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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para
"ANTICORPOS OU FRAGMENTOS DE LIGAGAO AO ANTIGENO
DESTES, SEUS USOS, SEU METODO DE PREPARAGAO, SUAS
COMPOSICOES FARMACEUTICAS, E HIBRIDOMAS".
REFERENCIA CRUZADA A  PEDIDOS DE PATENTE
RELACIONADOS
[0001] Prioridade é reivindicada sobre o Pedido de Patente
Proviséria Americana N2 61/095.932, depositado em 10 de setembro
de 2008, e sobre o Pedido de Patente Proviséria Americana N2
61/007.544 depositado em 28 de dezembro de 2007, cada um dos
quais € incorporado neste pedido por referéncia em sua totalidade.
CAMPO TECNICO

[0002] A invencgao reside nos campos técnicos de imunologia e
medicina.

ANTECENDENTES DA INVENCAO

[0003] Amiloidose € um termo geral que descreve diversas

doencgas caracterizadas pela existéncia de formas patologicas de
proteinas amiloides, muitas vezes envolvendo a deposigao extracelular
de fibrilas proteicas, que formam "numerosos depdsitos amiloides" ou
"placas amiloides" que podem ocorrer em sitios locais ou
sistematicamente. Estes depdsitos ou placas sao compostos
principalmente de uma proteina ou peptideo soluvel que ocorre
naturalmente, montados em depdsitos insoluveis extensos de 10 a 100
MM de didmetro em uma variedade de sitios de tecido. Os depdsitos
sdo compostos geralmente de agregados laterais de fibrilas que tém
aproximadamente 10 a 15 nm de diametro. Fibrilas amiloides
produzem uma caracteristica birrefringéncia de maca verde a luz
polarizada, quando marcado com o corante Congo Red. Geralmente, a
composicao fibrilar destes depdsitos € uma identificagdo caracteristica

das varias formas da doenga amiloide.
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[0004] Os peptideos ou proteinas que formam os depdsitos de
placa muitas vezes sao produzidos a partir de uma proteina precursora
maior. Mais especificamente, a patogénese de agregados amiloides,
tais como depédsitos de fibrila geralmente envolvem a clivagem
proteolitica de uma proteina precursora "anormal" em fragmentos que
agregam-se em folhas 3 antiparalelas dobradas.

[0005] A composicéao fibrilar destes depdsitos € uma identificacao
caracteristica de varias formas da doenga amiloide. Por exemplo,
depdsitos intracerebrais e cerebrovasculares compostos
principalmente de fibrilas do peptideo beta amiloide (B-AP) sé&o
caracteristicos da mal de Alzheimer (tanto formas familiais como
esporadicas), peptideo de proteina amiloide de ilhota (IAPP; amilina) é
caracteristico das fibrilas em depdsitos amiloides de célula de ilhota
pancreatica associados com diabetes tipo Il, e f2-microglobulina € um
dos principais componentes de depdsitos amiloides que se formam
como consequéncia do tratamento de hemodialise de longo prazo.
Mais recentemente, doengas associadas a prion, tais como doenca de
Creutzfeld-Jacob, também foram reconhecidas como doencas
amiloides.

[0006] Em geral, amiloidoses primarias da doenga sao
caracterizadas pela presenca de fibrilas de proteina "tipo cadeia leve
de amiloide" (tipo AL), como denominadas para a homologia da regiao
N-terminal das fibrilas AL ao fragmento variavel da cadeia leve da
imunoglobulina (capa ou lambda).

[0007] As varias formas de doenca foram divididas em classes, a
maioria com base em se a amiloidose estd associada com uma
doenca sistematica subjacente. Dessa forma, certas desordens sao
consideradas ser amiloidoses primarias, nas quais ndo ha nenhuma
evidéncia de doenga pré-existente ou coexistente. Em amiloidose

secundaria ou reativa (tipo AA) caracterizada pela presente deposicao
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de fibrilas de proteina A amiloide (AA), ha um estado de doenca
inflamatorio ou infeccioso crénico subjacente ou associado.

[0008] Amiloidoses heredofamiliais podem ter associadas
depdsitos neuropaticos, renais, ou cardiovasculares do tipo de
transtiretina ATTR. Outras amiloidoses heredofamiliais incluem outras
sindromes e podem ter componentes amiloides diferentes (por
exemplo, Febre mediterranea familial que € caracterizada por fibrilas
AA). Outras formas de amiloidose incluem formas locais,
caracterizadas por depdsitos focais, muitas vezes similares a tumor
que ocorrem em o6rgéaos isolados. Outras amiloidoses sao associadas
com o envelhecimento, e sdao comumente caracterizadas pela
formacdo de placa no coragdo ou cérebro. Também sao comuns
depodsitos amiloides associados com hemodialise de longo prazo.
Estas e outras formas da doencga amiloide sao resumidas na Tabela 1
(Tan, S.Y. and Pepys, Histopathology 25:403-414, 1994; Harrison’s
Handbook of Internal Medicine, 13" Ed., Isselbacher, K.J. et al, eds,
McGraw-Hill, San Francisco, 1995) e sdo descritos nas Patentes
Americanas N 6.875.434, 6.890.535, 6.913.745, 6.923.964, e

6.936.246, que sao incorporados por referéncia neste pedido em sua

totalidade.

Tabela 1

Classificacao de Doencgas Amiloides

Proteina/ Proteina Proteinas Vari- | Clinica

Peptideo Precursora antes

Amiloide

AA Proteina Ami- Amiloidose Reativa (se-
loide A Sérica cundaria):
(ApoSSA) Febre Mediterranea Fa-

milial

Neuropatia amiloide fa-
milial com urticaria e
surdez (Sindrome de
(Muckle-Wells)
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Classificagdo de Doengas Amiloides
AA Proteina Ami- Amiloidose reativa sis-
loide A Sérica témica associada com
(ApoSSA) doencas inflamatorias
sistémicas
AL Cadeias leves de | Ak, A, (por | Amiloidose Idiopatica
imunoglobulina exemplo, AKlll) | (primaria): associada a
monoclonal(capa mieloma ou macroglo-
, lambda) bulinemia; amiloidose
sistémica associada
com discrasia imunoci-
tica; gamopatia mono-
clonal; discrasia oculta,
amiloidose nodular local
associada com doencgas
inflamatdrias crénicas
AH lgG (1(y1)) Ay1 Amiloidose de cadeia
pesada associada com
diversas discrasias
ATTR Transtiretina Pelo menos 30 | Poloneuropatia amiloide
(TTR) mutacgdes familial (por exempilo,
pontuais  co- | Met 30, Portuguesa)
nhecidas
ATTR Transtiretina por exemplo, | Cardiopatia amiloide
(TTR) Met 111 familial
(Dinamarquesa)
ATTR Transtiretina TTR selvagem | Amiloidose senil sisté-
(TTR) ou l1e 122 mica
AapoAl ApoAl Arg 26 Polineuropatia amiloide
familial
Agel Gelsolina Asn 187 Amiloidose familial (Fin-
landesa)
Acys Cistatina C GIn 68 Hemorragia cerebral he-
reditaria com amiloidose
(Islandesa)
Ap Precursor de | Diversos:  GIn | Mal de Alzheimer
proteina amiloide | 618, Sindrome de Down
B (por exemplo, Hemorragia cerebral he-
B-APPegs) reditaria com amiloidose
(Holandesa)
Angiopatia amiloide ce-
rebral esporadica
Miosite por corpusculo
de incluséo
AB2M Betaz microglo- Associada com hemodi-
bulina alise crbnica
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Classificagdo de Doengas Amiloides

Acal (Pro)calcitonin (Pro)calcitonina | Carcinoma medular de

tireoide

AANF Fator natriurético Amiloidoses Senis Fo-

AB atrial cais:

Proteina precur- Amiloide atrial isolada

SVEP® sora f3-amiloide Cérebro

AB2M -

Betaz microglo- Vesiculas seminais

bulina Préstata

Queratina Amiloide cutanea prima-
ria localizada (macular,
papular)

PrP Proteina precir- | Proteina de | Doenca esporadica de
sora de prion | scrapie Creutzfeldt-Jacob
(forma celular de | 27 a 30 kDa Doenga Kuru (encefalo-
33 a 35 kDa) patias espongiformes

transmissiveis, doencas
de prion)

AIAPP Polipeptideo llhotas de Langerhans
amiloide de Diabetes tipo Il, Insuli-
ilhota (IAPP) noma

Horménios, | por exemplo, Amiloidose exocrina,

fragmentos | pré-calcitonina associada com APU-

peptidicos Domas

aProteina exdcrina de vesicula seminal

[0009] Muitas vezes, fibrilas formando a maioria de um depdsito
amiloide sao derivadas de uma ou mais proteinas ou peptideos
precursores  primarioss, € associados normalmente com
glicoaminoglicanos sulfatados. Além disso, depdsitos amiloides podem
incluir proteinas e peptideos menores de varios tipos, junto com outros
componentes, tais como proteoglicanos, gangliosideos e outros
agucares, como descrito em mais detalhes nas se¢des que seguem.
[00010] Fibrilas AA sdo compostas de fragmentos peptidicos que
variam de tamanho, mas tém geralmente aproximadamente 8000
daltons (peptideo ou proteina AA) formadas pela clivagem proteolitica
da proteina amiloide A sérica (SSA), uma apolipoproteina circulante

que esta presente em particulas HDL e que € sintetizada em
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hepatdcitos em resposta a tais citocinas como interleucina (IL)-1 e IL-6,
bem como fator de necrose tumoral a. Ver Husby, G. et al. Amyloid 1,
119-137 (1994). A clivagem proteolitica resulta na deposicédo
patolégica de dois tergos do N-terminal de ~76 residuos de uma
proteina SAA. Em humanos, a concentracido plasmatica de SAA
normalmente é ~0,1 mg/ml mas pode aumentar acima de 1.000 vezes
em resposta a um estimulo inflamatério. Como parte deste processo, a
molécula SAA sofre protedlise e o produto de clivagem N-terminal é
depositado sistemicamente como fibrilas AA em 6rg&os vitais, incluindo
figado, baco, rins, e glandulas adrenais. A deposicdo é também
comum no coragéao e trato gastrintestinal.

[00011] Geralmente, amiloidose AA € uma manifestacdo de
doencgas que provocam uma resposta de fase aguda sustentada. Tais
doencas incluem desordens inflamatérias crbnicas, infeccoes
microbianas locais ou sistémicas crénicas e neoplasias malignas.
Doencgas amiloides AA incluem, mas nao sao limitadas a doencas
inflamatérias, tais como artrite reumatoide, artrite crénica juvenil,
espondilite anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica, sindrome de
Reiter, doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet e doencga de
Crohn. Depdsitos de AA também sdo produzidos em consequéncia de
infeccdes microbianas cronicas, tais como lepra, tuberculose,
bronquiectasia, ulceras de decubito, polinefrite cronica, osteomielite e
doenca de Whipple. Certas neoplasias malignas também podem
resultar em depdsitos amiloides de fibrila AA. Estas incluem condicoes,
tais como linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de
intestino, pulm&o e trato urogenital, carcinoma de célula basal, e
leucemia de célula cabeluda. Doenca amiloide AA também pode
resultar de doencas inflamatdrias herdadas, tais como Febre
Mediterranea Familial. Adicionalmente, doenca amiloide AA pode

resultar de desordens linfoproliferativas, tais como Doenca de
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Castleman.

[00012] Amiloidose AA é insidiosa e progressiva. Sintomas séo
geralmente apresentados em estagios tardios da doenga.
Frequentemente o paciente ndo € diagnosticado até que dano
significativo ao érgao tenha ocorrido. Fibrilas AA sao depositadas em
orgaos vitais levando a disfungdo do 6rgéo e posteriormente a morte.
A taxa de sobrevida em cinco anos € 45 a 50%. A sobrevida mediana
apos diagnostico € 4 a 8 anos. Doenga Renal em estagio terminal € a
causa da morte em 40 a 60% de casos. Ver Gillmore J.D. et al., Lancet
358:24-9 (2001).

[00013] Atualmente, ndo ha nenhum tratamento especifico,
direcionado a amiloide aprovado para nenhuma das doencas
amiloides, incluindo Amiloidose AA. Ver Gillmore J.D. et al., Lancet
358:24-9 (2001). Onde ha um estado de doenga subjacente ou
associado, terapia direcionada em direcdo a reducido da producao da
proteina amiloidogénica pelo tratamento da doenga subjacente. Por
exemplo, estratégia de tratamento corrente da Amiloidose AA é visar a
inflamagao subjacente, reduzindo niveis de ApoSSA abaixo de 10mg/I.
Terapias atualmente empregadas incluem quimioterapia (clorambucil e
MTX), imunossupressores (azatioprina), farmacos anti-inflamatérios
(colchicina) e inibidores de TNF. A invengao dessa forma cumpre uma
necessidade existente ha muito tempo de regimes terapéuticos para
prevenir ou melhorar os efeitos de Amiloidose AA.

SUMARIO DA INVENCAO

[00014] A presente invencdo fornece um anticorpo humano,
humanizado, ou quimeérico isolado, ou fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo, que se liga especificamente a um epitopo nos residuos 70
a 76 do peptideo amiloide A humano, por exemplo, um epitopo nos
residuos 70 a 76 da SEQ ID N2 2 ou um epitopo compreendendo
residuos apresentados como SEQ ID N: 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ou 11.
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Anticorpos ou fragmentos de ligagdo a antigeno da invengao incluem
aqueles que competem pela ligagao ao peptideo amiloide A humano
com o anticorpo 2A4 produzido pelo Numero de acesso no ATCC
ou com o anticorpo 7D8 produzido pelo Numero de acesso no ATCC
_____. Anticorpos adicionais da invengdo competem pela ligagédo ao
peptideo amiloide A humano com um anticorpo tendo uma regiao
variavel da cadeia leve apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ
ID N2 152 ou residuos 20 a 131 da 153 e uma regido variavel da
cadeia pesada apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N¢:
154.

[00015] Os anticorpos revelados incluem versdes humanizadas e
quiméricas do anticorpo 2A4 produzido pelo Numero de acesso no
ATCC _ ou uma versao humanizada ou quimérica do anticorpo
7D8 produzido pelo Numero de acesso no ATCC

[00016] Por exemplo, anticorpos e fragmentos de ligacdo a
antigeno representativos compreendem uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo uma ou mais regides de complementaridade de
uma regido variavel da cadeia leve de 2A4 apresentada como residuos
20 a 131 da SEQ ID N2 152 ou uma ou mais regides de
complementaridade de uma regido variavel da cadeia leve de 7D8
apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 153. Como outro
exemplo, anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno
representativos compreendem uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo duas regides de complementaridade de uma regiao
variavel da cadeia leve de 2A4 apresentada como residuos 20 a 131
da SEQ ID N2 152 ou duas regides de complementaridade de uma
regido variavel da cadeia leve de 7D8 apresentada como residuos 20
a 131 da SEQ ID N2 153. Anticorpos e fragmentos de ligagéo a
antigeno representativos adicionais compreendem uma regido variavel

da cadeia leve compreendendo trés regides de complementaridade de
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uma regiao variavel da cadeia leve de 2A4 apresentada como residuos
20 a 131 da SEQ ID N2: 152 ou trés regides de complementaridade de
uma regido variavel da cadeia leve de 7D8 apresentada como
residuos 20 a 131 da SEQ ID N2 153. Versées humanizadas
representativas de um anticorpo 2A4 ou 7D8 compreende pelo menos
um residuo de regido conservada da cadeia leve selecionado a partir
do grupo consistindo em L87 e L90 (convengao de numeragao Kabat),
que € ocupado por Y e F, respectivamente, e em que o resto da regiao
variavel da cadeia leve € ocupado por um residuo correspondente em
uma regido variavel da cadeia leve da imunoglobulina aceptora
humana. Anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno
representativos compreendem pelo menos um residuo de regido
conservada da cadeia leve selecionado a partir do grupo consistindo
em +7, +14, +15, +17, +18, +50, +75, +88, + 92 e +109 (numeragao
linear), que é ocupado por T, S, L, D, Q, K, Y, L, F e L,
respectivamente, e em que o resto da regido variavel da cadeia leve é
ocupado por um residuo correspondente em uma regido variavel da
cadeia leve da imunoglobulina aceptora humana. Por exemplo,
anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno representativos
compreendem pelo menos um residuo de regido conservada da
cadeia leve selecionado a partir do grupo consistindo em +75 e +92
(numeracao linear), que é ocupado por Y e F, respectivamente, e em
que o resto da regido variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana. Em outros anticorpos e fragmentos
de ligacdo a antigeno representativos da invencdo, a regido variavel
da cadeia leve compreende um residuo de regido conservada em
+105 (numeracgao linear) ocupado por Q.

[00017] Por exemplo, anticorpos e fragmentos de ligacdo a

antigeno da invencgéo incluem aqueles compreendendo uma regiao
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variavel da cadeia leve compreendendo um residuo de regiao
conservada em +7 (numeragéao linear) ocupado por T, em que o resto
da regiao variavel da cadeia leve € ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagéo
a antigeno de uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +14 (numeragao linear) ocupado por
S, em que o resto da regido variavel da cadeia leve é ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve que compreende um
residuo de regido conservada em +15 (numeragao linear) ocupado por
L, em que o resto da regido variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +17 (numeragao linear) ocupado por
D, em que o resto da regido variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligacao
a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +18 (numeracao linear) ocupado por
Q, em que o resto da regido variavel da cadeia leve é ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagéo
a antigeno de uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +50 (numeracao linear) ocupado por
K, em que o resto da regido variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da

imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagéo
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a antigeno de uma regiao variavel da cadeia leve que compreende um
residuo de regido conservada em +75 (numeragao linear) ocupado por
Y, em que o resto da regiao variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +88 (numeragao linear) ocupado por
L, em que o resto da regido variavel da cadeia leve € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regido conservada em +92 (numeragao linear) ocupado por
F, em que o resto da regido variavel da cadeia leve é ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve compreendendo um
residuo de regidao conservada em +109 (numeragao linear) ocupado
por L, em que o resto da regido variavel da cadeia leve é ocupado por
um residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia leve da
imunoglobulina aceptora humana; e anticorpos e fragmentos de
ligacdo a antigeno de uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo um residuo de regido conservada em +105
(numeracgéo linear) ocupado por Q, em que o resto da regido variavel
da cadeia leve é ocupado por um residuo correspondente em uma
regido variavel da cadeia leve da imunoglobulina aceptora humana.

[00018] Regides variaveis da cadeia leve da imunoglobulina
aceptora humana usadas na invengao incluem a regido variavel da
cadeia leve capa subgrupo 2 humana (convencdo Kabat), por
exemplo, regido variavel da cadeia leve subgrupo 2 humana da

linhagem germinativa humana VKIIA19/A3, tal como regido variavel da
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cadeia leve Vk humana compreendendo uma sequéncia apresentada
como SEQ ID NO: 166 ou 167. Em aspectos particulares da invencéo,
anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno compreendem uma
regido variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N¢: 152,
residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 153, ou apresentadas como SEQ ID
Ne: 155, 156, 157, 158, 159, 160, 174, 175 ou 176.

[00019] Anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno
representativos da invengao também incluem aqueles compreendendo
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma ou mais
regides de complementaridade de uma regido variavel da cadeia
pesada de 2A4 apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2
154, por exemplo, uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo duas regides de complementaridade de uma regido
variavel da cadeia pesada de 2A4 apresentada como residuos 20 a
138 da SEQ ID N2 154, ou uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo trés regides de complementaridade de uma regiao
variavel da cadeia pesada de 2A4 apresentada como residuos 20 a
138 da SEQ ID N2: 154. Anticorpos 2A4 e 7D8 e fragmentos de ligagao
a antigeno humanizados representativos compreendem pelo menos
um residuo de regido conservada da cadeia pesada selecionado a
partir do grupo consistindo em H37, H49, H70 e H93 (convengéo de
numeragao Kabat), que é ocupado por I, A, F ou V, respectivamente, e
em que o resto da regido variavel da cadeia pesada € ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina aceptora humana. Anticorpos e fragmentos de ligacéo
a antigeno humanizados representativos compreendem pelo menos
um residuo de regido conservada da cadeia pesada selecionado a
partir do grupo consistindo em +10, +15, +19, +37, +49, +73, +78, +79,

+80, +87, +95, +99, +119 (numeracgéo linear), que é ocupado por R, K,
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K, I,A F,Q,S, M, N, M,V ou A, respectivamente, e em que o resto da
regido variavel da cadeia pesada € ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina aceptora humana. Por exemplo, anticorpos e
fragmentos de ligacdo a antigeno humanizados representativos
compreendem pelo menos um residuo de regido conservada da
cadeia pesada selecionado a partir do grupo consistindo em +37, +49,
+73 e +99 (numeracgao linear), que é ocupado por |, A, F ou V,
respectivamente, e em que o resto da regido variavel da cadeia
pesada € ocupado por um residuo correspondente em uma regiao
variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora humana.

[00020] Por exemplo, anticorpos e fragmentos de ligacdo a
antigeno da invengdo incluem aqueles compreendendo uma regiao
variavel da cadeia pesada compreendendo um residuo de regiédo
conservada em +10 (numeracao linear) ocupado por R, em que o resto
da regido variavel da cadeia pesada € ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagao
a antigeno de uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo
um residuo de regido conservada em +15 (numeragao linear) ocupado
por K, em que o resto da regido variavel da cadeia pesada é ocupado
por um residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos
de ligacdo a antigeno de uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo um residuo de regido conservada em +19
(numeracao linear) ocupado por K, em que o resto da regiao variavel
da cadeia pesada € ocupado por um residuo correspondente em uma
regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora humana;
anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno de uma regiao variavel

da cadeia pesada compreendendo um residuo de regido conservada
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em +37 (numeracgéo linear) ocupado por |, em que o resto da regiao
variavel da cadeia pesada é ocupado por um residuo correspondente
em uma regiao variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora
humana; anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno de uma regiéo
variavel da cadeia pesada compreendendo um residuo de regiao
conservada em +49 (numeragao linear) ocupado por A, em que o resto
da regido variavel da cadeia pesada é ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagéo
a antigeno de uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo
um residuo de regido conservada em +73 (numeragao linear) ocupado
por F, em que o resto da regidao variavel da cadeia pesada € ocupado
por um residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos
de ligacdo a antigeno de uma regidao variavel da cadeia pesada
compreendendo um residuo de regido conservada em +78
(numeragéo linear) ocupado por Q, em que o resto da regido variavel
da cadeia pesada é ocupado por um residuo correspondente em uma
regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora humana;
anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno de uma regiao variavel
da cadeia pesada compreendendo um residuo de regido conservada
em +79 (numeracéao linear) ocupado por S, em que o resto da regidao
variavel da cadeia pesada é ocupado por um residuo correspondente
em uma regiao variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora
humana; anticorpos e fragmentos de ligagao a antigeno de uma regiéo
variavel da cadeia pesada compreendendo um residuo de regiao
conservada em +80 (numeracdo linear) ocupado por M, em que o
resto da regido variavel da cadeia pesada € ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da

imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos de ligagéo
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a antigeno de uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo
um residuo de regido conservada em +87 (numeragao linear) ocupado
por N, em que o resto da regido variavel da cadeia pesada € ocupado
por um residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia
pesada da imunoglobulina aceptora humana; anticorpos e fragmentos
de ligagcdo a antigeno de uma regiao variavel da cadeia pesada
compreendendo um residuo de regido conservada em +95
(numeracao linear) ocupado por M, em que o resto da regido variavel
da cadeia pesada € ocupado por um residuo correspondente em uma
regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora humana;
anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno de uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo um residuo de regido conservada
em +99 (numeracéo linear) ocupado por V, em que o resto da regidao
variavel da cadeia pesada é ocupado por um residuo correspondente
em uma regiao variavel da cadeia pesada da imunoglobulina aceptora
humana; e anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno de uma
regido variavel da cadeia pesada compreendendo um residuo de
regido conservada em +109 (numeragao linear) ocupado por A, em
que o resto da regidao variavel da cadeia pesada é ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel da cadeia pesada da
imunoglobulina aceptora humana.

[00021] Regides variaveis da cadeia pesada da imunoglobulina
aceptora humana incluem uma regiao variavel da cadeia pesada gama
subgrupo 3 humana (convengédo Kabat), por exemplo, regido variavel
da cadeia pesada gama subgrupo 3 humana compreendendo uma
sequéncia apresentada como SEQ ID N2 165, tal como uma regiao
variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N¢: 154
ou apresentada como SEQ ID N¢: 161, 162 ou 163.

[00022] Anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno
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representativos adicionais compreendem uma regido variavel da
cadeia leve compreendendo trés regides de determinagdo de
complementaridade de uma regiao variavel da cadeia leve de 2A4
apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N2 152 ou trés
regides de complementaridade de uma regiao variavel da cadeia leve
de 7D8 apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N9 153, e
uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo trés regides de
complementaridade de uma regido variavel da cadeia pesada de 2A4
apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2 154. Por
exemplo, tais anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno incluem
aqueles tendo uma regido variavel da cadeia leve compreendendo trés
regides de determinacdo de complementaridade apresentadas como
SEQ ID Ne¢s;: 168, 169 e 170, e uma regiao variavel da cadeia pesada
compreendendo trés regides de complementaridade apresentadas
como SEQ ID Nes: 171, 172 e 173. Como outro exemplo, tais
anticorpos e fragmentos de ligagao a antigeno incluem aqueles tendo
uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo trés regides de
determinacdo de complementaridade apresentadas como SEQ ID N2s:
177, 169 e 170, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo trés regides de complementaridade apresentadas
como SEQ ID N¢: 171, 172 e 173. Como outro exemplo, tais
anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno incluem aqueles
compreendendo uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como residuos 20 a 131
da SEQ ID N2 152 ou como residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 153, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2
154. Como outro exemplo, tais anticorpos e fragmentos de ligagao a
antigeno incluem aqueles tendo uma regido variavel da cadeia leve

compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
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SEQ ID N¢: 155, 156, 157, 158, 159, 160, 174, 175 ou 176, e regido
variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 161, 162 ou 163.

[00023] Em aspectos particulares da invengdo, um anticorpo ou
fragmento de ligacdo a antigeno compreende uma regido variavel da
cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 155, e uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como SEQ ID N2 161; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 155, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2: 162; uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 155, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 163; uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 156, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 161; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 156, e uma regidao variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2: 162; uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 156, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 163; uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 157, e uma regido variavel

da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
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apresentada como SEQ ID N2: 161; uma regiao variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 157, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 162; uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 157, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 163; uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 158, e uma regi&o variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 161; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 158, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N@: 162; uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 158, e
uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 163; uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 159, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2: 161; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 159, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 162; uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 159, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia

de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 163; uma regiao
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variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 160, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID No: 161; uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como SEQ ID N2 160, e uma regiao variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 162; uma regiao variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 160, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 163; SEQ ID N¢: 174, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 161; uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N%: 174, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 162; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 174, e uma regidao variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N@: 163; uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 175, e
uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 161; uma regido
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 175, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2: 162; uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como

SEQ ID N2 175, e uma regido variavel da cadeia pesada
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compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 163; uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2: 176, e
uma regiao variavel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos apresentada como SEQ ID N2 161; uma regiao
variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 176, e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 162; ou uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como SEQ ID N2 176, e uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada como
SEQ ID N2 163.

[00024] Também s&o fornecidos acidos nucleicos isolados que
codificam um anticorpo humano, humanizado ou quimérico, ou
fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo, que se liga
especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 do peptideo
amiloide A humano, incluindo tais anticorpos e fragmentos de ligagéo a
antigeno como descrito neste pedido acima e como apresentados nas
reivindicagdes. Ainda séo fornecidas células expressando tais acidos
nucleicos.

[00025] Em outros aspectos, a presente invengcao fornece um
anticorpo isolado, ou fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo, que
se liga especificamente a um epitopo compreendendo X1EDX2 em um
agregado de proteina amiloide, em que X; e Xz sdo qualquer
aminoacido. Tais anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno
incluem anticorpos humanos, humanizados ou quiméricos, e
fragmentos de ligagdo a antigeno dos mesmos, por exemplo, aqueles
que se ligam especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 do

peptideo amiloide A humano.
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[00026] Anticorpos e fragmentos de ligagcdo a antigeno
representativos adicionais incluem aqueles em que X1 é H, T, F, S, P,
ALCQRENKDGV,Y, louW,eemque X2 éT,S,E,R, |, V, F,
D,A,G,M,L,N,P,C,K,Y,ouQ;ouX1éH,T,F, S, P,ouAeemque
X2éT,S,E,R,I,V,F,DouA;ouX1éH, T,FouA;ouX2¢éT,S,E,D
oUA;ouXi1éH, T,F,ouAeX2s80T,S,E,DouA;ouX1éH, TouA
eX2sd0T,S,EouA;ouXi1éHouAeX2éT,SouA;ouXiéHeX
eTouA;ouX1éAeX2é6S, T, EouV;ouX1éAeX2éS, TouE;ou
XiéTeXoéE;ouXi1éFeX2éD;ouX1é€SeX2éE,FouA;ouX;é
P e X2 é E, | ouF. Por exemplo, tais anticorpos e fragmentos de
ligacdo a antigeno ligam-se a um epitopo consistindo em uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo
em GHEDT (SEQ ID N2 3), HEDT (SEQ ID N¢: 12), AEDS (SEQ ID N
13), AEDT (SEQ ID N2: 14), HEDA (SEQ ID N2: 15), TEDE (SEQ ID N¢:
16), FEDD (SEQ ID N¢: 17), SEDE (SEQ ID N2: 18), AEDE (SEQ ID
Ne: 19), PEDE (SEQ ID N2: 20), PEDI (SEQ ID N¢: 21), PEDF (SEQ ID
Ne: 22), AEDV (SEQ ID N2 23), SEDF (SEQ ID N2: 24) e SEDA (SEQ

ID N2 25); ou um epitopo consistindo em uma sequéncia de

[

[}

aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT
(SEQ ID Ne¢: 3), HEDT (SEQ ID N2 12), AEDS (SEQ ID N2: 13), AEDT
(SEQ ID Ne: 14), HEDA (SEQ ID N¢: 15), TEDE (SEQ ID N2: 16),
FEDD (SEQ ID N2 17), SEDE (SEQ ID N¢: 18), AEDE (SEQ ID N
19), PEDE (SEQ ID N¢: 20), PEDI (SEQ ID N2: 21), PEDF (SEQ ID N¢:
22), SEDF (SEQ ID N2 24) e SEDA (SEQ ID N2: 25); ou um epitopo
consistindo em uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo consistindo em GHEDT (SEQ ID N2 3), HEDT (SEQ ID N2: 12),
AEDS (SEQ ID N2 13), AEDT (SEQ ID N2: 14), HEDA (SEQ ID N2: 15)
e TEDE (SEQ ID N2 16). Os epitopos revelados podem ser
encontrados em um agregado de proteina amiloide, por exemplo, um

epitopo compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
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partir do grupo consistindo em GHGAEDS (SEQ ID N2: 4), GHDAEDS
(SEQ ID N2: 5), GDHAEDS (SEQ ID N2: 7), STVIEDS (SEQ ID N®: 8) e
GRGHEDT (SEQ ID N2 9); ou um epitopo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos GHGAEDS (SEQ ID N2:4); ou um epitopo
compreendendo aminoacidos HEDT (SEQ ID N2 12); ou um epitopo
compreendendo aminoacidos HEDA (SEQ ID N2 15); ou um epitopo
compreendendo aminoacidos AEDS (SEQ ID N2 13) ou um epitopo
compreendendo aminoacidos AEDT (SEQ ID N2 14); ou um epitopo
compreendendo aminoacidos TEDE (SEQ ID N2 16); ou um epitopo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos AEDV (SEQ ID N¢: 23);
ou um epitopo compreendendo a sequéncia de aminoacidos SEDF
(SEQ ID N2 24) ou PEDF (SEQ ID N2 22); ou um epitopo
compreendendo uma sequéncia amino selecionada a partir do grupo
consistindo em PEDS (SEQ ID N2: 26), PEDL (SEQ ID N2 27), TEDV
(SEQ ID Ne: 28), AEDE (SEQ ID N2: 19), SEDI (SEQ ID N2 29) e
TEDT (SEQ ID N2: 30); ou um epitopo compreendendo uma sequéncia
amino selecionada a partir do grupo consistindo em LEDG (SEQ ID N
31), AEDM (SEQ ID N2 32), HEDS (SEQ ID N2 33), CEDD (SEQ ID
Ne: 34), QEDS (SEQ ID N¢: 35), REDS (SEQ ID N2: 36), TEDG (SEQ
ID N2: 16), QEDR (SEQ ID N2 38), TEDL (SEQ ID N¢: 39), PEDN
(SEQ ID N2: 40), EEDP (SEQ ID N2: 41), LEDL (SEQ ID N2: 42), KEDA
(SEQ ID N2 43), SEDC (SEQ ID N2 44), EEDD (SEQ ID N2: 45),
SEDK (SEQ ID N2: 46), DEDD (SEQ ID N2: 47), DEDG (SEQ ID N2
13), LEDE (SEQ ID N¢: 49), GEDA (SEQ ID N2: 13), VEDF (SEQ ID N
51), YEDE (SEQ ID N¢: 52), IEDL (SEQ ID N2: 53), WEDY (SEQ ID N
54), DEDW (SEQ ID N¢: 55), SEDL (SEQ ID N2 56), YEDQ (SEQ ID
Ne: 57), LEDW (SEQ ID N2: 58), YEDR (SEQ ID N¢: 59) e PEDK (SEQ
ID N2: 60).

