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DESCRIPCION

Meétodos y composiciones para enfermedades asociadas con la amiloidosis.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de manera general a la deteccion, tratamiento, o prevencion de enfermedades. Es-
pecificamente, la presente invencion se refiere a la deteccidn, tratamiento o prevencion de amiloidosis o enfermedades
asociadas al amiloide.

Antecedentes de la invencion

La amiloidosis incluye diversas enfermedades caracterizadas por una acumulacién de material amiloideo en los
organos o tejidos corporales. Esta acumulacién puede dafiar funciones vitales. Las enfermedades asociadas a la ami-
loidosis incluyen enfermedad de Alzheimer (EA), sindrome de Down, pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple, y diabetes de tipo 2. La amiloidosis localizada estd asociada con el deterioro cognitivo (amiloidosis cerebral
senil; enfermedad de Alzheimer), cardiopatia (amiloidosis cardiaca senil), tumores endocrinos (cdncer de tiroides), y
diabetes de tipo 2, enfermedades que se han encontrado en millones de estadounidenses.

Varios dafios especificos de los dep6sitos de amiloide en el cerebro estdn relacionados con los depésitos del péptido,
péptido AB (péptido amiloide 3). Las enfermedades neuroldgicas asociadas a los depdsitos del péptido AS incluyen la
enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandés), y el parkinsonismo-demencia de Guam. Las placas de péptido AS también se producen
en personas que han experimentado traumatismo craneal y una enfermedad coronaria critica.

La enfermedad mds comin relacionada con el deterioro cognitivo o la demencia es la enfermedad de Alzheimer
(EA). Este trastorno esté caracterizado por pérdida neuronal, ovillos neurofibrilares, y placas neuriticas comprendidas
de péptido AB. Debido a la naturaleza de la amiloidosis cerebral, el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer antes
de la muerte es dificil, y el desarrollo de terapias u otros tratamientos para la enfermedad de Alzheimer han sido
dificiles de encontrar. Muchas terapias propuestas son incapaces de cruzar la barrera hematoencefilica en cantidades
necesarias para un tratamiento eficaz.

En la actualidad se cree que las placas de amiloide en el cerebro estdn compuestas en su mayor parte de péptido
Ap, una proteina de 4 kD, de 39-43 amino4cidos de longitud. El péptido AS se expresa mediante un gen situado en
el cromosoma 21, y deriva de la escision proteolitica del interior de una proteina celular mucho mayor (770 restos),
proteina precursora del amiloide (APP). Después de la escision, el péptido AB polimeriza en filamentos de amiloide,
que sucesivamente se agregan en depdsitos de placas de am1101de En el cerebro, estos filamentos y agregados son
toxicos para las neuronas, y se piensa que estan relacionados con los sintomas causales asociados a la EA.

La incapacidad para examinar los depésitos de amiloide de la EA en pacientes antes de la muerte, dificulta la
capacidad de los investigadores para estudiar la EA y desarrollar tratamientos eficaces con el objetivo de prevenir o
anular la formacién de placas de amiloide en el cerebro. El dafio a las neuronas del sistema nervioso central debido a
la EA comienza afios antes de que los sintomas clinicos sean evidentes. La prevencion de la amiloidosis en el cerebro
impediria el desarrollo de la EA. Un enfoque similar para prevenir o tratar la formacién de la placa de amilina en los
pacientes con diabetes de tipo 2 seria también beneficioso.

Otras investigaciones han identificado una serie de mutaciones que provocan la enfermedad de Alzheimer heredi-
taria (FAD), de un modo autosémico dominante. Todas la mutaciones conocidas de FAD aumentan la produccién o
absoluta o relativa de los péptidos AS mds patdégenos con 42 aminodcidos. Estas mutaciones surgen o en el mismo
gen APP, afectando los sitios diana en la APP en los que se produce la escision proteolitica, o en uno de los dos
genes de la presenilina, los productos proteinicos que afectan directamente o, mas probablemente, indirectamente el
procesamiento de APP. La etapa temprana de la escisién en la EA estd seguida de la polimerizacion del péptido a
filamentos de amiloide, que sucesivamente se agregan en los depdsitos de placas de amiloide visibles que caracterizan
los cerebros de individuos con EA. Estos filamentos, o posiblemente los protofilamentos intermedios, son toxicos para
las neuronas, y se piensa que conducen a los ovillos neurofibrilares, pérdida de sinapsis, y neurodegeneracién, que
sirven de base al deterioro de las funciones cognitivas de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Ademds de la produccion del péptido AB (péptido amiloide ), otras etapas importantes estdn implicadas en la
ruta patégena que conduce a la EA. Estudios tanto genéticos como bioquimicos asignan un papel clave a un grupo de
protefnas auxiliares que funcionan como “chaperonas patolégicas”. Una de tales proteinas es la antiproteasa antiqui-
motripsina, y otra es la proteina de transporte lipidico, apolipoproteina F, particularmente su forma alélica E4. Ambas
proteinas favorecen la formacién y maduracion de placas de Alzheimer con su nicleo de filamentos de AS. Especi-
ficamente, las chaperonas patoldgicas pueden demostrar in vitro que aceleran la polimerizaciéon de A en filamentos
de amiloide neurotdxicos, y experimentos con ratones transgénicos apoyan su papel en favorecer la formacion de
amiloide in vivo. Ambas proteinas son componentes secundarios de los depdsitos de amiloide, y se producen eviden-
temente como parte de una reaccién de inflamacién que surge en respuesta a los depdsitos difusos iniciales del péptido

AB.
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En el documento de patente WO 99/27944 se describe un derivado palmitoilado del péptido A/0 1-42. Pero se
obtuvieron resultados decepcionantes cuando fue administrado.

Lo que se necesita son métodos y composiciones para el diagndstico y tratamiento de enfermedades asociadas al
amiloide.

Sumario de la invencion

La presente invencién estd dirigida a composiciones y métodos para el diagndstico, prevencion y tratamiento de
enfermedades asociadas a la amiloidosis. De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan composiciones y
métodos que son eficaces en la deteccidn y tratamiento de depdsitos de amiloide, especialmente depdsitos de amiloide
relacionados con enfermedades neurodegenerativas.

