<210> 57
211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 57

Tyr Glu Asp GIn
1 _

<210> 58
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
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<400> 58

Leu Glu Asp Trp
1

<210> 59
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada de profeinac amiloidozénicaz humanas
<400> 59

Tyr Glu Asp Arg
1

<210> 60
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<323> Secuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 60

Pro Glu Asp Lys
1

<210> 61
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Parcidn no amiloide de proteina A amiloide en suero

<400> 61
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Gly His Glu Asp Thr Met Ala Asp Gln Glu
1 5 10

<210> 62
<211> 4

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secwencia de conzenso derivada de proteinaz amiloidogénicas humanas

<400> 62

Ala Glu Asp Ala
1

<210> 63
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenso derivada dz proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 63

GIn Glu Asp Leu

1

<210> 64
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia dz consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 64

Val Glu Asp Leu
1
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<210> 65
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de consenco derivada de proteinas amiloidogénicas humanas
<400> 65

Leu Glu Asp Ala
1

<210> 66
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Szcuencia de consenso derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 66
Ser Glu Asp Gly
1

<210> 67

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Derivada de Malaria CS

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> epitopo T3

<400> 67

Glu Lys Lys Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe Asn Val
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<210> 68
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de 1os reziduos 19428 dz antigeno de superficie de 1a Hepititis B

<400> 68

Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile
1 5 10

<210> 69
<211> 19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de 1oz residuos 153-171 de 1a profeina de choque al calor 65 de
mycobacterium

<400> 69

Asp Gln Ser Ile Gly Asp Leu Ile Ala Glu Ala Mei Asp Lys Val Gly
1 5 10 15

Asn Glu Gly

<210> 70

<211> 14

<212> PRT

<213> Bicille calmette-guerin

<400> 70

GlIn Val His Phe Gln Pro Leu Proo Pro Ala Val Val Lys Leu
1 5 10
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<210> 71
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

223> Derivada de loz reziduos $30-S44 de (oxoide tetinico
<400> 71

Gln Tyr lle Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu
1 5 10 15

<210> 72
211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de loz rzziduos 947-967 del io=oide tetanico

<400> 72
Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Tip Leu Arg Val Pro Lys Val Ser
1 5 10 15

Ala Ser His Leu Glu
20

<210> 73
<211> 16
<212> PRT
<213> VIH

<220>
<221> MISC_CAPACTEPRISTICA
<223> HIV gb120 T1

<400> 73
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Lys Gln Ilz Tl Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr Ala
1 5 10 15

<210> 74
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Epitoto Pan DR

<220>

<221> MISC _CAPACTERISTICA

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede cer cualquier aming acido que se encuentra naturalmente

<400> 74

Ala Lys Xaa Val Ala Ala Trp Thr Leu Lys Ala Ala Ala
1 5 10

<210> 75
<211> 36
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fuzion derivada de 102 residuos $30-844 v 947-667 de toxoide
tetanico '

<400> 75

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lyz Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leun Phe

1 5 10 15

Aszn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala
20 25 30

Ser His Leu Glu
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<210> 76
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de los residuos 323-389 de ovalbimina

<400> 76

lle Ser Gln Ala Val Hiz Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly
1 5 10 15

Arg

<210> 77
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada del Vims A dz influenza hemaglutinina

<400> 77

Pro Lys Tyr Val Lyc Gln Acn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
1 5 10

<210> 78
<211> 65
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fuzion derivada de los residuos 307-319 de Influen-a A
he=maglutinina, Malaria CD: epitopo T3, residuas $30-344 y 947-967 de toxoide
tetanico
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<400> 78
Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Len Lys Leu Ala Thr Glu Lys Lys
1 5 10 15

Ile Ala Lys Met Glu Lys Ala Ser Ser Val Phe Azn Val Gln Tyr Ile
20 25 30

Lyz Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly lle The Glu Leu Phe Asn Asn Phe
35 40 45

Thr Val Szr Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser Ala Ser His Leu
50 55 60

Glu
65

<210> 79
<211> 37
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 79

GIn Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Cys
1 5 10 15

Phe Asn Acn Phe Thr Val Ser Phe Tip Len Arg Val Pro Lys Val Ser
20 25 30

Ala Ser His Leu Glu
35

<210> 80
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<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide humana

<400> 80

Arg Ser Phz Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg
1 A 10 15

<210> 81
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

> Derivada de proteina A amiloide humana
<400> 81

GIn Gly Trp Len Thr Phe Leu Lys Ala Ala Gly Gln Gly Ala Lys
1 5 10 15

<210> 82
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide de ratén

<400> 82

Glu Ser Trp Arg Ser Phe Phe Lys Glu Ala
1 5 10

<210> 83
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide de ratdn

<400> 83

Gly Phe Phe Ser Phe Val Hiz Glu Ala Phe Gln Gly Ala Gly Azp
1 5 10 15

<210> 84
<211> 8

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide de ratén

<400> 84

Glu Ala Gly Gln Gly Ser Arg Asp
1 5

<210> 85
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide de ratén

<400> 85
Trp Tyr Ser Phe Phe Arg Glu Ala Val Gln Gly Thr Trp Asp
1 5 10

<210> 86

<211> 99

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>
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<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Fragmentos lambda 2 de depésitos amiloides humanos
<400> 86

Gly Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Arg Gl
1 5 10 15

Thr Val Ala {le Ser Cys Ser Gly Sar Ser Szr Asn Ile Gly Asn Asn
20 25 30

Ala Val Asn Trp Tyr Gln Gl Len Pro Gly Lys Ala Pro Lys Val Leu
35 40 45

He Tyr Tyr Acp Azp Leu Leu Pro Ala Gly Val Szr Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lyz Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Arg Gly Leu Gln
65 70 75 80

Ser Glu Asp Glu Gly Acp Tyr Tyr Cyz Ala Ala Tip Asp Asp Ser Leu
85 90 95

Ser Ala Leu

<210> 87
211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 87

Cys Gly Gly His Glu Asp Thr
S

Y—
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<210> 88
211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide 2n suero

<400> 88

Cys Gly Gly Ala Glu Asp Ser
1 5

<210> 89
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de protzina A amiloide en suero

<400> 89

Gly His Glu Asp Thr Ile Ala Asp Gln Glu
1 5 10

<210> 90
<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 90

Cys Gly Gly Ala Glu Asp Thr

—
wn

<210> 91
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211> 7
<212> PRT
<213> Aurtificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 91

Cys Gly Gly His Ala Asp Thr
1 5

<210> 92
211> 7

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 92

Cys Gly Gly His Glu Ala Thr
1 5

<210> 93
<211> 7

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 93
Cys Gly Gly His Glu Asp Ala
] 5

<210> 94
<211> 8

<212> PRT
<213> Artificial
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<220>

<223> Derivada de proteina A amiloide en suero
<400> 94

Cys Gly Gly His Glu Asp Thr Met
1 5

<210> 95
<211> 9

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada d2 proteina A amiloide en suero

<400> 95

Cys Gly Gly Hiz Glu Asp Thr Met Ala
1 5

<210> 96
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de proteina A amiloide en suero

<400> 96

Cys Gly Gly His Glu Asp Thr Met Ala Asp
1 S 10

<210> 97
211> 6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Derivada de protzina A amiloide en suero
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<400> 97

Cys Gly Gly His Glu Asp

—
wn

<210> 98

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<223> HSAAI

<400> 98

Met Lyc Leu Len Thr Gly Leu Val Phe Cye Ser Len Val Len Gly Val
1 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Len Gly Glu Ala Phz Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Azp Met Arg Gl Ala Asn Tyr lle
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe Hic Ala Arg Gly Azn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Ala Ile Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Asn Hle Gln Arg Phe Phe Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Azn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn His
100 105 110

{JLLCCO: 237494.D0C v. 1)

35

341



Phe Arg Pro Ala Gly Len Pro Glu Lys Tyr
115 120

<210> 99

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> HSAA2

<400> 99
Met Lys Leu Len Thr Gly Leu Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Ser Val
1 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Azp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Gln Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe Hic Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala AlaLys
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ile Ser Asn Ala Arg

65 70 75 80

Glu Asn Tle Gln Arg Leu Thr Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Asn Lys Trp Gly Arg Ser Gl Arg Asp Pro Asn His
100 105 110
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Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
115 120

<210> 100
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HSAA3

<400> 100

Met Lys Len Ser Thr Gly Ile Ile Phe Cys Ser Len Val Leu Gly Val
1 5 10 15

Ser Ser Gln Gly Trp Leu Thr Phe Len Lys Ala Ala Gly Gln Gly Ala
20 25 30

Lys Acp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Azp Met Lys Glu Ala Asn Tyr Lys
35 40 45