[00027] Os anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno descritos

neste pedido incluem aqueles que se ligam a proteina amiloide em

Petic&o 870220082684, de 12/09/2022, pag. 29/225



23/200

forma monomeérica com uma afinidade de menos de aproximadamente
10" M. Proteinas amiloides representativas incluem a proteina
amiloide A sérica (SAA), proteina da cadeia leve da imunoglobulina (tal
como VA6 Wil e VK, polipeptideo precursor amiloide de ilhota humana
(IAPP), peptideo amiloide beta, transtiretina (TTR) e ApoA1.

[00028] Também sao fornecidos acidos nucleicos isolados que
codificam um anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, que se ligam especificamente a um epitopo compreendendo
X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, em que X; e X2 séo
qualquer aminoacido, incluindo todos tais anticorpos e fragmentos de
ligagdo a antigeno como descrito neste pedido acima e como
apresentados nas reivindicagdes. Além disso sado fornecidas células
que expressam tais acidos nucleicos.

[00029] A presente invencdo fornece ainda métodos para tratar
terapeuticamente ou tratar profilaticamente um individuo tendo
amiloidose AA usando um anticorpo humano, humanizado ou
quimérico, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, que se liga
especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 do peptideo
amiloide A humano, por exemplo, um epitopo nos residuos 70 a 76 da
SEQ ID N2 2. Individuos que podem beneficiar-se dos métodos
terapéuticos revelados de tratamento da amiloidose AA incluem
aqueles individuos que sofrem de uma doenca amiloide selecionada a
partir do grupo consistindo em artrite reumatoide, artrite crénica juvenil,
espondilite anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica, sindrome de
Reiter, doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet, doenca de
Crohn, lepra, tuberculose, bronquiectasia, ulceras de decubito,
polinefrite crbénica, osteomielite, doenca de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmao e trato
urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula cabeluda,

Febre Mediterranea Familial e Doenca de Castleman. Individuos que
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podem beneficiar-se dos métodos profilaticos revelados incluem
aqueles individuos suscetiveis a ou em risco de desenvolver alguma
das desordens precedentes.

[00030] Também s&o fornecidos métodos para tratar
terapeuticamente ou tratar profilaticamente um individuo tendo
amiloidose associada com um agregado de proteina amiloide
compreendendo a sequéncia de aminoacidos ED usando um anticorpo
ou fragmento de ligacdo a antigeno que se liga especificamente a um
epitopo compreendendo X4EDX> em um agregado de proteina
amiloide, em que X; e X2 sdo qualquer aminoacido. Individuos que
podem beneficiar-se dos métodos terapéuticos revelados de
tratamento da amiloidose associada com um agregado de proteina
amiloide incluem aqueles individuos sofrendo de amiloidose AA,
amiloidose AL, mal de Alzheimer, Déficit Cognitivo Brando,
polineuropatia amiloide, febre Mediterranea, sindrome de Muckle-
Wells, amiloidose sistémica reativa associada com doencas
inflamatdrias sistémicas, mieloma ou macroglobulinemia associada a
amiloidose, amiloidose associada a discrasia de imunécito, gamopatia
monoclonal, discrasia oculta, e amiloidose nodular local associada
com doencas inflamatdrias crénicas. Individuos que podem beneficiar-
se dos métodos profilaticos revelados incluem aqueles individuos
suscetiveis a ou em risco de desenvolver alguma das desordens
precedentes. Em um aspecto da invengdo, a proteina amiloide
compreende a sequéncia AEDV (SEQ ID N2 23), e a doenca
amiloidogénica tratada terapeuticamente ou profilaticamente usando
os métodos revelados é amiloidose AA, amiloidose AL, polineuropatia
amiloide, febre Mediterranea, sindrome de Muckle-Wells, amiloidose
sistémica reativa associada com doencas inflamatdrias sistémicas,
mieloma ou macroglobulinemia associada com amiloidose, amiloidose

associada com discrasia de imundcito, gamopatia monoclonal,
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discrasia oculta, e amiloidose nodular local associada com doencas
inflamatdrias cronicas.

[00031] Os métodos terapéuticos e profilaticos revelados sio uteis
para tratar individuos humanos.

[00032] indices representativos do tratamento terapéutico eficaz
incluem a redugdo de velocidade da progressédao de amiloidose,
inibicdo da deposicdo de agregados amiloides fibrilares, e/ou
depuracdo de agregados amiloides fibrilares. indices representativos
de tratamento profilatico eficaz incluem retardo do inicio de um risco
de amiloidose e/ou reducéo da amiloidose.

[00033] Ainda sao fornecidos métodos de detec¢cdo de um depdsito
amiloide associado com amiloidose AA em um individuo com anticorpo
humano, humanizado, ou quimérico, ou fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo, que se liga especificamente a um epitopo nos
residuos 70 a 76 do peptideo amiloide A humano, anticorpo ou
fragmento de ligagdo a antigeno o qual esta ligado a uma marcacéao
detectavel, e entdo deteccdo da marcacao detectavel no individuo. Os
meétodos adicionais compreendem a detecgdo de um agregado de
proteina amiloide compreendendo a sequéncia de aminoacidos ED
usando um anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno que se liga
especificamente a um epitopo compreendendo XiEDX> em um
agregado de proteina amiloide, em que X; e Xz sao qualquer
aminoacido. Os métodos de deteccao precedentes podem ser usados,
por exemplo, para monitorar o inicio ou progressao da doenga ou
terapia em alguma das doengas e desordens acima observadas.
Quanto aos meétodos de tratamento revelados neste pedido, tal
monitoramento pode ser realizado em humanos bem como individuos
nao humanos. Marcacdes detectaveis uteis incluem radiomarcacdes,
tais como '?°1. Na execucdo de tais métodos de detecgdo, a etapa de

deteccdo da marcacao detectavel pode ser realizada por técnicas nao
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invasivas, tais como visualizagdo de SPECT/CT e espectroscopia por
RMN. Ainda sao fornecidos métodos de imunoterapia ativa de um
individuo tendo amiloidose AA usando um agente que induz uma
resposta imune a residuos 70 a 76 do peptideo amiloide A eficaz para
induzir uma resposta imune compreendendo anticorpos contra
residuos 70 a 76 de um peptideo amiloide A. Agentes representativos
para induzir a resposta imune incluem residuos 70 a 76 do peptideo
amiloide A ou um subfragmento de pelo menos 3 residuos contiguos
do mesmo tendo menos de 20 aminoacidos contiguos de um peptideo
AA. Estes métodos sao uteis tanto terapeuticamente como
profilaticamente para o tratamento dos individuos descritos neste
pedido acima com respeito a imunoterapia passiva, isto é, pela
administracdo de um anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno
que se liga especificamente a residuos 70 a 76 do peptideo amiloide
A. Os indices de eficacia terapéutica e profilatica também sao como
observados neste pedido acima com respeito a imunoterapia passiva.
[00034] O precedente resume aspectos particulares da invencéo, e
os aspectos adicionais da invencgao sao descritos neste pedido.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[00035] Figura 1: Alinhamento de sequéncia de SAA1 humana,
SAA2 humanao, SAA3 humana e SAA4 humana.

Figura 2: Alinhamento de sequéncia de SAA1 humana e
AA1 humana.

Figura 3: Alinhamento de sequéncia de SAA2 humana e
AA2 humana.

Figura 4: Alinhamento t de sequéncia de SAA3 humana e
AA3 humana.

Figura 5: Alinhamento de sequéncia de SAA4 humana e
AA4 hHumana.

Figura 6: Alinhamento de sequéncia de AA1 humana, AA2
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humana, AA3 humana e AA4 humana.

Figura 7: Alinhamento de sequéncia dos ultimos sete
residuos de AA1 humana, AA2 hHumana, AA3 humana e AA4
humana.

Figura 8: Alinhamento de sequéncia de SAA1 de
camundongo, SAA2 de camundongo, SAA3 de camundongo e SAA4
de camundongo.

Figura 9: Alinhamento de sequéncia de SAA1 de
camundongo e AA1 de camundongo.

Figura 10: Alinhamento de sequéncia de SAA2 de
camundongo e AA2 de camundongo.

Figura 11: Alinhamento de sequéncia de SAA3 de
camundongo e AA3 de camundongo.

Figura 12: Alinhamento de sequéncia de SAA4 de
camundongo e AA4 de cCamundongo.

Figura 13: Alinhamento de sequéncia de AA1 de
camundongo, AA2 de camundongo, AA3 de camundongo, AA4 de
camundongo.

Figura 14: Alinhamento de sequéncia dos ultimos sete
residuos de AA1 de camundongo, AA2 de camundongo, AA3 de
camundongo, AA4 de camundongo.

Figura 15: Alinhamento de sequéncia de SAA1 humana e
SAA1 de camundongo.

Figura 16: Alinhamento de sequéncia de AA1 humana e
AA1 de camundongo.

Figura 17: Alinhamento de sequéncia de SAA1 humana e
Fragmento de SAA1 de camundongo.

Figura 18: Alinhamento de sequéncia SAA1 alfa humana,
SAA1 beta humana e SAA1 gama humana.

Figura 19: Alinhamento de sequéncia de SAA2 alfa humana
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e SAA2 beta humana.

Figura 20: Comparacao de sequéncia de proteinas SAA. A
regiao peptidica usada para gerar 2A4, 8G9 e 7D8 é mostrada em
linhas tracejadas. A insercdo de 8 aminoacidos entre as posicdes 67 e
68 na sequéncia de Shar Pei é indicada pelo sublinhado e flecha. O
alinhamento executado com CLUSTALW.

Figura 21: Sequéncias de linhagem germinativa de cadeias
leves VK.

Figura 22: Sequéncias de linhagem germinativa de cadeias
leves VA.

Figura 23: Sequéncia de aminoacidos de VA6 Wil.

Figura 24: Cristal de raio X de VA6 Wil mostrando posicéo
de Glu50-Asp51.

Figura 25: Cristal de raio X de VA6 Wil mostrando posigéo
de Glu81-Asp82

Figura 26: Cinética de ligagdo de mAbs Elan a fibrilas VA6
Wil sintéticas. Medidas de BlAcore da interacao de mAbs 2A4, 7D8 e
8G9 em 6,6 nM a fibrilas VA6 Wil imobilizadas. O KD calculado de
cada interagao foi ~ 1 nM.

Figura 27: Cinética de ligacdo dependente da concentracéo
de mAb 7D8 a fibrilas VA6 Wil sintéticas. A interagcdo de anticorpo em
uma concentracao de 6,6 a 33,3 nM a fibrilas VA6 Wil imobilizadas foi
medida por BlAcore.

Figura 28: Cinética de ligacdo de mAb 7D8 a fibrilas VA6
Wil sintéticas na presenca dos peptideos p39 e p41. A interagdo do
mAb 7D8 em 6,6 nM com fibrilas VA6 Wil imobilizadas foi medida por
BlAcore na presenca de peptideos p39 e p41 em 1 ou 20 ug/mL.

Figura 29: Reatividade de anticorpos monoclonais com
depdsitos amiloides teciduais ALA.

Figura 30: Biodistribuigdo de mAb 7D8 marcado com '29|
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em camundongos carregando um amiloidoma ALA humano.

Figura 31:. Interagdo de anti-AA de sobrenadantes de
cultura com fibrilas AA derivadas de murino. Resultados da ligacéo a
AEF AA murina ao mAb dos sobrenadantes da cultura. Painéis
superiores e inferiores sao dados sobre a primeira e segunda coleta de
fluido de cultura, respectivamente.

Figura 32: Analise por SDS-PAGE de mAbs 2A4, 8G9 e
7D8 purificados por proteina A.

Figura 33: Ligacdo de mAbs purificados ao peptideo de
imunizacao (p n239) e controle (p n%41).

Figura 34: Ligagéo a extrato amiloide AA murino (AEF).

Figura 35: Ligacdo de mAbs purificados a extrato amiloide
AA renal humano.

Figuras 36A-36E: Sequéncias das regides variaveis da
cadeia leve e cadeia pesada de 2A4, 7D8 e 8G9 murinos (figura 36A);
sequéncias de regides variaveis de cadeia leve de 2A4/8G9 e 7D8
humanizados (figuras 36B a 36C); sequéncias das regides variaveis da
cadeia leve humana usadas como regides conservadas aceptoras
(figura 36D); sequéncias de regibes varidveis da cadeia pesada de
2A4/7D8/8G9 humanizados e regido variavel da cadeia pesada
humana usada como regido conservada aceptora (figura 36E).
Sublinhadas, CDRs; duplamente sublinhadas, sequéncias lider;
minusculas, retromutacoes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[00036] A invencédo fornece um anticorpo isolado ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, que se liga especificamente a um
epitopo incluindo X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, em
que X1 e X2 sdo qualquer aminoacido.

[00037] Anticorpos representativos da invengdo também incluem

anticorpos ou fragmentos dos mesmos que (a) competem por ligagao
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a um epitopo incluindo X1EDX> com um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9;
(b) ligam-se ao mesmo epitopo incluindo X1EDX2 como um anticorpo
2A4, 7D8 ou 8G9; (c) incluem um dominio de ligagao a antigeno de um
anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9; ou (d) incluem as seis regides de
determinacdo de complementaridade (CDRs) de um anticorpo 2A4,
7D8 ou 8G9.

[00038] A invengdo também fornece uma regido variavel de
anticorpo isolada incluindo (a) uma regido variavel da cadeia leve de
um anticorpo derivado de um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9; ou (b) uma
regido variavel da cadeia pesada de um anticorpo derivado de um
anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9.

[00039] A invengao também fornece um acido nucleico isolado que
codifica uma regido variavel da cadeia leve ou regidao variavel da
cadeia pesada de anticorpo incluindo (a) uma sequéncia nucleotidica
que codifica uma regido variavel da cadeia leve ou cadeia pesada de
um anticorpo 7D8, 2A4 ou 8G9; (b) uma sequéncia nucleotidica que é
idéntica a uma sequéncia nucleotidica de um anticorpo 7D8, um 2A4,
ou um 8G9 que codifica uma regido variavel da cadeia leve ou cadeia
pesada; (c) uma sequéncia nucleotidica que €& substancialmente
idéntica a uma sequéncia nucleotidica de (a) ou (b); ou (d) um &acido
nucleico que especificamente hibridiza a um acido nucleico que tem
uma sequéncia nucleotidica que € o complemento de uma sequéncia
nucleotidica de (b) sob condi¢des de hibridizagdo estringentes.

[00040] Células expressando os anticorpos e fragmentos de ligagcao
a antigeno da presente invencédo também s&o fornecidas. A invengao
fornece ainda células expressando acidos nucleicos da invengao.
[00041] A invencdo também inclui métodos de tratamento de
doencas amiloides e métodos de profilaxia de doencas amiloides
usando os anticorpos e fragmentos de ligagao a antigeno da invencao.

Atualmente, ndo ha tratamentos direcionados para amiloide
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especificos aprovados para nenhuma das doencas amiloides,
incluindo Amiloidose AA e amiloidose AL. Ver Gillmore J.D. et al.,
Lancet 358:24-9 (2001). Onde ha um estado de doencga subjacente ou
associado, terapia direcionada em direcdo a reducédo da producao da
proteina amiloidogénica pelo tratamento da doenga subjacente. Por
exemplo, a estratégia de tratamento corrente para Amiloidose AA é
visar a inflamacao subjacente, reduzindo niveis de ApoSSA para
abaixo de 10mg/l. Terapias correntemente empregadas incluem
quimioterapia (clorambucil e MTX), imunossupressores (azatioprina),
farmacos anti-inflamatoérios (colchicina) e inibidores de TNF. A
invencdo fornece composicdes farmacéuticas e métodos para
tratamento de diversas doencas amiloides, incluindo amiloidose, tal
como, por exemplo, amiloidose AA e amiloidose AL. De acordo com
um aspecto, a invencdo inclui composicées farmacéuticas que
incluem, como um ingrediente ativo, um agente que é eficaz para
induzir uma resposta imune em um paciente contra um componente
amiloide. O agente pode ser um peptideo compreendendo um
fragmento consistindo da sequéncia de aminoacidos X1EDX: derivado
de uma proteina amiloide, O agente pode ser um anticorpo que se liga
especificamente a um epitopo compreendendo X1EDX>. Em outras
modalidades, o agente pode ser um fragmento de ligagdo a antigeno
de um anticorpo. Tais composicdes também incluirdo geralmente
excipientes e em modalidades preferenciais podem incluir adjuvantes.
Em modalidades adicionais preferenciais, os adjuvantes incluem, por
exemplo, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, MPL®, QS-21
(STIMULON®) ou adjuvante de Freund incompleto. De acordo com
uma modalidade relacionada, tais composi¢cdes farmacéuticas podem
incluir uma pluralidade de agentes eficazes para induzir uma resposta
imune contra mais de um componente amiloide no paciente.

[00042] Em uma modalidade relacionada, o agente € eficaz para
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produzir uma resposta imune direcionada contra um agregado de
proteina amiloide, tal como um componente amiloide de peptideo ou
proteina fibrilar. Preferencialmente, tal peptideo ou proteina fibrilar é
derivado de uma proteina precursora fibrilar conhecida por ser
associada com certas formas de doencas amiloides, como descrito
neste pedido. Tais proteinas precursoras incluem, mas nao sao
limitadas a, proteina Amiloide A Sérica (ApoSSA), cadeia leve da
imunoglobulina, cadeia pesada de imunoglobulina, ApoAl, transtiretina,
lisozima, cadeia a de fibrogénio, gelsolina, cistatina C, proteina
precursora Amiloide B (B-APP), microglobulina Betaz, proteina
precursora de prion (PrP), fator natriurético atrial, queratina,
polipeptideo amiloide de ilhota, um hormdnio peptidico e sinucleina.
Tais precursores também incluem proteinas mutantes, fragmentos
proteicos e peptideos proteoliticos de tais precursores. Em uma
modalidade preferencial, o agente é eficaz para induzir uma resposta
imune direcionada contra um neoepitopo formado por uma proteina ou
peptideo fibrilar, com respeito a uma proteina precursora fibrilar. Isto &,
como descrito em mais detalhes neste pedido, muitos peptideos ou
proteinas formadores de fibrila s&o fragmentos de tais proteinas
precursoras, tais como aquelas listadas acima. Quando tais
fragmentos sédo formados, tal como pela clivagem proteolitica podem
ser revelados epitopos que nao estido presentes no precursor e nao
estdo, por isso, imunologicamente disponiveis para o sistema imune
quando o fragmento é uma parte da proteina precursora. Agentes
dirigidos a tais epitopos podem ser agentes terapéuticos preferenciais,
uma vez que menos provavelmente podem induzir uma resposta
autoimune no  paciente. Preferencialmente, tais agentes
preferencialmente produzem uma resposta imune direcionada contra
uma forma patologica da proteina amiloide, por exemplo, um agregado

de proteina amiloide, em relagéo a formas nao patolégicas da proteina
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amiloide.

[00043] De acordo com uma modalidade relacionada, as
composicdes farmacéuticas da invencéo incluem agentes dirigidos a
agregados amiloides, tais como aqueles selecionados a partir do grupo
incluindo, mas nao limitados aos seguintes peptideos ou proteinas
agregados (por exemplo, fibrila): fragmento AA, AL, ATTR, AApoA1,
Alys, Agel, Acys, AB, AB2M, AScr, Acal, AIAPP e sinucleina-NAC. Os
nomes e composicdes completos destes peptideos sdo descritos neste
pedido. Tais peptideos podem ser feitos de acordo com os métodos
bem conhecidos na técnica, como descrito neste pedido.

[00044] Os métodos compreendem administracdo ao paciente de
uma dosagem eficaz de um anticorpo que se liga especificamente a
um epitopo compreendendo X1EDX2 em uma proteina amiloide, em
que X1 é H, T, F, S, P, A ou qualquer outro residuo de aminoacido
precedendo imediatamente ED em tal proteina amiloide; e em que X2 é
T, S, E, R, I, V, F, A ou qualquer outro residuo de aminoacido
imediatamente apos ED em tal proteina amiloide. Em alguns métodos,
o paciente esta sofrendo de uma amiloidose associada com um
agregado de proteina amiloide compreendendo sequéncia de
aminoacidos ED. Alguns anticorpos se ligam especificamente a um
epitopo consistindo em tal X4sEDX>2. Em alguns anticorpos, X1 é H, T, F,
S,P,ouAeX2¢éT,S, E D,R,I,V, FouA. Em alguns anticorpos,
quando X1 é H, X2 € T ou A; quando X1 € A, X2 é S, T, E ou V; quando
X1éT,X2éE;quando X1 éF, X2é D; quando X1 é S, X2é E,FouA; e
quando X1 é P, X2 é E, | ou F. Em alguns anticorpos, X1 éH, T, F, S, P,
ouAeX2¢éT,S,E,D,R,I,V, FouA, com aressalva que se X4 for A,
X2 ndo é V. Em alguns anticorpos, quando X1 € A, X2é S, Tou E.
[00045] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um epitopo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos GHEDT, (SEQ ID N2: 3),
HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID N2: 13), AEDT (SEQ ID N
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14), HEDA (SEQ ID N¢: 15), TEDE, (SEQ ID N¢: 16), FEDD, (SEQ ID
Ne: 17), SEDE, (SEQ ID N2: 18), AEDE, (SEQ ID N2: 19), PEDE, (SEQ
ID N2 20), PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID N2 22), AEDV,
(SEQ ID Ne¢: 23), SEDF (SEQ ID N2: 24) ou SEDA, (SEQ ID N2: 25).
[00046] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo consistindo em GHEDT, (SEQ ID N2 3), HEDT, (SEQ ID N2
12), AEDS, (SEQ ID N2 13), AEDT, (SEQ ID N2 14), HEDA, (SEQ ID
Ne: 15), TEDE, (SEQ ID N¢: 16), FEDD, (SEQ ID N2: 17), SEDE, (SEQ
ID N2: 18), AEDE, (SEQ ID N¢: 19), PEDE, (SEQ ID N2 20), PEDI,
(SEQ ID N2 21), PEDF, (SEQ ID N¢: 22), SEDF, (SEQ ID N2: 24), e
SEDA, (SEQ ID N¢: 25). Alguns anticorpos se ligam especificamente a
um peptideo compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT, (SEQ ID N2 3,
HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID Ne¢: 13), AEDT, (SEQ ID N
14), HEDA, (SEQ ID N2: 15), e TEDE, (SEQ ID N¢: 16).

[00047] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um epitopo
nos residuos 70 a 76 de AA. Alguns anticorpos se ligam
especificamente a um epitopo nos residuos 71 a 75 de AA. Alguns
anticorpos sao construidos para um peptideo compreendendo
GHEDT, (SEQ ID N¢: 3).

[00048] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos PEDS, (SEQ ID N2 26),
PEDL, (SEQ ID N2 27), TEDV, (SEQ ID Ne¢: 28), AEDE, (SEQ ID N
19), SEDI, (SEQ ID N2 29) e TEDT, (SEQ ID N2 30). Alguns
anticorpos se ligam especificamente a um peptideo compreendendo a
sequéncia de aminoacidos LEDG, (SEQ ID N¢: 31), AEDM, (SEQ ID
Ne: 32), HEDS, (SEQ ID N2: 33), CEDD, (SEQ ID N2: 34), QEDS, (SEQ
ID N2: 35), REDS, (SEQ ID N2: 36), TEDG, (SEQ ID N2: 37), QEDR,
(SEQ ID Ne¢: 38), TEDL, (SEQ ID N¢: 39), PEDN, (SEQ ID N2: 40),
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EEDP, (SEQ ID N¢: 41), LEDL, (SEQ ID N2 42), KEDA, (SEQ ID N
43), SEDC, (SEQ ID N2 44), EEDD, (SEQ ID N¢: 45), SEDK, (SEQ ID
Ne: 46), DEDD, (SEQ ID N2: 47), DEDG, (SEQ ID N¢: 48), LEDE, (SEQ
ID N2 49), GEDA, (SEQ ID N2 50), VEDF, (SEQ ID N2 51), YEDE,
(SEQ ID N¢: 52), IEDL, (SEQ ID N¢: 53), WEDY, (SEQ ID N2 54),
DEDW, (SEQ ID N 55), SEDL, (SEQ ID N2: 56), YEDQ, (SEQ ID N
57), LEDW, (SEQ ID N2 58), YEDR, (SEQ ID N2 59) e PEDK, (SEQ
ID N2: 60).

[00049] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos AEDV, (SEQ ID N2 23).
Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos SEDF, (SEQ ID N2: 24)
ou PEDF, (SEQ ID N2 22). Alguns anticorpos se ligam
especificamente a um peptideo compreendendo a sequéncia de
aminoacidos AEDS, (SEQ ID N2 13). Alguns anticorpos se ligam
especificamente a um peptideo compreendendo a sequéncia de
aminoacidos PEDI (SEQ ID N¢: 21), AEDV, (SEQ ID N¢: 23), SEDF,
(SEQ ID Ne@: 24), SEDA, (SEQ ID Ne: 25), SEDE, (SEQ ID N2 18),
AEDE, (SEQ ID N2 19) e PEDE, (SEQ ID N2 20). Alguns anticorpos
ligam-se a um peptideo compreendendo a sequéncia de aminoacidos
TEDE, (SEQ ID N2: 16).

[00050] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos AEDV, (SEQ ID N2 23).
Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos SEDF, (SEQ ID N¢: 24)
ou PEDF, (SEQ ID N2 22). Alguns anticorpos se ligam
especificamente a um peptideo compreendendo a sequéncia de
aminoacidos AEDS, (SEQ ID N2 13). Alguns anticorpos se ligam
especificamente a um peptideo compreendendo a sequéncia de
aminoacidos PEDI (SEQ ID N¢: 21), AEDV, (SEQ ID N2: 23), SEDF,
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(SEQ ID Ne@: 24), SEDA, (SEQ ID N2 25), SEDE, (SEQ ID N2 18),
AEDE, (SEQ ID N2 19) e PEDE, (SEQ ID N2 20). Alguns anticorpos
ligam-se a um peptideo compreendendo a sequéncia de aminoacidos
TEDE, (SEQ ID N2: 16).

[00051] Qualquer um dos anticorpos descritos acima pode ser
administrado nos métodos descritos acima para tratar ou efetuar
profilaxia de uma doenca caracterizada pela deposicdo de uma
proteina amiloide, tal como, por exemplo, uma proteina amiloide
compreendendo a sequéncia de aminoacidos ED. Em alguns métodos,
se a proteina amiloide compreende a sequéncia de aminoacidos
AEDV, (SEQ ID N2 23), entdo o anticorpo n&o € administrado para
tratar ou efetuar profilaxia de mal de Alzheimer ou Déficit Cognitivo
Brando. A proteina amiloide pode ser qualquer uma de proteina A
amiloide sérica, proteina da cadeia leve da imunoglobulina, tal como,
por exemplo, VA6 Wil ou VK, polipeptideo precursor de amiloide de
ilhota humana (IAPP), peptideo amiloide beta, transtiretina (TTR) ou
ApoA1.

[00052] Opcionalmente, o paciente € humano. Opcionalmente, o
anticorpo se liga especificamente a um peptideo cujos residuos
consistem das SEQ ID N= 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ou 11. Opcionalmente, o
anticorpo se liga especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76
da (SEQ ID N2 2). Opcionalmente, o anticorpo € um anticorpo
humano, anticorpo humanizado ou anticorpo  quimérico.
Opcionalmente, o anticorpo humano € do isotipo humano IgG1, 1gG4,
IgG2 ou 1gG3. Opcionalmente, o anticorpo humanizado € do isotipo
humano 1gG1, 1gG4, 1gG2 ou IgG3. Opcionalmente, o anticorpo
quimérico €& do isotipo humano 1gG1, 1gG4, I1gG2 ou IgG3.
Opcionalmente, o anticorpo € um anticorpo de camundongo.
Opcionalmente, o anticorpo € um anticorpo policlonal. Opcionalmente,

o anticorpo é um anticorpo monoclonal.
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[00053] Em alguns métodos de tratamento, o anticorpo compreende
duas copias do mesmo par de cadeias leves e pesadas. Em outros
métodos, o anticorpo € um anticorpo biespecifico compreendendo um
primeiro par da cadeia leve e pesada que se liga especificamente ao
epitopo de AB e um segundo par da cadeia leve e pesada que se liga
especificamente a um receptor de Fc em células microgliais. Em
outros meétodos, uma cadeia do anticorpo €é fusionada a um
polipeptideo heterdlogo.

[00054] Alguns métodos de tratamento, a dosagem do anticorpo é
pelo menos 1 mg/kg de peso corporal do paciente. Em outros
meétodos, a dosagem do anticorpo € pelo menos 10 mg/kg de peso
corporal do paciente.

[00055] Em alguns métodos, de tratamento, o anticorpo ¢é
administrado com um veiculo como uma composicdo farmacéutica.
Em outros métodos, em que o anticorpo € um anticorpo humano para
AA preparado a partir de células B de um humano imunizado com um
peptideo AA. Opcionalmente, 0 humano imunizado com peptideo AA é
o paciente. Em alguns métodos, o anticorpo é administrado
intraperitonialmente, oralmente, intranasalmente, subcutaneamente,
intramuscularmente, topicamente ou intravenosamente.

[00056] Em alguns métodos de tratamento, o anticorpo ¢é
administrado pela administracdo de um polinucleotideo que codifica
pelo menos uma cadeia de anticorpo ao paciente e o polinucleotideo é
expresso para produzir a cadeia de anticorpo no paciente.
Opcionalmente, o polinucleotideo codifica cadeias pesadas e leves do
anticorpo e o polinucleotideo é expresso para produzir as cadeias
pesadas e leves no paciente.

