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DESCRIPCION
Procedimiento para medir el amiloide a sérico de diversos animales y reactivo para su medicién
[Campo técnico]

La presente invencién se refiere a un procedimiento para medir el amiloide A sérico (en lo sucesivo, denominado "SAA")
de diversos animales.

[Técnica de antecedente]

La SAA es una proteina precursora de la proteina amiloide A que se deposita en el tejido en caso de amiloidosis, que
es una proteina sérica con un peso molecular de aproximadamente 12.000 (Documento de no Patente 1). Se sabe
que la concentracién sérica de SAA aumenta en enfermedades inflamatorias distintas de la amiloidosis, por lo que se
reconoce que el SAA es un marcador sensible de inflamacién (Documento de no patente 2).

Ademas, se sabe que la SAA sirve como un marcador de inflamacién importante en especies animales distintas de los
seres humanos (Documentos de no patente 3 a 7).

Por ejemplo, el Documento de Patente 1 divulga una correlacién aparente entre el nivel de proteina SAA en una
muestra de leche obtenida de la mama de un mamifero lactante (por ejemplo, bovino) y el nivel de respuesta
inflamatoria del tejido mamario (es decir, mastitis). El Documento de Patente 2 divulga que las enfermedades
infecciosas pueden distinguirse de las causas no infecciosas de enfermedades basédndose en la concentracién de SAA
en una muestra de sangre obtenida de un mamifero (por ejemplo, un caballo) que muestre sintomas o acciones
anormales.

Por ejemplo, el Documento de Patente 3 divulga un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a SAA humano,
y el Documento de Patente 4 divulga un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a SAA equino. Sin
embargo, en el pasado no se conocian reactivos capaces de medir la SAA derivada de diversas especies animales,
incluida la humana, que implicaran el uso de anticuerpos monoclonales.

[Documentos del Estado de la Técnica]
[Documentos de patente]
[Documento de Patente 1] JP 2003-507725 A
[Documento de Patente 2] WO 2014/118764
[Documento de Patente 3] JP H09-67398 A (1997)
[Documento de Patente 4] JP 2008-239511 A
[Documentos de no patente]
[Documento de no patente 1] Husby G. y Natvig J. B., J. Clin. Invest, 1974, Vol. 53, pp. 1054-1061

[Documento de no patente 2] Yamada, T. et al., Journal of Clinical Laboratory Medicine, 1988, 32:2, pp. 167-
172.

[Documento de no patente 3] Nunokawa Y. et al., J. Vet. Med. Sci., 1993, 55 (6), pp. 1011-1016
[Documento de no patente 4] Kajikawa, T. et al., J. Vet. Med. Sci., 1996, 58 (11), pp. 1141-1143
[Documento de no patente 5] Tamamoto, T. et al,, J. Vet. Med. Sci., 2008, 70 (11), pp. 1247-1252
[Documento de no patente 6] Petersen, H. H. et al., Vet. Res., 2004, 35(2), pp. 163-187

[Documento de no patente 7] Tamamoto, T., Journal of Hokkaido Veterinary Medical Association, 2014, 58,
pp. 539-543.

[Sumario de la invencién]
[Objetivos que se pretenden alcanzar con la invencion]

Bajo las circunstancias anteriores, es un objeto de la presente invencidén proporcionar un reactivo que pueda medir
SAA derivado de diversas especies animales.
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[Medios para alcanzar los objetivos]

Los presentes inventores han realizado estudios concentrados para alcanzar el objeto anterior. Como resultado,
encontraron un anticuerpo monoclonal de reaccién cruzada con especies animales que reconoce la SAA derivada de
diversas especies animales de entre los anticuerpos monoclonales antiSAA humanos. Esto ha llevado a la realizacién
de la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién incluye lo siguiente.

(1) Un procedimiento para medir inmunolégicamente el amiloide sérico A que comprende un paso de medir
el amiloide sérico A utilizando un reactivo para medir el amiloide sérico A de una pluralidad de especies
animales, comprendiendo dicho reactivo un anticuerpo monoclonal antisuero amiloide A de reactividad
cruzada con especies animales o un fragmento del mismo,

en el que dicho anticuerpo monoclonal antisuero amiloide A de reactividad cruzada con especies
animales o un fragmento del mismo se une especificamente, como epitopo de la proteina amiloide
A del suero, a los residuos de aminoécidos en las posiciones 802 a 902 desde el extremo N de la
proteina amiloide A1 del suero humano maduro que consiste en la secuencia de aminoacidos como
se muestra en SEQ ID NO: 1,

en el que dicho fragmento de anticuerpo monoclonal se selecciona del grupo que consiste en Fab,
Fab', F(ab'),, Fv, Fd y Fabc,

en la que la pluralidad de especies animales son una pluralidad de especies animales seleccionadas
del grupo que consiste en un humano, un bovino, un perro, un gato, un conejo, un caballo, un mono,
un cerdo, una oveja, un burro y un ratén, y

en el que el procedimiento para la medicién inmunolégica es el inmunoensayo turbidimétrico de latex.
La solicitud de patente japonesa No. 2017-124578 es el documento prioritario de la presente solicitud.
[Efectos de la invencion]

Con el procedimiento para medir inmunolégicamente SAA de acuerdo con la presente invencién, SAA, que es un
marcador de inflamacion para diversas especies animales, puede detectarse o medirse facilmente.

[Breve descripcion de los dibujos]

La Fig. 1 muestra los resultados de la medicidén de una muestra bovino utilizando un reactivo de latex
compuesto por particulas de latex de poliestireno de 130 nm de diametro y un anticuerpo policlonal anti SAA
humano inmovilizado en ellas.