La presente invencién comprende también métodos y composiciones que comprenden una vacuna que provoca
una respuesta inmunitaria frente a proteinas, péptidos o fragmentos de amiloide, y previene, detiene o dificulta los
depésitos de amiloide. La vacuna estd comprendida de un antigeno, un fragmento de péptido amiloide o epitopo, que
se proporciona preferiblemente en una bicapa liposémica. El antigeno estd comprendido de un péptido amiloide 83,_¢
palmitoilado, y métodos de administracidn en una bicapa liposémica.

La invencion proporciona también un método y composiciones para prevenir o mitigar los sintomas de enferme-
dades asociadas a la acumulacién u organizacién molecular de proteina amiloide o placas de amiloide en general, que
incluye la administracién de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un derivado de péptido o fragmento de péptido
amiloide a un paciente.

La presente invencién incluye una composicién farmacéutica en una cantidad eficaz para prevenir, detener o di-
ficultar uno o més sintomas de una enfermedad que implica una acumulacién anormal u organizacién molecular de
proteina, ensamblajes, fibrillas, filamentos, ovillos, o depdsitos de placas de amiloide. La presente invencién incluye
un antigeno para estimular la produccién de un anticuerpo monoclonal antiamiloide, con la capacidad de disolver
placas de amiloide. La presente invencién proporciona también un método para tratar una enfermedad asociada a
amiloidosis, que incluye la administracién de una cantidad farmacéuticamente eficaz de la vacuna a un paciente.

La presente invencién comprende también métodos para fabricar composiciones que comprenden antisueros diri-
gidos contra el epitopo de las composiciones de vacuna de la presente invencién. Estas composiciones de antisueros
son capaces de disolver agregados de amiloide que comprenden el epitopo o antigeno (por ejemplo amiloide 3). Las
composiciones de antisueros son eficaces en el tratamiento o prevencion de la acumulacién de la proteina amiloide o la
formacién de ensamblajes, fibrillas, filamentos, ovillos, o depésitos de placas de amiloide y, por lo tanto, enfermedades
asociadas a la amiloidosis.

La invencién comprende ademds métodos y composiciones para prevenir o mitigar los sintomas de enfermedades
asociadas a la acumulacién u organizacién molecular de proteina amiloide o placas de amiloide, que incluyen la
administracién de una cantidad farmacéuticamente eficaz de antisueros a un paciente.

La presente invencidn es particularmente ttil en el tratamiento de enfermedades asociadas al amiloide, preferi-
blemente enfermedades asociadas a amiloide 8, que incluyen enfermedad de Alzheimer, demencia con cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandés), y el complejo de Par-
kinson-demencia de Guam, u otras enfermedades que implican una acumulacién anormal u organizacién molecular
de proteina , ensamblajes, fibrillas, filamentos, ovillos, o depdsitos de placas de amiloide.

Este y otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la presente invencion serdn evidentes después de una revision de
la siguiente descripcion detallada de las realizaciones descritas y de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es el péptido amiloide 8 1-16 (AB,_14) anclado en la bicapa liposémica mediante lisinas palmitoiladas
unidas a ambos extremos del péptido AS 1-16.

Figura 2(a). Ruta sintética de dipalmitoil-lisina, usando una palmitoilacién directa descrita en los ejemplos 2 y 3.
Figura 2(b). Ruta sintética de dipalmitoil-lisina, usando ésteres activados descritos en los ejemplos 2 y 3.
Figura 2(c). Ruta sintética en fase sélida del extremo C descrita en el ejemplo 3.

La figura 3 es un espectro de masas de bombardeo con dtomos rdpidos (FAB) del éster de palmitoilo de la N-
hidroxisuccinimida. Son visibles el pico esperado a 623 Da (MH+) y la ausencia del pico del éster activado (354 Da).

La figura 4 es un espectro de 'H RMN del éster de palmitoilo de la N-hidroxisuccinimida. Son visibles las sefiales
esperadas.
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La figura 5 representa la desagregacién de las fibras de amiloide S8 por el 6C6 = anticuerpo monoclonal (mAB) y
mediante sueros de ratones inmunizados con Af palmitoilado (1-16) reconstituido en liposomas.

Descripcion detallada

La presente invencion estd dirigida a composiciones y métodos para el diagndstico, tratamiento y prevencion de
enfermedades asociadas a depdsitos de amiloide. Las composiciones preferidas de la presente invencién incluyen
composiciones que comprenden proteinas de fusién capaces de afectar depésitos de amiloide que pueden cruzar la
barrera hematoencefélica, y composiciones que son eficaces para provocar una respuesta inmunitaria de epitopos de
depésitos de amiloide. Los métodos preferidos de la presente invencién comprenden el uso de las composiciones
para diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades asociadas a depdsitos de amiloide, y para fabricar y usar
péptidos amiloides modificados y construcciones moleculares de genes amiloides.

Un ejemplo de una de las enfermedades asociadas a los depdsitos de amiloide es la enfermedad de Alzheimer, EA.
Por definicién, la EA se diagnostica por medio del examen del tejido cerebral, usualmente en la autopsia. El “criterio
minimo microscépico” recomendado actualmente para el diagndstico de la EA estd basado en el nimero de placas
neuriticas encontradas en el cerebro. Los nicleos amiloideos de estas placas neuriticas estdn compuestos de proteina
amiloide 3, a 1a que también se hace referencia en la presente invencién como péptido amiloide 3, que esta dispuesto en
una configuracion beta de hoja plegada de manera predominante. Las placas de amiloide en el cerebro se demuestran
por tincién de cortes del cerebro con tioflavina S o rojo Congo. El amiloide tefiido con rojo Congo se caracteriza por
un aspecto dicroico, mostrando un color de polarizacién verde amarillento. La fijacién dicroica es el resultado de la
estructura beta de hoja plegada de las proteinas amiloides.