[00057] Alguns métodos de tratamento acima compreendem ainda
administracdo de uma dosagem eficaz de pelo menos um outro

anticorpo que se liga a um epitopo diferente de AA. Alguns dos
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meétodos de tratamento acima compreendem ainda monitoramento do
paciente para o nivel do anticorpo administrado no sangue do
paciente. Em outros métodos, o anticorpo € administrado em multiplas
dosagens por um periodo de pelo menos seis meses. Em outros
meétodos, o anticorpo € administrado como uma composicao de
liberacdo sustentada.

[00058] A invencgao fornece ainda métodos de efetuar profilaxia da
amiloidose AA em um paciente suscetivel a amiloidose AA. Os
métodos compreendem administracdo ao paciente de uma dosagem
eficaz de um anticorpo que se liga especificamente a um epitopo nos
residuos 70 a 76 de AA. Opcionalmente, o paciente € humano.
Opcionalmente, o anticorpo se liga especificamente a um peptideo
cujos residuos consistem das SEQ ID N*= 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11.
Opcionalmente, o anticorpo se liga especificamente a um epitopo nos
residuos 70 a 76 da (SEQ ID N2: 2). Em alguns métodos, o paciente
sofre de uma doenga amiloide subjacente selecionada a partir do
grupo consistindo em artrite reumatoide, artrite crbnica juvenil,
espondilite anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica, sindrome de
Reiter, doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet, doenca de
Crohn, lepra, tuberculose, bronquiectasia, Ulceras de decubito,
polinefrite crbénica, osteomielite, doenca de Whipple, linfoma de
Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulméao e trato
urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula cabeluda,
Febre Mediterranea Familial e Doenca de Castleman.

[00059] A invencdo fornece ainda um anticorpo humano,
humanizado, ou quimérico que se liga especificamente a um epitopo
nos residuos 70 a 76 de AA. Opcionalmente, o anticorpo humanizado
se liga especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 de AA.
Opcionalmente, o anticorpo humanizado € uma versao humanizada do

anticorpo  7D8 (Numero de Acesso no ATCC )-
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Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versdo humanizada do
anticorpo 7D29. Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versao
humanizada do anticorpo 7D19. Opcionalmente, o anticorpo
humanizado é versdo humanizada do anticorpo 7D47. Opcionalmente,
o0 anticorpo humanizado € versdao humanizada do anticorpo 7D39.
Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versdo humanizada do
anticorpo 7D66. Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versao
humanizada do anticorpo 8G9. Opcionalmente, o anticorpo
humanizado € versdo humanizada do anticorpo 8G3. Opcionalmente,
o0 anticorpo humanizado é versdo humanizada do anticorpo 8G4.
Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versdo humanizada do
anticorpo 8G51. Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versao
humanizada do anticorpo 8G22. Opcionalmente, o anticorpo
humanizado é versdo humanizada do anticorpo 8G30 humanizado.
Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versao humanizada do
anticorpo 8G46. Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versao
humanizada do anticorpo 2A4 (Numero de Acesso no ATCC ).
Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versdo humanizada do
anticorpo 2A20. Opcionalmente, o anticorpo humanizado é verséao
humanizada do anticorpo 2A44. Opcionalmente, o anticorpo
humanizado é versdo humanizada do anticorpo 2A77. Opcionalmente,
0 anticorpo humanizado é versdo humanizada do anticorpo 2A13.
Opcionalmente, o anticorpo humanizado é versdo humanizada do
anticorpo 2A14.

[00060] A invencao fornece ainda composicdes farmacéuticas. As
composi¢cdes farmacéuticas compreendem um anticorpo que se liga
especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 de AA, e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. Algumas composigcbes
farmacéuticas compreendem um anticorpo humano, humanizado, ou

quimérico que se liga especificamente a um epitopo nos residuos 70 a
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76 de AA, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Outras
composi¢cdes farmacéuticas compreendem um anticorpo que se liga
especificamente a um epitopo nos residuos 70 a 76 de AA e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel, onde o isotipo do anticorpo é
IgG1 humano, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em algumas
composicdes farmacéuticas, o isotipo do anticorpo é 1gG2, IgG3 ou
IgG4 humano. Em algumas composi¢des farmacéuticas, o anticorpo é
humano. Em algumas composi¢cbes farmacéuticas, o anticorpo é
humanizado. Em algumas composi¢des farmacéuticas, o anticorpo é
quimérico. Em algumas composi¢des farmacéuticas, o anticorpo € um
anticorpo policlonal. Em algumas composi¢des farmacéuticas, o
anticorpo € um anticorpo monoclonal.

[00061] Em algumas composi¢cdes farmacéuticas, o anticorpo
compreende duas cépias do mesmo par de cadeias leves e pesadas.
Em algumas composi¢cdes farmacéuticas, o anticorpo € um anticorpo
biespecifico compreendendo um primeiro par da cadeia leve e pesada
que se liga especificamente ao epitopo de AA e um segundo par da
cadeia leve e pesada que se liga especificamente a um receptor de Fc
em células microgliais. Em algumas composi¢cdes farmacéuticas, uma
cadeia do anticorpo é fusionada a um polipeptideo heterélogo. Em
algumas composi¢cdes farmacéuticas, o veiculo € um diluente
fisiologicamente aceitavel para administracdo parenteral. Algumas
composicoes farmacéuticas sao adaptadas para serem administradas
intraperitonialmente, oralmente, intranasalmente, subcutaneamente,
intramuscularmente, topicamente ou intravenosamente. Algumas
composi¢des farmacéuticas sdo adaptadas para serem administradas
em multiplas dosagens por um periodo de pelo menos seis meses.
Algumas composi¢cdes farmacéuticas sao adaptadas para serem
administradas como uma composi¢cdo de liberacdo sustentada.

Algumas composi¢des farmacéuticas compreendem ainda pelo menos
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um outro anticorpo que se liga a um epitopo di-ferente de AA.

[00062] A invencdo fornece métodos de tratamento de amiloidose
AA em um paciente. Os métodos compreendem administragao de um
agente que induz uma resposta imune a AA70-76 em um regime eficaz
para induzir uma resposta imune compreendendo anticorpos contra
AA70-76 em um regime eficaz para induzir uma resposta imune
compreendendo anticorpos contra AA70-76. Em alguns métodos, o
paciente € humano. Opcionalmente, o agente compreende AA70-76
ou um subfragmento de pelo menos 3 residuos contiguos do mesmo e
tem menos de 20 aminoacidos contiguos de um peptideo AA.
Opcionalmente, o agente &€ um peptideo tendo uma sequéncia
selecionada a partir do grupo consistindo das SEQ ID N 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 e 11 e subfragmentos de pelo menos 3 residuos contiguos do
mesmo e tém menos de 20 aminoacidos de um peptideo AA.
Opcionalmente, o agente é ligado em seus N e C terminais ao primeiro
e segundo polipeptideos heterélogos. Opcionalmente, o agente é
ligado em seu N terminal a um polipeptideo heterdlogo, e em seu C-
terminal a pelo menos uma copia adicional do segmento N-terminal.
Em alguns métodos, o polipeptideo heterdlogo induz uma resposta de
célula T contra o polipeptideo heterdlogo e por meio disso uma
resposta de célula B contra AA. Em alguns métodos, o polipeptideo
compreende ainda pelo menos uma copia adicional de AA.
Opcionalmente, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-
terminal, AA, uma pluralidade de copias adicionais de AA, e o
segmento de aminoacido heterdlogo.

[00063] Em alguns meétodos de tratamento, o polipeptideo é
administrado com um adjuvante que aumenta uma resposta imune
para o segmento N-terminal. Opcionalmente, o adjuvante e o
polipeptideo s&do administrados em conjunto como uma composigao.

Opcionalmente, o adjuvante é administrado antes do polipeptideo.
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Opcionalmente, o adjuvante é administrado apds o polipeptideo. Em
alguns meétodos, o adjuvante € alumen. Em alguns métodos, o
adjuvante é MPL. Em alguns métodos, o adjuvante € QS-21. Em
alguns métodos, o adjuvante é o adjuvante de Freund incompleto. Em
alguns métodos, a resposta imune compreende células T que se ligam
ao peptideo AA como um componente de um complexo MHC | ou
MHC II.

[00064] A invencdo fornece métodos de efetuar profilaxia de
amiloidose AA em um paciente. Os métodos compreendem
administragao de um agente que induz uma resposta imune a AA70-76
em um regime eficaz para induzir uma resposta imune
compreendendo anticorpos contra AA70-76 em um regime eficaz para
induzir uma resposta imune compreendendo anticorpos contra AA70-
76. Em alguns métodos, o paciente € humano. Em alguns métodos, o
paciente é assintomatico. Em alguns métodos, o paciente sofre de
uma doenca amiloide subjacente selecionada a partir do grupo
consistindo em artrite reumatoide, artrite crénica juvenil, espondilite
anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica, sindrome de Reiter,
doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet, doenca de Crohn,
lepra, tuberculose, bronquiectasia, ulceras de decubito, polinefrite
cronica, osteomielite, doenca de Whipple, linfoma de Hodgkin,
carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmao e trato urogenital,
carcinoma de célula basal, leucemia de célula cabeluda, Febre
Mediterranea Familial e Doenca de Castleman.

[00065] Em alguns métodos de efetuar profilaxia, o agente
compreende AA70-76 ou um subfragmento de pelo menos 3 residuos
contiguos do mesmo e tem menos de 20 aminoacidos contiguos de
um peptideo AA. Opcionalmente, o agente é um peptideo tendo uma
sequéncia selecionada a partir do grupo consistindo das SEQ ID N 4,

5 6,7, 8,9, 10 e 11 e subfragmentos de pelo menos 3 residuos
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contiguos do mesmo e tém menos de 20 aminoacidos de um peptideo
AA. Opcionalmente, o agente € ligado em seus N e C terminais ao
primeiro e segundo polipeptideos heterdlogos. Opcionalmente, o
agente é ligado em seu terminal N a um polipeptideo heterdlogo, e em
seu C-terminal a pelo menos uma coépia adicional do segmento N-
terminal. Em alguns métodos, o polipeptideo heterdlogo induz uma
resposta de célula T contra o polipeptideo heterélogo e por meio disso
uma resposta de célula B contra AA. Em alguns métodos, o
polipeptideo compreende ainda pelo menos uma copia adicional de
AA. Opcionalmente, o polipeptideo compreende do N-terminal ao C-
terminal, AA, uma pluralidade de copias adicionais de AA, e o
segmento de aminoacido heterdlogo.

[00066] A invencao fornece ainda composicdes farmacéuticas. As
composi¢gbes farmacéuticas compreendem um fragmento AA
consistindo em residuos que comegam no residuo 70 de AA e
terminam no residuo 76 de AA. Opcionalmente, o fragmento AA é
ligado em seu C-terminal a um polipeptideo heterdlogo.
Opcionalmente, o fragmento AA é ligado em seu N-terminal a um
polipeptideo heterdlogo. Opcionalmente, o fragmento AA é ligado em
seus N e C terminais ao primeiro e segundo polipeptideos heterdlogos.
Opcionalmente, o fragmento AA é ligado em seu N terminal a um
polipeptideo heterdlogo, e em seu C-terminal a pelo menos uma copia
adicional do segmento N-terminal. Opcionalmente, o polipeptideo
compreende ainda pelo menos uma copia adicional do segmento N-
terminal. Opcionalmente, o polipeptideo compreende do N-terminal ao
C-terminal, AA, uma pluralidade de cépias adicionais do segmento N-
terminal, e o segmento de aminoacido heterélogo. Em algumas
composi¢cdes farmacéuticas, o polipeptideo heterdlogo induz uma
resposta de célula T contra o polipeptideo heterélogo e por meio disso

uma resposta de célula B contra o segmento N-terminal.
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[00067] Algumas composi¢cdes farmacéuticas compreendem ainda
um adjuvante que aumenta uma resposta imune a AA. Opcionalmente,
o adjuvante é alumen. Opcionalmente, o adjuvante é MPL.
Opcionalmente, o adjuvante € QS-21. Opcionalmente, o adjuvante é o
adjuvante de Freund incompleto. Opcionalmente, o adjuvante
compreende ainda GM-CSF. Opcionalmente, o adjuvante é M-CSF.
Opcionalmente, a composicdo compreende mais do que 10
microgramas do polipeptideo.

[00068] A invencédo fornece métodos de tratamento de amiloidose
AA em um paciente. Os métodos compreendem administracdo de um
agente eficaz para induzir uma resposta imune contra um componente
peptidico de um depdsito amiloide no paciente e um agente diferente
que trata uma doenga subjacente, e por meio disso tratando
amiloidose AA no paciente. Em alguns métodos, a doenga subjacente
€ selecionada a partir do grupo consistindo em artrite reumatoide,
artrite crénica juvenil, espondilite anquilosante, psoriase, artropatia
psoriatica, sindrome de Reiter, doenga de Still do Adulto, sindrome de
Behcet, doenca de Crohn, lepra, tuberculose, bronquiectasia, ulceras
de decubito, polinefrite cronica, osteomielite, doenca de Whipple,
linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas de intestino, pulmao
e trato urogenital, carcinoma de célula basal, leucemia de célula
cabeluda, Febre Mediterrdnea Familial e Doenca de Castleman.
[00069] A invencdo fornece métodos de efetuar profilaxia de
amiloidose AA em um paciente. Os métodos compreendem
administracdo de um agente eficaz para induzir uma resposta imune
contra um componente peptidico de um depdsito amiloide no paciente
e um agente diferente que trata uma doenca subjacente, e por meio
disso tratando amiloidose AA no paciente. Em alguns métodos, a
doenca subjacente é selecionada a partir do grupo consistindo em

artrite reumatoide, artrite crbnica juvenil, espondilite anquilosante,
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psoriase, artropatia psoriatica, sindrome de Reiter, doenca de Still do
Adulto, sindrome de Behcet, doenca de Crohn, lepra, tuberculose,
bronquiectasia, ulceras de decubito, polinefrite crénica, osteomielite,
doenca de Whipple, linfoma de Hodgkin, carcinoma renal, carcinomas
de intestino, pulmao e trato urogenital, carcinoma de célula basal,
leucemia de célula cabeluda, Febre Mediterranea Familial e Doenca
de Castleman.

[00070] A invencao fornece métodos de rastreamento de um
anticorpo para atividade no tratamento de um paciente tendo
amiloidose AA. Os métodos compreendem contato do anticorpo com o
peptideo AA e determinagdo se o anticorpo especificamente se liga a
AA, ligacao especifica fornecendo uma indicagdo que o anticorpo tem
atividade no tratamento de amiloidose AA.

[00071] A invencdo fornece métodos de rastreamento de um
anticorpo para atividade na depuracédo de uma entidade bioldgica
fisicamente associada com um antigeno. Os métodos compreendem a
combinagao da entidade biologica associada a antigeno, o anticorpo e
células fagociticas carregando receptores de Fc em um meio; e
monitoramento da quantidade da entidade biolégica associada a
antigeno que permanece no meio, uma reducdo da quantidade da
entidade bioldgica associada a antigeno indicando que o anticorpo tem
atividade de depuracdo contra o antigeno. Em alguns métodos, a
etapa de monitoramento monitora a quantidade do antigeno que
permanece no meio. Em alguns métodos, a combinagdo compreende
adicdo da entidade biolégica associada a antigeno ao meio, e contato
do meio com as células fagociticas carregando receptores de Fc. Em
alguns métodos, a entidade biolégica associada a antigeno é fornecida
como uma amostra tecidual. Em alguns métodos, o antigeno é a
entidade biologica. Em alguns métodos, a amostra tecidual

compreende um depdsito amiloide. Opcionalmente, a amostra tecidual
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€ do paciente ou um mamifero tendo patologia Amiloidose AA. Em
alguns meétodos, o antigeno é AA. Em alguns métodos, as células
fagociticas sédo células microgliais. Em alguns métodos, a amostra
tecidual € selecionada a partir do grupo consistindo em uma amostra
tecidual cancerosa, uma amostra tecidual viralmente infectada, uma
amostra tecidual compreendendo células inflamatérias, um
crescimento celular anormal ndo maligno, e uma amostra tecidual
compreendendo uma matriz extracelular anormal.

[00072] A invencao fornece métodos de deteccdo de um depdsito
amiloide em um paciente. Os métodos compreendem administragao
ao paciente de um anticorpo que se liga especificamente a um epitopo
nos aminoacidos 70 a 76 de AA e a detecgcdo da presenca do
anticorpo no paciente. Opcionalmente, o anticorpo é marcado.
Opcionalmente, o anticorpo é marcado com uma marcacgao
paramagnética. Opcionalmente, o anticorpo marcado € detectado pela
ressonancia magneética nuclear. Opcionalmente, o anticorpo marcado
€ detectado com visualizagdo SPECT/CT. Em alguns métodos, o
anticorpo nao tem capacidade de induzir uma resposta de depuracao
na ligacdo a um depdsito amiloide no paciente.

[00073] A invengao fornece conjuntos diagnédsticos. Os conjuntos
compreendem um anticorpo que se liga especificamente a um epitopo
com residuos 70 a 76 de AA. Alguns conjuntos adicionais
compreendem uso de marcagcbes descritas do anticorpo para
diagndstico ou monitoramento in vivo de uma doenga associada com
depdsitos amiloides de AA em um paciente. Em algumas modalidades,
os conjuntos incluem instrugdes de uso do anticorpo ou fragmento de
ligac&o a antigeno do mesmo na detecgdo de AA.

[00074] A invengao fornece ainda um método de diagndstico de
amiloidose em um individuo compreendendo: (a) administragdo ao

individuo de um anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno do
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mesmo que esta ligado a uma marcagao detectavel, em que o
anticorpo ou fragmento do mesmo se liga especificamente a um
epitopo compreendendo X:{EDX: em um agregado de proteina
amiloide, em que X1 e X2 sdo qualquer aminoacido; e (b) detecgao da
presenga ou auséncia do anticorpo ou fragmento ligado do mesmo, em
que a presengca do anticorpo ou fragmento ligado indica um
diagnéstico de amiloidose AA.

[00075] Ainda é fornecido neste pedido um método de tratamento
ou profilaxia de amiloidose usando um anticorpo ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, que se liga especificamente a um
epitopo compreendendo XiEDX> em um agregado de proteina
amiloide, em que X1 e X2 sdo qualquer aminoacido.

[00076] A presente invencao fornece um anticorpo ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo que se liga especificamente a um
epitopo compreendendo X:EDXz, em um agregado de proteina
amiloide, em que X1 e X2 sdo qualquer aminoacido. Por exemplo, X
incluiH, T,F,S,P,AL,C,Q R, E, K, D, G, V,Y, louW, tal como H,
T,F,S, P,ouA, ou,talcomoH, T,F,ouA. X2inclui T, S, E, R, I, V, F,
D,A,G ML N,P,C, K YouQ,talcomo T, S, E, R, I,V, F,DouA,
ou, talcomo T, S, E, D ou A. Em outros exemplos, X1 é H, TouAe X
eéT,S, EouA talcomo XiéHouAeX2éT,S ouA. Em exemplos
ainda adicionais, X1é HeHé TouA;ouX1éAeX2¢é¢S, T,E,ouV,
talcomoX1é AeX2€éS, TouE,ouX1éTeX2éE,ouXi1éFeX2é
D,ouXi1éSeX2éE, FouA;ouXi1éPeX2éE,louF.

[00077] Em particular, os epitopos incluem sequéncias de
aminoacido, tais como aquelas apresentadas nas SEQ ID N2: 3 a SEQ
ID N2: 25, tais como SEQ ID N@: 3, 12, 13, 14, 15 e 16. Exemplos
adicionais incluem SEQ ID N¢: 4, 5, 7, 8 e 9, tais como SEQ ID N2: 4.
Anticorpos da invencéo que se ligam aos epitopos, tal como a SEQ ID
N2: 3, incluem os anticorpos 2A4, 7D8 e 8G09.
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[00078] Os agregados de proteinas amiloides aos quais o0s
anticorpos da invengao se ligam sao proteinas ndo monomericas. Tais
agregados de proteinas amiloides incluem proteina amiloide A sérica
(SAA), proteina da cadeia leve da imunoglobulina, polipeptideo
precursor amiloide de ilhota humana (IAPP), peptideo amiloide beta,
transtiretina (TTR) e ApoA1, tal como SAA.

[00079] A invencado fornece ainda anticorpos ou fragmentos de
ligacdo a antigeno do mesmo que (a) competem por ligacdo a um
epitopo que inclui X1EDX2 com um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9; (b)
ligam-se ao mesmo epitopo que inclui X1EDX2 que um anticorpo 2A4,
7D8 ou 8GY9; (c) ttm um dominio de ligacdo a antigeno de um
anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9; ou (d) incluem as seis regides de
determinacdo de complementaridade (CDRs) de um anticorpo 2A4,
7D8 ou 8G9. A invencdo também fornece versbes quiméricas ou
humanizadas de um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9.

[00080] Anticorpos representativos, que se ligam especificamente a
um epitopo que inclui X1EDXz2, também incluem anticorpos que tém
pelo menos uma, duas ou trés regides de determinagdo de
complementaridade (CDRs) de uma cadeia leve de um anticorpo 2A4,
7D8 ou 8G9. Os anticorpos da invengao, que se ligam especificamente
a um epitopo que inclui X1EDX2, também incluem anticorpos que tém
pelo menos uma, duas ou trés das CDRs de uma cadeia pesada de
um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9.

[00081] CDRs podem ser identificadas de acordo com métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, sistemas de numeracido para
identificar CDRs s&o de uso comum. A definicdo Kabat € baseada na
variabilidade de sequéncia, e a definicdo Chothia € baseada na
posicdo das regides de alga estrutural. A definicdo AbM é um ajuste
entre as abordagens de Chothia e Kabat. As CDRs da regi&o variavel

da cadeia leve sao limitadas pelos residuos nas posicoes 24 e 34

Peti¢c&o 870220082684, de 12/09/2022, pag. 55/225



49/200

(CDR1-L), 50 e 56 (CDR2-L), e 89 e 97 (CDR3-L) de acordo com
algoritmo de Kabat, Chothia ou AbM. De acordo com a definigao
Kabat, as CDRs da regiao variavel da cadeia pesada sao delimitadas
pelos residuos nas posigdes 31 e 35B (CDR1-H), 50 e 65 (CDR2-H), e
95 e 102 (CDR3-H) (numeragao de acordo com Kabat). De acordo
com a definicdo de Chothia, as CDRs da regido variavel da cadeia
pesada s&o delimitadas pelos residuos nas posi¢des 26 e 32 (CDR1-
H), 52 e 56 (CDR2-H), e 95 e 102 (CDR3-H) (numeracédo de acordo
com Chothia). De acordo com a definigdo AbM, as CDRs da regido
variavel da cadeia pesada sao limitadas pelos residuos nas posi¢coes
26 e 35B (CDR1-H), 50 e 58 (CDR2-H), e 95 e 102 (CDR3-H)
(numeracao de acordo com Kabat). Ver Martin et al. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 9268-9272; Martin et al. (1991) Methods Enzymol.
203: 121-153; Pedersen et al. (1992) Immunomethods 1: 126; e Rees
et al. (1996) em Sternberg M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction,
Oxford University Press, Oxford, pp. 141-172.

[00082] Os anticorpos da invencao incluem ainda um anticorpo que

se liga especificamente a um epitopo compreendendo X1EDX2, em um
agregado de proteina amiloide, em que X; e Xz sao qualquer
aminoacido, tendo regides variaveis derivadas de regides variaveis de
um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9. Anticorpos tendo regides variaveis de
anticorpos 2A4, 7D8 ou 8G9 também sao incluidos.

[00083] Os anticorpos da invencdo incluem ainda anticorpos
quimeéricos, anticorpos humanos, anticorpos humanizados, anticorpos
de cadeia unica, anticorpos tetraméricos, anticorpos tetravalentes,
anticorpos multiespecificos, anticorpos dominio-especificos, anticorpos
dominio-deletados ou proteinas de fuséo.

[00084] Fragmentos dos anticorpos da invengdo também sé&o
fornecidos. Os fragmentos da invencdo podem ser fragmentos Fab,

fragmento Fab’, fragmentos F(ab’),, fragmentos Fv ou fragmentos
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ScFv. Tais anticorpos ou fragmentos dos mesmos podem ser ligados
com um agente citotoxico, um agente radioterapico ou uma marcacao
detectavel.

[00085] A invengdo também fornece uma regido variavel de
anticorpo isolada compreendendo (a) uma regido variavel da cadeia
leve derivada de uma regi&o variavel da cadeia leve de anticorpo 7D8,
2A4 ou 8G9, ou (b) uma regido variavel da cadeia pesada derivada de
uma regido variavel da cadeia leve de anticorpo 7D8, 2A4, ou 8G9. As
regides variaveis isoladas também sdo fornecidas tendo uma regido
variavel da cadeia leve ou cadeia pesada de um anticorpo 7D8, 2A4
ou 8G9. As regides variaveis de anticorpo isoladas sao uteis na
producao de anticorpo.

[00086] A invencao também fornece acidos nucleicos isolados que
codificam uma regido variavel da cadeia leve de anticorpo ou uma
regidao variavel da cadeia pesada tendo (a) uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma regido variavel da cadeia leve ou cadeia
pesada de um anticorpo 7D8, 2A4 ou 8G9; (b) uma sequéncia
nucleotidica que é idéntica a uma sequéncia nucleotidica de um
anticorpo 7D8, um 2A4 ou um 8G9 que codifica uma regiado variavel da
cadeia leve ou pesada; ou (c) uma sequéncia nucleotidica que é
substancialmente idéntica, isto é, pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, ou 99% a uma sequéncia
nucleotidica de (a) ou (b); ou (d) um acido nucleico que
especificamente hibridiza a um acido nucleico tendo uma sequéncia
nucleotidica que é o complemento de uma sequéncia nucleotidica de
(a) ou (b) sob condi¢cbes de hibridizacdo estringentes, por exemplo,
condigdes finais de lavagem de SSC 0,1x a 65°C.

[00087] A presente invencdo fornece ainda células e linhagens

celulares expressando os anticorpos ou acidos nucleicos da invencéo.
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Células hospedeiras representativas incluem células mamiferas e
humanas, tais como células CHO, células HEK-293, células Hela,
células CV-1 e células COS. Métodos para geragao de uma linhagem
celular estavel apds transformacdo de um construto heterdlogo em
uma célula hospedeira sao conhecidos na técnica. Células
hospedeiras ndo mamiferas representativas incluem células de inseto
(Potter et al. (1993) Int. Rev. Immunol. 10 (2-3):103-112). Anticorpos
também podem ser produzidos em animais transgénicos (Houdebine
(2002) Curr. Opin. Biotechnol. 13 (6):625-629) e plantas transgénicas
(Schillberg et al. (2003) Cell Mol. Life. Sci. 60 (3):433-45).

[00088] A invencdo também fornece métodos de tratamento ou
efetuacdo de profilaxia de amiloidose associada usando fragmentos
imunogénicos da proteina amiloide compreendendo X1EDX2, em que
X1 é H, T, F, S, P, A ou qualquer outro residuo de aminoacido
imediatamente precedendo ED em tal proteina amiloide; e em que X2 é
T, S, E, R, I, V, F, A ou qualquer outro residuo de aminoacido
imediatamente apds ED em tal proteina amiloide. Sem desejar estar
ligado por uma teoria particular, acredita-se que um epitopo
compreendendo X1EDX2 pode tornar-se exposto quando uma proteina
amiloide agrega-se, ou sofre fibrilogénese ou de outra maneira
introduz uma estrutura fibrilar, se pela clivagem de uma proteina
precursora maior ou pela modificacdo conformacional. Por exemplo,
métodos representativos de tratamento ou profilaxia de amiloidose AA
incluem administracdo de fragmentos AA 70-76 ou fragmentos
imunogénicos dos mesmos. A invengdo também fornece métodos de
tratamento ou efetuagédo de profilaxia de amiloidose associada com a
deposicdo da proteina amiloide usando anticorpos reativos com
X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, em que X1 é H, T, F, S,
P, A ou qualquer outro residuo de aminoacido imediatamente

precedendo ED em tal agregado de proteina amiloide; e em que Xz é
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T, S, E, R, I, V, F, A ou qualquer outro residuo de aminoacido
imediatamente apés ED em tal agregado de proteina amiloide.
Preferencialmente, tais anticorpos sao preferencialmente reativos com
agregado de proteina amiloide em relacdo a proteina amiloide nao
patolégica. Por exemplo, métodos de tratamento ou profilaxia de
amiloidose AA associada com fibrilas AA podem incluir administracao
de anticorpos especificos para a regido C-terminal de fibrilas AA
(~residuos 70 a 76 de AA). Os anticorpos podem inibir a formacgéo de
agregados AA (por exemplo, fibrilas) ou resultam em sua
desagregacdo e depuracdo dessa forma tratando ou efetuando
profilaxia de amiloidose AA.

|. Definigdes

[00089] O termo "identidade substancial" significa que duas
sequéncias peptidicas, quando alinhadas otimamente, tais como pelos
programas GAP ou BESTFIT usando pesos de lacuna pré-
configurados, compartilham identidade de sequéncia de pelo menos
65 porcento, preferencialmente identidade de sequéncia de pelo
menos 80 ou 90 porcento, mais preferencialmente identidade de
sequéncia de pelo menos 95 porcento ou mais (por exemplo,
identidade de sequéncia de 99 porcento ou superior).
Preferencialmente, as posicdes de residuo, que ndo sio idénticas
diferenciam-se por substituicbes de aminoacido conservativas.

[00090] Para a comparacdo de sequéncia, tipicamente uma
sequéncia atua como uma sequéncia de referéncia, a qual as
sequéncias teste sdo comparadas. Usando um algoritmo de
comparacao de sequéncia, sequéncias teste e de referéncia sao
introduzidas em um computador, as coordenadas de subsequéncia
sdo indicadas, se necessario, e os parametros de programa de
algoritmo de sequéncia sao indicados. O algoritmo de comparacao de

sequéncia entdo calcula a identidade de sequéncia percentual da
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sequéncia(s) teste em relagdo a sequéncia de referéncia, com base
nos parametros de programa indicados.

[00091] Alinhamento 6timo de sequéncias para comparagao pode
ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de homologia local de
Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), pelo algoritmo de
alinhamento de homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443 (1970), pela método de busca de similaridade de Pearson &
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por
implementagdes computadorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA e TFASTA no Pacote de Programa de Genética de Wisconsin,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), ou pela
inspecao visual (ver geralmente Ausubel et al., supra). Um exemplo de
algoritmo que é adequado para determinar a identidade de sequéncia
percentual e similaridade de sequéncia € o algoritmo BLAST, que é
descrito em Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). O
programa para realizar analises por BLAST esta publicamente
disponivel através de National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tipicamente, os parametros de
programa pré-configurados podem ser usados para realizar a
comparagcao de sequéncia, embora os parametros construidos
também possam ser usados. Para sequéncias de aminoacido, o
programa BLASTP usa como um wordlength pré-configurado (W) de 3,
uma expectativa (E) de 10, e a matriz de classificagdo BLOSUMG62 (ver
Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1989))
[00092] Para fins de classificacdo de substituicdes de aminoacidos
como conservativas ou ndo conservativas, os aminoacidos s&o
agrupados como se segue: Grupo | (cadeias laterais hidrofébicas:
norleucina, met, ala, val, leu, ile; Grupo Il (cadeias laterais hidrofilicas
neutras): cys, ser, thr; Grupo lll (cadeias laterais acidicas): asp, glu;

Grupo IV (cadeias laterais basicas): asn, gin, his, lys, arg; Grupo V
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(residuos que influenciam na orientagcdo da cadeia): gly, pro; e Grupo
VI (cadeias laterais aromaticas): trp, tyr, phe. Substituigdes
conservativas envolvem substituicdbes entre aminoacidos na mesma
classe. Substituicbes ndo conservativas constituem a troca de um
membro de uma destas classes por um membro de outra.