La Fig. 2 muestra los resultados del cribado de un anticuerpo monoclonal anti SAA humano utilizando una
muestra bovina.

La Fig. 3 muestra los resultados de la medicién de una serie de diluciones de muestras de suero con una
concentracién conocida de SAA humano utilizando un reactivo de latex compuesto por particulas de latex de
poliestireno de 130 nm de diametro y el anticuerpo monoclonal (Clon 15), que se confirmé que era reactivo
con SAA bovino, inmovilizado en las mismas.

La Fig. 4 muestra los resultados de la medicién de una serie de diluciones de muestras de suero con
concentracién de SAA humana conocida (curva de calibracién) utilizando un reactivo de latex (SAA-M)
preparado inmovilizando el anticuerpo monoclonal antiSAA de reactividad cruzada con especies animales
(Clon 15) que se une a SAA reconociendo, como epitopo, una regién en las proximidades de un residuo de
aminodacido en la posicidn 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 o una regién en las proximidades de un residuo
de aminodacido correspondiente en otra proteina SAA madura a dos tipos de particulas de latex de poliestireno
(es decir, particulas de 220 nm de didmetro y particulas de 80 nm de diametro) y mezclando los dos tipos de
particulas de latex de poliestireno en una proporcién de 2:1.

La Fig. 5 muestra los resultados de la medicidén de las muestras de suero de bovino, perro y gato utilizando
un reactivo de latex (SAA-M) preparado inmovilizando el anticuerpo monoclonal anti-SAA de reactividad
cruzada con especies animales (Clon 15) en dos tipos de particulas de latex (es decir, particulas de 220 nm
de didmetro y particulas de 80 nm de didmetro) y mezclando los dos tipos de particulas de latex a 2:1.
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La Fig. 6 muestra los resultados de la medicién de SAA en muestras de suero obtenidas de diversos animales
(un bovino, un caballo, un mono, un asno, una oveja, un cerdo, un carpincho, un ratén y un conejo) utilizando
un reactivo de latex preparado inmovilizando el anticuerpo monoclonal anti-SAA de reactividad cruzada con
especies animales (Clon 15) en particulas de latex de poliestireno de 215 nm de diametro.

La Fig. 7 muestra los resultados del examen de reactividad de los anticuerpos monoclonales anti SAA humana
(Clones 15, 18 y 21) con muestras de suero obtenidas de diversos animales (un humano, un gato, un perro,
un caballo, un bovino, un mono, un carpincho y un ratén).

La Fig. 8 muestra un mapa de las matrices utilizadas para el mapeo de epitopos de los anticuerpos
monoclonales anti SAA humano (Clones 15, 18 y 21).

La Fig. 9 muestra los resultados del examen de la reactividad de los anticuerpos monoclonales anti SAA
humana (Clones 15, 18 y 21) con cada péptido derivado de la proteina SAA1 humana madura.

La Fig. 10 muestra los resultados del examen de la reactividad de los anticuerpos monoclonales anti SAA
humana (Clones 15, 18 y 21) con cada péptido derivado de la proteina SAA1 humana madura: (A) muestra
imagenes fluorescentes en las matrices utilizadas para el mapeo de epitopos; (B) muestra un mapa de las
matrices utilizadas para el mapeo de epitopos; y (C). muestra una comparaciéon de las secuencias de
aminodacidos de cada péptido derivado de la proteina SAA1 humana madura.

[Realizaciones de la invencién]
A continuacién, se describe en detalle la presente invencién.

El reactivo para medir SAA obtenido a partir de una pluralidad de (es decir, 2 0 méas) especies animales utilizado en el
procedimiento de acuerdo con la presente invencién (en lo sucesivo, denominado "el reactivo para medir SAA de
acuerdo con la presente divulgaciéon") comprende un anticuerpo monoclonal anti-SAA de reactividad cruzada con
especies animales o un fragmento del mismo. El anticuerpo monoclonal antiSAA de reactividad cruzada con especies
animales o un fragmento del mismo utilizado en el procedimiento de la presente invencién (en lo sucesivo, denominado
"el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo de acuerdo con la presente divulgacién") es un anticuerpo
monoclonal capaz de reconocer SAA derivado de diversas especies animales y unirse a dicha proteina o a un
fragmento de la misma. Con el uso del procedimiento para medir la SAA de acuerdo con la presente invencion, se
puede medir inmunoldgicamente la SAA como marcador de inflamacién en diversas especies animales.

Ejemplos de SAA que el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo usado en el procedimiento de acuerdo con
la presente invencion puede reconocer incluyen SAA derivado de especies animales, tales como un humano, un bovino,
un perro, un gato, un conejo, un caballo, un mono, un cerdo, una oveja, un burro y un ratén.

El anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo utilizado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencion
se une preferentemente a SAA reconociendo, como epitopo, los residuos de aminoécidos en las posiciones 802 a 902
desde el extremo N de la proteina amiloide A1 sérica humana madura que consiste en la secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 1. El anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo utilizado en el procedimiento
de acuerdo con la presente invencidn que se une a dicho epitopo presenta una elevada propiedad de unién a SAA
obtenida de una pluralidad de especies animales. Una regidén de residuos de aminoacidos en otra proteina SAAmadura
(por ejemplo, una proteina SAAmadura derivada de una especie animal distinta de la humana) correspondiente a una
regién en las proximidades de un residuo de aminoacido en la posiciéon 90 desde el extremo N de la proteina SAA1
humana madura que consiste en la secuencia de aminoécidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 a la que se une
como epitopo el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo utilizado en el procedimiento de acuerdo con la
presente invencién, puede determinarse mediante, por ejemplo, comparacién de alineamiento entre la secuencia de
aminodacidos de la proteina SAA1 humana madura y la secuencia de aminoacidos de otra proteina SAA madura de
acuerdo con un procedimiento conocido convencionalmente.

