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SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1.

[ patente de Invencion o
[ Patente de Modelo de-Utilidad " -
] Registro de Disefio Industnal

] Esquema de Trazado de Circuitos- Integrados F Sl o

2.

Datos del solicitante

Fiie s

Otra :

: ALICIA LLOREDA RICAURTE
Nombre del representante legal -
_ Tnpo de empresa

Nimero -
‘ ‘Ciudad

‘Documento de identif icacion

Nacsonahdad/Pafs de constitudén

IZ Autorizo expresamente a la Supermtendencua de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccion de correo electrénico - -

3. Datos del apoderado:

63.215
Tarjeta profesional

39.690.713 de Usaquén
documento de identificacion

ALICIA LLOREDA RICAURTE
Apellidos y Nombre

Direccién y domicilio Ciudad

Calle 72 No 5-83 piso 5to: Bogota

Direccién electrénica No. Fax Namero telefénico

notificacionespatentes@lloredacamacho.com| 6069701

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase indicar el nimero de su radicacion

3264270

o protocolo de poder general

P102-FO5 vré (2012-04-19)
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Expediente
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| De: De: 10-090.192
| A A 10-090.192A
5. Comprobante de Pago No- 13-0032366 . Fecha_ Abril 8 2013
6. Anexos

XI Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccién y/o modificacion
X Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacién (En formato Digital)
[] Namero de documento que ordena la comision o fusién o division

[] Documento que cohtiene la conversion, divisién o fusién de la solicitud

[C] Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

P102-FOS vré (2012-04-19)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
_ . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0032366
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 08 de 2013 - 13:13:12
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGQ

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 534292721 08/04/2013 13.100.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO Vi CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 450.000.00 450.000.00

DE INVENCION CONT. DERE

$450.000.00

SON: **CUATROCIENTOS CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

4‘. Responsable: /| /
" Recibo de Caj%o al Expediente No.

—T
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UL
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Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Wob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Abril 8 de 2013 - 13:13:22
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JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

ABOGADOS

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

i
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SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y CQMERCIO !Mﬂlllmlmmﬂlﬂlﬁ Iﬂllllllﬂl!mﬂllsmﬂwjmmmmmm

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAYY COMERCIO ™. -

Il

No. 10 g
: 2013-05-31 16; 1 Dep. 2020 DIRNUEVASCR
E. S. L 'Fl'reac.h1a1 2(IE’ATE | Eve:%78 FASENACIONALI
[FICASOLICIT  Folios. 9 ‘
Re: PI.-ELAN PHARMACEUTICALS, INC Y UNIVERSITY OF TENNESSEE

RESEARCH FOUNDATION.-Solicitud de Patente de Invencidon en Fase

Nacional PCT para “TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS".-

Clase C12P 21/08.-Expediente numero 10-090.192A.-

1. Me refiero a mi memorial de 17 de Abril de 2013.

2. Debidamente autorizado por mi representado, me permito manifestar a ese
Despacho que es deseo del solicitante presentar, en forma voluntaria, un nuevo capitulo
reivindicatorio que reemplaza al originalmente presentado para la solicitud, el cual ahora

consta de 19 reivindicaciones, y en el que se han realizado las siguientes modificaciones.

En la siguiente tabla explicativa ese Despacho podra encontrar el sustento adecuado

dentro de la solicitud originalmente presentada, para cada una de las reivindicaciones que

conforman el nuevo capitulo reivindicatorio ahora presentado:

Nueva Reivindicacion No.

Sustento

la3

'En las paginas 20 a 22, en el parrafo 2 de la
pagina 28, en el parrafo 1 de la pdagina 46, en el
parrafo 2 de la pagina 49 y el primer parrafo de la

pagina 50, en el parrafo 3 de la pagina 53, en el

parrafo 1 de la pagina 100 y en el parrafo 1 de la
pagina 130 de la descripcidon originalmente
presentada.

4y 5

En la pagina 8, las paginas 66 y 67, y en el
parrafo 2 de la pagina 168 de la .descripcion
originalmente presentada. - '

6y7

En el parrafo 2 de la pagina 22, en el parrafo 1 de
la pagina 46, en el parrafo 3 de la pagina 53, en
la pagina 59, en el parrafo 2 y 3 de la pagina 61,
desde el parrafo 2 de la pagina 129 hasta el
parrafo 1 de la pagina 130, en la pagina 163, en
el parrafo 2 de la pagina 165, en el parrafo 2 de
la pagina 166 y en la pagina 168 de la descripcién
originalmente presentada.

Direccion para Notificaciones: notificacionespatentes@lloredacamacho.com



JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogota, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

En el dltimo parrafo de la pagina 6, en el parrafo
2 de la pagina 30, en el parrafo 2 de la pagina
53, en la pagina 61, en el parrafo 3 de la pagina
65, en el parrafo 3 de la pagina 122, en el pérrafo
2 de la pagina 129, y en el parrafo 1 de la pagina
130, de la descripcién, originalmente presentada.

8al0

En el parrafo 2 de la pagina 49, en los parrafos 2
11 'y 3 de la péagina 6lde la descripcion
originaimente presentada.

: En el parrafo 2 de la pagina 3, en el parrafo 2 de
12 _ la pagina 49, y en los parrafos 2 y. 3 de la pagina
' 61 de la descripcion originalmente presentada.

En la reivindicacién 82 a 88 originalmente

13219 presentadas.

En relacion con este nuevo capitulo reivindicatorio, atentamente me permito
manifestar a ese Despacho que el mismo no amplia de manera alguna el alcance de la
presente inve‘nciéh, tal como fue originalmente presentada, toda . vez que este solamente
se presenta con el fin de definir en forma mas clara y concisa el objeto de la presente
invencién.  Adicionalmente, dicho nuevo capitulo reivindicatorio se encuentra
perfectamente sustentado en los capitulos descriptivo y reivindicatorio actualmente

presentados para la solicitud, tal como se expuso anteriormente.

3. Por otra parte atentamente me permito allegar los recibos de pago de la tasa

establecida para las reivindicaciones adicionales de la solicitud arriba mencionada.

Me permito aclarar que dicho pago corresponde a las reivindicaciones 11 a 19 del

nuevo capitulo reivindicatorio, el cual debera ser estudiado junto con la presente solicitud.
4, Anexo me permito presentar:
(a) Formulario Unico de modificaciones y correcciones;

{(b) Recibo nﬂmero'13—0051018, expedido por la Superintendencia de Industria y

Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas;

(€) Retibo'_numero 13-0037655 y 13-0037613, expedido por la Superintendencia
de Industria y Comercio, que acredita el pago de la tasa que causan las
reivindicaciones adicionales; y

(d) Copia de las péginas 195 a 197 que corresponden al nuevo capitulo
reivindicatorio que consta de 19 reivindicaciones.




JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogot4, D.C.  Tel: 6069700 Fax 6069701

5.

Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de conformidad.

Sefor Superintendente,

@m&&EDA RICAURTE ‘

T.P. 53.215
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Industria v Comercio
SUPER!NTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

f"fide‘ntifi_'_t'f:'ﬁ;:l_on

“Error material

Patente de Invencuén g 5
Patente de’ Mode|o de Ut| i ad
‘Registro de Dlseno Industnal
'Esqu_ema de Trazado_d_e Clr_cul

‘Datos ‘deiaS*So'licitah’te: :

Dlrecclon Electr

L n_otiﬁcacuonespatente‘s@lloredaca'macho.bom .

X Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electrénico

3.

Datos del Apoderado:

LLOREDA RICAURTE ALICIA C.C. 39.690.713 - 53.215
Apellidos y Nombre Documento de Identificacion ‘ Tarjeta Profesional
Direccién y Domicilio ' " Ciudad
Calle 72 No. 5-83 Piso 5° : , . | Bogota D.C.
Direccién Electrénica No.Fax |  Namero Telefénico
notific_aciopespatentes@lloredacamacho.com 65069701 . 3264270

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase

LR



indicar el numero de su radicacién o protocolo de poder general

" Modificacion al Titulo.

5. Anexos

Comprobante de pago de la tasa para la presentacién de la correccién y/o modificacién.

Poder, si fuere el caso.

Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

OXOK

Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

~Nombre y apellidos

‘Representarite " | "

ALICIA LLOREDA RICAURTE . Apoderado




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

ST
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X RECIBO DE CAJA No. 13 - 0051018
Industria y Comercio '
S U P E R INTENDENC I A Bogota D.C., Mayo 27 de 2013 - 16:38:19
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ EECHA PAGQ VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 534292776 27/05/2013 6.295.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTQ . Ve, UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
150005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODIFICACIORER, SOLICITUD MODIFICACIONES CAMBIO 125.000.00 125.000.00
LTI ANTE PUR CESION $7125.000.00
SON: *CIENTO VEINTICINCO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
' ERCIO -
Responsable: A A DEIN NDUSTRIAY COM

===

=
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i

Recibo de Caja Aplicagd al Expediente No. \\\\\\\\\\\\\\t\\\\\\\W\\W \\\\\\\\\\\\“
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0
020
De %72;5 FASENAC|ONAU

Folios: 9

e
T

: Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
ayo 27 de 2013 - 16:38:22




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
£ J7
. 5, . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0037655
Industria y Comercio ,
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 23 de 2013 - 08:20:33
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO BANCO CUENTA No PAGQ _FECHA PAGO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 534292732 22/04/2013 19.279.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Vr CONCEPTO
8 50005-01-01 SOLICITUDES 1%57' &%I'\\IILI\II_DAC&%I?BI lR/IRéFENTE UNITARIA 30.000.00 240.000.00

$240.000.00

SON: **DOSCIENTOS CUARENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

T T ARES S S— T _

12:59 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
EIYII Eve: 378 FASENACIONALI
MODIFICASOLICIT  Folios: 9

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
I
;
sl

A R

Act. 411 PRESENTACION Folios: 13

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Abril 23 de 2013 - 08:34:54
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
-/ -

' . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0037613
Industria y Comercio '
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 23 de 2013 - 08:20:33
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. SA. _ NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***
TiIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 534292732 22/04/2013 19.279.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO __ Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 30.000.00

ADICIONAL A LAS 10 INIC

$30.000.00

SON: *TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

ResponsaCl‘ex\ f\

o . ]
ENCIA DE INDUSTRIAY COMERC!

SUPERINTEND

Recibo de%‘aj Aplicado al ExpedienteNo. \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\W“\\\l\\\.}\@\\i\\ﬂ\\i\\\ww\\\\\ OB_OOC?&R.NUEVASCR

[

3
PATENTEIY! ve: 378
chat‘. 111 DRESENTACION  Folios: 13

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Woeb: www.sic.gov.co e-mai: inffo@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de union a
antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitopo expuesto en una
proteina de inmunoglobulina de cadena ligera agregada, en donde la proteina de

inmunoglobulina de cadena ligera co’mpfende la secuencia X{EDX,, en donde X;
esF,Y,S,A, ToP,yX,esN,D,F,I,V,A0E. ' |

2. El anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, de la reivindicacion 1, en donde la secuencia X/{EDX; se
selecciona del grupo que consiste de FEDD, SEDE; AEDE, TEDE o PEDE.

3. El anticuerpo aislado humanizado o qUimérico-, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, de la reivindicacion 1, en donde la secuencia X/EDX; se
selecciona del grupo que consiste de PEDI, PEDF, AEDV, SEDF o SEDA.

4. Un anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de union a
antigeno del mismo, que compite para unién a una proteina A amil'oide AL humana
con el anticuerpo 2A4 producido por el Niimero de Acceso ATCC PTA-9662.

5. El anticuerpo aislado humanizado o quimérico',' o fragmento de unién a
antigeno de mismo, de Ia reivind.icacién 4, en donde el anticuerpo aislado
humanizado o quimérico, o fragmento de unién a antigeno de mismo, tiene una
afinidad de menos de 1x107 M para la proteina A amiloide AL humana.

6. Un anticuerpo aislado humanizado o q'uimérico, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, que se une especificamente aun epitopo criptico expuesto
en una forma agregada de proteina de cadena ligera de inmunoglcbulina que
comprende Glu y Asp en las posiciones qUe corresp'onden a Ias'posiciones 81y
82, respectivarhente, de la SEQ ID NO: 86.

7. El .anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de unidn a
antigeno de mismo, de la reivindicacién 6, en donde el epitopo comprende amino
acidos no contiguos. o -
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8. Un anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de unién a
antigeno de mismo, que se une especificamente a un epitopo expuesto en una
proteina AA formada por el clivado proteolitico de la proteina SAA.

9. El anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de unién a
antigeno de mismo, de la reivindicacién 8, en donde la proteina AA comprende las
secuencias AEDS. '

10.  El anticuerpo aislado humanizado o quimérico, o fragmento de unién a
antigeno de mismo, de la reivindicaciéon 8, en donde el anticuerpo aislado
humanizado o quimérico, o fragmento de unién a antigeno de mismo, no se une

especificamente a un péptido que abarca un sito de clivado de la proteina SAA.

11. Un anticuerpo neoepitopo aislado, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, que se une especificamente a proteina de inmunoglobulina de cadena
ligera fibrilar, en donde el neoepitopo comprende Glu y Asp‘ en las posiciones que

corresponden a las posiciones 81y 82, respectivamente, dela SEQ ID NO: 86.

12.  Un anticuerpo neoepitopo aislado, .0 fragmento de. unién a antigeno del
mismo, que se une especificamente a fibrilos de proteina del tipo cadena amiloide
ligera, en donde el neoepitopo 'compren‘de Glu y Asp en las posiciones que
correspohden a las posiciones 81 y 82, respectivamehté, de la SEQ ID NO: 86.

13.  Un método para detectar un depésito amiloide en un sujeto que comprende
administrar al sujeto el anticuerpo aislado -humanizado o quimérico, o fragmento
de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12,

que esta unido a un marcador detectéble, y detectar el marcador detectable.

14.  El método de la reivindicacién 13, en donde el $ujeto es un humano.

15. El método de la reivindicacién 13, en d_onde la amiloidosis es amiloidosis

AA, amiloidosis AL, enfermedad de Alzheimer, Deteﬁoro Cognitivo Leve,
polineuropatia amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome de MUckIe-WeIIs,
amiloidosis sistémica reactiva asociada con enfermedades inflamatorias
sistémicas, mieloma o amiloidosis asociada con macroglobulihemia, amiloidosis
asociada con discrasia de inmunocito, gamopatia?monoclo'nal, discrasia oculta o

amiloidosis nodular local asociada con enfermedades inflamatorias cronicas.
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16. ’EI métbdo. de la reivindicacion 13, en donde el marcador detectable es un

radiomarcador.

17.  Elmétodo de la reivindicacion 16, en donde el radiomarcador es 125

18. El método de la reivindicaciéon 13, en donde la deteccion se realiza

mediante representacion grafica SPECT/CT.

19. El método de la reivindicacién 13, en donde la detéc_cién se realiza

mediante espectroscdpia de RMN.
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TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Métodos utiles para efectuar profilaxis o tratamiento de amiloidosis, incluyendo
Amiloidosis AA y amiloidosis AL mediante la administracion de péptidos que
comprenden neoepitopos, tales como fragmentos AA de una region C terminal
de AA, y anticuerpos especificos para neoepitopos de proteinas amiloides
agregadas, por ejemplo, anticuerpos especificos para la region C-terminal de
fibrilos AA. Anticuerpos para la inhibicion de formacién y/o aumento de
depuracion de depdsitos amiloides en un paciente, efectuando asi profilaxis o

tratamiento de la enfermedad amiloide.



TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

REFERENCIAS CRUZADAS CON SOLICITUDES RELACIONADAS

Se reivindica prioridad a la Solicitud Provisional U.S. No. 61/095,932,
presentada el 10 se Septiembre de 2008, y a la Solicitud Provisional U.S. No.
61/007,544, presentada el 28 de Diciembre de 2007, cada una de las cuales
esta incorporada aqui mediante referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

La invencion reside en los campos técnicos de inmunologia y medicina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La amiloidosis es un término general que describe un numero de
enfermedades caracterizadas por la existencia de formas patolégicas de
proteinas amiloides, que usualmente involucran la deposicién extracelular de
fibrilos de proteina, los cuales forman numerosos “depdsitos amiloides” o
"placas amiloides", que pueden ocurrir en sitios locales o sistematicamente.
Estos depdsitos o placas estan compuestos principalmente de una proteina o
péptido soluble que se encuentra naturalmente, ensamblados en depdsitos
insolubles extensos de 10-100 um de diametro en una variedad de sitios de
tejido. Los depdsitos estan compuestos de agregados generalmente laterales
de fibrilos de aproximadamente 10-15 nm de diametro. Los fibrilos amiloides
producen una birrefringencia verde manzana caracteristica en luz polarizada,
cuando son tefidos con colorante Rojo Congo. Generalmente, la composicion
fibrilar de estos depdsitos es una caracteristica de identificacion para las
diferentes formas de enfermedad amiloide.



Los péptidos o proteinas que forman los depdsitos de placa son
usualmente producidos de wuna proteina precursora mayor. Mas
especificamente, la patogénesis de los agregados amiloides, tales como
depdsitos fibrilos, generalmente involucra el clivado proteolitico de una proteina
precursora "anormal” en fragmentos que se agregan en laminas plegadas 3
antiparalelas. La composicion fibrilar de estos depdsitos es una caracteristica
de identificaciéon para las diferentes formas de enfermedad amiloide. Por
ejemplo, los depdsitos intracerebrales y cerebrovasculares compuestos
principalmente de fibrilos de péptido amiloide beta (3-AP) son caracteristicos de
la enfermedad de Alzheimer (tanto la forma familiar como la esporadica), el
péptido de proteina amiloide del islote (IAPP; amilina) es caracteristico de los
fibrilos en depdsitos amiloides de célula de islote pancreatico asociados con la
diabetes tipo Il, y la B2-microglobulina es un componente importante de los
depdsitos amiloides que se forman como una consecuencia del tratamiento de
hemodialisis a largo plazo. Mas recientemente, las enfermedades asociadas
con el prion, tal como enfermedad de Creutzfeld-Jacob, también han sido

reconocidas como enfermedades amiloides.

En general, las amiloidosis primarias de la enfermedad estan
caracterizadas por la presencia de fibrilos de proteina "del tipo cadena ligera de
amiloide" (tipo AL), llamados asi por la homologia de la region N-terminal de los
fibrilos AL con el fragmento variable de cadena ligera de inmunoglobulina (kapa
o lambda).

Las diferentes formas de la enfermedad se han dividido en clases, la
mayoria con base en si la amiloidosis esta asociada con una enfermedad
sistematica subyacente. Asi, ciertos trastornos son considerados como
amyloidosis primarias, en las cuales no hay evidencia de enfermedad

preexistente o coexisistente. En la amiloidosis secundaria o reactiva (tipo AA



caracterizada por la presencia de deposicion de fibrilos de proteina A amiloide
(AA), hay un estado de enfermedad inflamatoria o crénica subyacente o

asociada.

Las amiloidosis heredofamiliares pueden tener depdsitos neuropaticos,
renales o cardiovasculares asociados del tipo transtiretina ATTR. Otras
amiloidosis heredofamiliares incluyen otros sindromes y pueden tener
diferentes componentes amiloides (p.e., fiebre Mediterranea familiar que esta
caracterizada por fibrilos AA). Otras formas de amiloidosis incluyen formas
locales, caracterizadas por depdsitos del tipo tumor, focales que se encuentran
en organos aislados. Otras amiloidosis estan asociadas con envejecimiento, y
estan comunmente caracterizadas por formacién de placa en el corazén o
cerebro. También son comunes los depdsitos amiloides asociados con
hemodialisis a largo plazo. Estas y otras formas de enfermedad amiloide se
resumen en la Tabla 1 (Tan, S. Y. y Pepys, Histopathology 25:403-414, 1994;
Harrison's Handbook of Internal Medicine, 13" Ed., Isselbacher, K.J., et al, eds,
McGraw-Hill, San Francisco, 1995) y se describen en las Patentes U.S. Nos.
6,875,434, 6,890,535, 6,913,745, 6,923,964, y 6,936,246, que estan
incorporadas mediante referencia en la presente en su totalidad.

TABLA 1
Clasificacion de Enfermedades Amiloides
Proteina/ Precursor de proteina Variantes de Clinica
péptido amiloide proteina
AA Proteina A amiloide en Amiloidosis  reactiva  (secundaria):
suero (ApoSSA) Fiebre Mediterranea familiar

Neuropatia amiloide familiar con

urticaria y sordera (sindrome de

Muckle-Wells)
AA Proteina A amiloide en Amiloidosis sistémica reactiva asociada
suero (ApoSSA) con enfermedades inflamatorias
sistémicas

AL Cadenas ligeras de | Ak, A, (p.e., | Amiloidosis idiopatica (primaria):




inmunoglobulina AKIIIN asociada con mieloma o]
monoclonales (kapa, macroglobulinemia; amiloidosis
lambda) sistémica asociada con discrasia del
inmunocito; gammapatia monoclonal;
discrasia oculta; amiloidosis nodular
local asociada con enfermedades
inflamatorias cronicas
AH 19G (1(y1)) Ayl Amiloidosis de cadena pesada
asociada con varias discrasias del
inmunocito
ATTR Transtiretina (TTR) Al menos 30 | Polineutropatia de amiloide familiar
mutaciones (p-e., Met 30, Portugués)
puntuales
conocidas
ATTR Transtiretina (TTR) p.e., Met 111 Cardiomiopatia amiloide familiar
(Danesa)
ATTR Transtiretina (TTR) TTR tipo salvaje | Amiloidosis senil sistémica
ol1e 122
AapoA1 AapoA1 Arg 26 Polineuropatia amiloide familiar
Agel Gelsolin Asn 187 Amiloidosis Familiar (Finlandesa)
Acys Cistatin C Gin 68 Hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (Islandesa)
AB Precursor de proteina b | Varias: GIn 618, Enfermedad de Alzheimer
Amiloide (p-e., b- Sindrome de Down
APPegogs) Amiloidosis  hemorragica  cerebral
hereditaria (Dutch)
Angiopatia amiloide cerebral
esporadica
Miositis por cuerpo de inclusion
AB>M Microglobulina beta, Asociada con hemodialisis cronica
Acal (Pro)calcitonina (Pro)calcitonina Carcinoma de tiroides medular
Amiloidosis Senil Focal:
AANF Factor natriurético atrial Amiloide atrial aislado
AB Proteina precursora (- Cerebro
amiloide
SVEP? - Vesiculas seminales
AB>M Microglobulina beta, Prostata

Keratina

Amiloide cutaneo primario localizado

(macular, popular)




PrP Proteina precursora del | Proteina scrapie | Enfermedad de  Creutzfeldt-Jacob
prion (forma celular 33- | de 27-30 kDa esporadica
35 kDa) Kuru (encefalopatias espongiforme

transmisible, enfermedades del prion)

AIAPP Polipéptido amiloide del Islotes de Langerhans
islote (IAPP) Diabetes tipo Il
Insulinoma
Hormonas de | p.e., precalcitonina Amiloidosis exocrina, asociada con
péptido, APUDomas
fragmentos

@ proteina exocrina de vesicula seminal

Usualmente, los fibrilos que forman la masa de un depdsito amiloide se
derivan de una o mas proteinas o péptidos precursores primarios, y estan
usualmente asociados con glicosaminoglicanos sulfados. Adicionalmente, los
depdsitos amiloides pueden incluir proteinas y péptidos menores de varios
tipos, junto con otros componentes, tales como proteoglicanos, gangliosidas y

otros azucares, descritos en mas detalle en las secciones siguientes.

Los fibrilos AA estan compuestos de fragmentos de péptido que varian
en tamano, pero son generalmente de aproximadamente 8000 daltons (péptido
o proteina AA) formados por clivado proteolitico de proteina A amiloide en
suero (SAA), una apolipoproteina circulante que esta presente en particulas
HDL y que es sintetizada en hepatocitos en respuesta a citoquinas tales como
interleucina (IL)-1 e IL-6, asi como el factor a de necrosis de tumor. Ver Husby,
G. et al. Amyloid 1, 119-137 (1994). La clivado proteolitico produce la
deposicion patolégica de un N-terminal de ~76 residuos dos tercios de la
proteina SAA. En humanos, la concentracion en plasma de SAA es
normalmente de ~0.1 mg/ml pero puede aumentar mas de 1,000 veces en
respuesta a un estimulo inflamatorio. Como parte de este proceso, la molécula
de SAA se somete a protedlisis y el producto del clivado N-terminal es
depositado sistémicamente como fibrilos de AA en 6rganos vitales, incluyendo




el higado, bazo, rifiones, y glandulas adrenales. La deposiciéon también es

comun en el corazén y el tracto grastrointestinal.

Generalmente, la amiloidosis AA es una manifestacion de enfermedades
que provocan una respuesta de fase aguda sostenida. Tales enfermedades
incluyen trastornos inflamatorios cronicos, infecciones microbianas locales o
sistémicas, y neoplasmas malignos. Las enfermedades amiloide AA incluyen,
pero no se limitan a enfermedades inflamatorias, tales como artritis reumatoide,
artritis crénica 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 infecciones microbianas cronicas, tales como lepra, tuberculosis,
bronquiéctasis, ulceras por decubito, pielonefritis crénica, osteomielitis, y
enfermedad de Whipple. Ciertos neoplasmas malignos también pueden
producir depdsitos amiloides de fibrilos AA. Estos incluyen condiciones tales
como linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas del intestino, pulmoén y
tracto urogenital, carcinoma de célula basal, y leucemia de célula vellosa. La
enfermedad amiloide AA también puede resultat de enfermedades inflamatorias
heredadas tales como Fiebre Mediterranea Familiar. Adicionalmente, la
enfermedad amiloide AA puede resultar de trastornos linfoproliferativos tales
como enfermedad de Castleman. La amoliodosis AA es insidiosa y progresiva.
Los sintomas se presentan usualmente en etapas tardias de la enfermedad.
Frecuentemente, el paciente no es udiagnosticado hasta que ha ocurrido un
dano significativo en organo. Los fibrilos AA se depositan en organos vitales
que conducen a la disfuncién del érgano y posteriormente la muerte. La tasa de
supervivencia de cinco afnos es del 45-50%. La supervivencia media después
del diagnostico es de 4-8 afos. La enfermedad Renal en etapa final es la causa
de muerte en el 40-60% de los casos. Ver Gillmore J.D. et al, Lancet 358:24-9
(2001).



Actualmente, no existen tratamientos aprobados especifidos dirigidos al
amiloide para ninguna de las enfermedades amiloides, incluyendo Amiloidosis
AA. Ver Gillmore J.D. et al., Lancet 358:24-9 (2001). Cuando hay un estado de
enfermedad subyacente o asociado, la terapia se dirige a disminuir la
produccion de proteina amiloidogénica tratando la enfermedad subyacente. Por
ejemplo, la estrategia de tratamiento actual para la Amiloidosis AA es dirigirse a
la inflamacion subyacente, reducir los niveles de ApoSSA por debajo de
10mg/l. Las terapias empleadas actualmente incluyen quimioterapia
(clorambucil 'y  MTX), inmunosupresores (azatioprina), farmacos
antiinflamatorios (colcicina) e inhibidores de TNF. La invencion, por ende,
cumple con una necesidad de hace mucho tiempo de régimenes terapéuticos

para prevenir o mejorar los efectos de la Amiloidosis AA.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion provee un anticuerpo aislado humano,
humanizado o quimérico, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se
une especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 del péptido A
amiloide humano, por ejemplo, un epitopo entre los residuos 70-76 de la SEQ
ID NO: 2 o un epitopo que comprende los residuos establecidos como SEQ ID
NOs: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, u 11. Los anticuerpos o fragmentos de unién a
anticuerpo de la invencion incluyen aquellos que compiten para la unién al
péptido A amiloide humano con anticuerpo 2A4 producido mediante Numero de
Acceso ATCC o con el anticuerpo 7D8 producido mediante Numero
de Acceso ATCC . Los anticuerpos adicionales de la invencién
compiten para unién al péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una region variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de la
SEQ ID NO: 152 o los residuos 20-131 de 153 y una region variable de cadena
pesada indicada como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.



Los anticuerpos revelados incluyen versiones humanizadas y quiméricas
del anticuerpo 2A4 producidas por el Numero de Acceso ATCC o wuna
version humanizada o quimérica del anticuerpo 7D8 producida por el Numero
de Acceso ATCC

Por ejemplo, los anticuerpos y fragmentos de uniébn a antigeno
representativos comprenden una regidn variable de cadena ligera que
comprende una o mas regiones de complementariedad de una regién variable
de cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO:
152 o0 una o mas regiones de complementariedad de una region variable de
cadena ligera de 7D8 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO:
153. Como otro ejemplo, los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno
representativos comprenden una regidn variable de cadena ligera que
comprende dos regiones de complementariedad de una region variable de
cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152
o dos regiones de complementariedad de una region variable de cadena ligera
de 7D8 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153. Anticuerpos
y fragmentos de union a antigeno representativos adicionales comprenden una
region variable de cadena ligera que comprende tres regiones de
complementariedad de una region variable de cadena ligera de 2A4 indicada
como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o tres regiones de
complementariedad de una region variable de cadena ligera de 7D8 indicada
como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153. Las versiones humanizadas
representativas de un anticuerpo 2A4 o 7D8 comprenden al menos un residuo
de marco de cadena ligera seleccionado del grupo que consiste de L87 y L90
(convencion de numeracion Kabat), que estda ocupado por Y y F,
respectivamente, y en donde el resto de la region variable de cadena ligera
esta ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina aceptora humana. Anticuerpos y fragmentos de

union a antigeno representativos comprenden al menos un residuo de marco
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de cadena ligera seleccionado del grupo que consiste de +7, +14, +15, +17,
+18, +50, +75, +88, + 92, y +109 (numeracion lineal), que esta ocupada por T,
S,L,D,Q, K Y,L, F, yL, respectivamente, y en donde el resto de la region
variable de cadena ligera esta ocupado por un residuo correspondiente en una
region variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana. Por
ejemplo, anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno representativos
comprenden al menos un residuo de marco de cadena ligera seleccionado del
grupo que consiste de +75 y +92 (numeracion lineal), que esta ocupado por Y y
F, respectivamente, y en donde el resto de la region variable de cadena ligera
esta ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina aceptora. En otros anticuerpos y fragmentos de
unién a antigeno representativos de la invencidn, la region variable de cadena
ligera comprende un residuo de marco en +105 (numeracion lineal) ocupado

por Q.

Por ejemplo, los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de la
invencion incluyen aquellos que comprenden una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +7 (numeracion lineal) ocupado
por T, en donde el resto de la regidn variable de cadena ligera esta ocupada
por un residuo correspondiente en una region 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 +14 (numeracion lineal) ocupada por S, en donde el resto de la
region variable de cadena ligera es ocupada por un residuo correspondiente en
una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana;
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +15 (numeracion lineal) ocupada
por L, en donde el resto de la region variable de cadena ligera es ocupada por
un residuo correspondiente en una region variable de cadena ligera de

inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
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antigeno una region variable de cadena ligera que comprende un residuo de
marco en +17 (numeracion lineal) ocupado por D, en donde el resto de la
region variable de cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en
una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina acertora humana;
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +18 (numeracion lineal) ocupado
por Q, en donde el resto de la regidn variable de cadena ligera es ocupado por
un residuo correspondiente en una region 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 +50 (numeracion lineal) ocupado por K, en donde el resto de la
region variable de cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en
una region variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana;
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +75 (numeracion lineal) ocupado
por Y, en donde el resto de la region variable de cadena ligera es ocupado por
un residuo correspondiente en una region 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 +88 (numeracion lineal) ocupado por L, en donde el resto de la region
variable de cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en una
region variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana;
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +92 (numeracion lineal) ocupado
por F, en donde el resto de la region variable de cadena ligera es ocupado por
un residuo correspondiente en una region 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 lineal) ocupado por L, en donde el resto de la

region variable de cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en
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una regiéon variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana; y
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena
ligera que comprende un residuo de marco en +105 (numeracion lineal)
ocupado por Q, en donde el resto de la regidén variable de cadena ligera es
ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de cadena

ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

Las regiones variables de cadena de inmunoglobulina aceptora humana
usadas en la invencidon incluyen la region variable de cadena ligera del
subgrupo 2 kappa humano (convencion Kabat), por ejemplo, regién variable de
cadena ligera del subgrupo 2 humano de una linea germinal humana VKIIA 19/
A3, tal como la regidn variable de cadena ligera Vk humana que comprende
una secuencia indicada como SEQ ID NO: 166 o 167. En aspectos particulares
de la invencion, los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno comprenden
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino
acido indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152, residuos 20-
131 de la SEQ ID NO: 153, o indicados como SEQ ID NO: 155, 156, 157, 158,
159, 160, 174, 175, 0 176.

Los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno representativos de la
invencion incluyen también aquellos que comprenden una region variable de
cadena pesada que comprende una 0 mas regiones de complementariedad de
una region variable de cadena pesada de 2A4 indicada como los 20-138 de la
SEQ ID NO: 154, por ejemplo, una region variable de cadena pesada que
comprende dos regiones de complementariedad de una region variable de
cadena pesada de 2A4 indicada como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO:
154, o una region variable de cadena pesada que comprende las regiones de
complementariedad de una region variable de cadena pesada de 2A4 indicada
como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154. Los anticuerpos y fragmentos

de union a antigeno, 2A4 y 7D8 humanizados representativos comprenden al
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menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado del grupo que
consiste de H37, H49, H70, y H93 (convencidén de numeracion Kabat), que esta
ocupado por I, A, F, o V, respectivamente, y en donde el resto de la region
variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una
region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.
Anticuerpos y fragmentos de union a antigeno humanizados representativos
comprenden al menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado
del grupo que consiste de +10, +15, +19, +37, +49, +73, +78, +79, +80, +87,
+95, +99, +119 (numeracion lineal), que es ocupado por R, K, K, I, A, F, Q, S,
M, N, M, V, o A, respectivamente, y en donde el resto de la regién variable de
cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana. Por ejemplo,
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno humanizados representativos
comprenden al menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado
del grupo que consiste de +37, +49, +73, y +99 (numeracion lineal), que es
ocupado por I, A, F, o V, respectivamente, y en donde el resto de la region
variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una

region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.

Por ejemplo, los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de la
invencion incluyen quellos que comprenden una region variable de cadena
pesada que comprende un residuo de marco en +10 (numeracién lineal)
ocupado por R, en donde el resto de la region variable de cadena pesada es
ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de
unién a antigeno una region variable de cadena pesada que comprende un
residuo de marco en +15 (numeracién lineal) ocupado por K, en donde el resto
de la regién variable de cadena pesada es ocupado por un residuo
correspondiente en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina

aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de union a antigeno una region
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variable de cadena pesada que comprende un residuo de marco en +19
(numeracién lineal) ocupado por K, en donde el resto de la region variable de
cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos
y fragmentos de union a antigeno una region variable de cadena pesada que
comprende un residuo de marco en +37 (numeracion lineal) ocupado por I, en
donde el resto de la region variable de cadena pesada es ocupado por un
residuo correspondiente en una region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno una region variable de cadena pesada que comprende un residuo de
marco en +49 (numeracion lineal) ocupado por A, en donde el resto de la
region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente
en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana; anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno una regién variable de
cadena pesada que comprende un residuo de marco en +73 (numeracion
lineal) ocupado por F, en donde el resto de la region variable de cadena
pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos vy
fragmentos de union a antigeno una regidn variable de cadena pesada que
comprende un residuo de marco en +78 (numeracion lineal) ocupado por Q, en
donde el resto de la region variable de cadena pesada es ocupado por un
residuo correspondiente en una region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno una region variable de cadena pesada que comprende un residuo de
marco en +79 (numeracion lineal) ocupado por S, en donde el resto de la
region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente
en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana; anticuerpos and fragmentos de unidén a antigeno una region variable
de cadena pesada que comprende un residuo de marco en +80 (numeracion

lineal) ocupado por M, en donde el resto de la region variable de cadena
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pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos vy
fragmentos de union a antigeno una regidn variable de cadena pesada que
comprende un residuo de marco en +87 (numeracién lineal) ocupado por N, en
donde el resto de la region variable de cadena pesada es ocupado por un
residuo correspondiente en una region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina aceptora humana; anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno una region variable de cadena pesada que comprende un residuo de
marco en +95 (numeracion lineal) ocupado por M, en donde el resto de la
region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente
en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana; anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno una regién variable de
cadena pesada que comprende un residuo de marco en +99 (numeracion
lineal) ocupado por V, en donde el resto de la region variable de cadena
pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana; y anticuerpos vy
fragmentos de union a antigeno una regidn variable de cadena pesada que
comprende un residuo de marco en +109 (numeracion lineal) ocupado por A,
en donde el resto de la region variable de cadena pesada es ocupado por un
residuo correspondiente en una region variable de cadena pesada de

inmunoglobulina aceptora humana.

Las regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana incluyen una region variable de cadena pesada del subgrupo 3 gama
humana (convencion Kabat), por ejemplo, region variable de cadena pesada
del subgrupo 3 gama humana que comprende una secuencia indicada como
SEQ ID NO: 165, tal como una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de amino acido indicada como los residuos 20-138
de la SEQ ID NO: 154 o indicada como la SEQ ID NO: 161, 162, o 163.
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Anticuerpos y fragmentos de wunidn a antigeno representativos
adicionales comprenden una region variable de cadena ligera que co,mprende
tres regiones determinantes de complementariedad de una region variable de
cadena ligera de 2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152
o tres regiones de complementariedad de una regién variable de cadena ligera
de 7D8 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una region
variable de cadena pesada que comprende tres regiones de
complementariedad de una 2A4 region variable de cadena pesada indicada
como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154. Por ejemplo, tales
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno incluyen aquellos que tienen una
region variable de cadena ligera que comprende tres regiones determinantes
de complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 168, 169, y 170, y una
region variable de cadena pesada que comprende tres regiones de
complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 171, 172, y 173. Como
otro ejemplo, tales anticuerpos y fragmentos de union a antigeno incluyen
aquellos que tienen una region variable de cadena ligera que comprende tres
regiones determinantes de complementariedad indicadas como las SEQ ID
NOs: 177, 169, y 170, y una region variable de cadena pesada que comprende
tres regiones de complementariedad indicadas como SEQ ID NOs: 171, 172,y
173. Como otro ejemplo, tales anticuerpos y fragmentos de union a antigeno
incluyen aquellos que comprenden una regidn variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de amino acido indicada como los residuos 20-131
de la SEQ ID NO: 152 o como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y
una regioén variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino
acido indicada como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154. Como otro
ejemplo, tales anticuerpos y fragmentos de union a antigeno incluyen aquellos
que tienen una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 155, 156, 157, 158, 159, 160,
174, 175, o 176, y una region variable de cadena pesada que comprende una

secuencia de amino acido indicada como SEQ ID NO: 161, 162, o 163.
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En aspectos particulares de la invencion, un anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno comprende una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 155, y
una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino
acido indicada como SEQ ID NO: 161; una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de amino acido indicada como SEQ ID NO: 155,
y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acido indicada como SEQ ID NO: 162; una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de amino acido indicada como SEQ ID
NO: 155, y una region 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 secuencia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 156, y una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161; una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como SEQ ID NO: 156, y una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 162;
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino
acido indicada como SEQ ID NO: 156, y una regién variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de amino 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: 157, y una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 161; una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 157, y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 162; una regidn variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 157, y

una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino
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acido indicada como la SEQ ID NO: 163; una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:
158, y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161; una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID
NO: 158, y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 162; una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 158, y una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de amino 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 region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 161; una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 159, y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 162; una regidn variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 159, y
una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino
acido indicada como la SEQ ID NO: 163; una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:
160, y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161; una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID
NO: 160, y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 162; una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 160, y una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:

163; SEQ ID NO: 174, y una region variable de cadena pesada que comprende
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una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161; una regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 174, y una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:
162; una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 174, y una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 163; una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 175, y una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 161; una regidn variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 175, y
una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de amino
acido indicada como la SEQ ID NO: 162; una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:
175, y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 163; una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID
NO: 176, y una region variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161; una region
variable de cadena ligera que comprende una secuencia de amino acido
indicada como la SEQ ID NO: 176, y una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO:
162; o una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
amino acido indicada como la SEQ ID NO: 176, y una region variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de amino acido indicada como
la SEQ ID NO: 163.

También se proveen acidos nucleicos aislados que codifican un

anticuerpo humano, humanizado, o quimérico, o fragmento de union a antigeno
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del mismo, que se une especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76
de péptido A amiloide humano, incluyendo todos estos anticuerpos vy
fragmentos de unién a antigeno aqui descritos y como se indican en las
reivindicaciones. Se proveen ademas células que expresan tales acidos

nucleicos.

En otros aspectos, la presente invencidén provee un anticuerpo aislado, o
fragmento de union a antigeno del mismo, que se une especificamente a un
epitopo que comprende X/{EDX; en una proteina amiloide agregada, en donde
X1y Xz son cualquier amino acido. Tales anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno incluyen anticuerpos humanos, humanizados, o quiméricos, Yy
fragmentos de unidn a antigeno de los mismos, por ejemplo, aquellos que se
unen especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 de péptido A

amiloide humano.

Anticuerpos y fragmentos de union a antigeno representativos
adicionales incluyen aquellos en donde X1 esH, T, F, S, P, A L, C, Q R, E, K,
D,G,V,Y,l,oW,yendonde X;esT,S,E,R,I,V,F,D,A,G,M,L,N, P, C, K,
Y,orQ;orXiisH, T,F,S,P,0A,yendonde X;esT,S,E,R,|,V,F,D,0A;0
XiesH, T,F,0A;0X;esT,S,E,D,0A;oXsesH, T,F,oAyX,esT,S,E,
D,oA;oXiesH, T,0AyX,esT,S,E,0A;o0XiesHoAyX,es T, S,0A;0
XiesHyXoesToA;oXiesAyXsesS, T,EoV;oXiesAyXzyes S, ToE;
oXiesTyXesE;oXiesFyXsesD;oXiesSyX,esE,FoA;oXiesPy
X2 es E, | o F. Por ejemplo, tales anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno
se unen a un epitopo que consiste de una secuencia de amino acido
seleccionada del grupo 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),
TEDE (SEQ ID NO: 16), 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: 22), AEDV (SEQ ID NO: 23), SEDF (SEQ ID NO: 24), y

),
)
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SEDA (SEQ ID NO: 25); o un epitopo que consiste de una secuencia de amino
acido 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), TEDE (SEQ ID NO: 16), 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: 22), SEDF (SEQ ID NO: 24), y SEDA (SEQ ID
NO: 25); o un epitopo que consiste de una secuencia de amino acido
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 NO: 16). Los epitopos revelados se pueden
encontrar en una proteina amiloide agregada, por ejemplo, un epitopo que
comprende una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste
de GHGAEDS (SEQ ID NO: 4), GHDAEDS (SEQ ID NO: 5), GDHAEDS (SEQ
ID NO: 7), STVIEDS (SEQ ID NO: 8), y GRGHEDT (SEQ ID NO: 9); o un
epitopo que comprende una secuencia de amino acido GHGAEDS (SEQ ID
NO:4); o un epitopo que comprende los amino acidos HEDT (SEQ ID NO: 12);
0 un epitopo que comprende los amino acidos HEDA (SEQ ID NO: 15); o un
epitopo que comprende los amino acidos AEDS (SEQ ID NO: 13) o un epitopo
que comprende los amino acidos AEDT (SEQ ID NO: 14); o un epitopo que
comprende los amino acidos TEDE (SEQ ID NO: 16); o un epitopo que
comprende la secuencia de amino acido AEDV (SEQ ID NO: 23); o un epitopo
que comprende la secuencia de amino acido SEDF (SEQ ID NO: 24) o PEDF
(SEQ ID NO: 22); o un epitopo que comprende una secuencia de amino
seleccionada del grupo que consiste de PEDS (SEQ ID NO: 26), PEDL (SEQ
ID NO: 27), TEDV (SEQ ID NO: 28), AEDE (SEQ ID NO: 19), SEDI (SEQ ID
NO: 29) y TEDT (SEQ ID NO: 30); o un epitopo que comprende una secuencia
amino seleccionada del grupo que consiste de 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 ID NO: 16), QEDR
(SEQ ID NO: 38), TEDL (SEQ ID NO: 39), PEDN (SEQ ID NO: 40), EEDP

)
)
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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 (SEQ ID NO: 46), DEDD
SEQ ID 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), [EDL (SEQ
ID NO: 53), WEDY (SEQ ID NO: 54), DEDW (SEQ ID NO: 55), SEDL (SEQ ID
NO: 56), YEDQ (SEQ ID NO: 57), LEDW (SEQ ID NO: 58), YEDR (SEQ ID NO:
59) y PEDK (SEQ ID NO: 60).

(
(
(
(

Los anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno aqui descritos
incluyen aquellos que se unen a la proteina amiloide en forma monomérica con
una afinidad de menos de aproximadamente 10’ M. Proteinas amiloide
representativas incluyen proteina A amiloide en suero (SAA), proteina de
cadena ligera de inmunoglobulina (tal como VA6 Wi1 y Vk),polipéptido
precursor de amiloide de islote humano (IAPP), péptido beta amiloide,
transtiretina (TTR), y ApoA1.

También se proveen acidos nucleicos aislados que codifican un
anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se unen
especificamente a un epitopo que comprende X{EDX, en una proteina miloide
agregada, en donde X; y Xz son cualquier amino acido, incluyendo todos los
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno aqui descritos anteriormente y
como se indican en las reivindicaciones. Se proveen ademas células que

expresan tales acidos nucleicos.

La presente invencidon provee adicionalmente métodos para tratar
terapéuticamente o profilacticamente un sujeto que tiene amiloidosis AA
usando un anticuerpo humano, humanizado, o quimérico, o fragmento de union
a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitopo entre los
residuos 70-76 de péptido A amiloide humano, por ejemplo, un epitopo entre
los residuos 70- 76 de la SEQ ID NO: 2. Los sujetos que se pueden beneficiar
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con los métodos terapéuticos revelados incluyen sujetos que sufren de una
enfermedad amiloide seleccionada del grupo que consiste de artritis
reumatoide, artritis crénica juvenil, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia
soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto, sindrome de
Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, ulceras por
decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén y tracto urogenital,
carcinoma de célula basal, leucemia de célula vellosa, Fiebre Mediterranea
Familiar, y Enfermedad de Castleman. Los sujetos que se pueden beneficiar de
los métodos profilacticos revelados incluyen sujetos susceptibles o en riesgo de

desarrolar cualquiera de los trastornos anteriores.

También se proveen métodos para tratar terapéuticamente o
profilacticamente un sujeto que tiene amiloidosis asociada con una proteina
amiloide agregada, que comprende la secuencia de amino acido ED usando un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno que se une especificamente a un
epitopo que comprende X/{EDX; en una proteina amiloide agregada, en donde
X1y Xz son cualquier amino acido. Los sujetos que se pueden beneficiar con
los métodos terapéuticos revelados para tratar la amiloidosis asociada con una
proteina amiloide agregada incluyen aquellos sujetos que sufren de amiloidosis
AA, amiloidosis AL, enfermedad de Alzheimer, Deterioro cognitivo leve,
polineuropatia amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells,
amiloidosis sistémica reactiva asociada con enfermedades inflamatorias
sistémicas, amiloidosis asociada con mieloma o macroglobulinemia, amiloidosis
asociada con discrasia del inmunocito, gammapatia monoclonal, discrasia
oculta, y amiloidosis nodular local asociada con enfermedades inflamatorias
cronicas. Los sujetos que se pueden benefiricar de los métodos profilactivos
revelados incluyen aquellos sujetos susceptibles o en riesgo de desarrollar
cualquiera de los trastornos anteriores. En un aspecto de la invencion, la

proteina amiloide comprende la secuencia AEDV (SEQ ID NO: 23), y la
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enfermedad amiloidogénica tratada terapéuticamente o profilacticamente,
usando los métodos revelados es amiloidosis AA, amiloidosis AL,
polineuropatia amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells,
amiloidosis sistémica reactiva asociada con enfermedades inflamatorias
sistémicas, amiloidosis asociada con mieloma o macroglobulinemia, amiloidosis
asociada con discrasia del inmunocito, gammapatia monoclonal, discrasia
oculta, y amiloidosis modilar local asociada con enfermedades inflamatorias

cronicas.

Los métodos terapéuticos y profilacticos revelados son utiles para el
tratamiento de sujetos humanos. Los indices representativos de tratamiento
terapéutico eficaz incluyen ralentizacion de la progresiéon de la amiloidosis,
inhibicién de la deposicion de agregados de fibrilo amiloide, y/o depuracion de
los agregados de fibrilo amiloide. Los indices representativos de tratamiento
profilactico eficaz incluyen retraso de la aparicion de la amiloidosis y/o

reduccion de un riesgo de amiloidosis.

Aun adicionalmente se proveen métodos para detector un depdsito
amiloide asociado con amiloidosis AA en un sujeto anticuerpo humano,
humanizado, o quimérico, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se
une especificamente a un epitopo entre los 70-76 del péptido A amiloide
humano, cuyo anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno esta unido a un
marcador detectable, y luego detectar el marcador detectable en el sujeto.
Métodos adicionales comprenden detector una proteina amoliode agregada
que comprende la secuencia de amino acido ED usando un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno que se une especificamente a un epitopo que
comprende X/{EDXz en una proteina amiloide agregada, en donde X; y X, son
cualquier amino acido. Los métodos de deteccidén anteriores se pueden usar,
por ejemplo, para monitorear la aparicidon o progresién de la enfermedad, o

terapia en cualquiera de las enfermedades y trastornos anotados
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anteriormente. En cuanto a los métodos de tratamiento aqui revelados, tal
monitoreo se puede realizar en sujetos humanos asi como no humanos.
Marcadores detectables utiles incluyen radiomarcadores, tales como '®I. Para
realizar tales métodos de deteccion, el paso de detectar el marcador detectable
se puede llevar a cabo mediante técnicas no invasivas, tales como

representacion grafica SPECT/CT y espectroscopia de RMN.

Se proveen aun ademas meétodos de inmunoterapia active de un sujeto
que tiene amiloidosis AA, usando un agente que induce una respuesta inmune
a los residuos 70-76 del péptido A amiloide efectivo para inducir una respuesta
inmune que comprende anticuerpos contra los residuos 70-76 de un péptido A
amiloide. Agentes representativos para inducir la respuesta inmune incluyen los
residuos 70-76 de péptido A amiloide o un subfragmento de al menos 3
residuos contiguos del mismo, que tienen menos de 20 amino acidos contiguos
de un péptido AA. Estos métodos son utiles terapéuticamente y/o
profilacticamente para el tratamiento de los sujetos aqui descritos
anteriormente con respecto a la inmunoterapia pasiva, p.e., administrando un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno que se une especificamente a los
residuos 70-76 del péptido AA amiloide. Los indices de eficacia terapéutica y
profilactiva también son como se anotaron anteriormente con respecto a la

inmunoterapia pasiva.

Lo anterior resume aspectos particulares de la invencion, y los aspectos

adicionales de la invencién se describen aqui.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Alineacion de secuencia de SAA1 humana, SAA2 humana, SAA3
humana y SAA4 humana.
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Figura 2: Alineacion de secuencia de SAA1 huaman y AA1 humana.
Figura 3: Alineacion de secuencia de SAA2 humana y AA2 humana.
Figura 4: Alineacion de secuencia t de SAA3 humana y AA3 humana.

Figura 5: Alineacion de secuencia de SAA4 yAA4 hHumana.

Figura 6: Alineacion de secuencia de AA1 humana, AA2 humana, AA3
humana y AA4 humana.

Figura 7: Alineacion de secuencia de al menos siete residuos de AA1
humana, AA2 hHumana, AA3 humana y AA4 humana.

Figura 8: Alineacion de secuencia de SAA1 de ratén, SAA2 de raton, SAA3
de raton y SAA4 de ratén.

Figura 9: Alineacion de secuencia de SAA1 de raton y AA1 de raton.

Figura 10:  Alineacion de secuencia SAA2 de raton y AA2 de raton.

Figura 11:  Alineacion de secuencia SAA3 de raton y AA3 de raton.

Figura 12:  Alineacion de secuencia de SAA4 de raton y AA4 de mRaton.
Figura 13:  Alineacion de secuencia AA1 de raton, AA2 de raton, AA3 de
raton, AA4 de raton.

Figura 14:  Alineacion de secuencia de los ultimos siete residuos de AA1 de
raton, AA2 de raton, AA3 de raton, AA4 de raton.

Figura 15:  Alineacion de secuencia de SAA1 humana y SAA1 de ratén.
Figura 16:  Alineacion de secuencia de AA1 humana y AA1 de raton.

Figura 17:  Alineacién de secuencia de SAA1 humana y fragmento de SAA1
de raton.

Figura 18:  Alineacion de secuencia de SAA1 alfa humana, SAA1 beta
humana, y SAA1 gama humana.

Figura 19:  Alineacion de secuencia de SAAZ2 alfa humana y SAA2 beta
humana.

Figura 20: Comparacion de secuencia de proteinas SAA. La region de
péptido usada para generar 2A4, 8G9 y 7D8 se muestra en lineas punteadas.
La insercion de amino acido 8 entre las posiciones 67 y 68 en la secuencia
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Shar Pei se indica mediante el subrayado y la flecha. Alineacion realizada con
CLUSTAL W.

Figura 21:  Secuencias de linea germinal de cadenas ligeras de Vk.

Figura 22:  Secuencias de linea germinal de cadenas pesadas de VA.

Figura 23:  Secuencia de amino acido de VA6 Wil.

Figura 24: Cristal de rayos X de VA6 Wil que muestra la posicién de Glu50-
Asp51.

Figura 25:  Cristal de rayos X de VA6 Wil que muestra la posicion de Glu81-
Asp82

Figura 26: Cinética de union de mAbs Elan a fibrilos VA6 Wil sintéticos.
Mediciones BlAcore de la interaccion de los mAbs 2A4, 7D8 y 8G9 a 6.6 nM
con fibrilos VA6 Wil inmovilizados. La KD calculada para cada interaccién fue ~
1 nM.