[00093] O termo "todo-D" refere-se a peptideos tendo = 75%, =
80%, = 85%, = 90%, = 95%, e 100% de aminoacidos de configuragao
D.

[00094] O termo "agente" é usado para descrever um composto que
tem ou pode ter uma atividade farmacolégica. Os agentes incluem
compostos que sédo farmacos conhecidos, compostos para os quais a
atividade farmacoldgica foi identificada, mas que estdo sofrendo
avaliacao terapéutica adicional, e compostos que sdo membros de
colecdes e bibliotecas que devem ser rastreadas para uma atividade
farmacoldgica.

[00095] "Doenca amiloide" ou "amiloidose" referem-se a qualquer
numero de desordens que tem como um sintoma ou como parte da
sua patologia o acumulo ou formagéo de placas amiloides. Uma "placa
amiloide" € um depdsito extracelular composto principalmente de
fibrilas proteicas. Geralmente, as fibrilas sdo compostas de uma
proteina ou peptideo dominante; entretanto, a placa também pode
incluir componentes adicionais que sdo moléculas peptidicas ou nao
peptidicas, como descrito neste pedido.

[00096] Uma "proteina amiloide" ou "peptideo amiloide" é uma
proteina ou peptideo capaz de sofrer clivagem, modificagdo
conformacional, agregacao ou fibrilogénese, resultando na formacéao
de oligbmeros patoldgicos, fibrilas amiloides, placas amiloides e/ou
componentes amiloides.

[00097] Um "componente amiloide" € qualquer entidade molecular

que esta presente em uma placa amiloide incluindo porcoes
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antigénicas de tais moléculas. Componentes amiloides incluem, mas
nado sao limitados a proteinas, peptideos, proteoglicanos e
carboidratos.

[00098] Um "agente antiamiloide" € um agente que é capaz de
produzir uma resposta imune contra um componente de placa amiloide
em um individuo vertebrado, quando administrado por técnicas de
imunizagdo ativas ou passivas.

[00099] Uma "proteina AA" ou "peptideo AA" refere-se a forma da
proteina ou peptideo A de proteina amiloide formado pela clivagem
proteolitica de proteina A amiloide sérica (SAA), se monomeérica ou
agregada, soluvel ou insoluvel.

[000100] Um "agregado de proteina amiloide" ou "agregado de
peptideo amiloide" ou "agregado amiloide" refere-se a uma forma
agregada patoldgica, ndo monomérica de uma proteina amiloide ou
peptideo amiloide. Os agregados de proteinas amiloides e peptideos
amiloide podem ser soluveis ou insoluveis. Alguns agregados de
proteinas amiloides e agregados de peptideos amiloide podem formar
oligbmeros, fibrilas e/ou placas amiloides. Exemplos de tais agregados
de proteinas amiloides e peptideos amiloides, incluindo peptideos e
proteinas fibrilares sao fornecidos neste pedido.

[000101] Um "agregado de AA" refere-se a uma forma agregada de
AA.

[000102] Os agentes terapéuticos da invengdo sao tipicamente
substancialmente puros do contaminante indesejado. Isto significa que
um agente tem tipicamente pureza de pelo menos aproximadamente
50% p/p (peso/peso), bem como sendo substancialmente livre de
proteinas e contaminantes interferentes. As vezes, os agentes tém
pureza pelo menos de aproximadamente 80% p/p e, mais
preferencialmente pelo menos 90 ou aproximadamente 95% p/p.

Entretanto, usando técnicas de purificagdo proteicas convencionais,
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peptideos homogéneos de pelo menos 99% p/p podem ser obtidos.
Agentes terapéuticos da invencao podem impedir, efetuar profilaxia, ou
tratar uma doencga associada com depositos amiloides.

[000103] Ligacédo especifica entre duas entidades significa que as
entidades tém uma afinidade mutua entre si que é pelo menos 10-,
100- ou 100 vezes maior do que afinidade de entidade por um
controle, tal como antigeno ndo relacionado ou anticorpo para um
antigeno diferente. A afinidade mutua das duas entidades entre si &
normalmente pelo menos 107 M, 108 M, 10° M, ou 10" M.
Afinidades maiores do que 108 M-' sdo preferenciais.

[000104] O termo "imunoglobulina" ou “anticorpo" (usado
intercambiavelmente neste pedido) refere-se a uma proteina de
ligagdo a antigeno tendo uma estrutura de cadeia de quatro
polipeptideos basicos consistindo em duas cadeias pesadas e duas
leves, as ditas cadeias sendo estabilizadas, por exemplo, por ligagdes
dissulfeto intercadeia, que tem a capacidade de ligar-se
especificamente ao antigeno. Tanto as cadeias pesadas como leves
sdo dobradas em dominios. O termo "dominio" refere-se a uma regiao
globular de um polipeptideo da cadeia pesada ou leve compreendendo
algas peptidicas (por exemplo, compreendendo 3 a 4 algas peptidicas)
estabilizadas, por exemplo, folha B dobrada e/ou ligagdo dissulfeto
peptidicas intracadeia. Os dominios sao referidos ainda neste pedido
como "constantes" ou "variaveis", baseados na falta relativa da
variagdo de sequéncia dentro dos dominios de varios membros de
classe no caso de um dominio "constante", ou a variagao significante
dentro dos dominios de varios membros de classe no caso de um
dominio "variavel". "Dominios constantes" na cadeia leve sao referidos
intercambiavelmente como "regides constantes da cadeia leve",
"dominios constantes da cadeia leve", regides "CL" ou dominios "CL".

Dominios "constantes" na cadeia pesada sao referidos
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intercambiavelmente como "regides constantes da cadeia pesada",
"dominios constantes da cadeia pesada", regides "CH" ou dominios
"CH". Dominios "variaveis" na cadeia leve sao referidos
intercambiavelmente como "regides variaveis da cadeia leve",
"dominios variaveis da cadeia leve", regides "VL" ou dominios "VL".
Dominios  "variaveis" na cadeia pesada sdo referidos
intercambiavelmente como "regides constantes da cadeia pesada",
"dominios constantes da cadeia pesada", regides "CH" ou dominios
"CH".

[000105] O termo "regiao" refere-se a uma parte ou porgcdo de uma
cadeia de anticorpo e inclui dominios constantes ou variaveis como
definidos neste pedido, bem como partes ou por¢gdes mais discretas
dos ditos dominios. Por exemplo, dominios ou regides variaveis da
cadeia leve incluem "regides de determinagdo de complementaridade”
ou "CDRs" entremeadas entre "regides conservadas" ou "FRs", como
definido neste pedido.

[000106] Imunoglobulinas ou anticorpos podem existir na forma
monomeérica ou polimérica. O termo "fragmento de ligagdo a antigeno"
refere-se a um fragmento polipeptidico de uma imunoglobulina ou
anticorpo que se liga ao antigeno ou compete com o anticorpo intacto
(isto é, com o anticorpo intacto do qual foram derivados) pela ligagao
ao antigeno (isto é, ligacao especifica). O termo "conformacao" refere-
se a estrutura terciaria de uma proteina ou polipeptideo (por exemplo,
um anticorpo, cadeia de anticorpo, dominio ou regido do mesmo). Por
exemplo, a frase "conformacédo da cadeia leve (ou pesada)" refere a
estrutura terciaria de uma regido variavel da cadeia leve (ou pesada),
e a frase "conformacéo de anticorpo” ou "conformacédo de fragmento
de anticorpo" refere-se a estrutura terciaria de um anticorpo ou
fragmento do mesmo.

[000107] "Ligagdo especifica" de um anticorpo significa que o

Petic&o 870220082684, de 12/09/2022, pag. 64/225



58/200

anticorpo exibe afinidade apreciavel pelo antigeno ou um epitopo
preferencial e, preferencialmente, ndo exibe reatividade cruzada
significante. Ligacao "apreciavel" ou preferencial inclui ligacdo com
uma afinidade de pelo menos 108, 107, 108, 10° M ou 10" M.
Afinidades maiores do que 107 M-, preferencialmente maiores do que
108 M' sdo mais preferenciais. Valores intermediarios daqueles
apresentados neste pedido também sio destinados a estar no escopo
da presente invencédo e uma afinidade de ligagao preferencial pode ser
indicada como uma faixa de afinidades, por exemplo, 10% a 10" M-,
preferencialmente 107 a 10" M-', mais preferencialmente 108 a 100 M-
. Um anticorpo que "ndo exibe reatividade cruzada significante" é
aquele que nao se ligara apreciavelmente a uma entidade indesejavel
(por exemplo, uma entidade proteica indesejavel). Por exemplo, um
anticorpo que se liga especificamente a AA se ligara apreciavelmente
a AA, mas nao reagira significativamente com proteinas ou peptideos
nao AA (por exemplo, proteinas ou peptideos ndo AA incluidos em
placas). Um anticorpo especifico para um epitopo preferencial vai, por
exemplo, ndo significativamente reagir cruzadamente com epitopos
remotos na mesma proteina ou peptideo. A ligacdo especifica pode
ser determinada de acordo com qualquer meio reconhecido na técnica
para determinar tal ligagdo. Preferencialmente, a ligagéo especifica é
determinada de acordo com a analise Scatchard e/ou ensaios de
ligagdo competitiva.

[000108] Fragmentos de anticorpo de ligagdo a antigeno séao
produzidos por técnicas de DNA recombinante, ou pela clivagem
enzimatica ou quimica de imunoglobulinas intactas. Fragmentos de
ligacdo incluem Fab, Fab’, F(ab’)., Fabc, Fv, cadeias unicas, e
anticorpos de cadeia unica. Fragmentos de anticorpo adicionais e
variantes de fungdo efetora s&do discutidos neste pedido na secao

intitulada "Anticorpos”. Além de imunoglobulinas ou anticorpos
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"biespecificas" ou "bifuncionais", uma imunoglobulina ou anticorpo é
entendido ter cada um dos seus sitios de ligagdo idénticos. Um
anticorpo "biespecifico" ou "bifuncional"” € um anticorpo hibrido artificial
que tem dois pares da cadeia pesadal/leve diferentes e dois sitios de
ligacao diferentes. Anticorpos biespecificos podem ser produzidos por
uma variedade de métodos incluindo fusdo de hibridomas ou ligacéo
de fragmentos Fab’. Ver, por exemplo, Songsivilai & Lachmann, Clin.
Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148,
1547-1553 (1992).

[000109] O termo ‘"imunoglobulina humanizada" ou "anticorpo
humanizado" refere-se a uma imunoglobulina ou anticorpo que inclui
pelo menos uma cadeia de imunoglobulina ou anticorpo humanizada
(isto é, pelo menos uma cadeia leve ou pesada humanizada). O termo
"cadeia de imunoglobulina humanizada" ou "cadeia de anticorpo
humanizada" (isto €, uma "cadeia leve da imunoglobulina humanizada"
ou "cadeia pesada de imunoglobulina humanizada") refere-se a uma
cadeia de imunoglobulina ou anticorpo (isto é, uma cadeia leve ou
pesada, respectivamente) tendo uma regido variavel que inclui uma
regido conservada variavel substancialmente de uma imunoglobulina
ou anticorpo humano e regides de determinacdo de
complementaridade (CDRs) (por exemplo, pelo menos uma CDR,
preferencialmente duas CDRs, mais preferencialmente trés CDRs)
substancialmente de uma imunoglobulina ou anticorpo nao humano, e
além disso, inclui regides constantes (por exemplo, pelo menos uma
regiao constante ou por¢ao da mesma, no caso de uma cadeia leve, e
preferencialmente trés regides constantes no caso de uma cadeia
pesada). O termo "regido variavel humanizada" (por exemplo, "regido
variavel da cadeia leve humanizada" ou "regido variavel da cadeia
pesada humanizada") refere-se a uma regiao variavel que inclui uma

regido conservada variavel substancialmente de uma imunoglobulina
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ou anticorpo humano e regibes de determinacdo de
complementaridade (CDRs) substancialmente de uma imunoglobulina
ou anticorpo ndo humano.

[000110] A frase "substancialmente de uma imunoglobulina ou
anticorpo  humano" ou "substancialmente humano" significa que,
quando alinhado a uma sequéncia amino de imunoglobulina ou
anticorpo humano para fins de comparacédo, a regido compartilha
identidade de pelo menos 80 a 90%, preferencialmente 90 a 95%,
mais preferencialmente de 95 a 99% (isto €, identidade de sequéncia
local) com a regido conservada humana ou sequéncia de regido
constante, permitindo, por exemplo, para substituicdes conservativas,
substituicdes de sequéncia consenso, substituicdes de linhagem
germinativa, retromutagdes e similares. A introdugao de substituicoes
conservativas, substituicbes de sequéncia consenso, substituicoes de
linhagem germinativa, retromutagcdes e similares, € muitas vezes
referida como "otimizacdo" de um anticorpo ou cadeia humanizada. A
frase "substancialmente de uma imunoglobulina ou anticorpo nao
humano" ou "substancialmente ndo humano" significa ter uma
imunoglobulina ou sequéncia de anticorpo pelo menos 80 a 95%,
preferencialmente 90 a 95%, mais preferencialmente, 96%, 97%, 98%,
ou 99% idénticos aquela de um organismo ndo humano, por exemplo,
um mamifero ndo humano.

[000111] Consequentemente, todas regides ou residuos de uma
imunoglobulina ou anticorpo humanizado, ou de uma cadeia de
imunoglobulina ou anticorpo humanizado, exceto possivelmente as
CDRs, sao substancialmente idénticas as regides ou residuos
correspondentes de uma ou mais sequéncias de imunoglobulina
humana nativa. O termo "regido correspondente” ou "residuo
correspondente” refere-se a uma regidao ou residuo em um segundo

aminoacido ou sequéncia nucleotidica que ocupa a mesma (isto €,
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equivalente) posicdo como uma regido ou residuo em um primeiro
aminoacido ou sequéncia nucleotidica, quando a primeira e segunda
sequéncia sao otimamente alinhadas para fins de comparacao.
[000112] Os termos "imunoglobulina humanizada" ou "anticorpo
humanizado" nao sao destinados a englobar imunoglobulinas ou
anticorpos  quiméricos, como definido infra. Embora as
imunoglobulinas ou anticorpos humanizados sejam quiméricos em sua
construgéo (isto €, compreende regides de mais de uma espécie de
proteina), incluem caracteristicas adicionais (isto é, regides variaveis
compreendendo residuos de CDR doadora e residuos de regiao
conservada aceptora) ndo encontradas em imunoglobulinas ou
anticorpos quiméricos, como definido neste pedido.

[000113] O termo "imunoglobulina quimérica" ou anticorpo refere-se
a uma imunoglobulina ou anticorpo cujas regides variaveis derivam de
uma primeira espécie e cujas regides constantes derivam de uma
segunda espécie. Imunoglobulinas ou anticorpos quiméricos podem
ser construidos, por exemplo, pela engenharia genética, de segmentos
génicos de imunoglobulina pertencendo a espécies diferentes.
[000114] Um "antigeno" é uma entidade (por exemplo, uma entidade
proteica ou peptideo) ao qual um anticorpo especificamente se liga.
[000115] O termo "epitopo" ou "determinante antigénico" refere-se a
um sitio em um antigeno ao qual uma imunoglobulina ou anticorpo (ou
fragmento de ligacédo a antigeno do mesmo) se ligam especificamente.
Epitopos podem ser formados tanto de aminoacidos contiguos como
aminoacidos ndo contiguos justapostos pelo enovelamento terciario de
uma proteina. Epitopos formados de aminoacidos contiguos sao
tipicamente conservados na exposi¢cao a solventes desnaturantes ao
passo que epitopos formados pelo enovelamento terciario séao
tipicamente perdidos no tratamento com solventes desnaturantes. Um

epitopo tipicamente inclui pelo menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
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14 ou 15 aminoacidos em uma conformacéo espacial unica. Métodos
de determinacdo da conformacido espacial de epitopos incluem, por
exemplo, cristalografia de raio x e ressonancia magnética nuclear
bidimensional. Ver, por exemplo, Epitope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, volume 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

[000116] Anticorpos representativos da invencao incluem um
anticorpo ou fragmento do mesmo que se liga especificamente a um
epitopo que inclui X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, que
se liga ao epitopo incluindo X/1EDX2 que também esta ligado, por
exemplo, por um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9. Anticorpos que
reconhecem o mesmo epitopo podem ser identificados em um
imunoensaio simples mostrando a capacidade de um anticorpo de
bloquear a ligacdo de outro anticorpo a um antigeno-alvo, isto €, um
ensaio de ligagdo competitiva. A ligagdo competitiva € determinada em
um ensaio no qual a imunoglobulina no teste inibe a ligagao especifica
de um anticorpo de referéncia a um antigeno comum, tal como AR.
Numerosos tipos de ensaios de ligagdo competitiva sdo conhecidos,
por exemplo: radioimunoensaio direto ou indireto em fase sélida (RIA),
imunoensaio de enzima direto ou indireto em fase sélida (EIA), ensaio
de competicdo em sanduiche (ver Stahli et al., Methods in Enzymology
9:242 (1983)); EIA de biotina-avidina direto em fase solida (ver
Kirkland et al., J. Immunol. 137:3614 (1986)); ensaio de marcacgao
direta em fase sodlida, ensaio em sanduiche de marcacdo direta em
fase solida (ver Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press (1988)); RIA de marcagéo direta em fase
soélida usando marcagéao com 1-125 (ver Morel et al., Mol. Immunol. 25
(1):7 (1988)); EIA direto biotina-avidina em fase soélida (Cheung et al.,
Virology 176:546 (1990)); e RIA de marcagéao direta. (Moldenhauer et
al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)). Tipicamente, tal ensaio envolve

0 uso do antigeno purificado ligado a uma superficie solida ou células
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carregando qualquer destes, uma imunoglobulina teste ndo marcada e
uma imunoglobulina de referéncia marcada. A inibicdo competitiva é
medida pela determinagdo da quantidade de marcagcao ligada a
superficie solida ou células na presenca da imunoglobulina teste.
Normalmente a imunoglobulina teste esta presente em excesso.
Normalmente, quando um anticorpo competidor esta presente em
excesso, inibira a ligacao especifica de um anticorpo de referéncia a
um antigeno comum em pelo menos 50 a 55%, 55 a 60%, 60 a 65%,
65 a 70%, 70 a 75% ou mais.

[000117] Um epitopo também ¢é reconhecido por células
imunologicas, por exemplo, células B elou células T. O
reconhecimento celular de um epitopo pode ser determinado por
ensaios in vitro que medem a proliferacdo dependente do antigeno,
como determinado pela incorporacdo de 3H-timidina, pela secrecéo de
citocina, pela secregcao de anticorpo, ou pela eliminagdo dependente
de antigeno (ensaio de linfocito T citotoxico).

[000118] O termo "neoepitopo” refere-se a um novo e/ou Unico sitio
em um antigeno no qual células B e/ou T respondem.

[000119] O termo "anticorpos de neoepitopo" refere-se a anticorpos
que especificamente reconhecem uma nova sequéncia de
aminoacidos de N- ou C-terminal exposta pela clivagem proteolitica de
uma molécula, mas nao se liga a tal epitopo na molécula (n&o clivada)
nativa. O termo "anticorpos de neoepitopo" pode referir-se a anticorpos
que especificamente reconhecem uma nova sequéncia de
aminoacidos de N- ou C-terminal exposta pela clivagem proteolitica de
SAA, mas nao se ligam a tal epitopo na molécula SAA (n&o clivada)
nativa. Alguns anticorpos de neoepitopo ligam-se a AA soluvel ou
insoluvel e resultam na dissociagdo de agregados AA, incluindo fibrilas
AA. Um "anticorpo de neoepitopo" também pode ser um anticorpo que

especificamente reconhece um novo epitopo que esta somente
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disponivel para ligar-se a um anticorpo apdés uma proteina sofrer uma
modificacdo de conformacdo, por exemplo, como no caso de
amiloidose AL e cadeia leve, quando somente a cadeia leve é
expressa e forma o amiloide. O termo "imunolégico" ou resposta
"imune" é o desenvolvimento de uma resposta humoral benéfica
(mediada por anticorpo) e/ou uma celular (mediada por células T
especificas para o antigeno ou seus produtos de secregao)
direcionada contra um peptideo amiloide em um paciente recipiente.
Tal resposta pode ser uma resposta ativa induzida pela administragao
de imundgeno ou uma resposta passiva induzida pela administragao
de anticorpo ou células T preparadas. Uma resposta imune celular &
obtida pela apresentacdo de epitopos polipeptidicos em associagao
com moléculas MHC Classe | ou Classe Il para ativar células T
auxiliares CD4" e/ou células T citotéxicas CD8" antigeno-especificas.
A resposta também pode envolver a ativacdo de monocitos,
macrofagos, células NK, basofilos, células dendriticas, astrocitos,
células microgliais, eosindfilos ou outros componentes de imunidade
inata. A presengca de uma resposta imunoldgica mediada por célula
pode ser determinada por ensaios de proliferacao (células T CD4") ou
ensaios de CTL (linfécito T citotdoxico) (ver Burke, supra; Tigges,
supra). As contribui¢cdes relativas de respostas celulares e humorais
ao efeito protetor ou terapéutico de um imunégeno podem ser
distinguidas isolando separadamente anticorpos e células T de um
animal singeneico imunizado e medindo efeito protetor ou terapéutico
em um segundo individuo.

[000120] Um "agente imunogénico" ou "imunogeno" é capaz de
induzir uma resposta imunologica contra si mesmo na administracéo a
um mamifero, opcionalmente em conjunto com um adjuvante.

[000121] O termo "polinucleotideo nu" refere-se a um polinucleotideo

nao complexado com materiais coloidais. Polinucleotideos nus sdo as
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vezes clonados em um vetor plasmidial.

[000122] O termo "adjuvante" refere-se a um composto que quando
administrado em conjunto com um antigeno aumenta a resposta imune
ao antigeno, mas quando administrado sozinho ndo gera uma
resposta imune ao antigeno. Os adjuvantes podem aumentar uma
resposta imune por varios mecanismos incluindo recrutamento de
linfocito, estimulacdo de células B elou T, e estimulagdo de
macrofagos.

[000123] O termo "dose eficaz" ou "dosagem eficaz" é definido como
uma quantidade suficiente para alcancar ou pelo menos parcialmente
alcancgar o efeito desejado. O termo "dose terapeuticamente eficaz" é
definido como uma quantidade suficiente para curar ou pelo menos
parcialmente deter a doenga e suas complicagbes em um paciente que
ja sofre da doenca. Quantidades eficazes para este uso dependerao
da severidade da infeccdo e o estado geral do sistema imune do
proprio paciente.

[000124] O termo "paciente" inclui individuos mamiferos humanos e
outros que recebem o tratamento profilatico ou terapéutico.

[000125] A invencéao fornece anticorpos ou fragmentos de ligacéo a
antigeno do mesmo que se ligam especificamente a um epitopo que
inclui X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, e que compete
pela ligacdo ao epitopo compreendendo X1EDX> com, por exemplo,
um anticorpo 2A4, 7D8 ou 8G9. A competicdo entre anticorpos é
determinada por um ensaio no qual a imunoglobulina sob teste inibe a
ligacdo especifica de um anticorpo de referéncia a um antigeno
comum, tal como AA. Numerosos tipos de ensaios de ligacao
competitiva sdo conhecidos, por exemplo: radioimunoensaio direto ou
indireto em fase sodlida (RIA), imunoensaio enzimatico direto ou
indireto em fase solida (EIA), ensaio de competicdo em sanduiche (ver
Stahli et al.,, Methods in Enzymology, 9:242-253 (1983)); EIA de
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biotina-avidina direto em fase sodlida (ver Kirkland et al., J. Immunol.
137:3614-3619 (1986)); ensaio de marcagdo direta em fase solida,
ensaio em sanduiche de marcacao direta em fase sdlida (ver Harlow
and Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor
Press (1988)); RIA de marcacdo direta em fase sdlida usando
marcagao com I-125 (ver Morel et al., Molec. Immunol. 25 (1):7-15
(1988)); EIA com biotina-avidina direto em fase solida (Cheung et al.,
Virology, 176:546-552 (1990)); e RIA de marcagdo direta
(Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol., 32:77-82 (1990)).
Tipicamente, tal ensaio envolve o uso do antigeno purificado ligado a
uma superficie solida ou células que expressam o antigeno, uma
imunoglobulina teste ndo marcada e uma imunoglobulina de referéncia
marcada. A inibicdo competitiva € medida pela determinacdo da
quantidade de marcagao ligada a superficie sdlida ou células na
presenca da imunoglobulina teste. Normalmente a imunoglobulina
teste esta presente em excesso. Os anticorpos identificados pelo
ensaio de competicdo (anticorpos de competicao) incluem anticorpos
que se ligam no mesmo epitopo que o anticorpo de referéncia e
anticorpos que se ligam a um epitopo adjacente suficientemente
proximal ao epitopo ligado pelo anticorpo de referéncia para o
impedimento estérico ocorrer. Normalmente, quando um anticorpo
competidor esta presente em excesso, inibira a ligacao especifica de
um anticorpo de referéncia a um antigeno comum em pelo menos 50%
a 75%.

[000126] Um anticorpo que se liga especificamente a uma proteina
amiloide significa um anticorpo que se liga a proteina amiloide com
uma afinidade de pelo menos 107 M. Alguns anticorpos ligam-se a
proteina amiloide com afinidades entre 108 M- e 10" M-,

[000127] Um anticorpo que se liga especificamente ao agregado de

proteina amiloide tal como agregado AA sem ligar-se especificamente
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a proteina amiloide monomeérica significa um anticorpo que se liga ao
agregado de proteina amiloide, tal como, por exemplo, fibrilas (por
exemplo, AA em folha B em forma dobrada agregada tal como de um
cadaver de um paciente de Amiloidose AA prévia ou um modelo
animal transgénico) como descrito acima e tem pelo menos dez vezes
e normalmente pelo menos de 100 vezes afinidade de ligagdo menor
especifica para formas monoméricas da proteina amiloide. Por
exemplo, tal anticorpo poderia ligar-se a AA soluvel com uma afinidade
de 10° M e a placas com uma afinidade menor que 10" M. A
afinidade de tais anticorpos por placas ¢ normalmente menos de 107
ou 10% M'. Tais anticorpos sdo adicionalmente ou alternativamente
definidos pela intensidade de fluorescéncia em relagdo a um anticorpo
de controle irrelevante (por exemplo, um anticorpo ou mistura de
anticorpos policlonais a um peptideo AA reversamero) quando os
anticorpos sdo contatados com fibrilas e ligacdo avaliada por
marcagao fluorescente. A intensidade de fluorescéncia de anticorpos
que se ligam ao peptideo AA soluvel sem ligar-se a placas esta em um
fator de cinco, as vezes em um fator de dois e as vezes indistinguivel
dentro do erro experimental daquele do anticorpo de controle.

[000128] Composi¢cdes ou métodos "compreendendo” um ou mais
elementos citados podem incluir outros elementos nao
especificamente citados. Por exemplo, uma composicdo que
compreende o peptideo AA engloba tanto um peptideo AA isolado
como peptideo AA como um componente de uma sequéncia
polipeptidica maior.

Il. Doengas amiloides

1. Panorama e Patogénese

[000129] Doencas amiloides ou amiloidoses incluem diversos
estados de doenga que tém uma larga variedade de sintomas

externos. Estas desordens tém em comum a presenca de depdsitos
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extracelulares anormais de fibrilas proteicas, conhecidas como
"depédsitos amiloides" ou "placas amiloides" que tém normalmente
aproximadamente 10 a 100 um de diametro e sio localizadas em
orgaos ou regides teciduais especificos. Tais placas sdo compostas
principalmente de uma proteina ou peptideo soluvel que ocorre
naturalmente. Estes depdsitos insoluveis s&do geralmente compostos
de agregados laterais de fibrilas que tém aproximadamente 10 a 15
nm de didmetro. As fibrilas amiloides produzem uma caracteristica
birrefringéncia macéa verde em luz polarizada, quando marcadas com o
corante Congo Red. As desordens sao classificadas com base nos
principais componentes fibrilares que formam os depdsitos de placa,
como discutido abaixo.

[000130] Os peptideos ou proteinas que formam os depdsitos de
placa muitas vezes sao produzidos a partir de uma proteina precursora
maior. Mais especificamente, a patogénese de depodsitos de fibrila
amiloide geralmente envolve a clivagem proteolitica de uma proteina
precursora "anormal" em fragmentos. Estes fragmentos geralmente
agregam-se em folhas dobradas [ antiparalelas; entretanto, foi
relatada que certas formas nao degradadas da proteina precursora
agregam-se e formam fibrilas na polineuropatia amiloide familial
(fibrilas de transtiretina variante) e amiloidose relacionada a dialise
(fibrilas de B2 microglobulina) (Tan, et al., 1994, supra).

2. Sindromes Clinicas

[000131] Esta secao fornece descricbes dos principais tipos de
amiloidoses, incluindo suas composicdes fibrilares de placa
caracteristicas. E uma descoberta geral da presente invencdo que as
doencas amiloides podem ser tratadas pela administragcdo de agentes
que servem para estimular uma resposta imune contra um
componente ou componentes dos varios depdsitos amiloides doenca-

especificos. Como discutido em mais detalhes na Secao C abaixo, tais
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componentes sao preferencialmente constituintes de fibrilas que
formam as placas. As secdes abaixo servem para exemplificar as
principais formas de amiloidose e ndo sdo destinadas a limitar a
invencao.

a. Amiloidoses AL

[000132] A deposicao amiloide AL esta associada geralmente com
quase toda discrasia da linhagem de linfocito B, variando da
malignidade de células plasmaticas (mieloma multiplo) a gamopatia
monoclonal benigna. De vez em quando, a presenga de depodsitos
amiloides pode ser um indicador primario da discrasia subjacente.
[000133] Fibrilas de depdsitos amiloides AL sdo compostas de
cadeias leves de imunoglobulina monoclonais ou fragmentos das
mesmas. Mais especificamente, os fragmentos s&o derivados da
regido N-terminal da cadeia leve (capa ou lambda) e contém todo ou
parte do dominio variavel (VL) do mesmo. Os depdsitos geralmente
ocorrem nos tecidos mesenquimais, causando neuropatia periférica e
autbnoma, sindrome de tunel do carpo, macroglossia, cardiomiopatia
restritiva, artropatia de grandes articulagbes, discrasias imunes,
mielomas, bem como discrasias ocultas. Entretanto, deve ser
observado que quase qualquer tecido, particularmente orgaos
viscerais, tais como coracao, podem ser envolvidos.

b. Amiloidoses Sistémicas Hereditarias

[000134] Ha muitas formas de amiloidoses sistémicas hereditarias.
Embora sejam condigdes relativamente raras, o inicio adulto de
sintomas e seus padrdes de heranga (normalmente dominante
autossdmico) leva a persisténcia de tais desordens na populacéo
geral. Geralmente, as sindromes sao atribuiveis a mutagdes pontuais
em proteina precursora levando a produc¢ao de peptideos ou proteinas
amiloidogénicos variantes. A tabela 2 resume a composigao fibrilar de

formas exemplares destas desordens.
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Peptideo/Proteina Fibrilar

Variante genética

Sindrome clinica

Apolipoproteina A1 (apoAl)

Transtiretina e fragmentos | Met30, muitos | Polineuropatia amiloide
(ATTR) outros familial (FAP),
(principalmente nervos
periféricos)
Transtiretina e fragmentos | Thr45, Ala60, | Predominante
(ATTR) Ser84, Met111, | envolvimento  cardiac
lle122 sem neuropatia
Fragmento N-terminal | Arg 26 Polineuropatia amiloide

familial (FAP),
(principalmente nervos
periféricos)

Fragmento N-terminal | Arg26, Arg50, Arg | Tipo  Ostertag, nao

Apolipoproteina A1 | 60, outros neuropatica

(AapoAl) (envolvimento
predominantemente
visceral)

Lisozima (Alys) Thr56, His67 Tipo  Ostertag, néo

neuropatica
(envolvimento
predominantemente
visceral)

Fragmento de cadeia o de
fibrinogénio

Leu554, Val 526

Tipo  Ostertag, nao
neuropatica
(envolvimento
predominantemente

visceral)

Fragmento de gelsolina
(Agel)

Asn187, Tyr187

Neuropatia craniana
com distrofia corneana
lattice

Precursora Amiloide (APP)

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

Proteina p-amiloide (Ap) | GIn693 Hemorragia cerebral

derivada de Proteina hereditaria (angiopatia

Precursora Amiloide (APP) amiloide cerebral)-Tipo
holandesa

Proteina B-amiloide (Ap) | lle717,  Phe717, | Mal de  Alzheimer

derivada de Proteina | Gly717 Familial
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Peptideo/Proteina Fibrilar | Variante genética | Sindrome clinica
Proteina B-amiloide (Ap) | Asn670, Leu671 Deméncia Familial-

derivada de Proteina provavel Mal de

Precursora Amiloide (APP) Alzheimer

Proteina Prion (PrP) | Leu102, Val167, | Doenga de Creutzfeldt-

derivada da insergdo 51-| Asn178, Lys200 Jakob Familial;

91 a proteina precursora Sindrome de

de PrP Gerstmann-Straussler-
Scheinker

(encefalopatias
esppongiformes,
doencgas de prion)

AA derivada de Proteina Febre Mediterranea
amiloide A sérica Familial, predominante
(ApoSSA) envolvimento renal
(autossémica recessiva)
AA derivada de Proteina Sindrome de Muckle-
amiloide A sérica Well, nefropatia, surdez,
(ApoSSA) urticaria, dores nos
membros
Desconhecido Cardiomiopatia com
paralisia atrial
persistente
Desconhecido Depositos cutaneos

(bolhosos,  papulares,
pustulodérmicos)

aDados derivada de Tan & Pepys, 1994, supra.