Es muy dificil diagnosticar la enfermedad de Alzheimer antes de la muerte, para desarrollar tratamientos farmaco-
16gicos, o para tratar la EA. Se ha sugerido un cribado para la deteccién del genotipo de la apolipoproteina E como una
ayuda en el diagnéstico de la EA. Surgen dificultades con esta tecnologia, sin embargo, porque el alelo 4 de la apoli-
poproteina E es solamente un factor de riesgo para la EA, no un marcador de la enfermedad. Esta ausente en muchos
pacientes de la EA, y presente en muchos ancianos que no presentan demencia. Se han desarrollado métodos de inmu-
noandlisis para detectar la presencia de marcadores neuroquimicos en pacientes de EA, y para detectar una proteina
amiloide relacionada con la EA en el liquido cefalorraquideo. No se ha probado que estos métodos para diagnosticar
la EA detecten la EA en todos los pacientes, particularmente en las etapas tempranas de la enfermedad. También son
relativamente invasivos, necesitdndose una puncion lumbar. Recientemente, se ha usado péptido AS radiomarcado
para marcar placas de tipo difuso, compacto y neuritico en cortes de cerebro con EA. Estos péptidos, sin embargo,
no cruzan normalmente la barrera hematoencefdlica en las cantidades necesarias para un diagndstico por la imagen.

El rojo Congo puede usarse para diagnosticar la amiloidosis in vivo en tejidos parenquimatosos no cerebrales. Pero
el rojo Congo no es adecuado probablemente para el diagnéstico in vivo de depdsitos de amiloide B en el cerebro, ya
que solamente pueden penetrar en el parénquima cerebral cantidades muy pequefias, aproximadamente 0,03% de una
dosis inyectada de rojo Congo yodado. Se han propuesto compuestos radioyodados de bisdiazobencidina relacionados
con el rojo Congo, tales como benzo-naranja R y azul directo 4, como ttiles in vitro e in vivo para detectar la presencia
y localizacién de depdsitos de amiloide en un 6rgano de un paciente. Sin embargo, como el rojo Congo, todos los
compuestos contienen grupos de acido sulfénico fuertemente acidos, que limitan fuertemente la entrada de estos
compuestos en el cerebro.

También se ha procurado desarrollar anticuerpos monoclonales como sondas para un diagndstico por la imagen de
placas de amiloide. Por ejemplo, los anticuerpos dirigidos contra la regién del extremo N (1-28) del amiloide 5 se unen
a los ensamblajes de amiloide S formados in vitro, conduciendo a la desagregacion de las fibrillas y a la restauracién
parcial de la solubilidad del amiloide 8. También se ha encontrado que algunos de los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el amiloide 8 (1-28) soluble inhiben la agregacion fibrilar del péptido amiloide 8 in vitro. El éxito de
estas pruebas, sin embargo, ha sido limitado debido a la dificultad de conseguir que estas moléculas grandes crucen
la barrera hematoencefalica. Hasta la presente invencidn, el diagnéstico, tratamiento y prevenciéon de enfermedades
asociadas al amiloide han tenido poco éxito.

La presente invencion comprende métodos y composiciones para diagnosticar y tratar enfermedades y procedi-
mientos en los que interviene la formacién de depésitos de amiloide anormales, tales como placas de amiloide. Un
aspecto de la invencién comprende métodos de administracién de composiciones que comprenden una proteina de
fusién en una dosis suficiente para detectar, y preferiblemente disolver, placas de amiloide. Otro aspecto comprende
métodos para fabricar y usar composiciones que comprenden una vacuna o composiciones de antisueros. La presente
invencidn es ttil en detectar y tratar enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer. Tam-
bién es util en detectar y tratar placas de amiloide en la demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandés) y en el complejo de Parkinson-demencia de Guam, y en otras
enfermedades asociadas al amiloide.

La presente invencién comprende ademds otros métodos y composiciones para prevenir o tratar enfermedades y
procesos asociados a la amiloidosis. Un aspecto adicional de la invencién comprende la administracién de composi-
ciones que comprenden una vacuna en una dosis suficiente para provocar una respuesta inmunitaria frente a epitopos
amiloides, tales como proteinas o péptidos, particularmente los que se encuentran en placas, ovillos u otros depdsitos.
También comprende la administracién de composiciones que comprenden antisueros dirigidos contra epitopos amiloi-
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des o regiones inmundgenas, en una dosis suficiente para combatir la amiloidosis. Esta invencién es particularmente
util para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades neurodegenerativas asociadas a los depdsitos de amiloide, a las
que también se hace referencia como enfermedades asociadas al amiloide, tales como enfermedad de Alzheimer, y
otros trastornos asociados a la amiloidosis localizada, tales como la diabetes de tipo 2.

La presente invencion estd dirigida también a métodos para inhibir la produccién de amiloidosis del tipo de Alz-
heimer en un mamifero, que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un péptido amiloide
modificado capaz de provocar una respuesta inmunitaria, en los que la respuesta inmunitaria previene, dificulta o dis-
minuye la cantidad de depdsitos de amiloide. La mitigacién de sintomas relacionados con la amiloidosis, seguido de
la administracién de derivados de péptidos amiloides, tales como los descritos en la presente invencion, resulta de la
estimulacion de las respuestas inmunitarias apropiadas de modo que la acumulacién o formacién de los agregados de
amiloide se modifica, retarda o impide de manera significativa.

Los trastornos o enfermedades asociadas al amiloide incluyen, pero no estdn limitados a, diabetes de tipo 2, amiloi-
de A (reactivo), amiloidosis secundaria, poliserositis familiar recurrente, nefropatia amiloide familiar con urticaria y
sordera (sindrome de Muckle-Wells), amiloide de cadena ligera lambda o amiloide de cadena ligera kappa (idiopético,
mieloma o asociado a una macroglobulinemia), A beta 2M (hemodidlisis crénica), ATTR (polineuropatia amiloide fa-
miliar (portuguesa, japonesa, sueca), cardiomiopatia amiloide familiar (danesa), amiloide cardiaco aislado (amiloido-
sis senil sistémica), AIAPP o insulinoma de amilina, factor natriurético atrial (amiloide atrial aislado), procalcitonina
(carcinoma medular de tiroides), gelsolina (amiloidosis familiar (finlandesa)), cistatina C (hemorragia cerebral here-
ditaria con amiloidosis (islandesa)), AApo-A-I (polineuropatia amiloidética familiar-lowa), AApo-A-II (senescencia
acelerada en ratones), sustancia amiloide asociada al fibrin6geno; y Asor o Pr P-27 (encefalopatia espongiforme ovina,
enfermedad de Creutzfeld-Jakob, sindrome de Gerstmann-Striaussler-Scheinker, encefalopatia espongiforme bovina),
0 en casos de personas que son homocigoéticas para el alelo 4 de la apolipoproteina E.