Lys Ser Asp Lys Tyr Phe Hiz Ala Arg Gly Azn Tyr Asp Ala Val Gln
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Thr Glu Val Ile Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Aen Val Gl Arg Len Thr Gly Asp Hiz Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Gly GIn Ala Thr Asn Lys Trp Gly Gla Ser Gly Lys Asp Pro Asn His
100 105 110
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Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
115 120

<210> 101
<211> 130
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HSAA4

<400> 101

Met Arg Lzu Phe Thr Gly Ile Val Phe Cys Ser Leu Val Met Gly Val
1 5 10 15

Thr Ser Glu Ser Trp Arg Ser Phe Phe Lys Glu Ala Leu Gln Gly Val
20 25 30

Gly Asp Met Gly Arg Ala Tyr Tip Asp Ile Met Ile Ser Asn His Gln
35 40 45

Asn Ser Asin Arg Tyr Len Tyr Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gln
50 55 60

Arg Gly Prio Gly Gly Val Trp Ala Ala Lyz Len Ie Ser Arg Ser Arg
65 70 75 80

Val Tyr Len Gln Gly Len lle Asp Tyr Tyr Leu Phe Gly Asn Ser Ser
85 90 95

Thr Val Len Glu Asp Ser Lys Ser Asn Glu Lys Ala Glu Glu Tip Gly
100 105 110

Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asp Arg Phe Arg Pro Asp Gly Leu Pro Lys
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115 120 125

Lys Tyr
130

<210> 102

<211> 76

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> HAAI

<400> 102
Arg Ser Phe Fhe Ser Phe Len Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg Asp
1 5 10 15

Met Trp Arg Ala Tyr Ser Azp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile Gly Ser
20 25 30

Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Azp Ala Ala Lys Arg Gly
35 40 45

Pro (GGly Gly Val Trp Ala Ala Glu Ala Ile Ser Asp Ala Arg Glu Azn
50 55 60

Ile Gln Arg Phe Phe Gly Hic Gly Ala Glu Asp Ser
65 70 75

<210> 103

<211> 76

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HAA2
<400> 103
Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg Asp

1 5 10 15

Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile Gly Ser
20 25 30

Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys Arg Gly
35 40 45

Proy Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ilz Ser Asn Ala Arz Glu Asn
50 55 60

Ile Gln Arg Len Thr Gly His Gly Ala Glu Asp Ser
65 70 75

<210> 104

211> 76

<212> PRT

<213> Homno sapicns

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HAA3

<400> 104

GIn Gly Trp Leu Thr Phe Leu Lys Ala Ala Gly Gin Gly Ala Lys Asp
1 5 10 15

Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Mzt Lys Glu Ala Asn Tyr Lys Lys Ser
20 25 30
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Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Azn Tyr Asp Ala Val Gln Arg Gly
35 40 45

Pro Gly Gly Val Trp Ala Thy Glu Val Tle Ser Asp Ala Arg Glu Azn
50 55 60

Val GIn Arg Len Thr Gly Azp His Ala Glu Azp Ser
65 70 75

<210> 105

<211> 84

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<223> HAA4

<400> 105

Glu Ser Trp Arg Ser Phe Phe Lys Glu Ala Len Gln Gly Val Gly Asp
1 5 10 15

Mei Gly Arg Ala Tyr Trp Asp Ile Met Ile Ser Asn His Gln Asn Ser
20 25 30

Acn Arg Tyr Leu Tyr Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gln Arg Gly
35 40 45

Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Lys Leu Ile Ser Arg Ser Arg Val Tyr
50 55 60

Leu GIn Gly Len 1= Asp Tyr Tyr Leu Phe Gly Asn Ser Ser Thr Val
65 70 75 80

{JLLCCO: 237494.D0C v.1}
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Ile Glu Asp Ser

<210> 106
211> 117
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<223> MSAAL1

<400> 106

Meat Lys Leu Len Thr Ser Len Val Phe Cyz Ser Leu Len Leu Gly Val
1 5 10 15

Cys His Gly Gly Fhe Phe Ser Phe Val His Glu Ala Phe Gln Gly Ala
20 25 30

Gly Asp Met Trp Arg Ala Tyr Thr Asp Met Lyz Glu Ala Asn Trp Lys
35 40 45 '

Azn Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Azp Ala Ala Gln
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Lys Ile Ser Asp Gly Arg
65 70 75 80

Glu Ala Phe Gln Glu Phe Phe Gly Arg Ile Ala Asp Gln Glu Ala Asn
85 90 95

Arg His Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn Tyr Tyr Arg Pro Fro Gly
100 105 110

Leu Pro Asp Lys Tyr
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42

31e



43

115

<210> 107
<211> 122
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC _CARACTERISTICA

<223> MSAA2

<400> 107

Met Lys Leu Len Thr Ser Leu Val Phie Cys Ser Leu Len Leu Gly Val
1 5 10 15

Cyz His Gly Gly Phe Phe Ser Phe 11z Gly Glu Ala Phe Gln Gly Ala
20 25 30

Gly Azp Mt Trp Arg Ala Tyr The Asp Met Lys Glu Ala Gly Trp Lys
35 40 45

Asp Gly Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gin
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Lys Ile Ser Azp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Ser Phe Gln Glu Phe Phe Gly Arg Gly His Glu Asp Thr Mzt Ala
85 90 95

Asp Gln Glu Ala Asn Arg His Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn Tyr
100 105 110

Tyr Arg Pro Pro Gly Leu Pro Ala Lys Tyr
115 120
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<210> 108
<211> 122
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> MSAA3

<400> 108

Met Lys Pro Ser Ile AlaTle Ile Len Cys Tle Leu Ile Leu Gly Val
1 5 10 15

Asp Ser Gln Arg Trp Val Gln Phe Met Lys Glu Ala Gly Gln Gly Ser
20 25 30

Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Azp Met Lyz Lys Ala Asn Trp Lys
35 40 45

Asn Ser Asp Lys Tyr Phe Hiz Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Arg
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Lys Val Ilz Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Ala Val Gln Lys Phie The Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Arg Ala
85 90 95

Azp Gln Phe Ala Asn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Lys Arg Tyr
115 120
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<210> 109
<211> 130
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> MSAA4

<400> 109

Met Arg Leu Ala Thr Val Ile Val Len Cys Ser Leu Phe Leu Gly Val
1 5 10 15

Ser Gly Azp Gly Trp Tyr Ser Phe Phe Arg Glu Ala Val Gln Gly Thr
20 25 30

Trp Asp Len Trp Arg Ala Tyr Arg Asp Azn Len Glu Ala Asn Tyr Gln
35 40 45

Asn Ala Asp Gin Tyr Phe Tyr Ala Arg Gly Azn Tyr Glu Ala Gln Gln
50 55 60

Arg Gly Ser Gly Gly Ile Trp Ala Ala Lyz Tle Ile Ser Thr Ser Arg
65 70 75 80

Lys Tyr Phe GIn Gly Leu Len Asn Arg Tyr Tyr Phe Gly Ile Arg Asn
85 90 95

His Gly Leu Gln Thr Len Gln Ala Thr Gln Lys Ala Glu Glu Trp Gly
100 105 110 :

Arg Ser Gly Lys Asn Pro Asn Hiz Phe Arg Pro Glu Gly Leu Pro Glu
115 120 125
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Lys Phe
130

<210> 110

<211> 85

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> MAALI

<400> 110
Gly Phe Phe Ser Phe Val His Glu Ala Phe Gln Gly Ala Gly Asp Met

1 5 10 15

Trp Arg Ala Tyr Thr Azp Met Lys Glu Ala Asn Trp Lys Azn Ser His
20 25 30

Glu Asp Thr Ile Ala Asp Gln Glu Ala Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg
35 40 45

Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gln Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala
50 55 60

Glu Lys Ile Ser Asp Gly Arg Slu Ala Phe Gln Glu Phe Phe Gly Arg
65 70 75 80

Gly His Glu Asp Thr
85

<210> 111
<211> 75
<212> PRT
<213> Mouse
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47

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> MAA2

<400> 111
Gly Phe Phe Ser Phe Ile Gly Glu Ala Phe Gln Gly Ala Gly Asp Met
1 5 10 15

Trp Arg Ala Tyr Thr Asp Mei Lys Glu Ala Gly Trp Lys Asp Gly Asp
20 25 30

Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gln Arg Gly Pro
35 40 45

Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Lys Ile Ser Asp Ala Arg Glu Ser Phe
50 55 60 '

Gln Glu Phe Phe Gly Arg Gly His Glu Asp Thr
65 70 75

<210> 112

<211> 68

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> MAA3

<400> 112

Glu Ala Gly Gl Gly Ser Arg Asp Mei Tip Arg Ala Tyr Ser Asp Met
1 5 10 15

Lyz Lyc Ala Asn Trp Lys Azn Ser Acp Lys Tyr Phe Hiz Ala Arg Gly
20 25 30
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Azn Tyr Azp Ala Ala Arg Arg Gly Pro Gly Gly Ala Tip Ala Ala Lys
35 40 45