El anticuerpo monoclonal usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién puede ser de cualquier
clase de inmunoglobulina (lg) (por ejemplo, IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM o IgY) y cualquier subclase (por ejemplo, IgG1,
1gG2, 19G3, 1gG4, IgA1 o IgA2). La cadena ligera de inmunoglobulina puede ser una cadena K 0 una cadena A.

Ejemplos del fragmento de anticuerpo monoclonal usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién
incluyen Fab, Fab', F(ab');, Fv, Fd, y Fabc. Los procedimientos para preparar dichos fragmentos son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, dichos fragmentos pueden obtenerse por digestién de moléculas de anticuerpo con una proteasa
tal como la papaina o la pepsina o mediante una técnica conocida de ingenieria genética.

El anticuerpo monoclonal usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién puede obtenerse
preparando hibridomas a partir de células productoras de anticuerpos obtenidas de mamiferos no humanos
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inmunizados con antigenos (SAA humanos) (por ejemplo, células del bazo o linfaticas) y células de mieloma mediante
fusién, proliferando los hibridomas obtenidos en un medio de seleccién que contenga hipoxantina, aminopterina y
timidina ("medio HAT"), clonando células productoras de anticuerpos monoclonales que presenten afinidad especifica
por los antigenos utilizados para la inmunizacién (SAA humano) o antigenos peptidicos fragmentados de los mismos
(por ejemplo, un antigeno peptidico que comprende una regién en las proximidades de un residuo de aminoacido en
la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la secuencia de aminoécidos
como se muestra en SEQ ID NO: 1), la obtencidén de lineas celulares productoras de anticuerpos monoclonales
antiSAA humanos, la proliferacién de las células productoras de anticuerpos monoclonales antihumanos en la cavidad
abdominal del ratén y la purificacién del anticuerpo a partir del liquido de ascitis resultante. Ejemplos de mamiferos no
humanos incluyen roedores tales como ratones y ratas. Se utilizan preferentemente células de mieloma derivadas del
mismo animal que los animales inmunizados, y ejemplos de las mismas incluyen células de mieloma de ratén y células
de mieloma de rata. Las células productoras de anticuerpos pueden fusionarse con células de mieloma mediante el
uso de polietilenglicol (PEG) o mediante fusién eléctrica.

El anticuerpo monoclonal preparado puede purificarse mediante un procedimiento conocido en la técnica, tal como
cromatografia usando una columna de proteina A o una columna de proteina G, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia hidréfoba, salado con sulfato de amonio, filtracién en gel, o cromatografia de afinidad, en combinacién
adecuada.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para medir inmunolégicamente SAA que comprende un paso de
medir SAA usando el reactivo para medir SAA como se divulga en el presente documento. Especificamente, la SAA
en una muestra biol6gica derivada de diveras especies animales se pone en contacto con el anticuerpo monoclonal o
un fragmento del mismo como se divulga en el presente documento en el reactivo para medir la SAA como se divulga
en el presente documento para causar una reaccién antigeno-anticuerpo, y la SAA en la muestra se detecta o mide
basandose en el complejo inmune formado.

Una muestra biolégica que comprende o puede comprender SAA es suficiente, y ejemplos de la misma incluyen
muestras de sangre total, suero, plasma, orina, liquido de puncidn, sudor, saliva, linfa y liquido cefalorraquideo.

Ejemplos de procedimientos para la medicién inmunolégica incluyen: inmunodifusién radial simple (no forma parte de
la invencién) que comprende observar la expresién de una linea de precipitado formada por un inmunocomplejo
resultante de la unién del anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo como se divulga en el presente documento
a SAA en la muestra biolégica en una placa de agar, inmunoensayo enzimatico (EIA) (no forma parte de la invencién)
o radioinmunoensayo (no forma parte de la invencién) que comprende el uso del anticuerpo monoclonal o un fragmento
del mismo seguln se divulga en el presente documento marcado con una enzima o isétopo radiactivo; y uso de un
portador insoluble que comprende el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo segun se divulga en el presente
documento inmovilizado en el mismo. Ejemplos de portadores insolubles incluyen particulas tales como particulas de
latex (tales como particulas de polietileno o poliestireno), particulas de alimina (no incluidas en la invencién), particulas
de silice (no incluidas en la invencién), particulas de coloides de oro (no incluidas en la invencién) y particulas
magnéticas (no incluidas en la invencién). Entre tales portadores insolubles, son preferibles las particulas de latex, y
son particularmente preferibles las particulas de latex de poliestireno.

Las particulas portadoras insolubles son preferentemente de 50 a 500 nm de didmetro, y méas preferentemente de 75
a 350 nm de didmetro.

Un anticuerpo o un fragmento del mismo puede inmovilizarse en un soporte insoluble de acuerdo con una técnica
convencional. Especificamente, un anticuerpo o un fragmento del mismo se mezcla con un portador insoluble, y se
permite que un anticuerpo o un fragmento del mismo se adsorba fisicamente a la superficie del portador insoluble. Asi,
un anticuerpo o un fragmento del mismo puede inmovilizarse en el soporte insoluble.

Cuando se utiliza un soporte insoluble que comprende un grupo amino o carboxilo introducido en su superficie, un
anticuerpo o un fragmento del mismo puede inmovilizarse en la superficie del soporte insoluble mediante una unién
quimica que implica el uso de un reactivo de glutaraldehido o carbodiimida.