[000135] Os dados fornecidos na Tabela 2 sdo exemplares e nao
sao destinados a limitar o escopo da invengao. Por exemplo, mais de
40 mutagdes pontuais separadas no gene de transtiretina foram
descritas, todas as quais dao origem a formas clinicamente similares
de polineuropatia amiloide familial.

[000136] Transtiretina (TTR) é uma proteina de 14 kilodaltons que é
também as vezes referida como pré-albumina. E produzida pelo figado
e plexo coroide, e funciona no transporte de hormdnios tireoidianos e
vitamina A. Pelo menos 50 formas de variantes da proteina, cada uma
caracterizada por uma modificacdo de aminoacido Unica, séao
responsaveis por varias formas de polineuropatia amiloide familial. Por

exemplo, a substituicdo de prolina por leucina na posigao 55 resulta
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em uma forma particularmente progressiva de neuropatia; a
substituicdo de metionina por leucina na posi¢cao 111 resultou em uma
cardiopatia severa em pacientes dinamarqueses. Depdsitos amiloides
isolados em tecido cardiaco de pacientes com amiloidose sistémica
revelaram que os depositos sdao compostos de uma mistura
heterogénea de TTR e fragmentos da mesma, coletivamente referidos
como ATTR, as sequéncias completas das quais foram caracterizadas.
Os componentes fibrilares de ATTR podem ser extraidos de tais
placas e sua estrutura e sequéncia determinada de acordo com
métodos conhecidos na técnica (por exemplo, Gustavsson, A., et al.,
Laboratory Invest. 73: 703-708, 1995; Kametani, F., et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 125: 622-628, 1984; Pras, M., et al., PNAS
80: 539-42, 1983).

[000137] Pessoas que tém mutagdes pontuais na molécula
apolipoproteina Al (por exemplo, Gly—Arg26; Trp — Arg50; Leu —
Arg60) exibem uma forma da amiloidose (tipo Ostertag") caracterizada
por depdsitos da proteina apolipoproteina Al ou fragmentos da mesma
(AApoAl). Estes pacientes tém baixos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) e apresentam uma neuropatia periférica ou faléncia
renal.

[000138] Uma mutacdo na cadeia alfa da enzima lisozima (por
exemplo, lle—>Thr56 ou Asp—His57) € a base de outra forma amiloide
hereditaria ndo neuropatica tipo Ostertag relatada em familias
inglesas. Aqui, as fibrilas da proteina lisozima mutante (Alys) séo
depositadas, e o0s pacientes geralmente exibem funcdo renal
prejudicada. Esta proteina, diferentemente da maioria das proteinas
formadoras de fibrila descritas neste pedido, estda presente
normalmente na forma inteira (ndo fragmentada) (Benson, M.D., et al.
CIBA Fdn. Symp. 199: 104-131, 1996).

[000139] Peptideo PBamiloide (AB) € um peptideo de 39 a 43
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aminoacidos derivado por protedlise de uma grande proteina
conhecida como proteina precursora beta amiloide (BAPP). Mutagbes
em BAPP resultam em formas familiais de mal de Alzheimer, sindrome
de Down e/ou deméncia senil, caracterizadas pela deposicéo cerebral
de placas compostas de fibrilas AR e outros componentes, que sao
descritos em detalhes adicionais abaixo. Muta¢gdes conhecidas em
APP associadas com mal de Alzheimer ocorrem proximas aos sitios
de clivagem B ou y secretase, ou dentro de AB. Por exemplo, a
posicado 717 esta proxima ao sitio y-secretase de clivagem de APP em
seu processamento em AB e as posi¢cdes 670/671 sdo proximas ao
sitio de clivagem da B-secretase. Mutagbes em qualquer destes
residuos podem resultar na mal de Alzheimer, presumivelmente
causando um aumento da quantidade da forma de 42/43 aminoacidos
de AB gerada a partir de APP. A estrutura e sequéncia de peptideos
AB de varios comprimentos sdo bem conhecidas na técnica. Tais
peptideos podem ser feitos de acordo com os métodos conhecidos na
técnica (por exemplo, Glenner and Wong, Biochem Biophys. Res.
Comm. 129: 885-890, 1984; Glenner and Wong, Biochem Biophys.
Res. Comm. 122: 1131-1135, 1984). Além disso, varias formas dos
peptideos estdo comercialmente disponiveis.

[000140] Sinucleina é uma proteina associada a sinapse que se
parece com uma alipoproteina e € abundante em citossol neuronal e
terminais pré-sinapticos. Um fragmento peptidico derivado de a-
sinucleina, denominado NAC, é também um componente de placas
amiloides da mal de Alzheimer. (Clayton, et al., 1998). Este
componente também serve como um alvo para tratamentos baseados
imunologicamente da presente invengéo, como detalhado abaixo.
[000141] Gelsolina € uma proteina de ligagao a calcio que se liga a e
fragmenta filamentos de actina. Mutacbes na posicdo 187 (por

exemplo, Asp—Asn; Asp—Tyr) da proteina resultam em uma forma de
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amiloidose sistémica hereditaria, normalmente encontrada em
pacientes da Finlandia, bem como pessoas de origem holandesa ou
japonesa. Em individuos afligidos, fibrilas formadas a partir de
fragmentos de gelsolina (Agel), normalmente consistem de
aminoacidos 173 a 243 (fragmento carboxiterminal de 68 kDa) e sao
depositados em vasos sanguineos e membranas basais, resultando
em distrofia corneana e neuropatia cranial que progride a neuropatia
periférica, modificagdes distroficas cutaneas e deposicdo em outros
orgaos. (Kangas, H., et al. Human Mol. Genet. 5 (9): 1237-1243,
1996).

[000142] Outras proteinas mutadas, tais como a cadeia alfa mutante
de fibrinogénio (AfibA) e cistatina C mutante (Acys) também formam
fibrilas e produzem desordens hereditarias caracteristicas. Fibrilas
AfibA formam depdsitos caracteristicos de um amiloide hereditario néo
neuropatico com doenga renal; os depdsitos de Acys séao
caracteristicos de uma angiopatia de amiloide cerebral hereditaria
relatada na Islandia. (Isselbacher, et al., Harrison’s Principles of
Internal Medicine, McGraw-Hill, San Francisco, 1995; Benson, et al.,
supra.). Em pelo menos alguns casos, foi mostrado que pacientes com
angiopatia amiloide cerebral (CAA) tém fibrilas amiloides contendo
uma forma ndo mutante de cistatina C em conjunto com proteina beta.
(Nagai, A., et al. Molec. Chem. Neuropathol. 33: 63-78, 1998).
[000143] Considera-se agora que certas formas da doenga de prion
sdo hereditarias, contabilizando até 15% dos casos, que foram
anteriormente pensados ser predominantemente de natureza
infecciosos. (Baldwin, et al., em Research Advances in Alzheimer
Disease and Related Disorders, John Wiley and Sons, New York,
1995). Em tais desordens de prion, os pacientes desenvolvem placas
compostas de isoformas anormais da proteina prion normal (PrP°).

Uma isoforma mutante predominante, PrPs¢, também referida como
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AScr, se diferencia da proteina celular normal em sua resisténcia a
degradacdo por protease, insolubilidade apds extragdo com
detergente, deposicdo em lisossomas secundarios, sintese pos-
traducional, e alto conteudo de folha B dobrada. Ligagcdo genética foi
estabelecida em pelo menos cinco mutacdes resultando em doenca de
Creutzfeldt-Jacob  (CJD), sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS), e insbnia familial fatal (FFI). (Baldwin). Métodos para
extrair peptideos fibrilares de fibrilas de scrapie, determinar
sequéncias e construir tais peptideos sdo conhecidos na técnica. (por
exemplo, Beekes, M., et al. J. General. Virol. 76: 2567-76, 1995).
[000144] Por exemplo, uma forma de GSS foi ligada a uma mutagao
de PrP no codon 102, enquanto GSS telencefalica segrega com uma
mutacao no cédon 117. Mutagdes nos codons 198 e 217 resultam em
uma forma de GSS em que placas neuriticas caracteristicas da mal de
Alzheimer contém PrP em vez de um peptideo AB. Certas formas de
CJD familial estdo associadas com mutacdes nos codons 200 e 210;
mutacdes nos codons 129 e 178 foram encontradas tanto em CJD
familial como em FFI. (Baldwin, supra).

c. Amiloidose Sistémica Senil

[000145] Deposicao amiloide, sistémica ou focal, aumenta com a
idade. Por exemplo, fibrilas da transtiretina selvagem (TTR) sé&o
comumente encontradas no tecido cardiaco de individuos idosos.
Estas podem ser assintomaticos, clinicamente silenciosos, ou podem
resultar na faléncia cardiaca. Depdsitos focais fibrilares assintomaticos
também podem ocorrer no cérebro (AB), corpos amilaceos da prostata
(microglobulina ABz2), articulagdes e vesiculas seminais.

d. Amiloidose Cerebral

[000146] A deposicdo local de amiloide € comum no cérebro,
particularmente em individuos idosos. O tipo mais frequente de

amiloide no cérebro é composto principalmente de fibrilas peptidicas
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AB, resultando em deméncia ou mal de Alzheimer esporadica (néo
hereditaria). De fato, a incidéncia da mal de Alzheimer esporadica
excede grandemente as formas mostradas serem hereditarias.
Peptideos fibrilares que formam estas placas sdao muito similares aos
descritos acima, com referéncia a formas hereditarias da mal de
Alzheimer (AD).

e. Amiloidose relacionada a Dialise

[000147] Placas compostas fibrilas de microglobulina B2 (ABR2M)
comumente desenvolvem-se em pacientes que recebem hemodialise
ou dialise peritoneal em longo prazo. Microglobulina B2 € um
polipeptideo de 11,8 kilodaltons e € a cadeia leve de antigenos de
MHC Classe |, que estdo presentes em todas as células nucleadas.
Sob circunstancias normais, é continuamente dispersa de membranas
celulares e é normalmente filtrada pelo rim. A faléncia da depuracéo,
tal como no caso da fungao renal prejudicada, leva a deposigao no rim
e outros sitios (principalmente em tecidos ricos em colageno das
articulagdes). Diferentemente de outras proteinas fibrilares, as
moléculas de APR2M estdo presentes geralmente na forma né&o
fragmentada nas fibrilas. (Benson, supra).

f. Amiloidoses derivadas de Horm&nio

[000148] Orgaos enddcrinos podem abrigar depdsitos amiloides,
particularmente em individuos idosos. Tumores secretores de
hormdnio também podem conter placas amiloides derivadas de
horménio, as fibrilas dos quais sdao compostas de horménios
polipeptidicos, tais como calcitonina (carcinoma medular da tireoide),
polipeptideo amiloide de ilhota (amilina; ocorrendo na maioria de
pacientes com diabetes Tipo Il), e peptideo natriurético atrial
(amiloidose atrial isolada). Sequéncias e estruturas destas proteinas
sdo bem conhecidas na técnica.

g. Amiloidoses Diversas
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[000149] Ha uma variedade de outras formas de doenca amiloide
que sdo normalmente manifestadas como depdsitos localizados de
amiloide. Em geral, estas doengas sao provavelmente o resultado da
producgao localizada e/ou falta do catabolismo de precursores de fibrila
especificos ou uma predisposi¢cao de um tecido particular (tais como a
articulagdo) para deposicao fibrilar. Exemplos de tal deposicao
idiopatica incluem amiloide AL nodular, amiloide cutaneo, amiloide
endocrino e amiloide relacionado ao tumor.

lll. Doengas amiloides de AA

[000150] Amiloidose AA, outrora chamada amiloidose secundaria ou
reativa porque se desenvolve secundariamente a uma doenga pré-
existente ou coexistente. Tais doencgas incluem, mas nio sao limitadas
a doencas inflamatdrias, tais como artrite reumatoide, artrite cronica
juvenil, espondilite anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica,
sindrome de Reiter, doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet e
doenca de Crohn. Depésitos de AA também sao produzidos como
resultado de infecgdes microbianas crénicas, tais como lepra,
tuberculose, bronquiectasia, ulceras de decubito, polinefrite crénica,
osteomielite e doenca de Whipple. Certas neoplasias malignas
também podem resultar em depdsitos amiloides de fibrila AA. Estes
incluem tais condigcbes como linfoma de Hodgkin, carcinoma renal,
carcinomas de intestino, pulmé&o e trato urogenital, carcinoma de célula
basal, e leucemia de célula cabeluda. A doenga amiloide AA também
pode resultar de doencas inflamatérias herdadas, tais como Febre
Mediterranea Familial. Adicionalmente, a doenca amiloide AA pode
resultar de desordens linfoproliferativas, tais como Doenca de
Castleman.

1. Doengas Inflamatodrias Associadas com Amiloidose AA

[000151] Artrite reumatoide é uma doenca sistémica cronica

principalmente das articulagbes. Os sintomas da artrite reumatoide séo
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marcados por modificagdes inflamatérias nas membranas sinoviais e
estruturas articulares (articulagdes) e por atrofia e rarefagéo (redugoes
de densidade Ossea) dos ossos. Em estagios tardios de artrite
reumatoide, deformidade e anquilose (imobilidade da articulagédo)
desenvolvem-se. Um modelo de artrite reumatoide pode ser induzido
em camundongos ou ratos pela administragao de colageno tipo Il em
adjuvante de Freund completo.

[000152] Artrite crbnica juvenil aparece em muitas formas; a mais
comum sendo artrite reumatoide juvenil. Pode ocorrer em criangas em
qualquer idade, mas primeiro aparece mais comumente entre as
idades de 2 e 6 anos. Ha 3 tipos principais de artrite reumatoide
juvenil, ou seja, artrite pauciarticular, artrite poliarticular e artrite
sisttmica (também conhecida como doenca de Still). A artrite
pauciarticular tipicamente afeta 4 ou menos articulagdes, normalmente
as maiores, tais como os joelhos. Pode ser acompanhada por rigidez,
fazendo a crianca mancar. A artrite poliarticular é caracterizada por 5
ou mais articulagdes que sao afetadas, as mais comumente as
menores articulacbes nas maos e pés. Criangcas com artrite
poliarticular muitas vezes tém uma forma mais severa da doenca.
Artrite sistémica é caracterizada pela inchacdo da articulagdo em
combinagdo com febre e uma erupcao résea. As articulacbes podem
nao comecgar a inchar até alguns meses ou anos apos o inicio das
febres. Também pode afetar érgédos internos, tais como figado,
coragao, baco e linfonodos, e anemia € comum. Enquanto a artrite
sisttmica tende a diminuir por conta propria, uma pequena
porcentagem destas criancas pode ter artrite severa que continua na
idade adulta.

[000153] Espondilite anquilosante € uma doenca reumatica que
causa artrite das articulagcdes espinhais e sacroiliacas e pode causar a

inflamacéo dos olhos, pulmdes, e valvas cardiacas. Varia de episodios
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intermitentes de dor nas costas que ocorrem ao longo da vida a uma
doenca cronica severa que ataca a espinha, articulacdes periféricas e
outros 6rgaos corporais, resultando em rigidez articular e rigidez nas
costas, perda de movimento e deformidade conforme a vida progride.
[000154] Psoriase € uma dermatose crbnica, escamosa comum,
marcada por exacerbacio e remissdes e tendo um padrao de heranca
poligénica. Os sintomas da psoriase sdo marcados pela presenca de
fragmentos de descamacdo seca, arredondados de varios tamanhos,
cobertos por escalas de branco acinzentado ou branco prateado que
tém uma predilecdo por superficies extensoras, unhas, escalpo,
genitalias e regido lombossacral.

[000155] Artropatia psoriatica € uma desordem na qual a psoriase é
ligada ao desenvolvimento de artrite. A desordem pode ser exibida em
uma variedade de maneiras. A artrite € geralmente branda e envolve
somente algumas articulagdes. Em alguns pacientes, a doenca é
severa e normalmente afeta os dedos e a espinha. Quando a espinha
é afetada, os sintomas parecem-se muito com aqueles da espondilite
anquilosante.

[000156] A sindrome de Reiter € um grupo de sintomas consistindo
em artrite, uretrite (inflamacdo do trato urogenital), conjuntivite
(inflamac&o do revestimento ocular), e lesbes da pele e membranas
mucosas. A sindrome de Reiter também é referida como artrite reativa,
que significa que a artrite ocorre como "uma reagdo" a uma infecgao
que comecgou em outro lugar no corpo. Chlamydia trachomatis é a
bactéria muitas vezes associada com a sindrome de Reiter adquirida
pelo contato sexual. Varias bactérias diferentes estdo associadas com
a sindrome de Reiter adquirida através do trato digestorio, incluindo
Salmonella, Shigella, Yersinia e Campylobacter.

[000157] A doenca de Still do Adulto, também chamada Doencga de

Still de Inicio Adulto € uma condicdo inflamatéria rara que ataca
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orgéaos internos, articulagdes e outras partes do corpo. Pode aparecer
e desaparecer repentinamente. Em casos muito severos, a doenca de
Still do Adulto torna-se créonica e extremamente debilitante, causando
dor terrivel e rigidez. Ap6s muitos anos, a doenca mutila 6rgaos vitais,
tais como coragao e pulmdes.

[000158] A sindrome de Behcet é uma desordem multissistémica
presente em ulceragcdes orais e/ou genitais recorrentes, uveites
recidivantes cronicas que podem causar cegueira e prejuizos
neurolégicos. E caracterizada por 4 sintomas principais: Ulceras
aftosas orais, lesbes cutdneas, sintomas oculares e ulceragdes
genitais, e ocasionalmente por inflamagdo em tecidos e érgédos ao
longo do corpo, incluindo o trato gastrintestinal, sistema nervoso
central, sistema vascular, pulmdes e rins. A artrite da sindrome de
Behcet €& normalmente febre intermitente, autolimitada, nao
deformante e localizada nos joelhos e tornozelos.

[000159] A doenca de Crohn ¢é wuma doenca inflamatéria
granulomatosa crénica (corpo ou crescimento similar a pequeno grao)
envolvendo qualquer parte do trato gastrintestinal da boca ao anus;
mas comumente envolvendo o ileo (trés-quintos inferiores do intestino
delgado) com escoriagcdes e espessamento da parede intestinal. Os
sintomas da doenca de Crohn incluem a presenca de diarreia crénica,
sons intestinais aumentados, ter cdlicas, possivelmente evidenciados
por perda de peso e aversdo a comida.

2. Doencas de Infeccdo Microbiana Cronicas Associadas com
Amiloidose AA

[000160] Lepra € uma doenga infecciosa caracterizada chagas
desfigurantes cutaneas, dano neural periférico, e debilitacado
progressiva. A lepra é causada pelo organismo Mycobacterium leprae,
que nado é muito contagioso e tem um periodo de incubacéo longo.

Lepra tem duas formas comuns, tuberculoide e lepromatosa. Ambas
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as formas produzem chagas na pele, mas a forma lepromatosa é a
mais severa, produzindo grandes nodulos, desfigurantes
(protuberancias e inchacos). Lepra consequentemente causa dano
neuroldgico periférico. Os pacientes com lepra de longo prazo podem
perder o uso das suas maos ou pes devido a injuria repetida
resultando na perda de sensacéo.

[000161] Tuberculose é uma infec¢cado bacteriana contagiosa causada
por Mycobacterium tuberculosis. A doenga € caracterizada pelo
desenvolvimento de granulomas (tumores granulares) nos tecidos
infectados. Os pulmdes sao principalmente envolvidos, mas a infecgéo
pode estender-se a outros 6rgéos.

[000162] Bronquiectasia € uma destruicdo anormal e dilatacdo das
vias aéreas superiores. Bronquiectasia muitas vezes é causada por
inflamagdo ou infecgdo recorrente das vias aéreas. Uma bactéria
classica que € vista em pacientes com bronquiectasia é Pseudomonas
aeruginosa, que é notoriamente dificil de erradicar. Infecgdes repetidas
das vias aéreas por esta bactéria podem levar a colonizagdo dos
brébnquios por este organismo que predispbe tais pessoas a
pneumonias Pseudomoénicas, que requerem antibidticos especiais
para tratamento.

[000163] Ulcera de declbito também conhecida como Ulcera ou
ferida de pressdo é uma ulceragdao da pele e tecidos subjacentes
causados pela pressao prolongada sobre a area afetada. Comegam
como pele ruborizada, mas tornam-se progressivamente piores,
formando uma bolha, entdo uma chaga aberta, e finalmente uma
cratera. Estas ulcera¢gdes normalmente ocorrem sobre proeminéncias
osseas, tais como calcanhar, area coccigena da nadega e atras da
cabeca.

[000164] Polinefrite crbnica € uma infeccédo do rim e dos ureteres

(tubos que carregam a urina para fora do rim). A polinefrite muitas
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vezes ocorre como resultado da infeccdo do trato urinario,
particularmente na presengca de retrofluxo de urina ocasional ou
persistente da bexiga nos ureteres ou pelve renal.

[000165] Osteomielite € uma infeccdo Ossea aguda ou cronica,
normalmente causada por bactérias. Muitas vezes, a infeccao inicia
em outra parte do corpo e espalha-se para o 0sso através do sangue.
Quando o osso ¢ infectado, pus € produzido dentro do osso, que pode
resultar em um abcesso. O abcesso entdo priva 0 osso da sua
provisdo de sangue. Osteomielite crénica resulta quando o tecido
0sseo morre como resultado da perda da provisdo sanguinea. A
infeccdo cronica pode persistir intermitentemente por anos.

[000166] A doenca de Whipple € uma condigdo rara que causa
absorgdo inadequada de nutrientes do trato intestinal devido a
infeccdo do intestino. E causado pelas bactérias, Tropheryma
whippelii. Os sintomas incluem diarreia, hemorragia intestinal, dor
abdominal, perda de apetite, perda de peso, fadiga e fraqueza. Artrite
e febre muitas vezes ocorrem varios anos antes que os sintomas
intestinais se desenvolvam. Os pacientes podem experimentar
sintomas neuroldgicos também. O diagndstico é baseado em sintomas
e nos resultados de uma bidpsia do tecido do intestino delgado ou
outros 6rgaos que sao afetados. Quando reconhecida e tratada, a
doenca de Whipple pode ser normalmente curada. Sem tratamento, a
condicdo € normalmente fatal.

3. Neoplasias Malignas Associadas com Amiloidose AA

[000167] Linfoma de Hodgkin € um céancer do tecido linfatico
encontrado nos linfonodos, baco, figado e medula éssea. O primeiro
sinal deste cancer € muitas vezes um linfonodo aumentado. A doencga
pode estender-se a linfonodos préximos e apds pode estender-se aos
pulmdes, figado, ou medula 6ssea.

[000168] Carcinoma renal € o cancer do rim. As células cancerosas
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sao encontradas no revestimento de tubulos no rim. O primeiro
sintoma & normalmente sangue na urina. As vezes ambos 0s rins
estdo envolvidos. O cancer espalha-se facilmente, muitas vezes aos
pulmdes e outros 6rgdos. Carcinoma de célula renal é tipo mais
comum do cancer de rim seguido pelo carcinoma de célula renal
papilar, carcinoma renal croméfobo e carcinoma renal de ducto coletor.
Aproximadamente 5% dos carcinomas renais sdo nao classificados
porque sua aparéncia nao se ajusta em nenhuma das outras
categorias.

[000169] Carcinomas do intestino incluem canceres gastrintestinais
tais como colorretal, pancreatico, estomacal e esofagico. O cancer
colorretal € o cancer que surge no intestino grosso ou no reto. Quase
todos os canceres colorretais comegam como polipos benignos que,
durante o periodo de muitos anos, se desenvolvem em canceres. A
maioria dos casos de cancer colorretal ndo tém sintomas. Cancer
pancreatico € uma malignidade do pancreas. Os sintomas incluem dor
abdominal, perda do apetite, perda de peso significante e ictericia
indolor. Cancer de estbmago, também chamado cancer gastrico, pode
desenvolver-se em qualquer parte do estbmago e pode espalhar-se ao
longo do estdbmago e para outros 6rgaos; particularmente o eséfago e
intestino delgado. Também pode espalhar-se, através da parede do
estbmago, a linfonodos préoximos e 6rgaos, tais como figado,
pancreas, e pulmdes, ou a o6rgdos distantes, tais como os linfonodos
acima da clavicula, célon e ovarios. Cancer de estdbmago é muitas
vezes assintomatico. Cancer esofagico é malignidade do esbéfago.
Sintomas incluem disfagia (dificuldade de engolir), dor e perda de peso
substancial.

[000170] Carcinomas do pulmdo sdo um cancer dos pulmdes
caracterizados pela presenca de tumores malignos. Ha dois tipos

principais do cancer de pulmao: cancer de nao pequenas células de
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pulmao e cancer de pequenas células de pulmao. Sintomas dependem
de tipo especifico do cancer, mas podem incluir tosse cronica, tosse
com sangue, falta de ar, respiracdo ofegante, dor no peito, perda de
apetite, perda de peso e fadiga.

[000171] Carcinomas do trato urogenital incluem, mas nao sao
limitados a cancer de prostata, cancer de bexiga, cancer do
endométrio, cancer cervical e cancer ovariano. Cancer de préstata
envolve um crescimento tumoral maligno dentro da glandula préstata.
Sintomas podem incluir urinacdo frequente, dificuldade em iniciar e
manter uma corrente constante de urina, sangue na urina, urinagao
dolorosa, dificuldade de alcangar eregcdo ou ejaculacdo dolorosa.
Cancer de bexiga refere-se a algum dos varios tipos de crescimentos
malignos da bexiga urinaria. Sintomas incluem sangue na urina,
urinagao frequente, urinagdo dolorosa e urgéncia urinaria. Cancer do
endomeétrio envolve crescimento canceroso do endométrio
(revestimento do utero). Ocorre principalmente apds menopausa, e
apresenta-se hemorragia vaginal. Cancer cervical € uma malignidade
do cérvix. Os estagios iniciais do cancer cervical podem ser
completamente assintomaticos. Hemorragia vaginal pode indicar a
presenca de malignidade. Em estagios avangados, metastases podem
estar presentes no abdémen, pulmdes ou em outro lugar. Cancer
ovariano € uma neoplasia maligna dos ovarios. Sintomas de cancer
ovariano sdo muitas vezes vagos e nao especificos, que incluem
desconforto vago abdominal inferior, sentido de peso pélvico, ciclo
menstrual anormal, hemorragia vaginal, ganho ou perda de peso,
sintomas gastrintestinais ndo especificos. Canceres ovarianos liberam
células de cancer que muitas vezes se implantam no utero, bexiga,
intestino e revestimento da parede intestinal. Estas células de cancer
podem comegar a formar novos tumorais que crescem antes que o

cancer seja até suspeito.
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[000172] Carcinoma de célula basal € um tumor de pele de
crescimento lento envolvendo modificagdes cancerosas em células
cutdneas basais. Sintomas incluem lesbes cutaneas localizadas no
rosto, orelha, pescoco, peito, costas ou escalpo; vasos sanguineos
visiveis na lesdo ou pele adjacente; e chagas persistentes, que nao se
curam. Este cancer normalmente permanece local e quase nunca se
espalha a partes distantes do corpo, mas pode continuar crescendo e
invadir tecidos e estruturas préximas, incluindo nervos, ossos e
cérebro.

[000173] Leucemia de célula cabeluda € um céancer de linfocitos
(células B) que leva a contagens sanguineas baixas. A doenga é
causada pelas células B anormalmente formadas com projecoes
similares a cabelo. Sintomas s&o muitas vezes vagos. As contagens
sanguineas baixas causadas pela leucemia de célula cabeluda podem
levar a infecgdes, fadiga e hemorragia excessiva.

4. Doenca Inflamatéria Herdada Associada com AA

[000174] Febre Mediterranea Familial € uma desordem herdada
caracterizada por febre e inflamacdo recorrentes, muitas vezes
envolvendo o abdémen ou o pulmao. Sintomas incluem inflamagao no
revestimento da cavidade abdominal, cavidade toracica, pele, ou
articulagdes ocorrem, junto com febres altas que normalmente chegam
ao ponto maximo em 12 a 24 horas. Ataques podem variar na
severidade de sintomas, e pessoas sao normalmente livres de sintoma
entre os ataques. Esta doencga é muito rara. Fatores de riscos incluem
uma historia familiar de Febre Mediterranea Familial ou tendo
ancestralidade Mediterranea.

5. Desordens Linfoproliferativas Associadas com Amiloidose AA
[000175] Doenca de Castleman é uma forma patologicamente
caracterizada de desordem linfoproliferativa pela presenca de

hiperplasia do linfonodo gigante com infiltragdo celular plasmatica.
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Pacientes com Doenca de Castleman comumente tém febre, anemia,
hipergamaglobulinemia, e um aumento nas concentragdes séricas de
proteinas de reagente de fase aguda, todas as quais sao referidas a
grande quantidade de |IL-6 produzida nos linfonodos.