Val Ile Ser Asp Ala Arg Glu Ala Val Gln Lys Phe Thr Gly His Gly

50 55 60
Ala Glu Asp Ser
65
<210> 113
<211> 82
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> MAA4

<400> 113

Trp Tyr Ser Phe Phe Arg Gln Ala Val Gln Gly Thr Trp Asp Leu Trp
1 5 10 15

Arg Ala Tyr Avg Azp Azn Len Glu Ala Asn Tyr Gln Azn Ala Acp Gln
20 25 30

Tyr Phe Tyr Ala Avg Gly Asn Tyr Glu Ala Gln Gln Arg Gly Ser Gly
35 40 45

Gly Ile Trp Ala Ala Lys Ile Ile Ser Thr Ser Arg Lys Tyr Phe Gln
50 55 60

Gly Len Len Azn Arg Tyr Tyr Phe Gly Ile Arg Azn His Gly Leu Glu
65 70 75 80
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Thr Leu

<210> 114
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CAPACTERISTICA

<223> HSAAI alfa

<400> 114

Met Lys Leu Len Thr Gly Lzu Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Gly Val
1 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Len Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Asp Mel Tip Arg Ala Tyr Ser Azp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lyz Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Ala Ile Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Gl Asn Tle Gln Arg Phe Phie Gly His Gly Ala Glu Azp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Azn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn His
100 105 110
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Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
115 120

<210> 115
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HSSAI beta

<400> 115

Met Lyzs Len Len Thr Gly Len Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Gly Val
1 5 10 15

Ser Sar Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Asp Met Tip Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr lle
35 40 45

Gly Ser Acp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

Arg Gly Pra Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ile Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Asn Ile Gl Arg Phe Phe Gly Hiz Asp Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Asn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lyz Asp Pro Asn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
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<210> 116
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTEFRISTICA
<223> HSSA1 gamma

<400> 116
Met Lys Leu Leu Thr Gly Leu Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Gly Val
1 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Lau Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Azp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Azp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe Hiz Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
0

5 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Ala Ile Ser Asp Ala Arg
65 70 75 80

Glu Asn Ile Gln Arg Phe Phe Gly His Asp Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Azn Lys Trp Gly Arg Ser Gly Arg Acp Pro Acn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Len Pro Glu Lys Tyr
115 120
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<210> 117
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HSAA?2 alfa

<400> 117

Met Lys Leu Len Thr Gly Leu Val Phe Cye Ser Leu Val Leu Ser Val
] 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Asp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ile Ser Asn Ala Arg
65 70 75 - 80

(Glu Asn Tle Gln Arg Len Thr Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Asn Lys Trp Gly Arg Ser Gly Arg Asp Pro Azn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
115 120
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<210> 118
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> HSAA?2 beta

<400> 118

Met Lys Leu Leu Thr Gly Leu Val Phe Cys Ser Leu Val Leu Ser Val
1 5 10 15

Ser Ser Arg Ser Phe Phe Ser Phe Len Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala
20 25 30

Arg Azp Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Mei Arg Glu Ala Asn Tyr Ile
35 40 45

Gly Ser Asp Lys Tyr Phe His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Lys
50 55 60

Arg Gly Pro Gly Gly Ala Trp Ala Ala Glu Val Ile Ser Asn Ala Arg
65 70 75 80

Gha Azn Tle Gln Arg Leu Thr Gly Arg Gly Ala Glu Asp Ser Leu Ala
85 90 95

Asp Gln Ala Ala Azn Lys Trp Gly Arg Ser Gly Arg Asp Pro Asn His
100 105 110

Phe Arg Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
115 120
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<210> 119
<211> 104
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> isoforma beta de HAA1

<400> 119
Arg Ser Phe Phe Ser Phe Leu Gly Glu Ala Phe Asp Gly Ala Arg Asp
1 5 10 15

Met Trp Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Aen Tyr lle Gly Ser
20 25 30

Acp Lys Tyr Phz His Ala Arg Gly Azn Tyr Asp Ala Ala Lys Arg Gly
35 40 45

Pro Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Ala Ile Ser Asp Ala Arg Glu Asn
50 55 60

Ile Gln Arg Phe Phe Gly Hiz Gly Ala Gl Azp Ser Leu Ala Asp Gln
65 70 75 80

Ala Ala Acn Glu Trp Gly Arg Ser Gly Lys Asp Pro Asn His Phe Arg
85 90 95

Pro Ala Gly Leu Pro Glu Lys Tyr
100

<210> 120
<211> 102
<212> PRT
<213> Mus musculus
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<220>
<221> MISC _CARACTERISTICA
<223> Proteina A amiloide en suero

<400> 120

Gly Phe Phe Ser Phe Tle Gly Glu Ala Phe Gln Gly Ala Gly Asp Met
1 5 10 15

Trp Arg Ala Tyr Thr Acp Met Lys Glu Ala Gly Trp Lys Azp Gly Asp
20 25 30

Lys Tyr Phe Hiz Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gl Arg Gly Pro
35 40 45

Gly Gly Val Trp Ala Ala Glu Lys He Ser Asp Ala Arg Glu Ser Gin
50 55 60

Glu Phe Phe Gly Arg Gly His Glu Asp Thr Met Ala Asp Gln Glu Ala
65 70 75 80

Asn Arg His Gly Arg Ser Gly Lyz Asp Pro Asn Tyr Tyr Arg Pro Pro
85 90 95

Gly Leu Pro Ala Lys Tyr
100

<210> 121

<211> 84

<212> PRT

<213> Canis lupuz familiaris (Shar pei)

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Proteina A amiloide en suero
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<400> 121

Trp Tyr Ser Phe Val Gly Glu Ala Ala Gln Gly Ala Trp Azp Met Leu
1 5 10 15 :

Arg Ala Tyr Ser Asp Met Arg Glu Ala Acn Tyr Lys Asn Ser Asp Lys
20 25 30

Tyr Phie His Ala Arg Gly Asn Tyr Asp Ala Ala Gln Arg Gly Fro Gly
35 40 45

Gly Ala Trp Ala Ala Lys Val lle Ser Asp Ala Arg Glu Asn Ser Gln
S0 55 60

Arg Asp Ser Gly His Gly Ala Glu Asp Ser Lys Ala Asp Gln Ala Ala
65 70 75 80

Asn Glu Trp Gly

<210> 122
<211> 8

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<07

223> Tnsercién de amin 4cido enire las posiciones 67 y 68 de la secuencia de Shar

Pei

<400> 122

Ile Thr Asp Leu Leu Arg Phe Gly
1 5

<210> 123
<211> 95
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kpla

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencia de linea germinal dz cadena ligera lappa V

<400> 123

Asp Ile Gln Met Thr Gl Ser Priy Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Azp Arg Val Thr Ile Thr Cyz Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30

Leun Ala Trp Tyr Gln Glnn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Lau Ile
35 40 45

Tyr Lys Ala Ser Sar Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Len Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Azn Ser Tyr Ser
85 90 95

<210> 124

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
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<223> kplb

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> Secuencias de linea Germinal de caden aligera Kappa V
<400> 124

Ser Gln Asp Asn Tyr Azn Asp Asn Thr Azp Phe Glu Ile Asp Asn Leu
1 5 10 15

Pro

o <210> 125

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kple

<220>
<221> MISC _CARACTERISTICA

<223> Secnencias de linea germinal de cadena ligera kappa V
<400> 125

Ser Tyr Asn Ala Glin Asp Glu Ser Tyr Thr Pro
1 5 10

<210> 126

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kpld
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<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Secuencias de linea germinal de cadena ligera lappa V
<400> 126

Ser Gly Arg Acn Azp Gly Arg Ala Gin Gl Len His Pro
1 5 10

<210> 127

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kple

<221> MISC _CARACTERISTICA
<222> Secuencias de linea germinal de cadena ligera kappa V

<400> 127

Ser Gly Asn Tyr Phe Ser Ala Glin Asp Glu Pro
1 5 10

<210> 128

<211> 11

<212> PRT

<213> Homgo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kplf

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencias dz linea germinal de cadena ligera lappa V
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<400> 128

Ala Leu Ser Gly Ala Asp Asp Glu Phe Azn Pro
1 5 10

<210> 129

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kplg

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Secuencias de linea garminal de cadena ligera kappa V

<400> 129

Ser Val Gly Ala GIn Asp Glu Ala Phe Pro
1 5 10

<210> 130

<211> 51

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kp2a

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Secuenciaz de linea germinal de cadena ligara kappa V

<400> 130

Val Thr Lau Ser Pro Val Thr Pro Glu Pro Ala Ser Sér Ser Leu Leu
1 5 10 15
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Asp Ser Asp Asp Gly Asn Thr Tyr Asp Leu Gln Ser Gln Thr Leu Tyr
20 25 30