Figura 27:  Cinética de la unidén dependiente de concentracion del mAb 7D8 a
fibrilos VA6 Wil sintéticos. La interaccidn de anticuerpo a una concentracion de
6.6 - 33.3 nM con fibrilos VA6 Wil inmovilizados se midié mediante BlAcore.
Figura 28: Cinética de unién del mAb 7D8 a fibrilos VA6 Wil sintéticos en la
presencia de los péptidos p39 y p41. La interacciéon del mAb 7D8 a 6.6 nM con
fibrilos VA6 Will inmovilizados se midié mediante BlAcore en la presencia de los
péptidos p39y p41 a1 020 pg/mL.

Figura29: Reactividad de anticuerpos monoclonales con depositos
amiloides de tejido ALA.

Figura 30:  Biodistribucion de mAb 7D8 '*’|-marcado en ratones que portan
un amiloidoma ALA humano.

Figura 31:  Interaccion de anti-AA de sobrenadantes de cultivo con fibrilos AA
derivados de murino. Resultados de sobrenadantes de cultivo de mAb que se
une a AEF AA murino. Los paneles superiores e inferiores son datos de una
recoleccion de fluido de primer y segundo cultivo, respectivamente.

Figura 32:  Analisis SDS-PAGE de mAbs 2A4, 8G9 y 7D8 purificados de
proteina A.
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Figura 33: Unién de mAbs purificados a péptido inmunizante (p#39) y de
control (p#41).

Figura 34:  Union a extracto amiloide AA murino (AEF).

Figura 35:  Union de mAbs purificados a extracto amiloide AA renal humano.
Figuras 36A-36E: Secuencias de regiones variables de cadena pesada y
ligera de 2A4, 7D8, y 8G9 murinos (Figura 36A); secuencias de regiones
variables de cadena ligera de 2A4/8G9 y 7D8 humanizado (Figuras 36B-36C);
secuencias de regiones variables de cadena ligera humanas usadas como
marcos aceptores (Figura 36D); secuencias de regiones variables de cadena
pesada de 2A4/7D8/8G9 humanizados y region variable de cadena pesada
humana usada como marco aceptor (Figura 36E). Subrayadas, CDRs;

subrayado doble, secuencias lider; minuscula, retro mutaciones.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion prove un anticuerpo aislado o fragmento de union a
antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitopo que incluye
X1EDXz en una proteina amiloide agregada, en donde X; y X, son cualquier
amino acido. Anticuerpos representativos de la invencion también incluyen
anticuerpos o fragmentos de los mismos que (a) compiten por uniébn a un
epitopo que incluye X4EDX; con un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; (b) se unen al
mismo epitopo que incluye X{EDX; como un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; (c)
incluyen un dominio de aunion a antigeno de un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; o
(d) incluyen las seis regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de
un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9.

La invencion también provee una region variable de anticuerpo aislado
que incluye (a) una region variable de cadena ligera de un anticuerpo derivado
del anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; o (b) una region variable de cadena pesada de

un anticuerpo derivado de un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9.
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La invencién también provee un acido nucleico aislado que codifica una
region variable de cadena ligera o region variable de cadena pesada de
anticuerpo, incluyendo (a) una secuencia de nucleétido que codifica una region
variable de cadena ligera o cadena pesada de un anticuerpo 7D8, 2A4, o 8G9;
(b) una secuencia de nucleotido que es idéntica a la secuencia de nucledétido
de un anticuerpo 7D8, un 2A4, o un 8G9 que codifica una region variable de
cadena ligera o cadena pesada; (c) una secuencia de nucledtido que es
sustancialmente idéntica a una secuencia de nucleotido de (a) o (b); o (d) un
acido nucleico que hibridiza especificamente a un acido nucleico que tiene una
secuencia de nucledtido que es el complemento de una secuencia de

nucleotido de (a) o (b) bajo condiciones de hibridacion severas.

También se proveen las células que expresan los anticuerpos y
fragmentos de union a antigeno de la presente invencion. La inencion prove

ademas células que expresan los acidos nucleicos de la invencidn.

La invencion también incluye métodos de tratamiento de enfermedades
amiloides y métodos de profilaxis de enfermedades amiloides usando los
anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de la invencion. Actialmente, no
hay tratamientos dirigidos a amiloide aprobados especificos para ninguna de
las enfermedades amiloides, incluyendo Amiloidosis AA y amiloidosis AL. Ver
Gillmore J.D. et al., Lancet 358:24-9 (2001). Cuando hay un estado de
enfermedad subyacente o asociado, la terapia se dirige a disminuir la
produccion de proteina amiloidogénica mediante el tratamiento de Ia
enfermedad subyacente. Por ejemplo, la estrategia de tratamiento actual para
la Amiloidosis AA es dirigirse a la inflamacion subyacente, reducir los niveles de
ApoSSA por debajo de 10 mg/l. Las terapias usadas actualmente incluyen
quimioterapia (clorambucil y MTX), inmunosupresores (azatioprina), farmacos

anti-inflamatorios (colcicina) e inhibidores de TNF. La invencion prove
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composiciones famracéuticas y métodos para el tratamiento de enfermedades
amiloides, incluyendo amiloidosis, tales como, por ejemplo, amiloidosis AA'y AL
amiloidosis AL. De acuerdo con un aspecto, la invencion incluye composiciones
farmacéuticas que comprenden, como un ingrediente activo, un agent que es
efectivo para inducir una respuesta inmune en un paciente contra un
componente amiloide. El agente puede ser un péptido que comprende un
fragmento que consiste de la secuencia de amino acido X{EDX; derivada de
una proteina amiloide, El agente puede ser un anticuerpo que se une
especificamente a un epitopo que comprende X{EDX,. En otras realizaciones,
el agente puede ser un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo. Tales
composiciones incluiran también generalmente excipientes y, en realizaciones
preferidas, pueden incluir adyuvantes. En realizaciones adicionales preferidas,
los adyuvantes incluyen, por ejemplo, hidroxido de aluminio, fosfato de
aluminio, MPL™ QS-21 (STIMULON™) o adyuvante de Freund incompleto. De
acuerdo con una realizacién relacionada, tales composiciones farmacéuticas
puede incluir una pluralidad de agentes efectivos para inducir una respuesta

inmune contra mas de un componente amiloide en el paciente.

En una realizacién relacionada, el agente es efectivo para producir una
respuesta immune dirigida contra una proteina amiloide agregada, tal como un
componente amiloide de péptido o proteina de fibrilo. Preferiblemente, tal
péptido o proteina de fibrilo se deriva de una proteina precursora de fibrilo
conocida por estar asociada con ciertas formas de enfermedades amiloides,
como se describe aqui. Tales proteinas precursoras incluyen, pero no se
limitan a, Proteina A Amiloide en Suero (ApoSSA), cadena ligera de
inmunoglobulina, cadena pesada de inmunoglobulina, ApoA1, transtiretina,
lisozima, cadena a de fibrogeno, gelsolina, cistatina C, precursor de proteina 3
amiloide (B-APP), microglobulina Beta,, proteina precursora del prién (PrP),
factor natriurético atrial, queratina, polipéptido amiloide del islote, una hormona

de péptido, y sinucleina. Tales precursores también incluyen proteinas
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mutantes, fragmentos de proteina y péptidos proteoliticos de tales precursores.
En una realizacion preferida, el agente es efectivo para inducer una respuesta
inmune dirigida contra un neoepitopo formado por una proteina o péptido de
fibrilo, con respecto a una proteina precursora de fibrilo. Esto es, como se
describe en mas detalle en la presente, nuchos péptidos o proteinas
formadoras de fibrilo son fragmentos de tales proteinas precursoras, tales
como los listados anteriormente. Cuando se forman tales fragmentos, tal como
mediante clivado proteolitico, se pueden revelar epitopos que no estan
presentes en el precursor y, por lo tanto, no estan inmunologicamente
disponibles para el sistema inmune cuando el fragmento es una parte de la
proteina precursora. Los agentes dirigidos a tales epitopos pueden ser agentes
terapéuticos preferidos porque pueden ser menos probables de inducir una
respuesta autoinmune en el paciente. Preferiblemente, tales agentes producen
preferencialmente una respuesta inmune dirigida contra una forma patologica
de la proteina amiloide, por ejemplo, una proteina amiloide agregada, con
relacion a formas no patoldgicas de la proteina amiloide.

De acuerdo con una realizacion relacionada, las composiciones
farmacéuticas de la invencion incluyen agentes dirigidos a agregados
amiloides, tales como los seleccionados del grupo que incluye, pero no se
limita a los siguientes péptidos o proteinas agregadas (p.e., fibrilos): AA, AL,
ATTR, AApoA1, Alys, Agel, Acys, AB, AB>M, AScr, Acal, AIAPP y fragmento
NAC de sinucleina. Los nombres completos y composiciones de estos péptidos
se describen aqui. Tales péptidos se pueden hacer de acuerdo con métodos
bien conocidos en la técnica aqui descritos.

Los métodos comprenden administrar al paciente una dosis efectiva de
un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo que comprende
X1EDX> en una proteina amiloide, en donde X; es H, T, F, S, P, A o cualquier

otro residuo de amino acido que precede inmediatamente ED en tal proteina
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amiloide; y en donde X; es T, S, E, R, |, V, F, A o cualquier otro residuo de
amino acido inmediatamente después de ED en tal proteina amiloide. En
algunos métodos, el paciente sufre de una amiloidosis asociada con una
proteina amiloide agregada que comprende la secuencia de amino acido ED.
Algunos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo que consiste de tal
X1EDXz2. En algunos anticuerpos, X1esH, T,F, S,P,0A, y X;es T, S, E, D, R,
I, V, F o A. En algunos de estos anticuerpos, cuando X1 es H, X es T 0 A;
cuando X1 es A, Xoes S, T, Eo V; cuando Xy es T, X, es E; cuando Xq es F, X,
es D; cuando X1 es S, Xoes E, F o A; ycuando X;es P, Xoes E, | o F. En
algunos anticuerpos, Xi1esH, T,F,S,P,o Ay X,esT,S,E,D,R, |, V,F0A,
con la condicion que si X4 es A, X2 no es V. En algunos anticuerpos, cuando X;
esA Xzes S, ToE.

Algunos aanticuerpos se unen especificamente a un epitopo que
comprende 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
(SEQ ID 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 NO: 20), 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).

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un péptido que
comprende una secuencia de amino acido 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), TEDE, (SEQ ID NO: 16),
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: 22),
SEDF, (SEQ ID NO: 24), y SEDA, (SEQ ID NO: 25). Algunos anticuerpos se
unen especificamente a un péptido que comprende una secuencia de amino
acido seleccionada del grupo que consiste de GHEDT, (SEQ ID NO: 3, 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 especificamente a un epitopo entre los
residuos 70 a 76 de AA. Algunos anticuerpos se unen especificamente a un
epitopo entre los residuos 71 a 75 de AA. Algunos anticuerpos son elevados a
un péptido que comprende GHEDT, (SEQ ID NO: 3).

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido PEDS, (SEQ ID NO: 26), PEDL, (SEQ
ID NO: 27), TEDV, (SEQ ID NO: 28), AEDE, (SEQ ID NO: 19), SEDI, (SEQ ID
NO: 29), y TEDT, (SEQ ID NO: 30). Algunos anticuerpos se unen
especificamente a un péptido que comprende la secuencia de amino 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 ID NO: 37), QEDR, (SEQ ID NO: 38), TEDL, (SEQ ID NO: 39)
PEDN, (SEQ ID NO: 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, (SEQ ID NO: 46), DEDD, (SEQ ID NO: 47), DEDG, (SEQ ID NO: 48),
LEDE, (SEQ ID NO: 49), GEDA, (SEQ ID NO: 50), VEDF, (SEQ ID NO: 51
YEDE, (SEQ ID NO: 52), IEDL, (SEQ ID NO: 53), WEDY, (SEQ ID NO: 54
DEDW, (SEQ ID NO: 55), SEDL, (SEQ ID NO: 56), YEDQ, (SEQ ID NO: 57

LEDW, (SEQ ID NO: 58), YEDR, (SEQ ID NO: 59), y PEDK, (SEQ ID NO: 60).

( :
( :

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido AEDV, (SEQ ID NO: 23). Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un péptido que comprende la secuencia
de amino acido SEDF, (SEQ ID NO: 24) o PEDF, (SEQ ID NO: 22). Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un péptido que comprende la secuencia

de amino acido AEDS, (SEQ ID NO: 13). Algunos anticuerpos se unen
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especificamente a un péptido que comprende la secuencia de amino acido
PEDI (SEQ ID NO: 21), AEDV, (SEQ ID NO 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24),
SEDA, (SEQ ID NO: 25), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), y
PEDE, (SEQ ID NO: 20). Algunos anticuerpos se unen a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido AEDV, (SEQ ID NO: 23). Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un péptido que comprende la secuencia
de amino acido SEDF, (SEQ ID NO: 24) o PEDF, (SEQ ID NO: 22). Algunos
anticuerpos se unen especificamente a un péptido que comprende la secuencia
de amino acido AEDS, (SEQ ID NO: 13). Algunos anticuerpos se unen
especificamente a un péptido que comprende la secuencia de amino acido
PEDI (SEQ ID NO: 21), AEDV, (SEQ ID NO 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24),
SEDA, (SEQ ID NO: 25), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), y
PEDE, (SEQ ID NO: 20). Algunos anticuerpos se unen a un péptido que
comprende la secuencia de amino acido TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Cualquiera de los anticuerpos descrito anteriormente puede ser
administrado en los métodos antes descritos para tratar o efectuar profilaxis de
una enfermedad caracterizada por la deposicién de una proteina amiloide tal
como, por ejemplo, una proteina amiloide que compende la secuencia de
amino acido ED. En algunos meétodos, si la proteina amiloide comprende la
secuencia de amino acido AEDV, (SEQ ID NO: 23), entonces el anticuerpo no
se administrar para tratar o efectuar profilaxis de la enfermedad de Alzheimer o
Deterioro Cognitivo Leve. La proteina amiloide puede ser cualquiera de
proteina A amiloide en suero, proteina de cadena ligera de inmunoglobulina, tal
como, por ejemplo, VA6 Wil o Vk, polipéptido precursor de amiloide de islote

humano (IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) o ApoA1.
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Opcionalmente, el paciente es humano. Opcionalmente, el anticuerpo se
une especificamente a un péptido cuyos residuos consisten de la SEQ ID NOS.
4,5,6,7,8,9, 10, u 11. Opcionalmente, el anticuerpo se une especificamente
a un epitopo entre los residuos 70-76 de (SEQ ID NO: 2). Opcionalmente, el
anticuerpo es un anticuerpo humano, anticuerpo humanizado o anticuerpo
quimérico. Opcionalmente, el anticuerpo humano es de isotipo IgG1, 1gG4,
IgG2 o IgG3 humano. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es de isotipo
lgG1, 19G4, IgG2 o 1IgG3 humano. Opcionalmente, el anticuerpo quimérico es
de isotipo 1gG1, 1gG4, 1gG2 o IgG3 humano. Opcionalmente, el anticuerpo es
un anticuerpo de ratdn. Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo

policlonal. Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

En algunos métodos de tratamiento, el anticuerpo comprende dos copias
del mismo par de cadenas ligera y pesada. En otros métodos, el anticuerpo es
un anticuerpo biespecifico que comprende un primer par de cadena ligera y
pesada que se une especificamente al epitopo de AB y un segundo par de
cadena ligera y pesada que se une especificamente a un receptor Fc sobre
células microgliales. En otros métodos, una cadena del anticuerpo esta

fusionada a un polipéptido heterdlogo.

Algunos métodos de tratamiento, la dosis de anticuerpo es de al menos
1 mg/kg de peso corporal del paciente. En otros métodos, la dosis de
anticuerpo es al menos 10 mg/kg de peso corporal del paciente. En algunos
métodos de tratamiento, el anticuerpo es administrado con un portador como
una composicion farmaceéutica. En otros métodos, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo humano a AA preparado de células B de un humano inmunizado
con un péptido AA. Opcionalmente, el humano inmunizado con el péptido AA
es el paciente. En algunos métodos, el anticuerpo es administrado
intraperitonealmente, oralmente, intranasalmente, subcutaneamente,

intramuscularmente, topicamente o intravenosamente.



36

En algunos métodos de tratamiento, el anticuerpo es administrado
mediante la administraciéon de un polinucleétido que codifica al menos una
cadena de anticuerpo al paciente, y el polinucledtido es expresado para
producir la cadena de anticuerpo en el paciente. Opcionalmente, el
polinucledtido codifica cadenas pesada y ligera del anticuerpo y el
polinucleotido es expresado para producir las cadenas pesada y ligera en el
paciente.

Algunos de los métodos de tratamiento anteriores comprenden ademas
administrar una dosis efectiva de al menos un anticuerpo diferente que se une
a un epitopo diferente de AA. Algunos de los métodos de tratamiento anteriores
comprenden ademas monitorear el nivel en sangre de anticuerpo administrado
al paciente. En otros métodos, el anticuerpo es administrado en dosis multiples
en un periodo de al menos seis meses. En otros métodos, el anticuerpo es

administrado como una composicion de liberacion sostenida.

La invencion provee ademas métodos para efectuar profilaxis de
amiloidosis AA en un paciente susceptible a la amiloidosis AA. Los métodos
comprenden administrar al paciente una dosis efectiva de un anticuerpo que se
une especificamente a un epitopo entre los 70 a 76 de AA. Opcionalmente, el
paciente es humano. Opcionalmente, el anticuerpo se une especificamente a
un péptido cuyos residuos consisten de las SEQ ID NOS. 4, 5,6, 7,8, 9, 10, u
11. Opcionalmente, el anticuerpo se une especificamente a un epitopo entre
los residuos 70-76 de (SEQ ID NO: 2). En algunos métodos, el paciente sufre
de una enfermedad amiloide subyacente seleccionada del grupo que consiste
de artritis reumatoide, artritis juvenil crénica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,

ulceras por decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de
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Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén
y tracto urogenital, carcinoma de calula basal, leucemia de célula vellosa,

Fiebre Mediterranea Familiar, y Enfermedad de Castleman.

La invencion provee adicionalmente un anticuerpo humano, humanizado

0 quimérico que se une especificamente a un epitopo entre los 70 a 76 de AA.
Opcionalmente, el anticuerpo humanizado se une especificamente a un epitopo
entre los residuos 70 a 76 de AA. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es
un anticuerpo 7D8 de version humanizada (Numero de Acceso ATCC
). Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 7D29 de

version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 7D19 de version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo 7D47 de version humanizada. Opcionalmente, el
anticuerpo humanizado es un anticuerpo 7D39 de versidbn humanizada.
Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 7D66 de version
humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 8G9
de versiéon humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 8G3 de version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo 8G4 de versidon humanizada. Opcionalmente, el
anticuerpo humanizado es un anticuerpo 8G51 de versibn humanizada.
Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 8G22 de version
humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 8G30
de versiéon humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 8G46 de version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo 2A4 de version humanizada (Numero de Acceso
ATCC ). Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo
2A20 de version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un
anticuerpo 2A44 de version humanizada. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizado es un anticuerpo 2A77 de version humanizada. Opcionalmente, el

anticuerpo humanizado es un anticuerpo 2A13 de versibn humanizada.
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Opcionalmente, el anticuerpo humanizado es un anticuerpo 2A14 de version

humanizada.

La invencidn provee ademas composiciones farmacéuticas. Las
composiciones farmacéuticas comprenden un anticuerpo que se une
especificamente a un epitopo entre los residuos 70 a 76 de AA, y un vehiculo
farmacéuticamente  aceptable. Algunas composiciones farmacéuticas
comprenden un anticuerpo humano, humanizado, o quimérico que se une
especificamente a un epitopo entre los 70 a 76 de AA, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Otras composiciones farmacéuticas comprenden
un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo entre los 70 a 76 de AA
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, donde el isotipo del anticuerpo es
IgG1 humano, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
composiciones farmacéuticas el isotipo del anticuerpo es 1gG2, 1gG3, o 1gG4
humano. En algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo es humano.
En algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo es humanizado. En
algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo es quimérico. En algunas
composiciones farmacéuticas el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En
algunas composiciones farmacéuticas el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. En algunas composiciones farmaceéuticas el anticuerpo comprende
dos copias del mismo par de cadenas ligera y pesada. En algunas
composiciones farmacéuticas el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico que
comprende un par de cadena ligera y pesada que se une especificamente al
epitopo de AA y un segundo par de cadena ligera y pesada que se une
especificamente a un receptor Fc sobre células microgliales. En algunas
composiciones farmacéuticas una cadena del anticuerpo esta fusionada a un
polipéptido heterdlogo. En algunas composiciones farmacéuticas el vehiculo es
un diluyente fisioldgicamente aceptable para administracion parenteral. Algunas
composiciones farmacéuticas estan adaptadas para ser administradas

intraperitonealmente, oralmente, intranasalmente, subcutaneamente,
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intramuscularmente, topicamente o} intravenousamente. Algunas
composiciones farmacéuticas estan adaptadas para ser administradas en dosis
multiples en un periodo de al menos seis meses. Algunas composiciones
farmaceéuticas estan adaptadas para ser administradas como una composicion
de liberacion sostenida. Algunas composiciones farmacéuticas comprenden
ademas al menos un anticuerpo diferente que se une a un epitopo diferente de
AA.

La invencion provee métodos de tratamiento de amiloidosis AA en un
paciente. Los métodos comprenden administrar un agente que induce una
respuesta immune a AA70-76 en un régimen efectivo para inducir una
respuesta inmune que comprende anticuerpos contra AA70-76 en un régimen
efectivo para inducir una respuesta inmune que comprende anticuerpos contra
AA70-76. En algunos meétodos el paciente es humano. Opcionalmente, la
agente comprende AA70-76 o un subfragmento de al menos 3 residuos
contiguos del mismo, y tiene menos de 20 aminoacidos contiguos de un
péptido AA. Opcionalmente, el agent es un péptido que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOS 4,5,6,7,8,9,10y 11,y
subfragmentos de al menos 3 residuos contiguos del mismo, y tiene menos de
20 amino acidos de un péptido AA. Opcionalmente, el agente esta unido en sus
terminales N y C a los primero y segundo polipéptidos heterélogos.
Opcionalmente, el agente estda unido en su terminal N a un polipéptido
heterdlogo, y en su terminal C a al menos una copia adicional del segmento N-
terminal. En algunos métodos el polipéptido heterélogo induce una respuesta
de célula T contra el polipéptido 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. Opcionalmente, el polipéptido comprende
desde el terminal N al terminal C, AA, una pluralidad de copias adicionales de
AA, y el segmento de amino acido heterdlogo.
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En algunos métodos de tratamiento, el polipéptido es administrado con
un adyuvante que mejora una respuesta inmune al segmento N-terminal.
Opcionalmente, el adyuvante y el polipéptido son administrados juntos como
una composicién. Opcionalmente, el adyuvante es administrado antes del
polipéptido. Opcionalmente, el adyuvante es administrado después del
polipéptido. En algunos métodos el adyuvante es alum. En algunos métodos el
adyuvante es MPL. En algunos métodos el adyuvante es QS-21. En algunos
métodos el adyuvante es adyuvante de Freund incompleto. En algunos
métodos la respuesta inmune comprende células T que se unen al péptido AA

como un componente de un complejo MHC | o MHC II.

La invencion provee métodos para efectuar profilaxis de amiloidosis AA
en un paciente. Los métodos comprenden administrar un agente que induce
una respuesta inmune a AA70-76 en un régimen efectivo para inducir una
respuesta inmune que comprende anticuerpos contra AA70-76 en un régimen
efectivo para inducir una respuesta inmune que comprende anticuerpos contra
AA70-76. En algunos métodos el paciente es humano. En algunos métodos el
paciente es asintomatico. En algunos métodos el paciente sufre de una
enfermedad amiloide subyacente seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
ulceras por decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de
Whipple, linforma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino,
pulmoén y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula

vellosa, Fiebre Mediterranea Familiar, y Enfermedad de Castleman.

En algunos métodos para efectuar profilaxis, el agente comprende
AA70-76 o un subfragmento de al menos 3 residuos contiguos del mismo y

tiene menos de 20 amino acidos contiguos de un péptido AA. Opcionalmente,
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el agente es un péptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de las SEQ ID NOS 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 y 11, y subfragmentos de al
menos 3 residuos contiguos de la misma y tiene menos de 20 amino acidos de
un péptido AA. Opcionalmente, el agente esta unido en sus terminales Ny C a
los primer y segundo polipéptidos heterdlogos. Opcionalmente, el agente esta
unido en su terminal N a un polipéptido heterdlogo, y en su terminal C a al
menos una copia adicional del segmento N-terminal. En algunos métodos el
polipéptido heterdlogo induce una respuesta de célula T contra el polipéptido
heter6logo, y por consiguiente una respuesta de célula B contra AA. En
algunos meétodos, el polipéptido comprende ademas al menos una copia
adicional de AA. Opcionalmente, el polipéptido comprende del terminal N al
terminal C, AA, una pluralidad de copias adicionales de AA, y el segmento de
amino acido heterologo.

La invencion provee ademas composiciones farmacéuticas. Las
composiciones farmacéuticas comprenden un fragmento AA que consiste de
los residuos que empiezan en el residuo 70 de AA y un residuo que termina en
el residuo 76 de AA. Opcionalmente, el fragmento AA esta unido en su C
terminal a un polipéptido heterélogo. Opcionalmente, el fragmento AA esta
unido en su terminal N a un polipéptido heterdlogo. Opcionalmente, el
fragmento AA esta unido en sus terminales N y C a los primero y segundo
polipéptidos heterélogos. Opcionalmente, el fragmento AA estad unido en su
terminal N a un polipéptido heterdlogo, y en su terminal C a al menos una copia
adicional del segmento N-terminal. Opcionalmente, el polipéptido comprende
adempas al menos una copia adicional del segmento N-terminal.
Opcionalmente, el polipéptido comprende desde el terminal N al terminal C, AA,
una pluralidad de copias adicionales del segmento N-terminal, y el segmento
de amino acido heterdlogo. En algunas composiciones farmaceéuticas el

polipéptido heterdlogo induce una respuesta de célula T contra el polipéptido
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heterdlogo, y por ende, una respuesta de célula B contra el segmento N-

terminal.

Algunas composiciones farmacéuticas comprenden ademas un
adyuvante que mejora una respuesta inmune a AA. Opcionalmente, el
adyuvante es alum. Opcionalmente, el adyuvante es MPL. Opcionalmente, el
adyuvante es QS-21. Opcionalmente, el adyuvante es adyuvante de Freund
incompleto. Opcionalmente, el adyuvante comprende ademas GM-CSF.
Opcionalmente, el adyuvante es M-CSF. Opcionalmente, la composicion

comprende mas de 10 microgramos del polipéptido.

La invencién provee métodos de tratamiento de amiloidosis AA en un
paciente. Los métodos comprenden administrar un agente efectivo para inducir
una respuesta inmune contra un componente péptido de un depdsito amiloide
en el paciente y un agente diferente que trata una enfermedad subyacente, y
por ende, trata la amiloidosis AA en el paciente. Enalgunos métodos la
enfermedad subyacente es seleccionada del grupo que consiste de artritis
reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia
soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto, sindrome de
Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, ulceras por
decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén y tracto urogenital,
carcinoma de célula basal, leucemia de célula vellosa, Fiebre Mediterranea
Familiar, y enfermedad de Castleman.

La invencidn provee métodos de efectuar profilaxos de amiloidosis AA
en un paciente. Los métodos comprenden administrar un agente efectivo para
inducir una respuesta inmune contra un componente péptido de un depdsito
amiloide en el paciente, y un agente diferente que trata una enfermedad

subyacente, y por consiguiente trata amiloidosis AA en el paciente. Enalgunos
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métodos la enfermedad subyacente es seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
ulceras por decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de
Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas del intestino,
pulmén y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula

vellosa, Fiebre Mediterranea Familiar, y enfermedad de Castleman.

La invencion provee meétodos de seleccidon para actividad de un
anticuerpo en el tratamiento de un paciente que tiene amiloidosis AA. Los
métodos comprenden contactar el anticuerpo con péptido AA y determinar si el
anticuerpo se une especificamente a AA, la union especifica provee una

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

La invencion provee meétodos de seleccion de un anticuerpo para
actividad de depuracion de una entidad bioldgica fisicamente asociada con un
antigeno. Los métodos comprenden combinar la entidad biolégica asociada con
el antigeno, el anticuerpo y las células fagociticas que portan receptores Fc en
un medio; y monitorear la cantidad de la entidad biolégica asociada con el
antigeno que queda en el medio, una reduccion de la cantidad de entidad
biolégica asociada con antigeno indica que el anticuerpo tiene actividad de
depuracion contra el antigeno. En algunos métodos el paso de monitoreo vigila
la cantidad del antigeno que permanece en el medio. En algunos métodos, la
combinacién comprende adicionar la entidad asociada con el antigeno al
medio, y contactar el medio con las células fagociticas que portan receptores
Fc. En algunos métodos la entidad bioldégica asociada con antigeno se
proporciona como una muestra de tejido. In some métodos el antigeno es la
entidad biologica. En algunos métodos la muestra de tejido comprende un

depdsito amiloide. Opcionalmente, la muestra de tejido es del paciente o un
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mamifero que tiene patologia de Amiloidosis AA. En algunos métodos, el
antigeno es AA. En algunos métodos, las células fagociticas son células
microgliales. En algunos métodos, la muestra de tejido es seleccionada del
grupo que consiste de una muestra de tejido canceroso, una muestra de tejido
infectado viralmente, una muestra de tejido que comprende células
inflamatorias, un crecimiento celular anormal no maligno, y una muestra de

tejido que comprende una matriz extracelular anormal.

La invencion provee métodos para detectar un depdsito amiloide en un
paciente. Los métodos comprenden administrar al paciente un anticuerpo que
se une especificamente a un epitopo entre los amino acidos 70-76 de AA 'y
detectar la presencia del anticuerpo en el paciente. Opcionalmente, el
anticuerpo es marcado. Opcionalmente, el anticuerpo es marcado con un
marcador paramagnético. Opcionalmente, el anticuerpo marcado es detectado
mediante resonancia magnética nuclear. Opcionalmente, el anticuerpo
marcado es detectado con representacion grafica SPECT/CT. En algunos
métodos, el anticuerpo carece de capacidad para inducir una respuesta de

depuracion en la unidon a un depdsito amiloide en el paciente.

La invencion kits de diagnostico. Los kits comprenden un anticuerpo que
se une especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 de AA. Algunos
kits comprenden ademas etiquetas que describen el uso del anticuerpo para
diagnostico in vivo o monitoreo de una enfermedad asociada con depositos
amiloides de AA en un paciente. En algunas realizaciones, los kits incluyen
instrucciones para el uso del anticuerpo o fragmento de union a antigeno del

mismo, para detectar AA.

La invencidn provee ademas un método de diagndstico de amiloidosis
en un sujeto que comprende: (a) administrar al sujeto un anticuerpo o

fragmento de union a antigeno del mismo que esta unido a un marcador
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detectable, en donde el anticuerpo o fragmento del mismo se une
especificamente a un epitopo que comprende X4EDX, en una proteina miloide
agregada, en donde X; y Xz son cualquier amino acido; y (b) detectar Ila
presencia o ausencia del anticuerpo unido o fragmento del mismo, en donde la
presencia del anticuerpo o fragmento unido indica un diagndstico de
amiloidosis AA.

En la presente se provee ademas un método de tratamiento o profilaxis
de amiloidosis usando un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, que se une especificamente a un epitopo que comprende X/{EDX; en
una proteina amiloide agregada, en donde X; y X2 son cualquier amino acido.
La presente invencion provee un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une especificamente a un epitopo que comprende X{EDXy,
en una proteina amiloide agregada, en donde X; y Xz son cualquier amino
acido. Por ejemplo, Xjincluye H, T, F, S, P,A,L,C, Q, R, E,K,D,G, V, Y, lo
W, talcomoH, T,F,S,P,oA otalcomoH, T,F,oA. Xyincluye T, S, E, R, I,
V,F,D,A,G,M,L,N,P,C,K,Y,0Q,talcomo T, S,E,R,|,V,F,D,0A, o tal
como T, S, E, D, oA. Enotros ejemplos, XiesH, T,0Ay Xses T, S, E, 0A, tal
como XiesHoAy XsesT,S, oA. En aun ejemplos adicionales, X1 es Hy H;
esToA;oXiesAyXyesS, T,E, oV, talcomo XiesAyXzes S, T,0E, oX;
esTyXsesE,oXiesFyXsesD,0XiesSyXoesE, F,0A;0XiesPyX;

esE,l,oF.

En particular, los epitopos incluyen secuencias de amino acido tales
commo las indicadas en la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 25, tales como las
SEQ ID NOS: 3, 12, 13, 14, 15, y 16. Ejemplos adicionales incluyen las SEQ ID
NOS: 4, 5,7, 8,y 9, tal como SEQ ID NO: 4. Los anticuerpos de la invencion
que se unen a los epitopos, tales como a la SEQ ID NO: 3, incluyen los
anticuerpos 2A4, 7D8, y 8G9.
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Las proteinas amiloide agregadas a las cuales se unen los anticuerpos
de la invencidon son proteinas no monoméricas. Tales proteinas amiloide
agregadas incluyen proteina A de amiloide en suero (SAA), proteina de cadena
ligera de inmunoglobulina, polipéptido de precursor amiloide de islote humano
(IAPP), péptido beta amloide, transtiretina (TTR), y ApoA1, tal como SAA.

La invencién provee ademas anticuerpos o fragmentos de unidén a
antigeno de los mismos que (a) compiten por la unién a un epitopo que incluye
X1EDXz con un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; (b) se unen al mismo epitopo que
incluye X1EDX2 como un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; (c) tienen un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9; o (d) incluyen las resi
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo 2A4,
7D8, 0 8G9. La invencion también provee versiones quiméricas o humanizadas
de un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9.

Anticuerpos representativos, que se unen especificamente a un epitopo
que incluye X4EDXj, incluyen también anticuerpos que tienen al menos uno,
dos o tres de las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de
una cadena ligera de un anticuerpo 2A4, 7D8 o 8G9. Los anticuerpos de |
ainvencion, que se unen especificamente a un epitopo que incluye X{EDXo,
también incluyen anticuerpos que tienen al menos una, dos o tres de las CDR

de una cadena pesada de un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9.

Las CDR pueden ser indetificadas de acuerdo con métodos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, sistemas de numeracion para identificar CDR son
de uso comun. La definition Kabat se basa en la variabilidad de secuencia, y la
definion Chothia se basa en la ubicacién de las regiones de asa estructurales.
La definicion de AbM es un compromiso entre los enfoques Kabat y Chothia.
Las CDR de la region variable de cadena ligera estan limitados por los residuos
en las posiciones 24 y 34 (CDR1-L), 50 y 56 (CDR2-L), y 89 y 97 (CDR3-L) de
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acuerdo con Kabat, Chothia, o el algoritmo AbM. De acuerdo con la definicidon
Kabat, las CDR de la region variable de cadena pesada estan limitadas por los
residuos en las posiciones 31 y 35B (CDR1-H), 50 y 65 (CDR2-H), y 95y 102
(CDR3-H) (numeracion de acuerdo con Kabat). De acuerdo con la definicidon
Chothia, las CDR de la region variable de cadena pesada estan limitadas por
los residuos en las posiciones 26 y 32 (CDR1-H), 52 y 56 (CDR2-H), y 95y 102
(CDR3-H) (numeracion de acuerdo con Chothia). De acuerdo con la definicidon
AbM, las CDR de la region variable de cadena pesada estan limitadas por los
residuos en las posiciones 26 y 35B (CDR1-H), 50 y 58 (CDR2-H), y 95y 102
(CDR3- H) (numeracion de acuerdo con Kabat). Ver Martin et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 9268-9272; Martin et al. (1991) Methds Enzymol. 203:
121-153; Pedersen et al. (1992) Immunomethods 1:126; y Rees et al. (1996) In
Sternberg M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction, Oxford University Press,
Oxford, pp. 141-172.

Los anticuerpos de la invencion incluyen ademas un anticuerpo que se
une especificamente a un epitopo que comprende X{EDX;, en una proteina
amiloide agregada, en donde X4 y Xz son cualquier amino acido, que tiene
regiones variables derivadas de regiones variables de un anticuerpo 2A4, 7D8,
o 8G9. También se incluyen anticuerpos que tienen regiones variables de los
anticuerpos 2A4, 7D8, o 8G9.

Los anticuerpos de la invencion incluyen ademas anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de
cadena sencilla, anticuerpos tetraméricos, anticuerpos tetravalentes,
anticuerpos multiespecificos, anticuerpos especificos de dominio, anticuerpos

de dominio eliminado o proteinas de fusion.

También se proveen fragmentos de los anticuerpos de la invencion. Los

fragmentos 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 pueden estar acoplados con un agente citotdxico, un

agente radioterapéutico, o un marcador detectable.

La invencion provee también una region variable aislada de anticuerpo
que comprende (a) una region variable de cadena ligera derivada de una region
variable de cadena ligera de un anticuerpo 7D8, 2A4, o 8G9, o (b) una region
variable de cadena pesada derivada de una regién variable de cadena ligera de
un anticuerpo 7D8, 2A4, o 8G9. También se proporcionan regiones variables
aisladas que tienen una region variable de cadena ligera o cadena pesada de
un anticuerpo 7D8, 2A4, o 8G9. Las regiones variables de anticuerpo aisladas

son utiles en la produccion de anticuerpo.

La invencién también provee acidos nucleicos aislados que codifican
una region variable de cadena ligera o una region variable de cadena pesada
de anticuerpo que tiene (a) una secuencia de nucleétido que codifica una
region variable de cadena ligera o cadena pesada de un anticuerpo 7D8, 2A4,
o 8G9; (b) una secuencia de nucledtido que es idéntica a una secuencia de
nucleotido de un anticuerpo 7D8, a 2A4, o 8G9 que codifica una region variable
de cadena ligera o cadena pesada; o (c) una secuencia de nucel6tido que es
sustancialmente idéntica, p.e., al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99.5%, 0 99% a una secuencia de nucledtido de (a) o (b); o (d) un
acido nucléico que hibrida especificamente a un acido nucléico que tiene una
secuencia de nucledtido que es el complemento de una secuencia de
nucleotido de (a) o (b) bajo condiciones de hibridacion severas, por ejemplo,
condiciones de lavado final de 0.1 x SSC a 65° C.

La presente invencién provee ademas células y lineas celulares que

expresan los anticuerpos o acidos nucleicos de la invencion. Las células
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hospederas representativas incluyen células mamiferas y humanas, tales como
células CHO, células HEK-293, células Hela, células CV-1, y células COS. Los
métodos para generar una linea celular estable después de la transformacion
de un constructor 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
anticuerpos también pueden ser producidos en animales transgénicos
(Houdebine (2002) Curr. Opin. Biotechnol. 13(6):625-629) vy plantas
transgénicas (Schillberg et al. (2003) Cell Mol. Life. Sci. 60(3):433-45).

La invencion también provee métodos de tratamiento o para efectuar
profilaxis de amiloidosis asociada usando fragmentos inmunogénicos de una
proteina amiloide que comprende X{EDX,, en donde X;es H, T, F, S, P, Ao
cualquier otro residuo de amino acido que precede inmediatamente a ED en tal
proteina amiloide; y en donde X; es T, S, E, R, I, V, F, A o cualquier otro
residuo de amino acido inmediatamente después de ED en tal proteina
amiloide. Sin desear estar ligado por una teoria particular, se cree que un
epitopo que comprende X{EDX; puede quedar expuesto cuando una proteina
amiloide se agrega, 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 ejemplo, los métodos de tratamiento o
profilaxis de amiloidosis AA representativos incluyen la administracion de
fragmentos 70-76 AA o fragmentos inmunogénicos de los mismos. La invencion
también provee métodos de tratamiento o para efectuar profilaxis de
amiloidosis asociada con deposicién de proteina amiloide usando anticuerpos
reactivos con X'EDX; en una proteina amiloide agregada, en donde X; es H, T,
F, S, P, A o cualquier otro residuo de amino acido que precede inmediatamente
ED en tal proteina amiloide agregada; y en donde X;es T, S, E, R, I, V, F, Ao
cualquier otro residuo de amino acido inmediatamente después de ED en tal

proteina amiloide agregada. Preferiblemente, tales anticuerpos son
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preferencialmente reactivos con proteina amiloide agregada relativa a proteina
amiloide no patoldgica. Por ejemplo, los métodos de tratamiento o profilaxis de
amiloidosis AA asociados con fibrilos AA pueden incluir la administracion de
anticuerpos especificos para la regién C-terminal de los fibrilos AA (~ residuos
70-76 de AA). Los anticuerpos pueden inhibir la formacion de agregados AA
(p-e., fibrilos) o producir su desagregacion y depuracion, tratando o efectuando
asi profilaxis de la amiloidosis AA.

Definiciones

El término “identidad sustancial” significa que dos secuencias de
péptido, cuando se alinean de manera Optima, tal como mediante los
programas GAP o BESTFIT usando ponderaciones de intervalos por omision,
comparten al menos 65 porciento de identidad de secuencia, preferiblemente al
menos 80 o 90 por ciento de identidad de secuencia, mas preferiblemente al
menos 95 porciento de identidad de secuencia o mas (p.e., 99 por ciento de
identidad de secuencia o mayor). Preferiblemente, las posiciones de residuo,

gue no son idénticas difieren por sustituciones de amino acido conservativas.

Para la comparacion de secuencia, tipicamente una secuencia actua
como una secuencia de referencia, con la cual se comparan las secuencias de
prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencia, las
secuencias de prueba y referencia son entradas a una computadora, se
designan las coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se designan los
parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de
comparacion de secuencia entonces calcula el porcentaje de identidad de
secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba con relacién a la secuencia de

referencia, con base en los parametros del programa designados.
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La alineacion optima de secuencias para comparacion puede ser conducida,
p.e., mediante el algoritmo de hoomologia local de Smith & Waterman, Adv.
Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion de homologia de
Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante busqueda por el
método de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444
(1988), mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete de Software Wisconsin Genetics,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
inspeccion visual (ver generalmente Ausubel et al, supra). Un ejemplo de
algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de
secuencia y la similitud de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe
en Altschul et al, J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El software para realizar los
analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de
para Informacién de Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tipicamente,
se pueden usar los parametros del programa por defecto para realizar la
comparacion de secuencia, aunque también se pueden usar parametros
especificados. Para las secuencias de amino acido, el programa BLASTP usa
como valores por defecto una longitud de palagra (W) de 3, una expectativa (E)
de 10, y the la matriz de puntuacién BLOSUMG62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1989))

Con el fin de clasificar las sustituciones de amino acido como
conservativas 0 no conservativas, los amino acidos son agrupados de la
siguiente forma: Grupo | (cadenas laterales hidrofébicas): norleucina, met, ala,
val, leu, ile; Grupo Il (cadenas laterales hidrofilicas neutras): cys, ser, thr; Grupo
lIl (cadenas laterales acidas): asp, glu; Grupo IV (cadenas laterales basicas):
asn, gin, his, lys, arg; Grupo V (residuos que influencian la orientacion de
cadena): gly, pro; y Grupo 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 miembro de una de estas clases por un miembro de otra.

El término "todos D" se refiere a péptidos que tienen > 75%, > 80%,

> 85%, > 90%, > 95%, y 100% de amino acidos en configuracion 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 farmacolégica pero que estan siendo sometidos a evaluacion
terapéutica adicional, y compuestos que son miembros de colecciones y

librerias que seran seleccionadas para una actividad farmacolégica.

"Enfermedad amiloide" o "amiloidosis" se refiere a cualquier numero de
trastornos que tienen como un sintoma o como parte de su patologia, la
acumulacion o formacion de placas amiloides. Una "placa amiloide" es un
depdsito extracelular compuesto principalmente de fibrilos proteinaceos.
Generalmente, los fibrilos estdan compuestos de una proteina o péptido
dominante; sin embargo, la placa puede incluir también componentes

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

Una "proteina amiloide" o "péptido amiloide" es una proteina o péptido
capaz de sufrir clivado, cambio conformacional, agregacién o fibrilogénesis,
produciendo la formacion de oligdmeros patologicos, fibrilos amiloides, placas
amiloides y/o componentes amiloides.

Un "componente amiloide" es 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,

péptidos, proteoglicanos, y carbohidratos.
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Un "agente anti-amiloide" es un agente que es capaz de producir una
respuesta inmune contra un componente de placa amiloide en un sujeto
vertebrado, cuando se administra mediante técnicas de inmunizacién activas o

pasivas.

Una "proteina AA" o "péptido AA" se refiere a la forma de la proteina A o
péptido amiloide formado por clivado proteolitico de la proteina A amiloide en
suero (SAA), ya sea monomética o agregada, soluble o insoluble.

Una "proteina amiloide agregada" o "péptido amiloide agregado" o
"agregado amiloide" se refiere a una forma agregada, no monomeérica,
patolégica de una proteina amiloide o péptido amiloide. Las proteinas amiloides
y péptidos amiloides agregados pueden ser solubles o insolubles. Algunas
proteinas amiloide agregadas y péptidos amiloides agregados pueden formar
oligbmeros, fibrilos y/o placas amiloides. Ejemplos de tales proteinas amiloides
y péptidos amiloides agregados, incluyendo péptidos y proteinas de fibrilo, se

proveen en la presente.

Un "agregado AA" se refiere a una forma agregada de AA.

Los agentes terapéuticos de la invencibn son tipicamente
sustancialmente puros de contaminantes indeseados. Esto significa que un
agente es tipicamente al menos aproximadamente 50% p/p (peso/peso) puro,
asi como sustancialmente libre de proteinas y contaminantes que interfieren.
Algunas veces, los agentes son al menos aproximadamente 80% p/p y, mas
preferiblemente al menos 90 o aproximadamente 95% p/p puros. Sin embargo,
usando técnicas de purificacion de proteina convencionales, se pueden obtener

péptidos homogéneos de al menos 99% p/p. Los agentes terapéuticos de la
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invencion pueden prevenir, efectuar profilaxis, o tratar una enfermedad

asociada con depdsitos amiloides.

La union especifica entre dos entidades significa que las entidades
tienen una afinidad mutua entre si que es al menos 10, 100 o 100 veces mayor
que la afinidad de cualquier entidad por un control, tal como antigeno no
relacionado o anticuerpo a un antigeno diferente. A afinidad mutua de las dos
entidades entre si es usualmente, por lo menos 10’ M, 102 M, 10° M, 0 10"
M. Se prefieren afinidades mayores de 10 M.

El término "inmunoglobulina” o "anticuerpo" (usado intercambiablemente
en la presente) se refiere a una proteina de unidén a antigeno que tiene una
estructura de cadena basica 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 especificamente al antigeno. Tanto la cadena pesada como la ligera
estan plegados en dominios. El término "dominio" se refiere a una region
globular de un polipéptido de cadena pesada o ligera que comprende asas de
péptido (p.e., que comprenden 3 a 4 asas de péptido) estabilizadas, por
ejemplo, mediante lamina 3 plegada y/o enlace de disulfuro entre cadena. Los
dominios son referidos aaqupi adicionalmente como "constantes" o "variables",
con base en la falta relativa de variacion de secuencia dentro de los dominios
de varias clases en el caso de un dominio "constante", o la variacidon
significativa entre los dominios de miembros de varias clases en el caso de un
dominio "variable". Los dominios “constantes” en la cadena ligera son referidos
intercambiablemente como "regiones constantes de cadena ligera", "dominios
constantes de cadena ligera", regiones "CL" o dominios "CL". Los dominios
"constantes" en la cadena pesada son referidos intercambiablemente como
"regiones constantes de cadena pesada", "dominios constantes de cadena

pesada", regiones "CH" o dominios "CH". Los dominios "variables" en la
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cadena ligera son referidos intercambiablemente como "regiones variables de
cadena ligera", "dominios variables de cadena ligera", regiones "VL" o dominios
"WL". Los dominios "variables" en la cadena pesada son referidos
intercambiablemente como "regiones constantes de cadena pesada", "dominios

constantes de cadena pesada", regiones "CH" o dominios "CH".

El término "region" se refiere a una parte o porcion de una cadena de
anticuerpo e incluye dominios constantes o variables definidos aqui, asi como
partes o porciones discretas de dichos dominios. Por ejemplo, los dominios o
regiones variables de cadena ligera incluyen "regiones determinantes de
complementariedad" o "CDR" intercaladas entre "regiones de marco" o "FRs",
definidas aqui.

Las inmunoglobulinas o anticuerpos pueden existir en forma
monomeérica o polimérica. El término "fragmento de union a antigeno" se refiere
a un fragmento de polipéptido de una inmunoglobulina o anticuerpo que se une
a antigeno o compite con el binds anticuerpo intacto (p.e., con el anticuerpo
intacto del cual se derivan) para unidén a antigeno (p.e., union especifica). El
término "conformacion" se refiere a la estructura terciaria de una proteina o
polipéptido (p.e., un anticuerpo, cadena de anticuerpo, dominio o region del
mismo). Por ejemplo, la frase "conformacion de cadena ligera (o pesada)" se
refiere a la estructura terciaria de una region variable de cadena ligera (o
pesada), y la frase "conformacion de anticuerpo” o "conformacion de fragmento
de anticuerpo” se refiere a la estructura terciaria de un anticuerpo o fragmento

del mismo.

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

unién con una afinidad de al menos 10%, 107, 108, 10° M, o0 10" M. Las
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afinidades mayores de 10’ M, preferiblemente mayores de 102 M son mas
preferidas. Valores intermedios de aquelos indicados aqui también pretenden
estar dentro del alcance de la presente invencion y una finidad de unidn
preferida puede ser indicada como un rango de afinidades, por ejemplo, 10° a
10" M, preferiblemente 10" a 10" M", mas preferiblemente 10% a 10" M. Un
anticuerpo que "no exhibe reactividad cruzada significativa" es uno que no se
unira apreciablemente a una entidad indeseada (p.e., una entidad proteinacea
indeseada). Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a AA se
unira apreciablemente a AA pero no reaccionara significativamente con
proteinas o péptidos diferentes a AA (p.e., proteinas o péptidos diferentes de
AA incluidos en placas). Un anticuerpo especifico para un epitopo preferido,
por ejemplo, no reaccionara significativamente con epitopos remotos en la
misma proteina o péptido. La union especifica puede ser determinada de
acuerdo con cualquier medio reconocido en la técnica para determinar tal
union. Preferiblemente, la union especifica se determina de acuerdo con el

analisis Scatchard y/o ensayos de unién competitivos.

Los fragmentos de anticuerpo de unidon a antigeno son producidos
mediante técnicas de ADN recombinantes, o mediante clivado enzimatico o
quimico de inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de union incluyen Fab,
Fab', F(ab'),, Fabc, Fv, cadenas sencillas, y anticuerpos de cadena sencilla.
Fragmentos de anticuerpo adicionales y variantes de funcién efectora se
discuten aqui en la seccién titulada "Anticuerpos". Diferente a las
inmunoglobulinas o anticuerpos "biespecificos" o "bifuncionales", se entiende
que una inmunoglobulina o anticuerpo tiene cada uno de sus sitios de union
idénticos. Un anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido
artificial que tiene dos pares diferentes de cadena pesadalligera y dos sitios de
union diferentes. Los anticuerpos biespecificos pueden ser producidos

mediante una variedad de métodos que incluyen fusion de hibridomas o unién
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de fragmentos Fab'. Ver, p.e., Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol.
79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

El término "inmunoglobulina humanizada" o "anticuerpo humanizado" se
refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo que incluye al menos una cadena
de inmunoglobulina o anticuerpo humanizado (p.e., al menos una cadena ligera
o pesada humanizada). El término "cadena de inmunoglobulina humanizada" o
"cadena de anticuerpo humanizada" (p.e., una "cadena ligera de

inmunoglobulina humanizada o "cadena pesada de inmunoglobulina
humanizada") se refiere a una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo (p.e.,
una cadena ligera o pesada, respectivamente) que tiene una region variable
que incluye una regibn de marco variable sustancialmente de una
inmunoglobulina o anticuerpo humano y regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) (p.e., al menos una CDR, preferiblemente dos
CDR, mas preferiblemente tres CDR) sustancialmente de una inmunoglobulina
o anticuerpo no humano, y que incluye ademas regiones constantes (p.e., al
menos una region constante o porcion de la misma, en el caso de una cadena
ligera, y preferiblemente tres regiones constantes en el caso de una cadena
pesada). El término "region variable humanizada" (p.e., "region variable de
cadena ligera humanizada" o "region variable de cadena pesada humanizada")
se refiere a una regidn variable que incluye una region de marco variable
sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo humano y regiones
determinantes de complementariedad (CDR) sustancialmente de una

inmunoglobulina o anticuerpo no humano.

La frase "sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo humano”
o "sustancialmente humano" significa que, cuando se alinean a una secuencia
de amino de inmunoglobulina o anticuerpo humano para propositos de
comparacion, la region comparte al menos 80-90%, preferiblemente 90-95%,

mas preferiblemente 95-99% de identidad (p.e., identidad de secuencia local)
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con el marco o secuencia de region constante humana, permitiendo, por
ejemplo, sustituciones conservativas, sustituciones de secuencia de concenso,
sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y similares. La introduccion
de sustituciones conservativas, sustituciones de secuencia de concenso,
sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y similares, son usualmente
referidas como "optimizacion" de un anticuerpo o cadena humanizada. La frase
"sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo no humano" o
"sustancialmente no humano" significa que tiene una secuencia de
inmunoglobulina o anticuerpo al menos 80-95%, preferiblemente 90-95%, mas
preferiblemente, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntica a la de un organismo no

humano, p.e., un mamifero no humano.

En consecuencia, todas las regiones o residuos de una inmunoglobulina
o anticuerpo humanizado, o ode una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo
humanizada, excepto posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a
las regiones o residuos correspondientes de una o mas secuencias de
inmunoglobulina humana nativa. El término "region correspondiente” o "residuo
correspondiente” se refiere a una regidbn o residuo sobre una segunda
secuencia de amino acido o nucleotido que ocupa la misma posicion (p.e.,
equivalente) que una regién o residuo de una primera secuencia de amino
acido o nucleotido, cuando la primera y segunda secuencias estan alineadas

otimamente para propdsitos de comparacion.