Meétodos y composiciones para vacunas

Meétodos y composiciones adicionales de la presente invencién comprenden composiciones que comprenden al
menos un péptido, fragmento o proteina modificados, preferiblemente suministrados en bicapas liposémicas tales
como liposomas, que se usan en métodos para provocar una respuesta inmunitaria. Preferiblemente, estas respuestas
inmunitarias son capaces de vencer la tolerancia inmunitaria a las proteinas “propias”. Es deseable provocar tales
respuestas inmunitarias frente a péptidos amiloides para tratar o prevenir la amiloidosis. Los productos de la respuesta
inmunitaria se usan para afectar los depdsitos de amiloide, preferiblemente solubilizando los agregados de amiloide.
Los productos de la respuesta inmunitaria, que incluyen pero no estdn limitados a anticuerpos, antisueros, células
estimuladas y factores celulares, y antigenos de naturaleza amiloidea modificada, péptidos, fragmentos o proteinas,
estan comprendidos en las composiciones de la presente invencion.

Una realizacién preferida de la presente invenciéon comprende composiciones de, y métodos para usar, un péptido
modificado, preferiblemente AB,_;, para provocar una respuesta inmunitaria. Los productos de la respuesta inmunita-
ria o la respuesta inmunitaria in vivo se usan para disolver o disolver parcialmente depdsitos de amiloide. Es deseable
provocar una respuesta inmunitaria frente al amiloide 8 1-16 (ASB,_1s). Un anticuerpo monoclonal, 6C6, desarrollado
contra el mismo epitopo, el péptido amiloide 8 1-16, es capaz de solubilizar fibras y ovillos de amiloide 3 in vitro. Esta
realizacion particular se refiere especificamente a la enfermedad de Alzheimer y trastornos asociados a agregados de
amiloide S, pero esta invencidn incluye derivados de péptidos amiloides y su uso para provocar respuestas inmunita-
rias capaces de prevenir o dificultar trastornos asociados a la amiloidosis en general, y a enfermedades asociadas al
amiloide.

Las composiciones preferidas comprenden péptidos que estin modificados mediante unién covalente de restos,
tales como restos lipdfilos, tales restos son capaces de presentar el péptido en el exterior del agente de suministro, tal
como por anclaje del péptido en la pared lipidica de un liposoma. Los métodos preferidos comprenden la administra-
cion en sujetos, tales como seres humanos, mamiferos u otros animales, por ejemplo, mediante inyeccion.

Las composiciones que comprenden liposomas con péptidos modificados se usan en métodos de vacunacion y
composiciones descritos en la presente invencion, que comprenden antisueros que resultan de una respuesta inmunita-
ria a un antigeno, tienen utilidad terapéutica en el tratamiento de enfermedades asociadas al amiloide, preferiblemente
EA. Las composiciones se administran preferiblemente al sujeto que tiene una enfermedad asociada al amiloide. Serd
evidente para los expertos en la técnica que pueden usarse vehiculos, dependiendo de, por ejemplo, la via de adminis-
tracion y la concentracion de las composiciones de vacuna o antisueros que se estdn administrando. Las composiciones
de vacuna o antisueros pueden administrarse al sujeto mediante inyeccién (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal,
subcutdnea, intramuscular), o por otros métodos tales como infusion, para asegurar que la administracion en el torrente
sanguineo es de una forma eficaz. Estdn incluidas vias adicionales de administracién, para que se ejerzan los efectos
terapéuticos locales asi como los sistémicos.

Las dosis eficaces y métodos de administracion para administrar las composiciones que comprenden las vacunas
o antisueros pueden determinarse empiricamente, y tales determinaciones estdn dentro de la habilidad de un artesano.
Los expertos en la técnica comprenderan que la dosis que se necesita depende del sujeto que recibe la proteina, la
via de administracidn, el tipo particular de antigeno peptidico usado y de otras sustancias que se estdn administrando,
entre otras consideraciones.
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Las composiciones de vacuna o antisueros pueden administrarse también al sujeto animal en combinacién con
cantidades eficaces de uno o més de otros agentes terapéuticos. Pueden administrarse de manera secuencial o al mismo
tiempo con uno o mds de los otros agentes terapéuticos. Las cantidades de composiciones de vacuna o antisueros y
el agente terapéutico dependen del tipo de agentes terapéuticos usados, el trastorno que se estd tratando, y el horario
y vias de administracién, entre otras consideraciones. Después de la administracién de las composiciones de vacuna
o antisueros al sujeto animal, se sigue el estado fisioldgico del animal de varios modos bien conocidos por el médico
experto.

Esta invencion se ilustra ademds mediante los siguientes ejemplos, que no han de interpretarse de ningtin modo
como que imponen limitaciones a su alcance. A la inversa, ha de entenderse claramente que puede recurrirse a otras
diversas realizaciones, modificaciones, y sus equivalentes que, después de leer la descripcidn en la presente invencion,
se les ocurran a los expertos en la técnica, sin apartarse del espiritu de la presente invencién y/o el alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion de lisinas palmitoiladas para unas sintesis de péptidos en fase solida

Se usaron los siguientes métodos para preparar composiciones de vacunas. Se afiadieron lisinas palmitoiladas a
ambos extremos del péptido AB 1-16, para anclar el péptido amiloide 8 1-16 (Af3;_;) en la bicapa liposémica. Véase
la figura 1.