Arg Ala Asp Azp Lys Arg Val Glu Ala Glu Val Gly Val Met Arg Ile
35 40 45

Glu Phe Pro
50

<210> 131

<211> 49

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC _CARACTERISTICA

<223> kp2b

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Secuencias de linea gezrminal de cadena ligera kappa V

<400> 131
Val Leu Ser Pro Val Thr Pro Glu Pro Ala Ser Ser Ser Leu Leu His

1 5 10 15

Ser Asn Gly Tyr Acn Tyr Asp Len Gln Ser Gln Leu Gly Azn Arg Ala
20 25 30

Asp Asp Lys Arg Val Gl Ala Glu Val Gly Val Met Ala Leu Gln Thr
35 40 45

Pro
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<210> 132

<211> 50

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kp2e

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencias de linea germinal dz cadena ligera kappa V

<400> 132

Val Thr Leu Ser Val The Pro Gln Pro Ala Ser Ser Lys Ser Len Leu
1 5 10 15

His Ser Asp Gly Lyz Thr Tyr Tyr Leu Gln Pro Gln Glu Val Asn Arg
20 25 30

Phie Azp Asp Lys Arg Val Glu Ala Glu Val Gly Val Met Ser Ile Gln
35 40 45

Leu Pro
50

<210> 133

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kp3a

<220>

<221> MISC CARPACTERISTICA
<223> Scouencias de linea germinal de cadena ligera kappa V
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<400> 133

Glu Val Ala Val Pro Glu Ala Leu Ser Val Asn Gln Arg Gly Thr Arg
1 5 10 15

Ala Thr Ile Ala Ser Glu Val Asn Trp Pro
20 25

<210> 134

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kp3b

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Secuencias de linea germinal dz cadena ligera kappa V
<400> 134

Glu Val Leu Gly Leu Pro Glu Ala Leu Ser Val Ser Tyr Gln Arg Gly
1 5 10 15

Arg Ala Thr Ile Acp Asp Arg Glu Glu Val Gly Ser Pro
20 25

<210> 135

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kp3c
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<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencias de linea germinal de cadena ligera kappa V

<400> 135

Glu Val Leu Ala Leu Pro Gla Ala Leu Ser Val Ser Tyr Gln Arg Asp
1 5 10 15

Asn Arg Ala Thr lle Ala Asp Glu Glu Val Arg Ser Asn Trp Pro
20 25 30

<210> 136

<211> 35

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> kp4

<220>

<221> MISC _CARACTERISTICA

<223> Secuencias de linea germinal de cadena ligera lambda V

<400> 136

Val Asp Ser Ala Val Leu Glu Ala Asn Lys Ser Val Leu Tyr Ser Ser
1 5 10 15

Asn Asn Lys Azn Tyr Gl Pro Trp Thr Arg Asp Asp Ala Glu Val Val

20 25 30

Tyr Thr Pro
35

<210> 137
<211> 49
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> kpS

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lambda V

<400> 137

Gl Thr Thr Len Ala Phe Met Thr Pro Lys Asn Ser Lys Asp Asp Asp
1 5 10 15

Asp Met Azn Glu Ala Ile Phe Ile Gln Glu Thr Thr Val Pro Ile Pro
20 25 30

Tyr Asp Asn Asn lle Glu Ser Glu Ala Tyr Phe Lau His Asp Asn Phe
35 40 45

Pro

<210> 138

<211> 97

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Imla

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Cadena ligera lambda V

<400> 138
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Gln Ser Val Len Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15

Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn lle Gly Asnn Asn Tyr
20 25 30

Val Ser Trp Tyr Gl Gln Len Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Glu Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Len Gln Thr
65 70 75 80

Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser

85 90 95

Ala

<210> 139

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Imlb

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lambda V
<400> 139

Ala Gly Thr Arg Ser Tyr Arg Gln Val Ser Ala Ser Arg Ser Glu Ala
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Ala Asp Gly

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

Val Gly Arg Thr Ala Gly Tyr Asp His Gly Ser Asn Val Ser Ala Ala

1

140

21

PRT

Homo sapiens

MISC CAPACTERISTICA
Imlc

MISC _CARACTERISTICA
Cadena ligera lammbda V

140

5 10 15

Glu GIn Ser Tyr Gly

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

20

141

27

PRT

Homo sapiens

MISC_CARACTERISTICA
Im2a

MISC CARACTERISTICA
Cadena ligera lambda V
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<400> 141

Ala Ala Gly Ser Ser Ile Thr Thr Asp Val Ser Tyr Leu His Lys Met
1 5 10 15

Gly Ser Val Ser Ala Ala Glu Gln Ser Tyr Gly
20 25

<210> 142

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Im2b

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> (Cadena ligera lambda V

<400> 142

Ala Arg Gly Ser Val Ile Thr Thr Azsp Val Gly Tyr His Lys Met Asp
1 5 10 15

Val Ser Val Asn Thr Ser Thr Ser Ala Glu Cys Ser Tyr Ala Gly Tyr
20 25 30

Thr Phe

<210> 143

<211> 41

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Im3a

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lambda V

<400> 143

Ser Tyr Val Lyz Thr Ala Arg Thr Gly Asn Asn e Gly Ser Lys Sar
1 5 10 15

His Lys Gln Val Val Val Asp Asp Ser Asp Glu Asn Asn Thr Thr Ser
20 25 30

Arg Val Glu Ala Gln Val Ser Asp His
35 40

<210> 144

<211> 38

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Im3b

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Cadena ligera lambda V

<400> 144

Ser Tyr Glu Val Ser Thr Ala Arg Thr Asp Ala Leu Pro Lys Gln Ala
1 5 10 15

Tyr Lys Gln Val Val Lys Azp Ser Gln Glu Ser Thr Val Thr Ser Val
20 25 30
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Ala Glu Gln Ser Ala Gly

35

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>

<223>

<400>

Ser Tyr

1

Cys Lys Gl Ser Val Val Gln Asp Ser Glu Azn Asn Thr Thr Ser Thr
20 25 30

145

39

PRT

Homo sapiens

MISC CARACTERISTICA
Im3c

MISC_CARACTERISTICA

Cadena ligera larnbda V
145

Glu Val Ser Thr Ala Ser Thr Acp Lyz Leu Gly Asp Lys Ala
5 10 15

Ala Met Glit Ala Thr Ala His

35

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<223>

146

23

PRT

Homo sapiens

MISC CARACTERISTICA
Im4

MISC CARACTERISTICA
Cadena ligera lambda V
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<400> 146

Ser Glu Azp Ala Val Leu Thr Arg Thr Glin Asp Leu Arg Ser Tyr Ala
1 5 10 15

Lys Gln Val Val Gly Lys Asn
20

<210> 147

<211> 38

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Imb6

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lambda V

<400> 147
Asn Phe Met Hiz Glu Ser Lys Thr Thr Arg Gly Ser Ala Ser Gln Arg
1 5 10 15

Ser Ser Thr Thr Val Asp Gln Val lle Asp Ser Ser Asn Ser Thr Ser
20 25 30

Lys Glu GIn Ser Tyr Asn
35

<210> 148

<211> 57

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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A

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Im7

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lamibda V

<400> 148

Thr Val Glu Leu Thr Val Ser Gly Thr Leu Thr Ala Ser Thr Gly Ala
1 5 10 15

Val Thr Ser Gly Tyr Pro Asn Phe Lys Gln Arg Ala Ser Thr Ser Asn
20 25 30

Lys His Trp Thr Ala Len Len Gly Lys Ala Thr Leu Ser Val Pro Glu
35 40 45

Glu Leu Leu Tyr Tyr Gly Gly Ala Gln
50 55

<210> 149

<211> 50

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CARACTERISTICA
<223> Im8

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena ligera lambda V

<400> 149

Leu Ser Ala Ser Len Ala Ser Lys Leu Thr Thr Leu Gly His Ser Ser
1 5 10 15
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Tyr AlaTle Ala His GIn Glu Lys Gly Arg Tyr Met Lys Leu Ser Asp
20 25 30

Gly Gly Asp Ser Ala Glu Arg Tyr Thr Ser Ser Ser Glu Gln Gly Thr
35 40 45

Gly Ile
50

<210> 150

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC CAPRACTEPISTICA
<223> Wil lambda V

<400> 150
Asn Phe Leu Len Thr Gl Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys
1 5 10 15

Thr Val Thr Iz Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Ile Ala Asn Asn

20 25 30

Tyr Val Hiz Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ser Pro Thr Thr Val
35 40 45

lle Phe Glu Azp Asp His Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Val Asp Thr Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly
65 70 75 80
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Len Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gin Ser Tyr Azp His
85 90 95

Asn Asn

<210> 151
<211> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento kappa V de AL de proteina amiloide

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Secuencia de consenzo derivada de proteinas amiloidogénicas humanas