Los términos "inmunoglobulina humanizada" o "anticuerpo humanizado"
no pretenden abarcar inmunoglobulinas o anticuerpos quiméricos, definidos
infra. Aunque las inmunoglobulinas o anticuerpos humanizados son quiméricos
en su construccion (p.e., comprenden regiones de mas de una especie de
proteina), incluyen caracteristicas adicionales (p.e., regiones variables que
comprenden residuos de CDR donores y residuos de regién de marco
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aceptores) no encontrados en inmunoglobulinas o anticuerpos quiméricos, aqui

definidos.

El término "inmunoglobulina quimérica" o anticuerpo se refiere a una
inmunoglobulina o anticuerpo cuyas regiones variables se derivan de una
primera especie y cuyas regiones constantes se derivan de una segunda
especie. Las inmunoglobulinas o anticuerpos quiméricos pueden ser
construidos, por ejemplo mediante ingenieria genética, a partir de segmentos
de gen de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies.

Un "antigeno" es una entidad (p.e., una entidad proteinacea o péptido) al

cual un anticuerpo se une especificamente.

El término "epitopo" o "determinante antigénico" se refiere a un sitio
sobre un antigeno al cual se une especificamente una inmunoglobulina o
anticuerpo (o fragmento de union a antigeno del mismo). Los epitopos pueden
formarse a partir de amino acidos contiguos o amino acidos no contiguos
yuxtapuestos por doblado terciario de una proteina. Los epitospo formados de
amino acidos contiguos son teipicamente retenidos a la exposicion de
solventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por doblado
terciario tipicamente se pierden al tratamiento con solventes desnaturalizantes.
Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,13, 14 o
15 amino acidos en una conformacién espacial Unica. Los métodos para
determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear en 2 dimensiones.
Ver, p.e., Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66,
G. E. Morris, Ed. (1996).

Anticuerpos representativos de la invencién incluyen un anticuerpo o

fragmento del mismo que se une especificamente a un epitopo que incluye
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X1EDXz en una proteina amiloide agregada, que se une especificamente al
epitopo que cinluye X{EDX, que también se une mediante, p.e., un anticuerpo
2A4, 7D8, o 8G9. Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden ser
identificados en un inmunoensayo simple que muestra la habilidad de un
anticuerpo para bloquear la union de otro anticuerpo a un antigeno obijetivo,
p.e., un ensayo de unidn competitivo. La union competitiva se determina en un
ensayo en el cual la inmunoglobulina bajo prueba inhibe la unién especifica de
un anticuerpo de referencia a un antigeno comun, tal como AB. Se conocen
numerosos tipos de ensayos de unidn competitiva, por ejemplo:
radioinmunoensayo directo o indirecto en fase solida (RIA), inmunoensayo de
enzima directo o indirecto de fase sodlida (EIA), ensayo de competicion en
emparedado (ver Stahli et al., Methods in Enzymology 9:242 (1983)); EIA
biotina-avidina directa en fase sdlida (ver Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614
(1986)); ensayo marcado directo en fase sdlida, ensayo directo de emparedado
en fase solida (ver Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press (1988)); RIA directa de marcador en fase soélida usando
marcador de 1-125 (ver Morel et al, Mol. Immunol. 25(1):7 (1988)); EIA directa
de biotina-avidina de fase solida (Cheung et al., Virology 176:546 (1990)); y RIA
directo marcado. (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)).
Tipicamente, tales ensayos involucran el uso de antigeno purificado unido a
una superficie solida o células que portan cualquiera de estos, una
inmunoglobulina de prueba no marcada y una inmunoglobulina de referencia
marcada. La inhibicion competitiva se mide determinando la cantidad de
marcador unido a la superficie solida o células en la presencia de la
inmunoglobulina de prueba. Usuamente, la inmunoglobulina de prueba esta
presente en exceso. Usualmente, cuando un anticuerpo en competencia esta
presente en exceso, este inhibira la unidn especifica de un anticuerpo de
referencia a un antigeno comun en al menos 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-
70% 70-75% o mas.
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Un epitopo es también reconocido por células inmunoldgicas, por
ejemplo, células B y/o células T. El reconocimiento celular de un epitopo puede
ser determinado por ensayos in vitro que miden la proliferacién dependiente de
antigeno, determinada por incorporacion de H-timidina, mediante secrecion de
citoquina, por secrecion de anticuerpo, o mediante eliminacion dependiente de

antigeno (ensayo de lintocito T citotoxico).

El término "neoepitopo” se refiere a un sitio nuevo y/o unico en un

antigeno al cual las células B y/o T responden.

El término "anticuerpos de neoepitopo" se refieren a anticuerpos que
reconocen especificamente una nueva secuencia de amino acido N- o C-
terminal expuesta por clivado proteolitico de una molécula, pero no se une a tal
epitopo en la molécula nativa (no clivada). El término "anticuerpos de
neoepitopo” pueden referirse a anticuerpos que reconocen especificamente
una nueva secuencia de amino acido N- o C-terminal expuesta por clivado
proteolitico de SAA, pero no se unen a tal epitopo en la molécula de SAA
nativa (no clivada). Algunos anticuerpos de neoepitopo se unen a AA ya sea
soluble o insoluble y producen disociacion de agregados AA, incluyendo fibrilos
AA. Un "anticuerpo de neoepitopo" también puede ser un anticuerpo que
reconoce especificamente un epitopo nuevo que esta disponible solamente
para unirse a un anticuerpo después que una proteina se somete a cambio de
conformacién, por ejemplo, como en el caso de la amiloidosis AL y cadena
ligera, cuando solamente la cadena ligera esta expresada y forma amiloide.

El término respuesta "inmunolégica" o "inmune" es el desarrollo de una
respuesta humoral benéfica (mediada por anticuerpo) y/o una celular (mediada
por células T especificas de antigeno o sus productos de secrecion) dirigida
contra un péptido amiloide en un paciente recipiente. Tal respuesta puede ser

una respuesta activa inducida por la administracion de inmundégeno, o una
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respuesta pasiva inducida por la administracion de anticuerpo o células T
cebadas. Una respuesta inmune celular es producida por la presentacién de
epitopos de polipéptido en asociacién con moléculas de MHC Clase | o Clase |l
para activa células colaboradoras CD4" T especificas de antigeno y/o células T
CD8" citotdxicas. La respuesta también puede involucrar la activacién de
monocitos, macrofagos, células NK, basofilos, células dendriticas, astrocitos,
células microglia, eosindfilos u otros componentes de inmunidad innata. La
presencia de una respuesta inmunolégica mediada por célula se puede
terminar mediante ensayos de proliferacion (células T CD4") o ansayos CTL
(linfocito T citotoxico) (ver Burke, supra; Tigges, supra). Las contribuciones
relativas de respuestas humorales y celulares al efecto protector o terapéutico
de un inmundégeno puede distinguirse por separado aislando anticuerpos vy
células T de un animal singénico inmunizado y midiendo el efecto protector o

terapéutico en un segundo sujeto.

Un "agente inmunogénico” o "inmundgeno" es capaz de inducir una
respuesta inmunoldgica contra el mismo a la administracion a un mamifero,

opcionalmente en conjuncion con un adyuvante.

El término "polinucledtido desnudo" se refiere a un polinucleétido no
complejado con materiales coloidales. Los polinucledtidos desnudos son

algunas veces clonados en un vector plasmido.

El término "adyuvante" se refiere a un compuesto que cuando es
administrado en conjuncion con un antigeno, aumenta la respuesta inmune al
antigeno, pero cuando es administrado solo no genera una respuesta inmune
al antigeno. Los adyuvantes pueden aumentar una respuesta inmune mediante
varios mecanismos incluyendo reclutamiento de linfocito, estimulacion de

calulas B y/o T, y estimulacion de macrofagos.
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El término "dosis efectiva" o "dosificacion efectiva" se define como una
cantidad suficiente para lograr o al menos lograr parcialmente el efecto
deseado. El término "dosis terapéuticamente efeciva" se define como una
cantidad suficiente para curar o al menos deterner parcialmente la enfermedad
y sus complicaciones en un paciente que a sufre de la enfermedad. Las
cantidades efectivas para este uso dependeran de la severidad de la infeccién
y el estado general del propio sistema inmune del paciente.

El término "paciente" incluyen sujetos humanos y otros mamiferos que

reciben tratamiento profilactico o terapéutico.

La invencidn provee anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de
los mismos que se unen especificamente a un epitopo que incluye X{EDX; en
una proteina amiloide agregada, y que compiten para union al epitopo que
comprende X/{EDXz con p.e., un anticuerpo 2A4, 7D8, o 8G9. La competencia
entre anticuerpos se determina mediante un ensayo en el cual Ia
inmunoglobulina a prueba inhibe la unién especifica de un anticuerpo de
referencia a un antigeno comun, tal como AA. Se conocen numerosos tipos de
ensayos de unidn competitivos, por ejemplo: radioinmunoensayo directo o
indirecto en fase solida (RIA), inmunoensayo de enzima directo o indirecto de
fase solida (EIA), ensayo de competicion en emparedado (ver Stahli et al.,
Methods in Enzymology 9:242-253 (1983)); EIA biotina-avidina directa en fase
solida (ver Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614-3619 (1986)); ensayo marcado
directo en fase solida, ensayo directo de emparedado en fase sdlida (ver
Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press
(1988)); RIA directa de marcador en fase solida usando marcador de 1-125 (ver
Morel et al, Mol. Immunol. 25(1):7-15 (1988)); EIA directa de biotina-avidina de
fase solida (Cheung et al., Virology 176:546-552 (1990)); y RIA directo
marcado. (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77-82 (1990)).

Tipicamente, tales ensayos involucran el uso de antigeno purificado unido a
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una superficie solida o células que expresan el antigeno, una inmunoglobulina
de prueba no marcada y una inmunoglobulina de referencia marcada. La
inhibicién competitiva se mide determinando la cantidad de marcador unido a la
superficie solida o células en la presencia de la inmunoglobulina de prueba.
Usualmente, la inmunoglobulina de prueba esta presente en exceso. Los
anticuerpos identificados por el ensayo de competicion (anticuerpos en
competencia) incluyen anticuerpos que se unen al mismo apitopo que el
anticuerpo de referencia y anticuerpos que se unen a un epitopo adyacente
suficientemente proximo al epitopo unido por el anticuerpo de referencia para
que ocurra hidrancia estérica. Usualmente, cuando un anticuerpo en
competencia esta presente en exceso, este inhibira la unién especifica de un

anticuerpo de referencia a un antigeno comun en al menos 50 a 75%.

Un anticuerpo que se une especificamente a una proteina amiloide
significa un anticuerpo que se une a la proteina amiloide con una afinidad de al
menos 10’ M. Algunos anticuerpos se unen a la proteina amiloide con
afinidades entre 108 My 10" M.

Un anticuerpo que se une especificamente a proteina amiloide agregada tal
como AA agregada sin unirse especificamente a proteina amiloide monomérica
significa un anticuerpo que se une a proteina amiloide agregada, tal como, por
ejemplo fibrilos (p.e., AA en forma de laminas B plegadas tal como de un
cadaver de un paciente con Amiloidosis AA o un modelo de animal transgénico)
descrito anteriormente, y que tiene al menos diez veces, y usualmente al
menos 100 veces menos afinidad de unién especifica para formas
monomeéricas de la proteina amiloide. Por ejemplo, tal anticuerpo podria unirse
a AA soluble con una afinidad de 10° M y a placas con una afinidad de menos
de 10" M. La afinidad de tales anticuerpos para placas es usualmente de
menos de 10" o 10° M'. Tales anticuerpos son adicionalmente o

alternativamente definidos por intensidad de fluorescencia con relacion a un
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anticuerpo de control irrelevante (p.e., un anticuerpo o mezcla de anticuerpos
policlonales a un péptido AA reversomero) cuando los anticuerpos son
contactados con fibrilos y se evalua la union mediante marcacién fluorescente.
La intensidad de fluorescencia de los anticuerpos que se unen a peptido AA
soluble AA sin union a placas esta dentro de un factor de cinco, algunas veces
dentro de un factor de dos, y algunas veces no se puede distinguir entre el
erros experimental y el del anticuerpo de control.

Las composiciones o métodos "que comprenden” uno o mas elementos
enumerados pueden incluir otros elementos no enumerados especificamente.
Por ejemplo, una composicion que comprende péptido AA abarca tanto un
péptido AA aislado como un péptido AA como un componente de una
secuencia de polipéptido mayor.

. Enfermedades Amiloides

1. Generalidades y Patogénesis

Las enfermedades amiloides o amiloidosis incluyen un numero de
estados de enfermedad que tienen una amplia variedad de sintomas externos.
Estos trastornos tienen en comun la presencia de depdsitos extracelulares
anormales de fibrilos de proteina, conocidos como "depdsitos amiloides" o
"placas amiloides" que son usualmente de aproximadamente 10-100 ym de
diametro y estan localizados en 6rganos 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
agregados generalmente laterales de fibrilos que son de aproximadamente 10-
15 nm de diametro. Los fibrilos amiloides producen una birrefringencia verde
manzana caracteristica en luz polarizada, cuando son tefiidos con colorante

Rojo Congo. Los trastornos estan clasificados con base en los components
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mas importantes de fibrilo que forman los depdsitos de placa discutidos a

continuacion.

Los péptidos o proteinas que forman los depdsitos de placa son
usualmente producidos de wuna proteina precursora mayor. Mas
especificamente, la patogénesis de los depdsitos de fibrilo amiloides involucra
generalmente clivado proteolitico de una proteina precursora "anormal" en
fragmentos. Estos fragmentos generalmente se agregan en laminas plegadas 3
antiparalelas; sin embargo, se ha reportado que ciertas formas no degradadas
de proteina precursora se agregan y forman fibrilos en la polineuropatia
amiloide familiar (fibrilos de transtiretina variantes) y amiloidosis relacionada

con dialisis (fibrilos de macroglobulina B2) (Tan, et al, 1994, supra).

2. Sindromes Clinicos

Esta seccién provee descripciones de los tipos mas importantes de
amiloideosis, incluyendo sus composiciones de fibrilo de placa. Es un
descubrimiento general de la presente invencion que las enfermedades
amiloides pueden ser tratadas administrando agentes que sirven para estimular
una respuesta inmune contra un componente o componentes de los diferentes
depdsitos amiloides especificos de la enfermedad. Como se discute en mas
detalla en la seccion C siguiente, tales componentes son preferiblemente
constituyentes de los fibrilos que forman las placas. Las siguientes secciones
sirven para ejemplificar las formas mas importantes de amiloidosis y no

pretenden limitar la invencion.

a. Amiloidosis AL

La deposicion de amiloide AL esta generalmente asociada con casi

cualquier discrasia del linage de linfocito B, que varia desde malignancia de
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células de plasma (mieloma multiple) a gammapatia monoclonal benigna. En
momentos, la presencia de depdsitos amiloides puede ser un indicador primario

de la discrasia subyacente.

Los fibrilos de depdsitos amiloides AL estan compuestos de cadenas
ligeras de inmunoglobulina monoclonales o fragmentos de las mismas. Mas
especificamente, los fragmentos son derivados de la region N-terminal de la
cadena ligera (kappa o lambda) y contienen todo o parte del dominio variable
(VL) del mismo. Los depodsitos se encuentran generalmente en los tejidos
mesenquimaticos, causando neuropatia periférica y autonémica, sindrome del
tunel carpiano, macroglosia, cardiomiopatia restrictiva, artropatia de
articulaciones grandes, discrasias inmunes, mielomas, asi como discrasias
ocultas. Sin embargo, se debe notar que casi cualquier tejido puede estar

involucrado, particularmente 6rganos viscerales tales como el corazon.

b. Amiloidosis Sistémicas Hereditarias

Existen muchas formas de amiloidosis sistémicas hereditarias. Aunque
son condiciones relativamente raras, la aparicion de sintomas en el adulto y
sus patrones herediatarios (usualmente dominante autosomal) conduce a la
persistencia de tales trastornos en la poblaciéon general. Generalmente, los
sindromes son atribuibles a mutaciones puntiales en la proteina precursora que
conduce a la produccién de péptidos o proteinas amiloidogénicas variantes. La
Tabla 2 resume la composicion de fibrilo de las formas ejemplares de estos

trastornos.
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Amiloidosis Hereditarias
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Proteina/péptido de fibrilo

Variante genética

Sindrome clinico

Transtiretina y fragmentos | Met30, muchos otros Polineuripatia amiloide

(ATTR) familiar (FAP),
(principalmente nervios
periféricos)

Transtiretina y fragmentos | Thr45, Ala60, Ser84, Met111, | Participacion cardiaca

(ATTR) lle122 predominante sin neuropatia

Fragmento  N-terminal de | Arg26 Polineuropatia amiloide

Apoliproteina A1 (apoAl) familiar (FAP),
(principalmente nervios

periféricos)

Fragmento N-terminal de

Apoliproteina A1 (apoAl)

Arg26, Arg50, Arg60, otras

Tipo Ostertag, no neuropatica
(principamente  participacion

visceral)

Lisozima (Alys)

Thr56, His67

Tipo Ostertag, no neuropatica
(principamente  participacion

visceral)

Fragmento de cadena o de

Leu 554, Val 526

Tipo Ostertag, no neuropatica

fibrégeno (principamente  participacion
visceral)
Fragmento de  gelsolina | Asn187, Tyr187 Neuropatia craneal con

(age1)

distrofia cornea en enrejado

Fragmento C de cistatina Glu68 Hemorragia cerebral
hereditaria (angiopatia
amiloide cerebral) - tipo
islandesa

Proteina B-amiloide (AB) GIn693 Hemorragia cerebral

derivada de Proteina hereditaria (angiopatia

Precursora Amiloide (APP) amiloide cerebral) — tipo
alemana

Proteina B-amiloide (AB)
derivada de
Precursora Amiloide (APP)

Proteina

lle717, Phe717, Gly717

Enfermedad de Alzheimer

familiar




69

Proteina p-amiloide (Ap) Asn670, Leu671 Demencia Familiar -
derivada de Proteina enfermedad de Alzheimer
Precursora Amiloide (APP) probable

Proteina del prion (PrP) | Leu102, Val197, Asn178, | Enfermedad de Creutzfeldt-
derivada de la proteina | Lys200 Jakob Familiar; sindrome de
precursora de PrP insercion Gerstman-Str

51-91 Aussler-Scheinker

(encefalopatias
espongiformes  herediratias,

enfermedades del prion)

AA derivada de proteina A Fiebre Mediterranea Familiar,
amiloide en suero (ApoSSA) participacion renal principal

(recesivo autosomal)

AA derivada de proteina A Sindrome de Muckle-Well,
amiloide en suero (ApoSSA) nefropatia, sordera, urticaria,

dolor de miembros

Desconocida Cardiomiopatia con paralisis

auricular persistente

Desconocida Depositos cutaneos (bullosos,

papulares, postulo dérmicos)

& Datos derivados de Tan & Pepys, 1994, supra.

Los datos proporcionados en la Tabla 2 son ejemplares y no
pretendenlimitar el alcance de la invencion. Por ejemplo, se han descrito mas
de 40 mutaciones puntuales separadas en el gen transtiretina, todas las cuales

dan lugar a formas clinicamente similares de polineuropatia amiloide familiar.

La transtiretina (TTR) es una proteina de 14 kilodalton que también es
referida algunas veces como prealbumina. Es producida por el higado y el
plexo coroideo, y funciona en el transporte de hormonas tiroides y vitamina A.
Al menos 50 formas variantes de la proteina, cada una caracterizada por un
solo cambio de amino acido, son responsables de varias formas de
polineuropatia amiloide familiar. Por ejemplo, la sustitucion de prolina por
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leucina en la posicion 55 produce una forma particularmente progresiva de
neuropatia; la sustitucion de metionina por leucina en la posicién 111 produjo
una cardiopatia severa en pacientes daneses. Los depdsitos amiloides aislados
de tejido cardiaco de pacientes con amiloidosis sistémica han revelado que los
depositos estan compuestos de una mezcla heterogénea de TTR y fragmentos
de la misma, colectivamente referidos como ATTR, cuyas secuencias de
longitud total han sido caracterizadas. Los componentes de fibrilo ATTR
pueden ser extraidos de tales placas y su estructura y secuencia determinada
de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica (p.e., Gustavsson, A., et
al., Laboratory Invest. 73: 703-708, 1995; Kametani, F., et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 125: 622-628, 1984; Pras, M., et al, PNAS 80: 539-42,
1983).

Las personas que tienen mutaciones puntuales en la molécula de
apolipoproteina Al (p.e., Gly — Arg26; Trp — Arg50; Leu — Arg60) exhiben
una forma de amiloidosis (“tipo Ostertag") caracterizada por depodsitos de la
proteina apolipoproteina Al o fragmentos de la misma (AApo Al). Estos
pacientes tienen niveles bajos de lipoproteina de alta densidad (HDL) vy

presentan una neuropatia periférica o falla renal.

Una mutacioén en la cadena alfa de la enzima lisozima (p.e., lle -Thr56
o Asp — His57) es la base de otra forma de amiloide ehereditario no
neuropatico tipo Ostertag reportado en familias inglesas. Aqui, los fibrilos de la
proteina de lisozima mutante (Alys) estan depositados, y los pacientes exhiben
generalmente funcién renal deteriorada. Esta proteina, a diferencia de |
amayoria de las proteinas que formam fibrilo aqui descritas, esta usualmente
presente en forma entera (no fragmentada) (Benson, M.D., et al. CIBA Fdn.
Symp. 199: 104-131, 1996).
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El péptido B-amiloide (AB) es un péptido de 39-43 amino acidos derivado
por protedlisis de una proteina grande conocida como proteina precursora beta
amiloide (BAPP). Las mutaciones en la BAPP producen formas familiares de la
enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down y/o demencia senil,
caracterizadas por la deposicion cerebral de placas compuestas de fibrilos AR y
otros componentes, que se describen en mas detalle a continuacion. Las
mutaciones conocidas en APP asociadas con la enfermedad de Alzheimer se
encuentran proximas a los sitios de vlivado de secretasa B o y, o entre AB. Por
ejemplo, la posicidn 717 esta proxima al sitio de clivado de secretasa y de APP
en su procesamiento a AB, y las posiciones 670/671 estan proximas al titio de
clivado de secretasa (3. Las mutaciones en cualquiera de estos residuos
pueden producir enfermedad de Alzheimer, presumiblemente causando un
aumento en la cantidad del amino acido 42/43 del AB generado del APP. La
estructura y secuencia de péptidos A de varias longitudes son bien conocidas
en la técnica. Tales péptidos se pueden preparar de acuerdo con meétodos
conocidos en la técnica (p.e., Glenner y Wong, Biochem Biophys. Res. Comm.
129: 885-890, 1984; Glenner y Wong, Biochem Biophys. Res. Comm. 122:
1131-1135, 1984). Adicionalmente, varias formas de los péptidos estan

disponibles comercialmente.

La sinucleina es una proteina asociada con la sinapsis que se aemeja a
una alipoproteina y is es abundante en el citosol neuronal y en los terminales
presinapticos. Un fragmento de péptido derivado de la a-sinucleina, llamado
NAC, también es un componente de placas amiloides de la enfermedad de
Alzheimer. (Clayton, et al., 1998). Este componente ambién sirve como un
objetivo para tratamientos inmunologicamente basados de la presente

invencion, como se detalla mas adelante.

La gelsolina es una proteina de union a calcio que 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
hereditaria, usualmente encontrada en pacientes de Finlandia, asi como
personas de origen Aleman o Japonés. En individuos afectados, los fibrilos
formados de los fragmentos de gelsolina (Agel), consiste usualmente de los
amino acidos 173-243 (fragmento carboxiterminal de 68 kDa) y se depositan en
los vasos sanguineos y las membranas basales, produciendo distrofia cérnea y
neuropatia craneal que progresa a neuropatia periférica, cambios distréficos de
la piel y deposicion en otros 6rganos. (Kangas, H., et al. Human Mol. Genet.
5(9): 1237-1243, 1996).

Otras proteinas mutadas, tales como la cadena alfa mutante de
fibrinbgeno (AfibA) y la cistatina C mutante (Acys) también forman fibrilos y
producen trastornos hetreditarios caracteristicos. Los fibrilos de AfibA forman
depdsitos caracteristicos de un amiloide hereditario no neuropatico
caracteristico con enfermedad renal; los depdsitos Acys son caracteristicos de
una angiopatia amiloide cerebral hereditaria reportada en Islandia.
(Isselbacher, et al., Harrison's Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill, San
Francisco, 1995; Benson, et al., supra). En al menos algunos casos, los
pacientes con angiopatia amiloide cerebral (CAA) han mostrado tener fibrilos
amiloides que contienen una forma no mutante de cistatina C en conjuncion
con beta proteina. (Nagai, A., et al. Molec. Chem. Neuropathol. 33: 63-78,
1998).

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

normal (PrP®). Una isoforma mutante predominante, PrP%¢, también referida
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como AScr, difiere de la proteina celular normal en su resistencia a la
degradacion de proteasa, insolubilidad después de la extraccion de detergente,
deposicion en lisosomas secundarios, sintesis post-transduccional, y alto
conteido de placa plegada (3. Se ha establecido el enlace genético para al
menos cinco mutaciones que producen enfermedad de Creutzfeldt-Jacob
disease (CJD), sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), e
insomnio familiar fatal (FFI). (Baldwin) Los métodos para extraer péptidos de
fibrilo de los fibrilos scrapie, determinando secuencias y haciendo tales
péptidos son conocidos en la técnica. (p.e., Beekes, M., et al. J. Gen. Virol. 76:
2567-76, 1995).

Por ejemplo, una forma de GSS ha estado ligada a una mutacion PrP en
el codon 102, mientras que el GSS telencefalico se segrega con una mutacion
en el codon 117. Las mutaciones en los codones 198 y 217 producen una
forma de GSS en la cual las placas neuriticas caracteristicas de la enfermedad
de Alzheimer contienen PrP en lugar de péptido AB. Ciertas formas de CJD
familiar han sido asociadas con mutaciones en los codones 200 y 210; las
mutaciones en los codones 129 y 178 se en encontrado en CJD familiar y FFI.
(Baldwin, supra).

C. Amiloidosis Sistémica Senil

La deposicion amiloide, ya sea sistémica o focal, aumenta con la edad.
Por ejemplo, los fibrilos de transtiretina tipo salvaje (TTR) se encuentran
comunmente en el tejido del corazon de individuos ancianos. Estos pueden ser
asintomaticos, clinicamente silenciosos, o pueden producir falla cardiaca. Los
depdsitos focales fibrilares asintomaticos se pueden encontrar también en el
cerebro (AB), cuerpo amilaceo de la prostata (microglobulina ARy),

articulaciones y vesiculas seminales.
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d. Amiloidosis Cerebral

La deposicion local de amiloide es comun en el cerebro, particularmente en
individuos ancianos. El tipo mas frecuente de amiloide en el cerebro esta
compuesto principalmente de fibrilos de péptido AB, que producen demencia o
enfermedad de Alzheimer esporadica (no hereditaria). De hecho, la incidencia
de enfermedad de Alzheimer esporadica excede en 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).

e. Amiloidosis relacionada con Dialisis

Las placas compuestas de fibrilos de microglobulina B2 (AB2M) se
desarrollan comunmente en pacientes que reciben hemodialisis a largo plazo o
dialisis peritoneal. La microglobulina 2 es un polipéptido de 11.8 kilodalton y es
la cadena ligera de los antigenos MCH Clase |, que estan presentes en todas
las células nucleadas. Bajo circunstancias normales, es separada
continuamente de membranas celulares y es normalmente filtrada por el rindn.
La falla en la depuracién, tal como en el caso de la funcidn renal deteriorada,
conduce a la deposicion en el rifdn y otros sitios (principalmente tejidos de las
articulaciones ricos en colageno). A diferencia de otras proteinas de fibrilo, las
moléculas de AB2M estan generalmente presentes en forma no fragmentada en

los fibrilos. (Benson, supra).

f. Amiloidosis derivada de Hormona

Los organos endocrinos pueden albergar depositos amiloides,

particularmente en individuos ancianos. Los tumores que secretan hormona

también pueden contener placas de amiloide derivadas de hormona, los fibrilos
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que son preparados de hormonas de polipéptido tales como calcitonina
(carcinoma medular de la tiroides), polipéptido amiloide del islote (amilina; que
se encuentra en la mayoria de los pacientes con diabetes Tipo Il), y péptido
natriurético auricular (amiloidosis auricular aislada), las secuencias vy

estructuras de estas proteinas son bien conocidas en la técnica.

g. Amiloidosis Miscelaneas

Existe una variedad de otras formas de enfermedad amiloide que se
manifiestan normalmente como depdsitos localizados de amiloide. En general,
estas enfermedades son probablemente el resultado de la produccién
localizada y/o la falta de catabolismo de los precursores de fibrilo especificos o
una predisposicion de un tejido particular (tal como la articulacion) para la
deposicion de fibrilo. Ejemplos de tal deposicion idiopatica incluye amiloide AL
modular, amiloide cutaneo, amiloide endocrino, y amiloide relacionado con

tumor.

. Enfermedades Amiloides AA

La amiloidosis AA, inicialmente llamada amiloidosis secundaria o
reactiva porque se desarrolla secundaria a una enfermedad preexistente o
coexistente. Tales enfermedades incluyen, pero no se limitan a enfermedades
inflamatorias, tales como artritis reumatoide, artritis juvenil crénica, espondilitis
anquilosante, soriasis, artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de
Still del Adulto, sindrome de Behcet, y enfermedad de Crohn. Los depdsitos AA
también son producidos como resultado de infecciones microbianas crénicas,
tales como lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, ulceras por decubito, pielonefritis
cronica, osteomielitis, y enfemedad de Whipple. Ciertos neoplasmas malognos
también pueden producir depdsitos amiloides de fibrilo AA. Estos incluyen

condiciones tales como linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas del
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intestino, pulmoén y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, y leucemia de
célula vellosa. La enfermedad amiloide AA también puede resultar de
enfermedades inflamatorias hereditarias tal como Fiebre Mediterranea Familiar.
Adicionalmente, la enfermedad amiloide AA puede resultar de transtornos

linfoproliferativos tales como Enfermedad de Castleman.

1. Enfermedades Inflamatorias Asociadas con Amiloidosis AA

La artritis reumatoide es una enfermedad sitémica crénica
principalmente de las articulaciones. Los sintomas de la artritis reumatoide
estdn marcados por cambios inflamatorios en las membranas sinoviales vy
estructuras articulares (articulaciones) y por atrofia y rarefaccion (la densidad
del hueso disminuye) de los huesos. En estados tardios de artritis reumatoide,
se desarrolla derformidad y anquilosis (inmovilidad de la articulacién). Un
modelo de artritis reumatoide puede ser inducido en ratones o ratas

administrando colageno tipo Il en adyuvante de Freund completo.

La artritis juvenil crénica viene en muchas formas; siendo la mas comun
la artritis reumatoide juvenil. Puede ocurrir en nifos a cualquier edad, pero
aparece primero mas comunmente entre las edades de los 2 y 6 afios. Hay 3
tipos principales de artritis reumatoide juvenil, a saber, artritis pauciarticular,
artritis poliarticular, y artritis sistémica (también conocida como enfermedad de
Still). La artritis pauciarticular afecta tipicamente 4 o menos articulaciones,
usualmente las mas grandes tales como las rodillas. Puede estar acompafada
por rigidez, cauzando cojera en el nifo. La artritis poliarticular esta
caracterizada por afectar 5 o mas articulaciones, mas comunmente las
articulaciones mas pequefas de las manos y los pies. Los nifios con arthritis
poliarticular usualmente tienen una forma mas severa de la enfermedad. La
artritis sistémica esta caracterizada por inflamacion de la articulacion en

combinacion con fiebre y un salpullido rosado. Las articulaciones pueden no
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empezar a inflamarse hasta algunos meses o afios después que empiezan las
fiebres. También puede afectar organos internos tales como el higado,
corazon, bazo y ganglios linfaticos, y la anemia es comun. Mientras que la
artritis sitémica tiene a aplacarse a decision propia, un pequefo porcentaje de

estos nifos pueden tener artritis severa que continua en la adultez.

La espondilitis anquilosante es una enfermedad reumatica que causa
artritis de la columna y articulaciones sacroiliacas y puede causar inflamacién
delos ojos, pulmones y vavulas cardiacas. Varia desde episodios intermitentes
de door de espalda que ocurren durante la vida a una enfermedad cronica
severa que ataca la columna, las articulaciones periféricas y otros 6rganos
corporales, produciendo rigidez severa de articulaciones y espalda, pérdida de
mocion y deformidad a medida que progresa la vida.

La soriasis es una dermatosis escamosa, cronica comun marcada por
exacerbacion y remisiones y que tiene un patron hereditario poligénico. Los
sintomas de la soriasis estan marcados por la presencia de parches
escamosos secos redondeados de diferentes tamanos, cubiertos por escamas
blancas plateadas o blancas grisaceas que tienen una predilecciéon por
superficies extensoras, ufas, cuero cabelludo, genitales y la region

lumbosacra.

La artropatia soriatica es un trastorno en el cual la soriasis esta enlazada
con el desarrollo de la artritis. El trastorno puede ser exhibido en una variedad
de formas. La artritis es generalmente leve e involucra solamente unas pocas
articulaciones. En unos pocos pacientes, la enfermedad es severa y
usualmente afecta los dedos y la columna. Cuando se afecta la columna, los

sintomas son mucho mas como los de la espondilitis anquilosante.
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El syndrome de Reiter es un grupo de sintomas que consisten de artritis,
uretritis (inflamacion del tracto urogenital), conjuntivitis (inflamacién del forro del
0jo), y lesiones de la piel y membranas mucosas. El syndrome de Reiter es
también referido como artritis reactiva, que significa que la artritis ocurre como
una "reaccion" a una infeccion que empezo6 en algun lugar en el cuerpo. La
chlamydia trachomatis es la bacteria mas usualmente asociada con el
sindrome de Reiter adquirida por contacto sexual. Varias bacterias diferentes
estan asociadas con el sindrome de Reiter adquirido a través del tracto
digestivo, incluyendo Salmonella, Shigella, Yersinia, y Campylobacter.

La enfermedad de Still del Adulto, también llamada Enfermedad de Still
del Adulto es una condicion inflamatoria rara que ataca organos internos,
articulaciones y otras partes del cuerpo. Puede aparecer y desaparecer
repentinamente. En muchos casos severos, la enfermedad de Still del Adulto
se vuelve cronica y extremadamente debilitante, causando dolor terrible y
rigidez. Después de muchos afos, la enfermedad inutiliza 6rganos vitales tales

como el corazon y los pulmones.

El sindrome de Behcet es un trastorno de multisistema que se presenta
con ulceraciones orales y/o genitales recurrentes, uveitis crénica con recaida
que puede causar ceguera y deterioros neuroldgicos. Se caracteriza por 4
sintomas importantes: Ulceras aftosas orales, lesiones de piel, sintomas
oculares, y ulceraciones genitales, y ocasionalmente por inflamacién en tejidos
y organos en todo el cuerpo, incluyendo el tracto gastrointestinal, sistema
nervioso central, sistema vascular, pulmones, y rifiones. La artritis del sinfrome
de Behcet es usualmente intermittente, auto limitada, no deformante vy

localizada en las rodillas y tobillos.

La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria granulomatosa

cronica (cierpo o crecimiento del tipo grano pequefio) que involucra cualquier
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parte del tracto gastrointestinal desde la boca al ano; pero involucra
comunmente el ileo (las tres quintas partes del intestino delgado) con
cicatrizacion y engrosamiento de la pared intestinal. Los sintomas de la
enfermedad de Crohn incluyen la presencia de diarrea crénica, sonidos
intestinales aumentados, calambres, posiblemente evidenciados por pérdida de

peso y aversion a la comida.

2. Enfermedades de Infeccion Microbiana Croénica Asociadas con
Amiloidosis AA

La lepra es una enfermedad infecciosa caracterizada por ulceras de piel
desfigurantes, dafio de nervio periférico, y debilitamiento progresivo. La lepra
es causada por el organismo Mycobacterium leprae, que no es muy contagioso
y tiene un largo periodo de incubacion. La lepra tiene dos formas comunes,
tuberculoide y lepromatosa. Ambas formas producen ulceras en la piel, pero la
forma lepromatosa es la mas severa, produciendo grandes nodos desfigurantes
(bultos y ronchas). La lepra eventualmente causa dano neurolégico periférico.
Los pacientes con lepra de largoplazo pueden perder el uso de sus manos o
pies debido al dafio repetido resultante de la falta de sensacion.

La tuberculosis es una infeccion bacteriana contagiosa causada por
Mycobacterium tuberculosis. La enfermedad esta caracterizada por el
desarrollo de granulomas (tumores granulares) en los tejidos infectados. Los
pulmones estan principalmente involucrados, pero la infeccidon puede

diseminarse a otros 6rganos.

La bronquiéctasis es una destruccion anormal y dilataciéon de las vias
aéreas importantes. La bronquiéctasis es usualmente causada por inflamacién
o infeccion recurerrente de las vias aéreas. Una bacteria clasica que se ve en

pacientes con bronquiéctasis es Pseudomonas aeruginosa, que es
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notoriamente dificil de erradicar. Las infecciones repetidas de las vias aéreas
por esta bacteria pueden conducir a la colonizacion de los bronquios por este
organismo, lo que predispone a tales personas a neumonias Pseudomonal

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

La ulcera por decubito también conocida como ulcera por presién o
llagas, es una ulceraciéon de la piel y tejidos subyacentes causada por presion
prolongada sobre el area afectada. Empiezan como piel enrojecida, pero
empeoran progresivamente, formando una ampolla, luego una llaga abierta y
finalmente un crater. Estas ulceraciones ocurren usualmente sobre
prominencias huesudas tales como como talones, area del coxis de las nalgas

y parte posterior de la cabeza.

La pielonefritis cronica es una infeccion del riidn y los uréteres (ductos
que llevan la orina desde el rifion). La pielonefritis ocurre mas usualmente
como resultado de una infeccion del tracto urinario, particularmente en la
presencia de retroflujo de orina ocasional o persistente desde la vejiga en los

uréteres o pelvis renal.

La osteomielitis es una infeccion 6sea aguda o cronica causada
usualmente por bacterias. Usualmente la infeccion inicia en otra parte del
cuerpo y se disemina al hueso mediante la sangre. Cuando el hueso esta
infectado, se produce pus dentro del hueso, lo que puede producir un abceso.
El abceso priva entonces al hueso de su suministro de sangre. La osteomielitis
cronica resulta cuando el tejido éseo muere como resultado de la pérdida del
suministrao de sangre. La infeccidn cronica puede persistir intermitentemente

por anos.

La enfermedad de Whipple es una condicidn rara que causa la absocrion

inadecuada de nutrientes desde el tracto intestinal debido a la infeccion del
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intestino. Es causada por la bacteria Tropheryma whippelii. Los sintomas
incluyen diarrea, sangrado intestinal, dolor abdominal, pérdida del apetito,
pérdida de peso, fatigua, y debilidad. La artritis y la fiebre usualmente ocurren
varios afos antes de que se desarrollen los sintomas intestinales. Los
pacientes pueden experimentar sintomas neurolégicos también. El diagnostico
se basa en los sintomas y los resultados de una biopsia de un tejido del
intestine Delgado u otros 6rganos que estan afectados. Cuando se reconoce y
se ftrata, la enfermedad de Whipple puede ser usualmente curada. Sin

tratamiento, la condicidon es usualmente fatal.

3. Neoplasmas Malignos Asociados con Amiloidosis AA

El linfoma de Hodgkin es un cancer del tejido linfatico encontrado en los
ganglios linfaticos, bazo, higado, y médula espinal. El primer signo de este
cancer es a menudo un glanglio linfatico agrandado. La enfermedad se puede
diseminar a glandulas linfaticas cercanas y luego se puede diseminar a los
pulmones, higado o médula espinal.

Un carcinoma renal es un cancer de rifidon. Las células cancerosas se
encuentran en el recubrimiento de tubulos en el riidn. El primer sintoma es a
menudo sangre en la orina. Algunas veces ambos rifiones estan involucrados.
El cancer se disemina facilmente, mas a menudo a los pulmones y otros
organos. El carcinoma de célula renal es el tipo mas comun de cancer de riidn
seguido por carcinoma de célula renal papilar, carcinoma de célula renal
cromoéfoba y carcinoma renal de ducto de recoleccion. Aproximadamente el 5%
del carcinoma renal no esta clasificado debido a que su apariencia no encaja

en ninguna de las otras categorias.

Los carcinomas del intestino incluyen canceres gastrointestinales tales

como colorrectal, pancreatico, de estbmago y esofagico. El cancer colorrectal



82

es cancer que inicia en el intestino grueso al recto. Casi todos los canceres
colorrectales empiezan como polipos benignos que, durante un periodo de
muchos anos, se desarrollan en canceres. La mayoria de los casos de cancer
colorrectal no tienen sintomas. El cancer pancreatico es una malignancia del
pancreas. Los sintomas incluyen dolor abdominal, pérdida de apetito, pérdida
de peso significativa e ictericia indolora. El cancer de estémago, también
llamado cancer gastric, se puede desarrollar en cualquier parte del estbmago y
puede diseminarse en el estomago y a otros organos; particularimente el
esofago y el intestino delgado. También se puede diseminar, a través de la
pared estomacal, a glandulas linfaticas cercanas y 6rganos tales como el
higado, pancreas, y los pulmones, o a 6rganos distantes tales como glandulas
linfaticas por encima de la clavicula, el colon y los ovarios. El cancer de
estomago es a menudo asintomatico. El cancer esofagico es malignancia del
esotfago. Los sintomas incluyen disfagia (dificultad para tragar), door y pérdida
de peso sustancial.

Los carcinomas del pulmén son un cancer de los pulmones
caracterizado por la presencia de tumores malignos. Hay dos tipos principales
de cancer pulmoén: cancer de pulmon de célula no pequeia y cancer de pulmoén
de célula pequena. Los sintomas dependen del tipo de cancer especifico, pero
muchos pueden incluir tos crénica, expectorar con sangre, falta de aliento,

silbidos, dolor de pecho, pérdida del apetito, pérdida de peso y fatiga.

Los carcinomas del tracto urogenital incluyen pero no se limitan a cancer
de prostata, cancer de vejiga, cancer endometrial, cancer cervical y cancerde
ovario. El cancer de prostata involucra un crecimiento de rumor maligno dentro
de la glandula prostatica. Los sintomas pueden incluir miccion frecuente,
dificultad para iniciar y mantener una corriente de orina estable, sangre en la
orina, miccion dolorosa, dificultad para lograr la efeccion o eyaculacidon

dolorosa. El cancer de vejiga se refiere a cualquiera de varios tipos de
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crecimientos malignos de la vejiga urinaria. Los sintomas incluyen sangre en la
orina, miccion frecuente, miccién dolorosa, y urgencia urinaria. El cancer
endometrial involucra crecimiento canceroso del endometrio (recubrimiento del
utero). Ocurre principalmente después de la menopausia, y se presenta con
sangrado vaginal. El cancer cervical es una malignancia de la cervix. Las
etapas iniciales del cancer cervical pueden ser completamente asintomaticas.
El sangrado vaginal puede indicar la presencia de malignancia. En etapas
avanzadas, la metastasis puede estar presente en el abdémen, pulmones o en
alguna otra parte. El cancer de ovario es un neoplasma maligno de los ovarios.
Los sintomas del cancer de ovario son a menudo vagos y no especificos, que
incluyen incomodidad abdominal inferior vaga, sentido de pesadez pélvica,
ciclo menstrual anormal, sangrado vaginal, ganancia o pérdida de peso,
sintomas gastrointestinales no especificos. Canceres de ovario, células de
cancer separadas que usualmente se implantan en el utero, vejiga, intestino y
recubrimiento de la pared intestinal. Estas células de cancer pueden empezar a
forma nuevos crecimientos de tumor antes que el cancer sea incluso

sospechado.

El carcinoma de célula basal es un tumor de piel de crecimiento lento
gue involucra cambios cancerosos en las células de piel basales. Los sintomas
incluyen lesiones de piel localizadas en la cara, oreja, cuello, pecho, espalda o
cuero cabelludo; vasos sanguineos visibles en 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 cuerpo, pero puede continuar
creciendo e invadir tejidos y estructuras cercanas, incluyendo nervios, huesos y
cerebro. La leucemia de célula vellosa es un cancer de linfocitos (células B)
que conduce a bajos conteos sanguineos. La enfermedad es causada por
células B de forma anormal con proyecciones similares a cabello. Los sintomas

son usualmente vagos. Los bajos conteos sanguineos causados por la
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leucemia de célula vellosa pueden conducir a infecciones, fatigua, y sangrado

excesivo.

4. Enfermedad Inflamatoria Heredada Asociada con AA

La Fiebre Mediterranea Familiar es un trastorno heredado causado por
fiebre e inflamacion recurrente, que a menudo involucra el abdomen o el
pulmon. Los sintomas incluyen inflamacion en el recubrimiento de la cavidad
abdominal, cavidad toracica, piel, o articulaciones, junto con altas fiebres que
tienen pico usualmente en 12 a 24 horas. Los ataques pueden variar en
severidad de los sintomas, y las personas usualmente no tienen sintomas entre
los ataques. Esta enfermedad es muy rara. Los factores de riesgo incluyen una
historia familiar de Fiebre Mediterranea Familiar o que tienen ancestros

Mediterraneos.

5. Trastornos linfoproliferativos Asociados con Amiloidosis AA

La enfermedad de Castleman es una forma de trastorno linfoproliferativo
caracterizado por la presencia de hiperplasia de glandula linfatica gigante con
infiltracion de célula en plasma. Los pacientes con enfermedad de Castleman
comunmente tienen fiebre, anemia, hipergammaglobulinemia, y un aumento de
las concentraciones en suero de proteinas reactivas en fase aguda, todas las
cuales estan adscritas a la gran cantidad de IL-6 producida en los ganglios
linfaticos.

V. Amiloide A en suero

1. Amiloide A en Suero Humano
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El Amiloide A en suero (SAA) es el precursor circulante de proteina A
amiloide, el componente fibrilar de los depdsitos amiloides. Los estudios
estructurales mostraron que la SAA humana es heterogénea y representa una
familia de genes SAA polimérficos y productos de proteina. La superfamilia del
gen SAA comprende un grupo de genes intimamente ligados localizados a 11p
15.1. Ver Sellar, GC et al. Genomics 19: 221-227 (1994). Se han descrito los
cuatro genes SAA en humanos. Las secuencias de amino acido de proteinas
representativas codificadas por los cuatro genes SAA se ilustran en la Figura 1.
Dos genes (SAA1 y SAAZ2) condifican la amiloide A en suero en fase aguda (A-
SAA) y son inducidas de manera coordinada en respuesta a la inflamacion. Los
SAA1 y SAA2 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 SAA2 humana ilustradas por las Figuras 18 y 19. El
SAA3 es un seudogen. SAA4 codifica SAA constitutiva y es minimamente
inducible. Ver Cunnane G. Balilliere 's Clin. Rheumatol. 13(4): 615-628. Todas
las moléculas SAA/AA humanas contienen una secuencia de tetrapéptido de
unién a calcio tedrica, Gly-Pro-Gly-Gly, de posible importancia para la auto
agregacion y con mitades extrafibrilares de amiloide en la fibrilogénesis. Ver
Fykse, E.M. et al. Biochem. J. 256:973-980 (1988) y Turnell et al. Mol. Biol.
Med. 3:387-407 (1986). La porcion N terminal de SAA/AA es fuertemente
hidrofébica, probablemente de importancia para la auto agregacion y otros
componentes de los depdsitos amiloides. Ver Husby et al. Clin. Immunol.
Immunopathol. 70(1):2-9 (1994). La secuencia de cada isoforma de AA y su
relacion con sus isoformas SAA correspondientes se ilustra en las Figuras 2-5.
Por ejemplo, la isoforma alfa de SAA1 humana tiene la secuencia:

H2oN-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-His-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-Asp-Ala-Arg-Glu-Asn-lle- GIn-Arg-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-
Glu-Asp-Ser-Leu-Ala-Asp-Gin-Ala-Ala-Asn-Glu-Try-Gly-Arg-Ser-Gly-Lys-Asp-
Pro-Asn-His-Phe-Arg-Pro-Ala-Gly-Leu-Pro-Glu-Lys-Tyr-OH (SEQ ID NO:1).

AA, que es el fragmento proteolitico de SAA, es también heterogéneo. El
peptide AA humano predominante consiste de 76 amino acidos. Un ejemplo de
AA tiene la secuencia:

HoN-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-His-Ala-Arg-Gly-Asn-Tyr-Asp-Ala-Ala-Lys-Arg-Gly-Pro-Gly-Gly-Ala-Try-Ala-
Ala-Glu-Val-lle-Ser-Asp-Ala-Arg-Glu-Asn-lle-GIn-Arg-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-
Glu-Asp-Ser-OH (SEQ ID NO:2).

AA70-76 se refiere a un fragmento AA que empieza en el residuo 70 y
termina en el residuo 76 de la (SEQ ID NO:2) que consiste de la secuencia
GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4), o segmento correspondiente de otra proteina AA
que se encuentra naturalmente de un humano u otra especie, cuando la

secuencia de esa proteina esta maximamente alineada con la SEQ ID NO:2.

2. Amiloide A en Suero Murino

En el raton se han descrito cuatro genes SAA. Las secuencias de amino
acido representatvias de las proteinas codificadas por los cuatro genes SAA
murinos se ilustran en la Figura 8. La familia de gen SAA de raton comprende
cuatro miembros que estan intimamente relacionados en el cromosoma 7. Dos
de estos genes que codifican los isotipos de SAA de raton mas importantes
(SAA1 y SAA2) comparten alta identidad de secuencia no solamente en exones
sino también en intrones y regiones de flanqueo y estan inducidos en

cantidades aproximadamente iguales en respuesta a los modelos de induccidn
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amiloide. Estos dos isotipos difieren en solamente 9 de 103 residuos de amino
acido; sin embargo, solamente SAA2 se deposita selectivamente en fibrilos
amiloides. Ver de Beer M.C. Biochem J. 1991 280(Pt 1): 45-49 (1991); Hoffman
J.S. et al. J Exp Med. 159:641-646 (1984); Shiroo M et al. Scand J. Immunol.
26:709-716 (1987). SAA3 es una apolipoproteina HDL menor y producida
periféricamente en fase aguda. SAA4 es una subfamilia constitutiva que es una
apolipoproteina HDI menor normal que comprende mas de 90% de la SAA
durante la homedstasis. Ver Stearman R.S. et al. Nucleic Acids Research,
14(2)797-809 (1986) y de Beer M.C. Genomics, 34(1): 139-42 (1996).

La AA murina, que es un fragmento proteolitico de SAA también es
heterogénea. La secuencia de cada isoforma murina de AA y su relacion con
su forma SAA correspondiente se ilustra en las Figuras 9-12. Una alineacion de

secuencia de AA1, AA2, AA3 y AA4 murina se ilustra en la Figura 13.

La AA1 es la murina equivalente a la AA1 humana. Ver Figura 16. En
particular, los residuos 69-75 de AA1 murina (GRGHEDT, SEQ ID NO: 9) estan
maximamente alineados con los residuos 70-76 de AA1 humana (GHGAEDS,
SEQ ID NO: 4). Ver también Figura 17.

3. Amiloide A en Suero de Shar Pei

La secuencia de Shar Pei esta indicada en la Figura 20. De manera
interesante, la region hom+ologa en la proteina SAA humana -AEDS, (SEQ ID
NO: 13) contiene una sustitucion Thr a Ser conservada en la posicion 76, asi
como cadena lateral significativamente diferente del residuo en la posicion 73
(His a Ala; Fig. 1). La secuencia AEDS, (SEQ ID NO: 13), también se observa
en las especies de perro Shar Pei, una raza que es particularmente susceptible

a amiloidosis AA y podria proveer un modelo que se encuentra naturalmente de
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AA sistémica en el cual evaluar aplicaciones diagnosticas y terapéuticas
novedosas de anticuerpos especificos de amiloide AA y otros compuestos.

4. El segmento 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 evidencia muestra
que la parte amiloidogénica de la molécula es el segmento N-terminal de 10-15
amino acidos de longitud. Las sustituciones de amino acido en esta parte de la
molécula pueden explicar porqué solo una de las dos isoformas de SAA de
ratén es amiloidogénica. Ver Westermark G.T. Biochem Biophys Res Commun.
182(1):27-33 (1992).

V. Otras Proteinas Amiloidogénicas Humanas
Los numeros de Acceso al GenBank y las secuencias X{EDX; se

proporcionan en la Tabla 3 para varias proteinas amiloidogénicas humanas,
incluyendo algunas de las listadas anteriormente en la Tabla 2.