Se adoptaron dos estrategias, y se sintetizaron dos tetrapalmitoil-péptidos por medio de un sintetizador de péptidos
Applied Biosystems: 1) El extremo N tiene dos restos de palmitoilo (es decir, @,e-dipalmitoil-lisina), mientras que
en el extremo C se insertaron de manera secuencial dos a-palmitoil-lisinas; 2) se insertan cuatro a-palmitoil-lisinas,
dos en cada extremo. Para la sintesis automatica en fase sélida del péptido, se protegié en el N el primer aminoécido,
una a-palmitoil-lisina, y se anclé en la resina de alcohol 4-alcoxibencilico por medio de un enlace de éster. Se prefirié
el grupo fluorenilmetoxi-carbonilo (Fmoc) como el grupo protector de la a-amina para la lisina y sus derivados. Los
métodos para preparar tales componentes basicos son conocidos. Véanse las figuras 2a y b.

Ejemplo 2
Anclaje de Fmoc-Lys(Pal) en la resina de alcohol alcoxibencilico

Se hizo reaccionar la Fmoc-Lys(Pal)OH (de BACHEM) con la resina de alcohol alcoxibencilico (de BACHEM)
en presencia de diciclohexilcarbodiimida (DCC, Aldrich) y dimetilaminopiridina (DMAP, Aldrich) en cloruro de
metileno seco, recién destilado, conforme al método optimizado por G. Lu et al., J. Org. Chem., 46, 3433 (1981).
Después de agitacion durante tres horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtré y se lavé a fondo diez
veces con cloruro de metileno seco. Para asegurar una reaccién completa, la resina obtenida se hizo reaccionar una
vez mds con una porcion nueva de FmocLys(Pal)OH, en presencia de DCC y DMAP en cloruro de metileno seco, a
temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente, después de filtracién y lavado con cloruro de metileno, la
resina se secé a vacio. El espectro de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) del producto muestra las bandas
esperadas para el enlace de éster a 1720 cm™, para el grupo NH a 3327 cm™' y para el grupo carbonilo de amida a 1626
cm™'. Todas estas bandas estdn ausentes en el espectro de FT-IR de la resina de alcohol alcoxibencilico de partida. La
cantidad final fue de 227 mg con una carga de aproximadamente 0,5 mmoles/g. Véase la figura 6(c).

Ejemplo 3
Sintesis en fase solida

Se afnadio a la resina la segunda resina palmitoilada, por medio de FmocLys(Pal)OH después de la desproteccién
(retirada del grupo Fmoc). Luego, se llevaron a cabo 16 ciclos de sintesis para el amiloide . Para fines de ensayos,
se escindid luego una pequefia cantidad de este péptido de la resina, y se investigd mediante espectrometria de masas
por electropulverizacién (ES-MS). La mezcla de reaccién en bruto muestra la presencia de tres péptidos, siendo el
componente principal el deseado, con picos a 896,9, 673,0 y 538,0 Da, que corresponden a los iones moleculares
cargados +3, +4 y +5, respectivamente. El ién molecular estd ausente en el espectro, pero puede inferirse de esta
serie a 2687,86 Da. Los otros dos componentes corresponden a péptidos con una o dos lisinas palmitoiladas menos
(diferencia de masas de 367 Da), con iones moleculares que se infieren a 2321,43 y 1953,87 Da. Esto indica que el
acoplamiento de FmocLys(Pal)OH fue incompleto.

La a,e-dipalmitoil-lisina se acopl6 al resto de la resina sin escindir. Incluso tiempos prolongados de acoplamiento
(durante la noche a temperatura ambiente) dejaron material sin reaccionar (ensayo de la ninhidrina) debido a la baja
solubilidad en DMF de la lisina dipalmitoilada. Después de la escision de la resina, el espectro de ES-MS muestra que
el tetrapalmitoil-péptido deseado (M+ = 3292,43) estd presente solamente en aproximadamente 20%.
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En un segundo experimento, para evitar el acoplamiento lento con a,e-dipalmitoil-lisina, después de completarse
los 16 ciclos que aprehendieron los restos de amiloide S8 en las dos primeras palmitoil-lisinas, se insertaron dos pal-
mitoil-lisinas secuenciales al final, llevandose a cabo el acoplamiento dos veces para cada una. El espectro de ES-MS
después de la escision de la resina (con 4cido trifluoroacético (TFA)) muestra los picos deseados del tetrapalmitoil-
péptido como el M4+ a 855,4 Da y el M5+ a 05,4 que correspondian a un i6n molecular de 3421,65. Este péptido
equivale a aproximadamente 35% de la mezcla, siendo el principal componente un péptido con dos restos menos de
Lys(Pal) (M+ a 2688,58 Da). Un componente secundario tenfa un resto mas ausente (M+ a 2560,42 Da).

La mezcla de péptidos estaba compuesta del péptido tetrapalmitoilado deseado y de péptidos a los que faltaban
restos de palmitoilo, haciendo de este modo la doble insercién en los liposomas improbable. Por lo tanto, se decidi6
usar las mezclas para la preparacion de liposomas.

Ejemplo 4
Preparacion de a,e-dipalmitoil-lisina

La palmitoilacién directa de lisina con cloruro de palmitoilo en una reaccién de Schotten-Baumann con hidréxido
sddico acuoso, a una escala de 20 g, condujo a un material que contenia cantidades apreciables de 4cido palmitico
y que no pudo separarse de la a,e dipalmitoil-lisina deseada. Tuvo que adoptarse un método indirecto siguiendo los
procedimientos de H. Kiwada, et al., Chem. Pharm. Bull., 35, 2935-39 (1987); Y. Lapidat, et al., J. Lipid Res., 9, 142-
44 (1967).