<400> 151

Pro Glu Asp Val
1

<210> 152
<211> 131
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA

<223> Cadena ligera Lappa v de 2A4 v SG9 muring
o J

<220>

<221> SENAL
<222> (1)..(19)
<223> Secuencia lider

<220>

<221> mat_péptido
<222> (20)..(131)
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<220> -

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (43)..(58)

<223> CDR 1

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (74)..(80)

<223> CDR 2

<220>

<221> MISC CARACTERISTICA

<222> (113)..(121)

<223> CDR3

<400> 152

Met Lys Lzu Pro Val Arg Leu Leu Val Len Mat Phe Trp Ile Pro Ala
-15 -10 -5

Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Len Ser Leu Pro Val
-11 5 10

Sar Len Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Len
15 20 25

Val His Ser Thr Gly Azn Thr Tyr Leuw Hiz Trp Tyr Len Gln Lys Pro
30 35 40 45

Gly GIn Ser Pra Lys Len Len Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr
65 70 75

Leu Lys Ilz Ser Arg Val Gin Ala Glu Asp Len Gly Val Tyr Phe Cys
80 85 90
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Ser Gln Ser Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

95

100 105

GluIle Lys

110

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

153

131

PRT

Mus musculus

MISC _CARACTERISTICA
Cadena ligera kappa v de 7D8 murino

SENAL
(1)..(19)

Secuencia lider

mat_péptido
(20)..(131)

MISC_CARACTERISTICA
(43)..(58)
CDR 1

MISC_CAPACTEPRISTICA
(74)..(80)
CDR 2

MISC_CARACTERISTICA
(113)..(121)
CDR 3

153
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Met Lys Len Pro Val Arg Leu Len Val Len Mzt Phe Tip Ile Pro Ala
-15 -10 -5

Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gl The Pro Lea Ser Leu Pro Val
-11 5 10

Ser Len Gly Asp Gln Ala Ser le Ser Cys Arg Ser Ser Lau Ser Leu
15 20 25

Val His Ser Thr Gly Azn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
30 35 40 45

Gly Gln Ser Pro Lys Len Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr
65 70 75

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Acp Lau Gly Val Tyr Phe Cys
80 85 90

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
95 100 105

Glu Ile Lys
110

<210> 154
<211> 138
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Cadena pesada v de 2A4, 8G9 y 7DS murino
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<220>

<221> SENAL
<222> (1)..(19)
<223> Secuencia lider

<220>
<221> mat_péptido
<222> (20)..(138)

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (45)..(54)

<223> CDR |

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (69)..(87)

<223> CDR 2

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (120)..(127)

<223> CDR 3

<400> 154

Met Val L2u Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val Val Phe Tyr Gln Gly
-15 -10 -5

Val His Cyz Glu Val Gln Len Val Glu Ser Gly Gly Arg Len Val Gln
-11 5 10

Pro Lys Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Fhe
15 20 25

Asn Thr Tyr Ala Met Tyr Trp Iz Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Len
30 35 40 45

Glu Trp Val Ala Arg Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr AlaIle Tyr
50 55 60
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Tyr Ala Azp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Phe Arg Asp Asp Szr
65 70 75

Gln Ser Met Len Tyr Leu Gl Mat Asn Asn Len Lys Thr Glu Asp Thr
80 85 90

Ala Mzt Tyr Tyr Cys Val Arg Pro Tyr Ser Asp Ser Phe Ala Tyr Trp
95 100 105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
110 115

<210> 155
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Version 1 de cadena ligera appa v de 2A4 y 8G9 humanizado

<400> 155

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Len Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Lys Ile
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65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val GluIlz Lys
100 105 110

<210> 156
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Version 2 de cadena ligera kappa v de 2A4 y SG9 humanizado

<400> 156

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Len Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Lew His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Len lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Acp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Len Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
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Thr Hiz Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Il2 Lys
100 105 110

<210> 157
211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Versidn 3 de cadena ligera kappa v dz 2A4 y 8G9 humanizada

<400> 157
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Len Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gl Ser Lzu Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Azn Thr Tyr Len His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Len Ile Tyr Lys Val Ser Aszn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lyz Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phz Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 158
<211> 112
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Version 1 da cadena ligera Lappa v de 7DS humanizado

<400> 158

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Len Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Leu Ser Len Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Len Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Acn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Szr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Gln Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 159
211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Version 2 de cadena ligera kappa v de 7DS humanizado

<400> 159
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Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cyz Arg Ser Ser Lzun Ser Leu Val Hiz Ser
20 25 30

Thr Gly Azin Thr Tyr Len His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gl Leu Len Ile Tyr Lys Val Ser Azn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Acp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 - 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Len Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 160
211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Versisn 3 de cadena ligera kappa v de 7D8 humanizado

<400> 160
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Len Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Len Ser Leu Val His Ser
20 25 30
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Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His Tep Tyr Len Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro (Gln Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phz Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Lzu Lys 112
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr Hiz Val Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 161
211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Verzidn | de cadena pesada de 2A4, SG2 y 7DS humanizado

<400> 161

Glu Val Gln Len Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Tyr Trp lle Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Len Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Arg Ser Lys Sar Azn Asn Tyr AlaIle Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
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Ser Val Lys Asp Arg Phe Tl Ilz Phe Arg Acp Asp Ser Lys Azn Ser
65 70 75 80

Len Tyr Lzu Gln Mzt Asn Ser Leu Lyz Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg Pro Tyr Ser Acp Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 162
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Version 2 de cadena pesada de 2A4, $G9 y 7DS humanizado

<400> 162

Glu Val Gln Lzu Val Glu Ser Gly Gly Gly Len Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Tyr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Len Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Arg Ser Lyz Ser Asn Asn Tyr Ala lle Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Azp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Acn Ser
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65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Giu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg Pro Tyr Ser Asp Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 163
211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Versién 3 de cadena pesada de 2A4, 7DS y 8g2 humanizado

<400> 163

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Lzu Arg Len Ser Cy: Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Tyr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Arg Ser Lyz Ser Azn Azn Tyr Ala lle Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Acp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80
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Len Tyr Len Gln Met Asn Ser Lezu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cyc Ala Arg Pro Tyr Ser Asp Szr Phe Ala Tyr Tip Gly Gl Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 164

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 164

lu Val Gln Len Val Glu Ser Gly Gly Arg Len Val Gln Pro Lys Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lyz Leu Ser Cyz Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Tyr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg lle Arg Ser Lys Ser Azn Asn Tyr Ala Ile Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Tle Phe Arg Asp Asp Ser Gln Ser Met
65 70 75 80

Len Tyr Leu GIn Met Asn Asn Len Lys Thr Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 20 95

Tyr Cyz Val Arg Pro Tyr Ser Asp Szr Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
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Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115

<210> 165
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Marco de cadena pesada humana

<400> 165

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Lzu Arg Len Ser Cyz Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp His
20 25 30

Tyr Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Ly:s Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Arg Thr Arg Asn Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Len Gln Met Asn Ser Len Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Tyr Val Val Gly Ala Thr Leu Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110
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Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 166
<211> 113
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<223> Marco de cadena ligera kappa v humana

<400> 166

Asp Val Val Mzt Thr Gln Ser Pro Lzu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Lzu Len His Ser
20 25 30

Aszn Gly Tyr Azn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lyz Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro GIn Leu Len Ile Tyr Leu Gly Ser Azn Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

Acp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Len Lyz Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95

Leu Gln Thr Pro Leu Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110
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<210> 167
<211> 276
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_ CARACTERISTICA

<223> Marco de cadena ligera kappa v hinmana

<400> 167

Met Lys Tyr Leu Len Pro Thr Ala Ala Ala Gly Len Leu Leu Len Ala
1 5 10 15

Ala Gln Pro Ala Met Ala Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Len Ser
20 25 30

Len Pro Val Tl Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Szr Cys Arg Ser Ser
35 40 45

GlIn Ser Len Lau Hiz Ser Azn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Tip Tyr Leu
50 55 60

Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Len Len Ile Tyr Len Gly Ser Asn
65 70 75 80

Arg Ala Ser Gly Val Pro Azp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
85 90 95

Asp Phe Thr Len Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Met Glin Ala Len Gln Thr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly
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115 120 125

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
130 135 140

Phe Pro Pro Ser Acp Glu Gln Lzu Lyz Ser Gly Thr Ala Ser Val Val
145 150 155 160

Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
165 170 175

Val Asp Acn Ala Len Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
180 185 190

Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Len
195 200 205

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
210 215 220

His Gl Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Azn Arg Gly Glu
225 230 235 240

Cys Ser Ala Arg Gln Ser Thr Pro Fhe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln
245 250 255

Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270

Gly Gly Ser Gly
275

<210> 168
<211> 16
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CAPACTERISTICA
<222> (1)..(16)

<223> CDRI de VL de 2A4

<400> 168

Arg Ser Ser Gl Ser Leu Val Hiz Ser Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 169

211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1).(7)

<223> CDR2 de VL de 2A4

<400> 169

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 170

211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..9)

<223> CDR3 de VL de 2A4

<400> 170
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Ser Gl Ser Thr His Val Pro Phe Thr
1 5