Tabla 3
Proteinas Amiloidogénicas Humanas
Proteina Amiloidogénica Humana Secuencia de Concenso Numero de

Acceso al
GenBanK

SAA1 AEDS, (SEQ ID NO: 13)

SAA2 AEDS, (SEQ ID NO: 13)

SAA3 AEDS, (SEQ ID NO: 13)

SAA4 AEDS, (SEQ ID NO: 13)

Regién V de cadena ligera kappa de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAB26897

inmunoglobulina anti-Sm




&9

region variable de inmunoglobulina usada | PEDS, (SEQ ID NO: 26) AAC61608
por la cadena ligera kappa de ITC52

(subgrupo V kappa i

region variable de inmunoglobulina usada | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAC61606
por la cadena ligera kappa de ITC48

(subgrupo V kappa IV

precursor de cadena ligera kappa T125 | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAW82027
monoclonal anti-RhD

precursor de cadena ligera kappa de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) CAA45496
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAT44350
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAT44349
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAT44348
inmunoglobulina

cadena ligera kappa de inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22) CAA09185
cadena ligera kappa de inmunoglobulina SEDF, (SEQ ID NO: 24) CAA09181
region variable de cadena ligera kappa de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAU14891
inmunoglobulina

cadena ligera kappa de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAO17825
anti-rabia SOJA

region variable de cadena ligera kappa de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AABG8786
inmunoglobulina anti-estreptocécica/anti-

miosina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AABG8785
inmunoglobulina anti-estreptocécica/anti-

miosina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAC99644
inmunoglobulina anti-HLA-A2/anti-HLA-A28

region V de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAB62946
inmunoglobulina; anticuerpo 18/2 anti-ADN

cadena ligera kappa de inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAF75949
cadena ligera kappa 48d de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AARB88370

gp120 anti-HIV-1
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cadena ligera kappa de inmunoglobulina PEDL, (SEQ ID NO: 27) BAA97671
cadena ligera kappa de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA82105
histolitica anti-Entamoeba

cadena ligera kappa de inmunoglobulina | TEDV, (SEQ ID NO: 28) BAA82102
histolitica anti-Entamoeba

cadena ligera kappa de inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAC41705
region variable de cadena ligera kappa | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAC26480
monoclonal de IgM gangliésido anti-GM2

region variable de cadena ligera kappa de | PEDV, (SEQ ID NO: 151) AAT51719
inmunoglobulina anti-SARS-CoV

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) ATTS51718
inmunoglobulina anti-SARS-CoV

region VLJ de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAD27502
inmunoglobulina

region VLJ de cadena ligera kappa de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) BAD27497
inmunoglobulina

cadena ligera kappa 47e de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAR88378
gp120 anti-VIH-1

cadena ligera kappa 16c de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAR88374
gp120 anti-VIH-1

cadena ligera kappa 411g de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAR88372
inmunoglobulina gp120 anti-VIH-1

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAF14212
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAF14211
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAF14210
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAF14209
inmunoglobulina

cadena ligera kappa de region V de | PEDI, (SEQ ID NO: 21) AAR02415
inmunoglobulina

cadena ligera kappa de inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAM46647
cadena ligera kappa de inmunoglobulina AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAM46643
cadena ligera kappa de inmunoglobulina | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA82103
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histolitica anti-Entamoeba

region variable kappa de cadena ligera de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AALG5723
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65718
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AALGB5717
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAL65716
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65714
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65713
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL6B5712
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AALB5711
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65710
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | LEDG, (SEQ ID NO: 31) AAL65709
inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22)

region variable kappa de cadena ligera de | LEDG, (SEQ ID NO: 31) AALG5708
inmunoglobulina PEDF, (SEQ ID NO: 22)

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65707
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AALB5706
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65705
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65704
inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAL65703
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAC64146

inmunoglobulina




region variable de cadena ligera kappa de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) AAC64144

inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) ABI64139

inmunoglobulina

Cadena ligera kappa de inmunoglobulina de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAL04535

polisacarido capsular anti-neumocécico

region variable kappa de cadena ligera de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AALG5722

inmunoglobulina

region variable kappa de cadena ligera de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AALG5720

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19563

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) BAA19562

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) BAA19561

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19560

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19559

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) BAA19558

inmunoglobulina

region V-J de cadena ligera de | PEDI, (SEQ ID NO: 21) BAA19556

inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) AAA71907

inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAA71905

inmunoglobulina

region variable de cadena ligera Fab G1 de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAF48998

inmunoglobulina

region variable de cadena ligera Fab G1 de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAF48996

inmunoglobulina

region V de cadena ligera kappa AEDM, (SEQ ID NO: 32) CAA37675

region variable de cadena ligera Fab G1 de | SEDF, (SEQ ID NO: 24) BAF48994

inmunoglobulina
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region variable de cadena ligera Fab G1 de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAF48992
inmunoglobulina

region V-J-C precursora de cadena kappa de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) A53261

g

region V precursora de cadena kappa de Ig AEDV, (SEQ ID NO: 23) A49137
region V-l precursora de cadena kappa de Ilg | SEDI, (SEQ ID NO: 29) PNO0445
region V-l precursora de cadena kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) A32274

Ig (EVI-15)

region V-IV (Dep) de cadena kappa de Ig AEDV, (SEQ ID NO: 23) A34153
region V-IV (Fue) de cadena kappa de Ig AEDV, (SEQ ID NO: 23) B34153
region V-l (Pec) de cadena kappa de Ig AEDV, (SEQ ID NO: 23) C34153
Cadena L, Fragmento Fab de Igg (unién a | AEDA, (SEQ ID NO: 62) 1MIM_L
Cd-25)

Cadena H, Fragmento Fab de Igg (union a | HEDS, (SEQ ID NO: 33) 1 MIM_H
Cd-25)

region C de cadena mu de Ig, forma | CEDD, (SEQ ID NO: 34) MHHU
empalmada secretada

region VJ de cadena kappa de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAA58923
inmunoglobulina

region variable de cadena ligera kappa de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) ABA41551
IgM 12 de anticuerpo  monoclonal

recombinante

cadena ligera de inmunoglobulina AEDE, (SEQ ID NO: 19) CAAB5054
region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALG5769
inmunoglobulina

region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALGB5767
inmunoglobulina

region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALGB5765
inmunoglobulina

region variable lambda de cadena ligera de | TEDE, (SEQ ID NO: 16) AAL65764
inmunoglobulina

region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALG5763
inmunoglobulina

region variable lambda de cadena ligera de | SEDE, (SEQ ID NO: 18) AALG5762

inmunoglobulina
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region variable lambda de cadena ligera de | SEDE, (SEQ ID NO: 18) AALG5761
inmunoglobulina
region variable lambda de cadena ligera de | SEDE, (SEQ ID NO: 18) AALG5760
inmunoglobulina
region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALG5759
inmunoglobulina
region variable lambda de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AALG5758
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19563
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) BAA19562
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) BAA19561
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19560
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | PEDF, (SEQ ID NO: 22) BAA19559
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | AEDV, (SEQ ID NO: 23) BAA19558
inmunoglobulina
region V-J de cadena ligera de | PEDI, (SEQ ID NO: 21) BAA19556
inmunoglobulina
region variable de cadena ligera de | AEDE, (SEQ ID NO: 19) AAK95335

inmunoglobulina 30 lambda

PREDICHO: similar al precursor del receptor
ll-a de region gamma Fc de inmunoglobulina
de baja afinidad (Fc-Rll-a gamma) (FcRIl-a)
(receptor ll-a de Fc 1gG) (Fc-gamma-Rlla)
(antigeno CD32) (CDw32)

QEDS, (SEQ ID NO: 35)

XP_001129584

Fragmento Fc de IgG, la de alta afinidad,
receptor (CD64)

REDS, (SEQ ID NO: 36)
TEDG, (SEQ ID NO: 37)
QEDR, (SEQ ID NO: 38

NP_000557

( )
( )

Fragmento Fc de IgG, llb de baja afinidad, | QEDS, (SEQ ID NO: 35 NP_001002273
receptor para la isoforma 2 (CD32) XP_9493944
Fragmento Fc de IgG, llb de baja afinidad, | QEDS, (SEQ ID NO: 35) NP_003992
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receptor para la isoforma 1 (CD32)

Fragmento Fc de IgG, lIb de baja afinidad,

receptor para la isoforma 4 (CD32)

QEDS, (SEQ ID NO: 35)

NP_001002275

Fragmento Fc de IgG, lIb de baja afinidad,

receptor para la isoforma 3 (CD32)

QEDS, (SEQ ID NO: 35)

NP_001002274
XP_001129592

Fragmento Fc de IgG, Ib de alta afinidad,

receptor isoforma a (CD64)

QEDR, (SEQ ID NO: 38)

NP_001017986

Fragmento Fc de IgG, Ib de alta afinidad,

QEDR, (SEQ ID NO: 38)

NP_0010004340

receptor isoforma b (CD64) XP_496386
Fragmento Fc de IgG, lla de baja afinidad, | QEDS, (SEQ ID NO: 35) NP_067674
receptor (CD32) XP_943942
Precursor del receptor IlI-B de la region | TEDL, (SEQ ID NO: 39) NP_000561
gamma Fc de inmunoglobulina de baja | PEDN, (SEQ ID NO: 40)

afinidad EEDP, (SEQ ID NO: 41)

Fragmento Fc de IgG, llla de baja afinidad, | TEDL, (SEQ ID NO: 39) NP_000560

receptor para (CD16)

PEDN, (SEQ ID NO: 40)
EEDP, (SEQ ID NO: 41)

XP_001133750

precursor del receptor Il-a de region gamma
Fc de inmunoglobulina de baja afinidad (Fc-
RIl-a gamma) (FcRII-a) (receptor ll-a de Fc
IgG) (Fc-gamma-Rlla) (antigeno CD32)
(CDw32)

QEDS, (SEQ ID NO: 35)

P12318

precursor del receptor 11l-B de region gamma
Fc de inmunoglobulina de baja afinidad
(receptor 1lI-1 de Fc de 1gG) (Fc-gamma-RIII-
beta) (Fc-gamma RIllb) (FcRIllb) (Rl Fc-
gamma) (FcRIII) (FcR-10) (antigeno CD16b)

TEDL, (SEQ ID NO: 39)
PEDN, (SEQ ID NO: 40)
EEDP, (SEQ ID NO: 41)

075015

precursor del receptor Ill-A de region gamma
Fc de inmunoglobulina de baja afinidad
(receptor 11I-2 de Fc de 1gG) (Fc-gamma-RIII-
alfa) (Fc-gamma RIlla) (FcRIlla) (Rllla Fc-
gamma) (FcRIII) (FcR-10) (antigeno CD16a)

TEDL, (SEQ ID NO: 39)
PEDN, (SEQ ID NO: 40)
EEDP, (SEQ ID NO: 41)

P08637

precursor del receptor | de gamma Fc de
inmunoglobulina de alta afinidad (Fc-gamma
RI) (Fc-RI) (FcRI) (Receptor | de Fc IgG)

REDS, (SEQ ID NO: 36)
TEDG, (SEQ ID NO: 37)
QEDR, (SEQ ID NO: 38)

P12314
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(antigeno CD64)
gamma 1 constante pesada de | AEDT, (SEQ ID NO: 14) Q6PJA4
inmunoglobulina IGHG1 (marcador G1m)
ApoA1 [Homo sapiens] LEDL, (SEQ ID NO: 42) CAA01253
precursor de apoliproteina C-lll [Homo | AEDA, (SEQ ID NO: 62) NP_000031
sapiens]
precursor de apoliproteina A-IV [Homo | AEDV, (SEQ ID NO: 23) NP_000473
sapiens]
gelsolina (amiloidosis, tipo Finlandés) [Homo | TEDT, (SEQ ID NO: 30) CAM20459
sapiens] KEDA, (SEQ ID NO: 43)

SEDC, (SEQ ID NO: 44)

QELD, (SEQ ID NO: 63)
gelsolina (amiloidosis, tipo Finlandés) [Homo | TEDT, (SEQ ID NO: 30) CAll4413
sapiens] KEDA, (SEQ ID NO: 43)

SEDC, (SEQ ID NO: 44)

QELD, (SEQ ID NO: 63)
gelsolina  (amiloidosis, tipo Finlandés) | TEDT, (SEQ ID NO: 30) EAW87491
isoforma CRA_c [Homo sapiens] KEDA, (SEQ ID NO: 43)

SEDC, (SEQ ID NO: 44)

QELD, (SEQ ID NO: 63)
gelsolina  (amiloidosis, tipo Finlandés) | TEDT, (SEQ ID NO: 30) EA W87490
isoforma CRA_b [Homo sapiens] KEDA, (SEQ ID NO: 43)

SEDC, (SEQ ID NO: 44)

QELD, (SEQ ID NO: 63)
gelsolina  (amiloidosis, tipo Finlandés) | TEDT, (SEQ ID NO: 30) EA W87489
isoforma CRA_a [Homo sapiens] KEDA, (SEQ ID NO: 43)

SEDC, (SEQ ID NO: 44)

QELD, (SEQ ID NO: 63)
Proteina precursora amiloide; APP [Homo | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAB23646
sapiens]
Proteina precursora amiloide; APP [Homo | AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAB19991
sapiens]
Péptido amiloide AEDV, (SEQ ID NO: 23) AAA51768
Precursor de proteina A4 amiloide beta | EEDD, (SEQ ID NO: 45) P05067

(APP)

SEDK, (SEQ ID NO:

46)
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(ABPP) (proteina amiloide de enfermedad de
Alzheimer)

(péptido amiloide cerebral vascular) (CVAP)
(proteasa nexina-Il) (PN-I1) (APPI) (PreA4)
[Contiene: APP-alfa soluble (S-APP-alfa);
APP-beta (S-APP-beta); C99;
proteina 42 beta-amiloide (Beta-APP42);
proteina 40 beta-amiloide (Beta-APP40);
C83; P3(42); P3(40); Gamma-CTF(59)
(fragmento 59 C-terminal gamma-secretasa)
(dominio 59 intracelular amiloide) (AICD-59);
Gamma-CTF(57) (fragmento 57 C-terminal
gamma-secretasa) (dominio 57 intracelular
(AID(57)) (AICD-57);
CTF(50) (fragmento 50 C-terminal gamma-

soluble

amiloide) Gamma-

secretasa) (dominio 50 intracelular amiloide)
(AID(50)) (AICD-50); C31]

DEDD, (SEQ ID NO: 47)
DEDG, (SEQ ID NO: 48)
AEDV, (SEQ ID NO: 23)

proteina APP [Homo sapiens] EEDD, (SEQ ID NO: 45) AAH65523
SEDK, (SEQ ID NO: 46)
DEDD, (SEQ ID NO: 47)
DEDG, (SEQ ID NO: 48)
proteina APP [Homo sapiens] EEDD, (SEQ ID NO: 45) AAH04369
SEDK, (SEQ ID NO: 46)
DEDD, (SEQ ID NO: 47)
DEDG, (SEQ ID NO: 48)
proteina precursora (A4) amiloide beta EEDD, (SEQ ID NO: 45) AAW82435
(proteasa  nexina-ll, enfermedad de | SEDK, (SEQ ID NO: 46)
Alzheimer) [Homo sapiens] DEDD, (SEQ ID NO: 47)
DEDG, (SEQ ID NO: 48)
AEDV, (SEQ ID NO: 23)
calcitonina SEDE, (SEQ ID NO: 18) AAA58403
precursor de calcitonina SEDE, (SEQ ID NO: 18) AAA35501
preprocalcitonina [Homo sapiens] SEDE, (SEQ ID NO: 18) CAA25103
preprocalcitonina SEDE, (SEQ ID NO: 18) AAA51913
precursor de calcitonina [contiene: | SEDE, (SEQ ID NO: 18) P01258
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calcitonina; katacalcina (péptido carboxil-

terminal de calcitonina)

preproteina isoforma CALCA de calcitonina

[homo sapiens]

SEDE, (SEQ ID NO: 18)

NP_001029124

preproteina isoforma CALCA de calcitonina

[homo sapiens]

SEDE, (SEQ ID NO: 18)

NP_001732

preproteina isoforma CGRP de calcitonina

[homo sapiens]

SEDE, (SEQ ID NO: 18)

NP_001029125

precursor de péptido 1 relacionado con el | SEDE, (SEQ ID NO: 18) P06881

gen de calcitonina (péptido 1 relacionado con

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

alfa)

factor natriurético auricular LEDE, (SEQ ID NO: 49) AAA35528

propéptido del factor natriurético auricular | LEDE, (SEQ ID NO: 49) CAA25700

[Homo sapiens]

factor natriurético auricular LEDE, (SEQ ID NO: 49) 1101403A

precursor del factor natriurético auricular | LEDE, (SEQ ID NO: 49) P01160

(ANF) (péptido natriurético auricular) (ANP)

(Prepronatriodilatina) (CCD-ANF) [contiene:

péptido relacionado con cardiodilatina (CDP)]

Péptido natriurético auricular LEDE, (SEQ ID NO: 49) AAA35529

Queratina [Homo sapiens] GEDA, (SEQ ID NO: 50) AAB30058

Queratina [Homo sapiens] VEDF, (SEQ ID NO: 51) CAA31695
YEDE, (SEQ ID NO: 52)

Queratina IEDL, (SEQ ID NO: 53) ABB59562
GEDA, (SEQ ID NO: 50)

Queratina, tipo Il citoesquelética | VEDL, (SEQ ID NO: 64) P48668

(Citoqueratina-C6) (CK 6C) (K6c queratina) | YEDE, (SEQ ID NO: 52)

(Citoqueratina-6E) (CK 6E) (Queratina k6h) LEDA, (SEQ ID NO: 65)

Fibrinbgeno [homo sapiens] WEDY, (SEQ ID NO: 54) CAA50740

precursor de subunidad alfa de fibrindgeno | DEDW, (SEQ ID NO: 55) AAC97142

[Homo sapiens]

SEDL, (SEQ ID NO: 56)
YEDQ, (SEQ ID NO: 57)
SEDG, (SEQ ID NO: 66)
LEDW, (SEQ ID NO: 58)
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cadena alfa de fibrindgeno [Homo sapiens] DEDW, (SEQ ID NO: 55) AAIO1936
SEDL, (SEQ ID NO: 56)
YEDQ, (SEQ ID NO: 57)
SEDG, (SEQ ID NO: 66)
cadena alfa de fibrindgeno [Homo sapiens] DEDW, (SEQ ID NO: 55) AAH98280
SEDL, (SEQ ID NO: 56)
YEDQ, (SEQ ID NO: 57)
SEDG, (SEQ ID NO: 66)
cadena alfa de fibrindgeno, isoforma CRA_b | DEDW, (SEQ ID NO: 55) EAX04926
[Homo sapiens] SEDL, (SEQ ID NO: 56)
YEQD, (SEQ ID NO: 57)
SEDG, (SEQ ID NO: 66)
LEDW, (SEQ ID NO: 58)
cadena alfa de fibrindgeno, isoforma CRA_c | DEDW, (SEQ ID NO: 55) EAX04928
[Homo sapiens] SEDL, (SEQ ID NO: 56)
YEDQ, (SEQ ID NO: 57)
SEDG, (SEQ ID NO: 66)
cadena alfa de fibrindgeno, isoforma CRA_a | DEDW, (SEQ ID NO: 55) EAX04924
[Homo sapiens] SEDL, (SEQ ID NO: 56)
precursor de proteina del prion, PRNP | YERD, (SEQ ID NO: 59) AAC62750
[Homo sapiens]
precursor de proteina del prion importante | YERD, (SEQ ID NO: 59) P04156
(PrP) (PrP27-30) (PrP33-35C) (antigeno
CD320)
preproteina de proteina del prion [Homo | YERD, (SEQ ID NO: 59) NP_000302
sapiens]
Prolactina [Homo sapiens] PEDK, (SEQ ID NO: 60) CAA38264
Prolactina [Homo sapiens] PEDK, (SEQ ID NO: 60) AAH88370

VI. Péptidos Amiloides para Inmunizacion Activa

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

péptidos inmunogénicos, tales como péptidos AA y péptidos AL, que a la

administracion a un paciente

generan

anticuerpos

que se

unen
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especificamente a uno o mas epitopos que comprenden X{EDXy, tales como,
por ejemplo, epitopos entre los residuos 70-76 de AA ("agentes AA"). Ejemplos
adicionales de agentes incluyen péptidos inmunogénicos que comprenden un
fragmento que consiste de X/{EDX: derivado de otras proteinas amiloides
("fragmentos de X{EDX,"), tales como fragmentos VK de AL que consisten de
la secuencia de amino 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
fragmentos VA de AL que consisten de la secuencia de amino amino acido
SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), TEDE, (SEQ ID NO: 16) o
PEDE, (SEQ ID NO: 20). También se puede usar un fragmento VA de AL que
consiste de la secuencia de amino acido FEDD, (SEQ ID NO: 17). Algunas
proteinas amiloides adecuadas incluyen proteina A amiloide en suero, proteina
de cadena ligera de inmunoglobulina, polipéptido precursor de amiloide de
islote humano (IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR), ApoA1 y otras
proteinas amiloides listadas en la Tabla 1 y que comprenden la secuencia
X41EDXz. En algunos agentes X;es H, T, F, S, P, A o cualquier otro residuo de
amino acido que precede inmediatamente ED en una proteina amiloide; y Xz es
T,S,E,R, I, V, F, D, Ao cualquier otro residuo de amino acido inmediatamente
después de ED en tal proteina amiloide. En algunos agentes, X1es H, T, F, S,
P,oAyXsesT,S,E, D,R, I, V,FoA. En algunos de tales agentes, cuando X4
esH, X2es To A; cuando X;es A, Xoes S, T, Eo V; cuando Xy es T, X; es E;
cuando X1 es F, Xy es D; cuando X1 es S, Xs es E, F o A; y cuando X; es P, X,
es E, | o F. En algunos agentes, X1esH, T,F,S,P,oAy X,esT,S,E,D, R, I,
V, F o A, con la condicién que si Xy es A, X2 no es V. En algunos agentes,
cuando X1es A, Xoes S, To E.

Algunos agentes comprenden 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, (SEQ ID NO: 15), TEDE, (SEQ ID NO: 16), FEDD,
(SEQ ID NO: 17), SEDE, (SEQ ID NO: 18), AEDE, (SEQ ID NO: 19), PEDE,
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(SEQ ID NO: 20), 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). Algunos
agentes consisten de una secuencia de amino acido 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), TEDE,
(SEQ ID NO: 16), 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: 22), AEDV, (SEQ ID NO: 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24), o SEDA,
(SEQ ID NO: 25), unisa a un vehiculo para formar un conjugado. Algunos
agentes comprenden 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, (SEQ ID 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 NO: 20),
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). Algunos agentes consisten
de una secuencia de amino acido 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), TEDE, (SEQ ID NO: 16),
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: 22),
SEDF, (SEQ ID NO: 24) y SEDA, (SEQ ID NO: 25), unida a un vehiculo para
formar un conjugado. Algunos agentes comprenden una secuencia de amino
acido sequence 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) y TEDE, (SEQ ID NO: 16).

Los fragmentos AA preferidos son los residuos 70-76 isoforma alfa AA1
humana (HAA1) (GHGAEDS, SEQ ID NO:4), residuos 70-76 (GHDAEDS, SEQ
ID NO:5) isoforma beta HAA1, residuos 70-76 (GHDAEDS, SEQ ID NO: 5) de
la isoforma gamma HAAA1, residuos 70-76 (GHGAEDS, SEQ ID NO: 4) de las
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isoformas alfa y beta de HAA2, residuos 70-76 (GDHAEDS, SEQ ID NO:7) de
HAAS3, residuos 78-84 (STVIEDS, SEQ ID NO:8) de HAA4, residuos 69-75
(GRGHEDT, SEQ ID NO:9) de AA1 de raton (MAA1), residuos 69-75
(GRGHEDT, SEQ ID NO: 9) de MAA2, residuos 62-68 (GHGAEDS, SEQ ID
NO: 10) de MAAS3, y residuos 76-82 (NHGLETL, SEQ ID NO: 11) de MAA4 o
subfragmentos de al menos tres amino acidos contiguos de estos. Algunos
fragmentos AA no contienen residuos de un péptido de amiloidosis AA diferente
del segmento designado anteriormente. Otros fragmentos AA contienen
residuos flanqueantes adicionales de un péptido de amiloidosis AA pero no
contienen mas de 20 o preferiblemente, no mas de 10 residuos contiguos en
total de un péptido de amiloidosis AA. Fragmentos de X/{EDX; y AL preferidos
adicionales incluyen 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), y TEDE,
(SEQ ID NO: 16).

Los agentes terapéuticos para uso en los métodos de la invencidn
también incluyen péptidos AA inmunogénicos que a la administracion a un
paciente generan anticuerpos que se unen especificamente a epitopos N-
terminales de AA. Los agentes preferidos inducen una respuesta inmunogénica

dirigida a un epitopo entre los residuos 1-15 de AA humana.

Preferiblemente, el fragmento de AA o AL u otros agentes, tales como
fragmentos X4{EDX3, administrados carecen de un epitopo que generaria una
respuesta de célula T al fragmento. Generalmente, los epitopos de célula T son
mayores a 10 amino acidos contiguos. Por lo tanto, los fragmentos preferidos
de proteinas amiloides, tales como fragmentos de AA o X{EDX; son de tamafio
de 4-10 o preferiblemente 7-10 amino acidos contiguos; p.e., suficiente longitud
para generar una respuesta de anticuerpo sin generar una respuesta de célula
T. La ausencia de epitopos de célula T espreferida porque estos epitopos no

son necesarios para actividad inmunogénica de los fragmentos, y pueden
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causar una respuesta inflamatoria indeseada en un subconjunto de pacientes
(Anderson et al, (2002) J. Immunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) Lancet
Neurol. 1, 3).

Los fragmentos AA preferidos son los los residuos 70-76 (GHGAEDS,
SEQ ID NO:4) de la isoforma alfa AA1 humana (HAA1), residuos 70-76
(GHDAEDS, SEQ ID NO:5) isoforma beta HAA1, residuos 70-76 (GHDAEDS,
SEQ ID NO: 5) de la isoforma gamma HAA1, residuos 70-76 (GHGAEDS, SEQ
ID NO: 4) de las isoformas alfa y beta de HAAZ2, residuos 70-76 (GDHAEDS,
SEQ ID NO:7) de HAA3, residuos 78-84 (STVIEDS, SEQ ID NO:8) de HAA4,
residuos 69-75 (GRGHEDT, SEQ ID NO:9) de AA1 de ratén (MAA1), residuos
69-75 (GRGHEDT, SEQ ID NO: 9) de MAA2, residuos 62-68 (GHGAEDS, SEQ
ID NO: 10) de MAAS, y residuos 76-82 (NHGLETL, SEQ ID NO: 11) de MAA4 o
subfragmentos de al menos tres amino acidos contiguos de estos. Algunos
fragmentos AA no contienen residuos de un péptido de amiloidosis AA diferente
del segmento designado anteriormente. Otros fragmentos AA contienen
residuos flanqueantes adicionales de un péptido de amiloidosis AA pero no
contienen mas de 20 o preferiblemente, no mas de 10 residuos contiguos en
total de un péptido de amiloidosis AA. Fragmentos de X/{EDX; y AL preferidos
adicionales incluyen 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), y TEDE,
(SEQ ID NO: 16).

También se pueden usar analogos de la amiloidosis AA natural,
amiloidosis AL, y otros péptidos de amiloidosis para inducir una respuesta
inmune en los métodos y composiciones de la invencion. Los analogos incluyen
variantes alélicas, de especie e inducidas. Los analogos de AA inducen
anticuerpos que se unen especificamente a un péptido 70-76 AA natural.
Algunos de tales analogos fallan en inducir anticuerpos que se unen

especificamente a epitopos fuera de AA70-76. Los analosos de AA difieren
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tipicamente de los péptidos que se encuentran naturalmente en hasta 30% de
las posiciones de amino acido por hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 cambios de
posicién. Cada delecién o sustitucion de un residuo de amino acido natural se
considera un cambio de posicion como es la inserciéon de un residuo sin
sustitucién. 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 fragmentos de proteina amiloide tales como fragmentos X{EDX; incluyen
también amino acidos no naturales o modificaciones de amino acidos N o C
terminales en una, dos, cinco, diez o incluso todas las posiciones. Por ejemplo,
El residuo de acido residuo aspartico natural puede ser reemplazado con acido
iso-aspartico. Ejemplos de amino acidos no naturales son amino acidos D, alfa,
alfa-disustituidos, N-alquil amino acidos, acido lactico, 4-hidroxiprolina, gamma-
carboxiglutamato, epsilon-N,N,N-trimetillisina, epsilon-N-acetilisina, O-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxi lisina,
omega-N-metilarginina, B-alanina, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxprolina,
tiroxina, acido gamma-amino butirico, homoserina, citrulina, y acido
isoaspértico. Algunos agentes terapéuticos de la invencion son todos péptidos
D, p.e., AA todos D o fragmentos de AA todos D, y analogos de péptido todos
D. Algunos agentes terapéuticos de la invencion son 90% todos péptidos D,
p.e., 90% de AA todos D o 90% de fragmentos de AA todos D, y 90% de
analogos de péptido todos D. Algunos agentes terapéuticos de la invencién son
80% péptidos todos D, p.e., 80% AA todos D o 80% fragmentos AA todos D, y
80% analogos de péptido todos D. Los fragmentos y analogos pueden ser
seleccionados para eficacia profilactica o terapéutica en modelos de animales
transgénicos en comparacion con controles no tratados o placebo descritos

mas adelante.
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AA, AL, sus fragmentos y analosos y fragmentos X/{EDX; y sus analogos
pueden ser sinterizados mediante sintesis de péptido en fase soélida o
expresion recombinante, o pueden ser obtenidos de fuentes naturales. Los
sintetizadores de péptido automaticos estan disponibles comercialmente de
numerosos proveedores, tal como Applied Biosystems, Foster City, California.
La expresion recombinante puede ser en bacterias, tales como E. coli,
levadura, células de insecto o células mamiferas. Los procedimientos para
expresion recombinante se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (C.S.H.P. Press, NY 2d ed., 1989.)

Los agentes terapéuticos también incluyen polipéptidos mas largos que
incluyen, por ejemplo, un fragmento inmunogénico del péptido AA, péptido AL o
un fragmento X{EDXj, junto con uno o mas amino acidos diferentes que
flanquean el péptido AA, péptido AL o fragmento X4EDX, sobre uno o ambos
sitios. Por ejemplo, los agentes preferidos incluyen proteinas de fusion que
comprenden un segmento de fragmento AA, AL o X4EDX; fusionado a una
secuencia de amino acido heteréloga que induce una respuesta de célula T
colaboradora contra la secuencia de amino acido heterdloga y por
consiguiente, una respuesta de célula B contra el segmento AA, segmento AL o
fragmento X{EDX,. También se pueden usar uno o mas amino acidos
heter6logos de flanqueo para tapar un péptido AA o AL o fragmento X/{EDX;
para protegerlo de degradacion durante la fabricacion, almacenamiento o uso.
Tales polipéptidos pueden ser seleccionados para eficacia profilactica o
terapéutica en modelos de animal en comparacion con controles no tratados o
placebo descritos mas adelante. Los agentes terapéuticos de la invencidn
incluyen un fragmento inmunogénico de AA o AL o fragmento X{EDX;
flanqueado por secuencias de polilisina. Las secuencias de polilisina pueden
estar fusionadas al terminal N, el terminal C, o el terminal Ny C de AAo AL o
un fragmento inmunogénico de AA o AL o fragmento X1EDX,. El peptide AA o

AL, fragmento X4{EDX, analogo, fragmento activo de AA u otro polipéptido
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puede ser administrado en forma asociada o multimérica o en forma disociada.
Los agentes terapéuticos también incluyen multimeros de agentes

inmunNogénicos MonNomMericos.

En una variacion adicional, un fragmento inmunogénico de AA o AL o
fragmento X1EDX; puede estar representado por un virus o una bacteria como
parte de una composicién inmunogénica. Un acido nucleico que codifica el
péptido inmunogénico es incorporado en un genoma o episoma del virus o
bacteria. Opcionalmente, el acido nucleico es incorporado de tal manera que el
péptido inmunogénico es expresaso como una proteina secretada o como una
proteina de fusidn con una proteina de superficie exterior de un virus o una
proteina de transmembrana de una bacteria de forma que se despliega el
péptido. Los virus o bacterias usados en tales métodos deben ser no
patogénicos o atenuados. Virus adecuados incluyen adenovirus, VSH, virus de
la encefalitis equina venelozana y otros alfa virus, virus de estomatitis vesicular,
y otros rabdo virus, vaccinia y viruela de aves de corral. Bacterias adecuadas
incluyen Salmonella 'y Shigella. La fusion de un péptido inmunogénico a HBsAg

de HBV es particularmente adecuada.

Los agentes terapéuticos también incluyen péptidos y otros compuestos
que no necesariamente tienen una similitud de secuencia de amino acido
significativa con AA o AL o fragmento X{EDXz, pero sin embargo, sirven como
imitadores de AA o AL o fragmento X4/EDX; e inducen una respuesta inmune
similar. Por ejemplo, cualquiera de los péptidos y proteinas que forman placas
plegadas 3 pueden ser seleccionados para conveniencia. También se pueden
usar anticuerpos anti-idiotipicos contra anticuerpos monoclonal a AA o AL u
otros péptidos amiloidogénicos tales como o fragmentos X{EDX,. Tales
anticuerpos anti-Id imitan el antigeno y generan una respuesta inmune a este
(ver Essential Immunology (Roit ed., Blackwell Scientific Publications, Palo Alto,

6th ed.), p. 181). Los agentes diferentes a péptidos AA deben inducir una
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respuesta inmunogénica contra uno o mas de los segmentos preferidos de AA
listados anteriormente (p.e., AA70-76 o GHEDT, (SEQ ID NO: 3) o un AL o
fragmento X{EDX; listado anteriormente, tal como, por ejemplo, HEDT, (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).

Preferiblemente, tales agentes inducen una respuesta inmunogénica que
esta dirigida especificamente a uno de estos segmentos sin estar dirigido a
otros segmentos de AA o AL o proteina amiloide de la cual se deriva el

fragmento X/EDXs.

Las librerias aleatorias de péptidos u otros compuestos también pueden
ser seleccionadas para conveniencia. Se pueden producir librerias
combinacionales para muchos tipos de compuestos que pueden ser
sintetizados de una forma paso-a-paso. Tales compuestos incluyen
polipéptidos, miméticos de giro beta, polisacaridos, fosfolipidos, hormonas,
prostaglandinas, esteroides, compuestos aromaticos, compuestos
heterociclicos, benzodiazepinas, glicinas N-sustituidas oligoméricas y
oligocarbamatos. Se pueden construir grandes librerias de los compuestos
mediante el método de librerias sintéticas codificadas (ESL) descrito en
Affymax, WO 95/12608, Affymax, WO 93/06121, Columbia University, WO
94/08051, Pharmacopeia, WO 95/35503 y Scripps, WO 95/30642 (cada una de
las cuales esta incorporada mediante referencia para todos los propdsitos). Las
librerias de péptido también pueden ser generadas mediante métodos de
despliegue del fago. Ver, p.e., Devlin, WO 91/18980.

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

para AA u otros péptidos amiloidogénicos. Por ejemplo, las selecciones
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iniciales se pueden realizar con cualquier suero gpoliclonal o anticuerpo
monoclonal a AA o AL o un fragmento de los mismos, o a un fragmento
X1EDX,;. Los compuestos pueden ser seleccionados para unirse
especificamente a un epitopo especifico entre AA (p.e., AA70-76 o GHEDT,
(SEQ ID NO: 3) o AL o a un fragmento X4EDX; listado anteriormente, tal como,
por ejemplo, HEDT, (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).

Los compuestos pueden ser evaluados mediante los mismos
procedimientos descritos para el mapeo de especificidades de epitopo de
anticuerpo. Los compuestos identificados mediante tales selecciones son
entonces analizados adicionalmente para su capacidar de inducir anticuerpos o
linfocitos reactivos a AA o AL o fragmentos de los mismos o a un fragmento
X1EDXz. Por ejemplo, diluciones multiples de sueros pueden ser evaluadas en
placas microtituladoras que han sido recubiertas previamente con AA o AL o un
fragmento de los mismos, o un fragmento X{EDX; y se puede llevar a cabo una
ELISA estandar para evaluar para anticuerpos reactivos a AA o AL o el
fragmento o al fragmento X{EDX,. Los compuestos pueden ser entonces
evaluados para eficacia profilactica y terapéutica en animales transgénicos
predispuestos a amiloidosis, tal como, por ejemplo, Amiloidosis AA o
amiloidosis AL. EI mismo criterio de seleccion se puede usar en otros agentes
potenciales, analogos de AA, analogos de AL y péptidos mas largos,
incluyendo fragmentos de AA, AL y fragmentos X{EDX;, descritos

anteriormente.
VII.  Conjugados
Algunos agentes para inducir una respuesta inmune contienen el epitopo

apropiado para inducir una respuesta inmune contra AA pero son demasiado

pequefios para ser inmunogénicos. En esta situacion, un inmunogeno péptido
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puede 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, multiples copias de un agente pueden estar
enlazadas a multiples copias de un vehiculo, que estan a su vez enlazadas
entre si, multiples copias de un agente pueden estar enlazadas a una sola
copia de un vehiculo, o una sola copia de un agente puede estar enlazada a
multiples copias de un vehiculo, o diferentes vehiculos. Vehiculos adecuados
incluyen albuminas de suero, hemocianina extraida del molusco, moléculas de
inmunoglobulina, tiroglobulina, ovalbumina, toroide del tétano, o un toxoide de
otras bacterias patogénicas, tales como difteria, E. coli, cdlera, o H. pylori, o un
derivado de toxina atenuado. Los epitopos de célula T también son moléculas
vehiculo adecuadas. Algunos conjugados se pueden formar mediante agentes
enlazantes de la invencion a una molécula polimera inmunoestimuladora {p.e.,
tripalmitoil-S-glicerina cisteina (PamsCys), manano (un polimero de manosa), o
glucano (un polimero beta 1 — 2)), citoquinas {p.e., IL-1, péptidos IL-1 alfa y
beta, IL-2, gamma-INF, IL-10, GM-CSF), y quimioquinas {p.e., MIP1 alfa y beta,
y RANTES). Los agentes inmunogénicos también pueden estar enlazados a
péptidos que mejoran el transporte a través de los tejidos, como se describe en
O'Mahony, WO 97/17613 y WO 97/17614. los inmundgenos pueden estar
enlazados a los vehiculos con o sin amino acidos espaciadores (p.e., gly-gly).

Algunos conjugados se pueden formar enlazando agentes de la
invencion a al menos un epitopo de célula T. Algunos epitopos de célula T son
promiscuos mientras que otros epitopos de célula T son universales. Los
epitopos de célula T promiscuos son capaces de mejorar la induccion de
inmunidad de célula T en una amplia variedad de sujetos que muestran varios
tipos de HLA. En contraste con los epitopos de célula T promiscuos, los
epitopos de célula T universales son capaces de mejorar la induccion de
inmunidad de célula T en un gran porcentaje, p.e., al menos 75%, de sujetos
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que muestran varias moléculas de HLA codificadas por diferentes alelos de
HLA-DR.

Existe un gran numero de epitopos de célula T que se encuentran
naturalmente, tales como, toxoide de tétano (p.e., los epitopos P2 y P30),
antigeno desuperficie de Hepatitis B, pertusis, toxoide, proteina F del virus de
sarampion, proteina de membrana exterior mayor de Chlamydia trachomitis,
toroide de difteria (p.e., CRM 197), circumsporozoito T de Plasmodium
falciparum, antigeno CS de Plasmodium falciparum, triosa fosfato isomerasa de
Schistosoma mansoni, TraT de Escherichia coli, y hemaglutinina del virus de la
Influenza (HA). Los péptidos inmunogénicos de la invencion también puedne
estar conjugados a los epitopos de célula T descritos en Sinigaglia F. et al,
Nature, 336:778-780 (1988); Chicz R.M. et al, J. Exp. Med., 178:27-47 (1993);
Hammer J. et al., Cell 74:197-203 (1993); Falk K. et al., Immunogenetics,
39:230-242 (1994); WO 98/23635; Southwood S. et al. J. Immunology;
160:3363-3373 (1998); and, Giannini,G. et al. Nucleic Acids Res. 12: 4063-
4069 (1984), (each of which is incorporated herein by reference for all

purposes). Ejemplos adicionales incluyen:

Hemaglutinina de Influenza: HA3g7-319

Malaria CS: epitopo T3 EKKIAKMEKASSVFNV, (SEQ ID NO: 67).
Antigeno de superficie de Hepatitis B: HBsAg+9.2s8 FFLLTRILTI, (SEQ ID
NO: 68).

Proteina 65 de choque al calor: hsp65153-171
DQSIGDLIAEAMDKVGNEG, (SEQ ID NO: 69).

Bacilo de Calmette-Guerin QVHFQPLPPAVVKL, (SEQ ID NO: 70).
Toxoide tetanico: TTgso-s44 QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71).
Toxoide tetanico: TTgaar-9s7 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID NO:
72).

T1 gp120 de VIH: KQIINMWQEVGKAMYA, (SEQ ID NO: 73).
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Toxoide tetanico: TTos7.967 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
T1 gp120 de VIH: KQIINMWQEVGKAMYA.

Alternativamente, los conjugados pueden formarse mediante agentes
enlazantes de la invencion a al menos un epitopo de célula T artifical capaz de
unirse a una gran proporciéon de moléculas de MHC Clase II, tales como el
epitopo pan-DR ("PADRE"). PADRE se describe en US 5,736141, WO
95/07707, y Alexander J et al., Immunity, 1:751-761 (1994) (cada una de las
cuales esta incorporada aqui mediante referencia para todos los propdsitos).
Un péptido PADRE preferido es AKXVAAWTLKAAA, (SEQ ID NO: 74),
(residuos comunes en negrita) en donde X es preferiblemente ciclohexilalanina

tirosina o fenilalanina, siendo la mas preferida con ciclohexilalanina.

Los agentes inmunogénicos pueden estar enlazados a vehiculos por
entrecruzamiento quimico. Las técnicas para enlazar un inmundgeno a un
vehiculo incluyen la formacion de enlaces de disulfuro usando N- succinimidil-
3-(2-piridil-tio)propionato (SPDP) y succinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato (SMCC) (si el péptido carece de un
grupo sulfhidrilo, esto se puede proveer mediante la adicién de un residuo de
cisteina). Estos reactivos crean un enlace de disulfuro entre ellos mismos y la
cisteina de péptido reside en una proteina y un enlace de amida a través del
epsilon-amino en una lisina, u otro grupo amino libre en otros amino acidos.
Una variedad de tales agentes formadores de disulfuro/amida se describen en
Immun. Rev. 62, 185 (1982). Otros agentes de acoplamiento bifuncionales
forman un tioéter en lugar de un enlace de disulfuro. Muchos de estos agentes
formadores de tio-éter estan disponibles comercialmente e incluyen ésteres
reactivos de acido 6-maleimidocaproico, acido 2-bromoacético, y acido 2-
yodoacético, acido 4-(N-maleimido-metil)ciclohexan-1-carboxilico. Los grupos
carboxilicos pueden ser activados combinandolos con succinimida o acido 1-

hidroxil-2-nitro-4-sulfénico, sal sddica.
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La inmunogenicidad puede ser mejorada a través de la adicion de
residuos espaciadores (p.e., Gly- Gly) entre el epitopo Tn y el inmundgeno
péptido de la invencion. Ademas de separar fisicamente el epitopo T, del
epitopo de célula B (p.e., el inmundégeno péptido), los residuos de glicina
pueden perturbar cualquier estructura secundaria artificial creada por la unién
del epitopo T, con el inmundgeno péptido, y por consiguiente, eliminan la
interferencia entre las respuestas de célula T y/o B. La separacion
conformacional entre el epitopo colaborador y el dominio que produce
anticuerpo permite asi interacciones mas eficientes entre el inmundgeno

presentado y las células T, y B apropiadas.

Para mejorar la induccion de inmunidad de célula T en un gran
porcentaje de sujetos que muestran varios tipos de HLA a un agente de la
presente invencidn, se puede preparar una mezcla de conjugados con
diferentes epitopos de célula T,. La mezcla puede contener una mezcla de al
menos dos conjugados con diferentes epitopos de célula Ty, una mezcla de al
menos tres conjugados con diferentes epitopos de célula T, 0 una mezcla de
al menos cuatro conjugados con diferentes epitopos de célula T,. La mezcla

puede ser administrada con un adyuvante.

Los péptidos inmunogénicos también pueden ser expresados como
proteinas de fusion con vehiculos (p.e., péptidos heterdlogos). El péptido
inmunogénicos puede estar enlazado en su terminal amino, su terminal
carboxlo, o ambos a un vehiculo. Opcionalmente, multiples repeticiones del
péptido inmunogénicos pueden estar presentes en la proteina de fusion.
Opcionalmente, un péptido inmunogénico puede estar enlazado a multiples
copias de un péptido heterdélogo, por ejemplo, n ambos terminales N y C del
péptido. Opcionalmente, multiples copias de un péptido inmunogénico pueden

estar enlazadas a multiples copias de un péptido heterdlogo, que estan
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enlazadas entre si. Algunos péptidos vehiculo sirven para inducir una
respuesta de célula T colaboradora contra el péptido vehiculo. Las células T
colaboradoras inducidas a su vez inducen una respuesta de célula B contra el

péptido inmunogénico enlazado al vehiculo.

Algunos ejemplos de proteinas de fusion adecuadas para uso en la
invencion se muestran a continuacién. Algunas de estas proteinas de fusion
comprenden segmentos de AA enlazados a epitopos de toroide tétanos
descritos en US 5,196,512, EP 378,881 y EP 427,347. Algunas proteinas de
fusion comprenden segmentos de AA enlazado a al menos un péptido PADRE
descrito en US 5,736,142. Algunos péptidos heterdlogos son epitopos de célula
T promiscuos, mientras que otros péptidos heterdlogos son epitopos de célula
T universales. En algunos métodos, el agente para administracion es
simplemente una sola proteina de fusién con un segmento AA enlazado a un
segmento heterdlogo en configuracién lineal. Los agentes terapéuticos de la
invencion pueden ser representados usando una formula. Por ejemplo, en
algunos métodos, el agente es multimero de proteinas de fusion representadas
por la formula 2%, en la cual x es un entero de 1-5. Preferiblemente x es 1, 2 o
3, siendo mas preferido 2. Cuando x es dos, tal multimero tiene cuatro
proteinas de fusion enlazadas en una configuracién preferida referida como
MAP4 (ver US 5,229,490).

La configuracion MAP4 se muestra a continuacion, donde las estructuras
ramificadas son producidas iniciando la sintesis del péptido tanto en el terminal
N como en las aminas de cadenas laterales de lisina. Dependiendo del numero
de veces que se incorpora la lisina en la secuencia, y se deja ramificar, la
estructura resultante presentara multiples terminales N. En este ejemplo, se
han producido cuatro terminales N idénticos en el nucleo que contiene lisina
ramificada. Tal multiplicidad mejora en gran medida la respuesta de las células

B cognado. En los siguientes ejemplos, Z se refiere a un fragmento
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inmunogénico de AA, AL o un fragmento X{EDX, y Z1-4 se refiere a
fragmento(s) inmunogénico(s) de AA, AL o un fragmento de X{EDX,. Los

fragmentos pueden ser iguales entre si o diferentes.

A
\ KGG
72—
\ KA

73
o — K(i(}/

74 —

Otros ejemplos de proteinas de fusién incluyen:
Z-Toxoide tetanico 830-844 en una configuracion MAP4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71)

Z-Toxoide tetanico 947-967 en una configuracion MAP4:
Z-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID NO: 72)

Z-Toxoide tetanico 830-844 en una configuracion MAP4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71)

Z-Toxoide tetanico 830-844 + 947-967 en una configuracion lineal:
Z-QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID NO: 75).

Péptido PADRE (todos en configuracion lineal), en donde X es preferiblemente
ciclohexilalanina, tirosina o fenilalanina, siendo la ciclohexilalanina la mas
preferida-Z:

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

Z x 3-péptido PADRE:
Z-Z-Z-AKXVAAWTLKAAA, (SEQ ID NO: 74).
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Z-ovalbumina 323-339 en una configuracion lineal:
Z-ISQAVHAAHAEINEAGR, (SEQ ID NO: 76).

Ejemplos adicionales de proteinas de fusion incluyen:

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

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

PKYVKQNTLKLAT-Z-Z-Z, (SEQ ID NO: 77).

Z-PKYVKQNTLKLAT-Z, (SEQ ID NO: 77).

Z-Z-Z-PKYVKQNTLKLAT, (SEQ ID NO: 77).

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

Z-PKYVKQNTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-QYIKANSKFIGITEL-
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-(SEQ ID NO: 78)

Z-Z-Z-QYIKANSKFIGITEL-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID

NO: 79).

Z-QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z, (SEQ ID NO:

79).

QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z, (SEQ ID NO:

79)

Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID NO: 71) en una resina 2 ramificada: los

fragmentos pueden ser iguales entre si o diferentes.

Z\R\
_—

Lys-Gly-Cys
Vi

Se pueden usar las mismas proteinas vehiculo o similares y los métodos

de enlace para generar inmundgenos a ser usados en la generacion de
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anticuerpos contra AA o un fragmento inmunogénico de AA, AL o un fragmento
X1EDXz. Por ejemplo, AA o un fragmento inmunogénico de AA, AL o un
fragmento X1EDX; enlazado a un vehiculo puede ser administrado a un animal
de laboratorio en la produccion de anticuerpos monoclonal a AA o un fragmento

inmunogénico de AA, AL o un fragmento X/EDXx.

VIIl.  Acido Nucleico que Codifica los Agentes Terapéuticos

Los agentes terapéuticos de la invencion también incluyen acidos
nucleicos. Las respuestas inmunes contra depdsitos amiloides también pueden
ser inducidas mediante la administracion de acidos nucleicos que codifican
segmentos de péptido AA, y fragmentos de los mismos, otros inmundgenos de
péptido tales como fragmentos XiEDX;, o anticuerpos y sus cadenas
componentes, tales como anticuerpos 2A4, 8G9 y 7D8, usados para
inmunizacién pasiva. Tales agentes para uso en los métodos de la invencidn
incluyen acidos nucleicos que cosdifican péptidos AA que a la administracion a
un paciente generan anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas
epitopos entre los residuos 70-76 de AA, AL o acidos nucleicos que codifican
péptidos que comprenden fragmentos X/EDX,. Tales agentes para uso en los
métodos de la invencion también incluyen acidos nucleicos que codifican
anticuerpos que se unen especialmente a un neoepitopo C-terminal de AA o0 a
X1EDXo>. En particular, tales acidos nucleicos codifican anticuerpos que se unen
especificamente a la isoforma alfa de HAA1 entre los residuos 70-76
(GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4), isoforma beta de HAA1 entre los residuos 70-76
(GHDAEDS, (SEQ ID NO: 5), isoforma gamma de HAA1 entre los residuos 70-
76 (GHDAEDS, (SEQ ID NO: 5), isoformas alfa y beta de HAA2 entre los
residuos 70-76 (GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4), HAA3 entre los residuos 70-76
(GDHAEDS, (SEQ ID NO: 7), HAA4 entre los residuos 78-84 (STVIEDS, (SEQ
ID NO: 8), AA1 de raton (MAA1) entre los residuos 69-75 (GRGHEDT, (SEQ ID
NO: 9), MAA2 entre los residuos 69-75 (GRGHEDT, (SEQ ID NO: 9), MAA3
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entre los residuos 62-68 (GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4), y MAA4 entre los
residuos 76-82 (NHGLETL, (SEQ ID NO: 11). Tales acidos nucleicos pueden
ser ADN o ARN. Acidos nucleicos preferidos adicionales codifican anticuerpos
que se unen especificamente a HEDT, (SEQ ID NO: 12), AEDS, (SEQ ID NO:
13), AEDT, (SEQ ID NO: 14), HEDA, (SEQ ID NO: 15) o TEDE, (SEQ ID NO:
16) u otros péptidos X/EDX; listados anteriormente. Un segmento de acido
nucleico A que codifica un inmunégeno esta enlazado tipicamente a elementos
reguladores, tales como un promotor y mejorador, que permite la expresién del
segmento de ADN en las células objetivo destinadas de un paciente. Para la
expresion en células sanguineas, como es deseable para inducciéon de una
respuesta inmune, son adecuados los elementos promotores y mejoradores de
genes de inmunoblogulina de cadena ligera o pesada o el promotor y
mejorador inicial intermediario mayor de CMV. Los elementos reguladores
enlazados y las secuencias de codificaciéon son a menudo clonadas en un
vector. Para administracion de ancucuerpos de cadena doble, las dos cadenas
pueden ser clonadas en el mismo vector o separadas. Los acidos nucleicos
que codifican agentes terapéuticos de la invencion también pueden codificar al
menos 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 uso con los acidos nucleicos que codifican los agentes terapéuticos de la

presente invencion.

Un numero de sistemas de vectores virales esta disponible incluyendo
sistemas retrovirales (ver, p.e., Lawrie y Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3,
102-109 (1993)); vectores adenovirales (ver, p.e., Bett et al, J. Virol. 67, 5911
(1993)); vectores de virus adeno-asociados (see, p.e., Zhou et al, J. Exp. Med.
179, 1867 (1994)), vectores virales de la familia de la viruela incluyendo el virus
de vaccinia y y los virus de viruela 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. Virol. 70, 508-519 (1996)), virus de la encefalitis equina
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venezolana (ver US 5,643,576) y rabdo virus, tal como virus de estomatitis
vesicular (ver WO 96/34625) y papilomavirus (Ohe et al., Human Gene Therapy
6, 325-333 (1995); Woo et al, WO 94/12629 y Xiao & Brandsma, Nucleic Acids
Res. 24, 2630-2622 (1996)).

El ADN que codifica un inmunégeno, o un vector que lo contiene, puede
estar empacado en liposomas. Lipidos adecuados y analogos relacionados se
describen en US 5,208,036, 5,264,618, 5,279,833 y 5,283,185. Los vectores y
el ADN que codifica un inmundégeno también puede ser adsorbido en o
asociado con vehiculos particulados, cuyos ejemplos incluyen polimeros de
polimetil metacrilato y polilactidos y poli(lactida-co-glicolidos), ver, p.e., McGee
et al., J. Micro Encap. (1996).

Los vectores de terapia de geno ADN desnudo pueden ser liberados in
vivo mediante administracién a un paciente individual, tipicamente mediante
administracién sistémica (p.e., intravenosa, intraperitoneal, nasal, gastrica,
intradérmica, intramuscular, subdérmica, o infusidn intracraneal) o aplicacion
topica (ver p.e., US 5,399,346). Tales vectores pueden ademas incluir agentes
facilitadores tales como bupivacina (US 5,593,970). EI ADN también puede ser
administrado usando una pistola de genes. (Ver Xiao & Brandsma, supra). El
ADN que codifica un inmunogeno es precipitado en la superficie de perlas de
metal microscoépicas. Los microproyectiles son acelerados con una onda de
choque o gas helo en expansion, y penetran tejidos hasta una profundidad de
varias capas célulares. Por ejemplo, El dispositivo de Liberacién de Gen
Accel™ fabricado por Agacetus, Inc. Middleton WI es adecuado.
Alternativamente, el ADN desnudo puede pasar a través de la piel al torrente
sanguineo simplemente manchando el ADN sobre la piel con irritacion quimica
o mecanica (ver WO 95/05853).
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En una variacién adicional, los vectores que codifican inmundgenos
pueden ser liberados a células ex vivo, tales como células explantadas
extraidas de un paciente individual (p.e., linfocitos, aspirados de médula
espinal, biopsia de tejido) o células madre hematopoyéticas donadoras
universales, seguida por reimplantacion de las células en un paciente,
usualmente después de la seleccidn para células que tienen el vector

incorporado.