IV. Amiloide Sérica A

1. Amiloide Sérica Humana A

[000176] Amiloide sérica (SAA) é o precursor circulante da proteina
amiloide A, o componente fibrilar de depdsitos amiloides. Os estudos
estruturais mostraram que a SAA humana € heterogénea e representa
uma familia de genes SAA polimérficos e produtos proteicos. A
superfamilia génica SAA compreende um grupo de genes
estreitamente ligados localizados em 11p15.1. Ver Sellar, GC et al.
Genomics 19: 221-227 (1994). Quatro genes SAA foram descritos em
humanos. Sequéncias de aminoacido representativas de proteinas
codificadas por quatro genes SAA séo ilustradas pela figura 1. Dois
genes (SAA1 e SAA2) codificam amiloide sérica A de fase aguda (A-
SAA) e sao coordenadamente induzidos em resposta a inflamagao.
SAA1 e SAA2 compartilham identidade de sequéncia de 95% tanto em
regides codificantes como em nao codificantes. Ha isoformas alfa, beta
e gama de SAA1 humana e isoformas alfa e beta de SAA2 humana
como ilustradas pelas Figuras 18 e 19. SAA3 € um pseudogene. SAA4
codifica SAA constitutivo e € minimamente induzivel. Ver Cunnane G.
Bailliere’s Clin. Rheumatol. 13 (4): 615-628. Todas as moléculas
SAA/AA humanas contém uma ligagao de sequéncia tetrapeptidica de
calcio teodrica, Gly-Pro-Gly-Gly, de importancia possivel para
autoagregacdo e com porcdes extrafibrilares de amiloide em
fibrilogénese. Ver Fykse, E.M. et al. Biochem. J. 256:973-980 (1988) e
Turnell et al. Mol. Biol. Med. 3:387-407 (1986). A por¢cao N terminal de
SAA/AA ¢é fortemente hidrofobica, provavelmente de importancia para

autoagregacao e outros componentes em depdsitos amiloides. Ver
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Husby et al. Clin. Immunol. Immunopathol. 70 (1):2-9 (1994). A
sequéncia de cada isoforma de AA e sua relacdo a sua isoforma SAA
correspondente ¢é ilustrada pelas figuras 2 a 5. Por exemplo, a
isoforma SAA1 alfa humana tem sequéncia:
H2oN-Met-Lys-Leu-Leu-Thr-Gly-Leu-Val-Phe-Cys-Ser-Leu-Val-Leu-Gly-
Val-Ser-Ser-Arg-Ser-Phe-Phe-Ser-Phe-Leu-Gly-Glu-Ala-Phe-Asp-Gly-
Ala-Arg-Asp-Met-Try-Arg-Ala-Tyr-Ser-Asp-Met-Arg-Glu-Ala-Asn-Tyr-
lle-Gly-Ser-Asp-Lys-Tyr-Phe-His-Ala-Arg-Gly-Asn-Tyr-Asp-Ala-Ala-Lys-
Arg-Gly-Pro-Gly-Gly-Ala-Try-Ala-Ala-Glu-Val-lle-Ser-Asp-Ala-Arg-Glu-
Asn-lle-GIn-Arg-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-Glu-Asp-Ser-Leu-Ala-Asp-
GIn-Ala-Ala-Asn-Glu-Try-Gly-Arg-Ser-Gly-Lys-Asp-Pro-Asn-His-Phe-
Arg-Pro-Ala-Gly-Leu-Pro-Glu-Lys-Tyr-OH (SEQ ID N2:1).

[000177] AA, que é um fragmento proteolitico de SAA, é também
heterogéneo. O peptideo AA humano predominante consiste de 76
aminoacidos. Um exemplo de AA tem a sequéncia:
H2oN-Arg-Ser-Phe-Phe-Ser-Phe-Leu-Gly-Glu-Ala-Phe-Asp-Gly-Ala-Arg-
Asp-Met-Try-Arg-Ala-Tyr-Ser-Asp-Met-Arg-Glu-Ala-Asn-Tyr-lle-Gly-
Ser-Asp-Lys-Tyr-Phe-His-Ala-Arg-Gly-Asn-Tyr-Asp-Ala-Ala-Lys-Arg-
Gly-Pro-Gly-Gly-Ala-Try-Ala-Ala-Glu-Val-lle-Ser-Asp-Ala-Arg-Glu-Asn-
lle-GIn-Arg-Phe-Phe-Gly-His-Gly-Ala-Glu-Asp-Ser-OH (SEQ ID N2:2).
AA70-76 refere-se a um fragmento AA que comega no residuo 70 e
termina no residuo 76 da (SEQ ID N2:2) consistindo da sequéncia
GHGAEDS, (SEQ ID N2 4), ou segmento correspondente de outra
proteina de AA que ocorre naturalmente de uma espécie humana ou
outra quando a sequéncia daquela proteina € maximamente alinhada
com SEQ ID N2:2.

2. Amiloide Sérica Murina A

[000178] No camundongo, quatro genes SAA foram descritos.
sequéncias de aminoacido representativas de proteinas codificadas

por quatro genes de SAA murinos sao ilustradas pela figura 8. A
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familia génica de SAA de camundongo compreende quatro membros
que sao estreitamente ligados no cromossomo 7. Dois destes genes
que codificam os principais isotipos de SAA de camundongo (SAA1 e
SAA2) compartilham alta identidade de sequéncia ndo somente em
éxons, mas também em introns e regibes flanqueadoras e sao
induzidos em quantidades aproximadamente iguais em resposta a
modelos de indugdo de amiloide. Estes dois isotipos diferenciam-se
em somente 9 dos 103 residuos de aminoacidos; entretanto, somente
SAA2 é seletivamente depositado em fibrilas amiloides. Ver de Beer
M.C. Biochem J. 1991 280 (Pt 1): 45-49 (1991); Hoffman J.S. et al. J
Exp Med. 159:641-646 (1984); Shiroo M et al. Scand J. Immunol.
26:709-716 (1987). SAA3 é uma apolipoproteina HDL menor e
perifericamente produziu a fase aguda. SAA4 é uma subfamilia
constitutiva que € uma apolipoproteina HDL normal menor
compreendendo mais de 90% de SAA durante a homeostase. Ver
Stearman R.S et al. Nucleic Acids Research, 14(2)797-809 (1986) e de
Beer M.C. Genomics, 34 (1):139-42 (1996).

[000179] AA murina que € um fragmento proteolitico de SAA é
também heterogéneo. A sequéncia de cada isoforma murina de AA e
sua relagao a sua isoforma de SAA correspondente € ilustrada pelas
figuras 9 a 12. Um alinhamento de sequéncia de AA1, AA2, AA3 e AA4
murina é ilustrado pela figura 13.

[000180] AA1 murina € a equivalente murina de AA1 humana. Ver
figura 16. Em particular, residuos 69 a 75 de AA1 murina (GRGHEDT,
SEQ ID N2 9) sdo maximamente alinhados com residuos 70 a 76 de
AA1 humana (GHGAEDS, SEQ ID N2 4). Ver também figura 17.

3. Amiloide A Sérica de Shar Pei

[000181] A sequéncia de Shar Pei é indicada na figura 20.
Curiosamente, a regido homdloga na proteina SAA humana-AEDS,

(SEQ ID Ne@: 13) contém um substituicdo conservada Thr para Ser na
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posicdo 76, bem como cadeia lateral significativamente diferente do
residuo na posigao 73 (His para Ala; figura 1). O-AEDS, (SEQ ID N¢:
13), a sequéncia também é observada nas espécies caninas Shar Pei,
uma raga que € particularmente suscetivel a AA-amiloidose e pode
fornecer um modelo de ocorréncia natural de AA sistémico para avaliar
novas aplicacbes diagnosticas e terapéuticas de anticorpos
especificos para amiloide AA e outros compostos.

4. O Segmento N-terminal de Proteina AA Determina sua Propriedade
Fibrilogénica

[000182] A proteina fibrilar amiloide AA consiste de uma parte do N-
terminal longa variada da proteina precursora sérica AA. Evidéncia
mostra que a parte amiloidogénica da molécula € o segmento N-
terminal de 10 a 15 aminoacidos de comprimento. Substituicdes de
aminoacido nesta parte da molécula podem explicar porque somente
uma das duas isoformas de SAA de camundongo €& amiloidogénica.
Ver Westermark G.T. Biochem Biophys Res Commun. 182 (1):27-33
(1992).

V. Outras Proteinas Amiloidogénicas Humanas

[000183] Os Numeros de acesso no Genbank e sequéncias X1EDX>
sdo fornecidos abaixo na Tabela 3 para varias proteinas
amiloidogénicas humanas, incluindo algumas daquelas listadas acima
na Tabela 2.

Tabela 3

Proteinas Amiloidogénicas Humanas

Proteina Amiloidogénica Humana Sequéncia consenso | Numero de

acesso no
Genbank
SAA1 AEDS, (SEQ ID N¢:
13)
SAA2 AEDS, (SEQ ID N¢:
13)
SAA3 AEDS, (SEQ ID N¢:

13)
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Proteina Amiloidogénica Humana Sequéncia consenso | Numero de
acesso no
Genbank

SAA4 AEDS, (SEQ ID Ne:
13)

regido V da cadeia leve capa da | AEDV, (SEQ ID Ne2: | AAB26897
imunoglobulina  anti-Sm; cadeia | 23)
capa doanticorpo monoclonal 4B4

regido variavel da imunoglobulina | PEDS, (SEQ ID Ne2: | AAC61608
usada pela cadeia leve capa ITC52 | 26)
(subgrupo V capa llIb)

regido variavel da imunoglobulina | AEDV, (SEQ ID Ne2: | AAC61606
usada pela cadeia leve capa ITC48 | 23)
(subgrupo V capa V)

precursor da cadeia leve capa de | SEDF, (SEQ ID N2: | AAW82027

anti-RhD monoclonal T125 24)

precursor da cadeia leve capa da | AEDV, (SEQ ID Ne2: | CAA45496

imunoglobulina 23)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | AAT44350

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID Ne2: | AAT44349

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2: | AAT44348

da imunoglobulina 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID N2: | CAA09185
22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | SEDF, (SEQ ID Ne¢: | CAA09181
24)

regido variavel da cadeia leve capa | SEDF, (SEQ ID N2 | AAU14891

da imunoglobulina 24)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | AAO17825

anti-rabica SOJA 22)

regido variavel da cadeia leve capa | SEDF, (SEQ ID N¢: | AAB68786

da imunoglobulina | 24)

antiestreptocécica/antimiosina

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | AAB68785
da imunoglobulina | 22)
antiestreptocécica/antimiosina

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID Ne2: | AAC99644
da imunoglobulina anti-HLA-A2/anti- | 22)
HLA-A28

regido V da cadeia leve capa da | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | AAB62946
imunoglobulina; anticorpo anti-DNA | 22)
18/2

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne2: | BAF75949
22)
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Proteina Amiloidogénica Humana Sequéncia consenso | Numero de
acesso no
Genbank

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | AAR88370
48d anti-gp120 de HIV-1 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDL, (SEQ ID Ne¢: | BAA97671
27)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | BAA82105
anti-Entamoeba histolytica 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | TEDV, (SEQ ID N¢: | BAA82102
anti-Entamoeba histolytica 28)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne2: | AAC41705
22)

regido variavel da cadeia leve capa | AEDV, (SEQ ID Ne2: | AAC26480
da IgM monoclonal anti- | 23)
glangliosideo GM2

regido variavel da cadeia leve capa | PEDV, (SEQ ID N2: | AAT51719
da imunoglobulina anti-SARS-CoV | 151)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID Ne2: | AAT51718
da imunoglobulina anti-SARS-CoV | 22)

regido VLJ da cadeia leve capa da | PEDF, (SEQ ID N2 | BAD27502

imunoglobulina 22)

regido VLJ da cadeia leve capa da | SEDF, (SEQ ID N2 | BAD27497

imunoglobulina 24)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | AAR88378

47e anti-gp120 de HIV-1 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID N¢: | AAR88374

16¢ anti-gp120 de HIV-1 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | SEDF, (SEQ ID N¢: | AAR88372

411g anti-gp120 de HIV-1 24)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | AAF14212

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | AAF14211

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID Ne2: | AAF14210

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | AAF14209

da imunoglobulina 22)

cadeia leve capa da regido V da | PEDI, (SEQ ID Ne2: | AAR02415

imunoglobulina 21)

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID N2 | AAM46647
22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | AEDV, (SEQ ID Ne¢: | AAM46643
23)
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Proteina Amiloidogénica Humana Sequéncia consenso | Numero de
acesso no
Genbank

cadeia leve capa da imunoglobulina | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | BAA82103
anti-Entamoeba histolytica 22)
regido variavel capa da cadeia leve | AEDV, (SEQ ID N2 | AAL65723
da imunoglobulina 23)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65718
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | SEDF, (SEQ ID AALG5717
da imunoglobulina 24)
regido variavel capa da cadeia leve | SEDF, (SEQ ID AAL65716
da imunoglobulina 24)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65714
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65713
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL6G5712
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65711
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65710
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | LEDG, (SEQ ID AAL65709
da imunoglobulina 31)

PEDF, (SEQ ID

22)
regido variavel capa da cadeia leve | LEDG, (SEQ ID AAL65708
da imunoglobulina 31)

PEDF, (SEQ ID

22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65707
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65706
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65705
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65704
da imunoglobulina 22)
regido variavel capa da cadeia leve | PEDF, (SEQ ID AAL65703
da imunoglobulina 22)
regido variavel da cadeia leve capa | SEDF, (SEQ ID AAC64146
da imunoglobulina 24)
regido variavel da cadeia leve capa | SEDF, (SEQ ID AAC64144
da imunoglobulina 24)
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Proteina Amiloidogénica Humana Sequéncia consenso | Numero de
acesso no
Genbank

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N¢: | ABI64139

da imunoglobulina 22)

cadeia leve capa da imunoglobulina | AEDV, (SEQ ID Ne2: | AAL04535

anti- polissacarideo capsular | 23)

pneumocadcico

regido variavel capa da cadeia leve | AEDV, (SEQ ID N2 | AAL65722

da imunoglobulina 23)

regido variavel capa da cadeia leve | AEDV, (SEQ ID N2 | AAL65720

da imunoglobulina 23)

regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19563

imunoglobulina 22)

regido V-J da cadeia leve da|AEDE, (SEQ ID N2 | BAA19562

imunoglobulina 19)

regido V-J da cadeia leve da | AEDE, (SEQ ID N2 | BAA19561

imunoglobulina 19)

regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19560

imunoglobulina 22)

regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19559

imunoglobulina 22)

regido V-J da cadeia leve da|AEDV, (SEQ ID N2 | BAA19558

imunoglobulina 23)

regido V-J da cadeia leve da|PEDI, (SEQ ID N2 | BAA19556

imunoglobulina 21)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | AAA71907

da imunoglobulina 22)

regido variavel da cadeia leve capa | AEDV, (SEQ ID Ne2: | AAA71905

da imunoglobulina 23)

regido variavel da cadeia leve da | AEDV, (SEQ ID N2 | BAF49281

imunoglobulina Fab G1 23)

regido variavel da cadeia leve da | PEDF, (SEQ ID N2 | BAF48998

imunoglobulina Fab G1 22)

regido variavel da cadeia leve da | PEDF, (SEQ ID Ne¢: | BAF48996

imunoglobulina Fab G1 22)

regido V da cadeia leve capa AEDM, (SEQ ID Ne¢: | CAA37675
32)

regido variavel da cadeia leve da | SEDF, (SEQ ID Ne¢: | BAF48994

imunoglobulina Fab G1 24)

regido variavel da cadeia leve da | PEDF, (SEQ ID N2 | BAF48992

imunoglobulina Fab G1 22)

regido V-J-C precursora da cadeia | AEDV, (SEQ ID N2 | A53261

delg 23)
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regido V precursora da cadeia de Ilg | AEDV, (SEQ ID N2 | A49137
23)

regido V-l precursora da cadeia de | SEDI, (SEQ ID Ne2: | PN0445

Ig 29)

regiao V-Ill precursora da cadeia de | PEDF, (SEQ ID N2: | A32274

Ig (EVI-15) 22)

regiao V-IV de cadeia capa de Ig | AEDV, (SEQ ID N2 | A34153

(Dep) 23)

regido V-V de cadeia capa de Ig | AEDV, (SEQ ID N2 | B34153

(Fue) 23)

regiao V-l de cadeia capa de Ig | AEDV, (SEQ ID N2 | C34153

(Pec) 23)

Cadeia L, Fragmento Fab Igg | AEDA, (SEQ ID N2 | 1MIM L

(Ligacédo a Cd25). 62)

Cadeia H, Fragmento Fab Igg|HEDS, (SEQ ID N¢ | 1MIM_H

(Ligacédo a Cd25). 33)

regido de cadeia C de Ig mu, forma | CEDD, (SEQ ID N2 | MHHU

agrupada secretada 34)

regido da cadeia capa VJ da|AEDV, (SEQ ID N2 | AAA58923

imunoglobulina 23)

regido variavel da cadeia leve capa | PEDF, (SEQ ID N2 | ABA41551

recombinante do anticorpo | 22)

monoclonal IgM 12

cadeia leve da imunoglobulina AEDE, (SEQ ID Ne2: | CAA65054
19)

regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65769

leve da imunoglobulina 19)

regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65767

leve da imunoglobulina 19)

regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65765

leve da imunoglobulina 19)

regido variavel lambda da cadeia | TEDE, (SEQ ID Ne2: | AAL65764

leve da imunoglobulina 16)

regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65763

leve da imunoglobulina 19)

regido variavel lambda da cadeia | SEDE, (SEQ ID N2: | AAL65762

leve da imunoglobulina 18)

regido variavel lambda da cadeia | SEDE, (SEQ ID N2 | AAL65761

leve da imunoglobulina 18)

regido variavel lambda da cadeia | SEDE, (SEQ ID N2: | AAL65760

leve da imunoglobulina 18)
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regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65759
leve da imunoglobulina 19)
regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAL65758
leve da imunoglobulina 19)
regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19563
imunoglobulina 22)
regido V-J da cadeia leve da|AEDE, (SEQ ID N2 | BAA19562
imunoglobulina 19)
regidao V-J da cadeia leve da|AEDE, (SEQ ID N2 | BAA19561
imunoglobulina 19)
regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19560
imunoglobulina 22)
regido V-J da cadeia leve da|PEDF, (SEQ ID N2 | BAA19559
imunoglobulina 22)
regido V-J da cadeia leve da|AEDV, (SEQ ID N2 | BAA19558
imunoglobulina 23)
regidao V-J da cadeia leve da|PEDI, (SEQ ID N2 | BAA19556
imunoglobulina 21)
regido variavel lambda da cadeia | AEDE, (SEQ ID N2: | AAK95335
leve da imunoglobulina 30 19)
PREDITO: similar ao precursor de | QEDS, (SEQ ID N2 | XP_00112958
receptor ll-a da regiao gama de Fc | 35) 4
da imunoglobulina de Baixa
afinidade (Fc-gama RIl-a) (FcRIl-a)
(receptor ll-a de Fc de IgG) (Fc-
gama-Rlla) (antigeno CD32)
(CDw32)
fragmento Fc de IgG, la de alta | REDS, (SEQ ID | NP_000557
afinidade, receptor (CD64) N2:36)

TEDG, (SEQ ID N«

37)

QEDR, (SEQ ID N

38)
fragmento Fc de IgG, lIb de baixa | QEDS, (SEQ ID N2 | NP_00100227
afinidade, receptor para (CD32) | 35) 3 XP_943944
isoforma 2
fragmento Fc de IgG, llb de baixa | QEDS, (SEQ ID N2: | NP_003992
afinidade, receptor para (CD32) | 35)
isoforma 1
fragmento Fc de IgG, lIb de baixa | QEDS, (SEQ ID N2 | NP_00100227
afinidade, receptor para (CD32) | 35) 5

isoforma 4
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fragmento Fc de IgG, lIb de baixa
afinidade, receptor para (CD32)
isoforma 3

QEDS, (SEQ ID Ne:

35)

NP_00100227
4
XP_00112959
2

fragmento Fc de IgG, Ib de alta
afinidade, receptor (CD64) isoforma
a

QEDR, (SEQ ID N

38)

NP_00101798
6

fragmento Fc de IgG, Ib de alta

QEDR, (SEQ ID Ne:

NP_00100434

afinidade, receptor (CD64) isoforma | 38) 0 XP_496386
b
fragmento Fc de IgG, lla de baixa | QEDS, (SEQ ID N2 | NP_067674
afinidade, receptor (CD32) 35) XP_943942
precursor IlI-B de receptor de regido | TEDL, (SEQ ID N2 | NP_000561
Fc gama de imunoglobulina de | 39)
baixa afinidade PEDN, (SEQ ID N<

40)

EEDP, (SEQ ID N<

41)
fragmento Fc de IgG, llla de baixa | TEDL, (SEQ ID N2 | NP_000560

afinidade, receptor para (CD16)

39)

PEDN, (SEQ ID Ne:

40)

EEDP, (SEQ ID N

41)

XP_00113375
0

precursor ll-a de receptor de regiao
Fc gama de imunoglobulina de
baixa afinidade (Fc-gama RIl-a)
(FcRIl-a) (receptor ll-a de Fc de
IgG) (Fc-gama-Rlla) (antigeno
CD32) (CDw32)

QEDS, (SEQ ID Ne:

35)

P12318

precursor |l1-B de receptor de regido
Fc gama de imunoglobulina de
baixa afinidade (IgG Fc receptor llI-
1) (Fc-gama RIll-beta) (Fc-gama
RIllb) (FcRIllIb) (Fc-gama RIII)
(FcRII) (FcR-10) (antigeno CD16b)

TEDL, (SEQ ID Ne:

39)

PEDN, (SEQ ID N

40)

EEDP, (SEQ ID N

41)

075015

precursor llI-A de receptor de regiao
Fc gama de imunoglobulina de
baixa afinidade (IgG Fc receptor llI-
2) (Fc-gama RIll-alpha) (Fc-gama
Rllla) (FcRllla) (Fc-gama RII)
(FcRIIN) (FcR-10) (antigeno CD16a)

TEDL, (SEQ ID N

39)

PEDN, (SEQ ID N

40)

EEDP, (SEQ ID N

41)

P08637
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precursor | de receptor de Fc gama | REDS, (SEQ ID N2: | P12314
de imunoglobulina de alta afinidade | 36)
(Fc-gama RI) (FcRl) (lgG Fc|TEDG, (SEQ ID N
receptor |) (antigeno CD64). 37)

QEDR, (SEQ ID N

38)
gama 1 constante pesada da | AEDT, (SEQ ID N¢ | Q6PJA4
imunoglobulina IGHG1 (marcador | 14)
G1m)
apoAl [Homo sapiens] LEDL, (SEQ ID Ne: | CAA01253

42)
apolipoproteina precursora C-lll | AEDA, (SEQ ID N¢: | NP_000031
[Homo sapiens] 62)
apolipoproteina precursora A-IV | AEDV, (SEQ ID Ne¢: | NP_000473
[Homo sapiens]. 23)
gelsolina (amiloidose, tipo | TEDT, (SEQ ID N2 | CAM20459
finlandesa) [Homo sapiens] 30)

KEDA, (SEQ ID Ne¢:

43)

SEDC, (SEQ ID N«

44)

QEDL, (SEQ ID N

63)
gelsolina (amiloidose, tipo | TEDT, (SEQ ID Neo: | CAI14413
finlandesa) [Homo sapiens] 30)

KEDA, (SEQ ID Ne¢:

43)

SEDC, (SEQ ID N

44)

QEDL, (SEQ ID N

63)
gelsolina (amiloidose, tipo | TEDT, (SEQ ID N2 | EAW87491

finlandesa), isoforma CRA_c [Homo
sapiens].

30)

KEDA, (SEQ ID N

43)

SEDC, (SEQ ID N

44)

QEDL, (SEQ ID N

63)
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gelsolina (amiloidose, tipo | TEDT, (SEQ ID N2 | EAW87490
finlandesa), isoforma CRA_b [Homo | 30)
sapiens] KEDA, (SEQ ID Ne:

43)

SEDC, (SEQ ID N«

44)

QEDL, (SEQ ID N«

63)
gelsolina (amiloidose, tipo | TEDT, (SEQ ID N2 | EAW87489
finlandesa), isoforma CRA_a [Homo | 30)
sapiens] KEDA, (SEQ ID Ne:

43)

SEDC, (SEQ ID N«

44)

QEDL, (SEQ ID N«

63)
proteina precursora amiloide; APP | AEDV, (SEQ ID N2: | AAB23646
[Homo sapiens]. 23)
proteina precursora amiloide; APP | AEDV, (SEQ ID N2 | AAB19991
[Homo sapiens]. 23)
peptideo amiloide AEDV, (SEQ ID Ne¢: | AAA51768

23)

Proteina precursora amiloide beta | EEDD, (SEQ ID | P05067
A4 (APP) (ABPP) (proteina amiloide | N2:45)

da doencga de Alzheimer) (Peptideo | SEDK, (SEQ ID Ne:
amiloide cerebral vascular) (CVAP) | 46)

(Nexina-Il protease) (PN-Il) (APPI) | DEDD, (SEQ ID N¢:
(PreAd) [Contem: APP-alfa soluvel | 47)

(S-APP-alfa); APP-beta soluvel (S- | DEDG, (SEQ ID N
APP-beta); C99; Proteina beta- | 48)

amiloide 42 (Beta-APP42); Proteina AEDV, (SEQ ID Ne:
beta-amiloide 40 (Beta-APP40); 23)

C83; P3(42); P3(40); Gama-
CTF(59) (fragmento 59 de gama-
secretase C-terminal) (Dominio
intracelular amiloide59) (AID(59))
(AICD-59); Gama-CTF(57)
(fragmento 57 de gama-secretase
C-terminal) (Dominio intracelular
amiloide 57) (AID(57)) (AICD-57);
Gama-CTF(50) (fragmento 50 de
gama-secretase C-terminal)
(Dominio intracelular amiloide 50)
(AID(50)) (AICD-50); C31].
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proteina APP [Homo sapiens]. EEDD, (SEQ ID Ne: | AAH65523
45)
SEDK, (SEQ ID N
46)
DEDD, (SEQ ID Ne¢:
47)
DEDG, (SEQ ID N¢:
48)

proteina APP [Homo sapiens]. EEDD, (SEQ ID Ne: | AAH04369
45)
SEDK, (SEQ ID N
46)
DEDD, (SEQ ID Ne¢:
47)
DEDG, (SEQ ID Ne:
48)

proteina precursora amiloide beta | EEDD, (SEQ ID N2 | AAW82435
(A4) (nexina-ll protease, doencga de | 45)
Alzheimer) [Homo sapiens]. SEDK, (SEQ ID N
46)
DEDD, (SEQ ID Ne¢:
47)
DEDG, (SEQ ID N¢:
48)
AEDV, (SEQ ID N¢:
23)

Calcitonina SEDE, (SEQ ID Ne: | AAA58403
18)

precursor de calcitonina SEDE, (SEQ ID N2 | AAA35501
18)

pré-pro-calcitonina [Homo sapiens] | SEDE, (SEQ ID Ne2: | CAA25103
18)

pré-pro-calcitonina SEDE, (SEQ ID N2 | AAA51913
18)

precursor de calcitonina [Contém: | SEDE, (SEQ ID Ne2: | P01258
Calcitonina; Katacalcina (peptideo | 18)
carboxi-terminal da  Calcitonina)
(CCP) (PDN-21)]

calcitonina isoforma CALCA pré- | SEDE, (SEQ ID N2 | NP_00102912

pro-proteina [Homo sapiens]. 18) 4
calcitonina isoforma CALCA pré-| SEDE, (SEQ ID N2 | NP_001732
pré-proteina [Homo sapiens]. 18)
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calcitonina isoforma CGRP pré-pré- | SEDE, (SEQ ID N¢: | NP_00102912
proteina [Homo sapiens]. 18) 5

Precursor de peptideo 1| SEDE, (SEQ ID Ne: | P0O6881
relacionado ao gene da calcitonina | 18)
(peptideo | relacionado ao gene da
calcitonina) (CGRP-I) (CGRP tipo

Alfa).

fator natriurético atrial LEDE, (SEQ ID Ne: | AAA35528
49)

pré-peptideo de fator natriurético | LEDE, (SEQ ID Ne2: | CAA25700

atrial [Homo sapiens]. 49)

fator natriurético atrial LEDE, (SEQ ID Ne: | 1101403A
49)

Precursor de fator natriurético atrial | LEDE, (SEQ ID Ne2: | P0O1160
(ANF) (Peptideo natriurético atrial) | 49)
(ANP) (Pre-pro-natriodilatina) (CDD-

ANF) [Contém: Peptideo

relacionado a cardiodilatina (CDP)].

peptideo natriurético atrial LEDE, (SEQ ID Ne: | AAA35529
49)

queratina [Homo sapiens] GEDA, (SEQ ID N | AAB30058
50)

queratina [Homo sapiens]. VEDF, (SEQ ID Ne: | CAA31695
51)
YEDE, (SEQ ID N¢:
52)

Queratina IEDL, (SEQ ID N2 | AAB59562
53)
GEDA, (SEQ ID N«
50)

Queratina, tipo Il citoesquelética 6C | VEDL, (SEQ ID N2: | P48668
(Citoqueratina-6C) (CK 6C) (K6c | 64)
queratina) (Citoqueratina-6E) (CK | YEDE, (SEQ ID Ne:

6E) (Queratina K6h). 52)
LEDA, (SEQ ID N«
65)

fibrinogénio [Homo sapiens] WEDY, (SEQ ID Neo: | CAA50740
54)
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de
no

subunidade alfa do precursor de
fibrinogénio [Homo sapiens].

DEDW, (SEQ ID N

55)

SEDL, (SEQ ID N

56)

YEDQ, (SEQ ID Ne:

57)

SEDG, (SEQ ID Ne:

66)

LEDW, (SEQ ID N

58)

AAC97142

cadeia alfa de fibrinogénio [Homo
sapiens]

DEDW, (SEQ ID N

55)

SEDL, (SEQ ID N

56)

YEDQ, (SEQ ID Ne:

57)

SEDG, (SEQ ID Ne:

66)

AAI01936

cadeia alfa de fibrinogénio [Homo
sapiens]

DEDW, (SEQ ID N

55)

SEDL, (SEQ ID N

56)

YEDQ, (SEQ ID Ne:

57)

SEDG, (SEQ ID Ne:

66)

AAH98280

cadeia alfa de fibrinogénio, isoforma
CRA_b [Homo sapiens].

DEDW, (SEQ ID N

55)

SEDL, (SEQ ID N

56)

YEDQ, (SEQ ID Ne:

57)

SEDG, (SEQ ID Ne:

66)

LEDW, (SEQ ID N

58)

EAX04926

cadeia alfa de fibrinogénio, isoforma
CRA_c [Homo sapiens].

DEDW, (SEQ ID N

55)

SEDL, (SEQ ID N

56)

YEDQ, (SEQ ID Ne:

57)

SEDG, (SEQ ID Ne:

66)

EAX04928
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cadeia alfa de fibrinogénio, isoforma | DEDW, (SEQ ID Ne¢: | EAX04924
CRA_a [Homo sapiens] 55)

SEDL, (SEQ ID Ne¢:

56)
precursor de proteina prion; PRNP | YEDR, (SEQ ID Ne2: | AAC62750
[Homo sapiens] 59)

Precursor de proteina prion | YEDR, (SEQ ID N2 | P04156
principal (PrP) (PrP27-30) (PrP33-|59)
35C) (ASCR) (CD230 antigeno)

pré-pré-proteina de proteina prion | YEDR, (SEQ ID N2 | NP_000302

[Homo sapiens]. 59)

prolactina [Homo sapiens] PEDK, (SEQ ID Ne¢: | CAA38264
60)

Prolactina [Homo sapiens]. PEDK, (SEQ ID Ne2: | AAH88370
60)

V1. Peptideos Amiloides para Imunizagao Ativa

[000184] Agentes terapéuticos para uso nos métodos da invengao
sao peptideos imunogénicos, tais como peptideos AA e peptideos AL,
que na administragdo a um paciente geram anticorpos que se ligam
especificamente a um ou mais epitopos compreendendo X1EDXo, tal
como, por exemplo, epitopos entre residuos 70 a 76 de AA ("agentes
AA"). Exemplos adicionais de agentes incluem peptideos
imunogénicos que compreendem um fragmento consistindo em
X1EDX2 derivado de outras proteinas amiloides ("fragmentos de
X1EDX2"), tais como fragmentos Vk de AL consistindo da sequéncia de
aminoacidos PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID N¢: 22), AEDV,
(SEQ ID N¢: 23), SEDF, (SEQ ID N2: 24), ou SEDA, (SEQ ID N2: 25), e
fragmentos VA de AL consistindo da sequéncia de aminoacidos SEDE,
(SEQ ID N¢: 18), AEDE, (SEQ ID N2 19), TEDE, (SEQ ID N2 16) ou
PEDE, (SEQ ID N2 20). Um fragmento VA de AL consistindo da
sequéncia de aminoacidos FEDD, (SEQ ID N¢: 17) também pode ser
usado. Algumas proteinas amiloides adequadas incluem Proteina
amiloide A sérica, proteina da cadeia leve da imunoglobulina,

polipeptideo precursor amiloide de ilhota humana (IAPP), peptideo
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amiloide beta, transtiretina (TTR), ApoA1 e outras proteinas amiloides
listadas na Tabela 1 e que compreendem a sequéncia X1EDX2. Em
alguns agentes X1 € H, T, F, S, P, A ou qualquer outro residuo de
aminoacido precedendo imediatamente ED em uma proteina amiloide;
eX2éT,S E R, IV,F, D, Aou qualquer outro residuo de aminoacido
imediatamente apés ED em tal proteina amiloide. Em alguns agentes,
X1é¢H T,F,S,P,ouAe X2éT,S, E, D, R, IV, FouA. Em tais
agentes, quando X1 é H, X2é Tou A; quando X1 é A, X2é S, T,EouV,
quando X1 é T, X2 € E; quando X1 é F, X2é D; quando X1 € S, X2 e E, F
ou A; e quando X1 é P, X2 ¢ E, l ou F. Em alguns agentes, X1 é H, T, F,
S,P,ouAeX2éT,S,E D, R, IV, FouA, com a ressalva que se X
for A, X2 ndo seja V. Em alguns agentes, quando X1 é A, X2 € S, T ou
E.