<210> 171

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(10)

<223> CDRI de VH de 2A4

<400> 171

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Tyr
1 5 10

<210> 172

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(19)

<223> CDR2 de CH de 2A4

<400> 172

Argllz Arg Ser Lys Ser Azn Asn Tyr Ala Ile Tyr Tyr Ala Azp Ser
1 5 10 15

Val Lys Asp

<210> 173

<211> 8

<212> PRT
<213> Mus musculus
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<220>

<221> MISC_CAFACTERISTICA
<222> (1)..(8)

<223> CDR3 de VH dé 2A4

<400> 173
Pro Tyr Ser Asp Ser Phe Ala Tyr
1 5

<210> 174
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Verzidn 4 de cadena ligera bappa v de 7DS humanizada

<400> 174

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Len Ser Leu Val Hiz Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Lew His Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
35 40 45

Pro Gin Len Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Azp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
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Thr His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Len Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 175
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Versién § de cadena ligera lappa v de 7DS humanizado

<400> 175
Asp Val Val Met Thr Gl Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

GIu Pro Ala Ser Ile Ser Cyz Arg Ser Ser Leu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His Tip Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Len Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Sar Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 %0 95

Thr Hiz Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Il Lys
100 105 110

<210> 176
<211> 112
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Version 6 de cadena ligera kappa v de 7DS humanizado

<400> 176

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Lev Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Leu Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Thr Gly Asn Thr Tyr Leu Hiz Trp Tyr Leu Gln Ly Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro GIn Lzu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Agp Phe Thr Leu Lye Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Azp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pra Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 177

211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 177

Arg Ser Ser Leu Ser Leu Val His Ser Thr Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un anticuerpo aislado humano, humanizada o quimérice, o fragmento de
union a antigeno del mismo, que se une especificamante a un epitopo entra los

resicduns 70-76 de péptido A amiloide humano.

2. El anticuerpa o fragmento de unidn a antigens de la reivindicacion 1, que

7

€ une especificaments a un epitopo entre los residuos 70-76 de la SEQ ID
0O: 2.

pd

2. El anticuarpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 1, que

s& une especificamente a un 2pitope que comprende las residuos indicados
como las SEQIDNOs: 4, 5, 6,7, 8,9, 10,0 11.

4, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para union a péptido A amiloide humano con el anticuerpo 2A4
producido por el Namero de Accesa ATCC

5. El anticuerpo o fragmento de unidn a aritigeno de 1a reivindicacion 1, que
compite para unidn a paptido A amiloide humano con un anticusrpo que tiene
una regidn variable de cadena ligera indicada como los residucs 20-121 de la
SEQ 1D NO: 152 y una regidn variable de cadena pesada indicada como los
residuos 20- 125 d= la SEQ ID NQ: 154,

B, El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1, que

compite para unidn a paptids A amiloide humano con el anticuerpo 7D3

praducido por 2l Nomero de Acceso ATCC
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7. El anticuzrpo o fragmenta de unién a antigena de la reivindicacion 1, que
compite para unidn a peptide A amiloide humano con un anticuerpo qus tiene
una regién variable de cadena ligzsra indicada como loa residucs 20-131 de la
SEQ ID NO: 152 y una regidn variable de cadzna pesada indicada como los
residuns 20- 133 de la SEQ 1D NO: 154,

. El anticuzrpo o fragmenta de2 unién a antigeno.de la reivindicacion 1, que
&3 una veraidon humanizada o quimérica dzl anticuerpo 2A4 producido por el
Nuamera de Acceso ATCC o una versidn humanizada o quimeérica del

anticuerpa 703 praducido por el Namero de Accesio ATCO

9 El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 8, que
comprends una region variable de cadena ligera que comprende una ¢ mas
regiones de complemeantariedad de una regién variable de cadena ligera de
2A4 indicada comao los residucs 20-121 de la SEQ ID NO: 182 ¢ una o mas
regiones de complementariedad de una regién variable de cadena ligera de

7D3 indicada como los residuos 20-1231 de la SEQ ID NO: 153,

10.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 9, que
comprends una regidn variable de cadena ligera qus comprende tres regiones
de complementarisdad de una regidn variable de cadsna ligera de 2A4
indicadas comao los residuns 20-121 de la SEQ ID NO: 152 o tres regiones de
complementariedad de una rzgidn variable de cadena ligera de 7D indicadas
coms las residuos 20-131 de la SEQ 1D NO: 153,

11.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 10,
que comprznde al menos un residus de marco de cadena ligera seleccionada
del grupo que consiste de LE7 y L90 (convencién de numeracidn Kabat)

ocupado por Yy F, respactivaments, en donde el resto de la regidn variable de
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cadena ligera =3 ocupado por un residun correspondisnte en una region

variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

12, (Nusva) El anticuerpo o fragmenta de unidh a antigeno de la
reivindicacion 10, qus comprends al menos un residuo de marco de cadena
ligera seleccionado del grupo que consiste de +7, +14, +15, +17, +18, +50,
+75, +28, + 62y +109 (numeracidn linzal) ocupade por T, S, L, D, Q, K, Y, L,
F, y L, respectivamente, en donde &l resto de la regidn variable de cadena
ligera es ocupado por un residuo carespondisnte en una regidn variablz de

cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

13, (Nueva) El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la
reivindicacién 12, que comprande al menos un residud de marco de cadena
ligera seleccionada del grupa que consiste de +75 y +92 (numeracion linzal)
acupado por Yy F, respectivaments, en donde &l resto de la regién variable de
cadena ligera es ocupade por un residuc correspondients en una redidn

variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana,

14.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 11, en
donde la regidn variakle de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana
&S una rsgidn variable de cadena ligera del subgrupe 2 kappa humana

(convencidn Kabat).

15, Elanticusrpo o fragmenta de unidn a antigeno d= la reivindicacién 14, en
danae 1a regidn variable de cadena ligera del subgrupo 2 humano s de la linea
germinal VKHA 19/A3 humana.

16.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 15, &

dende la regidén variable ds cadena ligsra VK comprends una secuzncia
indicada como la SEQ 1D NO: 166 o 167.
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17.  El anticuerpo o fragmenta d& unidn a antigena de |a reivindicaciéon 8, en
donde la regidn variable de cadena ligera comprande una secuencia de amino
acida indicada como 103 rasiduos 20-131 de la SEQ 1D NO: 152, residuos 20-
131 de la SEQ ID NO: 153, o indicada como fa SEQ 1D NO: 185, 156, 157, 158,
166, 160, 174,175, 5 1748,

13.  Elanticusrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién &, que
comprends una regidn variable de cadena pesada que comprende una o mas
regiones de complzmentariedad de una regién variable de cadena pesada de

2A4 indicadas como o3 residuss 20-138 de la SEQ ID NO: 154,

19, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigena de 13 reivindicacién 18,
que comprende una regidn variable de cadena pesada que comprende dos
regiones de complementarizdad de una regién variable de cadena pesada de
2A4 indicadas comao los residucs 20-1353 ds la SEQ 1D NO: 154,

20, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 19,
que comprends una regién variable de cadena pesada que comprends tres
regiones ds complementariedad de una rzgion variable de cadena pesada de

2A4 indicadas como |50 residuos 20-135 de la SEQ ID NO: 154,

21, El anticusrpa o fragmento de unidn a antigeno de 1a reivindicacidn 20,
que comprende al menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado
del grupo que conaiste de H37, H49, H70, y HO2 (convencidon de nurmeracion
Kabat) ocupado por I, A, F, o V, respectivamente, en donde el resto de la
regidn variahle de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondi=nte
en una regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora

humana.
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22, El anticuezrpe o fragmants de2 unidn a antigeno de la reivindicacion 20,
que comprande al menns un residuc de marco d= cadena pesada seleccionado
del grupo que consiste de +10, +15, +19, + 37, +40, +73, +72, +70, +20, +87,
+05, +39, +119 (numeracidn lineal) ocupado por R, K, K 1L A, F, Q, S, M, N, M,
V, o A, respectivamants, 2n donde el rasta de I3 regidn variable de cadena
pezada 2s acupado por un rasiduo correspondientz en una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.

2 (Nueva) El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la
raivindicacion 22, que comprande al menos un residuo de marco de cadesna
pesada seleccionado del grupo que consiste de +37, +49, +73, y +99
(numeracién lineal) ocupado por |, A, F, 0 V, respectivaments, en donde =l
resto de la regién variable de cadena pesada es ocupado por un residuo

correspondiente &n una regién variable de cad=na pesada de inmunoglobulina

aceptora humana.

24, Elanticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 21, en
donde la regidn variabls de cadezna pesada de inmunoglobulina aceptora
humana es una rzgion variable de cadena pesada del subgrupo 3 gamma
humana (convencion Kabat).

24, Elanticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 24, en
dondz la ragion variable de cadena pesada de subgrupo 3 gamma humano

comprands una secuencia indicada come la SEQ ID NO: 1R5.