IX.  Adyuvantes

Los agentes inmunogénicos de la invencion, tales como péptidos, son
algunas veces administrados en combinacion con un adyuvante. El adyuvante
aumenta el titulo de anticuerpos inducidos y/o la afinidad de unidon de
anticuerpos inducidos con relacion a la situacion si el péptido se usara solo. Se
puede usar una variedad de adyuvantes en combinacion con un fragmento
inmunogénicos de AA, para producir una respuesta inmune. Los adyuvantes
preferidos aumentan la respuesta intrinseca a un inmundégeno sin causar
cambios conformacionales en el inmundgeno que afecten la forma cualitativa
de la respuesta. Adyuvantes preferidos incluyen hidroxido de aluminio y fosfato
de aluminio, lipido A monofosforil 3 des-O-acilado (MPL™) (ver GB 2220211
(RIBI ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, ahora parte de Corixa),
RC-529 (Corixa, Hamilton, Montana). STIMULON™ QS-21 es un triterpeno
glicésido o saponina aislada de la corteza del arbol de Quillaja Saponaria
Molina encontrado en Sur América (ver Kensil et al, in Vaccine Design: The
Subunit y Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY,
1995); Patente US No. 5,057,540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham,
MA). Otros adyuvantes son emulsiones aceite en agua (tales como escualeno o
aceite de mani), opcionalmente en combinaciéon con estimulantes inmunes,
tales como lipido A monofosforilo (ver Stoute et al, N. Engl. J. Med. 336, 86-91

(1997)), polimeros plurénicos, y micobacterias eliminadas. Otro adyuvante es
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CpG (WO 98/40100). Los adyuvantes pueden ser administrados como un
componente de una composicion terapéutica con un agente activo, o pueden
ser administrados por separado antes, concurrentemente con, o después de la

administracion del agente terapéutico.

Una clase preferida de adyuvantes son las sales de aluminio (alumbre),
tal como hidréxido de alum, fosfato de alum, sulfato de alum. Tales adyuvantes
se pueden usar con o sin otros agentes inmunoestimuladores especificos tales
como MPL o 3-DMP, QS-21, amino acidos poliméricos o0 monomeéricos tales
como acido poliglutamico o polilisina. Otra clase de adyuvantes son las
formulaciones de emulsiones aceite-en-agua. Tales adyuvantes se pueden
usar con o sin otros agentes inmunoestimuladores especificos tales como
muramil péptidos (p.e., N-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-glicero-3- hidroxifosforiloxi)-
etilamina (MTP-PE), N-acetilglucsaminil-N-acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-
dipalmitoxi propilamida (DTP-DPP) THERAMIDE™), u otros componentes de
pared celular bacteriana. Las emulsiones aceite-en-agua incluyen (a) MF59
(WO 90/14837), que contiene 5% de escualeno, 0.5% de Tween 80, y 0.5% de
Span 85 (que contiene opcionalmente varias cantidades de MTP-PE) formulaas
en particulas de submicron usando un microfluidizador tal como
microfluidizador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton MA), (b) SAF, que
contiene 10% de Escualeno, 0.4% de Tween 80, 5% de plurénico-polimero
L121 bloqueado, y thr-MDP, ya sea microfluidizadoo en una emulsion de
submicron o vorticeado para generar una emulsion con tamafio de particula
mas grande, y (c) sistema de adyuvante RIBI™ (RAS), (Ribi ImmunoChem,
Hamilton, MT) que contiene 2% de escualeno, 0.2% de Tween 80, y uno o mas
componentes de pared celular bacteriana del grupo que consiste de
monofosforillipico A (MPL), trehalosa dimicolato (TDM), y esqueleto de pared
celular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (DETOX™).
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Otra clase de adyuvantes preferidos son los adyuvantes de saponina,
tales como STIMULON™ (QS- 21, Aquila, Framingham, MA) o particulas
generadas a partir de estos tales como ISCOM (complejos
inmunoestimuladores) e ISCOMATRIX. Otros adyuvantes incluyen RC-529,
GM-CSF y Adyuvante de Freunds Completo (CFA) y Adyuvante de Freunds
Incompleto (IFA). Otros adyuvantes incluyen citoquinas, tales como
interleucinas (p.e., péptidos de IL-1 ay B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL13, e IL-15),
factor de estimulacion de colonia macrofaga (M-CSF), factor de estimulacion de
colonia macréfaga de granulocito (GM-CSF), factor de necrosis de tumor
(TNF), quimioquinas, tales como MIP1a y B y RANTES. Otra clase de
adyuvantes son los analogos de glicolipido que incluyen N-glicosilamidas, N-
glicosilureas y N-glicosilcarbamatos, cada uno de los cuales esta sustituido en
el residuo de azucar por un amino acido, como inmuno-moduladores o
adyuvantes (ver Pat. US No. 4,855,283). Las proteinas de choque al calor, p.e.,
HSP70 y HSP90, también se pueden usar como adyuvantes.

Un adyuvante puede ser administrado con un inmunégeno como una
sola composicién, o puede ser administrado antes, concurrente con, o después
de la administracion del inmundégeno. El inmundgeno y adyuvante pueden ser
empacados y suministrados en el mismo vial o pueden ser empacados en
viales separados y mezclados antes de uso. El inmundgeno y adyuvante son
empacados tipicamente con una etiqueta que indica la aplicacion terapéutica
destinada. Si el inmundgeno y el adyuvante estan empacados por separado, el
empaque incluye tipicamente instrucciones para mezclar antes de uso. La
eleccion de un adyuvante y/o vehiculo depende de la estabilidad de la
formulacion inmunogénica que contiene el adyuvante, la ruta de administracion,
el esquema de dosificacion, la eficacia del adyuvante para las especies que
estan siendo vacunadas, y, en humanos, un adyuvante farmacéuticamente

aceptable es uno que ha sido aprobado o puede ser aprobado para
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administracion humana por los organismos reguladores pertinentes. Por
ejemplo, el adyuvante de Freund completo no es adecuado para administracion
humana. Se prefieren alum, MPL y QS-21. Opcionalmente, se pueden usar
simultdneamente dos o mas adyuvantes diferentes. Las combinaciones
preferidas incluyen alum con MPL, alum con QS-21, MPL con QS-21, MPL o
RC-529 con GM-CSF, y alum, QS-21 y MPL juntos. También se puede usar
adyuvante de Freund Incompleto (Chang et al., Advanced Drug Delivery
Reviews 32, 173-186 (1998)), opcionalmente en combinacion con cualquiera de
alum, QS-21, y MPL y todas las combinaciones de los mismos.

X. Administracion Pasiva de Anticuerpos

Los agentes terapéuticos de la presente invencion incluyen anticuerpos
que se unen especificamente a un epitopo que comprende X{EDX; en una
proteina amiloide agregada, en donde X; es H, T, F, S, P, A o cualquier otro
residuo de amino acido que precede inmediatamente ED en tal proteina
amiloide agregada; y en donde X, es T, S, E, R, I, V, F, A o cualquier otro
residuo de amino acido inmediatamente después de ED en tal proteina
amiloide agregada, incluyendo epitopos entre péptidos amiloides tales como
AA. Los anticuerpos usados para administracion pasiva pueden ser anticuerpos
gue se unen a epitopos C-terminales o N-terminales de AA. Otras proteinas
amiloide, ademas de la proteina A amiloide en suero, incluyen proteina A
amiloide en suero, proteina de cadena ligera de inmunoglobulina, tal como, por
ejemplo, VA6 Wil o VK, polipéptido precursor de amiloide de islote humano
(IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) y ApoA1, asi como otras

listadas en la Tabla 1 anterior.

AA se forma mediante clivado proteolitico de SAA. Los anticuerpos
preferidos se unen especificamente a neoepitopos de AA que se forman en el

clivado proteolitico de SAA. Los anticuerpos se unen especialmente a un
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neoepitopo C-terminal de AA, especialmente, tales anticuerpos se unen
especificamente a la isoforma alfa de HAA1 entre los residuos 70-76
(GHGAEDS, SEQ ID NO:4), isoforma beta de HAA1 entre los residuos 70-76
(GHDAEDS, SEQ ID NO:5), isoforma gamma de HAA1 entre los residuos 70-
76 (GHDAEDS, SEQ ID NO: 5), isoformas alfa y beta de HAA2Z entre los
residuos 70-76 (GHGAEDS, SEQ ID NO: 10), HAA3 entre los residuos 70-76
(GDHAEDS, SEQ ID NO:7), HAA4 entre los residuos 78-84 (STVIEDS, SEQ ID
NO:8), AA1 de raton (MAA1) entre los residuos 69-75 (GRGHEDT, SEQ ID
NO:9), MAA2 entre los residuos 69-75 (GRGHEDT, SEQ ID NO: 9), MAA3
entre los residuos 62-68 (GHGAEDS, SEQ ID NO: 10), y MAA4 entre los
residuos 76-82 (NHGLETL, SEQ ID NO: 11). Algunos anticuerpos se unen
solamente a un epitopo entre uno de estos péptidos. Otros anticuerpos se unen
a epitopos entre mas de uno de estos péptidos. Por ejemplo, algunos
anticuerpos se unen especificamente a un péptido GHGAEDS, (SEQ ID NO: 4)
y un péptido GHDAEDS, SEQ ID NO: 5). Algunos anticuerpos se unen a un
péptido GHGAEDS, SEQ ID NO: 4) sin unirse especificamente a un péptido
GHDAEDS, SEQ ID NO: 5). Se prefiere la unién a al menos uno de los
péptidos AA humanos. La union a al menos uno de los péptidos AA humano y
un péptido de raton correspondiente es util porque el mismo anticuerpo puede
ser evaluado en un modelo de ratdn y posteriormente usado en humanos.
Algunos anticuerpos preferidos se unen especificamente a epitopos entre los
residuos de la isoforma alfa de HAA1 71-76, 72-76, 73-76, 74-76, 70-75, 70-74,
70-73, 70-72, 71-75, 72-75, 73-75, 71-74, 71-73, 72-74, o residuos de MAA1
70-75, 71-75, 72-75, 73-75, 69-74, 69-73, 69-72, 69-71, 70-74, 71-74, 72-74,
70-73, 70-72. Tales anticuerpos tipicamente se unen especificamente a
depdsitos amiloides pero pueden o no unirse a AA soluble. Cuando se dice que
un anticuerpo se une especificamente a un epitopo entre residuos
especificados, tales como los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1, por
ejemplo, significa que el anticuerpo se une especificamente a un polipéptido

que contiene los residuos especificados (p.e., residuos 70-76 de la isoforma
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alfa de HAA1 en este ejemplo). Tal anticuerpo no necesariamente contacta
vada residuo entre los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1. No
necesariamente cada una de las sustituciones o deleciones entre los residuos
70-76 de la isoforma alfa de HAA1 afecta significamente la afinidad de union.
Tales anticuerpos de neoepitopo se unen a AA pero no a SAA. La especificidad
de epitopo de un anticuerpo puede ser determinada, por ejemplo, como se
describe en WO 00/72880.

Los anticuerpos usados para administracion pasiva pueden ser
anticuerpos a epitopos N-terminales de AA. Los anticuerpos preferidos se unen
especificamente a un neoepitopo N-terminal de AA, especialmente, tales
anticuerpos se unen especificamente a los residuos de HAA1 1-15
(RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID NO. 80), residuos de HAA2 1-15
(RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID NO. 80), residuos de HAA3 1-15
(QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID NO: 81), residuos de HAA4 1-15 (ES
WRSFFKEA, (SEQ ID NO: 82), residuos de MAA1 1-15
(GFFSFVHEAFQGAGD, SEQ ID NO: 83), residuos MAA2 1-15
(GFFSFVHEAFQGAGD, SEQ ID NO: 83), residuos MAA3 1-9 (EAGQGSRD,
(SEQ ID NO: 84), y residuos de MAA4 1-14 (WYSFFREAVQGTWD, SEQ ID
NO: 85). Algunos anticuerpos se unen solamente a un epitopo entre uno de
estos péptidos. Otros anticuerpos se unen a epitopos entre mas de uno de
estos péptidos. Por ejemplo, algunos anticuerpos se unen especificamente a
un péptido RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID NO: 80) y un péptido
QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID NO: 81). Algunos anticuerpos se unen a un
péptido RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID NO: 80) sin unirse especificamente a
un péptido QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID NO: 81). La unién a al menos uno
de los péptidos AA humaos y un péptido de ratdon correspondiente es utile
porque el mismo anticuerpo puede ser evaluado en un modelo de raton y

posteriormente usarse en humanos.
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Algunos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo que consiste
de tal X4EDX,. Preferiblemente tales anticuerpos se unen especificamente a
dicho epitopo en una proteina amiloide agregada. Algunos de tales anticuerpos
se unen de manera preferente especificamente a una proteina amiloide
agregada con relacion a la forma monomérica de tal dicha proteina amiloide.
En algunos anticuerpos, X1esH, T,F, S, P, oAy X;es T,S,E,D,R, I, V,Fo
A. En algunos de tales anticuerpos, cuando X; es H, X, es T o A; cuando X es
A, Xoes S, T,EoV;cuando Xies T, X,es E; Xies F, Xy es D; cuando Xs es S,
Xoes E, FoA; ycuando X1 es P, Xz es E, | o F. En algunos anticuerpos, X4 es
H T,F,S,P,oAyX,esT,S, E,D,R,I,V,F oA, con la condicion que si X1 es
A, X2 no es V. En algunos anticuerpos, cuando X1 es A, Xoes S, To E.

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo que
comprende la secuenciad e amino acido 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), TEDE, (SEQ ID NO: 16), 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: 22), AEDV, (SEQ ID NO: 23), SEDF, (SEQ ID NO: 24)
o SEDA, (SEQ ID NO: 25).

Algunos anticuerpos se unen especificamente a un péptido que
comprende una secuencia de amino acido 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), TEDE, (SEQ ID NO: 16),
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: 22),
SEDF, (SEQ ID NO: 24) y SEDA, (SEQ ID NO: 25). Algunos anticuerpos se
unen especificamente a un péptido que comprende una secuencia de amino
acido seleccionada del grupo que consiste de GHEDT, (SEQ ID NO: 3), 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 son elevados a un péptido que comprende GHEDT,
(SEQ ID NO: 3), tal como, por ejemplo, 2A4, 7D8 y 8G9, o son versiones

humanizadas o quiméricas de los mismos.

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los sueros
policlonales contienen tipicamente poblaciones mezcladas de anticuerpos que
se unen especificamente a varios epitopos a lo largo de AA. Sin embargo, los
sueros policlonales pueden ser especificos a un segmento particular de AA, tal
como los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1. Los anticuerpos
preferidos son quiméricos o humanizados (ver Queen et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:10029-10033 (1989) y WO 90/07861, US 5,693,762, US
5,693,761, US 5,585,089, US 5,530,101 y Winter, US 5,225,539), o humanos
(Lonberg et al., W093/12227 (1993); US 5,877,397, US 5,874,299, US
5,814,318, US 5,789,650, US 5,770,429, US 5,661,016, US 5,633,425, US
5,625,126, US 5,569,825, US 5,545,806, Nature 148, 1547-1553 (1994), Nature
Biotechnology 14, 826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10741 (1991)). Un enfoque
alternativo para humanizar un anticuerpo, también conocido como enchapado
(veneering), se describe en US 6,797,492. Varios anticuerpos de raton de
diferentes especificidades estan disponibles como materiales de partida para

preparar anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos humanizados representativos son el anticuerpo 7D8 de
version humanizada (Numero de Acceso ATCC ), anticuerpo 7D29 de
version humanizada, anticuerpo 7D19 de version humanizada, anticuerpo 7D47
de versién humanizada, anticuerpo 7D39 de version humanizada , anticuerpo
7D66 de version humanizada , anticuerpo 8G9 de version humanizada,

anticuerpo 8G3  de version humanizada, anticuerpo 8G4 de version
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humanizada, anticuerpo 8G51 de version humanizada, anticuerpo 8G22 de
version humanizada, anticuerpo 8G30 de versidn humanizada, anticuerpo
8G46 de version humanizada, anticuerpo 2A4 de version humanizada (Numero
de Acceso ATCC ), anticuerpo 2A20 de versidon humanizada,

anticuerpo 2A44 de versidbn humanizada, anticuerpo 2A77 de versidn
humanizada, anticuerpo 2A13 de versién humanizada, y anticuerpo 2A14 de
version humanizada. Los hibridomas que producen el anticuerpo 7D8 (JH80
7D8.29.19.47) y el anticuerpo 2A4 (JH80 2A4.20.44077) se depositaron en
Septiembre 4 de 2008, y en Diciembre 17 de 2008, respectivamente, con La
Coleccion de Cultivo Tipo Americana (ATCC), actualmente localizada en 10801
University Boulevard, Manassas, VA20110-2209, bajo las provisiones del
Tratado de Budapest para el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos con el Proposito de Procedimiento de Patente ("Tratado de
Budapest"). EIl ATCC ha asignado al hibridoma que procuce 7D8 el No. De
Acceso , 'y al hibridoma que produce 2A4 el No. De Acceso ATCC

Se prefiere el isotié IgG1 humano para anticuerpos a la region C terminal
de AA porque tienen la afinidad mas alta de los isotipos humanos para el
receptor FcRI en células fagociticas. Algunos anticuerpos se unen
especificamente a AA con una afinidad de unién mayor de o igual a

aproximadamente 107, 108, 10°, 0 10" M.

La inmunizacion activa con fragmentos de AA puede ser combinada con
la administracion pasiva de of anticuerpos. Ejemplos de combinaciones
especificas incluyen fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopo
entre los residuos 70-76 de la isoforma alfa HAA1; los fragmentos AA que
comprenden los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos

gue se unen especificamente a epitopo entre los residuos 71-76 de la isoforma
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alfa de HAA1; fragmentos AA que comprenden residuos 70-76 de la isoforma
alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopo entre los
residuos 72-76 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
especificamente a epitopo entre los residuos 73-76 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 especificamente a epitopo entre los
residuos 74-76 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
especificamente a epitopo entre los residuos 70-75 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 especificamente a epitopo entre los
residuos 70-74 de la isoforma alfa de HAA1; fragmentos AA que comprenden
los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1 comprising con anticuerpos que
se unen especificamente a epitopo entre los residuos 70-73 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 especificamente a epitopo entre los
residuos 70-72 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
especificamente a epitopo entre los residuos 71-75 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 especificamente a epitopo entre los
residuos 72-75 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
especificamente a epitopo entre los residuos 73-75 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 especificamente a epitopo entre los
residuos 73-75; fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos que se unen especificamente a epitopo

entre los residuos 71-74 de la isoforma alfa de HAA1; fragmentos AA que
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comprenden los residuos 70-76 de la isoforma alfa de HAA1 con anticuerpos
gue se unen especificamente a epitopo entre los residuos 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 especificamente a epitopo
entre los residuos 72-74 de la isoforma alfa de HAA1. Adicionalmente, los
fragmentos AA que comprenden los residuos de isoforma alfa de HAA1 71-76,
72-76, 73-76, 74-76, 70-75, 70-74, 70-73, 70-72, 71-75, 72-75, 73- 75, 71-74,
71-73, 72-74 se pueden combinar con anticuerpos que se unen
especificamente a un epitopo entre los residuos de isoforma alfa de HAA1 71-
76, 72-76, 73-76, 74-76, 70-75, 70-74, 70-73, 70-72, 71-75, 72-75, 73-75, 71-
74, 71-73, 72-74. Los fragmentos AA que comprenden los residuos 70-76 de la
isoforma alfa de HAA1, residuos 70-76 de la isoforma beta de HAA1, residuos
70-76 de la isoforma gamma de HAA1, residuos 70-76 de las isoformas alfa y
beta de HAAZ2, residuos 69-75 de MAA1, residuos 69-75 de MAA2, o residuos
62-68 MAA3, se pueden combinar con anticuerpos que se unen
especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 de la isoforma alfa de
HAA1, residuos 70-76 de la isoforma beta de HAA1, residuos 70-76 de Is
isoforma gamma de HAA1, residuos 70-76 de las isoformas alfa y beta de
HAA2, residuos 69-75 de MAAI, residuos 69-75de MAA2, o residuos 62-68 de
MAAS3.

Algunos de los anticuerpos descritos anteriormente no se unen
especificamente a la forma precursora o monomérica de la proteina amiloide.
Algunos de estos anticuerpos se unen especificamente a un neoepitopo
generado al clivado de una proteina precursor produciendo una proteina
amiloide. Por ejemplo, algunos anticuerpos se unen especificamente a los
residuos C-terminales de fibrilos AA de raton -HEDT, (SEQ ID NO: 12), pero no
se unen especificamente a un péptido que se extiende en laporcién no amiloide
de SAA (GHEDTMADQE, SEQ ID NO: 61). Algunos anticuerpos se unen

especificamente a un epitopo conformacional. Algunos de dichos epitopos
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conformacionales son lineales. Algunos de tales epitopos conformacionales
son expuestos cuando una proteina amiloide entra a una estructura agregada
(p-e., fibrilar) o se vuelve parcialmente desnaturalizado. Ejemplos de tales
anticuerpos incluyen los anticuerpos monoclonales murinos 2A4 (Numero de
Acceso ATCC ), 8G9 (Numero de Acceso ATCC )y
7D8 (Nuumero de Acceso ATCC ), formas humanas, humanizadas y
quiméricas de los mismos, otros anticuerpos que se unen especificamente a el
mismo epitopo que 2A4, 8G9 o 7D8, y fragmentos de union a antigeno de
cualquiera de dichos anticuerpos. Algunos anticuerpos se unen
especificamente a una proteina amiloide que comprende la secuencia de
amino acido ED. Algunos anticuerpos se unen especificamente a una proteina
amiloide seleccionada del grupo que consiste de proteina de cadena ligera de
inmunoglobulina, polipéptido precursor de amiloide de islote humano (IAPP),
péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) y ApoA1.

La unidad estructural basica del anticuerpo es conocida por comprender
un tetramero de subunidades. Cada tetramero estd compuesto de dos pares
idénticos de cadenas de polipéptido, cada par tiene una cadena ‘ligera”
(aproximadamente 25 kDa) y una cadena "pesada" (aproximadamente 50-70
kDa). La porcion amino-terminal de cada cadena incluye una regién variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas amino acidos responsables principalmente
del reconocimiento de antigeno. La porcidn carboxi-terminal de cada cadena

define una regién constante responsable principalmente de la funcion efectora.

1. Anticuerpos

La invencién incluye anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpo de
uniéna antigeno, asi como anticuerpos pegilados y fragmentos de anticuerpo,
también anticuerpos con funcién efectora alterada (p.e., reducida o eliminada),

por ejemplo, anticuerpos que comprenden mutaciones o residuos sustituidos en
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la region Fc. Ejemplos de porciones inmunologicamente activas de moléculas
de inmunoglobulina incluyen fragmentos F(ab) y F(ab")2 tri-Fab', Fab', Fv, scFv,
di-Fab' que pueden ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal
como pepsina, o producidos mediante técnicas de ingenieria recombinante
conocidas en la técnica. Los fragmentos de union a antigeno addicionales de
los anticuerpos de la invencion incluyen fragmentos de anticuerpo terapéuticos,
incluyendo fragmentos de anticuerpo pegilados, tal como Fab' PEGilado y di-
Fab' PEGilado. Ejemplos de mutantes de funcion efectora se describen en la
Patente U.S. No. 5,624,821, que esta incorporada aqui mediante referencia en
su totalidad. Algunos anticuerpos tienen afinidad de unién reducida para el
receptor RI gamma Fc. Los anticuerpos mutantes de funcion efectora incluyen
anticuerpos que comprenden mutaciones en la regién bisagra. Algunos
anticuerpos 1gG mutantes comprenden una mutacion en la region constante de
cadena pesada en una o mas de las posiciones 234, 235, 236, 237, 297, 318,
320 y 322. En algunos anticuerpos uno o mas de los residuos 234, 236 y 237
estan sustituidos con alanina. En algunos anticuerpos, el residuo 235 esta
sustituido con glutamina. En algunos anticuerpos, el residuo 297 esta sustituido
con alanina. En algunos anticuerpos, los residuos 318, 320 y 322 estan
sustituidos con alanina. En algunos anticuerpos, el residuo 318 esta sustituido
con valina. En algunos anticuerpos, el residuo 322 esta sustituido con
glutamina. Los anticuerpos con funcion efectora mejorada incluyen anticuerpos
mutantes sencillos S239D y 1332E y los S239D/I332E y S239D/I332E/A330L

doble y triple mutantes (numeracién Kabat).

2. Anticuerpos Policlonales

Los anticuerpos policlonales se pueden preparar como se describio
anteriormente inmunizando un sujeto adecuado con un inmunogeno. El titulo
de anticuerpo en el sujeto inmunizado puede ser monitoreado en el tiempo por

medio de técnicas estandar, tales como con un ensayo inmunosorbente ligado
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a enzimas (ELISA) usando antigeno objetivo inmovilizado. Si se desea, las
moléculas de anticuerpo dirigidas contra el antigeno objetivo pueden ser
aisladas del mamifero (p.e., de la sangre) y purificadas adicionalmente
mediante técnicas bien conocidas, tal como cromatografia de Sefarosa proteina
A para obtener el anticuerpo, p.e., fraccion IgG. En un momento apropiado
después de la inmunizacion, p.e., cuando los titulos de anticuerpo anti-antigeno
son los mas altos, las células que producen anticuerpo pueden ser obtenidas
del sujeto y usadas para preparar anticuerpos monoclonales mediante técnicas
estandar, tales como la técnica de hibridoma descrita originalmente por Kohler
y Milstein (1975) Nature 256:495-497) (ver también, Brown et al. (1981) J.
Immunol. 127:539-46; Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-83; Yeh et
al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:2927-31; y Yeh et al. (1982) Int. J.
Cancer 29:269-75). Para la preparacion de anticuerpos policlonales quiméricos,
ver Buechler et al. Patente U.S. No. 6,420,113.

3. Anticuerpos Monoclonales

Cualquiera de los muchos protocolos bien conocidos usados para fusionar
linfocitos y lineas celulares inmortalizadas se pueden aplicar con el fin de
generar un anticuerpo monoclonal (see, p.e., G. Galfre et al. (1977) Nature
266:55052; Gefter et al. Somatic Cell Genet., citado supra; Lerner, Yale J. Biol.
Med., citado supra; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citados supra). Mas aun,
el tramabajor de conocimiento medio apreciara que existen muchas variaciones
de tales métodos que también serian utiles. Tipicamente, la linea celular
inmortal (p.e., una linea celular de mieloma) se deriva de la misma especie
mamifera que los linfocitos. Por ejemplo, los hidridomas murinos se pueden
hacer fusionando linfocitos de un ratdon inmunizado con una preparacion
inmunogécnica de la presente invencion con una linea celular de ratdn
inmortalizada. Las lineas celulares inmortales preferidas son las lineas

celulares de mieloma de ratdbn que son sensibles a medio de cultivo que
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contiene hipoxantina, aminopterina y timidina ("medio HAT"). Se puede usar
cualquiera de un muero de lineas celulares de mieloma como un companero de
fusion de acuerdo con técnicas estandar, p.e., las lineas de mieloma P3-NS1/1-
Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 o Sp2/0-Ag14. Estas lineas de mieloma estan
disponibles en ATCC. Tipicamente, las células de mieloma de raton sensibles a
HAT estan fusionadas con esplenocitos usando polietileno glicol ("PEG"). Las
células de hibridoma resultantes de la fusion son entonces seleccionadas
usando medio HAT, que elimina células de mieloma no fusionadas y
fusionadas no productivas (esplenocitos no fusionados mueren después de
varios dias porque no son transformados). Las células de hibridoma que
producen un anticuerpo monoclonal de la invencion son detectadas mediante
seleccion de los sobrenadantes del cultivo de hibridoma para anticuerpos que
se unen a un antigeno objetivo, p.e., AB, 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 seleccién
de una libreria de inmunoglobulina combinacional recombinante (p.e., un
alibrearia de despliegue del fago de anticuerpo) con un antigeno objetivo para
asi aislar los miembros de la libreria de inmunoglobulina que se unen al
antigeno objetivo. Los kits para generar y seleccionar librerias de despliegue
del fago estan disponibles comercialmente (p.e., El sistema de Anticuerpo de
Fago Recombinante de Pharmacia, No. De Catalogo 27-9400-01; y el kit de
Despliegue del Fago Stratagene SurfZAP™, No. De Catalogo 240612).
Adicionalmente, ejemplos de métodos y reactivos particularmente adecuados
para uso en la generacion y seleccion de libreria de despliegue de anticuerpo
se pueden encontrar en, por ejemplo, Ladner et al. Patente U.S. No. 5,223,409;
Kang et al. Publicacion Internacional PCT No. WO 92/18619; Dower et al.
Publicacién Internacional PCT No. WO 91/17271; Winter et al. Publicacion
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Internacional PCT WO 92/20791; Markland et al. Publicacion Internacional PCT
No. WO 92/15679; Breitling et al. Publicacion Internacional PCT WO 93/01288;
McCafferty et al. Publicacion Internacional PCT No. WO 92/01047; Garrard et
al. Publicacion Internacional PCT No. WO 92/09690; Ladner et al. Publicacion
Internacional PCT No. WO 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology
9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; Huse et al.
(1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-734;
Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896; Clarkson et al. (1991) Nature
352:624-628; Gram et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-3580;
Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991)
Nuc. Acid Res. 19:4133-4137; Barbas et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:7978-7982; y McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-554.

5. Anticuerpos Quimeéricos y Humanizados

Adicionalmente, anticuerpos recombinant, tales como anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados, que comprenden porciones humanas
y no humanas, que se pueden preparar usando técnicas de ADN recombinante,

estan dentro del alcance de la invencion.

El término "inmunoglobulina humanizasa" o "anticuerpo humanizado" se
refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo que incluye al menos una cadena
de inmunoglobulina o anticuerpo humanizada (p.e., al menos una cadena ligera
o pesada humanizada). El término "cadena de inmunoglobulina humanizada" o
‘cadena de anticuerpo humanizada® (p.e., una "cadena ligera de
inmunoglobulina humanizada" o "cadena pesada de inmunoglobulina
humanizada") se refiere a una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo (p.e.,
una cadena ligera o pesada, respectivamente) que tiene una region variable
que incluye una regibn de marco variable sustancialmente de una

inmunoglobulina o anticuerpo humano y regiones determinantes de
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complementariedad (CDRs) (p.e., al menos una CDR, preferiblemente dos
CDR, mas preferiblemente tres CDR) sustancialmente de una inmunoglobulina
o anticuerpo no humano, y que incluye ademas regiones constantes (p.e., al
menos una region constante o porcion de la misma, en el caso de una cadena
ligera, y tres regiones constantes en el caso de una cadena pesada). El término
"region variable humanizada" (p.e., "region variable de cadena ligera
humanizada" o "region variable de cadena pesada humanizada") se refiere a
una region variable que incluye una region de marco variable sustancialmente
de una inmunoglobulina o anticuerpo humano y regiones determinantes de
complementariedad (CDR) sustancialmente de wuna inmunoglobulina o

anticuerpo no humano.

La frase "sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo humano”
o "sustancialmente humano" significa que, cuando se alinean a una secuencia
de inmunoglobulina o anticuerpo humano para propésitos de comparacion, la
region comparte al menos 80-90%, 90-95%, o 95-99% de identidad (p.e.,
identidad de secuencia local) con secuencia de la regién de marco o constante
humana, permitiendo, por ejemplo, sustituciones conervativas, sustituciones de
secuencia de consenso, sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y
similares. La introduccion de sustituciones conservativas, sustituciones de
secuencia de consenso, sustituciones de linea germinal, retromutaciones, y
similares, es a menudo referida como "optimizacién" de un anticuerpo o cadena
humanizada. La frase "sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo
no humano" o "sustancialmente no humano" significa que tiene una secuencia
de inmunoglobulina o anticuerpo al menos 80-95%, preferiblemente al menos
90-95%, mas preferiblemente, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntica a la de un

organismo no humano, p.e., un mamifero no humano.

En consecuencia, todas las regiones o residuos de una inmunoglobulina o

anticuerpo humanizado, o de una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo
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humanizada, excepto las CDR, son sustancialmente idénticas a las regiones o
residuos correspondientes de una o mas secuencias de inmunoglobulina

humana nativas. El término "regiébn correspondiente o "residuo
correspondiente" se refiere a una region o residuo en una segunda secuencia
de amino acido o nucleotido que ocupa la misma posicion (p.e., equivalente)
que una region o residuo en una primera secuencia de amino acido o
nucleotido, cuando Ila primera y segunda secuencias son alineadas

optimamente para propositos de comparacion.

El término "identidad significativa" significa que dos secuencias de
polipéptido, cuando se alinean 6ptimamente, tal como mediante los programas
GAP o BESTFIT usando poderaciones de intervalos por omision, comparten al
menos 50-60% de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 60-70%
de identidad de secuencia, mas preferiblemente al menos 70-80% de identidad
de secuencia, mas preferiblemente al menos 80-90% de identidad de
secuencia, incluso mas preferiblemente al menos 90-95% de identidad de
secuencia, e incluso mas preferiblemente al menos 95% de identidad de
secuencia o mas (p.e., 99% de identidad de secuencia o mas). El término
"identidad sustancial" significa que dos secuencias de polipéptido, cuando se
alinean Ooptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT
usando poderaciones de intervalos por omisién, comparten al menos 80-90%
de identidad de secuencia, preferiblemente al menos 90-95% de identidad de
secuencia, y mas preferiblemente al menos 95% de identidad de secuencia o
mas (p.e., 99% de identidad de secuencia o mas). Para comparacion de
secuencia, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia
con la cual se comparan las secuencias de prueba. Al usar un algoritmo de
comparacion de secuencia, las secuencias de prueba y referencia son
ingresadas a una computadora, se designan las coordenadas de subsecuencia,
si es necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de

secuecia. El algoritmo de comparacidon de secuencia entonces calcula el



137

porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba con
relacion a la secuencia de referencia, con base en los parametros de programa

designados.

La alineacion Optima de secuencias para comparacion puede ser
conducida, p.e., mediante el algoritmo de homologia local de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion
de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante
el método de busqueda de similitudes de Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implemantaciones computarizadas de
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de
software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI), o mediante inspeccion visual (ver generalmente Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology). Un ejemplo de algoritmo que es
adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia es el
algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403
(1990). El software para realizar los analisis BLAST esta disponible
publicamente a través del Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia
(accesible publicamente a través de los servidores de Internet de los Institutos
Nacionales de Salud NCBI). Tipicamente, se pueden usar los parametros del
programa por defecto para realizar la comparacion de secuencia, aunque
también se pueden usar parametros especificados. Para las secuencias de
amino acido, el programa BLASTP usa como valores por defecto una longitud
de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacién
BLOSUMG62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915
(1989)).

Preferiblemente, las posiciones de residuo que no son idéntidcas difieren
por sustituciones de amino acido conservativas. Para propositos de clasificar

las sustituciones de amino acidos como conservativas o no conservativas, los
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amino acidos son agrupados de la siguiente forma: Grupo | (cadenas laterales
hidrofobicas): leu, met, ala, val, leu, ile; Grupo Il (cadenas laterales hidrofilicas
neutras): cys, ser, thr; Grupo lll (cadenas laterales acidas): asp, glu; Grupo IV
(cadenas laterales basicas): asn, gin, his, lys, arg; Grupo V (residuos que
influencias la orientacion de la cadena): gly, pro; y Grupo VI (cadenas laterales
aromaticas): trp, tyr, phe. Las sustituciones conservativas involucran
sustituciones entre amino acidos de la misma clase. Las sustituciones no
conservativas constituyen el intercambio de un miembro de una de estas clases

por un miembro de otra.

Preferiblemente, las inmunoglobulinas o anticuerpos humanizados se
unen a antigeno con una afinidad que esta dentro de un factor de tres, cuatro, o
cinco de la del anticuerpo no humanizado correspondiente. Por ejemplo, si el
anticuerpo no humanizado tiene una afinidad de unién de 10° M, los
anticuerpos humanizados tendran una afinidad de unién de al menos 3 x 10
M, 4 x 108 M, 5 x 10® M, o 10° M. Al describir las propiedades de una cadena
de inmunoglobulina o anticuerpo, la cadena puede describirse con base en su
habilidad para "dirigir la union a antigeno (p.e., AB)". Se dice que una cadena
"dirige la unidon a antigeno" cuando le confiere a una inmunoglobulina o
anticuerpo intacto (o fragmento de union a antigeno del mismo) una propiedad
de union o afinidad de unién especifica. Se dice que una mutacion (p.e., una
retromutacion) afecta sustancialmente la habilidad de una cadena pesada o
ligera para union a antigeno si afecta (p.e., disminuye) la afinidad de unién de
una inmunoglobulina o anticuerpo intacto (o fragmento de union a antigeno del
mismo) que comprende dicha cadena en al menos un orden de magnitud
comparado con el del anticuerpo (o fragmento de union a antigeno del mismo)
que comprende una cadena equivalente que carece de dicha mutacion. Una
mutacion "no afecta sustancialmente (p.e., disminuye) la habilidad de una
cadena para dirigir la union a anticuerpo" si esta afecta (p.e., disminuye) la

afinidad de union de una inmunoglobulina o anticuerpo intacto (o fragmento de
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union a antigeno del mismo) que comprende dicha cadena en solamente un
factor de dos, tres o cuatro el del anticuerpo (o fragmento de unidn a antigeno)

gque comprende una cadena equivalente que carece de dicha mutacion.

El término "inmunoglobulina" o anticuerpo “quimérico” se refiere a una
inmunoglobulina o anticuerpo cuyas regiones variables se derivan de una
primera especie y cuyas regiones constantes se derivan de una segunda
especia. Las inmunoglobulinas o anticuerpos quiméricos pueden ser
construidos, por ejemplo, mediante ingenieria genética, a partir de segmentos
de gen de inmunoglobulina que pertenecen a diferentes especies. Los términos
"inmunoglobulina  humanizada" o "anticuerpo humanizado" no pretenden
abarcar inmunoglobulinas o anticuerpos quiméricos, definidos infra. Aunque las
inmunoglobulinas o anticuerpos humanizados son quiméricos en su
construccion (p.e., comprenden regiones de mas de una especie de proteina),
incluyen caracteristicas adicionales (p.e., regiones variables que comprenden
residuos de CDR donadoras y residuos de marco aceptores) no encontrados

en las inmunoglobulinas o anticuerpos quimeéricos, aqui definidos.

Tales anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados se pueden
producir mediante técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica, por
ejemplo usando métodos descritos en Robinson et al., Solicitud Internacional
No. PCT/US86/02269; Akira, et al. Solicitud De Patente Europea 184,187;
Taniguchi, M., Solicitud de Patente Europea 171,496; Morrison et al. Solicitud
De Patente Europea 173,494; Neuberger et al. Publicacion Internacional PCT
No. WO 86/01533; Cabilly et al. Patente U.S. No. 4,816,567; Cabilly et al.
Solicitud De Patente Europea 125,023; Better et al. (1988) Science 240:1041-
1043; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et al.
(1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:214- 218; Nishimura et al. (1987) Canc. Res. 47:999-1005; Wood et al.
(1985) Nature 314:446-449; y Shaw et al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-



140

1559); Morrison, S.L. (1985) Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986)
BioTechniques 4:214; Winter Patente U.S. 5,225,539; Jones et al. (1986)
Nature 321 :552-525; Verhoeyan et al. (1988) Science 239:1534; y Beidler et al.
(1988) J. Immunol. 141:4053-4060. Los agentes terapéuticos también incluyen
imitadores de anticuerpo tales como imitadores de region determinante de

complmentariedad (CDR).

6. Anticuerpos Humanos a partir de Animales Transgénicos y

Despliegue del Fago

Alternativamente, ahora es posible producir animales transgénicos (p.e.,
ratones) que son capaces, a la inmunizacion, de producir un repertorio
completo de anticuerpos humanos en la presencia de produccion de
inmunoglobulina enddégena. Por ejemplo, se ha descrito que la delecion
homozigdtica del gen de la region de union de cadena pesada del anticuerpo
(Ju) en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal produce inhibicidon
completa de la producciéon de anticuerpo enddégena. La transferencia del
arreglo de gen de inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones
mutantes de linea germinal resulta en la produccion de anticuerpos humanos a
la exposicion del antigeno. Ver, p.e., Patentes U.S. Nos. 6,150,584; 6,114,598;
y 5,770,429.

Los anticuerpos totalmente humanos también pueden ser derivados de librerias
de despliegue del fago (Hoogenboom et al, J. Mol. Biol, 227:381 (1991); Marks
et al., J Mol Biol, 222:581-597 (1991)). Los anticuerpos policlonales
quiméricos también pueden ser obtenidos de librerias de despliegue del fago
(Buechler et al. Patente U.S. No. 6,420,113).

7. Anticuerpos Biespecificos, Polipéptidos de Fusion a Anticuerpo y

Anticuerpos de Cadena Sencilla
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Los anticuerpos biespecificos (BsAbs) son anticuerpos que tienen
especificidades de unién para al menos dos epitopos diferentes. Tales
anticuerpos pueden ser derivados de anticuerpos de longitud total o fragmentos
de anticuerpo (p.e., anticuerpos biespecificos F(ab)'2). Los métodos para
preparar anticuerpos biesécificos son conocidos en la técnica. La produccion
tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud total se basa en la
coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades
(Millstein et al, Nature, 305:537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de
cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas)
producen una mezcla potencial de diferentes moléculas de anticuerpo (ver, WO
93/08829 y en Traunecker et al, EMBO J., 10:3655-3659 (1991)).

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o
"heteroconjugados"”. Por ejemplo, uno de los anticuerpos en el heteroconjugado
puede estar acoplado a avidina, el otro a biotina u otra carga. Los anticuerpos
heteroconjugados se pueden preparar usando cualquier método de
entrecruzamiento conveniente. Los agentes de entrecruzamiento adecuados
son bien conocidos en la técnica, y se revelan en la Patente U.S. No.

4,676,980, junto con un numero de técnicas de entrecruzamiento.

En aun otro aspecto, el anticuerpo puede estar fusionado, quimicamente
0 genéticamente, a una carga tal como una mitad reactiva, detectable, o
funcional, por ejemplo, una inmunotoxina para producir un polipéptido de fusion
a anticuerpo. Tales cargas incluyen, por ejemplo, inmunotoxinas,
quimioterapéuticos, y radioisotopos, todos los cuales son bien conocidos en la

técnica.
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Los anticuerpos de cadena sencilla también son adecuados para
estabilizacion de acuerdo con la invencion. Los fragmentos comprenden un
dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
cadena ligera (VL) con un enlazante, que permite que cada region variable se
conecte entre si y recree el sitio de union a antigeno del anticuerpo base del
cual se derivan las regiones VL y VH. Ver Gruber et al, J. Immunol, 152:5368
(1994).

Se entiende que cualquiera de las moléculas de polipéptido anteriores,
solas o en combinacion, son adecuadas para la preparacion como

formulaciones estabilizadas de acuerdo con la invencion.

Xl.  Sujetos Susceptiles a Tratamiento

Los sujetos o pacientes susceptibles a tratamiento incluyen individuos en
riesgo de enfermedad pero que no muestran sintomas, asi como pacientes que
al presente muestran sintomas. Por lo tanto, los métodos presentes pueden ser
administrados profilactivamente a la poblacion en general sin la necesidad de
ninguna evaluacion del riesfo del paciente sujeto. Los métodos presentes son
especificamente utiles para individuos que si tienen un riesgo genético
conocido de trastornos autoinmunes. Tales individuos incluyen aquellos que
tienen familiares que han experimentado esta enfermedad y quellos cuyo
riesgo es determinado mediante analisis de marcadores genéticos o

bioquimicos.

Los pacientes que sufren de amiloidosis AA pueden ser asintomaticos
por un periodo de tiempo prolongado. Por lo tanto, el diangdstico clinico de la
amiloidosis AA es a menudo retardado o no se hace hasta que los depdsitos

amiloides son extensos. Para aquellos pecientes que son asintomaticos, se
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estima que solamente el 53% de los casos son diagnosticados. Ver L. E. K.
Consulting, Independent Market Research (2003).

La invencién provee métodos utiles para tratat o efectuar profilaxis de
una enfermedad caracterizada por la deposicion de una proteina amiloide, tal
como, por ejemplo, las enfermedades descritas anteriormente, incluyendo
aquellas listadas en la Tabla 1. Algunos métodos son utiles para tratar o
efectuar profilaxis de una enfermedad caracterizada por la deposicion de una
proteina amiloide que comprende la secuencia de amino acido ED. En algunos
métodos, si la proteina amiloide comprende la secuencia de amino acido
AEDV, entonces el anticuerpo no es administrado para tratar o efectuar
profilaxis de la enfermedad de Alzheimer o Deterioro Cognitivo Leve. La
proteina amiloide puede ser cualquiera de las proteinas amiloides descritas
anteriormente, incluyendo las listadas en la Tabla 1, tal como, por ejemplo,
proteina A amiloide en suero, proteina de cadena ligera de inmunoglobulina, tal
como, por ejemplo, VA6 Wil o VK, polipéptido precursor de amiloide de islote
humano (IAPP), péptido beta amiloide, transtiretina (TTR) o ApoA1.

Los métodos presentes son especialmente utiles para individuos que no
tienen un riesgo conocido, se sospecha que tienen, o han sido diagnosticados
con amiloidosis AA o amiloidosis AL. Tales individups incluyen, pero no se
limitan a aquellos que tienen enfermedades inflamatorias cronicas,
enfermedades inflamatorias heredadas, e infecciones microbianas cronicas,
tales como artritis reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante,
soriasis, artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del
Adulto, sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, Fiebre Mediterranea
Familiar, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, ulceras por decubito, pielonefritis
cronica, osteomielitis, enfermedad de Whipple, mieloma, macroglobulinemia,
discrasia de inmunocito, gammopatia monoconal, discrasia oculta. Las

condiciones inflamatorias e infeccionas cronicas son prerrequisito para el



144

desarrollo de amiloidosis AA y amiloidosis AL manifestadas por amiloidosis
nodular local pueden estar asociadas con enfermedades inflamatorias crénicas.
Los individuos que si tienen 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 intestino, pulmén y tracto
urogenital, carcinoma de célula basal, y leucemia de célula vellosa.
Adicionalmente, los individuos que si tienen un riesgo conocido de amiloidosis
AA también incluyen, pero no se limitan, a aquellos que tienen trastornos

linfoproliferativos tal como la Enfermedad de Castleman.

Tanto en pacientes asintomaticos como sintomaticos, el tratamiento
puede empezar en cualquier momento antes o después del diagnostico de la
enfermedad amiloide AA o AL subyacente. El tratamiento tipicamente involucra
multiples dosificaciones durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede ser
monitoreado ensayabdo el anticuerpo, las respuestas de célula T (un efecto
secundario)o célula B activadas al agente terapéutico (p.e., péptido AA), o
empleando Cintigrafia SAP radiomarcada en el tiempo. Si la respuesta falla, se

indica una dosificacion de refuerzo.

Xll.  Regimenes de Tratamiento

En general, los regimenes de tratamiento involucran la administracion de
un agente efectivo para inducir una respuesta inmunogénicas a una proteina
amiloide, y preferiblemente a una forma agregada de tal proteina amiloide, tal
como, por ejemplo, AA o AL. Preferiblemente, un fragmento inmunogénico de
AA o AL o un fragmento X{EDX; es administrado a un paciente. En las
aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas o medicamentos
son administrados a un paciente susceptible a, o de otra froma en riesgo de
amiloidosis, tal como Amiloidosis AA o amiloidosis AL, en una cantidad

suficiente para eliminar o reducir el riesgo, disminuir la severidad, o retrasar la
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aparicion de la enfermedad, incluyendo los sintomas fisioldgicos, bioquimicos,
histolégicos y/o conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y los
fenotipos patoldgicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. En aplicaciones terapéuticas, se administra un agente a un
paciente que se sospecha o que ya sufre de tal enfermedad, en un régimen
que comprende una cantidad y frecuencia de administracion del agente
suficiente para curar, o al menos deterner parcialmente, o inhibir el deterioro de
los sintomas de la enfermedad (fisiologicos, bioquimicos, histolégicos y/o
conductuales), incluyendo sus complicaciones y fenotipos patoldgicos
intermedios en el desarrollo de la enfermedad. En algunos métodos, la
administacion del agente reduce o elimina la sintomatologia temprana en
pacientes que aun no han desarrollado la patologia caracteristica de la
Amiloidosis AA o AL. Una cantidad adecuada para realizar tratamiento
terapéutico o profilactico se define como una dosis terapéuticamente o
profilacticamente efectiva. Una combinacion de cantidad y frecuencia de sodis
adecuada para realizar el tratamiento terapéutico o profilactico se define como
un régimen terapéuticamente o profilacticamente efectivo. En ambos
regimenes profilactivo y terapéutico, los agentes son usualmente administrados
en varias dosificaciones hasta que se haya logrado una respuesta inmune
suficiente. Una dosificacion y frecuencia de administraciones adecuadas para
realizar el tratamiento terapéutico o profilactico se define como un régimen
terapéuticamente o profilacticamente efectivo. Tipicamente, la respuesta
inmune del paciente es monitoreada y se administran dosis repetidas si la
respuesta inmune empieza a decaer. La respuesta inmune puede ser
monitoreada detectando anticuerpos, por ejemplo, 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 composiciones de la presente
invencion, para el tratamiento de las condiciones descritas anteriormente varia

dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo el medio de
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administracion, el sitio objetivo, el estado fisiolégico del paciente, si el paciente
es humano o un animal, otras medicaciones administradas, y si el tratamiento
es profilactico o terapéutico. Usualmente, el paciente es un humano pero
también se pueden tratar mamiferos no humanos incluyendo mamiferos
transgénicos. Las dosificaciones de tratamiento requieren ser tituladas para
optimizar la seguridad y eficacia. La cantidad de inmundgeno depende si
también se administra el adyuvante, requiriendose mayores dosis en la
ausencia de adyuvante. La cantidad de un inmundégeno para administracion
algunas veces varia de 1-500 pg por paciente, y mas usualmente de 5-500 ug
por inyeccidn para administracion humana. Ocasionalmente se usa una dosis
mayor de 1-2 mg por inyeccion. Tipicamente, al menos 10, 20, 50 o 100 ug se
usan para cada inyeccion humana. La masa de inmundégeno también depende
de la relacién en masa de epitopo inmunogénico en el inmunégeno a la masa
de inmunégeno como un todo. Tipicamente se usan 10° a 10™° micromoles de
epitopo inmunogénico por microgramo de inmunogeno. El esquema de
inyecciones puede variar significativamente desde una vez al dia, a una vez al
afo, a una vez por década. En cualquier dia dado en que se administra una
dosificacion de inmunogeno, la dosificacion es mayor de 1 pug/paciente y
usualmente mayor a 10 pg/paciente si también se administra adyuvante, y
mayor de 10 pg/paciente, y usualmente mayor de 100 pg/paciente en la
ausencia de adyuvante. Un régimen tipico consiste de una inmunizacion
seguida por inyecciones de refuerzo en intervalos de tiempo, tal como
intervalos de 6 semanas. Otro régimen consiste en una inmunizacion seguida
por inyecciones de refuerzo 1, 2 y 12 meses después. Otro régimen implica una
inyeccion cada dos meses de por vida. Alternativamente, las inyecciones de
refuerzo pueden ser en una base irregular indicada al monitorear la respuesta

inmune.

Las dosis para acidos nucleicos que codifican inmunoégenos varia de

aproximadamente 10 nga 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 uyg a 10 mg, o 30-300 pg de
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ADN por paciente. Las dosis para vectores virales infecciosos varian de 10-

100, o mas viriones por dosis.

Para inmunizacion pasiva con un anticuerpo (en terapias de
combinacidn), la dosificacion varia de aproximadamente 0.0001 a 100 mg/kg,
0.5 a menos de 5 mg/kg, y mas usualmente 0.01 a 5 mg/kg, 0.5 a 3 mg/kg, de
peso corporal del hospedero. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser 1
mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal, o en el rango de 1-10
mg/kg o en otras palabras, 70 mg o 700 mg o en el rango de 70-700 mg,
respectivamente, para un paciente de 70 kg. Como un ejemplo adicional, las
dosificaciones pueden ser de menos de 5 mg/kg de peso corporal o 1.5 mg/kg
de peso corporal o en el ranto de 0.5 a 1.5 mg/kg, preferiblemente al menos 1.5
mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar implica la administracion una vez
cada dos semanas o0 una vez cada 3 a 6 meses. En algunos métodos, se
administran simultaneamente dos o mas anticuerpos monoclonal con diferentes
especificidades de unién, en cuyo caso la dosificacion de cada anticuerpo
administrado esta en los rangos indicados. El anticuerpo es usualmente
administrado en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones unicas
pueden ser semanales, mensuales o anuales. Los intervalos también pueden
ser irregulares indicados midiendo los niveles de anticuerpo AA en sangre del
paciente. En algunos métodos, la dosificacién es ajustada para loograr una
concentracion de anticuerpo en plasma de 1-1000 pg/ml y en algunos métodos
25-300 pg/ml. Alternativamente, el anticuerpo puede ser administrado como
una formulacién de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere de
administracion menos frecuente. La dosificacion y frecuencia varian
dependiendo de la vida media del anticuerpo en el paciente. En general, los
anticuerpos humanos muestran la vida media mas larga, seguida por
anticuerpos humanizados, anticuerpos quimeéricos, y anticuerpos no humanos.
La dosificacién y frecuencia de administracion pueden variar dependiendo si el

tratamiento es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas, una dosis
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relativamente baja es administrada a intervalos relativamente poco frecuentes
en un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes continuan recibiendo
tratamiento por el resto de sus vidas. En las aplicaciones terapéuticas, algunas
veces se requiere una dosis relativamente alta a intervalor relativamente cortos
hasta que se reduzca o termine la progresion de la enfermedad, y
preferiblemente hasta que el paciente muestre mejoria parcial o completa de
los sintomas de la enfermedad. Posteriormente, el paciente puede ser

administrado en un régimen profilactico.