Ejemplos de procedimientos que comprenden el uso de portadores insolubles incluyen: un inmunoensayo
turbidimeétrico de latex que comprende el uso de particulas de latex que comprenden el anticuerpo monoclonal o un
fragmento del mismo usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencidén inmovilizado en las mismas;
colorimetria de aglutinacién basada en coloide de oro (no forma parte de la invencién) que comprende el uso de
particulas de coloide de oro que comprenden el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo de acuerdo con la
presente invencién inmovilizado en coloides de oro; y ensayos inmunocromatograficos (no forman parte de la invencion)
que implican el uso del anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo segln se divulga en el presente documento
marcado con coloides metélicos y un anticuerpo de captura que captura un complejo inmunitario del anticuerpo
monoclonal o un fragmento del mismo segun se divulga en el presente documento y SAA en una membrana tal como
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una membrana de nitrocelulosa. De acuerdo con el inmunoensayo turbidimétrico de latex, especificamente, se permite
que las particulas de latex que comprenden el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo utilizado en el
procedimiento de acuerdo con la presente invencién inmovilizado en el latex reaccionen con SAA en una muestra
biolégica, y se mide SAA baséndose en la aglutinacién de las particulas de latex como resultado de la formacién del
complejo inmunitario y los cambios en la turbidez causados por la aglutinacién del latex. De acuerdo con los ensayos
inmunocromatogréficos (que no forman parte de la invencién), se suministra una muestra biolégica sobre una
membrana tal como una membrana de nitrocelulosa, la SAA en la muestra biolégica reacciona con el anticuerpo
monoclonal o un fragmento del mismo segln se divulga en el presente documento en una regién de retencién de
reactivos etiquetados que retiene el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo segun se divulga en el presente
documento etiquetado con coloides metalicos o similares para formar un inmunocomplejo, el inmunocomplejo migra
sobre la membrana por la accién capilar, el inmunocomplejo es capturado por un anticuerpo de captura inmovilizado
en una posicidn determinada sobre la membrana, y la SAA se detecta basandose en el color desarrollado como
resultado de la captura.

[0029] Como se ha descrito anteriormente, el reactivo para medir SAA como se divulga en el presente documento
puede usarse para un procedimiento para medir inmunolégicamente SAA. Cuando el procedimiento para la medicién
inmunolégica implica el uso de un portador insoluble, por ejemplo, el reactivo para medir SAA seguln se divulga en el
presente documento puede contener un portador insoluble que comprenda el anticuerpo monoclonal o un fragmento
del mismo segun se divulga en el presente documento inmovilizado en el mismo, tal como una solucién de latex que
contenga particulas de latex. Cuando se realizan ensayos inmunocromatogréficos (que no forman parte de la
invencién), el reactivo para medir SAA segln se divulga en el presente documento puede utilizarse para un dispositivo
inmunocromatogréfico compuesto por un soporte insoluble que comprende el anticuerpo monoclonal o un fragmento
del mismo segun se divulga en el presente documento inmovilizado en el mismo, tal como coloides de oro, y una
membrana tal como una membrana de nitrocelulosa que comprende el anticuerpo monoclonal o un fragmento del
mismo segun se divulga en el presente documento inmovilizado en el mismo (por ejemplo, una membrana tal como
una membrana de nitrocelulosa soportada sobre un soporte que comprende una regién de suministro de muestras,
una regioén de retencion de reactivos etiquetados que retiene el anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo
segln se divulga en el presente documento etiquetado con coloides metélicos o similares, y una regién de deteccién
que comprende un anticuerpo de captura inmovilizado en una posicién determinada).

[0030] Ademas del anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo usado en el procedimiento de acuerdo con la
presente invencidn, el reactivo para medir SAA usado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién puede
comprender un tampén que imparte un nivel de pH necesario para la reaccién inmunolégica, un potenciador de
reaccion que acelera la reacciéon inmunolégica, un estabilizador o bloqueador de reaccién que suprime la reaccién no
especifica, un conservante que mejora la estabilidad de almacenamiento de un reactivo, tal como azida sédica, y
similares.

[0031] Entre los ejemplos de tampones se incluyen los siguientes.

Los tampones de Good:

(Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico; abreviado como "MES";

Piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico); abreviado como "PIPES";

Acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico; abreviado como "ACES";

Acido N,N-bis(2-hidroxietil}-2-aminoetanosulfénico; abreviado como "BES",
bis(2-hidroxietil)iminotris(hidroximetil)metano; abreviado como "Bis-Tris";

Acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2-hidroxipropanosulfénico; abreviado como "DIPSO";
Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-3-propanosulfénico; abreviado como "EPPS";

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfonico; abreviado como "HEPES";

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-hidroxipropano-3-sulfénico; abreviado como "HEPPSQO";
Acido 3-(N-morfolino)propanesulfénico; abreviado como "MOPS";

Acido 3-(N-morfolino)-2-hidroxipropanosulfénico; abreviado como "MOPSO";
Pioerazina-N,N'-bis(acido 2-hidroxipropanosulfénico); abreviado como "POPSO",

Acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico; abreviado como "TAPS";
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acido N-tris(hidroximetil)metil-2-hidroxi-3-aminopropanosulfénico; abreviado como "TAPSO"; y
Acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico; abreviado como "TES".

Otros tampones:

2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol; también denominado "tris(hidroximetil)aminometano";
Tampones de fosfato;

Tampo6n de amonio.