2f.  Elanticusrpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion &, en
donde |a rzgidn variable de cadena p2sada comprends una secuencia de
amina acido indicada como [os residuos 20-128 de la SEQ ID NO: 154 o

indicada comao la SEQ ID NO: 151, 162, o 183,
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27, Elanticuzrpo o fragmento d2 unién a antigeno de la reivindicacian 8, que
comprandsz una rzgidn variable die cadzna ligera que comprende tres regiones
determinantes de complementarizdad de una regidn variable de cadena ligera
de 2A4 indicadas coma 1as residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o tres
regionzs de complamentariedad d= una regién variable de cadena ligera de
7D3 indicadas coma los residucs 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una regidn
variable  de cadena  pesada  qus  comprende tres  regiones  de
complementarizdad de una regién variable de cadena pesada de 2A4 indicadas
como o3 residuos 20-123 de la SEQ ID NO: 154,

22 Elanticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 8, que
comprende una region variable de cadana ligera que comprende tres regiones
determinantes de complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 168,
169, y 170, y una regidn variable de cadena pesada que comprende tres
regiones de complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 171, 172,
173.

<

29, (Nueva) El anticusrpo o fragmento de unidon a antigeno de la
reivindicacion &, que comprends una regidn variable de cadena ligera que
comprandes tres regiones determinantes de complamentariedad indicadas como
las SEQ ID NOs: 177, 169, y 170, y una ragidn variable de cadena pesada que
comprends fres ragiones de complementariedad indicadas como las SEQ ID
NOs: 171, 172,y 173.

3 El anticuerpo o fragments de unidn a antigeno de la reivindicaciion 27,
que comprende una region variaklz de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como Ins residuns 20-131 de la SEQ ID
NO: 182 o reziduos 20-131 de la SEQ ID NO: 183, y una region variable de
cadena pesada comprends una secuencia de amino acido indicada como los
residuos 20-135 de la SEQ ID NO: 154,
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21, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 27,

que comprende una regidn variablz de cadena ligera que comprend= una

g
cuencia de aming acido indicada coma la SEQ 1D NO: 155, 153, 157, 155,
189, 160, 174, 175, o 173, y una regidn variahle de cadsna pesada que
comprands una secusncia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161,

162, 0 163,

22.  Elanticuzrpa o fragmento de unidn a antigeno de |a reivindicacién 31, en
donda la regidn variahlz de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acida indicada coma la SEQ 1D NO: 155, y la regién variable de cadena pesada
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 151.

23.

El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 31, en
donde la reqgidn variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acidn indicada como la SEQ ID NO: 156, y |a rzgidn variablz de cadena pesaia

comprende una secusncia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 132,

24, Elanticuerpao o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacian 31, en
donde 1a regidn variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acido indicada comao 1a SEQ ID NO: 157, y |a reqidn variahle de cadena pesada

comprends= una secuencia de amino Acido indicada como la SEQ ID NO: 183.

25, Un anticusips asilada, o fragmento de unidn a antigena del mismo, que

2]

e une aspacifizamente a un epitopa que comprende X4EDXa2 &n una proteina

amiloide agregada, en donde X, y Xz son cualquier amino acido.
36, Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 35, en

donde Xy 2sH T, F, 5, P,A L, C,Q R, E K D,G,V, Y, [, oW, yendonde X,
esT,SSE R ILV,F,D,A G ML NP C K Y, oQ.
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[s]

27, Elanticuzrps o fragmenta de unidn a antigeno de la reivindicacidn 26, en
donde Xy esH, T, F, 0 A.

33, Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde Xaes T, S, E, D, 0 A

29 Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigena de la reivindicacién 27, en
donde Xy es Ho Ay Xaes T, S, oA

40.  El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 37, en
donde Xy es Ty X, es E.
41.  Elanticuemo o fragmento de unidin a antigeno de la reivindicacion 37, en

donde Xy es Fy X, es D,

42.  Elanticuzrpo o fragmento d= unién a antigena de la reivindicacidn 36, en

donde X1 es Sy Xz esE, FoA

42.  El anticuzrpo o fragmento de unién a antigeno de |a reivindicacion 26, en

donde X, es Py XoesE, laF.

44.  El anticuarpo o fragments de unidn a antigeno de |a reivindicacién 3R, en
donde &l epitopo consiste de una secusncia de amino acido seleccionada del
grupo que consiste de GHEDT (SEQ 1D NO: 3), HEDT (SEQ ID NO: 12), AEDS
(SEQ 1D NGO: 13), AEDT (SEQ 1D NO: 14), HEDA (SEQ ID NO: 15), y TEDE
(SEQ ID NO: 16).
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45.  El anticuarpo o fragmenta de unién a antigeno de la reivindicascion 44,
qus 32 une especifizamente a una proteina amiloide agregada en un epitopo
que comprande una secusncia de amino acido GHGAEDS (SEQ 1D NO:4).

-

46.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacidn 35, e
donde el anticuerpo s une a la proteina amiloide en forma monomérica con

una afinidad de menns de aproximadaments 107 M

47.  El anticuerpo o fragmenta de unién a antigeno de la reivindicacion 35, en

donde la proteina amiloide es proteina A amiloids en suero (SAA).

43.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 35, en
donde la prateina amiloide es seleccionada del grupo que consiste de protzina
de cadena ligera de inmunoglobulina, polipéptido precursor amiloide de islote

humano (IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) y ApoA1.

49.  El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 43, en

dande la proteina amiloide &3 proteina de cadena ligera de inmunoglohulina.

50, Elanticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 49, en

donde la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina es VAS Wil

51, Elanticusrpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 49, en
donde la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina as Vi,
852.  Elanticuerpc o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacién 48, en

donde la protzina amiloide es polipéptido pracursor amiloide de islote humano
(IAPP).
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53.  Elanticusrpo o fragmento de unidn a antigena de la reivindicacién 43, en

donde la proteina amiloide es péptido beta amilaide.

54.  El anticusrpo o fragmenta de unidn a antigenc de la reivindicacion 43, en
donde la protzina amiloide s transtirzstina (TTR).
55, Elanticuerpo o fragmenta de unidn a antigeno de la reivindicacion 42, en

donde la prateina amiloide s ApoA1.

5/, El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 25,
que &s un anticuerpo humano, humanizado, o quimérico o fragmento de unién

a antigeno.

7.  El anticuzrpo o fragmento de unidn a antigena d= la reivindicacién 56,
que 5@ Lne especificameants a un epitops entre los residucs 70-76 de péptido A

amiloide humana.,

52, Un método para tratar terapéuticamente un sujeto que tiene amiloidosis
AA que comprends admministrar al sujeto una dosificacidn efectiva del
anticuerpo o fragmenta de unién a antigeno de la reivindicacidn 1 para de este
maodo tratar la amiloidosis AA 2n &l sujeto.

99, El metodo de la reivindicacién 58, en donde &l sujeto s un humanao.

RN, El métade de la reivindicacion 58, en donde tratar terapeuticamente

comprende ralzntizar la progresion de amiloidosis AA.

61, El método de la reivindicacion 53, en donde tratar terapeuticamente

comprendds inhibir la depasicién de agregados de firbrilo amiloide AA.
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62. El mé&todo de la reivindicacidn 58, en donde tratar terapéuticamente

comprends depurar de agregados de fibrilo amiloide AA.

A2, El método de la reivindicacion 53, en donde el sujeto sufre de una
enfermedad  amiloidez  seleccionada  del grupe que  consiste de  artritis
reumatoidsz, artritis juvenil crénica, espondilitis anquilasante, sariasis, artropatia
soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad d= Still del Adulto, sindrome de
Eehcet, enfermedad d= Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, Ulceras por
decibita, pielonefritis orénica, osteomislitis, erfarmedad de Whipple, linfoma de
Haodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmdn y tracto urogenital,
carcinoma de cilula basal, leucemia de célula vellosa, Fielbre Mediterranea

Familiar, y Enfermedad d= Castleman.

4. Un método para tratar profilacticaments un sujeto susceptible a
amiloidosis AA, que comprendes administrar al sujeto una dosificacién efectiva
del anticuerpo o fragmentdy de unidn a antigena de la raivindicacién 1 para de

este modao efectuar profilaxis d= amiloidosiz AA en 2l sujsto.

A

El método d= la reivindicacion 54, en donde el sujeto es un humanao.

P

66. Bl método de la reivindicacidn 64, en donde tratar profilacticamente es
retrasar la aparicién de amiloidosis AA.
A7.  El métado de la reivindicacion A4, en donde tratar profilacticamente es

reducir un riesgo de amiloidosis AA.
B8 Un métado para tratar teraduticaments un sujeto que sufre de una

amiloidosis asociada con una proteina amiloids agregada que comprende la

secuencia de amino acido ED, que comprends administrar al sujeto un
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anticuerpc o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 30 para de esta

forma tratar la amiloidosis.