Los agentes para inducir una respuesta inmune pueden ser
administrados por medios parenterales, topicos, intravenosos, orales,
subcutaneos, intraarteriales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o
intramusculares para tratamiento profilactico y/o terapéutico. La tura de
administracién mas tipica de un agente inmunogénico es la subcutanea augne
otras rutas pueden ser igualmente efectivas. La siguiente ruta mas comun es la
inyeccidn intramuscular. Este tipo de inyeccion se realiza mas tipicamente en
los musculos del brazo o la pierna. En algunos métodos, los agentes son
inyectados directamente en un tejido particular donde los depdsitos se han
acumulado, p.e., inyeccion intracraneal. Se prefiere la inyeccion intramuscular o
infusién intravenosa para administracion del anticuerpo (en terapias de
combinacion). En algunos métodos, los anticuerpos terapéuticos particulares
son administrados directamente en el craneo. En algunos métodos, los
anticuerpos son administrados como una composicion o dispositivo de

liberacion sostenida, tal como un dispositivo MEDIPAD ™,

Los agentes de la invencion son a menudo administrados como
composiciones farmacéuticas que comprenden un agente terapéutico activo,
p.e., y una variedad de otros componentes farmacéuticamente aceptables. Ber
Remington's Pharmaceutical Science (15th ed., Mack Publishing Company,

Easton, Pennsylvania, 1980). La forma preferida depende del modo de
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administracién previsto y la aplicacion terapéutica. Las composiciones también
pueden incluir, dependiendo de la formulacion deseada, vehiculos o diluyentes
no toxicos, farmacéuticamente aceptables, que se definen como vehiculos
usados comunmente para formular composiciones farmacéuticas para
administracién animal o humana. El diluyente se selecciona con el fin de no
afectar la actividad biolégica de la combinacién. Ejemplos de tales diluyentes
son agua destilada, solucion salina fisiolégica amortiguada con fosfato,
soluciones de Ringer, solucion de dextrosa, solucién de Hank. En adicién, la
composicion o formulacion farmacéutica puede también incluir otros vehiculos,
adyuvantes, o estabilizantes no toxicos, no terapéuticos, no inmuno’genicos y

similares.

Las  composiciones  farmacéuticas también  pueden incluir
macromoléculas grandes, lentamente metabolizadas tales como proteinas,
polisacaridos tales como quitosan, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos y
copolimeros (tales como SEPHAROSE™ latex funcionalizada, agarosa,
celulosa, y similares), amino acidos poliméricos, copolimeros de amino acido, y
agregados lipidos (tales como gotas de aceite o liposomas). Adicionalmente,
estos vehiculos pueden funcionar como agentes inmunoestimuladores (p.e.,

adyuvantes).

Para administracion parenteral, los agentes de la invencion pueden ser
administrados como dosis inyectables de una solucion o suspension de la
sustacia en un diluyente fisiolégicamente aceptable, con un vehiculo
farmacéutico que puede ser un liquido esteril tales como agua, aceites,
solucion salina, glicerol, o etanol. Adicionalmente pueden estar presentes en
las composiciones sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsificantes, surfactantes, sustancias amortiguadoras de pH y similares.
Otros componentes de las composiciones farmacéuticas son aquellos de origen

de petroleo, animal, vegetal, o sdintético, por ejemplo, aceite de mani, aceite de
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soja, y aceite mineral. En general, los glicoles tales como pospilen glicol o
polietilen glicol son vehiculos liquidos preferidos, particularmente para
soluciones inyectables. Los anticuerpos pueden ser administrados en la forma
de una inyeccion de deposito o preparacidon de implante que puede ser
formulada de tal manera que permita una liberacion sostenida del ingrediente
activo. Una composicion ejemplar comprende anticuerpo monoclonal a 5
mg/mL, formulado en amortiguador acuoso que consiste de L-histidina 50 mM,
NaCl 150 mM, ajustada hasta pH 6.0 con HCI. Las composiciones para
administracidon parenteral son tipicamente sustancialmente estériles, isotonicas

y manufacturadas bajo condiciones GMP de la FDA u organismo similar.

Tipicamente, las composiciones se preparan como inyectables, ya sea
soluciones o0 suspensiones liquidas; también se pueden preparar formas
sélidas adecuadas para solucidén en, o suspension en vehiculos liquidos antes
de la inyeccion. La preparacion también puede ser emulsificada o encapsualda
en liposomas o micro partpiculas tales como polilactida, poliglicolido, o
copolimero de efecto adyuvante mejorado, discutidas anteriormente (ver
Langer, Science 249, 1527 (1990) y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews
28, 97-119 (1997). Los agentes de esta invencion pueden ser administrados en
la forma de una inyeccién de depdsito o preparacion de implante que pueden
ser formuladas de manera que permitan una liberacion sostenida o pulsatil del

ingrediente activo.

Formulaciones adicionales adecuadas para otros modos de
administracion incluyen formulaciones orales, intranasales, y pulmonares,

supositorios, y aplicaciones transdérmicas.

Para supositorios, los aglutinantes y vehiculos incluyen, por ejemplo,
polialquilen glicoles o triglicéridos; tales supositorios pueden ser formados de

mezclas que contienen el ingrediente activo en el rango de 0.5% a 10%,
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preferiblemente 1%-2%. Las formulaciones orales incluyen excipientes, tales
como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, celulosa, y carbonato de magnesio. Estas
composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, tabletas, pildoras,
capsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos, y contienen 10%-
95% de ingrediente activo, preferiblemente 25%-70%.

La aplicacion tépica puede producir liberacién transdérmica o
intradérmica. La administracion topica puede ser facilitada por Ia
coadministracion del agente con toxina del colera o o derivados desintoxicados
o subunidades de la misma u otras toxinas bacterianas similares (Ver Glenn et
al., Nature 391, 851 (1998)). La coadministracion se puede ligrar usando los
componentes como una mezcla o como moléculas enlazadas obtenidas por

reticulacion quimica o expresion como una proteina de fusion.

Alternativamente, la liberacion transdérmica se puede lograr usando un
parche de piel o usando transferosomas (Paul et al., Eur. J. Immunol. 25, 3521-
24 (1995); Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368, 201-15 (1998)).

Xl Regimenes de Tratamiento de Terapia de Farmaco Combinacional

La terapia de combinacién de acuerdo con la invencion se puede realizar
sola o en conjuncion con otra terapia para trarar o efectuar profilaxis de
amiloidosis AA. La terapia de combinacidén de acuerdo con la invencidon puede
también realizarse en conjuncion con otra terapia que trata o efectua profilaxis
de wuna enfermedad amiloide subyacente tales como enfermedades
inflamatorias, infecciones microbinanas cronicas, neoplasmas malignos,
enfermedades inflamatorias heredadas, y trastornos linfoproliferativos. Existe
gran cantidad de tratamientos disponibles en uso comercial, en evaluacion

clinica y en desarollo pre-clinico, que se podrian seleccionar para uso con la
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invencion revelada en la presente para efectuar profilaxis y tratamiento de
amiloidosis AA mediante terapia de combinacion de farmaco. Tales
tratamientos pueden ser uno o mas compuestos seleccionados de, pero sin
limitarse a varias categorias importantes, a saber, (i) farmacos antiinflamatorios
no esteroidales (AINES; p.e., detoprofeno, diclofenaco, diflunisal, etodolac,
fenoprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno, indometacina, ketoprofeno,
meclofenamato, acido mefenamico, meloxicam, nabumeona, naproxen sodio,
oxaprozin, piroxicam, sulindac, tolmetina, celecoxib, rofecoxib, aspirina,
salicilato de colina, salsalte, y salicilato de sodio y magnesio); (ii) esteroides
(p-e., cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona, prednisona, triamcinolona); (iii) DMARDs, p.e., farmacos
antireumaticos que modifican la enfermedad (p.e., ciclosporina, azatioprina,
metotrexato, leflunomida, ciclofosfamida, hidroxicloroquina, sulfasalazina, D-
penicilamina, minociclina, y oro); o (iv) proteinas recombinantes (p.e.,
ENBREL® (etanercept, un receptor de TNF soluble) y REMICADE® (infliximab)

un anticuerpo anti-TNF monoclonal quimeérico).

La duracion de la terapia de combinacidn depende del tipo de
enfermedad subyacente que se esta tratando, la edad y condicion del paciente,
el estado y tipo de enfermedad del paciente, y como el paciente responde al
tratamiento. El doctor puede 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 esta genéticamente predispuesta o que previamente tuvo un
trastorno inflamatorio u otra enfermedad subyacente) o amiloidosis AL, puede
recibir tratamiento profilactico para inhibir o retrasar el desarrollo de los
agregados AA o AL tales como fibrilos. La dosificacion, frecuencia y modo de
administraciéon de cada componente de la combinacion pueden ser controlados
de manera independiente. Por ejemplo, un compuesto puede ser administrado

oralmente tres veces al dia, mientras que el segundocompuesto puede ser
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administrado intramuscularmente una vez al dia. La terapia de combinacion
puede ser dada en ciclos de encendido-y-apagado que incluyen periodos de
descanso. Los compuestos también pueden ser formulados juntos de forma
que una administracion libere ambos compuestos. La combinacion de la
invencidén puede también ser proporcionada como componentes de un paquete
farmacéutico. Los farmacos pueden ser formulados juntos o por separado y en
cantidades de dosificacion individuales. Cada compuesto es mezclado con una
sustancia vehiculo adecuada, y esta generalmente presente en una cantidad

de 1-95% en peso del peso total de la composicion.

La composicion puede ser proporcionada en una forma de dosificacion
que es adecuada para administracion oral, parenteral (p.e., intravenosa,
intramuscular, subcutanea), rectal, transdérmica, nasal, vaginal, inhalada, u
ocular. Asi, la composicion puede estar en forma de, p.e., tabletas, capsulas,
pildoras, polvos, granulados, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles
incluyendo hidrogeles, pastas, unguentos, cremas, emplastos, empapados,
dispositivos de liberacion, supositorios, enemas, inyectables, implantes,
atomizadores, o aerosoles. Las composiciones farmacéuticas pueden 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,
1995, Mack Publishing Company, Easton, Pa. y Encyclopedia of
Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan, 1988-1999,
Marcel Dekker, N.Y.

XIV. Meétodos de Monitoreo y Diagndstico de Amiloidosis AA o AL

Los métodos de monitoreo o diagndstico amiloidosis AA o AL incluyen
medir las concentraciones en plasma de proteina SAA y C-reactiva, realizando
biopsia de tejido (renal, rectal, gastrico, gingival, graso, salivar, glandulas

labiales) e histologia con tincion de rojo congo y/o inmunotincion con
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anticuerpos especificos dirigidos a agregados AA o AL tales como fibrilos. La
invencién provee métodos para detectar una respuesta de anticuerpo contra
péptido AA en un paciente que sufre de o es susceptible a Amiloidosis AA. Los
métodos son particularmente utiles para monitorear un curso de tratamiento
que es administrado a un paciente. Los métodos se pueden usar para
monitorear tratamiento terapéutico en pacientes sintomaticos y tratamiento
profilactico en pacientes asintomaticos. Algunos métodos implican determinar
un valor de linea basal de una respuesta de anticuerpo en un paciente antes de
administrar una dosis de agente inmunogénico, y comparar esta con un valor
para la respuesta inmune después del tratamiento. Un aumento significativo
(p-e., mayor de el margen tipico de error experimental en medidas repetidas de
la misma muestra, expresado como una desviacién estandar de la media de
tales medidas) del valor de la respuesta de anticuerpo sefiala un resultado de
tratamiento positivo (p.e., esa administracion del agente ha logrado o
aumentado una respuesta inmune). Si el valor para la respuesta de anticuerpo
no cambia significativamente, o disminuye, se indica un resultado de
tratamiento negativo. 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 respuesta de anticuerpo con dosificaciones sucesivas, que
eventualmente alcanzan una meseta. La administracion del agente
generalmente continua mientras que la respuesta de anticuerpo aumenta. El
logro de la meseta es un indicador que la administracidén del tratamiento puede

ser descontinuada o reducida en dosis o frecuencia.

En otros métodos, se determina un valor de control (p.e., una media y
una desviacion estandar) de una respuesta de anticuerpo para una poblacién
de control. Tipicamente, los individuos en la poblacién de control no han
recibido tratamiento previo. Los valores medidos de la respuesta de anticuerpo
en un paciente después de admministrar un agente terapéutico son entonces

comparados con el valor de control. Un aumento significativo con relacion al
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valor de control (p.e., mayor de una desviacién estandar de la media) indica un
resultado de tratamiento positivo. Una falta de aumento significativo o una
disminucién indica un resultado de tratamiento negativo. La administracion del
agente generalmente continua meintras que la respuesta de anticuerpo
aumenta con relacion al valor de control. Como antes, el logro de una meseta
con respecto a los valores de control es un indicador que la administracion del

tratamiento puede ser descontinuada o reducida en dosificacion o frecuencia.

En otros métodos, se determina un valor de control de respuesta de
anticuerpo (p.e., una media y desviacion estandar) a partir de una poblacion de
control de individuos que se han sometido a tratamiento con un agente
terapéutico y cuyas respuestas de anticuerpo han alcanzado una meseta al
tratamiento. Los valores medidos de respuesta de anticuerpo en un paciente
son comparados con el valor de control. Si el nivel medido en un paciente no es
significativamente diferente (p.e., mas de una desviacion estandar) del valor de
control, el tratamiento puede ser descontinuado. Si el nivel en un paciente esta
significativamente por debajo del valor de control, se garantiza Ia
administracién continuada del agente. Si el nivel en el paciente persiste por
debajo del valor de control, entonces se puede indicar un cambio del régimen
de tratamiento, por ejemplo, uso de un adyuvante diferente, fragmento o

cambio a administracion pasiva.

En otros métodos, un paciente que no esta recibiendo actualmente
tratamiento pero se ha sometido a curso de tratamiento previo es monitoreado
para respuesta de anticuerpo para determinar si se requiere una reanudacién
del tratamiento. El valor medido de la respuesta de anticuerpo en el paciente
puede ser comparado con un valor de respuesta de anticuerpo lograda
previamente en el paciente después de un cursoprevio de tratamiento. Una
disminucién significativa con relacion a la medida previa (p.e., mayor que el

margen tipico de error en medidas repetidas de la misma muestra) es una
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indicacidon que el tratamiento puede ser reanudado. Alternativamente, el valor
medido en un paciente puede ser comparado con un valor de control (media
mas desviacion estandar) determinado en una poblacion de pacientes después
de someterse a un curso de tratamiento. Alternativamente, el valor medido en
un paciente puede ser comparado con un valor de control en poblaciones de
pacientes tratados profilacticamente que permanecen libres de sintomas de la
enfermedad, o poblaciones de pacientes tratados terapéuticamente que
muestran mejora de las caracteristicas de la enfermedad. En todos estos
casos, una disminucion significativa con relacién al nivel de control (p.e., mas
de una desviacion estandar) es un indicador que el tratamiento debe ser

reanudado en un paciente.

Algunos métodos emplean Cintigrafia de componente P amiloide de
suero marcado con yodo-123 o yodo-125 ('?*|-SAP o '®I-SAP). '?3-SAP o '?I-
SAP es inyectado intravenosamente en pacientes y observado con camara
gamma. La Cintigrafia SAP Radiomarcada es un método util para monitorear la
progresion de amiloidosis en pacientes y evaluar tratamientos. Es esspecifica
para amiloide y se puede usar para monitorear cuantivativamente la ubicacion y
cantidad de depdsitos amiloides en pacientes. '?I-SAP y 'I-SAP no se
acumula en sujetos saludables o en pacientes no amiloides. La sintigrafia SAP
radiomarcada se puede usar para monitorear el recambio dinamico de
amiloide, y puede evaluar la eficacia de los tratamientos destinados a
retroceder los depoOsitos amiloides. Adicionalmente, la Cintigrafia SAP
radiomarcada es no invasiva y provee barrido a todo el cuerpo. Los métodos de
la invencion implican determinar un valor de linea basal de una respuesta de
anticuerpo en un paciente antes de administrar una dosis del agente, y
comparar este con un valor para la respuesta inmune después del tratamiento
en un paciente. Un aumento significativo (p.e., mayor que el margen tipico de
error experimental en mediciones repetidas de la misma muestra expresadas

como una desviacion estandar de la media de dichas mediciones) del valor de



157

la respuesta de anticuerpo indica un resultado de tratamiento positivo (p.e., que
la administracion del agente ha alcanzado o aumentado una respuesta
inmune). Si el valor para la respuesta de anticuerpo no cambia
significativamente, o disminuye, se indica un resultado de tratamiento negativo.
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 respuesta
de anticuerpo con dosificaciones sucesivas, lo cual eventualmente alcanza una
meseta. La administracion del agente generalmente continua mientras que la
respuesta de anticuerpo aumenta. El logro de la meseta es un indicador que la
administracién de tratamiento puede ser descontinuada o reducida en dosis o

frecuencia.

La muestra de tejido para analisis es tipicamente sangre, plasma, suero,
moco o fluido cerebroespinal del paciente. La muestra es analizada para
indicacion de una respuesta inmune a cualquier forma de péptido AA o AL. La
respuesta inmune puede ser determinada a partir de la presencia de
anticuerpos que se unen especificamente a péptido AA o AL. Los anticuerpos
pueden ser detectados en un ensayo de union a un ligando que se une
especificamente a los anticuerpos. Tipicamente, el ligando esta inmovilizado.

La union puede ser detectada usando un anticuerpo anti-idiotipico marcado.

En regimenes de combinacién que emplean admministracion activa y
pasiva, se pueden usar enfoques analogos para monitorear los niveles de

anticuerpo resultantes de la administracion pasiva.

Los métodos de diagndstico de amiloidosis también se pueden emplear,
p.e., administrando a un sujeto un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo, que esta unido a un marcador detectable, en donde el anticuerpo o
fragmento del mismo se une especificamente a un epitopo que incluye X/{EDX2

en una proteina amiloide agregada, en donde X; y Xz son cualquier amino
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acido, y detectar la presencia o ausencia del anticuerpo o fragmento del mismo
unido. La deteccion del anticuerpo o fragmento unido soporta un diagndstico de
amiloidosis. Los anticuerpos y fragmentos utiles en el diagnostico de

amiloidosis incluyen los anticuerpos de la invencion revelados.

Los anticuerpos o fragmentos de diagndstico de la invencion pueden ser
administrados, mediante p.e., inyeccion intravenosa en el cuerpo de un
paciente, o directamente al cerebro mediante inyeccion intracranial. La
dosificacion de anticuerpo es facilmente determinada por el experto en la
técnica. Tipicamente, el anticuerpo esta marcado, aunque en algunos métodos,
el anticuerpo no esta marcado y se usa un agente de marcado secundario para
unise al anticuerpo. La eleccion del marcador depende del medio de deteccidn.
Por ejemplo, un marcador fluorescente es adecuado para deteccidn éptica. El
uso de marcadores paramagnéticos es adecuado para detecciéon tomografica
sin intervencion quirurgica. Se pueden usar radiomarcadores que incluyen
211At, 2128i, 67Cu, 125|, 131|, 111In, 32P, 212Pb, 186Re, 188Re, 153Sm, gngC, o 90y
Tales marcadores pueden ser detectados usando PET o SPECT u otra técnica
adecuada. El diagnéstico también se puede realizar comparando el numero,
tamano, y/o intensidad de los puntos marcados, con valores de linea basal
correspondientes. Los valores de linea basal pueden representar los niveles
medios en una poblacién de individuos no enfermos. Los valores de linea basal
también pueden representar niveles previos determinados en el mismo
paciente. Por ejemplo, los valores de linea basal pueden ser determinados en
un paciente, y los valores medidos postatiormente, comparados con los valores
de linea basal. Un aumento de los valores con relacion a la linea basal soporta

un diagnostico de amiloidosis AA.

Los métodos de diagndstico de la invencidbn se pueden usar para
diagnosticas enfermedades amiloidosis incluyendo amiloidosis AA, amiloidosis

AL, enfermedad de Alzheimer, Deterioro Cognitivo Leve, polineuropatia
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amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells, amiloidosis sistémica
reactiva con enfermedades inflamatorias sistémicas, mieloma o amiloidosis
asociada con macroglobulinemia, amiloidosis asociado con discrasia de
inmunocito, gammopatia monoclonal, discrasia oculta, o amiloidosis nodular

local con enfermedades inflamatorias cronicas.

XV. Modelos de Animal de Amiloidosis AA

La amiloidosis AA puede ser inducida experimentalmente en ratones en
los cuales las concentraciones de SAA estan marcadamente aumentadas por
inyeccion de nitrato de plata, caseina, o lipopolisacarido. Estos agentes
estimulan la produccidn de citoquinas. Ver Skinner et al. Lab Invest. 36:420-427
(1997) y Kisilevsky et al. Bailliere 's Clin. Immunol. Imnmunopathol. 8(3) 613-626
(1994). Entre las semanas 2 o 3 después de el estimulo inflamatorio, los
animales desarrollan depdsitos AA sistémicos, como los encontrados en
pacientes con Amiloidosis AA. Esta fase de retraso es dramaticamente
acortada cuando los ratones son administrados, concomitantemente, con una
inyeccion intravenosa de proteina extraida de bazo o higado de raton cargado
con amiloide AA. Ver Axelrad et al. Lab Invest. 47(2): 139-46 (1982). La
actividad amiloidogénica acelerante de tales preparaciones fue denominada
"factor amiloide mejorador" (AEF). Lundmark et al. reporta que el principio
activo del AEF es inequivocamente la fibora AA en si. Adicionalmente,
demostraron que este material es extremadamente potente, siendo activo en
dosis de menos de 1 ng, y que retuvo su actividad biolégica durante un tiempo
considerable. De manera notable, el AEF también fue efectivo cuando se
administré6 oralmente. Concluyeron que AA y tal vez otras formas de
amiloidosis son enfermedades transmisibles, similar a los trastornos asociados
con el prién. Ver Lundmark et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 99: 6979-6984 (2002).
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El amiloide AA también puede ser inducido en cepas transgécnicas de
ratones que portan el gen de interleucina 6 humana bajo el control del promotor
de metalotioneina-1 produciendo concentraciones marcadamente aumentadas
de SAA y desarrollando amiloide en el bazo, higado y rifiones a los 3 meses de
edad. Al momento de la muerte a aproximadamente los 8-9 meses, los 6rganos
de estos ratones transgénicos tienen depdsitos amiloides extensos. Ver
Solomon et al., Am. J. Pathol. 154(4):1267-1272 (1999).

El modelo de raton transgénico de Enfermedad Amiloide Transgénica
Inducida Rapidamente (TRIAD) es un mejoramiento del modelo de raton
transgénico descrito anteriormente. Los ratones TRIAD portan el gen de
interlecucina 6 humana bajo el control del promotor de histocompatibilidad H-
2L°. La administracion de AEF a ratones TRIAD de 8 semanas produce
depdsitos amiloides AA esplénicos y hepaticos prominentes en 3 a 4 semanas.
Posteriormente, este proceso progresa a otros organos, conducinedo a la
muerte 4-6 semanas después. El desarrollo de la amiloidosis sistémica es
acelerado comparado con el modelo de raton transgénico descrito
anteriormente. Ver University of Tennessee Research Corporation, WO
01/77167, Pharmacopeia, WO 95/35503 y Scripps, WO 95/30642 Wall et al.
Amyloid 12(3): 149-156 (2005) (cada uno de los cuales esta incorporado
mediante referencia para todos los propdsitos). EI mono titi comun (Callithrix
Jacchus) es un primate del Nuevo Mundo nativo del Brasil que ha sido usado
bastante en investigacion biomédica. Ludlage et al., reporta que se encontrd
que el mono titi comun tiene depdsitos amiloides en uno o mas o6rganos,
incluyendo el higado, glandulas adrenales, rifiones, e intestino. Los autores
proponen que factores hereditarios pueden ser los responsables del desarrollo
de amiloidosis AA en este primate. En este aspecto, el mono titi comun podria
servir como un modelo experimental unico para estudio de la patogénesis y
terapia de AA y otros trastornos amiloides sistémicos. Ver Ludlage et al. Vet
Pathol 42: 117-124 (2005).
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Las especies Shar Pei de perro, una eaza que tiene una secuencia de
AA con el motivo -AEDS y que es particularmente susceptible a amiloidosis AA,
provee un modelo que se encuentra naturalmente de AA sistémica en la cual
evaluar aplicaciones diangosticas y terapéuticas novedosas de anticuerpos
especificos de amiloide AA y otros compuestos.

EJEMPLOS

Ejemplo |. Fragmentos AA.

Los péptidos correspondientes a los amino acidos 71-75 - GHEDT,
descritos por Yamamoto y Migita Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:2915-2919
fueron sintetizados por AnaSpec, San Jose, CA, USA. Se elevaron anticuerpos
policlonales (Pab) AA y se aislo la fraccion de inmunoglobulina, como se
describio previamente en Bard, F. et al., (2000) Nat. Med. 6, 916-919.

Ejemplo Il.  Inmundgeno para Preparacion de Anticuerpos Murinos.

Se uso el epitopo GHEDT, (SEQ ID NO: 3) con un enlazante CG en su
terminal N. El péptido EPRB-39, que contiene el epitopo es acoplado a
anticuerpo de oveja anti-raton. El EPRB-39 s obtenido de Anasec, San Jose,
CA. Los anticuerpos producidos parecen ser neoepitopo especifico porque no
se unen especificamente a un péptido que se extiende en la regién
GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: 89).

Ejemplo Ill. Prodecimientos de Inmunizacion.

Ratones A/J de seis semanas fueron inyectados intraperitonealmente

con 50 ug de IgG EPRB-39/oveja anti-raton con Adyuvante de Freund
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Completo (CFA) seguido por adyuvante de Freund Incompleto (IFA) semana
por medio para un total de tres inyecciones. Tres dias antes de la fusion, la
vena de la cola fue inyectada con 50 ug de IgG SAM EPRB-39 en 90 ul de
PBS. El titulo se estimé a 1/10000 a partir de ELISA con alto fondo

JH80 es el numero de fusidon para EPRB-39. La siguiente es una lista de

los clones y los clones de dilucidn limitante que son activos:

7D8.29.19.47*, 39,66 lgG2b k
8G9.3.4.51.22*%, 30,46 lgG2b k
2A4.20.44.77*, 13,14 lgG2b k

7D47, 8G9 y 2A77 indican subclones preferidos. Los anticuerpos
producidos parecen ser neoepitopo especifico porque no reaccionan con un
péptido que se extiende en el sitio de clivado del terminal C de SAA.

Ejemplo IV. Unién de Anticuerpo a AA Agregado y Soluble.

Se realizaron titulos en suero (dererminados mediante dilucion serial) y
unién de anticuerpo monoclonal a AA agregado mediante ELISA como se
describe preciamente en Schenk D. et al, (1999) Nature 400, 173-177. El AA
soluble se refiere a los fibrilos AA sonicados en dimetil sulfoxido. Las diluciones
seriales de anticuerpo se incubaron con 50,000 cpm de '®°I-AA durante la
noche a temperatura ambiente. 50 pl de una suspension que contiene 75 mg/ml
de proteina A sefarosa (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)/200 pg IgG
anti-raton de conejo (H+L) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA)
se incubaron con los anticuerpos diluidos por 1 hr a temperatura ambiente, se
lavaron dos veces, y contaron en un contador gamma Wallac gamma

(PerkinElmer Life Science, Grove, IL, USA). Todos los pasos se realizaron en
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amortiguador de radioinmunoensayo que consiste de Tris 10 mM, NaCl 0.5 M,
1 mg/ml de gelatina, y 0.5% de Nonidet P-40, pH 8.0.

Ejemplo V. Analisis de la Estructura VA6 Wil.

Las secuencias de los genes de linea germinal de cadena ligera de
inmunoglobulina Vi y VA se ilustran en las Figuras 21 y 22. Con excepcion de
los subgrupos k1a, Aa, A3a, y A3c, hay un residuo Glu-Asp emparejado en las
posiciones 81 y 82 en todas las secuencias de gen de linea germinal Vi y VA
(Figuras 21 y 22). En adicion, un segundo emparejamiento Glu-Asp codificado
en una segunda linea germinal en las posiciones 50 y 51 es unico para el gen
de linea germinal VA6. Asi, VA6 Wil contiene ambos pares Glu-Asp 50-51 y 81-
82. Las cadenas laterales de los residuos 50 y 51 son ambas accesibles en la
superficie de VA6 Wil, como se muestra en la cristalografia de Rayos X (Figura
24). En contraste, solamente la cadena latera de Glu81 esta expuesta en la
superficie y la cadena lateral de Asp82 esta parcialmente enterrada y parece
interactuar (ya sea mediante inreracciones electrostaticas o union con H) con

las cadenas laterales de Lys79 y Arg61 (Figura 25).

Con base en estos analisis de la estructura de crystal de rayos X, y la
disponibilidad relativa de las cadenas laterales de Giu-Asp, Los solicitantes
concluyen que el Glu81 enterrado se vuelve accesible a medida que en
dominio entra a una estructura agregada (p.e., fibrillar) (o se vuelve
parcialmente desnaturalizado), exponiendo asi lo que de otra forma esta oculto,

un epitopo criptico.

Ejemplo VI. Analisis de Union de Anticuerpo Monoclonal Anti-AA a VAG.

A. Resonancia de Plasmén Superficial
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La resonancia de plasmon superficial se usé para establecer la cinética
de unién de varios anticuerpos monoclonales con fibrilos y monémeros VA6 Wil
y. A una concentracion de 6.6 nM todos los 3 anticuerpos unidos a los fibrilos
de VA6 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 desviacion (expresada en RU) durante la fase de union fue
similar para los mAbs 7D8 y 2A4 pero fue 50% menor para 8G9. Esto sugiere
que la densida de este anticuerpo sobre los fibrilos fue menor que los otros 2
reactivos, porque las afinidades calculadas eran similares para los 3
anticuerpos. Un mAb IgG1 sirvio como un control y no mostroé unién a fibrilos
VAG Wil.

La titulacion del mAb 7D8 en el rango de 6.6 nM a 33.3 nM produjo la
disminucion esperada de la desviacion maxima asociada con kon (Figura 27).
En general, las cinéticas de unién fueron similares en cada concentracion,
aunque en estos experimentos piloto el valor de KD para 7D8 a 26.6 nM difirid
del obtenido a otras concentraciones.

Para evaluar la especificidad de la reaccién y asegurar que la union de
los mAbs con los fibrilos ocurri6 por medio de la interaccion clasica F(ab)-
antigeno (contraria a la uniéon mediada por Fc o la adsorcidén no espefifica), los
datos de union fueron adquiridos en la presencia del péptido inmunégeno (p39)
a 20 y 1 pg/mL (Fig. 8). El péptido p41 que no se une al mAb 7D8 a bajas
concentraciones, sirvio como un control. En la presencia de 20 pg/mL de
péptido p41, la cinética de union para mAb 7D8 con fibrilos VA6 Wil fue idéntica
al 7D8 solo. En contraste, el péptido inmundgeno p39 a 1 ug/mL causé una
disminucién > 2 veces en la magnitud de la union determinada por la
desviacion de la sefial medida (Figura 28). La inhibicion de union a fibrilo de
7D8 fue casi completamente cuando se usaron 20 ug/mL de péptido p39. Estos

datos indicaron que el 7D8 se unidé a fibrilos mediante la region F(ab) de la
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molécula puesto que esta interaccidn podria ser completamente inhibida por el
péptido inmunogeno.

La reactividad del mAb 7D8 con mondmero VA6 inmovilizado en un chip
se examind usando el BlAcore. El anticuerpo no reacciondé con la proteina
monomeérica. Estos datos indican que el sitio de unién reconocido por el mAb
7D8 esta presente en fibrilos, pero no en la proteina precursora soluble,

implicando que el antigeno es de naturaleza conformacional o criptica.

B. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizé de la siguiente manera: secciones de
6um de espesor, cortadas de bloques incrustados en parafina, fijados en
formalina, fueron sometidos a recuperaciéon de antigeno mediante incubacion
con CitraPlus (BioGenex, San Ramon, CA) por 30 min a 90°C. Los tejidos
fueron inmunotefidos con una solucion de 3 pyg/mL de mAbs 2A4, 7D8, o 8G9.
El mAb TY111 IgG2a sirvio como un control. Se us6 un anticuerpo Ig anti-raton
de cabello conjugado a HRPO (ImmPRESS Universal Reagent, Vector Labs,
Burlingame, CA) como el reactivo secundario. Las muestras se desarrollaron
usando 3,3'-diaminobezideno (Vector Labs) y se examinaron usando un
microscopio Leica DM500. La interaccién de los anticuerpos monoclonales con
depdsitos de tejidos amiloides ALk y ALA también se estudié usando
inmunohistoquimica. Como se ilustra en la Figura 29, los depdsitos amiloides
en la glandula tiroides de un paciente que estaban compuestos de fragmentos
A2, fueron inmunotenidos por 7D8, 2A4 y 8G9. Las areas de reactividad se
correlacionaron con los depdsitos amiloides, indicados por la birrefringencia
verde oro vista en la seccion de tejido tefiida con rojo Congo. La reactividad
mas admirable se logré con los mAbs 7D8 y 2A4 mAbs mientras que 8G9,
aunque positivo, fue considerablemente mas débil. Estos datos cualitativos
corresponden bien con los analisis BIAcore en los cuales 8G9 se unidé menos a
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los fibrilos VA6 Wil que los otros 2 reactivos (Figura 26). El isotipo coincidente

mAb TY11 que sirvi6 como un control no exhibié inmunoreactividad amiloide.

La secuencia de amino acido de esta proteina A2 (SEQ ID NO: 86)
(mostrada a continuacién) contiene los residuos Glu y Asp condificados de

linea germinal en la posicion 81 y 82, respectivamente.
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El examen de un depdsito de tejido amiloide ALK revel6 que 2A4, y en
un menor grado, 7D8 y 8G9, tienen reactividad positiva. De nuevo, hubo
concordancia entre el inmunoteiido y birrefringencia, regiones amiloides
congofilicas. El mAb TY11 fue no reactivo.

C. Representaciéon radiografica de Amiloidoma AL Usando 7D8 '#I-

Marcado

Se uso el modelo in vivo experimental de amiloidoma AL para estudiar si
el mAb 7D8 radiomarcado representaria el amiloide AL humano. La eficiencia
de radiomarcado de 7D8, determinada mediante SDS-PAGE, revel6 que
ambas cadenas IgH e IgL incorporaron el marcador 1-125, y no se observaron
bandas asociadas con fragmentacién o agregacion. La representacion grafica
SPECT/CT de un ratén que porta un amiloidoma revelé que el anticuerpo '*°I-
marcado localizé la masa amiloide inducida, ubicada dorsalmente, evidenciada
por la acumulacion de los anticuerpos radiomarcados en el amiloide, con
relacion a tejidos libres de amiloide (p.e., higado, corazon, bazo, y rifiones). El
mADb 1gG irrelevante radiomarcado no se acumulo en la masa; sin embargo, se

observé acumulacién del radioyoduro libre en la tiroides, indicativa del
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catabolismo y halogenacion del anticuerpo IgG. La distribucion del mAb '?I-
7D8 en los ratones que portan amiloidoma fue cuantificada midiendo la
actividad asociada con la masa amiloide comparada con la del higado, bazo,
rinon, estbmago, corazén y pulmon. Estos datos confirmaron el estudio de
representacion grafica SPETC/CT. A las 72-h después de la inyeccion (tiempo
al cual las imagenes fueron adquiridas y los tejidos recolectados), el
amiloidoma contenia ~8% ID que es ~ 4 veces mayor que el visto en el higado
— el sitio de catabolismo de mAb - y el corazon donde se esperaria que la
actividad en conjunto de sangre residual fuera alta. La actividad mostrada en el

pulmoén se debi6 al modo de eutanasia (datos no mostrados).

Para confirmar los datos de biodistribucién, el amiloidoma asi como el
higado, bazo, corazon y rifiones fueron recolectados y se prepararon secciones
de tejido para analisis autoradiografico. El radiomarcado se realizd de la
siguiente forma: El anticuerpo 7D8 fue marcado con 2 mCi de I libre de
reductor (Perkin Elmer) usando cantidades limitantes de Cloramina T y se
suspendid en PBS que contiene 5 mg/ml de albumina de suero bovino
(BSA/PBS). El isotipo no unido y los agregados de proteina fueron removidos
mediante cromatografia liquida de exclusion de tamano a través de una
columna Ultrogel AcA34 (Amersham Pharmacia). Las fracciones que contienen
monomero IgG fueron recolectadas para experimentos de representacion
grafica. El rendimiento radioquimico fue ~ 50%, proporcionando una actividad
especifica de ~ 25 uCi/pg.

El mAb '®|-marcado fue sometido a SDS/PAGE (10% de geles) en la
presencia o ausencia de un agente reductor y se analiz6 con un cicldon
phosphor-imager. De acuerdo con las mediciones de representaciéon SPECT y
biodistribucién, las autoradiografias confirmaron la acumulacion significativa de
125.7D8 en el amiloidoma, con relacién al higado. No hubo evidencia de

captacion de anticuerpo '?°I-7D8 radiomarcado en ningun otro érgano (diferente
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a la actividad hepatica asociada con el catabolismo del anticuerpo). Aunque el
mAb 7D8 estaba relativamente distribuido de manera uniforme en toda la masa
amiloide, se observéo una densidad moderadamente mayor en las areas
periféricas en el limite abddmen-amiloide. No hubo captacion de IgG de control

radiomarcado en ningun érgano.

D. Resumen y Conclusiones

La resonancia de plasmon superficial, inmunohistoquimica y la
representacion radiografica in vivo establece que los anticuerpos 2A4, 7D8, y
8G9 reactivos con AA se unen al amiloide AL y los fibrilos (Kd ~ 1 nM)
derivados de cadenas ligeras de inmunoglobulina. Esta interaccion ocurre
probablemente en los residuos de amino acido Glu y Asp altamente
conservados en la posicion 81 y 82, respectivamente, o que forma un epitopo
lineal criptico expuesto solamente cuando la cadena ligera amiloidogénica es

incorporada en los fibrilos.

Ejemplo VII. ElI Analisis de ELISA Demuestra la Unidn de Anticuerpo a los
Pétidos X1EDXa.

Se realizd el analisis BlAcore para evaluzar la union de los anticuerpos
2A4, 7D8 y 8G4 sobre péptidos de varias secuencias. Como se muestra en la
siguiente Tabla 4, se encontré que los anticuerpos reaccionan con péptidos que
tienen la secuencia X{EDX,. De manera interesante, los anticuerpos no
reaccionan con péptidos que tienen residuos C-terminales adicionales. Esto
sugiere que los anticuerpos se unen especificamente a un neoepitopo
generado al clivado de SAA para generar un final de terminal C libre. Sin
embargo, como se demuestra en el Ejemplo V, el final libre no es esencial para
la union de estos anticuerpos a VA6 Wil, sino que el dominio de X{EDX; adopta

una conformacion favorable a la unién a los anticuerpos a medida que entran a
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vuelven parcialmente

desnaturalizados), exponiendo un epitopo criptico que de otra forma esta

oculto.

Tabla 4

Péptido Anticuerpo
2A4(39) CGGHEDT, (SEQ ID NO &7)

40
41
64
65
66
67
68

69
70
71

7d8 (39)
40
41
64
65
66
67
68
69
70
71

CGGAEDS, (SEQ ID NO: 88)

pos/neg
POS

pos

GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: 89) NEG

CGGAEDT, (SEQ ID NO: 90)
CGGHADT, (SEQ ID NO: 91)
CGGHEAT, (SEQ ID NO: 92)
CGGHEDA, (SEQ ID NO: 93)
CGGHEDTM, (SEQ ID NO: 94)

POS
WEAK
NEG
POS
NEG

CGGHEDTMA, (SEQ ID NO: 95) NEG
CGGHEDTMAD, (SEQ 1D NO: 96)NEG
CGGHED, (SEQ ID NO: 97) POS FALSA?"

CGGHEDT, (SEQ ID NO: 87)
CGGAEDS, (SEQ ID NO: 88)
GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: &9)
CGGAEDT, (SEQ ID NO: 90)
CGGHADT, (SEQ ID NO: 91)
CGGHEAT, (SEQ ID NO: 92)
CGGHEDA, (SEQ ID NO: 93)
CGGHEDTM, (SEQ ID NO: 94)
CGGHEDTMA, (SEQ ID NO: 95)

POS
POS
NEG
POS
NEG
NEG
POS
NEG
NEG

CGGHEDTMAD, (SEQ ID NO: 96)NEG

CGGHED, (SEQ 1D NO: 97)

NEG
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®ed (39) CGGHEDT, (SEQ ID NO: 87) POS

40 CGGAEDS, (SEQ ID NO: 88) POS

41 GHEDTIADQE, (SEQ ID NO: 89) NEG

64 CGGAEDT, (SEQ ID NO: 90) POS

65 CGGHADT, (SEQ ID NO: 91) NEG

66 CGGHEAT, (SEQ ID NO: 92) NEG

67 CGGHEDA, (SEQ ID NO: 93) DEBIL
68 CGGHEDTM, (SEQ ID NO: 94)  FALSA+?
69 CGGHEDTMA, (SEQ ID NO: 95) FALSA+?
70 CGGHEDTMAD, (SEQ ID NO: 96) NEG

71 CGGHED, (SEQ ID NO: 97) NEG

Ejemplo VIII. Analisis Inmunohistoquimico de AA de raton.

La reactividad de los sobrenadantes de hibridomas que expresan
anticuerpos 2A4, 8G9 y 7D8 a depdsitos amiloides esplénicos y hepaticos AA
murinos (los sitios principales de deposicion amiloide) fue documentada
inmunohistoquimicamente. Para estos estudios, se cultivaron secciones de
tejido de un raton TRIAD con amiloide AA extenso en el higado y bazo
(evidenciado por los depdsitos congofilicos de birrefringencia verde) que fueron
tefidas con los sobrenadantes que contienen el mAb. Los 3 se unieron al
amiloide hepatico y esplénico. En contraste, no hubo reactividad con los
sobrenadantes del cultivo derivados de hidridomas irrelevantes. Se evalu¢ la
capacidad del amiloide usando 2A4, 8G9 y 7D8 para inmunoteiir amiloide
higado y bazo murino incrustado con OTC fresco (no fijado). Hubo evindencia
que los mADbs retuvieron su capacidad de unirse a amiloide AA en el sinusoide
hepatico. Adicionalmente, la reactividad de anticuerpo con tejido esplanico fue
mas facil de interpretar, y el amiloide perifolicular fue inmunotefiido

intensamente. Para demostrar que los mAbs se unieron especificamente a
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amiloide AA, los sobrenadantes de mAb a una dilucion de 1:25 fueron
preincubados con 50 pg/mL de cualquiera entre péptido #39 (p#39) o #41
(p#41) por 1h a temperatura ambiente. Con tejido fijado en formalina como un
sustrato, el péptido p#39 (50 pg/mL) inhibi6é significativamente la reactividad
amiloide de los mAbs 2A4 y 7D8 (los resultados con 8G9 estan pendientes). En
contraste, el péptido p#41 no fue efectivo. Se obtuvieron resultados
comparables con tejidos frescos.

Ejemplo IX. Analisis Inmunohistoquimico de AA Humano.

La comparacion de la secuencia de amino acido de SAA raton y humana
en la posicidon 73-76 revela 2 residuos idénticos, una sustitucion Ser a Thr
conservada, y un intercambio Ala a His no conservado. Para probar si los mAbs
2A4, 8G9 y 7D8 reaccionarian cruzadamente con depdsitos amiloides AA
humanos, probamos su reactividad con rifidon, adrenal, ovario e higado que
contienen AA humano. En todos los casos, los sobrenadantes de mAb
inmunotifieron los depdsitos amiloides. En tejido de ovario, el péptido p#39
bloqued efectivamente la unidn de los mAbs al amiloide AA perivascular,
mientras que el péptido p#41 no inhibid esta reaccion.

Ejemplo X. Interaccién de Anti-AA de Sobrenadantes de Cultivo con Fibrilos

AA Derivados de Murino.

La interaccion de mAbs 2A4, 8G9 y 7D8 con amiloide AA fue
inicialmente evaluada mediante ELISA y luego los datos, dados en la Figura 31,
fueron analizados usando SigmaPlot (SPSS Inc.). Cada punto representa la
media + SE (n = 3). Se us6 un sobrenadante de cultivo de hibridoma irrelevante
como un control (Ctrl Culture Sup). Hubo wuna relacion senal-ruido
extremadamente baja y los resultados mostraron que la primera cosecha

contenia mas mAb con relacion a la segunda, evidenciada por la mayor sefial



172

de absorbancia con relacién al sobrenadante de control. (Adicionalmente, la
reactividad inmunohistoquimica del material en el dia 1 fue mayor que las
muestras del dia 2). Aunque los valores de SE fueron grandes, parecia, a partir
de estos datos, que la afinidad de union de 2A4, 8G9 y 7D8 era
aproximadamente equivalente con la ausencia de reactividad después de
dilucion de ~ 1:64. Los datos de unién también sugieren que la capacidad, p.e.,
la cantidad del mAb unido, varié con 7D8>8G9>2A4; sin embargo, estos datos
no fueron corregidos para la concentracién de mAb y en estudios posteriores
esta tendencia no se observo. Debido a la baja sefal y la alta variabilidad
encontrada con los sobrenadantes de cultivo, y para determinar con mayor
precision la afinidad de union relativa de los mAbs para fibrilos amiloides AA
murinos y humanos (asi como para proporcionar material para estudios de
biosdistribucion in vivo) fue necesario aislar los mAbs mediante cromatografia
de afinidad de proteina A. La pureza de los mAbs aislados se establecié por
SDS-PAGE usando 10% de geles de acrilamida bajo condiciones reductoras y
no reductoras (Figura 32). Las muestras en los carriles 1-4 se trataron con
mercaptoetanol, carriles 5-9 sin este. El gel fue tefiido con azul de Coomassie:
mAb 8G9, carriles 1 y 6; mAb 2A4, carriles 2 y 7; mAb 7D8, carriles 3 y 8;
sobrenadante de control SP2/0, carriles 4 y 9; blanco, carril 5. Los marcadores
de Proteina Mr (Std) son, de arriba hacia abajo: 176, 119, 75, 49, 39, 25y 19
kDa. LA interaccion de los mAbs purificados con péptido p#39 inmunizante,
péptido de control (p#41), extractos de AA murino y humano fueron
determinados mediante ELISA como se describié anteriormente. Estos datos
fueron analizados ajustando una curva sigmoidal usando el software SigmaPlot
y se determino la concentracion de mAb a 50% de saturacion (EC50), (Tabla
5).
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Tabla 5

Valores de ECsp para la unién de mAb purificado

Suslrato
mab  AA Humano AA de raton (AEF) Péptido 39 Péptido 41

B8 3.7 nM 364 nk 4.0 nh sz 100 ni
284 2.4 nM 4.00 nki 3.4 nha w2 100
TOE 12.3 nM 1684 nki 23 nM == 100 i

La interaccion de los 3 mAbs con el péptido p#39 exhibid union saturable
con valores de EC50 en el rango nanomolar bajo (ver Tabla 5 anterior). En
contraste, incluso a la concentracién mas alta de mAb usada (100 nM) hubo
poca union detectable al péptido p#41 (Figura 33 — Cada punto representa la
media + SE, (n = 3 en cada concentracién)). Estos datos confirmaron los
resultados inmunohistoquimicos descritos anteriormente, p.e., que el péptido
p#39 era capa de bloquear completamente la unién de los mAbs a los tejidos
cargados con amiloide AA. Los EC50 calculados para la union de cada mAb
con péptido p#39 fueron esencialmente idénticos al caso cuando se uso un
extracto amiloide AA murino como el sustrato (Figura 34 — Cada punto
representa la media £ SE (n = 3 en cada concentracion)). Los valores EC50
calculados para la uniéon de mAbs a extracto AA de ratdn fueron esencialmente
idénticos a los obtenidos cuando se usé el péptido p#39 como el sustrato
(Figura 34; Tabla 5). En contraste, cuando el extracto de amiloide AA humano
se secoO sobre los pozos de la microplaca, los valores de EC50 fueron entre 5y
7* menores que los observados para AA de raton y péptido p#39 (Figura 35 —
cada punto representa la media £ SE (n = 3 en cada concentracion); Tabla 5).
Debido a que el valor de EC50 para la unién del mAb 7D8 fue el mas bajo de
los 3 anticuerpos evaluados, los Solicitantes seleccionaron este reactivo para
los estudios de co-localizacion in vivo y representacion grafica. Las 2
sustituciones de amino acido en la secuencia de SAA humana con respecto a
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la proteina murina afectaron los valores de EC50. Aunque no desean estar
ligados por una teoria particular, los Solicitantes atribuyen el mayor EC50 para
el AA humano a un "ajuste” mas pobre de las cadenas laterales de amino acido
en el sitio de unidbn a antigeno, sin embargo, este efecto corresponde
solamente a una disminucion de 5 veces la afinidad relativa cuando los
extractos amiloides son adsorbidos en la superficie, como en la ELISA.
Adicionalmente, estos datos soportan la observacion que los 3 mAbs se unen a
depdsitos amiloides AA de tejido murino y humano.

Ejemplo XI. Unién Competitiva de mAbs a Amiloide AA de Raton u Humano.

Para determinar el efecto, si lo hay, de desnaturalizacion potencial
cuando son adsorbidos a la superficie del pozo microtitulador, se evalué la
reactividad de 2A4, 8G9 y 7D4 usando una ELISA de competencia en la cual
se uso extracto amiloide AA murino o humano como un competidor soluble

para la interaccion de los mAbs con extracto AA unido a la superficie.

En todos los casos, los fibrilos amiloides AA solubles (no adsorbdisos)
de origen humano y de raton fueron capaces de competir para los 3 mAbs,
indicando que el epitopo reconocido porlos reactivos no es dependiente de la
desnaturalizacion parcial que resulta de la adsorcion superficial. En general, el

extracto AA murino (AEF) fue mejor competidos que el AA humano (Tabla 6).

Tabla 6
Valores de ICsp (ug/mL) para union de mAb a amiloide AA

‘mAB AA Humana+ AA de ratén (AEF]
Mg =211.7 147

foe =881 268

e s
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+ Amiloide AA humano en solucion que compite para AA de raton
adsorbido (AEF);

T AA de raton (AEF) en solucién que compite para extracto amiloide Aa
humano adsorbido en placa.

Los valores de IC5p (concentracidn de AA (en peso) que redujo la unién de mAb
en 50%) para AEF murino en solucion fueron ~ 20 ug/mL, mientras que para
AA humana los valores fueron 6 a 44 veces mayores (en contraste, los EC50
para AA humana fueron solamente 7 veces menores que aquellos para Aa de
raton). Esto puede reflejar el hecho que, cuando esta en solucion, el epitopo en
los fibrilos amiloides es menos accesible en preparaciones de AA humana

comparadas con AA murino.

Como se esperaba, el mAb 7D8 que exhibié la mas alta afinidad relativa
para los fibrilos AA humanos y murinos cuando estan adsorbidos en superficie,
requirié la mas alta concentracion de amiloide AA para lograr competencia.

Ejemplo XII. MAb 7D8 Radiomarcado.

La eficiencia de radiomarcado de 7D8 se determind mediante SDS-
PAGE. Se analizaron mAb reducido y nativo y las proteinas se visualizaron
usando in representador grafico phosphor. Tanto la cadena IgH como la IgL
incorpord el marcador 1-125, y no se observaron bandas asociadas con

fragmentacién o agregacion.
Ejemplo XlIl. Representacion grafica de amiloide AA usando 7D8 '?°I-marcado.

Para estudiar la localizacion in vivo del mAB 7D8 radiomarcado, se
usaron tres grupos de ratones: IL-6 transgénicos; inducidos con AQNO3/AEF, y
controles que carecen de amiloide (WT). La representaciéon grafica con
SPECT/CT revelé que el mAb '?°-7D8 localizé depdsitos AA murinos en el
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bazo e higado, evidenciado por la acumulacion del mAb radiomarcado en estos
tejidos con relacion al raton de control, que mostré solamente baja actividad de
recoleccion de sangre en el higado y libre de yoduro en la glandula tiroides.

En contraste con estos ratones, el raton inducido con inyeccién de AgNO3
mostré captacién tiroide de yoduro libre, alguna actividad hepatica, pero el
mayor sitio de unién de '°I-7D8 se vio en el sitio de inyeccién s.c. de AgNO3
(el area dorsal baja derecha). La actividad en esta area esta claramente
circunscrita por la solucién de plata atenuadora de rayos X como se ve
mediante CT. Se ha mostrado que el mAb 7D8 se une a depdsitos amiloides
AA tanto en el higado como bazo en la presencia de sAA circulante en el raton
TRIAD, evidenciado por las imagenes SPECT.

A. Biodistribucién de '?°1-7D8 en Ratones.

48 h destés de la inyeccion de '®I-7D8 habia radiactividad en la
recoleccion de sangre, que explicaba la captacion relativamente alta en el
pulmén (que estan llenos de sangre cuando los ratones son sacrificados). Es
de notar que la acumulacion de mAb hepatoesplénico en el ratdén IL-6 mouse
es indicadora de la presencia de amiloide. Las imagenes SPECT/CT
confirmaron la distribucion del mAb en estos 6rganos. 72 h después de la
inyeccion, los valores de recoleccion en sangre habian cambiado poco segun lo
evidencia el no cambio de actividad en el corazén y pulmdn con relacion a los
ratones sacrificados a las 48 h, debido a lo relativamente largo para este mAb
(~60 h). Hubo acumulacion significativa del mAb radiomarcado en el raton IL-6,
que se correlaciona con las imagenes SPECT que fueron adquiridas mostrando
captacion esplénica, y en menor grado, hepatica. De los demas o6rganos, el
mas importante fue el higado (que es el sitio de catabolismo de IgG y la fuenre
de sAA durante la respuesta de fase aguda). En los ratones WT, sin

estimulacion inflamatoria o amiloide, el higado contania < 6% de ID/g, que es
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comparable con el riidn y el corazén en donde la recoleccién de sangre

contribuye casi exclusivamente con la sefal.

B. Analisis autoradiograficos e histoquimicos.

Con el fin de determinar si la acumulacién hepatica aumentada de '*I-
7D8 en los ratones IL-6 y AgNOs; resulté de la captacion amiloide, depuracion
catalitica o union a sAA nuevamente sintetizada, el higado y otros tejidos

fueron sometidos a analisis autoradiograficos.