Entre tales tampones, los tampones de Good, tales como HEPES y PIPES, ajustan un nivel de pH a un nivel ventajoso
para la reaccién inmunolégica. Ademés, su influencia sobre las proteinas es pequefia. Por lo tanto, estos tampones
son especialmente preferibles. Un nivel de pH necesario para la reaccién inmunolégica es de 5 a 11, y preferentemente
de6ao.

Como potenciador de la reaccidén se conocen, por ejemplo, el polietilenglicol y el sulfato de dextrano. Ademas, se sabe
que la BSA (albumina sérica bovina), el suero animal, la IgG, los fragmentos de IgG (Fab y Fc), la albimina, la proteina
lactea, el aminoacido, el poliaminoacido, la colina, un polisacéarido tal como la sacarosa, la gelatina, la gelatina
degradada, la caseina, un alcohol polihidrico tal como la glicerina y similares estabilizan eficazmente la reaccidén o
inhiben la reaccién inespecifica en la reaccién inmunolégica en forma de estabilizadores o bloqueadores de la reaccion.

El reactivo para medir SAA utilizado en el procedimiento de acuerdo con la presente invencién que comprende diversos
componentes descritos anteriormente puede suministrarse en estado liquido o seco. Para realizar la distribucién del
reactivo en estado liquido, el reactivo puede complementarse, ademas, por ejemplo, con diversos tensioactivos,
sacéridos o proteinas inactivas, con el fin de mejorar la estabilidad de la proteina. Dichos estabilizadores también son
eficaces como estabilizadores o excipientes al secar el reactivo.

[Ejemplos]
A continuacién, la presente invencién se describe en mayor detalle con referencia a los Ejemplos.

En los Ejemplos comparativos y los Ejemplos siguientes, los epitopos de la proteina SAA1 humana madura (la
secuencia de aminogcidos como se muestra en SEQ ID NO: 1) a los que se unen los anticuerpos monoclonales son
los que se describen a continuacién:

Clon 17: una regién en la vecindad del residuo de aminoacido en la posiciéon 30 desde el extremo N,;
Clon 14: una regién en las proximidades del residuo de aminoé&cido en la posiciéon 15 desde el extremo N;

Clones 15 y 18: una regién en la vecindad del residuo de aminoacido en la posicién 90 desde el extremo N;
y

Clones 21y 25: desconocidos, aunque se deduce que el epitopo del clon 21 es el mismo que el del clon 15,
etc., basandose en la reactividad con la SAA bovina.

[Ejemplo comparativo 1] Medicién de una muestra de bovino utilizando un reactivo de latex que contiene un
anticuerpo policlonal anti SAA humano inmovilizado en el mismo.

1. Objetivos

[0039] Se examind si podia medirse o0 no SAA bovina usando un reactivo de latex que comprendia el anticuerpo
policlonal anti SAA humano inmovilizado en particulas de latex de poliestireno.

(1) Inmovilizacién del anticuerpo policlonal anti SAA humano en particulas de latex de poliestireno

El anticuerpo policlonal anti SAA humano se inmovilizé en particulas de latex de poliestireno de 130 nm de diametro.

El anticuerpo policlonal anti SAA humano se inmovilizé en las particulas de latex de poliestireno de acuerdo con una
técnica convencional. Especificamente, el anticuerpo policlonal anti SAA humano se mezclé con latex de poliestireno,
para permitir que el anticuerpo policlonal anti SAA humano se adsorbiera fisicamente en la superficie del latex de
poliestireno. Asi, el anticuerpo policlonal anti SAA humano se inmovilizé en las particulas de latex de poliestireno.

2. Materiales y procedimientos

Las muestras de plasma bovino muestreadas con tiempo antes y después de la cirugia se midieron utilizando el
reactivo de latex anterior con el analizador automéatico Hitachi 7170S (Hitachi High-Technologies). En concreto, se
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mezclaron 2,0 yl de la muestra de plasma con 100 pl del primer reactivo (tampdn HEPES 50 mM, pH 7,4), se incubd
la mezcla a 37°C durante 5 minutos, se afiadieron 100 pl del segundo reactivo (una solucién de latex inmovilizada con
anticuerpos policlonales que contenia tampén HEPES 10 mM, pH 7,4), se dej6 que la reaccién continuara a 37°C y
se midieron los cambios en la absorbancia a la doble longitud de onda de 800/570 nm (sub-longitud de onda/longitud
de onda principal) durante aproximadamente 5 minutos después de afiadir el segundo reactivo.

La concentraciéon de SAA en las muestras de plasma se calculé a partir de la curva de calibracién obtenida midiendo
la muestra con concentracion de SAA conocida.

3. Resultados

La concentracion de SAA en las muestras de plasma bovino muestreadas con el tiempo antes y después de la cirugia
fue de 0,62 a 1,72 mg/l, que estaba por debajo del intervalo de medicién del reactivo de SAA preparado con el
anticuerpo policlonal (5 a 500 mg/l) (Fig. 1).

4. Conclusiones

El reactivo de SAA preparado con el uso del anticuerpo policlonal anti SAA humano mostré baja reactividad con SAA
bovino y, en consecuencia, no se pudo medir SAA bovino. Mientras que la SAA bovina podia medirse mediante EIA
que implicaba el uso del anticuerpo policlonal descrito en el Ejemplo 1, no podia medirse mediante el inmunoensayo
turbidimétrico de latex.

[Ejemplo 1] Cribado de anticuerpos monoclonales con muestras bovinas
1. Objetivo
Se cribd el anticuerpo monoclonal que reacciona con SAA bovina.