El éster de palmitoilo de la N-hidroxisuccinimida se sintetizé en primer lugar a partir de 4cido palmitico (Fluka),
N-hidroxisuccinimida (Aldrich), en presencia de DCC (Aldrich) en acetato de etilo con un rendimiento de 77%. Este
éster activado se hizo reaccionar posteriormente con la sal sédica de lisina den tetrahidrofurano acuoso. El producto
en bruto obtenido después de la filtracion y lavado con agua contenia todavia algo de éster activado sin reaccionar,
como lo demuestran los espectros de RMN de protén y de masas con bombardeo con dtomos rapidos (FAB). La
recristalizacion con cloroformo proporcioné una muestra pura de 640 mg. Su espectro de masas FAB muestra el pico
esperado a 623 Da (MH+) y la ausencia del pico para el éster activado (354 Da). Véanse las figuras 3 y 4.

Ejemplo 5
Reconstitucion de los péptidos palmitoilados en liposomas

Se usaron liposomas con lipido A como auxiliares, en un intento de romper la tolerancia inmunitaria del ratén
a AB 1-16. Se prepararon mezclando dimiristoil-fosfatidilcolina, dimiristoil-fosfatidil-glicerol, y colesterol (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, EE.UU.) en razones molares de 0,9, 0,1:0,7. Se afiadi6 lipido A monofosforilado, un
inmunomodulador fuerte (IASL Biologicals, Campbell, CA, EE.UU.) en una concentracién de 40 mg por mmol de
fosfolipidos. Tosi et al., Biochem. Mophys. Res, Com., 212, 494-500 (1995). Los péptidos palmitoilados se afiadieron
con una razén molar con relacién a los fosfolipidos de 1:100 y 1:200. Los disolventes se evaporaron. La pelicula
resultante, después de hidratacién con disolucién salina tamponada con fosfato estéril (PBS, pH 7,4) con una concen-
tracién final de fosfolipidos de 4 mM, se homogeneiz6 adicionalmente mediante agitacién orbital. La suspension de
liposomas se mezclé con Alum estéril 15 minutos antes de la inyeccién (9:1 vol:vol, Rehydrogel, HYA, Rebeis Inc,
Berkley Heights, NJ).

Ejemplo 6
Inmunizacion de ratones

Se inmunizaron ocho ratones BALB/c (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, EE.UU.) mediante 6 inocu-
laciones i.p. en intervalos de dos semanas, con 200 ul de la suspension del péptido palmitoilado-liposoma/Alum. Un
grupo de 3 ratones fue inmunizado conforme al mismo protocolo s6lo con PBS/Alum. Otro grupo de 3 ratones fue
inmunizado conforme a este protocolo, con fosfolipidos 4 mM en PBS y Alum, sin AS 1-16 palmitoilado. Se recogi6
sangre de la vena de la cola 4 dias después de la inyeccion. La sangre recogida (10-30 ul) se diluy6é inmediatamente
con 10 ul de PBS y 5 ul de heparina. Las muestras se centrifugaron, se retiré el suero, y se ensayaron en un analisis
ELISA.

Un segundo grupo de 19 ratones transgénicos (NORBA, Hoechst Marion Roussel, Bridgewater, NJ) de diferentes
edades, presentaban de manera constitutiva placas de amiloide 8 en sus pancreas. Fueron inmunizados usando el
mismo protocolo descrito anteriormente. Antes de ser sacrificados, los ratones NORBA inmunizados recibieron una
5% inmunizacién. Se recogi6 sangre, y se analizé para detectar anticuerpos antiamiloide 8 en un anélisis ELISA.

Ademds, 12 ratones B57131/6 fueron inmunizados como se ha descrito anteriormente. En este grupo se usaron
para inyeccion liposomas y amiloide S8 (1-16) palmitoilado, liposomas; mezclados con amiloide 3 (42-1) “scrambled”
y liposomas. Se afiadié Alum como anteriormente. Como testigos adicionales, se inmunizaron 3 ratones con liposomas
y amiloide 8 (1-16) palmitoilado, pero sin Alum. Se recogi6 sangre, y se ensayé como se ha descrito.
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Ejemplo 7
Experimentos ELISA (enzimoinmunoandlisis de absorcion)

Se revistieron placas para microvaloracion con 50 ul de disolucién de amiloide 8 1-28 (1 mg/ml), durante la noche
a 40°C. Sigui6 el bloqueo de los pocillos con 200 ul de seroalbiimina bovina (BSA)/PBS (BSA al 0,5%) durante dos
horas a 37°C, antes de lavar con 200 ul de PBS/Tween 20 al 0,005%.

Se incubaron diversas diluciones de suero (1:100-1:100.000) durante 2 horas a 37°C. Las placas se lavaron luego
dos veces con 200 pl de PBS/Tween 20 al 0,005%, antes de afiadir 50 ¢l de un anticuerpo caprino anti-ratén (conjugado
con fosfatasa alcalina) en una dilucién 1:30.000. Después de 2 horas a 37°C, los pocillos se lavaron como se ha descrito
anteriormente. Luego, se afiadieron 100 ul del sustrato (pNPP, fosfato de p-nitrofenilo, 1 comprimido en 5 ml de agua
destilada), y se determind la absorcién a 405 nm mediante un lector de ELISA 30-60 min mads tarde.

Después de la tercera inyeccién con liposomas/amiloide 8 (1-16) palmitoilado, los andlisis ELISA mostraron una
respuesta inmunitaria significativa en los ratones Balb/c vacunados. Los anticuerpos fueron especificos para el antigeno
inyectado. Las DO,ys de las diluciones 1:5000 de los sueros recogidos fueron de 10 a 20 veces superiores a las de los
testigos, que fueron diluciones de ratones sin tratar. De este modo, este procedimiento de inmunizacién provocé una
respuesta inmunitaria frente a A 1-16 en ratones. No se detecté respuesta inmunitaria en los ratones que habian
recibido las inmunizaciones testigo.