Con base en la representacion grafica SPECT y las mediciones de
distribucion, se presumié que la cantidad mas grande de amiloide en los
ratones IL-6 transgénicos estaba en el higado y bazo. Esta suposicién fue
confirmada por las secciones tefias con rojo Congo en las cuales se observo
amiloide significativo en toda la pulpa roja asi como en las regiones
perivasculares y sinusoides del higado. Adicionalmente, mpas depdsitos
birrefringentes estaban presentes en los rifiones y corazén. La distribucion del
125.7D8 en estos tejidos se correlaciona bien con el rojo Congo y el material
reactivo de AA. No hubo acumulacién en hepatocidos desprovistos de amiloide.

Con base en los datos de biodistribucion, lel raton tratado con AgNOs;
tenia mas captacion de '®I-7D8 en el higado que en el bazo, lo que fue
inesperado porque este no es un patron normal de acumulacion de AA en estos
animales. El tefido con rojo Congo revel6 pequenas cantidades de amiloide en
una sola region perifolicular en el bazo (esquina superior derecha) y depositos
perivasculares hepaticos extensos que fueron evidentes en las
autoradiografias. Adicionalmente, se vio en las imagenes SPECT que el sitio
s.c. de inyeccién de AgNOs se tiene una concentracion significativa de '?°I-7D8
(también hemos observado esto cuando se usé SAP radioyodado como agente

de representacion grafica). Este sitio no contiene amiloide (p.e., material
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birrefringente rojo Congo); sin embargo, fue inmunotefido por el mAb anti-AA.
Sin desear estar ligado a una teoria particular, es posible que el mAb 7D8 se
localice en los sitios de inflamaciéon o "pre-amiloide" (asi como depdsitos
amiloides maduros). En contraste con la acumulacién impresionante de 7D8 en
los 6rganos del raton IL-6, se encontré que los tejidos de los ratones de control
tienen poco o no tienen trazador en ningun érgano diferente a la recoleccion de
sangre. No se encontré amiloide en las secciones tefiidas con rojo Congo de

ninguno de los érganos de estos controles.
C.  Farmacocinética de '*°I-7D8.

Después de la inyeccidn del anticuerpo 7D8 radiomarcado, se determind
la tasa de desaparicion de la molécula y las determinaciones de vida media se
resumen en la Tabla 7. Estos resultados indicaron que la T+ vio de 7D8 fue de
~ 60 h, consistente con la de un mAb murino IgG2b (notar que 7D8 es de la
subclase IgG2b). The La depuracion ligeramente mas rapida del '*I-7D8 en los
ratones IL-6 (TRIAD) no se considero significativa. Con base en estos datos, la
retencion del mAb por el amiloide de tejido, evidenciado en los datos SPECT,

durante 72 h no influencia la tasa de excresion.

Tabla 7
Analisis de Vida Media para ratones '*°I-7D8
Ratén A(S.E) K{S.E.x 10" R* Bizbe  bizer
IL-6, 48h 191.7 (2.96) 0.0M7 (7.0} 0.88 582h 56.2
IL-6,72h  1752(399) 0012(89) 087 577h

AgNOs, 48h  181.0(1.99) 0.0108 (4.9) 089 B853h 611
AQNG;, 72h  174.1(2.97) 0.0112 (5.8) 088 622h
Ctrl, 48h 185.1(3.19) 0.0108 (7.8) 088 643h 613
Ctrl, 72h 185.1 (3.09) 0.0109 (5.8) 088 637h
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1. Método para Identificar Agentes que Previenen o Tratan la Amiloidosis
Usando Ratén Transgénico o TRIAD. Los procedimientos para la preparacion
de agentes se describen en Schenk et al. Nature 400:173-177. Los agentes son
emulsificados 1:1 (v/v) con adyuvante de Freund completo para la promera
inmunizacién de ratonces transgénicos, seguida por un refuerzo en adyuvante
de Freund completo a las 2 semanas y mensualmente posteriormente. Las
inyecciones de PBS siguieron el mismo esquema y los ratones fueron
inyectados con mezcla 1:1 de PBS/adyuvante para control. La extensién de
vida de los ratones transgénicos se compara para determinar si los agentes

son efectivos para prevenir la Amiloidosis AA aumentando la vida del animal.

2. Histopatologia. Para microscopia de luz y polarizada, secciones de
tejido de 4 a 6 ym de espesor fueron cortadas y tefiidas con hematoxilina y
eosina (HE) y una solucion de rejo Congo alcalina recién preparada,
respectivamente. Para microscopia de electron, las secciones fueron
incrustadas en Epon (Ted Pella, Redding, CA), seccionadas y examinadas con
un microscopio electrénico de transmision JEOL 100S. Ver Ludlage et al. Vet
Pathol 42: 117-124 (2005).

3. Inmunohistoquimica. Secciones de tejido incrustadas en parafina
(espesor de 6 um) fueron cortadas en un microtomo, montadas en portaobjetos
recubiertos con poli-L-lisina, secadas durante la noche a temperatura ambiente,
y desparafinizadas. La inmunotincion se realizé usando la técnica de complejo
avidinbiotina (ABC-elite) descrita anteriormente. Los anticuerpos primarios
fueron anti-amiloide A humano de ratén (Accurate Chemical y Scientific
Corporation, Westbury, NY) y antisuero policlonal anti-SAA de raton. Como
anticuerpos secundarios se usaron conjugado de inmunoglobulina-G (IgG) anti
raton de caballo purificado para afinidad peroxidada de rabano picante (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) o conjugados de IgG anti-conejo, anti-raton o
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anti-rata de cabra peroxidada de rabano picante (BioRad Laboratories,
Richmond, CA).

4. Cuantificacibn de SAA mediante ELISA. Se midieron las
concentraciones de SAA mediante un ensayo inmunosorbente ligado a
enzimas (ELISA) usando el kit ELISA de SAA de multiespecies de acuerdo con
las direcciones suministradas por el fabricante (Biosource, Camarillo, CA). Se
prepararon curvas estandar usando cantidades conocidas de proteina SAA
humana y se midio la absorbancia at 405 nm con un lector de placa BioRad
modelo 4450 (Fullerton, CA).

5. Estudios de Recambio de Cintigrafia de SAP Radiomarcada en Ratones.
La SAP fue oxidativamente yodada con '°I (2-5 MBg/mg) usando N-
bromosuccinimida. Ratones de 6-12 semanas de edad recibieron 2-10 pg de
125| _SAP en 200 L intravenosamente. Se tomaron sangrados de cola medidos
en forma precisa (0.01-0.04 g) a intervalos de tiempo especificos y se contd la
radiactividad precipitable por acido tricloroacético en la misma corrida el final de
cada experimento, junto con alicuotas estandar del trazador inyectado. Pepys
et al. Proc Natl Acad. Sci. USA 91:5602-5606 (1994).

6. Recambio de Cintigrafia de SAP Radiomarcado y Estudios de
Representacion Grafica en el Hombre. Se asilé SAP para uso en el hombre a
partir de plasma de un solo donador acreditado y fue oxidativamente yodada
con '®| (2-5 MBg/mg) o I (110 MBq/50 pg de proteina) usando N-
bromosuccinimida. Después de la inyeccion de | SAP, se adquirieron datos y
de procesaron en una camara gamma |IGE Starcam (IGE Medical Systems,
Slough, U.K. La depuracién de SAP '®|-marcado se estudié en individuos
saludables y pacientes que sufren de amiloidosis AA. Pepys et al. Proc Natl.
Acad. Sci. USA 91:5602-5606 (1994)
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7. Extraccion y Purificacion de Amiloide. Los métodos usados para extraer
amiloide de tejido fueron como se describe en Pras et al. Ver Pras et al. J. Clin.
Invest. 47:924-933 (1968). En resumen, una porcion del higado o tejidos de
otros drganos obtenidos al momento de la necropsia y mantenidos a -80 °C fue
homogenizada con solucién salina fria en un bafio con hielo usando un
Mezclador Omni (Omni International, Waterbury, CT). El extracto fue
centrifugado a 10,000 rpm por 30 minutos a 4 °C y el sedimento se reextrajo
dos veces mas con solucion salina fria, una vez con citrato de sodio 0.1 M
solucion salina amortiguada con, pH 8.0, y luego de nuevo con slucion salina
hasta que A280 del sobrenadante era < 0.10. El sedimento resultante fue
homogenizada con agua destilada fria, y la mezcla centrifugada a 35,000 rpm
por 3 horas a 4 °C. El sedimento obtenido del extracto de agua fue entonces
liofilizado.

8. Resonancia de Plasmén Superficial. Las cinéticas de unidon se midieron
en un instrumento BlAcore X. Los fibrilos preparados de VA6 Wil fueron
sonicados brevemente con un sonicador de sonda y luego acoplados a un chip
CM-5 usando quimica de amina, segun el protocolo de BlAcore. Este proceso
utiliza EDC y NHS para activar los grupos carboxilo en el chip para
acoplamiento con grupos amino libres en los fibrilos. El acoplamiento se
condujo en un amortiguador de NaOAc, pH 4.0 a una concentracién de 100
pug/mL. El canal de control fue "acoplado de manera fingida" y ambos canales
reaccionaron con etanolamina para saturar los sitios no reaccionados. Se

acoplaron aproximadamente 16,000 RU de fibrilos de VA6 Wil.

Los sensogramas fueron corridos en amortiguador de HBS-EP de
BlAcore a 20 yL/min en el modo Fc1 (fibrilos de VA6 Wil) menos Fc-2 (control).
Las muestras que contienen mAb o mAb mas inhibidores de péptido fueron
inyectadas (70 pL) y los sensogramas fueron recolectados usando la funcion de

lavado retardado por 200 seg. Los datos fueron analizados en el software de
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BlAevalutation, usando el modelo de Langmuir 1:1 con correccion de accion de

masa.

9. MicroSPECT/CT. Dos cohortes de 3 ratones cada una, fueron
inyectadas s.c. con 50 mg de extracto de amiloide AL humano entre la
escapula. Después de 7 dias, un grupo de ratones recibié una inyeccién iv en
la vena de la cola de ~ 300 uCi de mAb 7D8 '**l-marcado. El segundo grupo
fue administrado con una cantidad igual de mAb MOPC 31C murino como
control. Después de 72 hr, los ratones fueron sacrificados por sobredosis de
isoflurano y se adquirieron las imagenes SPECT/CT. Para proveer
mejoramiento de contraste vascular en las imagenes CT, los ratones fueron
administrados con una dosis iv de 200-uyL de Fenestra VC™ (Advanced
Research Technologies, Montreal, Canada) 5 min antes del barrido.

Los datos de SPECT fueron recolectados con una plataforma de
representacion grafica de modo dual microCAT Il + SPECT (Siemens
Preclinical Solutions, Knoxville, TN), capaz de proporcionar resoluciéon espacial
de submilimetros cuando esta equipada con un colimador de agujero de
diametro de poro de 0.5 mm. Al momento de la representacion grafica, los 2
detectores (compuestos de un tubo foto-multiplicador de anodo multiple
Hamamatsu R2486-02 de 50 mm de diametro acoplado a un arreglo de cristal
de 1 x 1 x 8 mm Csl (Tl) dispuesto en una rejilla de 1.2 mm) fueron
posicionados ~45 mm del centro de rotacién. Cada conjunto de datos SPECT
comprendia 45 proyecciones recolectadas en 360° durante el curso de ~50
min. Las imagenes fueron reconstruidas usando una implementacion del

algoritmo de probabilidad de maximizacion esperada-maximo (EM-ML).

Después de la recoleccion de datos SPECT, se obtuvieron imagenes CT
de alta resolucion. El escaner microCAT Il tiene una geometria de haz de cono

en Orbita circular, equipado con una fuente de rayos X de microfoco de 20-80
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kVp, y captura un campo de 90 mm x 60 mm de vision usando un detector de
arreglo de 2048 x 3072 CCD, opticamente acoplado a una phosphor pantalla
minR mediante un paquete de fibra optica. Cada connjunto de datos CT,
compuesto de 360 proyecciones a azimuth de 1°, fue adquirido en 8 min. Las
imagenes fueron reconstruidas en tiempo real en voxeles isotrépicos de 77um
usando una implementacion del algoritmo de retroproyeccion de Feldkamp.
Para facilitar el co-registro de las imagenes SPECT y CT reconstruidas, fuentes
selladas de Co-57 fueron colocadas en el lecho de imagen. Los conjuntos de
datos de microSPECT y CT fueron visualizados y co-registrados manualmente
con un paquete de software de analisis de impagenes 3D (Amira, Version 3.1:
Mercury Computer Systems).

10.  Biodistribucion. Las muestras de higado, bazo, rifidn, corazén, pulmén y
tumores amiloides implantados (p.e., amiloidoma) fueron recolectadas de los
ratones y colocadas en viales tarados, pesados y se midio la radiactividad. Los
valores de indice primario se expresaron como % de dosis inyectada/g de tejido
(% 1D/g).

11.  Autoradiografia. Secciones de 6 um de espesor, cortadas de bloruges de
tejido incrustados en parafina, fiados en formalina, obtenidos de ratones
sacrificados 72 h después de inyeccién de '®I-7D8 se colocaron en
portaobjetos de microscopio Probond (Fisher Scientific), se sumergieron en
emulsiéon de NTB-2 (Eastman Kodak), se almacenaron en la oscuridad y se
desarrollaron después de una exposicion de 24 h. Las secciones fueron
contadas-tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), el portaobjetos fue cubierto
usando Permount (Fisher Scientific), y examinadas mediante microscopia de
luz. Ademas, portaobjetos consecutivos fueron tefidas con rojo Congo alcalino
y observadas bajo iluminacion polarizada cruzada. Finalmente, un tercer
portaobjetos fue inmunotefiido usando como reactivo primario nuestro mAb AA-

reactivo. Las imagenes microscopicas de camara digital se tomaron y
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evaluaron usando un paquete de software de analisis de imagenes (Image Pro

Plus, Media, Cybernetics).

Ejemplo XIV. Preparacion de Anticuerpos 2A4 y 7D8 Humanizados.

Los anticuerpos 2A4, 7D8, y 8G9 humanizados se prepararon injertando
CDR de 2A4, 7D8, y 8G9 murinas en marcos aceptores humanos de acuerdo
con técnicas conocidas en el arte. Se hicieron retro mutaciones para reducir la
antigenicidad preservando la afinidad de unidén. Las regiones variables de
cadena ligera y cadena pesada de 2A4 murino estan indicadas como los
residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 y como los residuos 20-138 de la SEQ
ID NO: 154, respectivamente. Las regiones variables de cadena ligera y
cadena pesada de 7D8 estan indicadas como los residuos 20-131 de la SEQ ID
NO: 153 y como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154, respectivamente.
Las regiones variables de cadena ligera de 2A4 y 8G9 murino son idénticas
entre si y difieren de la region variable de cadena ligera de 7D8 en un solo
residuo en CDR1. Las regiones variables de cadena pesada de cada uno de
2A4, 7D8, y 8G9 son idénticas.

La kappa variable (Vk) de 2A4 y 7D8 pertenece al subgrupo 2 de raton,
que corresponde al subgrupo 2 humano y la pesada variable (Vh) al subgrupo
3c de ratén 3c que corresponde con el subgrupo 3 humano (Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Publication
No. 91-3242). La CDR-L1 incluye 16 residuos y pertenece a la clase candnica 4
en Vk. La CDR-L2 incluye 7 residuos y pertenece a la clase 1 en Vk. La CDR-
L3 incluye 9 residuos y pertenece a la clase 1 en Vk. Ver Martin AC, Thornton
JM. (1996) J Mol Biol. 263, 800-15. La leucina en la posicion 27 en el 7D8 es
mas bien inusual, y la glutamina en 2A4 es mas usual. Un modelo muestra que
la cadena lateral esta en la superficie del sitio de union, y por lo tanto debe ser

importante para la union a antigeno. La CDR-H1 incluye 5 residuos y pertenece



185

alaclase 1, y la CDR-HZ2 incluye 19 residuos y pertenece a la clase 4 (Martin &
Thornton, 1996). La CDR-H3 no tiene clases candnicas, pero el asa del 8
residuo tiene probablemente una base curva de acuerdo con las reglas de
Shirai et al. (1999) FEBS Lett. 455, 188-97. Esta esta conservada en un modelo
aunque la conformacion del apice de CDR-H3 puede ser diferente. Los
residuos en la interfaz entre los dominios Vk y Vh son las encontradas
comunmente para 2A4 Vk, 7D8 Vk y 2A4 Vh.

Se hizo una busqueda de las bases de datos de PDB (Deshpande et al.
(2005) Nucleic Acids Res. 33: D233-7) para encontrar estructuras que guiarian
la eleccion de las retro mutaciones. Una busqueda de la base de datos de
secuencia de proteina no redundante de NCBI permitié la seleccién de marcos
humanos adecuados en los cuales injertar las CDR murinas. Para VKk, se eligio
una cadena ligera kappa humana con cédigo de acceso NCBI BAC01562
(9i:21669075) (SEQ ID NO: 166). Esta tiene la misma longitud de CDR-L3 vy
pertenece a la linea germinal humana VKIIA 19/A3 y el subgrupo 2 kappa
humano. También se encontré un marco similar que solo difiere en la region J
con codigo de Acceso NCBI BAC01733 (gi:21669417) (SEQ ID NO: 167). Se
usé BAC01562 como un marco para 2A4 Vk, y se usé BACO 1733 como un
marco para 7D8 Vk. Para Vh, se usdé AAC51024 de cadena pesada de Ig
humano (gi: 1791061) (SEQ ID NO: 165). Ver Glas et al. (1997) Clin. Exp.
Immunol. 107:372-380. Este pertenece a la linea germinal humana VH3-72 y el
subgrupo 3 pesada humana.

Las regiones variables de cadena ligera de 2A4 humanizado
respresentativas estan indicadas como las SEQ ID NOs: 155, 156, y 157. Las
regiones variables de cadena ligera de 7D8 humanizado representativas estan
indicadas como las SEQ ID NOs: 158, 159, 160, 174, 175, y 176. Las regiones
variables de cadena pesada de 2A4/7D8 humanizado representativas estan
indicadas como las SEQ ID NOs: 161, 162, y 163. Ver las Figuras 36A- 36E.
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Los anticuerpos humanizados representativos de la invencién incluyen
anticuerpos que tienen una region variable de cadena ligera seleccionada de
una de residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152, residuos 20-131 de la SEQ ID
NO: 153, y SEQ ID NOs: 155, 156, 157, 157, 159, 160, 174, 175, y 176; y una
region variable de cadena pesada seleccionada de una de residuos 20-138 de
la SEQ ID NO: 154 y SEQ ID NOs: 161, 162, y 163.

Ejemplo XV. Efectos Terapéuticos de MAb 2A4 En Ratones con Amiloidosis

AA Sistémica Severa.

Se evaluo la eficacia terapéutica de mAb 2A4 en ratones H2/hulL-6 con
amiloidosis sistémica severa. Los ratones H2/hulL-6 transgénicos, que
expresan constitutivamente un transgen IL-6 humano, son probados para
amiloidosis AA sistémica rapida e irreversible. En un primer y segundo estudio,
los ratones tratados con mAb TY-11 emparejado de isotipo, que no tiene
actividad reportada en ratones, fueron usados como control. Antes de
administrar el factor potenciador amiloide para inducir AA, los ratones H2/hulL-
6 fueron muestreados y sangrados mediante el seno retro-orbital, se preparé
suero, y se determind la concentracion de sAA usando un kit de ELUSa
disponible comercialmente. Los valores representativos fueron los siguientes:
2196.7 pg/mL, 823.91 pg/mL, 1415.00 pg/mL, 1673.01 ug/mL, 814.53 pug/mL,
1088.18 pg/mL, 736.34 pug/mL, 1546.35 pg/mL, 953.70 yg/mL, 886.46 ug/mL,
media = 1213.4 £ 478 pg/mL.

Al inicio del segundo estudio (semana 0), los ratones H2/hulL-6 fueron
inyectados iv con 100 ug de factor potenciador amiloide (AEF). Después de la
induccion de la patologia AA por inyeccion de AEF, los ratones fueron
administrados con 5 inyecciones de 100 pug subcutaneamente en miembros

alternos de mAb 2A4 (13 animales) o TY11 (11 animales). La terapia se inicio a



187

aproximadamente 1 semana después de la inyeccion de AEF. La supervivencia
de los animales en cada grupo de tratamiento fue graficada y analizada. Los
resultados se muestran en la Tabla 7. Solamente el 45% de los ratones
tratados con mAb TY11 sobrevivieron hasta el final del estudio. En contraste,
ninguno de los ratones tratados con 2A4 se perdieron durante el curso del
estudio. El analisis de los datos de supervivencia usando métodos estandar
mostré una diferencia significativa en las curvas de supervivencia (P<0.0025)
en ambos grupos. Se calculd6 que la supervivencia media de los ratones
tratados con TY11 se calcul6 era de 41 dias, comparable con la observada en

un estudio previo (38.5 dias).

Tabla 7
Porcentaje de animales sobrevivientes
Dias después de la Tratados con TY-11 Tratados con 2A4
inyeccion
0 100.00 100.00
22 81.82 100.00
33 72.73 100.00
37 63.64 100.00
41 45.45 100.00
42 45.45 100.00

En la semana 6, después de AEF, los ratones fueron sangrados y
sacrificados, y sus organos recolectados para analisis adicionales. Para
cuantificacion de amiloide en higado y bazo, se visualizo la birrefringencia de
rojo Congo microscopicamente bajo iluminacion polarizada cruzada y se grabd
digitalmente. El area del material birrefringente se determind seleccionando
(usando un meétodo de segmentacion spectral) y cuantificando los pixeles
asociados con amiloide. El indice de carga de amiloide (ABI), una medida del
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contenido de amiloide, se expresdé como el porcentaje de area ocupado por
amiloide en cada organo. La cuantificacién de amiloide en los higados y bazos
de ratones tratados con 2A4 y TY11 no revel6 diferencia significativa entre los
dos tratamientos. Sin embargo, los ratones tratados con TY11 que
sobrevivieron hasta el dia 42 para comparacion con ratones tratados con 2A4
fueron aquellos que no desarrollaron un grado mérbido o distribucion de
amiloide AA para asi producir morbilidad. La carga amiloide hepatoesplénica
también es monitoreada durante el curso del estudio de supervivencia para
evaluar un aumento de la carga amiloide que se correlaciona con la
morbidlidad.

En un tercer estudio, mAb 2A4 se comparo con el mAb JH70 de isotipo
emparejado, que no tiene reactividad reportada en ratones. Ademas, la quimica
en sangre y otros parametros fueron monitoreados a lo largo del periodo de
tratamiento. Se usaron en este estudio ratones H2/hulL-6 machos y hembras
nacidos entre 8/1/08 y 9/7/08. Veintitres ratones hembra y 16 ratones macho
fueron sangrados por el seno retro-orbital. Se us6 sangre entera para la
caracterizacion quimica del nitrogeno ureico en sangre (BUN) y alanina
aminotransferasa (ALT) para medir la funcién renal y hepatica usando el
VetScan VS2 (Abaxis, Union City, CA). La concentracion en suero de 12
proteinas diferentes y analitos se midié simultaneamente. Se realizé un conteo
de sangre completo (CBC) wusando la plataforma VetScan HMS5.
Adicionalmente, cada ratdn fue administrado con una dosis baja (~ 50-60 uCi)
de componente P amiloide en suero humano radioyodado ('*I-SAP) en 5
mg/mL de albumina se suero bovina para evaluar la carga amiloide de los
ratones antes de iniciar el proceso de la enfermedad. El porcentaje de '?°I-SAP
retenido a las 24 h después de la inyeccién (pi) fue medido colocando cada
ratén en un calibrador de dosis. La retencién de '*°I-SAP mayor que la
observada en ratones no transgénicos (control) era indicativa de enfermedad

amiloide. Finalmente, se us6 suero para medir la concentracion de proteina A
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amiloide en suero (sAA) usando ensayo de ELISA comercial. Un resumen de
estos datos de pretratamiento, valores de quimica de sangre seleccionados y
los tratamientos dados a cada raton se muestran a continuacion en las Tablas
8y9.

Tabla 8
Resumen de Datos de Pre-Tratamiento y
Terapia de MADb para Cada Animal

Raton # conc. de sAA Sexo DOB retencion de Terapia
o wgmy) o "FSAP(%)  (GuwoNo)

J4RE 360 F 8/1/08 9 2A4 (1)
3489 996 F 8/1/08 29 2A4 (1)
3490 472 F 8/1/08 10 2A4 (1)
3492 2068 M 8/1/08 13 2A4 (1)
3493 1740 M &/1/08 11 JH70 (1)
3494 1272 M 8/1/08 10 JH70 (1)
3495 1436 M &/ 1/08 13 JH70 (1)
3496 2080 M &/1/08 9 2A4 (1)
3498 268 M 8/1/08 9 2A4(1)
3500 700 F 8/11/08 11 JHTO0 (1)
3501 ND F &/11/08 9 JHT0 (1)
3503 1040 F 8/11/08 11 JH70 (1)




3504 960 F 81108 10 JH70 (1)
3513' 4400 M 8/13/08 60 2A4 (1)
35141 4400 M &/13/08 40 2A4 (1)
3515 2800 M 8/13/08 13 2A4 (1)
3521 1480 M 8/18/08 11 2A4 (1)
3524 1680 M 8/18/08 9 2A4 (1)
3549 720 F 9/6/08 9 2A4 (2)
3550 760 F 9/6/08 9 2A4 (2)
35522 0 F 9/6/08 11 2A4 (2)
3553 1160 F 9/6/08 12 2A4 (2)
3558 1660 M 9/6/08 9 JH70(2)
3559 3520 M 9/6/08 12 JH70(2)
3562 1312 F 9/6/08 11 JHT0(2)
3563 1120 M 9/6/08 9 JH70(2)
3564 2512 M 9/6/08 1 2A4 (2)
3565 1960 M 9/6/08 10 2A4(2)
3567 1880 F 9/6/08 12 2A4 (2)
3570 792 F 9/7/08 13 2A4 (2)
3573 700 F 9/7/08 8 2A4 (2)
357770 F 9/7/08 10 2A4 (2)
3578 0 F 9/7/08 9 2A4 (2)
3579 1120 F 9/7/08 10 2A4 (2)
3580° 0 F 9/7/08 8 JH70 (2)
3581 700 F 9/7/08 9 JH70(2)
3582 1680 F 9/7/08 9 JH70(2)
3583 804 F 9/7/08 9 JH70(2)
3584 1040 F 9/7/08 14 JH70(2)
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1, animales IL-6 homozigdticos con altos niveles de sAA y enfermedad amiloide

temprana en vida.

2, ratones tipo salvaje sin sAA circulante y sin enfermedad amiloide. Retencion

de '®I-SAP en estos animales se considera normal y no refleja carga amiloide.
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Tabla 9
Valores Normales para Parametros de Quimica de

Sangre en Ratones H2/hulL-6

HLIM GilLL ALT{LILY  ALB ) GlLOE
gegral,) (mpdl)  (wdl) 0 (widl)  (odl)
H | H I H Wl H Wl H M H 1
Media 210 238 1447 1512 376 423 25 19 56 62 30 44
DE 4.0 27 140 176 163 M3 03 04 02 b 04 06
i 14 13 1% 13 1% i I 13 18 13 18 3
ARa ZRAF 300 IEdAR 1T TR0 MESD 34 I 60 T4 AT SE
Baja 150 200 1260 1190 210 250 20 1.2 51 35 24 34

Madgo 2000 240 1430 1540 325 320 24 1B S&6 6l 32 43

BUN, nitrégeno ureico en sagre; GLU, glucosa; ALT, alanina aminotransferasa;
ALB, albumina; TP, proteina total en suero; GLOB, inmunoglobulina; H,
hembra; M, macho; DE, desviacion estandar; n numero de ratones usados para
determinar los valores.

Al inicio del tercer estudio (semana 0), todos los ratones H2/hulL-6
recibieron 100 g iv de factor potenciador amiloide (1 mg/mL). Una semana
después, empez6 la terapia y cada raton fue administrado con 100 ug de mAb
2A4 o JH70 sc como se indica en la Tabla 8. Las inyecciones de mAb
continuaron semanalmente por 7 semanas. En la semana 2 después de AEF,
se hicieron mediciones de CBC, quimica de sangre, y sAA en suero usando
sangre recolectada mediante el seno retro-orbital. En este tiempo también, los
ratones en el grupo 1 fueron administrados con ~ 60 uCi de '®I-SAP en BSA
como antes, para evaluar la acumulacién de amiloide evidenciada por la
retencion de SAP radiomarcado. Varios de los animales mostraron un efecto
adverso de distrés extremo, y por lo tanto, la evaluacion de carga burden
usando '®|-SAP fue descontinuada. Los resultados de parametros en sangre

seleccionados, adquiridos 2 semanas después de AEF se muestran en la Tabla
10
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Tabla 10

BUN GLU ALT(UL) ALB TP (z/dl) GLOB
(mg/dL) (mgrdl) Sl el
H M H M H M H M H M H M
Media 314 521 1451 1298 339 633 23 18 65 81 42 62
DE 243 391 166 256 69 306 03 05 1.0 17 1.1 15
n 15 13 15 13 15 13 15 13 15 13 15 12
Ato  100.0 159.0 177.0 1780 460 1340 27 3.0 &6 117 70 96
Bajo 160 200 1040 8.0 220 320 17 10 52 60 3.1 45
Medio 220 31.0 1500 1200 320 540 23 17 65 75 40 6.0

BUN, nitrégeno ureico en sagre; GLU, glucosa; ALT, alanina aminotransferasa;
ALB, albumina; TP, proteina total en suero; GLOB, inmunoglobulina; H,
hembra; M, macho; DE, desviacion estandar; n numero de ratones usados para

determinar los valores.

A las 8 semanas después de AEF, los ratones fueron sangrados una
ultima vez e inmediatamente posterior fueron administrados con ~ 200 pCi de
125|_.SAP usando 5% de suero de ratdn normal como vehiculo. En respuesta a
este tratamiento, unos pocos animales mostraron un comportamiento inusial
que se apacigué en 30 min. Veinticuatro horas después, los retones fueron
inyectados con agente de contraste para CT de rayos X (~ 200 uL iv en la vena
de la cola) y fueron entonces sacrificados por sobredosis de isoflurano. Se
adquirieron imagenes topograficas de emision de fotén simple (SPECT) y rayos
X (CT) de cada animal. Los 6rganos fueron recolectados y la cantidad de
radiactividad de cada muestra se calcul6 y expresé como % de dosis inyectada
por gramo de tejido. Adicionalmente, una porcion de cada tejido fue fijada
durante la nohe en formalina amortiguada en preparacion al seccionamiento y

el analisis microscoépico.

Durante la semana 7 del estudio de terapia, se econtraron muertos 2
ratones y 3 ratones fueron sacrificados porque se consideraba que no era
probable que sobreviviran la noche, y tenian un puntaje de condicion corporal

pobre (< 2; asociado con > 15% de pérdida de peso). Los ratones que
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experimentaron una reaccién adversa a la inyeccién de '?I-SAP y 1 ratén que
fue sacrificado debido a complicaciones que surgieron por un sangrado retro-
orbital no fueron evaluados como parte del analisis de supervivencia. La
supervivencia de los ratones en cada grupo de tratamiento con mAb se

muestra en la Tabla 11.

Tabla 11
Porcentaje de animales sobrevivientes
Dias después de la Tratados con TY-11 Tratados con 2A4
inyeccion
0 100.00 100.00
41 100.00
42 100.00
53 85.71 100.00
55 71.43 100.00
56 64.29 100.00
57 64.29 100.00

Aproximadamente el 65% de los ratones tratados con mAb JH70 que
eran evaluables sobrevivieron hasta el final del estudio. En contraste, ninguno
de los ratones 2A4 que fueron evaluables murieron durante los 57 dias. El
analisis de los datos de supervivencia usando métodos estandar demostraron
una diferencia significativa en las curvas de supervivencia (P=0.015 usando la
prueba de Mantel-Cox y P=0.016 usando la prueba de Grehan-Breslow-
Wilcoxon).

Los datos de quimica de sangre finales se analizaron de acuerdo con la
terapia que recibi6 cada ratdn. Debido las diferencias en los valores de
parametro medios asociados associated los ratones H2/hulL-6 maho y hembra
(al momento del sacrificio, los niveles de BUN en ratones hembra fue mayor
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tanto para ratones tratados con 2A4 como JH70), solamente los ratones
hembra que sobrevivieron estan incluidos en la Tabla 12 siguiente.

Tabla 12
T BUN GLU  ALT(UL) ALB TPiwdl) GLOB
(mpfdl) _ (mgdly (pdly ol

244 JHT 2ad4 JHTO 2a4 JTHTO 2A4  JHTOD 244 JTHTG 244 THTO
Media BT A3 OIOTR 100 455 1197 23 212 42 %l o Tl
[E 232 XY X0 133 62 1230 05 O 13 1.3 a2
n 60 70 &0 YO &KO TOH &0 YO KO TH 6D TO
Aka 5.0 1200 1600 1234 520 310 L% Ap 1LY 11a 1ol G
Baja 7.0 30 B30 R3O 350 350 | 2 72 TF 43 3
Medo 665 PR WS W0 465 GBS L. 1 41 Ry 1

bF tad

Los ratones tratados con 2A4 mostraron nitrégeno ureico en suero
(BUN) y niveles de alanina aminotransferasa (ALT) disminuidos cuando se
cmparan con ratones tratados con JH70. BUN y ALT son marcadores de la
funcién hepatica y renal, respectivamente, y sus niveles reducidos indican que
la funcidon de 6rgano puede haber estado bien preservada por el tratamiento
con 2A4.
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un anticuerpo aislado humano, humanizado o quimérico, o fragmento de
unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitopo entre los

residuos 70-76 de péptido A amiloide humano.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
se une especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 de la SEQ ID
NO: 2.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
se une especificamente a un epitopo que comprende los residuos indicados
como las SEQ ID NOs: 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 0 11.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para union a péptido A amiloide humano con el anticuerpo 2A4
producido por el Numero de Acceso ATCC PTA-9662.

5. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unién a péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una region variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de la
SEQ ID NO: 152 y una region variable de cadena pesada indicada como los
residuos 20- 138 de la SEQ ID NO: 154.

6. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para union a péptido A amiloide humano con el anticuerpo 7D8
producido por el Numero de Acceso ATCC PTA-9468.
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7. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
compite para unién a péptido A amiloide humano con un anticuerpo que tiene
una region variable de cadena ligera indicada como los residuos 20-131 de la
SEQ ID NO: 153 y una region variable de cadena pesada indicada como los
residuos 20- 138 de la SEQ ID NO: 154.

8. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que
es una version humanizada o quimérica del anticuerpo 2A4 producido por el
Numero de Acceso ATCC PTA-9662 o una version humanizada o quimérica del
anticuerpo 7D8 producido por el Numero de Acceso ATCC PTA-9468.

9. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 8, que
comprende una region variable de cadena ligera que comprende una o0 mas
regiones de complementariedad de una region variable de cadena ligera de
2A4 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o0 una o mas
regiones de complementariedad de una region variable de cadena ligera de
7D8 indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153.

10.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacién 9, que
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende tres regiones
de complementariedad de una region variable de cadena ligera de 2A4
indicadas como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o tres regiones de
complementariedad de una region variable de cadena ligera de 7D8 indicadas
como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153.

11.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 10,
que comprende al menos un residuo de marco de cadena ligera seleccionado
del grupo que consiste de L87 y L90 (convencién de numeraciéon Kabat)
ocupado por Y y F, respectivamente, en donde el resto de la regidn variable de
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cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en una regién

variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

12. (Nueva) El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
reivindicacion 10, que comprende al menos un residuo de marco de cadena
ligera seleccionado del grupo que consiste de +7, +14, +15, +17, +18, +50,
+75, +88, + 92, y +109 (numeracién lineal) ocupado por T, S, L, D, Q, K, Y, L,
F, y L, respectivamente, en donde el resto de la regidn variable de cadena
ligera es ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de

cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

13.  (Nueva) El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
reivindicacion 12, que comprende al menos un residuo de marco de cadena
ligera seleccionado del grupo que consiste de +75 y +92 (numeracién lineal)
ocupado por Y y F, respectivamente, en donde el resto de la regidn variable de
cadena ligera es ocupado por un residuo correspondiente en una regién

variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana.

14.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 11, en
donde la regidn variable de cadena ligera de inmunoglobulina aceptora humana
es una regidon variable de cadena ligera del subgrupo 2 kappa humano

(convencion Kabat).

15.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 14, en
donce la region variable de cadena ligera del subgrupo 2 humano es de la linea
germinal VKIIA 19/A3 humana.

16.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 15, en
donde la region variable de cadena ligera Vk comprende una secuencia
indicada como la SEQ ID NO: 166 o 167.
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17.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 8, en
donde la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acido indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152, residuos 20-
131 de la SEQ ID NO: 153, o indicada como la SEQ ID NO: 155, 156, 157, 158,
159, 160, 174, 175, 0 176.

18.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacién 8, que
comprende una region variable de cadena pesada que comprende una o mas
regiones de complementariedad de una region variable de cadena pesada de
2A4 indicadas como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.

19.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 18,
que comprende una region variable de cadena pesada que comprende dos
regiones de complementariedad de una region variable de cadena pesada de
2A4 indicadas como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.

20. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 19,
que comprende una region variable de cadena pesada que comprende tres
regiones de complementariedad de una region variable de cadena pesada de
2A4 indicadas como Iso residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.

21.  El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 20,
que comprende al menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado
del grupo que consiste de H37, H49, H70, y H93 (convencion de numeracion
Kabat) ocupado por I, A, F, o V, respectivamente, en donde el resto de la
region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo correspondiente
en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora

humana.
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22.  El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 20,
que comprende al menos un residuo de marco de cadena pesada seleccionado
del grupo que consiste de +10, +15, +19, + 37, +49, +73, +78, +79, +80, +87,
+95, +99, +119 (numeracion lineal) ocupado por R, K, K, I, A, F, Q, S, M, N, M,
V, o A, respectivamente, en donde el resto de la region variable de cadena
pesada es ocupado por un residuo correspondiente en una region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina aceptora humana.

23. (Nueva) ElI anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la
reivindicacion 22, que comprende al menos un residuo de marco de cadena
pesada seleccionado del grupo que consiste de +37, +49, +73, y +99
(numeracién lineal) ocupado por I, A, F, o V, respectivamente, en donde el
resto de la region variable de cadena pesada es ocupado por un residuo
correspondiente en una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina

aceptora humana.

24.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 21, en
donde la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina aceptora
humana es una regidon variable de cadena pesada del subgrupo 3 gamma

humano (convencion Kabat).

25. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 24, en
donde la regién variable de cadena pesada de subgrupo 3 gamma humano
comprende una secuencia indicada como la SEQ ID NO: 165.

26. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 8, en
donde la regidn variable de cadena pesada comprende una secuencia de
amino acido indicada como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154 o
indicada como la SEQ ID NO: 161, 162, o 163.
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27.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 8, que
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende tres regiones
determinantes de complementariedad de una region variable de cadena ligera
de 2A4 indicadas como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 152 o tres
regiones de complementariedad de una region variable de cadena ligera de
7D8 indicadas como los residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una regidn
variable de cadena pesada que comprende tres regiones de
complementariedad de una regién variable de cadena pesada de 2A4 indicadas
como los residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.

28.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 8, que
comprende una regién variable de cadena ligera que comprende tres regiones
determinantes de complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 168,
169, y 170, y una region variable de cadena pesada que comprende tres
regiones de complementariedad indicadas como las SEQ ID NOs: 171, 172, y
173.

29. (Nueva) El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la
reivindicacion 8, que comprende una region variable de cadena ligera que
comprende tres regiones determinantes de complementariedad indicadas como
las SEQ ID NOs: 177, 169, y 170, y una region variable de cadena pesada que
comprende tres regiones de complementariedad indicadas como las SEQ ID
NOs: 171, 172,y 173.

30. El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 27,
que comprende una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como los residuos 20-131 de la SEQ ID
NO: 152 o residuos 20-131 de la SEQ ID NO: 153, y una regién variable de
cadena pesada comprende una secuencia de amino acido indicada como los
residuos 20-138 de la SEQ ID NO: 154.
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31. El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 27,
que comprende una region variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 155, 156, 157, 158,
159, 160, 174, 175, o 176; y una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161,
162, 0 163.

32.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 31, en
donde la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acido indicada como la SEQ ID NO: 155, y la region variable de cadena pesada
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 161.

33.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 31, en
donde la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acido indicada como la SEQ ID NO: 156, y la region variable de cadena pesada
comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 162.

34.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 31, en
donde la regién variable de cadena ligera comprende una secuencia de amino
acido indicada como la SEQ ID NO: 157, y la region variable de cadena pesada

comprende una secuencia de amino acido indicada como la SEQ ID NO: 163.

35.  Un anticuerpo asilado, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que
se une especificamente a un epitopo que comprende X{EDX; en una proteina

amiloide agregada, en donde X; y X, son cualquier amino acido.

36.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 35, en
donde XyesH, T,F,S,P,A,L,C,Q R, E,K,D, G, V,Y, |,0W, y endonde X,
esT,S,E,R,I,V,F,D,A,G,M,L,N,P,C,K Y,o0Q.
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37.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde XsesH, T, F, 0 A.

38.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde Xz es T, S, E, D, 0 A

39.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 37, en
donde XyesHo Ay X,es T, S,0A.

40. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 37, en
donde X1es Ty Xz es E.

41.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 37, en
donde Xses Fy Xz es D.

42. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde X1es Sy X,esE, FoA.

43. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde X;esPy X,esE,loF.

44. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 36, en
donde el epitopo consiste de una secuencia de amino acido 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), y TEDE
(SEQ ID NO: 16).
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45. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 44,
que se une especificamente a una proteina amiloide agregada en un epitopo

que comprende una secuencia de amino acido GHGAEDS (SEQ ID NO:4).

46. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 35, en
donde el anticuerpo se une a la proteina amiloide en forma monomérica con

una afinidad de menos de aproximadamente 10’ M.

47.  El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 35, en

donde la proteina amiloide es proteina A amiloide en suero (SAA).

48. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 35, en
donde la proteina amiloide es seleccionada del grupo que consiste de proteina
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 union a antigeno de la reivindicacion 48, en

donde la proteina amiloide es proteina de cadena ligera de inmunoglobulina.

50. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 49, en
donde la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina es VA6 Wil.

51.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 49, en

donde la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina es V.

52.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 48, en
donde la proteina amiloide es polipéptido precursor amiloide de islote humano
(IAPP).



204

53. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 48, en
donde la proteina amiloide es péptido beta amiloide.

54.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 48, en

donde la proteina amiloide es transtiretina (TTR).

55.  El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 48, en
donde la proteina amiloide es ApoA1.

56. El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 35,
que es un anticuerpo humano, humanizado, o quimérico o fragmento de unién

a antigeno.

57. El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacion 56,
gue se une especificamente a un epitopo entre los residuos 70-76 de péptido A

amiloide humano.

58. Un método para tratar terapéuticamente un sujeto que tiene amiloidosis
AA, que comprende admministrar al sujeto una dosificacion efectiva del
anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 1 para de este

modo tratar la amiloidosis AA en el sujeto.

59. El método de la reivindicacion 58, en donde el sujeto es un humano.

60. ElI método de la reivindicacion 58, en donde tratar terapéuticamente

comprende ralentizar la progresién de amiloidosis AA.

61. ElI método de la reivindicacion 58, en donde tratar terapéuticamente
comprende inhibir la deposicidn de agregados de firbrilo amiloide AA.
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62. El método de la reivindicacion 58, en donde tratar terapéuticamente
comprende depurar de agregados de fibrilo amiloide AA.

63. ElI método de la reivindicacién 58, en donde el sujeto sufre de una
enfermedad amiloide seleccionada del grupo que consiste de artritis
reumatoide, artritis juvenil crénica, espondilitis anquilosante, soriasis, artropatia
soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto, sindrome de
Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis, ulceras por
decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén y tracto urogenital,
carcinoma de célula basal, leucemia de célula vellosa, Fiebre Mediterranea
Familiar, y Enfermedad de Castleman.

64. Un método para tratar profilacticamente un sujeto susceptible a
amiloidosis AA, que comprende administrar al sujeto una dosificacion efectiva
del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicaciéon 1 para de
este modo efectuar profilaxis de amiloidosis AA en el sujeto.

65. El método de la reivindicacion 64, en donde el sujeto es un humano.

66. El método de la reivindicacion 64, en donde tratar profilacticamente es
retrasar la aparicion de amiloidosis AA.

67. El método de la reivindicacion 64, en donde tratar profilacticamente es
reducir un riesgo de amiloidosis AA.

68. Un método para tratar teraéuticamente un sujeto que sufre de una
amiloidosis asociada con una proteina amiloide agregada que comprende la

secuencia de amino acido ED, que comprende administrar al sujeto un
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anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 30 para de esta

forma tratar la amiloidosis.

69. El método de la reivindicacion 68, en donde el sujeto es un humano.

70. ElI método de la reivindicacién 68, en donde tratar terapéuticamente es

ralentizar la progresion de la amiloidosis.

71.  ElI método de la reivindicacién 68, en donde tratar terapéuticamente es

inhibir la deposicién de agregados de fibrilo amiloide.

72. El método de la reivindicacién 68, en donde tratar terapéuticamente es
depurar los agregados de fibrilo amiloide.

73. ElI método de la reivindicacion 68, en donde la proteina amiloide
comprende la secuencia AEDV (SEQ ID NO: 23), y la enfermedad
amiloidogénica es amiloidosis AA, amiloidosis AL, polineuropatia amiloide,
fiebre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells, amiloidosis sistémica reactiva
asociada con enfermedades inflamatorias sistémicas, mieloma o amiloidosis
asociada con macroglobulinemia, amiloidosis asociada con discrasia de
inmunocito, gammopatia monoclonal, discrasia oculta, y amiloidosis nodular

local asociada con enfermedades inflamatorias crénicas.

74. Un método para tratar profilacticamente un sujeto susceptible a una
amiloidosis asociada con una proteina amiloide agregada que comprende la
secuencia de amino acido ED, que comprende administrar al sujeto un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacién 30 para de este

modo tratar la amiloidosis.
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75.  Un método para detectar un depdsito amiloide asociado con amiloidosis
AA en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 1 unido a un marcador

detectable, y detectar el marcador detectable en el sujeto.

76.  El método de la reivindicacién 75, en donde el sujeto es un humano.

77. El método de la reivindicacién 75, en donde el sujeto sufre de o es
susceptible a una enfermedad amiloide seleccionada del grupo que consiste de
artritis reumatoide, artritis juvenil cronica, espondilitis anquilosante, soriasis,
artropatia soriatica, sindrome de Reiter, Enfermedad de Still del Adulto,
sindrome de Behcet, enfermedad de Crohn, lepra, tuberculosis, bronquiéctasis,
ulceras por decubito, pielonefritis cronica, osteomielitis, enfermedad de
Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmén
y tracto urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula vellosa,

Fiebre Mediterranea Familiar, y enfermedad de Castleman.

78. El método de la reivindicacion 75, en donde el marcador detectable es

un radiomarcador.

79. El método de la reivindicacion 78, en donde el radiomarcador es '%°I.

80. El método de la reivindicacion 75, en donde la deteccidon se realiza
mediante representacion grafica de SPECT/CT.

81. El método de la reivindicacion 75, en donde la deteccidon se realiza
mediante espectroscopia de RMN.

82. Un método para detectar un depdsito amiloide en un sujeto que

comprende administrar al sujeto el anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno
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de la reivindicacion 30 que esta unido a un marcador detectable y detectar el
marcador detectable.

83. El método de la reivindicacion 82, en donde el sujeto es un humano.

84. ElI método de la reivindicacidén 82, en donde la amiloidosis es amiloidosis
AA, amiloidosis AL, enfermedad de Alzheimer, Deterioro Cognitivo Leve,
polineuropatia amiloide, fiebre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells,
amiloidosis sistémica reactiva asociada con enfermedades inflamatorias
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.

85. El método de la reivindicacion 82, en donde el marcador detectable es
un radiomarcador.

86. El método de la reivindicacion 85, en donde el radiomarcador es 125

87. El método de la reivindicacion 82, en donde la deteccidon se realiza
mediante representacion grafica de SPECT/CT.

88. El método de la reivindicacion 82, en donde la deteccidon se realiza
mediante espectroscopia de RMN.

89. Un método para tratar terapéuticamente un sujeto que tiene amiloidosis
AA, que comprende administrar un agente que induce una respuesta inmune a
los residuos 70-76 de péptido A amiloide, efectivo para inducir una respuesta
inmune que comprende anticuerpos contra los residuos 70-76 de un péptido A

amiloide, y de este modo tratar la amiloidosis AA en el sujeto.
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90. Un método para tratar profilacticamente un sujeto susceptible a
amiloidosis AA, que comprende admministrar un agente que induce una
respuesta inmune a los residuos 70-76 de péptido A amiloide efectivo para
inducir una respuesta inmune que comprende anticuerpos contra los residuos
70-76 de un péptido A amiloide para de esta forma efectuar profilaxis de
amiloidosis AA en el sujeto.
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Sello

Esta Apostilla no es valida para ser usada dentro de los Estados Unidos de América,
Sus territorios o posesiones.

Esta Apostilla Gnicamente certifica la autenticidad de la firma y la competencia de la
persona que ha firmado el documento publico, y cuando sea apropiado, la identidad del
sello o estampilla que lleva el documento publico.

Esta Apostilla no certifica el contenido del documento para el cual se expidid.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Distrito de Columbia, Estados Unidos de América
2 Este documento publico ha sido firmado por Agus Sumarno
3. actuando como Notario P(blico en y para el Distrito de Columbia
4. lleva el sello/estampilla de Agus Sumarno, Notario Publico, Distrito de Columbia
CERTIFICADO
5. en Washington, D.C. 6. el dia 23 de noviembre de 2010
7. por el Secretario Interino del Distrito de Columbia
8. No. 241753
9. Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)
Distrito de Columbia Naomi N. Shelton

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espaiiol.

G _ o ’
Certificado Notarial (Sociedad)jngocumento escrito en inglés y en espariol.
(firma: llegible) B i

g

Jeanette Lea Snider
% Notario Publico
Condado de Knox
Estado de Tennessee

Mi Nombramiento: 7-2-12

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 3 de diciembre de 2010, en

la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res. 2177

de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/39 MINJUSTICIA

Quf@.@iﬁuﬂ;[w G

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO %D
{JLLCCO: 260203 DOCwv.1)
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This Apostille is not valid for use anywhere within the United States of America, its
territories or possessions.

This Apostille only certifies the authenticity of the signature and the capacity of the person who
has signed the public document, and, where appropriate, the identity of the seal or stamp which
the public document bears.

This Apostille does not certify the content of the document for which it was issued.

Apostille

(Convention of the de La Haye du 5 octobre 1961)

1. District of Columbia, United States of America

2. This public document has been signed by AGUS SUMARNO

3. acting in the capacity of Notary Public in and for the District of Columbia

4. bears the seal/stamp of AGUS SUMARNO, District of Columbia Notary Public
CERTIFIED e ,v.:.ﬂ... e ]

5. at Washington, D.C. A e cl' ;S

6. the 23rd day of November 2010 2 07 DIC. 2010

7. by Interim Secretary of the District of Columbia

8. No. 241753

9. Seal/Sta: \

10. Signature:

V. ek

Naomi N. Shelton




Los abajo firmados,

University of Tennessee Research Foundation

con domicilio en

600 Henle Street, Suite 211
Knoxville, Tennessee 37996
United States of America

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogot],
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales vy
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o0. del articulo 543 del decreto 410 de 1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas autoridades
todos los pasos necesarios al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones, reclamos, recursos Y
presentar desistimientos; formular descripciones,
enmiendas, limitar el alcance de las solicitudes,
presentar oposiciones y apelaciones; instaurar
cancelaciones, renunciar total o parcialmente a los
registros, abonar todos los impuestos y cuotas y
efectuar todo otro pago determinado por la ley; recibir
todos los documentos y valores, dando el descargo
respectivo; llenar cualesquiera otros requisitos y tomar,
en fin, todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de nuestros intereses; y en caso de
producirse oposicion, pasando los antecedentes a los
tribunales, quedan facultados para tomar intervencion
como demandantes o demandados ante los jueces
que sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las demas
facultades que resulten necesarias, y por el presente
declaramos desde ahora valido y bueno cuanto dichos
representantes y/o los apoderados que cualquiera de
ellos nombre hicieren en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar
en la Oficina de Propiedad Industrial la protocolizacion
de este documento y de cualquier poder que
cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dado y firmado

E090 1020CO

The undersigned,

domiciled at

600 Henley Street, Sunte 2'11
Knoxville, Tennessee 37996 ;
United States of Amerlea
hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia, with
offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth Floor, our
true and legal representatives in Bogota, with power to
receive notifications and to appoint judicial or
extrajudicial agents, so as to comply with paragraph
10. of article 543 of decree 410 of 1971.

o AR AR

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or police
authaorities of Colombia, in all proceedings pertaining to
industrial property, for which purpose we authorize
them to take before the said authorities all the
necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit the
scope of applications, file oppositions; file cancellations
total or partially waive registrations, to pay all
installments and effect all other payments prescribed
by law; to receive proper receipts, to comply with all
other requirements and, in short, to take all those
measures which they may deem fit for the protection of
our interests; and in case of opposition, where the
proceedings be passed over to the courts, we
authorize said agents to act on our behalf, as
complainants as well as defendants, before the
competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,

before the Office of Industrial Property.

Given and signed

this (o dayof _Oa tole— 2010

erny f Tensiessee Research Foundation
B “A

Dr. Randall (Randy)W Gentry
President




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América
Estado de Tennessee ({ss
Condado de Knox

Hoy 6 de Octubre de 2000,

comparecio Randall W. Gentry

, aquien conozco y
de quien me consta que firmd el anterior documento, y
quien debidamente juramentado declaré y dijo que él
es el Presidente
de U.T. Research Foundation
la compaiia nombrada en el documento que
antecede, una sociedad debidamente organizada y
existente conforme a las leyes del Estado de , Ternessee
Estados Unidos de Ameérica, domiciliada en la

ciudad de Knoxville,
Condado de Knox

Estado de Tennessee ;
Estados Unidos de América,

legalmente constituida para un periodo de duracion

que aun no ha terminado, que ejerce su objeto social;
conforme a las leyes del
Estado de Tennessee

Estados Unidos de América;

que el declarante esta autorizado por dicha Compaiia
para conferir este poder; que el sello estampado por él
al pie de tal poder, en nombre y en representacién de
la expresada Compaiiia, es el sello oficial de ella; y
que el objeto para el cual se confiere este instrumento
esta comprendido dentro del de la sociedad.