2. Materiales y procedimientos

Las muestras de plasma bovino muestreadas antes y después de la cirugia se inmovilizaron en una microplaca
(inmovilizacién de antigeno), los anticuerpos policlonales anti SAA humano y los anticuerpos monoclonales anti SAA
humano (Clones 14, 15, 17, 18, 21, y 25 mostrados en la Tabla 1 del Documento de Patente 3) se dejaron reaccionar
con los mismos, y a continuacidén se examiné la reactividad mediante EIA en el que se dejé reaccionar el anticuerpo
IgG anti-conejo marcado con POD o el anticuerpo |gG anti-rata marcado con POD.

3. Resultados

Con respecto a la reactividad con las muestras de plasma bovino a los 2 dias después de la cirugia, la reactividad del
Clon 18 fue la mas alta, seguida del Clon 21, el Clon 15 y el anticuerpo policlonal en orden descendente, y no se
observaron diferencias en la reactividad de otros clones antes y después de la cirugia (Fig. 2).

4. Conclusiones

Se confirmé que el anticuerpo policlonal anti SAA humano reaccioné con el plasma bovino mientras que el nivel de
reaccion era bajo y los anticuerpos monoclonales (Clon 17 y Clon 25) no reaccionaron con las muestras de plasma
bovino en la fase aguda. Entre los anticuerpos monoclonales utilizados para el cribado, se identificaron 3 clones de
anticuerpos monoclonales (Clon 18, Clon 21 y Clon 15) que reaccionarian con las muestras de plasma bovino en la
fase aguda.

[Ejemplo 2] Preparacion del reactivo para medir la SAA animal ("SAA-M") y medicién de las muestras
1. Objetivo
Se examinaron los reactivos de latex para medir la SAA animal.

2. Materiales y procedimientos

Se prepararon reactivos de latex con el uso del anticuerpo monoclonal anti SAA humano (Clon 15) y particulas de
latex de poliestireno de 130 nm de diametro o de 220 nmy 80 nm de diametro, y se midieron las series de dilucién de
muestras de suero con concentracién de SAA conocida y muestras de suero de bovino, perro y gato. Como ejemplo
comparativo, también se llevé a cabo la medicién con la prueba LZ "Eiken" SAA (Eiken Chemical Corporation)
disponible en el mercado.

El anticuerpo monoclonal anti SAA humano se inmovilizé en las particulas de latex de poliestireno de acuerdo con un
procedimiento conocido. Especificamente, el anticuerpo monoclonal anti SAA humano se mezclé con latex de
poliestireno, para permitir que el anticuerpo monoclonal anti SAA humano se adsorbiera fisicamente en la superficie
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del latex de poliestireno. Asi, el anticuerpo monoclonal anti SAA humano se inmovilizd en las particulas de latex de
poliestireno.

Las series de dilucién de muestras de suero con concentracién de SAA conocida (SAA humano) y muestras de suero
bovino, canino y felino se midieron con el uso del analizador automético Hitachi 7170S (Hitachi High-Technologies).
En concreto, se mezclaron 2,0 pl de la muestra de suero con 100 pl del primer reactivo (tampén HEPES 50 mM, pH
7,4), se incubé la mezcla a 37°C durante 5 minutos, se afiadieron 100 pl del segundo reactivo (una solucién de latex
inmovilizada con anticuerpo monoclonal que contenia tampén HEPES 10 mM, pH 7,4), se dejé que la reaccidén
continuara a 37°C y se midieron los cambios en la absorbancia a la doble longitud de onda de 800/570 nm (sub-
longitud de onda/longitud de onda principal) durante aproximadamente 5 minutos después de afiadir el segundo
reactivo.

La concentracién de SAA en las muestras de suero de bovino, perro y gato se calculé a partir de la curva de calibracién
obtenida midiendo la muestra con concentracién de SAA conocida.

3. Resultados

3-1. Preparacién de reactivos con anticuerpos monoclonales

La Fig. 3 muestra los resultados de la medicién de la serie de dilucion de muestras de suero con concentracion
conocida de SAA (SAA humano) con el uso del reactivo de SAA que comprende particulas de latex de poliestireno de
130 nm de diametro y el anticuerpo monoclonal (clon 15) inmovilizado sobre las mismas. Con el uso del reactivo SAA
que comprende el Clon 15 inmovilizado en el mismo, se observé una fluctuacién en los cambios de la absorbancia
(AADbs) en la serie de dilucién, obteniéndose asi la curva de calibracion.

El anticuerpo monoclonal (Clon 15) se inmovilizé en dos tipos de particulas de latex (es decir, particulas de 220 nm de
diametro y particulas de 80 nm de diametro), y se preparé un reactivo de latex (SAA-M) que comprendia estos dos 2
tipos de particulas de latex a 2:1. La Fig. 4 muestra los resultados de la medicién de la serie de diluciéon de muestras
de suero con concentracién conocida de SAA (curva de calibracién).

3-2. Medicién de muestras animales

La Fig. 5 muestra los resultados de la medicién de las muestras de suero de bovino, perro y gato. La SAA en las
muestras de bovino, perro y gato pudo medirse con el reactivo de latex (SAA-M) preparado inmovilizando el anticuerpo
monoclonal (Clon 15) en dos tipos de particulas de latex (es decir, particulas de 220 nm de didmetro y particulas de
80 nm de didmetro). En cambio, con el uso de la prueba LZ "Eiken" SAA (LZ-SAA), el nivel de SAA de las muestras
de suero de bovino y de perro estaba por debajo del rango de medicién de la prueba LZ "Eiken" SAA, es decir, el nivel
de SAA en las muestras de bovino y de perro no podia medirse con el uso de la prueba LZ "Eiken" SAA. En el caso
de la muestra de perro, se observé una fluctuacién mayor en comparacién con el nivel medido con el uso de un reactivo
disponible comercialmente para medir la PCR canina, y en la muestra de gato se observé una fluctuaciéon mayor en
comparacién con los resultados obtenidos con el uso de la prueba LZ "Eiken" SAA.