Se usé el mismo protocolo de inmunizacion para la inoculacién de ratones transgénicos NORBA, para estudiar la
unién a, y posiblemente la disolucién de, placas de amiloide 8 en sus pancreas in vivo. Se inmunizaron 19 ratones
transgénicos (NORBA, Hoechst Marion Roussel, Bridgewater, NJ) de diferentes edades, que presentaban de manera
constitutiva placas de amiloide 8 en sus pancreas. Antes de ser sacrificados, los ratones NORBA inmunizados recibie-
ron una séptima inmunizacion. Se recogid sangre, y se analiz6 para detectar anticuerpos antiamiloide 8 en un andlisis
ELISA. En las diluciones 1:5,000 de los sueros, la DO,ys fue 10 veces superior a la de los testigos. Los ratones NOR-
BA testigos no mostraron ningtin anticuerpo anti-Af en sus sueros. El tercer grupo de ratones C57B1/6 inmunizados
que recibieron AS 1-16 asi como el AB 42-1 “scrambled” y como testigos, liposomas sin péptido, alcanzé un valor
cuantitativo diez veces superior en una dilucién 1:10,000 de los sueros frente a los testigos. Véanse las tablas 1y 2.

TABLA 1
ELISA de sueros de ratones Balb/c y C57B1/6 inmunizados

Antigeno| amiloide 3 (1- | amiloide B (42-1) | liposomas, | amiloide B (1- | animal
16) Palm./ "scrambled"/ lipido A 16) Palm./ sin tratar
liposomas, lipido | liposomas, lipido liposomas, Balb/c
Aen C57B1/6 A lipido A en
Balb/c
10000* 0,16 0,06 0,011 - -
5.000 0,22 0,01 0,012 0,22 0,01
2500 0,46 0,024 0,060 0,30 0,04
1000 0,61 0,011 0,041 0,31 0,03
500 0,99 0,044 0,039 0,46 0,04
100 - - - 0,60 0,03
Dilucion para DOyus:  1-* anticuerpo secundario:  anticuerpo caprino  anti-ratéon
conjugado con fosfatasa alcalina. Sustrato (pNPP)- fosfato de p-nitrofenilo. El analisis
se llevo a cabo después de la 3. (C57BV6) y después de la 4.

(Balb/c) inyeccion de refuerzo. Se inyectaron 3 animales para cada antigeno/auxiliares.
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TABLA 2

Respuesta inmunitaria en ratones inoculados con amiloide B (1-16) palmitoilado, amiloide 3 (42-1)
“scrambled” en combinacion con liposomas/lipido A y Alum y liposomas sin amiloide

Antigeno Ag 1-16 Palm. | Ag 42-1 |Fosfolipidos

Numero de ratones C57B1/6 con un valor | 2/3 después de 0/3 0/3
positivo en una dilucién 1:10000 de sueros 5 inyecciones

Numero de ratones Balb/c con un valor 3/3 después de 0/3
positivo en una dilucién 1:5000 de sueros 4 inyecciones

Numero de ratones NORBA transgénicos con | 7/9 (Aventis)
un valor positivo en una dilucién 1:5000 de después de 7
sueros inyecciones

*La DO405 fue diez veces la de los testigos (sélo fosfolipidos)

Ejemplo 8
Investigacion patologica de los ratones C57B1/6 inmunizados

Los ratones C57B1/6 inmunizados fueron sometidos a una investigacion patolégica después de que hubo finalizado
el procedimiento de inmunizacion. Se analizaron cortes de rifién, higado, médula 6sea, pancreas, bazo, y cerebro.

Ejemplo 9
Investigacion inmunohistoquimica del pdancreas de ratones NORBA vacunados.

Fueron inmunizados 23 ratones NORBA de diferentes edades con AB (1-16) palmitoilado reconstituido en li-
posomas, con animales amiloide-B-positivos y amiloide-S-negativos, como se ha descrito (19 ratones), o s6lo con
liposomas (4 ratones). Estos animales tenian las placas de amiloide 3 en el pancreas en vez de en el cerebro. Los ra-
tones vacunados se sacrificaron después de la 7* inyeccion, se recogieron sus pancreas y se conservaron en formalina.
Los fragmentos de pancreas conservados se sumergieron en una disolucién de sacarosa para prepararlos para cortes
congelados. Los cortes delgados obtenidos se analizaron mediante tioflavina T, un colorante fluorescente especifico
para tincién de agregados de amiloide 8 (Vassar y Culling. 1959), para detectar amiloide 8 en la superficie del pan-
creas. Los cortes se analizaron también usando anticuerpo antiamiloide S marcado con FITC (Accurate Chemical Co.,
Westbury. CT). La unién de los “autoanticuerpos” de ratén a las placas de amiloide 8 se analizé con anticuerpos de
conejo contra la IgG de ratén, marcados con FITC.

Se llevé a cabo un estudio histolégico de cortes de pancreas tefiidos con tioflavina T de ratones transgénicos NOR-
BA, vacunados con AB (1-16) palmitoilado reconstituido en liposomas. El tejido pancredtico tefiido de un animal
amiloide-B-negativo mostré una fluorescencia de fondo débil y difusa con algunas manchas brillantes que representa-
ban vasos. Las células acinares eran completamente oscuras. Un animal de 18 meses de edad con placas de amiloide
B completamente desarrolladas mostré una fluorescencia intensa por todas las partes de los campos de las células
acinares. También hubo dreas fluorescentes muy brillantes que indicaban vasos sanguineos mas grandes. Un ratén de
18 meses de edad con placas de amiloide 8 completamente desarrolladas, que fue vacunado y examinado 4 meses
después de la primera inoculacién, mostrd dreas focales (zonas localizadas) de fluorescencia entre células acinares,
pero de modo predominante muchas zonas localizadas de células acinares no fluorescentes. Los resultados mostraron
que la vacunacién o disgregé las placas de amiloide 8 o anularon su depdsito.