El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en ,
Estado de Tennesse , con fecha abril 11492003 y
certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracion juramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Ptiblico).
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NOTARIAL CERTIFICATE (CORP

United States of America
State of{ss Tennessee,

Countyof Yanow

On this LotV day of O A-ovmen— . 2010

“ Prandall (o Genthre
personally came, to me known, and known to me to be

the person who signed the foregoing instrument, who

being by me duly sworn did depose and say that he is
the Yresidenct

- .
of LT, 1%L‘;.LQ_V‘(_\“\ {'-DL/L"\%L«O..‘&'LCF.—‘

the company named within, a Corporation organized
and existing under the laws of the

State of Tevrinessee.

United States of America, .

domiciled at the City of K—noxuiiie

Countyof K. oy

State of TennesSee.

United States of America,

legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate purposes
according to the laws of the State

of Ternnegocse e

United States of America;,

that the deponent is authotized by said Confpany to
confer this power o}a torney; that the séal affixed
hereunto by the ;ieponent in the en/ame and or;/behﬁf of
said Corpo?tion is the corporgte seal theregf;"and that
the purpos for which this/ins’trument is/granted is
included within the carperate purposes of the
Cempany. 0 (0 evporaXie

The undersigned Notary Public has seen the articles of
Incorporation of said Corporation executed at

Stateof Tenne<see,
under date of RPV:LL— 14,2003

and hereby certifies that under the laws of said State
the foregoing acknowledgment is sufficient proof that
the facts therein contained are true, which he attests.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2010-12-03-705
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2 ha sido firmado por T. Wallace

actuando como Funcionario que Certifica

4. lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Certificado
en Washington, D.C. 6. el 22 de noviembre de 2010
7.

por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos _

8. No. 11006422-11

9. Sello/Estampilla; 10.  Firma: (ilegible)

Departamento de Estado Patrick O. Hatchett
Estados Unidos de América

TRADUCTORA OFICIAL
#ES. 2177/89 MINJUSTICIA

{

“ANTTA ESCOBAR DE TAMAYO

{JLLCCO: 260207.DOC v 1}
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

01 de noviembre de 2010

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTO SE ENCUENTRA UNA COPIA

FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
REGISTRADO EL 31 DE AGOSTO DE 2009.

Sello del Departamento de Comercio Por Autoridad del

Oficina de Patentes y Marcas de los Subsecretario de Comercio para

Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de

la Oficina de Patentes y Marcas
(firma: ilegible)

T. WALLACE

Funcionario que Certifica

{ILLCCO' 260207.D0C v 112



TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1

Version Hoja Estilo v1.1

TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO
NATURALEZA DEL TRASPASO TRASPASO

DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre Fecha de Ejecucion
Dale B Schenk 07/22/2009
Peter A Seubert 07/17/2009
DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: Elan Pharmaceuticals, Inc.

Direccion: 800 Gateway Boulevard

Ciudad: South San Francisco

Estado/Pais: CALIFORNIA

Codigo Postal: 94080

Total NUMEROS PROPIEDAD: 1

Tipo de Propiedad Numero

Numero de la Solicitud: 61095932

DATOS DE CORRESPONDENCIA

Numero Fax: (703)770-7901

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.

{JLLCCO: 260207 DOC v.1)3




Teléfono: 703-770-7944

| Email: thomas.cawley@pillsburylaw.com
Nombre Corresponsal: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.
Direccion Linea 1. Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP
Direccién Linea 2: 1650 Tysons Blvd

Direccion Linea 4: McLean, VIRGINA 22102

NUMERO EXPEDIENTE APODERADO: 021452-0373686

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Total anexos: 6

fuente=Traspaso — Elan inventores#page1..tif
fuente=Traspaso — Elan inventores#page?2 tif
fuente=Traspaso — Elan inventores#page3.tif
fuente=Traspaso — Elan inventores#page4 tif
fuente=Traspaso — Elan inventores#page5.tif

fuente=Traspaso — Elan inventores#page6.tif

500950625 PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0649

{JLLCCO: 260207.D0C v.114



Expediente No. 021452-0373686

Patente

Traspaso de Invencion

En consideracion del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por el presente,

CEDENTE:

(1)  Nombre Completo del Inventor: Dale B. Schenk
Residencia: 1542 Los Altos Drive, Burlingame, California 94010
Estados Unidos de América

Ciudadania: Estados Unidos de América

(2) Nombre Completo del Inventor: Peter A. Seubert
Residencia: 801 Castro Street, San Francisco, California 94114
Estados Unidos de América

Ciudadania: Estados Unidos de América

por el presente confirmo que con vigencia desde el 10 de septiembre de 2009, el
CEDENTE vende, traspasa y transfiere al CESIONARIO:

Elan Pharmaceuticals, Inc.
800 Gateway Boulevard
South San Francisco
California 94080

Estados Unidos de América

HLLCCO: 260207 DOC v.1)5




y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todo
derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y

en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los derechos para reivindicar

prioridad, en y de la invencion llamada:
TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS
e inventada por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

y la cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los EE.UU. No. 61/095.932
presentada el 10 de septiembre de 2008.

[ ]  Yo/nosotros el CEDENTE que firmamos a continuacion, por el presente
autorizamos y solicitamos la insercion anterior del numero y fecha de
presentacion de la solicitud, cuando se conozcan,

<]y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente, y en y para todas las Patentes de Invencion que
se obtengan para dicha invencién por la solicitud anteriormente mencionada o
cualquiera provisional, no provisional, continuacién, divisional, renovaciéon o

sustituto de la misma, y en cuanto a Patente de Invencion cualquier reexpedicion
o re-examen de la misma.

ElI CEDENTE por el presente conviene que ningln traspaso, venta, acuerdo

0 gravamen ha sido hecho o se hara o se celebrara que entre en conflicto con
este traspaso.

{JLLCCO: 260207.D0C v 116



El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes por y a recibir
Patente de Invencion para dicha invencion en cualquiera de dichos paises en su

propio nombre o en el nombre del CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencion y, en cualquier
Patente de Invencion que pueda expedirse por lo tanto y, en cualquier momento, a
solicitud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en
cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y ejecutar todos
los documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencion o cualquier Patente de Invencion que pudiese otorgarse por lo
tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y
que, en cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar
cualquier continuacién, continuacion en parte, divisional, renovacion o sustituto de
la misma, y en cuanto a Patentes de Invencion y reexpedicion o reexamen de la
misma, o cualquier solicitud adicional de Patente de Invencién para dicha
invencion o parte de la misma, todas las solicitudes y cualquier Patente de
Invencién sobre ella por el presente se traspasa al CESIONARIO, y hara todos los
juramentos o declaraciones legitimas y hara todos los actos legales requeridos
para procurar las mismas, sin mas compensacion, pero a expensas del

CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios u otros representantes legales.
El CEDENTE autoriza y le solicita al Comisionado de Patentes que expida

cualquiera y toda Patente de Invencion de los Estados Unidos para dicha

invencion, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas
a su CESIONARIO.

(firma: ilegible) 17 de julio de 2009

LLECO: 260207 DOC v.1)7




Peter A. Seubert Fecha

Traspaso de Invencion

Solicitud Provisional

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0652

(firma: ilegible) 22 de julio de 2009
Dale B. Schenk Fecha

Traspaso de Invencién

Solicitud Provisional

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0653

{JLLCCO: 260207.DOC v 1}8



RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS FINES DE CALIFORNIA.

Estado de California )

)
Condado de San Mateo )

El 17 de julio de 2009, ante mi, Elizabeth Risner, Notario Publico, comparecié

personalmente Peter A. Seubert quien me demostr6 con base en evidencia
satisfactoria que es la persona cuyo nombre esta
suscrito en el documento adjunto y reconocid

ante mi que él firmo el mismo como persona

Elizabeth Risner autorizada, y que por medio de su firma en el
Nombramiento # 1643204 documento la persona o la entidad en nombre de
Notario Publico — California . . e
Condado de San Mateo quien la persona actuo, firmo el documento.
Mi Nombramiento Expira Certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo las
4 de febrero de 2010 S ;
leyes del Estado de California que el parrafo

anterior es fiel y correcto.
TESTIFICA mi firma y sello coficial.
(Colocar Sello Notarial Arriba)  Firma: (ilegible)
Firma del Notario Publico

OPCIONAL

Aunque la informacién que aparece a continuacion no se requiere por ley, puede

ser valiosa para las personas que dependan del documento y puede evilar la
remocion y adhesion fraudulenta de esta forma a otro documento.

Descripcion del Documento Adjunto

Titulo o Tipo de Documento: Traspaso

Fecha del Documento: Numero de Paginas:
Signatario(s) Diferente al Nombrado Arriba:

Competencia Reivindicada por el Signatario(s)

Nombre del Signatario:

{JLLCCO: 260207.D0C v.1)9




Persona Natural

Funcionario Corporativo — Cargo(s):

HUELLA PULGAR
DERECHO

Socio—- [ ] Limitado [ ] General
Apoderado

Fiduciario
Guardian o Conservador
Otro:

ODOOo00oDoOxX U

El Signatario es Representante de:

Punta del pulgar acé

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 3 de diciembre de
2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

AN

RES. 2 177/89 MINJUSTICIA

ITA CSCOBAR DE TAMAYO

{JLLCCO: 260207.00C v 1) 10



Ol

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by T. Wallace

2

. acting in the capacity of Certifying Officer

. bears the seal/stamp of  U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the twenty-second of November, 2010

. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 11006427-11

9. Seal/Stamp: 10. Signature:

¥
Patrick O. I




TO) ALL, TO WILOMTHESE; PRESENTS; SHALL, COMAL

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

November 01,2010 ;‘f
LA
THIS 1S TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE %

RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
AUGUST 31, 2009.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

g gt lla €¢
Certifying Officer
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PATENT ASSIGNMENT

¢ Version v1.1
et Version v1.1

SSION TYPE: NEW ASSIGNMENT

-lQE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT

[EYING PARTY DATA

Name

| Execution Date

2 B Schenk

|07/22/2009

er A Seubert

Jlo7/17/2009

CEIVING PARTY DATA

ame: ”Elan Pharmaceuticals, Inc.

treet Address: ”800 Gateway Boulevard

ity ]‘Soulh San Francisco

state/Country: CALIFORNIA

Postal Code: 94080

PROPERTY NUMBERS Total: 1

Property Type Il Number

Application Number: |61005932

| CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (703)770-7901

Correspondence will be sent via US Mail when the fax atfempt is unsuccessful.
Phone: 703-770-7944

Email: thomas.cawley@pillsburylaw.com

Correspondent Name: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Address Line 1: Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP

Address Line 2: 1650 Tysons Blvd

Address Line 4: MclLean, VIRGINIA 22102

ATTORNEY DOCKET NUMBER: 021452-0373686

NAME OF SUBMITTER: Thomas A. Cawley, Jr., Ph.D.

Tolal Attachments: 6
source=Assignment - Elan inventors#page1.tif
source=Assignment - Elan inventorsitpage?2_tif
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Docket No: 021452-0373686
' Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1) Full Name of Inventor: Dale B. Schenk
Residence: 1542 Los Alos Drive, Burlingame, California 84010
United States of America
Citizenship: United States of America

(2) Full Name of Inventor; Peter A. Seubert
Residence: 801 Castro Street, San Francisco, California 94114,
United States of America
Citizenship: United States of America

hereby confirms that, effective as of September 10, 2008, ASSIGNOR sells, assigns and
transfers to ASSIGNEE:

Elan Phaimaceuticals, Inc.,
800 Gateway Boulevard
South San Francisco
California 94080

United States of America

Page 1 0of 4 : Assignment of Invention
Provisional Application
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Docket No: 021452-0373686
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF AMYLOIDOSIS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

which is found in U.S. Provisional Application No. 61/095,932 filed on September 10, 2008.

[] Iwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the applicafon number and filing date, when they become known,

and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently fited provisional, nenprovisional, continuation, divisional, renewd, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof,

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said counfries in its own name, or in ASSIGNOR's name,
atits election.

ASSIGNOR covenants and agrees o execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute al papers that may be
necessary or desirable to peffect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal represenfatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

ASSIGNOR authorizes and requesk the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

Page 2 of 4 : Assignment of Invention
Provisional Application
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Docket No: 021452-0373686
Patent

144 Jubed oty 2mg

 Peter A. Seubert Date

Page 4 of 4 Assignment of Invention
Provisional Application
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Docket No: 021452-0373686
Patent

(T s .02, 9009

' “Dale B. Schenk Date

Page 3 of 4 Assignment of Invention
Provisional Application

PATENT
REEL: 023172 FRAME: 0653



LIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT

lte of California

h

unty of San Mateo

i July 17, 2009

before me, Q\Wl’m“ﬂ Q’li":—j\f\g L AG’}O\M PV\Hl‘C, personally

Date

Yokt k.

Insert Nama and Title of Officery

Syt

Ppeared

Name(s) of Signer(s)

ELIZABETH RISNER
Commission # 1643204
Nofary Public - Callfoinla &
$an Mateo County [
My Comm. Explres Feb 4, 2010

(Place Notary Seal Above)

OPTIONAL

?

who proved to me on the basis of satisfactory evidence
to be the person{s} whose namefs} isfare subscribed
to the within instrument and acknowledged to me that
hefshefthey executed the same in hisfherftheir
authorized capacityfies}, and that by histher/their
signature{s} on the instrument the person{s}, or the
entity upon behalf of which the person{s} acted,
executed the Instrument,

I certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of

the State of California that the foregoing paragraph is
true and correct,

WITNESS my hand and official seal.

o Dok

Signa\:\:v]re of Notary Public

Though the information below Is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document and could prevent
fraudulent removal and reattachment of this form to another document.

Description of Attached Document

Title or Type of Document:

Document Date:

Signer(s) Other Than Named Above:

A%\a\,n AN

Number of Pages:

Capacity(ies) Claimed by Signer(s)

Signer's Name:

Signer's Name:
0 Individual

O Individual

[ Corporate Officer—Tltle(s):
[ Partner- O Limited O General

RIGHL ) HUABPRINT

[ Corporata Officar—Title(s):

O Partner— [ Limited 0 Ganeral RIH (T T U AHDRINT

[ Attorney in Fact Ol SIGNER [ Atomey in Fact Ol sItNL
(1 Trustee - O Trustee

I'op of thumb here e
O Guardian or Conservator [J Guardian or Conservator Top of thumb here
O Other: 0O Other:

Signer Is Representing:

Signer is Representing

PATENT
REEL: 023172 FRAME: 0654
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:e of California }

inty of San Mateg

July 22, 2009 before me, (\\ 'lf\lf\dh Q’ 1NN '\\'{,]LW\. , personally

Date

Insert Name and Title of Officer

e Dole B Schenk

Name(s) of Slgner(s)

ELIZABETH RISNER
Commission # 1643204

Notary Public - Calfornia §
san Maleo County
My Comm, Explres Feb 4, 201

(Place Notary Seal Above)

OPTIONAL

r

who proved to me on the basis of satisfactory evidence
to be the person{s} whose name{s)} isfare subscribed
to the within instrument and acknowledged to me that
hefshefthey executed the same in hisfherftheir
authorized capacity{ies}, and that by histherftheir
signature{s;} on the instrument the person{s}, or the
entity upon behalf of which the person{s} acted,
executed the instrument.

1 certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of

the State of California that the foregoing paragraph is
true and correct.

WITNESS my hand and official seal.

o 205 0%

Slgnatl‘\re of Notary Fublic

Though the Information below is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document and could prevent
fraudulent removal and reattachment of this form to another document.

Description of Attached Document B “/

ot
Title or Type of Document: 1S3 0}‘{\\;“[\ LYy
Document Date: Number of Pages:

Signer(s) Other Than Named Above:

Capacity(ies) Claimed by Signer(s)

Signer's Name:

Signer's Name:

0O Individuat
O Corporate Officer—Title(s):

1 Indlvidual

O Partner-- O Limited O General
O Attorney In Fact

Dl SIGNIER

RIGHTTHUMBERIN

[1 Corporate Officer—Title(s):
0O Partner-- O Limited O General
{1 Attorney in Fact

RIGITETHCAsBPRING
8100 [ $3 Bt

O Trustee O Trustee

Top of thumb heee . -
O Guardian or Conservator [0 Guardian or Consarvator Lop of thumb here
O Cther: [ Other:

Signer is Representing:

Signer Is Representing

RECORDED: 08/31/2009
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TRADUCCION OFICIAL No. 2010-12-03-709
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2 ha sido firmado por T. Wallace

actuando como Funcionario que Certifica

4. lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Certificado

5. en Washington, D.C. 6. el 22 de noviembre de 2010

7.

por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos

8. No. 11006422-15

9. Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)

Departamento de Estado Patrick O. Hatchett
Estados Unidos de Ameérica

~

) "ADUCTORA OFICIAL
iS5 2177/89 MINJUSTICIA

)

LA ESCOBAR DE TAMAYO

(JLLCCO: 260297.DOC v.1}
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

01 de noviembre de 2010

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTO SE ENCUENTRA UNA COPIA

FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
REGISTRADO EL 31 DE AGOSTO DE 2009.

Sello del Departamento de Comercio Por Autoridad del
Oficina de Patentes y Marcas de los Subsecretario de Comercio para
Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de

la Oficina de Patentes y Marcas
(firma: ilegible)

T. WALLACE

Funcionario que Certifica

{JLLCCO: 260297.DOC v.1)2



TRASPASO DE PATENTE

Version Electrdnica v1.1

Versiéon Hoja Estilo v1.1

TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO
NATURALEZA DEL TRASPASO TRASPASO

DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre Fecha de Ejecucion
Dale B Schenk 07152/2009

Peter A Seubert 07/17/2009

Jose W Saldanha 07/15/2009

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: Elan Pharmaceuticals, Inc.
Direccion: 800 Gateway Boulevard
Ciudad: South San Francisco
Estado/Pais: CALIFORNIA
Caodigo Postal: 94080
Total NUMEROS PROPIEDAD: 1
Tipo de Propiedad Numero
Ndmero PCT: US0888493
DATOS DE CORRESPONDENCIA
Numero Fax: (703)770-7901

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.

{JLLCCO: 260297.D0C v.1 |3




Teléfono: 703-770-7944

Email: thomas.cawley@pillsburylaw.com

Nombre Corresponsal: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Direccién Linea 1: Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP

Direccion Linea 2: 1650 Tysons Blvd

Direccion Linea 4: McLean, VIRGINA 22102

NUMERO EXPEDIENTE APODERADO: 021452-0376734

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Total anexos: 5

fuente=Traspaso#page1 tif
fuente=Traspaso#page?2 tif
fuente=Traspaso#page3.tif
fuente=Traspaso#page4 tif

fuente=Traspaso#page5. tif

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0702
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Expediente No. 021452-0376734

Patente

Traspaso de invencion

En consideracion del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por el presente,

CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: Dale B. Schenk
Residencia: 1542 Los Altos Drive, Burlingame, California 94010
Estados Unidos de América

Ciudadania: Estados Unidos de América

(2)  Nombre Completo del Inventor: Peter A. Seubert
Residencia: 801 Castro Street, San Francisco, California 94114
Estados Unidos de Ameérica

Ciudadania: Estados Unidos de América

(3) Nombre Completo del Inventor: Jose W. Saldanha
Residencia: 21 Fillebrook Avenue, Enfield, Middlesex EN1-3BD
Reino Unido

Ciudadania: Reino Unido

por el presente confirma que con vigencia desde el 29 de diciembre de 2008, el
CEDENTE vende, traspasa y transfiere al CESIONARIO:

Elan Pharmaceuticals, Inc.

{JLLCCO 260297 DOC v 1}



800 Gateway Boulevard
South San Francisco
California 94080

Estados Unidos de América

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todo
derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y
en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los derechos para reivindicar
prioridad, en y de la invencion llamada:

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS
e inventada por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

y la cual se encuentra en la Solicitud Internacional No. PCT/US2008/088493
presentada el 29 de diciembre de 2008.

[l  Yo/nosotros el CEDENTE que firmamos a continuacién, por el presente

autorizamos y solicitamos la insercion anterior del numero y fecha de

presentacion de la solicitud, cuando se conozcan,

]y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente, y en y para todas las Patentes de Invencion que
se obtengan para dicha invencién por la solicitud anteriormente mencionada o
cualquiera provisional, no provisional, continuacién, divisional, renovaciéon o

sustituto de la misma, y en cuanto a Patente de Invencién cualquier reexpedicion
o re-examen de la misma.

{JLLCCO. 260297.DOC v | |6



EI CEDENTE por el presente conviene que ninguln traspaso, venta, acuerdo

0 gravamen ha sido hecho o se hara o se celebrara que entre en conflicto con
este traspaso.

El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes por y a recibir
Patente de Invencidn para dicha invencion en cualquiera de dichos paises en su

propio nombre o en el nombre del CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencion y, en cualquier
Patente de Invencion que pueda expedirse por lo tanto y, en cualquier momento, a
solicitud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en
cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y ejecutar todos
los documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencion o cualquier Patente de Invencion que pudiese otorgarse por lo
tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y
que, en cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar
cualquier continuacion, continuacion en parte, divisional, renovacion o sustituto de
la misma, y en cuanto a Patentes de Invencion y reexpedicion o reexamen de la
misma, o cualquier solicitud adicional de Patente de Invencion para dicha
invencion o parte de la misma, todas las solicitudes y cualquier Patente de
Invencion sobre ella por el presente se traspasa al CESIONARIO, y hara todos los
juramentos o declaraciones legitimas y hara todos los actos legales requeridos
para procurar las mismas, sin mas compensacion, pero a expensas del

CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y le solicita al Comisionado de Patentes que expida

cualquiera y toda Patente de Invencion de los Estados Unidos para dicha

{JLLCCO: 260297.DOC v.| 17



invencién, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas

a su CESIONARIO.

(firma: ilegible)
Dale B. Schenk

(firma: ilegible)

Peter A. Seubert

firma: ilegible)
Jose W. Saldanha

REGISTRADO: 08/31/2009

22 de julio de 2009

Fecha

Traspaso de Invencion
Solicitud Provisional

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0705

17 de julio de 2009

Fecha

Traspaso de Invencion
Solicitud Provisional

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0706

15 de julio de 2009

Fecha

Traspaso de Invencion
Solicitud Provisional

PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0707

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 3 de diciembre de
2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

~ TRADUCTORA OFICIAL
=ES. 2177/89 MINJUSTICIA
. v i

ANITA,ESCOBAR,BE TAMAYO db
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

United States of America

This public document

. has been signed by T. Wallace

. acting in the capacity of Certifying Officer

bears the seal/stamp of ~ U.S. Patent and Trademark Office

Certified

at Washington, D.C.

. the twenty-second of November, 2010

by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

No. 11006422-15
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United States Patent and Trademark Office

November 01, 2010
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Vi RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON

AUGUST 31, 2009.

By Authority of the
Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office
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Certifying Officer
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Docket No: 021452-0376734
Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable

consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

M

Full Name of Inventor; Dale B. Schenk

Residence: 1542 Los Altos Drive, Burlingame, California 94010
United States of America
Citizenship: United States of America

Full Name of [nventor: Peter A. Seubert

Residence: 801 Castro Street, San Francisco, California 94114,
United States of America

Citizenship: United States of America

©)

Full Name of Inventor: José W, Saldanha

Residence: 21 Fillebrook Avenue, Enfield, Middlesex EN1-3BD
United Kingdom

Citizenship: United Kingdom

hereby confirms that, effective as of December 29, 2008, ASSIGNOR sells, assigns and
transfers to ASSIGNEE:

Elan Phamaceuticals, Inc.
800 Gateway Boulevard
South San Francisco
California 94080

United States of America

Page 1 of 5 Assignment of Invention
International Patent Application

PATENT
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Docket No: 021452-0376734
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF AMYLOIDOSIS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

a which are found in International Applicaion No. PCT/US2008/088493 filed on December
29, 2008.

[] lVwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

< and any legal equivalent thereof in a foreign county,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewd, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said counfries in its own name, or in ASSIGNOR's hame,
atits election.

ASSIGNOR covenants and agrees o execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention andany Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute al papers that may be
necessary or desirable to peifect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representtives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful caths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

ASSIGNOR authorizes and request the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

Page 2 of 5 Assignment of Invention
International Patent Application

PATENT
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Docket No: 021452-0376734
Patent
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Dale B. Schenk Date
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Page 3 of 5 Assignment of Invention
International Patent Application
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Docket No: 021452-0376734

Patent
ﬁ%/ Guka]  Jo 4/ ) 2007
PeterA Seubert Date
Page 4 of 5 Assignment of Invention

International Patent Application
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Docket No: 021452-0376734

Patent
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j gz /5 July 229
i José W. Saldanha  _[—" Date ~J
Page5of5 Assignment of invention
International Patent Application
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TRADUCCION OFICIAL No. 2010-12-03-710
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por T. Wallace

actuando como Funcionario que Certifica

lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Certificado

en Washington, D.C. 6. el 22 de noviembre de 2010

por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos

No. 11006422-14

Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
Departamento de Estado Patrick O. Hatchett
Estados Unidos de América
'RADUCTORA OFICIAL —
S 2177/89 MINJUSTICIA

P

 ANITA ESCOBAR DE TAMAVO
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
22 de septiembre de 2010
POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTO SE ENCUENTRA UNA COPIA

FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
REGISTRADO EL 17 DE AGOSTO DE 2010.

Sello del Departamento de Comercio Por Autoridad del
Oficina de Patentes y Marcas de los Subsecretario de Comercio para
Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de

la Oficina de Patentes y Marcas
(firma: ilegible)

T. WALLACE

Funcionario que Certifica
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TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1

Version Hoja Estilo v1.1

TIPO DE PRESENTACION

NUEVO TRASPASO

NATURALEZA DEL TRASPASO |TRASPASO

DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre

Fecha de Ejecucion

Jonathan WALL

08/10/2010

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH FOUNDATION
Direccion: 600 HENLEY STREET
Direccion interna: SUITE 211
Ciudad: KNOXVILLE
Estado/Pais: TENNESSEE
Cadigo Postal: 37996
Total NUMEROS PROPIEDAD: 2
Tipo de Propiedad Numero
Numero de la Solicitud: 11966988
Numero de la Solicitud: 61007544

DATOS DE CORRESPONDENCIA
Nuamero Fax: (703)918-2240

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exiloso.
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Telefono: 703-394-2210
Email: t.cawley@wcsr.com

Nombre Corresponsal: Womble Carlyle Sandridge & Rice, PLLC

Direccion Linea 1: P.O. BOX 7037

Direccion Linea 4: Atlanta, GEORGIA 30357-0037

NUMERO EXPEDIENTE APODERADO: E090 2020-P2

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Total anexos: 3

fuente=E090_1020 P2 UTRF_Trapaso#page1 tif
fuente=E090 1020 P2 UTRF _ Trapaso#page?2. tif
fuente=E090_1020_P2_ UTRF_Trapaso#page3.tif

PATENTE
REEL: 024849 FRAME: 0397

{JLLCCO 260309 DOC v 114



Expediente No. E090 1020.P2

Patente
Traspaso de Invencion

En consideracion del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por el presente,
CEDENTE:

Nombre Completo del Inventor: Jonathan Wall

Residencia: 1216 Harrington Drive

Knoxville, Tennessee 37922
Estados Unidos de América

Ciudadania: Reino Unido

por el presente confirmo que con vigencia desde el 29 de diciembre de 2008, el
CEDENTE vende, traspasa y transfiere al CESIONARIO:

University of Tennessee Research Foundation

600 Henley Street, Suite 211

Knoxville, Tennessee 37996

Estados Unidos de América

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todo
derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y
en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los derechos para reivindicar
prioridad, en y de la invencion llamada:

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

e inventada por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

{JLLCCO: 260309.DOC v. 1 :5



y la cual se encuentra en la Solicitud No Provisional de los EE.UU. No. 11/966.988

presentada el 28 de diciembre de 2007 y la cual fue convertida a Solicitud
Provisional de los EE.UU. No. 61/007.544.

[ | Yo/nosotros el CEDENTE que firmamos a continuacion, por el presente
autorizamos y solicitamos la insercion anterior del numero y fecha de
presentacion de la solicitud, cuando se conozcan,

y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente, y en y para todas las Patentes de Invencion que
se obtengan para dicha invencion por la solicitud anteriormente mencionada o
cualquiera provisional, no provisional, continuacién, divisional, renovacion o

sustituto de la misma, y en cuanto a Patente de Invencidon cualquier reexpedicion
o re-examen de la misma.

EI CEDENTE por el presente conviene que ningun traspaso, venta, acuerdo

o gravamen ha sido hecho o se hara o se celebrara que entre en conflicto con
este traspaso.

El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes por y a recibir
Patente de Invencidon para dicha invencion en cualquiera de dichos paises en su
propio nombre o en el nombre del CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencion y, en cualquier
Patente de Invencion que pueda expedirse por lo tanto y, en cualquier momento, a

solicitud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en
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cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y ejecutar todos
los documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencion o cualquier Patente de Invencion que pudiese otorgarse por lo
tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y
que, en cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar
cualquier continuacién, continuacion en parte, divisional, renovacion o sustituto de
la misma, y en cuanto a Patentes de Invencidn y reexpedicion o reexamen de la
misma, o cualquier solicitud adicional de Patente de Invencion para dicha
invencion o parte de la misma, todas las solicitudes y cualquier Patente de
Invencién sobre ella por el presente se traspasa al CESIONARIO, y hara todos los
juramentos o declaraciones legitimas y hara todos los actos legales requeridos
para procurar las mismas, sin mas compensacion, pero a expensas del

CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y le solicita al Comisionado de Patentes que expida
cualquiera y toda Patente de Invencion de los Estados Unidos para dicha
invencion, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas
a su CESIONARIO.

(firma: ilegible) 8/10/10
Jonathan Wall Fecha
Traspaso de Invencion
Solicitud Provisional

REGISTRADO: 08/17/2010 PATENTE
REEL: 024849 FRAME: 0400

Traducido segun mi mejor saber y enlender, este dia 3 de diciembre de
2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

-. zﬁi".DUCTORA OFICIAL
~ES. 2177/89 MINJUsTICIA
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ANITA ESCOQ:BQ,'\ 2
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by T. Wallace

3. acting in the capacity of Certifying Officer

bears the seal/stamp of  U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the twenty-second of November, 2010

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 11006422-14

9. Seal/Starv

-

Patr{ék . Hatchett




UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

September 22, 2010

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
AUGUST 17,2010.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
~and Director of the United States Patent and Trademark Office

; j L s tc
" WALLACE

Certifying Officer
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Docket No: E090 1020.P2
Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
! consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

Full Name of Inventor: Jonathan Wall

Residence: 1216 Harrington Drive,
Knoxville, Tennessee 37922
United States of America

Citizenship: United Kingdom

hereby confirms that, effective as of December 28, 2007, ASSIGNOR sells, assigns and
transfers to ASSIGNEE:

University of Tennessee Research Foundation
600 Henley Street, Suite 211

Knoxville, Tennessee 37996

United States of America

Page 1 of 3 Assignment of Invention
Provisional Application

PATENT
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Docket No: E090 1020.P2
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF AMYLOIDOSIS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

which is found in U.S. Non-Provisional Application No. 11/966,988 filed on December 28,
2007 and was converted to U.S. Provisional Application No. 61/007,544.

[J Iwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR's name,
at its election.

ASSIGNOR covenants and agrees {o execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

Page 2 of 3 Assignment of Invention
Provisional Application

PATENT
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Docket No: E090 1020.P2

Patent
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Jonathar(j)all Date LI

Page 3 of 3 Assignment of Invention
Provisional Application
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TRADUCCION OFICIAL No. 2010-12-03-706
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2 ha sido firmado por T. Wallace
actuando como Funcionario que Certifica
4. lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Certificado
en Washington, D.C. 6. el 22 de noviembre de 2010

F por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos

8. No. 11006422-12

9. Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
Departamento de Estado Patrick O. Hatchett
Estados Unidos de América

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

T ANITA E3COBAR DE TAMAYO
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

22 de septiembre de 2010

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTO SE ENCUENTRA UNA COPIA
FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
REGISTRADO EL 31 DE AGOSTO DE 2009.

Sello del Departamento de Comercio Por Autoridad del
Oficina de Patentes y Marcas de los Subsecretario de Comercio para
Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de

la Oficina de Patentes y Marcas
(firma: ilegible)

T. WALLACE

Funcionario que Certifica
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TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1

Version Hoja Estilo v1.1

TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO
NATURALEZA DEL TRASPASO TRASPASO

DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre Fecha de Ejecucion
Jonathan Wall 07/13/2009
DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: University of Tennessee Research Foundation
Direccion: 600 Henley Street, Suite 211

Ciudad: Knoxville

Estado/Pais: TENNESSEE

Codigo Postal: 37996

Total NUMEROS PROPIEDAD: 1

Tipo de Propiedad Numero

Numero de la Solicitud: 61095932

DATOS DE CORRESPONDENCIA

Numero Fax: (703)770-7901

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.
Telefono: 703-770-7944

Email: thomas.cawley@pillsburylaw.com
Nombre Corresponsal: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.
Direccion Linea 1: Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP
Direccion Linea 2: 1650 Tysons Blvd

Direccion Linea 4 McLean, VIRGINA 22102
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Expediente No. 021452-0373686

Patente

Traspaso de Invencion

En consideracion del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por el presente,

CEDENTE:

(1)  Nombre Completo del Inventor: Jonathan Wall
Residencia: 1216 Harrington Drive, Knoxville, Tennessee 37922
Estados Unidos de América

Ciudadania: Reino Unido

por el presente confirmo que con vigencia desde el 10 de septiembre de 2009, el
CEDENTE vende, traspasa y transfiere al CESIONARIO:

University of Tennessee Research Foundation
600 Henley Street, Suite 211
Knoxville, Tennessee 37996

Estados Unidos de América

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todo
derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y
en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los derechos para reivindicar

prioridad, en y de la invencion llamada:

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

e inventada por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

{JLLCCO: 260252.D0C v.1} 5



NUMERO EXPEDIENTE APODERADO:

021452-0373686

NOMBRE DEL PRESENTADOR:

Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

Total anexos: 3
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PATENTE
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y la cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los EE.UU. No. 61/095.932

presentada el 10 de septiembre de 2008.

(] Yo/nosotros el CEDENTE que firmamos a continuacion, por el presente
autorizamos y solicitamos la insercion anterior del nimero y fecha de
presentacion de la solicitud, cuando se conozcan,

y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente, y en y para todas las Patentes de Invencion que
se obtengan para dicha invencién por la solicitud anteriormente mencionada o
cualquiera provisional, no provisional, continuacién, divisional, renovacién o

sustituto de la misma, y en cuanto a Patente de Invencion cualquier reexpedicion
o re-examen de la misma.

ElI CEDENTE por el presente conviene que ningun traspaso, venta, acuerdo

o gravamen ha sido hecho o se hara o se celebrara que entre en conflicto con
este traspaso.

El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes por y a recibir
Patente de Invencion para dicha invencion en cualquiera de dichos paises en su

propio nombre o en el nombre del CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencién y, en cualquier
Patente de Invencion que pueda expedirse por lo tanto y, en cualquier momento, a

solicitud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en

cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y ejecutar todos

(JLLCCO. 260252 DOC v 116



los documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencion o cualquier Patente de Invencidén que pudiese otorgarse por lo
tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y
que, en cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar
cualquier continuacién, continuacion en parte, divisional, renovacion o sustituto de
la misma, y en cuanto a Patentes de Invencién y reexpedicion o reexamen de la
misma, o cualquier solicitud adicional de Patente de Invencion para dicha
invencion o parte de la misma, todas las solicitudes y cualquier Patente de
Invencion sobre ella por el presente se traspasa al CESIONARIO, y hara todos los
juramentos o declaraciones legitimas y hara todos los actos legales requeridos
para procurar las mismas, sin mas compensacion, pero a expensas del

CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y le solicita al Comisionado de Patentes que expida
cualquiera y toda Patente de Invencion de los Estados Unidos para dicha

invencion, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas
a su CESIONARIO.

(firma: ilegible) 13 de julio de 2009
Jonathan Wall Fecha
Traspaso de Invencion
Solicitud Provisional
REGISTRADO: 08/31/2009 PATENTE
REEL: 023172 FRAME: 0687
Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 3 de diciembre de

2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

Ara, 2177/89 MINJUSTICIA

Qualafiote

i ]
#MITA ESCOBAR DE 1
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

2. has been signed by T. Wallace

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the twenty-second of November, 2010

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 11006422-12

9. Seal/Stapip:




ISE; PRESENTS, SHALL, COM®E:,

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

September 22, 2010

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
AUGUST 31, 2009.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

b
chanlg (e

Certifying Officer
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Docket No: 021452-0373686
Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

i
!

| (1)  Full Name of Inventor: Jonathan Wall

Residence: 1216 Harrington Drive, Knoxville, Tennessee 37922
United States of America

Citizenship: United Kingdom

(2) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(3) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(4) Full Name of Inventor:
Residence: '
Citizenship:

{6) Full Name of [nventor:
Residence:
Citizenship:

(6) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

hereby confirms that, effective as of September 10, 2008, ASSIGNOR sells, assigns and
transfers to ASSIGNEE:

University of Tennessee Research Foundation

600 Henley Street, Suite 211
Knoxville, Tennessee 37996 !
United States of America

Page 10f 3 Assignment of Invention
Provisional Application

PATENT
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Docket No: 021452-0373686
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,

including all rights to claim priority, in and to the invention entitied:;
TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF AMYLOIDOSIS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

which is found in U.S. Provisional Application No. 61/095,932 filed on September 10, 2008.

[l lwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

X and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disciosed therein, and’

inand to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any

subsequently filed provisicnal, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof,

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name,

at its election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent

issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do ali lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, ifs successors, assigns or other legal

representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid

applications to its ASSIGNEE.

Page 2 of 3 Assignment of Invention
Provisional Application
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TRADUCCION OFICIAL No. 2010-12-03-708
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

2 ha sido firmado por T. Wallace
3. actuando como Funcionario que Certifica
4. lleva el sello/estampilla de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE.UU.
Certificado
en Washington, D.C. 6. el 22 de noviembre de 2010
7.

por el Funcionario Asistente de Autenticaciones, Departamento de Estado
de los Estados Unidos
8. No. 11006422-10
9. Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
Departamento de Estado Patrick O. Hatchett:
Estados Unidos de América
TRADUCTORA OFICIAL -
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

>

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO

{JLLCCO: 260285.DOC v.1}
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

22 de septiembre de 2010

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTO SE ENCUENTRA UNA COPIA
FIEL DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO
REGISTRADO EL 09 DE AGOSTO DE 2010.

Sello del Departamento de Comercio Por Autoridad del
Oficina de Patentes y Marcas de los Subsecretario de Comercio para
Estados Unidos Propiedad Intelectual y Director de

la Oficina de Patentes y Marcas
(firma: ilegible)

T. WALLACE

Funcionario que Certifica

{JLLCCO: 260285 DOC v 1}2



TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1

Version Hoja Estilo v1.1

TIPO DE PRESENTACION TRASPASO CORRECTIVO
NATURALEZA DEL TRASPASO |Traspaso Correctivo para corregir el NUMERO PCT de
US0808849 a US0888493 anteriormente registrado en

Reel 024791 Frame 0872. ElI Cedente(s) por el presente
confirma el 501253444A.
DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre Fecha de Ejecucion
Jonathan WALL 07/30/2010
DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE
Nombre: UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH FOUNDATION
Direccion: 600 HENLEY STREET
Direccién interna: SUITE 211
Ciudad: KNOXVILLE
Estado/Pais: TENNESSEE
Cdédigo Postal: 37996
Total NUMEROS PROPIEDAD: 1
Tipo de Propiedad Numero
Numero PCT: US0888493
DATOS DE CORRESPONDENCIA
Numero Fax: (703)918-2240

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.

{JLLCCO" 260285 DOC v.1]3




Teléfono: 703-394-2210

Email: t.cawley@wcsr.com

Nombre Corresponsal: WOMBLE CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC
Direccion Linea 1: P.0O. BOX 7037

Direccion Linea 4: ATLANTA, GEORGIA 30357-0037

NUMERO EXPEDIENTE APODERADO: 63413.0005.1

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

‘Total anexos: 6

fuente=E090_1020PCT_TRASPASO_CORRECTIVO_PCTUS0888493#page.tif
fuente=E090_1020PCT_TRASPASO_CORRECTIVO PCTUS0888493#page?2.tif
fuente=E090 1020PCT TRASPASO CORRECTIVO PCTUS0888493#page3 tif
fuente=E090_1020PCT_TRASPASO_CORRECTIVO PCTUS0888493#paged.tif
fuente=E090_1020PCT_TRASPASO_CORRECTIVO PCTUS0888493#page5.tif
fuente=E090_1020PCT_TRASPASO_CORRECTIVO PCTUS0888493#page6.tif

PATENTE
REEL: 024809 FRAME: 0526

{JLLCCO: 260285.00C v.114



Sello
Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

Subsecretario de Comercio para Propiedad Intelectual y
Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

05 de agosto de 2010 PTAS *501253444A"

WOMBLE CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC
P.O. BOX 7037
ATLANTA, GA 30357-0037

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS
NOTIFICACION DE REGISTRO DE UN DOCUMENTO DE TRASPASO

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO REGISTRADO POR LA DIVISION DE
TRASPASOS DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS
UNIDOS. UNA COPIA MICROFILMADA COMPLETA ESTA DISPONIBLE EN LA
OFICINA DE BUSQUEDA DE TRASPASOS BAJO LOS NUMEROS DE REEL Y
FRAME CUYAS REFERENCIAS SE MENCIONAN MAS ADELANTE.

POR FAVOR REVISE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTA
NOTIFICACION. LA INFORMACION QUE CONTIENE ESTA NOTIFICACION DE
REGISTRO REFLEJA LOS DATOS QUE FIGURAN EN EL SISTEMA DE
TRASPASOS DE PATENTES Y MARCAS. SI USTED ENCUENTRA ERRORES
O TIENE ALGUNA PREGUNTA RELACIONADA CON ESTA NOTIFICACION,
PUEDE COMUNICARSE CON EL EMPLEADO CUYO NOMBRE FIGURA EN
ESTA NOTIFICACION EN EL TELEFONO 571-272-3350. POR FAVOR ENVIE
SU SOLICITUD DE CORRECCION A: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,

{JLLCCO: 260285.D0C v.1}5



MAIL STOP: ASSIGNMENT DIVISION SERVICES, P.O. BOX 1450,
ALEXANDRIA, VA 22313.

FECHA DE REGISTRO: 08/05/2010 REEL /FRAME: 024791/0872

NUMERO DE PAGINAS: 4

RESUMEN: TRASPASO DEL INTERES DEL CEDENTE(S) (VER DOCUMENTO PARA
DETALLES).

CEDENTE:

WALL, JONATHAN FECHA DEL DOCUMENTO: 07/30/2010
CESIONARIO:

UNIVERSITY OF TENNESEE RESEARCH FOUNDATION

600 HENLEY STREET
SUITE 211

KNOXVILLE, TENNESSEE 37996

NUMERO SERIAL: FECHA DE PRESENTACION: 07/21/2008

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EXPEDICION:
NUMERO PCT: US0888493

TITULO: COMPUESTOS QUIMICOS

TITULO: METODO DE ASIGNACION DE ANCHO DE BANDA PARA TRANSMISION
DE INFORMACION DE CALIDAD DE CANAL

SUCURSAL DE SERVICIOS DE TRASPASO
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

PATENTE
REEL: 024809 FRAME: 0528

{JLLCCO: 260285 DOC v.1)6



TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1 08/05/2010
Version Hoja Estilo v1.1 501253444
TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO

NATURALEZA DEL TRASPASO |TRASPASO

DATOS DE LA PARTE QUE TRASPASA

Nombre Fecha de Ejecucion

Jonathan WALL 07/30/2010

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: University of Tennessee Research Foundation
Direccion: 600 Henley Street, Suite 211
Direccién interna: Suite 211
Ciudad: Knoxville
Estado/Pais: TENNESSEE
Cddigo Postal: 37996
Total NUMEROS PROPIEDAD: 1
Tipo de Propiedad Numero
Numero PCT: US0888493
DATOS DE CORRESPONDENCIA
Numero Fax: (703)918-2240

La correspondencia sera enviada via US Mail cuando el intento por fax no sea exitoso.
Teléfono: 703-394-2210

Email: t.cawley@wcsr.com

Nombre Corresponsal: Womble Carlyle Sandridge & Rice, PLLC

Direccion Linea 1: P.0. BOX 7037

Direccion Linea 4. Atlanta, GEORGIA 30357-0037

NOMBRE DEL PRESENTADOR: Thomas A. Cawley Jr., Ph.D.

{JLLCCO 260285.00C v 1}7



| Total anexos: 3

| fuente=E090_1020PCT2_TRASPASO INVENTOR_A_UTRF_ejecutado#page1 tif
| fuente=E090_1020PCT2_TRASPASO_INVENTOR_A UTRF_ejecutado#page?.tif
fuente=E£090_1020PCT2_TRASPASO_INVENTOR_A_UTRF_ejecutado#page3.tif

PATENTE
REEL: 024809 FRAME: 0529
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Expediente No. E090 1020PCT2

Patente
Traspaso de Invencion

En consideracién del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por el presente,

CEDENTE:
(1) Nombre Completo del Inventor: Jonathan Wall
Residencia: 1216 Harrington Drive
Knoxville, Tennessee 37922
Estados Unidos de América
Ciudadania: Reino Unido

por el presente confirmo que con vigencia desde el 29 de diciembre de 2008, el
CEDENTE vende, traspasa y transfiere al CESIONARIO:

University of Tennessee Research Foundation
600 Henley Street, Suite 211
Knoxville, Tennessee 37996

Estados Unidos de América
y a los sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todo
derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y
en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los derechos para reivindicar

prioridad, en y de la invencion llamada:

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS DE AMILOIDOSIS

LILLCCO 260285 DOC v 139



e inventada por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

y la cual se encuentra en la Solicitud Internacional No. PCT/US2008/088493
presentada el 29 de diciembre de 2008.

[]  Yo/nosotros el CEDENTE que firmamos a continuacioén, por el presente
autorizamos y solicitamos la insercion anterior del nimero y fecha de
presentacion de la solicitud, cuando se conozcan,

< y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente, y en y para todas las Patentes de Invencion que
se obtengan para dicha invencion por la solicitud anteriormente mencionada o
cualquiera provisional, no provisional, continuacion, divisional, renovacién o

sustituto de la misma, y en cuanto a Patente de Invencidn cualquier reexpedicién
o re-examen de la misma.

ElI CEDENTE por el presente conviene que ningun traspaso, venta, acuerdo

o gravamen ha sido hecho o se hara o se celebrara que entre en conflicto con
este traspaso.

El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes por y a recibir

Patente de Invencién para dicha invencion en cualquiera de dichos paises en su
propio nombre o en el nombre del CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencion y, en cualquier
Patente de Invencion que pueda expedirse por lo tanto y, en cualquier momento, a
solicitud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en

(JLLCCO: 260285.00C v.1} 1 0



cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y ejecutar todos
los documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencion o cualquier Patente de Invencién que pudiese otorgarse por lo
tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y
que, en cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar
cualquier continuacion, continuacion en parte, divisional, renovaciéon o sustituto de
la misma, y en cuanto a Patentes de Invencién y reexpedicién o reexamen de la
misma, o cualquier solicitud adicional de Patente de Invencion para dicha
invencion o parte de la misma, todas las solicitudes y cualquier Patente de
Invencion sobre ella por el presente se traspasa al CESIONARIO, y hara todos los
juramentos o declaraciones legitimas y hara todos los actos legales requeridos
para procurar las mismas, sin mas compensacion, pero a expensas del

CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y le solicita al Comisionado de Patentes que expida
cualquiera y toda Patente de Invencién de los Estados Unidos para dicha

invencion, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas
a su CESIONARIO.

(firma: ilegible) 30 de julio de 2010
Jonathan Wall Fecha

Traspaso de Invencion

Solicitud Provisional

REGISTRADO: 08/09/2010 PATENTE

REEL: 024809 FRAME: 0532
Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 3 de diciembre de

2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

Mnﬂm&ﬁmé( S
AMITA FSCOBAR DE TAMAYO

(LLcco: 260285 poc vy 1 1
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
2. has been signed by T. Wallace

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of U.S. Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the twenty-second of November, 2010

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 11006422-10

C. Seal/Starap:

Patrick O.JHatchett




TO)ALL TOWHOMTHESLE; PRESENLS! S}HAILH COME:
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

September 22,2010

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
AUGUST 09, 2010.

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

ﬂj sl /Z////{/

LACE

Certifying Officer




PATENT ASSIGNMENT
Version v1.1
t Version v1.1
SION TYPE: CORRECTIVE ASSIGNMENT
‘ Corrective Assignment to correct the PCT NUMBER from US0808849 to
E OF CONVEYANCE: Us0888493 previously recorded on Reel 024791 Frame 0872. Assignor(s)
hereby confirms the 501253444A.
EYING PARTY DATA
Name jl Execution Date ]
ithan WALL "07/30/2010 ]
%
EIVING PARTY DATA
me: ‘UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH FOUNDATION
leet Address: [600 HENLEY STREET
lemal Address:  ||SUITE 211 |
ity: ~ |lknoxviLLE ]
tate/Country: |[rENNESSEE ]
Jostal Code: “37996 |
'ROPERTY NUMBERS Total: 1
Property Type ” Number l
[PcT Number. |usosssa03 |
CORRESPONDENCE DATA
Fax Number: (703)918-2240
Correspondence will be sent via US Mail when the fax attempt is unsuccessful.
Phone: 703-394-2210
Email: tcawley@wecsr.com
Correspondent Name: WOMBLE CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC
Address Line 1: P.0.BOX 7037
Address Line 4: ATLANTA, GEORGIA 30357-0037
ATTORNEY DOCKET NUMBER: 63413.0005.1
NAME OF SUBMITTER: Thomas A. Cawley, Jr., Ph.D.
Total Attachments: 6
source=E090_1020PCT_CORRECTIVE_ASSIGNMENT_PCTUS0888493#page.tif
PATENT

501256826 REEL: 024809 FRAME: 0525
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fo 8/6/2010 6:09:32 PM PAGE 2/004 Fax Server

-

£ CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC COMPANY:P.0O. BOX 7037

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLEGTUAL PROPERTY AND

DiRECTOR OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

AUGUST 05, 2010 801253444
PTAS

'WOMBLE CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC

P.0. BOX 7037

ATLANTA, GA 30357-0037

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

. THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF

THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFILM COPY IS
AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER
REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA

PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD

FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY

CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 571-272-3350.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES BRANCH, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 08/05/2010 REEL/FRAME: 024791/0872
NUWBER OF PAGES: 4

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNOR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

ASSIGNOR:
WALL, JONATHAN DOC DATE: 07/30/2010

ASSIGNEE:
UNIVERSITY OF TENNESSEE RESENARCH
FOUNDAT ION
600 HENLEY STREEET
SUITE 211
KNOXVILLE, TENNESSEE 37996

SERIAL NUMBER: FILING DATE: 07/21/2008

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

PCT NUMBER: 50864949~ US0888493

TITLE: METHOD OF ALLOCATING BANDWIDTH FOR TRANSMISSION OF CHANNEL QUALITY
INFORMAT ION

P.O. Box 1450, Alexandrla, Virginia 22313-1450 - Ww\/.UsPTO .00V

PATENT

B REEL:-024809 FRAME: 0527



8/6/2010 B8:09:32 PM PAGE 3/004

t CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC COMPANY:P.,0. BOX 7037

24791/0872 PAGE 2
[

t
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Fax Server
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‘0 8/6/2010 6:09:32 PM PAGE 4/004 Fax Server
[ CARLYLE SANDRIDGE & RICE, PLLC COMPANY:P.0. BOX 7037
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| PATENT ASSIGNMENT II

ronic Version v1.1 08/05/2010
}sheet Version v1.1 501253444

fBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT I

3

l\TURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT

DNVEYING PARTY DATA

Name Execution Date

Jonathan WALL 07/30/2010
E

IECEIVING PARTY DATA

{IEme: UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH FOUNDATION
|Street Address: 600 Henley Streeet
Intemnal Address: )Suito 211

(city: [lknoxville
||state/Country: [TENNESSEE
{[Postal Code: 37996

PROPERTY NUMBERS Total: 1

Property Type dellacd
PCT Number: usosossse VS DB HBYY3

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (703)918-2240

Commespondence will be sant via US Mai when the lax sttermpl is unsuccessiid.
Phone: 703-394-2210

Email: lcawley@wcsr.com

Correspondent Name: Womble Carlyle Sandridge & Rice, PLLC

Address Line 1: P.O. Box 7037

Address Line 4: Atlanta, GEORGIA 30357-0037

NAME OF SUBMITTER: Thomas A. Cawley, Jr., Ph.D.

Total Attachments: 3
source=E000_1020PCT2_ASSIGNMENT_INVENTOR_TO_UTRF_executed#page 1 tif
source=E0B0_1020PCT2_ASSIGNMENT_INVENTOR_TO_UTRF_executed#page? tif
Lsoume=E090_1020PCT2 _ASSIGNMENT_INVENTOR_TO_UTRF _executed#page3.tif
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Docket No: E090 1020PCT2
Patent

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable

consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

Full Name of Inventor: Jonathan Wall

Residence: 1216 Harrington Drive,
Knoxville, Tennessee 37922
United States of America

Citizenship: United Kingdom

hereby confirms that, effective as of December 29, 2008, ASSIGNOR sells, assigns and
transfers to ASSIGNEE:

University of Tennessee Research Foundation
600 Henley Street, Suite 211

Knoxville, Tennessee 37996

United States of America

Page 1 0of 3 Assignment of Invention
International Patent Application

PATENT
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Docket No: EQ90 1020PCT2
Patent

and .the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
gnd ln_terest fgr the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF AMYLOIDOSIS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

a which are found in
International Application No. PCT/US2008/088493 filed on December 29, 2008,

[0 Iwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and requést insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

(4 and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR's name,
at its election. :

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all

Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

Page 2 of 3 Assignment of Invention
International Patent Application
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