4. Conclusiones

Con el uso del anticuerpo monoclonal (Clon 15) que se une a SAA reconociendo, como epitopo, una regién en las
proximidades de un residuo de aminoacido en la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura
que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1, se pueden preparar reactivos de
latex SAA que reaccionen con SAA obtenido de un bovino, un perro y un gato.

[Ejemplo 3] Medicién de SAA en diveras muestras de animales

1. Objetivo

Si la SAA de diversas especies animales podria medirse o no con el uso del anticuerpo monoclonal (Clon 15) que se
une a SAA reconociendo, como epitopo, se examind una regién en las proximidades de un residuo de aminoacido en
la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la secuencia de aminoécidos
como se muestra en SEQ ID NO: 1.

2. Materiales y procedimientos

La SAA en diveras especies animales se midié usando el reactivo de latex que inmoviliza el anticuerpo monoclonal
(Clon 15) (reactivo de SAA animal).

Como ejemplo comparativo, la medicién se llevé a cabo de la misma manera con el uso del ensayo LZ "Eiken" SAA
(LZ-SAA) descrito en el Ejemplo 2. Una especie animal (conejo) que no reaccionaria con la prueba LZ "Eiken" SAA
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(LZ-SAA) se sometié a la medicién de la CRP que se elevaria en caso de enfermedades inflamatorias como con SAA
como referencia.

El reactivo SAA animal se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 2 excepto por el uso de particulas de latex
de poliestireno de 215 nm de diametro.

La SAA en diversas muestras animales se midié con el uso del analizador automético Hitachi 7170S (Hitachi High-
Technologies). En concreto, se mezclaron 3,0 pl de cada una de las diversas muestras con 100 pl del primer reactivo
(tampén HEPES 50 mM, pH 7,4), se incubd la mezcla a 37°C durante 5 minutos, se afiadieron 100 pl del segundo
reactivo (una solucidén de latex inmovilizada con anticuerpos monoclonales que contenia tampén HEPES 10 mM, pH
7.,4), se dejd que la reaccidn continuara a 37°C y se midieron los cambios en la absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm durante aproximadamente 5 minutos después de afiadir el segundo reactivo.

La concentracién de SAA en diversas muestras animales se calculé a partir de la curva de calibracién obtenida
midiendo la muestra con concentracién de SAA conocida.

3. Resultados
La Fig. 6 muestra los resultados de la medicién.

Mientras que la SAA no pudo medirse en el ejemplo comparativo (la prueba LZ "Eiken" SAA) (por debajo de la
sensibilidad de medicién), la SAA en muestras obtenidas de diversos animales (es decir, un bovino, un caballo, un
mono, un burro, una oveja, un cerdo, un ratén y un conejo) pudo medirse con el uso del reactivo SAA animal (el
anticuerpo monoclonal (Clon 15) que se une a SAA reconociendo, como epitopo, una regién en la vecindad de un
residuo de aminoécido en la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1; correspondiente al "reactivo para medir la SAA de
acuerdo con la presente divulgacién").

4. Conclusiones

Con el uso del reactivo SAA animal (el anticuerpo monoclonal (Clon 15)), puede medirse SAA en diversas especies
animales.

[Ejemplo 4] Evaluacién del reactivo SAA utilizando anticuerpos obtenidos de diversos clones

1. Objetivo

Los anticuerpos monoclonales obtenidos del Clon 18 y del Clon 21 se unen a SAA reconociendo, como epitopo, se
examind una regién en las proximidades de un residuo de aminoécido en la posicién 90 desde el extremo N de la
proteina SAA1 humana madura que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 si
era posible medir la SAA en diveras muestras animales como en el caso del anticuerpo monoclonal del Clon 15.

2. Materiales y procedimientos

Diversas muestras de suero animal obtenidas a partir de un humano, un gato, un perro, un caballo, un bovino, un
mono, un capibara y un ratdn se inmovilizaron en una microplaca (inmovilizacién de antigeno), se permitié que los
anticuerpos monoclonales anti-SAA obtenidos a partir del Clon 15, el Clon 18y el Clon 21 reaccionaran con los mismos,
y a continuacién se examiné la reactividad mediante EIA en el que se permitié que reaccionara el anticuerpo IgG anti-
rata marcado con POD.

3. Resultados

Los resultados de la medicién se muestran en la Fig. 7. Los simbolos "o" y "x" utilizados en la tabla de la Fig. 7 indican
la presencia y la ausencia de la reaccién (presencia: o, ausencia: x), respectivamente. Con respecto al "Valor corregido
en blanco" que se muestra en la tabla de la Fig. 7, se determina que se ha producido la reaccién (+) cuando el valor
corregido en blanco es igual o superior a 0,020 teniendo en cuenta la dispersion.

Con el uso de "el anticuerpo monoclonal del Clon 18 que se une a SAA reconociendo, como epitopo, una regién en
las proximidades de un residuo de aminoéacido en la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana
madura que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 de acuerdo con la presente
divulgacidon" y "el anticuerpo monoclonal del clon 21 que se une a SAA reconociendo, como epitopo, una regién en las
proximidades de un residuo de aminoacido en la posicion 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura
que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 de acuerdo con la presente
divulgacion”, la SAA en diveras muestras animales podria medirse como con el uso de "el anticuerpo monoclonal del
Clon 15 que se une a la SAAreconociendo, como epitopo, una regién en las proximidades de un residuo de aminoacido
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en la posicién 90 desde el extremo N de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 de acuerdo con la presente divulgaciéon". Como se muestra en el
gréfico de la Fig. 7, el coeficiente de correlacidén del Clon 18 con el Clon 15 fue de 0,982, y el del Clon 21 con el Clon
15 fue de 0,975.