La evaluacién cuantitativa de la intensidad de fluorescencia media en cada corte tefiido con tioflavina usando un
programa informatico de andlisis de luminosidad, indicé que los cortes de pancreas de animales NORBA vacunados
de 19 meses de edad mostraron menos de 25% de la fluorescencia de gran intensidad que los mismos animales sin
vacunar. Un muestreo de estas cuantificaciones se muestra en la tabla 3.
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TABLA 3

Tanto por ciento de intensidades de fluorescencia en cortes pancredticos teiiidos con tioflavina de ratones
NORBA, vacunados y sin vacunar

; Animal % de alta % de intensidad % de baja
i intensidad intermedia intensidad
Raton testigo AR 0 11,65 +/-1,6 88,5+/-9,1
Raton de 18 meses de edad 3,271-+/-0,3 34,62+/-3,5 62,11+/-6,1
sin vacunar AB"
’ Raton de 18 meses de edad 0,74+/-0,07 34,63 +/-3,5 64,63 +/-6 4
j vacunado AB"

Cada valor es la media de 5 recuentos. Resulta que la vacunacion reduce notablemente (mas de 70%) la fluores-
cencia de alta intensidad en los cortes de péancreas tefiidos con tioflavina de los ratones transgénicos NORBA que
desarrollaron completamente placas de amiloide 8. La fluorescencia de intensidad intermedia y baja, que es inespeci-
fica ya que también es detectada en los testigos negativos, permanece inalterada tras la vacunacién. No hay una alta
intensidad de fluorescencia en los testigos negativos.

Se llevaron a cabo experimentos in vitro para investigar el mecanismo mediante el cual los “autoanticuerpos” dis-
gregan las placas. Se prepararon agregados de amiloide 5 usando la secuencia AS (1-28), incubando durante 7 dias
a 37°C en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH=7,1. Esta es la secuencia usada para la inmuniza-
cién de los ratones. Estos depdsitos fueron detectables por tincién con tioflavina T (“Th T”). Th T tifie depdsitos
de tipo amiloide, y muestra una emisién de fluorescencia intensificada a 482 nm, y un nuevo pico de excitacién a
450 nm cuando se afiade a una suspensioén de preparaciones de hojas 5 agregadas (Solomon et al.(1997) PNAS 94,
4109-4112). La figura 5 muestra de manera comparativa la desagregacion de fibras de amiloide 8 mediante el an-
ticuerpo monoclonal 6C6, y mediante sueros de ratones inmunizados con A (1-16) palmitoilado reconstituido en
liposomas.

Resulta que ambos anticuerpos tienen propiedades solubilizantes, pero los anticuerpos monoclonales tienen un
efecto significativamente mas fuerte que el suero de los ratones inmunizados, que contiene anticuerpos policlonales.

Cualquier patente u otra publicacién mencionada en esta memoria descriptiva son indicativas de los niveles de
los expertos en la técnica con la que estd relacionada. Un experto en la técnica apreciard facilmente que la presente
invencidén se adapta bien para llevar a cabo los objetos, y obtener los fines y ventajas mencionados y los intrinsecos.
Los presentes ejemplos junto con los métodos, procedimientos, tratamientos, composiciones, y compuestos especificos
descritos en la presente invencion, son representativos actualmente de realizaciones preferidas, y no tienen la finalidad
de limitar el alcance de la invencién. Los expertos en la técnica conocerdn o serdn capaces de descubrir muchos
equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en los ejemplos anteriores, usando solamente
experimentos habituales.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende al menos un péptido amiloide 8 1-16 palmitoilado anclado en una bicapa
liposémica.

2. La composicién conforme a la reivindicacion 1, en la que la capa liposémica es un liposoma.

3. La composicion conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la que el resto de palmitoflo es una
lisina palmitoilada.

4. La composicién conforme a la reivindicacién 3, en la que las lisinas palmitoiladas se afiaden al extremo C del
péptido amiloide 8 1-16.

5. La composicién conforme a la reivindicacion 4, en la que se afladen dos lisinas palmitoiladas al extremo C del
péptido amiloide 8 1-16.

6. La composicion conforme a la reivindicacidén 3, en la que las lisinas palmitoiladas se afiaden al extremo N del
péptido amiloide 5 1-16.

7. La composicién conforme a la reivindicacion 6, en la que se afiaden dos lisinas palmitoiladas al extremo N del
péptido amiloide 5 1-16.

8. La composicion conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6, en la que las lisinas palmitoiladas
se afiaden al extremo C y al extremo N del péptido amiloide 8 1-16.

9. La composicién conforme a una cualquier de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el péptido amiloide 5 1-16
palmitoilado comprende cuatro restos de palmitoilo.

10. La composicién conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que se afiaden dos lisinas
palmitoiladas al extremo C del péptido amiloide 5 1-16, y se afiaden dos lisinas palmitoiladas al extremo N del péptido
amiloide g8 1-16.

11. Una composicién farmacéutica que comprende una composicién conforme a una cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 10, y un vehiculo.

12. Un medicamento que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de una composicién conforme a una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. Uso de una composicion conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para fabricar un medicamento
para el tratamiento de enfermedades asociadas al amiloide.

14. Uso conforme a la reivindicacion 13, en la que la enfermedad asociada al amiloide es la enfermedad de Alz-
heimer.

15. Uso conforme a la reivindicacion 13, en el que las enfermedades asociadas al amiloide comprenden diabetes de
tipo 2, amiloide A (reactivo), amiloidosis secundaria, poliserositis familiar recurrente, nefropatia amiloide familiar con
urticaria y sordera (sindrome de Muckle-Wells), amiloide de cadena ligera lambda o amiloide de cadena ligera kappa
(idiopético, mieloma o asociado a una macroglobulinemia), A beta 2M (hemodidlisis crénica), ATTR (polineuropatia
amiloide familiar (portuguesa, japonesa, sueca), cardiomiopatia amiloide familiar (danesa), amiloide cardiaco aisla-
do (amiloidosis senil sistémica), AIAPP o insulinoma de amilina, factor natriurético atrial (amiloide atrial aislado),
procalcitonina (carcinoma medular de tiroides), gelsolina (amiloidosis familiar (finlandesa)), cistatina C (hemorra-
gia cerebral hereditaria con amiloidosis (islandesa)), AApo-A-I (polineuropatia amiloidética familiar-lowa), AApo-
A-II (senescencia acelerada en ratones), sustancia amiloide asociada al fibrin6geno; y Asor o Pr P-27 (encefalopa-
tia espongiforme ovina, enfermedad de Creutzfeld-Jakob, sindrome de Gerstmann-Striussler-Scheinker, encefalopatia
espongiforme bovina), y personas que son homocigéticas para el alelo 4 de la apolipoproteina E.
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