69, El métado de la reivindicacién A8, en donde 2l sujeto es un humano.

70. El métoda de la reivindicacién €3, en daonde tratar tzrapéuticaments es

ralzntizar la progresidin d= la amilaidosis.

71, El métado de la reivindicacidn 68, en donde tratar terapéuticamente es

inhibir la deposicién de agragados de fibrilo amiloide.

o

72, El métado d= la reivindicacidn 63, en donde tratar terapéuticaments e

depurar los agregados de fibrilo amiloide.

3. El méteda de la reivindicacidon 63, en donde la proteina amiloide
comprends  la zecuencia AEDV (SEQ ID NO: 23), y la enfermedad
amiloidagénica =3 amiloidosis AA, amiloidosis AL, polineuropatia amiloide,
fisbre Mediterranea, sindrome de Mucklz-Wells, amiloidosis sistémica reactiva
asociada con enfermedades inflamatorias sistémicas, migloma o amiloidosis
asociada con macroglobulinemia, amiloidosis asociada con discrasia de
inmunaaito, gammaopatia monaclonal, discrasia oculta, y amiloidosis nodular

local asociada con enfermedades inflamatorias cranicas.

74 Un método para tratar profilacticamentz un sujeto susceptihle a una
amiloidosis asociada con una prateina amiloide agregada que comprende la
secuencia de amino Acido ED, que comprende administrar al sujeto un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacidn 30 para de este

moda tratar la amiloidosis
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75, Un método para datzctar un depdsito amiloide asociado con amiloidosis
AA en un sujeto, que comprands administrar al sujsto un anticuerpo o
fragmente de unidn a antigene de la reivindicacidn 1 unide a un marcador

detectabls, y detectar el marcador detectable =n al sujeto.

76, Elmétado de la reivindicacidn 75, en donde el sujeto es un humano.

77, Bl métado de la reivindicacidn 75, en donde el sujsto sufre de o es
susceptiblz a una enfermedadl amileide seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil crédnica, espondilitis anquilosants, soriasis,
artropatia soridtica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behioet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
Ulceras por declbito, piclonsfritis  cronica, osteomielitis, enfermedad de
Whipple, linfoma de Hadgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén
y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, lzucemia de célula vellosa,

Fiebre: Mediterranea Familiar, y 2nfermedad de Castleman.

72, El métado de la reivindinacién 75, en donde el marcador detectable es

un radiomarcador.,

, L, 125
79.  Elmétodn de la reivindicacién 78, en donde el radiomarcador es %,

g

2

El matodo de la reivindicacidon 75, en donde la deteccién se realiza

meciantz representacidn grafica de SPECT/CT.

81.  El método de la reivindicacion 75, en donde 1a detzccidn se realiza

mediants espectroscopia de RMN.

22, Un método para detectar un depdsito amiloide =n un sujeto que

comprends administrar al sujete &l anticuspo o fragmento de unién a antigeno
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de 1a reivindicacidn 20 que =std unido a un marcadar dstectable y detectar el

marcador detectable.

3. Elmétedo de la reivindicacidn 82, en donde &l sujeto @s un humano.

24, El métodn de la reivindicacion 82, en donde la amilaidosis 2s amiloidosis
AA, amiloidesis AL, enfermedad de Alzheimer, Deterioro Cognitive Leve,
polineuropatia - amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome  de  Muckle-Wells,

amiloidosis  sistémica reactiva asociada con  enfermedades  inflamatorias

u')
(D

sistémicas, mieloma o amiloidosis asociada con macroglobulinemia, amiloidosis
asociada con discrasia de inmunocito, gammopatia monoclonal, discrasia
oculta, o amiloidosis nodular local asociada con enfermedades inflamatorias
cronicas.

25, El método de la reivindicacidn 22, en donde el marcador detzctable s
un radiomarcadar.

&G, Elmétado de la reivindicacion 85, en donde =l radiomarcador es 291

27, El métado de la reivindicacian 32, en donde la deteceién se realiza
mediants representacién grafica de SPECT/CT.

PR El mé&tado de la reivindicacion 22, en donde la deteccion se realiza

mediants espectroscopia de RMN.,

29, Un métada para tratar terapéuticaments un sujeto que tiene amiloidosis
AA, que comprends= administrar un agentz que induce una respussta inmune a
los residucs 70-76 de péptida A amilcide, efectivo para inducir una respuesta
inmune que comprende anticusrpos contra los rasiduos 70-7A de un péptido A

amiloide, y de este mado tratar la amiloidosis AA en &l sujeto.
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90.  Un método para tratar profilacticamente un sujeto susceptible a
amiloidosis AA, que comprends admministrar un agente que induce una
respuesta inmune a los residuos 70-76 de péptide A amiloide efactivo para
inducir una respuasta inmuns qus comprends anticuerpas contra los residuos
70-76 de un péptide A amiloide para de esta forma efectuar profilavis de

amiloidosis AA en el sujeto.
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Doctar(a)

LLOPEDA RICALIRTE ALICIA
Apivderado(a) y/o Pepresentants da
ELAM PHAPMACEUTICALS, INC.

FPEFEREHCIA Fadicacion He. 10 090192
Solicitud internacicnal FOT/ISS00S/085403
Fecha inicio faze nacional Z28/07/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuaciin 430

Oficio No. £10360

Como rezultado del examen de forma, realizades son fundaments en &l articuls 38 dz 1a Decizidn 426 d2 la
Comizicn de 1a Cormunidad Andina, articula 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patenles (PCT), regla
£1 bis del Paglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industnia y Comeraia, & 1s comunica qus:

1. Fara afeclo de uiuros estudios de &
corraspandiente a los folics 12y 13, (

OMPI).

sia solicitud, 22 tendra unicaments an cuenta &l capitulo reivindicatorio
modificade de acusrdo a la informtacién consullada & la pagina de 1a

2. La zolicitud no contiene & poder debidaments olorgado, con &l end de 1o requizitos exigidos por los articulss
63 vy subsiguientes del Tadige de Procedimienty Civil. Adicionalments, dsberd presentar @l documents que

acredita la sxiztencia y representacian lsgal de la saciedad solicitants, cuandd é3ta fuers persona juridica.

3. La aolicitud ro contiene 1a copia del documents an que aonata la desiin del derecha a la patente del invantor al
solicitants o a su causante, confomne a lo sstablecido por &l ariculs 26 likeral £) de la Decisién 426 de la
Camizion de 1a Comunidad Anding. Cuando 32 frate de documantas olorgados en & extranjaro, @3tos debarén
legalizarss de conformidad con i dispuests por 158 articulos 26828 y 260 del Cédign de Procedimisnto Civil.
Cuando e frate da 1az declaracionss 3 que hace referencia la Pegla 417 i) del Tratado de Cooper
Materia de Fatentas PCT., &l alcance de las (ales declaracionss & detarminard z290n indiquen claraments una
cecion de derschos del inventor al aolicitants o su causants, de conformidad con b dispussts en el numeserat

£.715 del Capituln Suinis, Tituks < de la Sirsular Unica de Superiniendzncia ds Industria y Comarcio,

acién én

En curmplimientc de b dispuesto por &l articulo 29 de la Decicion 486, s& le requiers para que dentro del tdrmino

de do: maezes siguienies a la fecha de nodificacion del prezents oficio, complsta los requisito: anteriarmienta

gnunciados. En cass de no dar cumplimients al presents requerimienta, la solicitud 2é considerard abandonada y

perderéd su prelacidn.

Continua =n la pagina siguisnte...

Al contestar favor indique el narnero de Scde Cantro: Carrarz 13 Mo. 27-00 Pisgs 2, 5, 7y 10 PRX: 5070000
radicacion quée s¢ encuentra a continuacitn Soeds CAM: Av. Cra 80 Mo, 26-55 int. 2 Tcl: 5330070

Call Cenisr 513240, Linca 01800-910185
Wab: vanw.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Continuacién radicado No: 10 090192
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Industria y Comercio
CUPERIMNTEMDETMCI A

Hotiffquese el pregente oficic conforme a 1o dispussto en el numeral 5.2, literal &), del capituls quinto d=l titulo

primero de la Circular Unica Mo 10 de 2001,

ALl CARMENZA CE DEZ DE VERGEL
Dirsctora de Huevas Craacionss (2)

El anterior raquE roiento fus notificade por fijaciin en lisla de fecha
adpali

Al contestar favor indique el nurnzro de
radicacién qus se sncucntra & continuacion

1.3 A60. 20

Szde Centro: Carrora 13 Mo. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PB™' 5870000
Sede CAN: Av. Cra 50 Mo, 26-55 int. 2 Tak: 5680070
Call Centor 6513240, Linza 01800-910165
Web: wanv.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogot4a D.C. - Colombia