[000185] Alguns agentes compreendem a sequéncia de aminoacidos
GHEDT, (SEQ ID N2 3), HEDT, (SEQ ID N¢: 12), AEDS, (SEQ ID N¢:
13), AEDT, (SEQ ID Ne2: 14), HEDA, (SEQ ID N2: 15), TEDE, (SEQ ID
Ne: 16), FEDD, (SEQ ID N2: 17), SEDE, (SEQ ID N2 18), AEDE, (SEQ
ID N2: 19), PEDE, (SEQ ID N2: 20), PEDI, (SEQ ID N2 21), PEDF,
(SEQ ID Ne¢: 22), AEDV, (SEQ ID N2 23), SEDF, (SEQ ID N2 24) ou
SEDA, (SEQ ID N2 25). Alguns agentes consistem de uma sequéncia
de aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT,
(SEQ ID Ne¢: 3, HEDT, (SEQ ID N¢: 12), AEDS, (SEQ ID N2 13), AEDT,
(SEQ ID Ne@: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15), TEDE, (SEQ ID N2 16),
FEDD, (SEQ ID N2 17), SEDE, (SEQ ID N2 18), AEDE, (SEQ ID N
19), PEDE, (SEQ ID N2: 20), PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID
Ne: 22), AEDV, (SEQ ID Ne¢: 23), SEDF, (SEQ ID N2 24), ou SEDA,
(SEQ ID Ne¢: 25), ligada a um veiculo para formar um conjugado.
Alguns agentes compreendem a sequéncia de aminoacidos GHEDT,
(SEQ ID N¢: 3, HEDT, (SEQ ID N2: 12), AEDS, (SEQ ID N¢: 13), AEDT,
(SEQ ID Ne: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15), TEDE, (SEQ ID N2 16),
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FEDD, (SEQ ID N2 17), SEDE, (SEQ ID N2 18), AEDE, (SEQ ID N
19), PEDE, (SEQ ID N2: 20), PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID
Ne: 22), AEDV, (SEQ ID N¢: 23), SEDF, (SEQ ID N2 24) ou SEDA,
(SEQ ID Ne¢: 25). Alguns agentes consistem de uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT,
(SEQ ID N¢: 3, HEDT, (SEQ ID N2: 12), AEDS, (SEQ ID N¢: 13), AEDT,
(SEQ ID Ne: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15), TEDE, (SEQ ID N2 16),
FEDD, (SEQ ID N2 17), SEDE, (SEQ ID N2 18), AEDE, (SEQ ID N
19), PEDE, (SEQ ID N2: 20), PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID
Ne: 22), SEDF, (SEQ ID N2 24) e SEDA, (SEQ ID N¢: 25), ligada a um
veiculo para formar um conjugado. Alguns agentes compreendem a
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo
em GHEDT, (SEQ ID N2: 3, HEDT, (SEQ ID N¢: 12), AEDS, (SEQ ID
Ne: 13), AEDT, (SEQ ID N2 14), HEDA, (SEQ ID N2 15) e TEDE,
(SEQ ID Ne: 16).

[000186] Fragmentos AA preferenciais s&o residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de AA1 humana (HAA1) (GHGAEDS, SEQ ID N24),
residuos 70 a 76 da isoforma beta de HAA1 (GHDAEDS, SEQ ID
N2:5), residuos 70 a 76 da isoforma gama de HAA1 (GHDAEDS, SEQ
ID N2: 5), e residuos 70 a 76 das isoformas alfa e beta de HAA2
(GHGAEDS, SEQ ID N2 4), residuos 70 a 76 de HAA3 (GDHAEDS,
SEQ ID N2:7), residuos 78 a 84 de HAA4 (STVIEDS, SEQ ID N238),
residuos 69 a 75 de AA1 de camundongo (MAA1) (GRGHEDT, SEQ
ID N2:9), residuos 69 a 75 de MAA2 (GRGHEDT, SEQ ID N2 9),
residuos 62 a 68 de MAA3 (GHGAEDS, SEQ ID N2:10) e residuos 76
a 82 de MAA4 (NHGLETL, SEQ ID N%11) ou subfragmentos de pelo
menos trés aminoacidos contiguos de algum destes. Alguns
fragmentos AA ndo contém residuo de um peptideo de amiloidose AA
além do segmento indicado acima. Outros fragmentos AA contém

residuos flanquedores adicionais de um peptideo de amiloidose AA,
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mas contém n&o mais do que 20 ou preferencialmente ndo mais do
que 10 residuos contiguos em total de um peptideo de amiloidose AA.
Fragmentos X41EDX> e AL preferenciais adicionais incluem GHEDT,
(SEQ ID Ne: 3), HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID N2 13),
AEDT, (SEQ ID N2: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15), e TEDE, (SEQ ID N
16).

[000187] Agentes terapéuticos para uso nos métodos da invencio
também incluem peptideos AA imunogénicos que na administragao a
um paciente geram anticorpos que se ligam especificamente a
epitopos N-terminais de AA. Agentes preferenciais induzem uma
resposta imunogénica direcionada a um epitopo nos residuos 1 a 15
de AA humana.

[000188] Preferencialmente, o fragmento de AA ou AL ou outros
agentes, tais como fragmentos de X1EDX:z administrados na falta de
um epitopo que geraria uma resposta de célula T ao fragmento.
Geralmente, epitopos de célula T sdo maiores do que 10 aminoacidos
contiguos. Por isso, fragmentos preferenciais de proteinas amiloides,
tais como fragmentos AA ou X{EDX: tém tamanho de 4 a 10 ou
preferencialmente de 7 a 10 aminoacidos contiguos; isto &,
comprimento suficiente para gerar uma resposta ao anticorpo sem
gerar uma resposta de célula T. Auséncia de epitopos de célula T &
preferencial porque estes epitopos ndo sdo necessarios para atividade
imunogénica de fragmentos, e podem causar uma resposta
inflamatdria indesejada em um subconjunto de pacientes (Anderson et
al., (2002) J. Immunol. 168, 3697-3701; Senior (2002) Lancet Neurol.
1, 3).

[000189] Fragmentos AA preferenciais sao residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de AA1 humana (HAA1) (GHGAEDS) (SEQ ID N2: 4),
residuos 70 a 76 da isoforma beta de HAA1 (GHDAEDS) (SEQ ID
N2:5), residuos 70 a 76 da isoforma gama de HAA1 (GHDAEDS, SEQ
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ID N2: 5), residuos 70 a 76 das isoformas alfa e beta de HAA2
(GHGAEDS, SEQ ID N¢: 4), residuos 70 a 76 de HAA3 (GDHAEDS)
(SEQ ID N2:7), residuos 78 a 84 de HAA4 (STVIEDS) (SEQ ID N2:8),
residuos 69 a 75 de AA1 de camundongo (MAA1) (GRGHEDT) (SEQ
ID N2:9), residuos 69 a 75 de MAA2 (GRGHEDT, SEQ ID N2 9),
residuos 62 a 68 de MAA3 (GHGAEDS) (SEQ ID N2:10) e residuos 76
a 82 de MAA4 (NHGLETL) (SEQ ID N2:11) ou subfragmentos de pelo
menos trés aminoacidos contiguos de algum destes. Alguns
fragmentos AA ndo contém residuos de um peptideo de amiloidose AA
além do segmento indicado acima. Outros fragmentos AA contém
residuos flanqueadores adicionais de um peptideo de amiloidose AA,
mas contém ndo mais do que 20 ou preferencialmente ndo mais do
que 10 residuos contiguos no total de um peptideo de amiloidose AA.
Fragmentos X41EDX: e AL adicionais preferenciais incluem GHEDT,
(SEQ ID Ne: 3), HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID N2 13),
AEDT, (SEQ ID N2: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15) e TEDE, (SEQ ID N
16).

[000190] Analogos de amiloidose AA natural, amiloidose AL, e outros
peptideos de amiloidose também podem ser usados para induzir uma
resposta imune nos métodos e nas composi¢cdbes da invencéao.
Analogos incluindo espécies alélicas e variantes induzidas. Analogos
de AA induzem anticorpos que se ligam especificamente com um
peptideo AA 70-76 natural. Tais analogos falham em induzir anticorpos
que se ligam especificamente a epitopos fora de AA70-76. Analogos
de AA tipicamente diferenciam-se de peptideos de ocorréncia natural
em até 30% das posi¢des de aminoacido por até 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9
ou 10 modificagdes de posicdo. Cada delecdo ou substituicdo de um
residuo de aminoacido natural é considerada uma modificacdo de
posicdo como € a insercdo de um residuo sem substituicdo.

Substituicobes de aminoacidos sao substituicbes muitas vezes

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 113/225



107/200

conservativas.

[000191] Alguns analogos de AA ou fragmentos de AA ou
fragmentos de AL ou AL ou outros fragmentos de proteina amiloide,
tais como fragmentos de X4/EDX2 também incluem aminoacidos né&o
naturais ou modificagdes de aminoacidos N ou C terminais em um,
dois, cinco, dez ou até todas as posi¢cdes. Por exemplo, o residuo
acido aspartico natural pode ser substituido com acido isoaspartico.
Exemplos de aminoacidos nao naturais sdo D, alfa, aminoacidos
alfadissubstituidos, aminoacidos N-alquila, acido lactico, 4-
hidroxiprolina, = gama-carboxiglutamato, epsilon-N,N,N-trimetilisina,
epsilon-N-acetilisina, O-fosfosserina, N-acetilserina, N-formilmetionina,
3-metil-histidina, 5-hidroxilisina, omega-N-metilarginina, p-alanina,
ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, tiroxina, acido gama-
aminobutirico, homosserina, citrulina e acido isoaspartico. Alguns
agentes terapéuticos da invencgao sao peptideos todo-D, por exemplo,
AA todo-D ou fragmentos AA todo-D, e analogos peptidicos todo-D.
Alguns agentes terapéuticos da invengédo sao 90% peptideos todo-D,
por exemplo, 90% AA todo-D ou 90% fragmentos AA todo-D, e 90% de
analogos peptidicos todo-D. Alguns agentes terapéuticos da invencéao
sdo 80% de peptideos todo-D, por exemplo, 80% AA todo-D ou 80%
de fragmentos AA todo-D, e 80% analogos peptidicos todo-D.
Fragmentos e analogos podem ser rastreados para eficacia profilatica
ou terapéutica em modelos animais transgénicos em comparagao com
controles nao tratado ou placebo como descrito abaixo.

[000192] AA, AL, seus fragmentos, e analogos e fragmentos X1EDX>
e seus analogos podem ser sintetizados por sintese peptidica em fase
solida ou expressao recombinante, ou podem ser obtidos de fontes
naturais. Sintetizadores de  peptideo  automaticos  estéo
comercialmente disponiveis em numerosos fornecedores, tais como

Applied Biosystems, Foster City, Califérnia. A expressao recombinante
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pode ser em bactérias, tais como E. coli, levedura, células de inseto ou
células mamiferas. Procedimentos da expressao recombinante sio
descritos por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(C.S.H.P. Press, NY 2d ed., 1989.)

[000193] Agentes terapéuticos também incluem polipeptideos mais
longos que incluem, por exemplo, um fragmento imunogénico de
peptideo AA, peptideo AL ou um fragmento de X1EDX2, em conjunto
com um ou mais aminoacidos que flanqueiam o peptideo AA, peptideo
AL ou fragmento de X1EDXz2 em um ou um ou ambos os lados. Por
exemplo, agentes preferenciais incluem proteinas de fusao
compreendendo um segmento de AA, AL ou fragmento de X4EDX>
fusionado a uma sequéncia de aminoacidos heteréloga que induz uma
resposta de célula T auxiliar contra a sequéncia de aminoacidos
heter6loga e por meio disso uma resposta de célula B contra o
segmento de AA, segmento de AL ou fragmento de X4EDX2. Um ou
mais aminoacidos heterélogos flanqueadores também podem ser
usados para cobrir um peptideo AA ou AL ou fragmento de X1EDX>
para protegé-lo da degradagédo na produgdo, armazenamento ou uso.
Tais polipeptideos podem ser rastreados para eficacia profilatica ou
terapéutica em modelos animais em comparagao com controles nao
tratados ou placebo como descrito abaixo. Agentes terapéuticos da
invencdo incluem um fragmento imunogénico de AA ou AL ou
fragmento de X:{EDX: flanqueado de sequéncias de polilisina. As
sequéncias de polilisina podem ser fusionadas ao N-terminal, ao C
terminal, ou tanto N- como C-terminal de AA ou AL ou um fragmento
imunogénico de AA ou AL ou fragmento de X1EDX>. O peptideo AA ou
AL, fragmento de X41EDX>, analogo, fragmento ativo de AA ou outro
polipeptideo podem ser administrados em forma associada ou
multimérica ou em forma dissociada. Agentes terapéuticos também

incluem multimeros de agentes imunogénicos monoméricos.
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[000194] Em uma variacéo adicional, um fragmento imunogénico de
AA ou AL ou fragmento de X1EDX> podem ser apresentados por um
virus ou uma bactéria como parte de uma composi¢do imunogénica.
Um acido nucleico que codifica o peptideo imunogénico é incorporado
em um genoma ou epissoma de virus ou bactérias. Opcionalmente, o
acido nucleico é incorporado de tal maneira que o peptideo
imunogénico € expresso como uma proteina secretada ou como uma
proteina de fusdo com uma proteina de superficie externa de um virus
ou uma proteina transmembrana de uma bactéria para que o peptideo
seja exposto. Virus ou bactérias usados em tais métodos devem ser
ndo patogénicos ou atenuados. Virus adequados incluem adenovirus,
HSV, virus de encefalite equina venezuelana e outros virus alfa, virus
de estomatite vesicular, e outros virus rabdo, vacinia e variola aviaria.
Bactérias adequadas incluem Salmonella e Shigella. Fusdo de um
peptideo imunogénico a HBsAg de HBV é particularmente adequada.

[000195] Agentes terapéuticos também incluem peptideos e outros
compostos que nao necessariamente tém uma similaridade de
sequéncia de aminoacidos significante com AA ou AL ou fragmento de
X1EDX2, mas no entanto servem como miméticos de AA ou AL ou fra

[000196] gmento de X1EDX:2 e induzem uma resposta imune similar.
Por exemplo, quaisquer peptideos e proteinas formando folhas 3
dobradas podem ser rastreadas para conveniéncia. Anticorpos anti-
idiotipicos contra anticorpos monoclonais para AA ou AL ou outros
peptideos amiloidogénicos tais como ou fragmentos X1EDX> também
podem ser usados. Tais anticorpos anti-ld mimetizam o antigeno e
geram uma resposta imune a ele (ver Essential Immunology (Roit ed.,
Blackwell Scientific Publications, Palo Alto, 6th ed.), p. 181). Agentes
além de peptideos AA devem induzir uma resposta imunogénica
contra um ou mais dos segmentos preferenciais de AA listados acima
(por exemplo, AA70-76 ou GHEDT, (SEQ ID N2: 3) ou AL ou fragmento
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de X1EDX: listados acima, tais como, por exemplo, HEDT, (SEQ ID N¢:
12), AEDS, (SEQ ID N2: 13), AEDT, (SEQ ID N2: 14), HEDA, (SEQ ID
Ne: 15) e TEDE, (SEQ ID N2: 16).

[000197] Preferencialmente, tais agentes induzem uma resposta
imunogénica que ¢é especificamente direcionada a um destes
segmentos sem ser direcionada a outros segmentos de AA ou AL ou
proteina amiloide da qual o fragmento de X41EDX: foi derivado.
[000198] As bibliotecas randémicas de peptideos ou outros
compostos também podem ser rastreadas para conveniéncia.
Bibliotecas combinatérias podem ser produzidas para muitos tipos de
compostos que podem ser sintetizados de uma maneira gradual. Tais
compostos incluem polipeptideos, miméticos de ligagdes entre folhas
beta, polissacarideos, fosfolipideos, horménios, prostaglandina,
esteroides, compostos aromaticos, compostos heterociclicos,
benzodiazepinas, glicinas oligoméricas N-substituidas e
oligocarbamatos. Grandes bibliotecas combinatorias dos compostos
podem ser construidas pelas bibliotecas sintéticas codificadas (ESL)
método descrito em Affymax, WO 95/12608, Affymax, WO 93/06121,
universidade de Columbia, WO 94/08051, Farmacopéia, WO 95/35503
e Scripps, WO 95/30642 (cada um dos quais é incorporado por
referéncia para todos os fins). Bibliotecas peptidicas também podem
ser geradas por métodos de exposicdo de fago. Ver, por exemplo,
Devlin, WO 91/18980.

[000199] Bibliotecas combinatérias e outros compostos sé&o
inicialmente rastreados para conveniéncia pela determinacdo de sua
capacidade de ligar-se especificamente a anticorpos ou linfécitos (B ou
T) conhecidos por serem especificos para AA ou outros peptideos
amiloidogénicos. Por exemplo, rastreamentos iniciais podem ser
realizados com qualquer anticorpo policlonal ou monoclonal sérico a

AA ou AL ou um fragmento do mesmo ou a um fragmento de X4/EDXz.
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Os compostos podem entédo ser rastreados para ligacao especifica a
um epitopo especifico dentro de AA (por exemplo, AA70-76 ou
GHEDT, (SEQ ID N2: 3) ou AL ou a um fragmento de X4/EDX: listado
acima, tal como, por exemplo, HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID
Ne: 13), AEDT, (SEQ ID N2: 14), HEDA, (SEQ ID N2 15) e TEDE,
(SEQ ID Ne: 16).

[000200] Os compostos podem ser testados pelos mesmos
procedimentos descritos para mapear as especificidades do anticorpo
para epitopo. Os compostos identificados por tais rastreamentos entéo
sao analisados ainda para a capacidade de induzir anticorpos ou
linfocitos reativos a AA ou AL ou fragmentos dos mesmos ou a um
fragmento de X4EDX2. Por exemplo, diluicdes multiplas de soro podem
ser testadas em placas de microtitulo que foram pré-cobertas de AA
ou AL ou um fragmento do mesmo ou um fragmento de X1EDX2 e um
ELISA-padrao pode ser realizado para teste de anticorpos reativos a
AA ou AL ou o fragmento ou ao fragmento de X1EDX2. Os compostos
entdo podem ser testados para eficacia profilatica e terapéutica em
animais transgénicos predispostos a amiloidose, tais como, por
exemplo, Amiloidose AA ou amiloidose AL. A mesma abordagem de
rastreamento pode ser usada em outros agentes potenciais, analogos
de AA, analogos de AL e peptideos mais longos, incluindo fragmentos
AA, AL e fragmentos X1EDX>, descritos acima.

VII. Conjugados

[000201] Alguns agentes para induzir uma resposta imune contém o
epitopo apropriado para induzir uma resposta imune contra AA, mas
sao muito pequenos para serem imunogénicos. Nesta situacdo, um
imundégeno peptidico pode ser ligado a uma molécula veiculoveiculo
adequada para formar um conjugado que ajuda a provocar uma
resposta imune. Um agente unico pode ser ligado a um veiculo unico,

multiplas copias de um agente podem ser ligadas a multiplas copias de
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um veiculo, que sao por sua vez ligadas entre si, multiplas copias de
um agente podem ser ligadas a uma copia unica de um veiculo, ou
uma copia unica de um agente pode ser ligada a multiplas copias de
um veiculo, ou veiculos diferentes. Veiculos adequados incluem
albuminas séricas, hemocianina de keyhole limpet, moléculas de
imunoglobulina, tiroglobulina, ovalbumina, tétano toxoide, ou um
toxoide de outras bactérias patogénicas, tais como difteria, E. coli,
colera, ou H. pylori, ou um derivado de toxina atenuada. Epitopos de
células T sdo também moléculas de veiculo adequadas. Alguns
conjugados podem ser formados pela ligacdo dos agentes da invencao
a uma molécula polimérica imunoestimulatéria (por exemplo,
tripalmitoil-S-glicerina cisteina (PamsCys), manana (um polimero de
manose), ou glicano (um polimero beta 1—2)), citocinas (por exemplo,
IL-1, IL-1 alfa e peptideos-beta, IL-2, INF gama, IL-10, GM-CSF), e
quimiocinas (por exemplo, MIP1alfa e beta, e RANTES). Agentes
imunogénicos também podem ser ligados a peptideos que aumentam
o transporte através de tecidos, como descrito em O’Mahony, WO
97/17613 e WO 97/17614. Os imunogenos podem ser ligados aos
veiculos com ou sem aminoacidos espacadores externos (por
exemplo, gly-gly).

[000202] Alguns conjugados podem ser formados pela ligagdo de
agentes da invencao a pelo menos um epitopo de célula T. Alguns
epitopos de células T sdo promiscuos enquanto outros epitopos de
células T sao universais. Epitopos de células T promiscuos sao
capazes de aumentar a indu¢cdo da imunidade de célula T em uma
larga variedade de individuos exibindo varios tipos de HLA. Em
contraste com epitopos de células T promiscuos, os epitopos de
células T universais sdo capazes de aumentar a indug¢ao da imunidade
de célula T em uma grande porcentagem, por exemplo, pelo menos

75%, de individuos exibindo varias moléculas de HLA codificadas por
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alelos de HLA-DR diferentes.
[000203] Um grande numero de epitopos de célula T de ocorréncia
natural existe, tal como, tétano toxoide (por exemplo, os epitopos P2 e
P30), antigeno de superficie de Hepatite B, coqueluche, toxoide,
proteina F de virus de sarampo, proteina principal de membrana
externa de Chlamydia trachomitis, difteria toxoide (por exemplo,
CRM197), circumsporozoito T de Plasmodium falciparum, antigeno CS
de Plasmodium falciparum, triose fosfato isomerase de Schistosoma
mansoni, TraT de Escherichia coli e hemaglutinina de virus de
Influenza (HA). Peptideos imunogénicos da invengao também podem
ser conjugados aos epitopos de célula T descritos em Sinigaglia F. et
al., Nature, 336:778-780 (1988); Chicz R.M. et al., J. Exp. Med.,
178:27-47 (1993); Hammer J. et al., Cell 74:197-203 (1993); Falk K. et
al., Immunogenetics, 39:230-242 (1994); WO 98/23635; Southwood S.
et al. J. Immunology; 160:3363-3373 (1998); e, Giannini, G. et al.
Nucleic Acids Res. 12: 4063-4069 (1984), (cada um dos quais é
incorporado neste pedido por referéncia para todos os fins). Exemplos
adicionais incluem:

Hemaglutinina de Influenza: HA307-319

CS de Malaria: epitopo T3 EKKIAKMEKASSVFNV, (SEQ ID
N2: 67).

Antigeno de superficie Hepatite B: HBsAg19-2s FFLLTRILTI,
(SEQ ID Ne: 68).

Proteina de Choque Térmico 65: hsp651s53.171
DQSIGDLIAEAMDKVGNEG, (SEQ ID N2: 69).

bacilo Calmette-Guerin QVHFQPLPPAVVKL, (SEQ ID Ne¢:
70).

Tétano toxoide: TTs30-844 QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID N
71).

Tétano toxoide: TTos7.9067 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE,
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(SEQ ID Ne: 72).

gp120 de HIV T1: KQIINMWQEVGKAMYA, (SEQ ID N2
73).

Tétano toxoide: TToa7-967 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE

gp120 de HIV T1: KQIINMWQEVGKAMYA.
[000204] Alternativamente, os conjugados podem ser formados pela
ligacdo dos agentes da invencgao a pelo menos um epitopo de célula T
artificial capaz de ligar-se a uma grande proporgdo de moléculas MHC
da Classe Il, tais como a epitopo pan DR ("PADRE"). PADRE é
descrito em US 5.736141, WO 95/07707, e Alexander J et al.,
Immunity, 1:751-761 (1994) (cada um dos quais € incorporado neste
pedido por referéncia para todos os fins). Um peptideo PADRE
preferencial &€ AKXVAAWTLKAAA, (SEQ ID Ne9: 74), (residuos comuns
em negrito) em que X é preferencialmente ciclo-hexilalanina tirosina ou
fenilalanina, com ciclo-hexilalanina sendo mais preferencial.
[000205] Agentes imunogénicos podem ser ligados a veiculos por
interligacdo quimica. Técnicas para ligacdo de um imundgeno a um
veiculo incluem a formacdo de ligagdes dissulfeto usando n-
succinimidil-3-(2-piridil-tio) propionato (SPDP) e succinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclo-hexano-1-carboxilato (SMCC) (se o peptideo
necessitar de um grupo sulfidrila, este pode ser fornecido pela adigédo
de um residuo cisteina). Estes reagentes criam uma ligagao dissulfeto
entre eles e o peptideo cisteina reside em uma proteina e uma ligagao
amida através da epsilon-amino em uma lisina, ou outro grupo amino
livre em outros aminoacidos. Uma variedade de tais agentes
formadores dissulfeto/amida é descrita por Immun. Rev. 62, 185
(1982). Outros agentes de acoplamento bifuncionais formam um
tioéter em vez de uma ligacdo dissulfeto. Muitos destes agentes
formadores tio-éter estdo comercialmente disponiveis e incluem

ésteres reativos de acido 6-maleimidocaproico, acido 2-bromoacético,
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e acido 2-iodoacético, acido 4-(N-maleimido-metil)ciclo-hexano-1-
carboxilico. Os grupos carboxila podem ser ativados pela sua
combinacao com sal sodico de succinimida ou acido 1-hidroxil-2-nitro-
4-sulfénico.

[000206] A imunogenicidade pode ser melhorada através da adicao
de residuos espacadores (por exemplo, Gly-Gly) entre o epitopo Th € 0
imundégeno peptidico da invencdo. Além de separar fisicamente o
epitopo Th do epitopo de célula B (isto €, o imundégeno peptidico), os
residuos glicina podem interromper quaisquer estruturas secundarias
artificiais criadas pela juncdo do epitopo Th com o imundgeno
peptidico, e por meio disso eliminar a interferéncia entre as respostas
de célula T e/ou B. A separagao conformacional entre o epitopo
auxiliar e o dominio de producdo de anticorpo dessa forma permite
interagdes mais eficientes entre o imunégeno apresentado e as células
The B apropriadas .

[000207] Para aumentar a inducédo da imunidade de célula T em uma
grande porcentagem de individuos exibindo varios tipos de HLA a um
agente da presente invengdao, uma mistura de conjugados com
epitopos celulares Th diferentes pode ser preparada. A mistura pode
conter uma mistura de pelo menos dois conjugados com epitopos de
célula Ty diferentes, uma mistura de pelo menos trés conjugados com
epitopos de célula Ty diferentes, ou uma mistura de pelo menos quatro
conjugados com epitopos de célula Tn diferentes. A mistura pode ser
administrada com um adjuvante.

[000208] Peptideos imunogénicos também podem ser expressos
como proteinas de fusdo com veiculos (isto €, peptideos heterdlogos).
O peptideo imunogénico pode ser ligado em seu terminal amino, seu
terminal carboxila, ou ambos a um veiculo. Opcionalmente, multiplas
repeticoes do peptideo imunogénico podem estar presentes na

proteina de fusdo. Opcionalmente, um peptideo imunogénico pode ser
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ligado a multiplas cépias de um peptideo heterdlogo, por exemplo, em
ambos terminais N e C do peptideo. Opcionalmente, multiplas copias
de um peptideo imunogénico podem ser ligadas a multiplas copias de
um peptideo heterélogo que séao ligados entre si. Alguns peptideos
veiculos servem para induzir uma resposta de célula T auxiliar contra o
peptideo veiculo. As células T auxiliares induzidas por sua vez
induzem uma resposta de célula B contra o peptideo imunogénico
ligado ao veiculo.

[000209] Alguns exemplos de proteinas de fusdo adequadas para
uso na invencao sao mostrados abaixo. Algumas destas proteinas de
fusdo compreendem segmentos de AA ligados aos epitopos de tétano
toxoide tal como descrito em US 5.196.512, EP 378.881 e EP 427.347.
Algumas proteinas de fusdo compreendem segmentos de AA ligados a
pelo menos um peptideo PADRE descrito em US 5.736.142. Alguns
peptideos heterdlogos séao epitopos de célula T promiscuos, enquanto
outros peptideos heterdlogos sao epitopos de célula T universais. Em
alguns meétodos, o agente de administragdo € simplesmente uma
proteina de fusdo unica com um segmento de AA ligado a um
segmento heterélogo em configuragao linear. Os agentes terapéuticos
da invencdo podem ser representados usando uma férmula. Por
exemplo, em alguns métodos, o agente é multimero de proteinas de
fusado representadas pela férmula 2%, em que x € um numero inteiro de
1 a 5. Preferencialmente x € 1, 2 ou 3, com 2 sendo o mais
preferencial. Quando x é dois, tal multimero tem quatro proteinas de
fusdo ligadas em uma configuragdo preferencial referida como MAP4
(ver US 5.229.490).

[000210] A configuracdgo MAP4 €& mostrada abaixo, onde as
estruturas ramificadas sao produzidas pelo inicio da sintese peptidica
tanto nas aminas de cadeia terminais como em N laterais da lisina.

Dependendo do numero de vezes, a lisina é incorporada na sequéncia
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e permitida ramificar, a estrutura resultante apresentara multiplos
terminais N. Neste exemplo, quatro terminais N idénticos foram
produzidos no nucleo ramificado que contém a lisina. Tal multiplicidade
aumenta muito a sensibilidade de células B cognatas. Nos exemplos
abaixo, Z refere-se a um fragmento imunogénico de AA, AL ou um
fragmento de X1EDXz>, e Z1 a 4 refere-se ao fragmento(s) imunogénico
de AA, AL ou um fragmento de X1EDX>. Os fragmentos podem ser os

mesmos entre si ou diferentes.