4. Conclusiones

Se sugirié que el anticuerpo monoclonal del Clon 18 y el anticuerpo monoclonal del Clon 21 presentan propiedades
equivalentes a las del anticuerpo monoclonal del Clon 15.

[Ejemplo 5] Cartografia epitdpica de anticuerpos obtenidos a partir de diversos clones

1. Objetivo

Las secuencias de aminoacidos de la proteina SAA1 humana madura que consiste en la secuencia de aminoécidos
como se muestra en SEQ ID NO: 1 a las que se unirian como epitopos los anticuerpos monoclonales obtenidos a
partir del Clon 15, el Clon 18 y el Clon 21.

2. Materiales y procedimientos

Como se muestra en la Tabla 1 y la Fig. 8, se inmovilizaron péptidos derivados de la proteina SAA1 humana madura
en portaobjetos de vidrio (inmovilizacién de antigeno) para preparar matrices.

Posteriormente, se permitié que los anticuerpos monoclonales anti-SAA obtenidos a partir del Clon 15, Clon 18 y Clon
21 reaccionaran con los péptidos de las matrices, y a continuacién se permitié que el anticuerpo 1gG de cabra anti-
rata marcado con biotina reaccionara con los mismos. A continuacién, se dejé que la estreptavidina marcada con
fluorescencia reaccionara con las matrices y se examiné la reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-SAA
frente a los péptidos.

[Tabla 1]
No. Secuencia Posiciones en SEQ ID NO: 1 | SEQ ID NO:
Péptido #1 | HGAEDSLADQAANEWGRSGKDPNHF |71 a 95 2
Péptido #2 | HGAEDSLADQAANEW 71a85 3
Péptido # 3 | GAEDSLADQAANEWG 72 a 86 4
Péptido # 4 | AEDSLADQAANEWGR 73 a 87 5
Péptido #5 | EDSLADQAANEWGRS 74 a 88 6
Péptido #6 | DSLADQAANEWGRSG 75a89 7
Péptido #7 | SLADQAANEWGRSGK 76 a 90 8
Péptido #8 | LADQAANEWGRSGKD 77 a 91 9
Péptido #9 | ADQAANEWGRSGKDP 78292 10
Péptido # 10 | DQAANEWGRSGKDPN 79a93 11
Péptido # 11 | QAANEWGRSGKDPNH 80 a 94 12
Péptido # 12 | AANEWGRSGKDPNHF 81a95 13
Controles positivos
Biotina-BSA
IgG de rata (Raybiotech)
Controles negativos
0,1% BSA-PBS

Los controles positivos mostrados en la Tabla 1 y la Fig. 8 son como se muestra a continuacién:

Biotina-BSA: se inmoviliz6 BSA marcada con biotina en portaobjetos de vidrio en lugar de un péptido derivado
de una proteina SAA1 humana madura; y

IgG de rata (Raybiotech): el anticuerpo IgG de cabra antirrata marcado con biotina se inmovilizé en
portaobjetos de vidrio en lugar de un péptido derivado de una proteina SAA1 humana madura.
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3. Resultados
Los resultados se muestran en las Figs. 9y 10.

Como se muestra en las Figs. 9 y 10, se comprob6 que los anticuerpos monoclonales anti-SAA obtenidos a partir del
Clon 15, Clon 18 y Clon 21 se unian suficientemente a los Péptidos #7 a #11.

4. Conclusiones

Los anticuerpos monoclonales anti-SAA obtenidos a partir del Clon 15, Clon 18 y Clon 21 se unieron suficientemente
a los péptidos #7 a #11. En consecuencia, se sugirié que dichos anticuerpos se unen a la proteina SAA1 humana
madura reconociendo, como epitopo, la secuencia de aminoacidos comun entre los péptidos #7 a #11
(QAANEWGRSGK: SEQ ID NO: 14) (Fig. 10C). Dicho epitopo corresponde a una secuencia de aminoacidos en las
posiciones 802 a 902 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para medir inmunoldgicamente el amiloide sérico A que comprende un paso para medir el amiloide
sérico A utilizando un reactivo para medir el amiloide sérico Ade una pluralidad de especies animales, comprendiendo
dicho reactivo un anticuerpo monoclonal antiamiloide sérico A de reactividad cruzada con especies animales o un
fragmento del mismo,

en el que dicho anticuerpo monoclonal antisuero amiloide A de reactividad cruzada con especies animales o
un fragmento del mismo se une especificamente, como epitopo de la proteina amiloide A del suero, a los
residuos de aminoacidos en las posiciones 802 a 902 desde el extremo N de la proteina amiloide A1 del suero
humano maduro que consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1,

en el que dicho fragmento de anticuerpo monoclonal se selecciona del grupo que consiste en Fab, Fab’,
F(ab');, Fv, Fd y Fabc,

en la que la pluralidad de especies animales son una pluralidad de especies animales seleccionadas del
grupo que consiste en un humano, un bovino, un perro, un gato, un conejo, un caballo, un mono, un cerdo,
una oveja, un burro y un ratén, y

en el que el procedimiento para la mediciéon inmunolégica es el inmunoensayo turbidimétrico de latex.
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Fig. 9
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