Z1
\ KGG
Z2 / \
KA
Z3 ~ /
KGG
/

Z4
[000211] Outros exemplos de proteinas de fusio incluem:
Z-tétano toxoide 830 a 844 em uma configuragdo MAP4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID N¢: 71)
Z-tétano toxoide 947 a 967 em uma configuragdo MAP4:
Z-FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, (SEQ ID N2: 72)
Z-tétano toxoide 830 a 844 em uma configuragdo MAP4:
Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID N2: 71)
Z-tétano toxoide 830 a 844 + 947 a 967 em uma
configuragao linear:
Z-QYIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE,
(SEQ ID Ne: 75).
[000212] Peptideo PADRE (todos em configuracdes lineares), em
que X é preferencialmente ciclo-hexilalanina, tirosina ou
fenilalanina, com ciclo-hexilalanina sendo o -Z mais preferencial:
AKXVAAWTLKAAA-Z, (SEQ ID Ne: 74).
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Z x 3-peptideo PADRE:
Z- ovalbumina 323 a 339 em uma configuracgao linear:
Z-ISQAVHAAHAEINEAGR, (SEQ ID N2: 76).

Exemplos adicionais de proteinas de fusao incluem:
AKXVAAWTLKAAA-Z-Z-Z-Z, (SEQ ID N2: 74).
Z-AKXVAAWTLKAAA, (Z-(SEQ ID N2: 74).
PKYVKQNTLKLAT-Z-Z-Z, (SEQ ID N2: 77).
Z-PKYVKQNTLKLAT-Z, (SEQ ID N2: 77).
Z-Z-Z-PKYVKQNTLKLAT, (SEQ ID N2: 77).
Z-Z-PKYVKQNTLKLAT, (Z-Z-(SEQ ID N2: 77)
Z-PKYVKQNTLKLAT-EKKIAKMEKASSVFNV-

QYIKANSKFIGITEL-

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE - (SEQ ID N¢; 78)
Z-Z-Z-QYIKANSKFIGITEL-

FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE,(SEQ ID N2: 79).
Z-QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z,

(SEQ ID N¢: 79).
QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE-Z,

(SEQ ID Ne: 79)

Z-QYIKANSKFIGITEL, (SEQ ID N2: 71) em uma resina 2
ramificada: fragmentos pode ser os mesmos entre si ou diferentes.
~Z
Lys-Gly-Cys
Z —

[000213] As mesmas ou similares proteinas veiculo e métodos da

ligacdo podem ser usados para gerar imundgenos a serem usados na

geracao de anticorpos contra AA ou um fragmento imunogénico de

AA, AL ou um fragmento de X{EDX.. Por exemplo, um fragmento

imunogénico de AA ou AA, AL ou um fragmento de X1EDX:> ligado a

um veiculo pode ser administrado a um animal de laboratorio na
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producdo de anticorpos monoclonais para AA ou um fragmento
imunogénico de AA, AL ou um fragmento de X1EDXo.

VIII. Acido Nucleico que Codifica Agentes Terapéuticos

[000214] Os agentes terapéuticos da invencdo também incluem
acidos nucleicos. Respostas imunes contra depdsitos amiloides
também podem ser induzidas pela administracdo de acidos nucleicos
que codificam segmentos do peptideo AA, e fragmentos dos mesmos,
outros imundgenos peptidicos, tais como fragmentos de X1EDXo, ou
anticorpos e suas cadeias componentes, tais como anticorpos 2A4,
8G9 e 7D8, usadas para imunizagao passiva. Tais agentes para uso
nos meétodos da invengdo incluem acidos nucleicos que codificam
peptideos AA que na administragdo a um paciente geram anticorpos
que se ligam especificamente a um ou mais epitopos entre os residuos
70 a 76 de AA, AL ou acidos nucleicos que codificam peptideos
compreendendo fragmentos de X1EDXz. Tais agentes para uso nos
meétodos da invencdo também incluem acidos nucleicos que codificam
anticorpos que se ligam especialmente a um neoepitopo do C-terminal
de AA ou a X41EDX>. Em particular, tais acidos nucleicos codificam
anticorpos que se ligam especificamente a isoforma alfa de HAA1 nos
residuos 70 a 76 (GHGAEDS, (SEQ ID N2: 4), isoforma beta de HAA1
nos residuos 70 a 76 (GHDAEDS, (SEQ ID N¢: 5), isoforma gama de
HAA1 nos residuos 70 a 76 (GHDAEDS, (SEQ ID N2: 5), isoformas
alfa e beta de HAAZ2 nos residuos 70 a 76 (GHGAEDS, (SEQ ID N2: 4),
HAAS3 nos residuos 70 a 76 (GDHAEDS, (SEQ ID N¢: 7), HAA4 nos
residuos 78 a 84 (STVIEDS, (SEQ ID N¢: 8), AA1 de camundongo
(MAA1) nos residuos 69 a 75 (GRGHEDT, (SEQ ID N¢: 9), MAA2 nos
residuos 69 a 75 (GRGHEDT, (SEQ ID N2: 9), MAA3 nos residuos 62
a 68 (GHGAEDS, (SEQ ID N¢: 4), e MAA4 nos residuos 76 a 82
(NHGLETL, (SEQ ID N¢: 11). Tais acidos nucleicos podem ser DNA ou

RNA. Acidos nucleicos preferenciais adicionais codificam anticorpos
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que se ligam especificamente a HEDT, (SEQ ID N¢: 12), AEDS, (SEQ
ID Ne: 13), AEDT, (SEQ ID N¢: 14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15) ou TEDE,
(SEQ ID N2 16) ou outros peptideos X1EDX: listados acima. Um
segmento de acido nucleico que codifica um imundgeno é tipicamente
ligado a elementos reguladores, tal como um promotor e
potencializador, que permitem a expressao do segmento de DNA nas
células alvo desejadas de um paciente. Para expressdo em células
sanguineas, como € desejavel para a indugdo de uma resposta imune,
elementos promotores e potencializadores de genes da cadeia leve ou
pesada da imunoglobulina ou o principal promotor e potencializador
precoce intermediario CMV s&o adequados para dirigir a expressao.
Os elementos regulatérios ligados e sequéncias de codificagdo muitas
vezes sao clonados em um vetor. Para administracao de anticorpos de
cadeia dupla, as duas cadeias podem ser clonadas nos mesmos
vetores ou separadas. Acidos nucleicos que codificam os agentes
terapéuticos da invengcdo também podem codificar pelo menos um
epitopo de célula T. As revelagdes neste pedido que se relacionam ao
uso de adjuvantes e ao uso de veiculoes aplicam mutatis mutandis ao
seu uso com acidos nucleicos que codificam os agentes terapéuticos
da presente invencao.

[000215] Diversos sistemas de vetor viral estdo disponiveis incluindo
sistemas retrovirais (ver, por exemplo, Lawrie and Tumin, Cur. Opin.
Genet. Develop. 3, 102-109 (1993)); vetores adenovirais (ver, por
exemplo, Bett et al., J. Virol. 67, 5911 (1993)); vetores virais adeno-
associados (ver, por exemplo, Zhou et al., J. Exp. Med. 179, 1867
(1994)), vetores virais da familia de variola incluindo o virus de vacinia
e os virus de variola aviaria, vetores virais do género de virus alfa, tais
como os derivados de Sindbis e Virus Florestais Semliki (ver, por
exemplo, Dubensky et al., J. Virol. 70, 508-519 (1996)), virus da

encefalite equina venezuelana (ver US 5.643.576) e rabdovirus, tais
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como virus de estomatite vesicular (ver WO 96/34625) e papilomavirus
(Ohe et al., Human Gene Therapy 6, 325-333 (1995); Woo et al., WO
94/12629 e Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622
(1996)).

[000216] O DNA que codifica um imundgeno, ou um vetor contendo
0 mesmo, pode ser empacotado em lipossomas. Lipidios adequados e
analogos relacionados sao descritos por US 5.208.036, 5.264.618,
5.279.833 e 5.283.185. Os vetores e o DNA que codificam um
imunégeno também podem ser adsorvidos a ou associados com
veiculos particulados, exemplos dos quais incluem polimeros de
metacrilato de polimetila e polilactideos e poli(lactideo-co-glicolideos),
ver, por exemplo, McGee et al., J. Encap Micro. (1996).

[000217] Vetores de terapia génica ou DNA nu podem ser entregues
in vivo pela administracdo a um paciente individual, tipicamente pela
administracdo sistémica (por exemplo, intravenosa, intraperitonial,
nasal, gastrica, intradérmica, intramuscular, subdérmica ou infusao
intracraniana) ou aplicacao tépica (ver, por exemplo, US 5.399.346).
Tais vetores podem incluir ainda agentes facilitadores, tais como
bupivacina (US 5.593.970). DNA também pode ser administrado
usando uma arma génica. (Ver Xiao & Brandsma, supra.) O DNA que
codifica um imunogeno € precipitado na superficie de contas metalicas
microscoépicas. Os microprojéteis sdo acelerados com uma onda de
choque ou gas hélio expandido, e penetram tecidos em uma
profundidade de varias camadas celulares. Por exemplo, o Dispositivo
de Entrega Génica Accel® produzido por Agacetus, Inc. Middleton WI
€ adequado. Alternativamente, DNA nu pode passar através da pele
na corrente sanguinea simplesmente pela colocacdo do DNA sobre a
pele com irritacdo quimica ou mecéanica (ver WO 95/05853).

[000218] Em wuma variagdo adicional, vetores que codificam

imundgenos podem ser entregues a células ex vivo, tal como células
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explantadas de um paciente individual (por exemplo, linfécitos,
aspirados de medula Ossea, biopsia tecidual) ou células de tronco
hematopoiéticas doadoras universais, seguida pela reimplantagdo das
células em um paciente, normalmente apds selecdo das células que
incorporaram o vetor.

IX. Adjuvantes

[000219] Agentes imunogénicos da invencdo, tal como peptideos,
sdo as vezes administrados na combinacdo com um adjuvante. O
adjuvante aumenta o titulo de anticorpos induzidos e/ou a afinidade de
ligacdo de anticorpos induzidos em relacédo a situacéo se o peptideo
foi usado sozinho. Uma variedade de adjuvantes pode ser usada em
combinagdo com um fragmento imunogénico de AA, para provocar
uma resposta imune. Adjuvantes preferenciais aumentam a resposta
intrinseca a um imundgeno sem causar modificagées conformacionais
no imundégeno que afetem a forma qualitativa da resposta. Adjuvantes
preferenciais incluem hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio, 3
monofosforil lipidio De-O-acilado (MPL®) (ver GB 2220211 (RIBI
ImmunoChem Research Inc., Hamilton, Montana, agora parte de
Corixa), RC-529 (Corixa, Hamilton, Montana). STIMULON® QS-21 é
um triterpeno glicosidico ou saponina isolado da casca da arvore
Quillaja Saponaria Molina encontrada na América do Sul (ver Kensil et
al. em Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds.
Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); Patente Americana N2
5.057.540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA). Outros
adjuvantes sdo emulsdes 6leo em agua (tais como esqualeno ou éleo
de amendoim), opcionalmente em combinagdo com estimulantes
imunes, tais como monofosforil lipidio A (ver Stoute et al., N. Engl. J.
Med. 336, 86-91 (1997)), polimeros pluronic, e micobactérias mortas.
Outro adjuvante é CpG (WO 98/40100). Os adjuvantes podem ser

administrados como um componente de uma composicao terapéutica
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com um agente ativo ou podem ser administrados separadamente,
antes, concorrentemente ou apds administragdo do agente
terapéutico.

[000220] Uma classe preferencial de adjuvantes sdo sais de aluminio
(alumen), tais como hidréxido de alumen, fosfato de alumen, sulfato de
alumen. Tais adjuvantes podem ser usados com ou sem outros
agentes imunoestimuladores especificos, tais como MPL ou 3-DMP,
QS-21, aminoacidos poliméricos ou monoméricos, tais como acido
poliglutdmico ou polilisina. Outra classe de adjuvantes sé&o
formulagbes de emulsdo 6leo-em-agua. Tais adjuvantes podem ser
usados com ou sem outros agentes imunoestimuladores especificos,
tais como peptideos de muramila (por exemplo, N-acetilmuramil-L-
treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-
isoglutamina  (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-
alanina-2-(1’-2’dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina
(MTP-PE), N-acetilglicosaminil-N-acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-
dipalmitoxi propilamida (DTP-DPP) THERAMIDE®), ou outros
componentes da parede celular bacteriana. Emulsdes oOleo-em-agua
incluem (a) MF59 (WO 90/14837), contendo Esqualeno 5%, Tween 80
0,5%, e Span 85 0,5% (opcionalmente contendo varias quantidades de
MTP-PE) formuladas em particulas submicron wusando um
microfluidizador, tal como o microfluidizador Modelo 110Y
(Microfluidics, Newton MA), (b) SAF, contendo Esqualeno 10%, Tween
80 0,4%, polimero pluronic-bloqueado L121 5%, e thr-MDP,
microfluidizados em uma emuls&o submicron ou vortexados para gerar
uma emulsdo de tamanho de particula maior, e (c) sistema adjuvante
RIBI® (RAS), (Ribi ImmunoChem, Hamilton, MT) contendo esqualeno
2%, Tween 80 0,2%, e um ou mais componentes de parede celular
bacteriana do grupo consistindo em monofosforil-lipideo (MPL),

trehalose dimicolato (TDM), e esqueleto de parede celular (CWS),
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preferencialmente MPL + CWS (DETOX®).

[000221] Outra classe de adjuvantes preferenciais sdo adjuvantes
saponina, tais como STIMULON® (QS-21, Aquila, Framingham, MA)
ou particulas geradas a partir deste, tais como ISCOMs (complexos
imunoestimuladores) e ISCOMATRIX. Outros adjuvantes incluem RC-
529, GM-CSF e Adjuvante de Completo de Freund (CFA) e Adjuvante
Incompleto de Freund (IFA). Outros adjuvantes incluem citocinas, tais
como interleucinas (por exemplo, IL-1 a e peptideos B, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-12, IL13 e IL-15), fator estimulante de colénia de macrofago (M-
CSF), fator estimulante de col6nia de macréfago e granuldcito (GM-
CSF), fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas, tais como MIP1a e
B e RANTES. Outra classe de adjuvantes sdo os analogos de
glicolipideo incluindo N-glicosilamidas, N-glicosiluréias e N-
glicosilcarbamatos, cada um dos qual é substituido no residuo de
agucar por um aminoacido, como imunomoduladores ou adjuvantes
(ver Patente Americana N2 4.855.283). Proteinas de choque térmico,
por exemplo, HSP70 e HSP90, também podem ser usadas como
adjuvantes.

[000222] Um adjuvante pode ser administrado com um imundgeno
COMO uma composicdo Uunica, ou pode ser administrado antes,
concorrente ou apdés administragdo do imunoégeno. O imundégeno e o
adjuvante podem ser empacotados e fornecidos no mesmo frasco ou
podem ser empacotados em frascos separados e misturados antes do
uso. O imundégeno e o adjuvante sao tipicamente empacotados com
uma etiqueta que indica a aplicagdo terapéutica desejada. Se o
imundgeno e o adjuvante forem empacotados separadamente, a
embalagem tipicamente inclui instrugdes para mistura antes do uso. A
escolha de um adjuvante e/ou veiculo depende da estabilidade da
formulagdo imunogénica contendo o adjuvante, a via de administragao,

0 esquema de dosagem, a eficacia do adjuvante na espécie que é
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vacinada, e, em humanos, um adjuvante farmaceuticamente aceitavel
€ aquele que tenha sido aprovado ou € aprovavel para administracao
humana por corpos reguladores pertinentes. Por exemplo, o Adjuvante
completo de Freund ndo € adequado para administracdo humana.
Alumen, MPL e QS-21 sao preferenciais. Opcionalmente, dois ou mais
adjuvantes diferentes podem ser wusados simultaneamente.
Combinacdes preferenciais incluem alumen com MPL, alumen com
QS-21, MPL com QS-21, MPL ou RC-529 com GM-CSF, e alumen,
QS-21 e MPL em conjunto. Além disso, o Adjuvante incompleto de
Freund pode ser usado (Chang et al., Advanced Drug Delivery
Reviews 32, 173-186 (1998)), opcionalmente em combinagdo com
algum de alumen, QS-21 e MPL e todas as combinagdes dos mesmo.
X. Administracdo Passiva de Anticorpos

[000223] Agentes terapéuticos da presente invencdo incluem
anticorpos que se ligam especificamente a um epitopo
compreendendo X1EDX2 em um agregado de proteina amiloide, em
que X1 éH, T, F, S, P, A ou qualquer outro residuo de aminoacido que
imediatamente precede ED em tal agregado de proteina amiloide; e
em que X2 € T, S, E, R, I, V, F, A ou qualquer outro residuo de
aminoacido imediatamente apos ED em tal agregado de proteina
amiloide, incluindo epitopos dentro de peptideos amiloides, tais como
AA. Os anticorpos usados para administracdo passiva podem ser
anticorpos que se ligam a epitopos do N-terminal ou C-terminal de AA.
Outras proteinas amiloides além da proteina amiloide A Sérica incluem
proteina amiloide A sérica, proteina da cadeia leve da imunoglobulina,
tal como, por exemplo, VA6 Wil ou VK, polipeptideo precursor amiloide
de ilhota humana (IAPP), peptideo amiloide beta, transtiretina (TTR) e
ApoA1, bem como outros listados na Tabela 1 acima.

[000224] AA é formada pela clivagem proteolitica de SAA. Anticorpos

preferenciais se ligam especificamente a neoepitopos de AA que se

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 132/225



126/200

formam na clivagem proteolitica de SAA. Anticorpos preferenciais
ligam-se especialmente a um neoepitopo do C-terminal de AA,
especialmente, tais anticorpos se ligam especificamente nos residuos
70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 (GHGAEDS, SEQ ID N24), nos
residuos 70 a 76 da isoforma beta de HAA1 (GHDAEDS, SEQ ID
N2:5), nos residuos 70 a 76 da isoforma gama de HAA1 (GHDAEDS,
SEQ ID N2 5), nos residuos 70 a 76 das isoformas alfa e beta de
HAA2 (GHGAEDS, SEQ ID N2 10), nos residuos 70 a 76 de HAA3
(GDHAEDS, SEQ ID N2:7), nos residuos 78 a 84 de HAA4 (STVIEDS,
SEQ ID N28), nos residuos 69 a 75 de AA1 de camundongo (MAA1)
(GRGHEDT, SEQ ID N29), nos residuos 69 a 75 de MAAZ2
(GRGHEDT, SEQ ID N2 9), nos residuos 62 a 68 de MAAS3
(GHGAEDS, SEQ ID N210), e nos residuos 76 a 82 de MAA4
(NHGLETL, SEQ ID N2:11). Alguns anticorpos somente se ligam a um
epitopo em um destes peptideos. Outros anticorpos se ligam a
epitopos em mais de um destes peptideos. Por exemplo, alguns
anticorpos se ligam especificamente a um peptideo GHGAEDS, (SEQ
ID N2: 4) e peptideo GHDAEDS, SEQ ID N2: 5). Alguns anticorpos se
ligam a um peptideo GHGAEDS, SEQ ID N2 4) sem se ligar
especificamente a um peptideo GHDAEDS, SEQ ID N2: 5). A ligacao a
pelo menos um dos peptideos AA humanos é preferivel. A ligagdo a
pelo menos um dos peptideos AA humanos e um peptideo de
camundongo correspondente € util em que o mesmo anticorpo pode
ser testado em um modelo de camundongo e posteriormente usado
em humanos. Alguns anticorpos preferenciais se ligam
especificamente a epitopos nos residuos da isoforma alfa de HAA1 71
ar76,72a76,73a76,74a76,70a75 70a74,70a73,70a72, 71
ar75,72a75,73a75 71a74,71a73,72a74, ouresiduos de MAA1
70a75,71a75 72a75 73a75,69a74,69a73,69a72 69a71,
70 a 74, 71 a 74, 72 a 74, 70 a 73, 70 a 72. Tais anticorpos
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tipicamente se ligam especificamente a depdsitos amiloides, mas pode
ou pode néo ligar-se a AA soluvel. Quando um anticorpo é dito ligar-se
especificamente a um epitopo nos residuos especificados, tal como
residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1, por exemplo, 0 que esta
entendido é que o anticorpo especificamente se liga a um polipeptideo
contendo os residuos especificados (isto €, residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de HAA1 neste exemplo). Tal anticorpo néao
necessariamente contata com cada residuo nos residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de HAA1. Nem cada substituicio de aminoacido ou
delegdo nos residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1
necessariamente significativamente afeta a afinidade de ligagéo. Tais
anticorpos para o neoepitopo ligam-se a AA, mas nao a SAA. A
especificidade do epitopo de um anticorpo pode ser determinada, por
exemplo, como descrito por WO 00/72880.

[000225] Os anticorpos usados para a administragdo passiva podem
ser anticorpos para epitopos do N-terminal de AA. Anticorpos
preferenciais se ligam especificamente a um neoepitopo do N-terminal
de AA, especialmente, tais anticorpos se ligam especificamente aos
residuos 1 a 15 de HAA1 (RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID N¢ 80),
residuos 1 a 15 de HAA2 (RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID N¢ 80),
residuos 1 a 15 de HAA3 (QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID N2 81),
residuos 1 a 15 de HAA4 (ESWRSFFKEA, (SEQ ID N2 82), residuos 1
a 15 de MAA1 (GFFSFVHEAFQGAGD, SEQ ID N2 83), residuos 1 a
15 de MAA2 (GFFSFVHEAFQGAGD, SEQ ID N2 83), residuos 1 a 9
de MAA3 (EAGQGSRD, (SEQ ID N2 84), e residuos 1 a 14 de MAA4
(WYSFFREAVQGTWD, SEQ ID N2 85). Alguns anticorpos somente se
ligam a um epitopo dentro de um destes peptideos. Outros anticorpos
se ligam a epitopos dentro de mais de um destes peptideos. Por
exemplo, alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID N 80) e peptideo
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QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID Ne¢: 81). Alguns anticorpos se ligam a
um peptideo RSFFSFLGEAFDGAR, SEQ ID N2 80) sem se ligar
especificamente a um peptideo QGWLTFLKAAGQGAK, SEQ ID N¢:
81). A ligagédo de pelo menos um dos peptideos AA humanos é
preferivel. A ligacdo a pelo menos um dos peptideos AA humanos e
um peptideo de camundongo correspondente € util em que o mesmo
anticorpo pode ser testado em um modelo de camundongo e
posteriormente usado em humanos.

[000226] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um epitopo
composto de tal X4EDX> preferencialmente tais anticorpos se ligam
especificamente a tal epitopo em um agregado de proteina amiloide.
Alguns de tais anticorpos preferencialmente se ligam especificamente
a um agregado de proteina amiloide em relagdo a forma monomérica
de tal proteina amiloide. Em alguns anticorpos, X1 é H, T, F, S, P, ou A
eX2¢éT,S,E,D,R, I,V, FouA. Em tais anticorpos, quando X1 é H, X>
€ TouA; quando X1 é A, X2¢é S, T, E ou V; quando X; é T, X2 é E;
quando X1 é F, X2 € D; quando X1 é S, X2 é E, F ou A; e quando X1 é
P, X2 € E, | ou F. Em alguns anticorpos, X1 éH, T,F, S,P,ouAe X2 é
T,S,E,D,R, I, V, FouA, com aressalva que se X1 for A, X2 ndo seja
V. Em alguns anticorpos, quando X1 € A, X2é S, T ou E.

[000227] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um epitopo
compreendendo a sequéncia de aminoacidos GHEDT, (SEQ ID Ne¢ 3),
HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID Ne¢: 13), AEDT, (SEQ ID N
14), HEDA, (SEQ ID N¢: 15), TEDE, (SEQ ID N¢: 16), FEDD, (SEQ ID
Ne: 17), SEDE, (SEQ ID N2: 18), AEDE, (SEQ ID N2: 19), PEDE, (SEQ
ID N2: 20), PEDI, (SEQ ID N¢: 21), PEDF, (SEQ ID N2 22), AEDV,
(SEQ ID Ne¢: 23), SEDF, (SEQ ID N2: 24) ou SEDA, (SEQ ID N2: 25).
[000228] Alguns anticorpos se ligam especificamente a um peptideo
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo consistindo em GHEDT, (SEQ ID N 3), HEDT, (SEQ ID N2
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12), AEDS, (SEQ ID N2 13), AEDT, (SEQ ID N2 14), HEDA, (SEQ ID
Ne: 15), TEDE, (SEQ ID N¢: 16), FEDD, (SEQ ID N2: 17), SEDE, (SEQ
ID N2 18), AEDE, (SEQ ID N¢: 19), PEDE, (SEQ ID N2 20), PEDI,
(SEQ ID Ne¢: 21), PEDF, (SEQ ID N¢: 22), SEDF, (SEQ ID N2 24) e
SEDA, (SEQ ID Ne¢: 25). Alguns anticorpos se ligam especificamente a
um peptideo compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT, (SEQ ID N¢: 3),
HEDT, (SEQ ID N2 12), AEDS, (SEQ ID Ne¢: 13), AEDT, (SEQ ID N
14), HEDA, (SEQ ID N2: 15) e TEDE, (SEQ ID N¢: 16).

[000229] Alguns anticorpos sao contruidos para peptideo
compreendendo GHEDT, (SEQ ID N2 3), tal como, por exemplo, 2A4,
7D8 e 8G9, ou sdo humanizados ou versdes quiméricas dos mesmos.

[000230] Anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais. Soros
policlonais tipicamente contém populacdes mistas de anticorpos que
se ligam especificamente a varios epitopos ao longo de AA.
Entretanto, os soros policlonais podem ser especificos para um
segmento especifico de AA, tal como residuos 70 a 76 da isoforma
alfa de HAA1. Anticorpos preferenciais sao quiméricos, ou
humanizados (ver Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-
10033 (1989) e WO 90/07861, US 5.693.762, US 5.693.761, US
5.5685.089, US 5.530.101 e Winter, US 5.225.539), ou humanos
(Lonberg et al., WO93/12227 (1993); US 5.877.397, US 5.874.299, US
5.814.318, US 5.789.650, US 5.770.429, US 5.661.016, US 5.633.425,
US 5.625.126, US 5.569.825, US 5.545.806, Nature 148, 1547-1553
(1994), Nature Biotechnology 14, 826 (1996), Kucherlapati, WO
91/10741 (1991)). Uma abordagem alternativa para humanizar um
anticorpo, também conhecida como "veneering”, é descrita em US
6.797.492. Varios anticorpos de camundongo de especificidades de
ligacdo diferentes estdo disponiveis como materiais iniciais para

produzir anticorpos humanizados.
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[000231] Anticorpos humanizados representativos sdao a versao
humanizada de anticorpo 7D8 (Numero de acesso no ATCC ),
versdo humanizada do anticorpo 7D29, versdo humanizada do
anticorpo 7D19, versdo humanizada do anticorpo 7D47, versao
humanizada do anticorpo 7D39, versdo humanizada do anticorpo
7D66, versao humanizada do anticorpo 8G9, versdo humanizada do
anticorpo 8G3, versdo humanizada do anticorpo 8G4, versao
humanizada do anticorpo 8G51, versdao humanizada do anticorpo
8G22, versao humanizada humanizou do anticorpo 8G30, versao
humanizada do anticorpo 8G46, versdo humanizada do anticorpo 2A4
(Numero de acesso no ATCC ), versao humanizada do
anticorpo 2A20, versdo humanizada do anticorpo 2A44, versao
humanizada do anticorpo 2A77, versdo humanizada do anticorpo
2A13, versdo humanizada do anticorpo 2A14. Os hibridomas que
produzem o anticorpo 7D8 (JH80 7D8.29.19.47) e o anticorpo 2A4
(JH80 2A4.20.44077) foram depositados no dia 4 de setembro de
2008, e no dia 17 de dezembro de 2008, respectivamente, no
American Type Culture Collection (ATCC), atualmente localizado em
10801 University Boulevard, Manassas, VA20110-2209, sob as
provisbes do Tratado de Budapeste para o Reconhecimento
Internacional do Depdsito de Micro-organismos para os Fins de
Procedimento de Patente ("Tratado de Budapeste"). O ATCC designou
o hibridoma produtor de 7D8 N2 de Acesso no ATCC , €0
hibridoma produtor de 2A4 N2 de Acesso no ATCC

[000232] O isotipo humano IgG1 é preferencial para anticorpos para
a regiao C terminal de AA por por ter a mais alta afinidade dos isotipos
humanos para o receptor FcRI em células fagociticas. Alguns
anticorpos se ligam especificamente a AA com uma afinidade de
ligagdo maior ou igual a aproximadamente 107, 108, 10° ou 1010 M-,

[000233] A imunizagdo ativa com fragmentos de AA pode ser
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combinada com a administracdo passiva de anticorpos. Exemplos de
combinagdes especificas incluem fragmentos AA compreendendo
residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se
ligam especificamente ao epitopo nos residuos 70 a 76 da isoforma
alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo 70 a 76 residuos da
isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam especificamente
ao epitopo nos residuos 71 a 76 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos
de AA compreendendo 70 a 76 residuos da isoforma alfa de HAA1
com anticorpos que se ligam especificamente ao epitopo nos residuos
72 a 76 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo
os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se
ligam especificamente ao epitopo nos residuos 73 a 76 da isoforma
alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76
da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam
especificamente ao epitopo nos residuos 74 a 76 da isoforma alfa de
HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam especificamente
ao epitopo nos residuos 70 a 75 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos
de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1
com anticorpos que se ligam especificamente ao epitopo nos residuos
70 a 74 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo
os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se
ligam especificamente ao epitopo nos residuos 70 a 73 da isoforma
alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76
da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam
especificamente ao epitopo nos residuos 70 a 72 da isoforma alfa de
HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam especificamente
ao epitopo nos residuos 71 a 75 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos

de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1
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com anticorpos que se ligam especificamente ao epitopo nos residuos
72 a 75 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo
os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se
ligam especificamente ao epitopo nos residuos 73 a 75 da isoforma
alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76
da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam
especificamente ao epitopo nos residuos 73 a 75 da isoforma alfa de
HAA1; fragmentos de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da
isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se ligam especificamente
ao epitopo nos residuos 71 a 74 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos
de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1
com anticorpos que se ligam especificamente ao epitopo nos residuos
71 a 73 da isoforma alfa de HAA1; fragmentos de AA compreendendo
os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1 com anticorpos que se
ligam especificamente ao epitopo nos residuos 72 a 74 da isoforma
alfa de HAA1. Adicionalmente, fragmentos de AA compreendendo os
residuos 71a76,72a76,73a76,74a76,70a75 70a74,670a 73,
70a 72, 71 a75 72a75 73a75 71 a74, 71 a73, 72 a 74 da
isoforma alfa de HAA1 podem ser combinados com anticorpos que se
ligam especificamente a um epitopo nos residuos 71 a 76, 72 a 76, 73
ar76,74a76,70a75 70a74,70a73,70a72,71a75,72a75,73
a’75 71a74,71a73, 72 a 74 da isoforma alfa de HAA1. Fragmentos
de AA compreendendo os residuos 70 a 76 da isoforma alfa de HAA1,
os residuos 70 a 76 da isoforma beta de HAA1, os residuos 70 a 76 da
isoforma gama de HAA1, os residuos 70 a 76 das isoformas alfa e
beta de HAA2, os residuos 69 a 75 de MAA1, os residuos 69 a 75 de
MAAZ2, ou os residuos 62 a 68 de MAA3 podem ser combinados com
anticorpos que se ligam especificamente a um epitopo nos residuos 70
a 76 da isoforma alfa de HAA1, residuos 70 a 76 da isoforma beta de
HAAA1, residuos 70 a 76 da isoforma gama de HAA1, residuos 70 a 76
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das isoformas alfa e beta de HAA2, residuos 69 a 75 de MAA1,
residuos 69 a 75 de MAAZ2, ou residuos 62 a 68 de MAAGS.
[000234] Alguns anticorpos descritos acima nao se ligam
especificamente a forma monomérica ou a forma precursora da
proteina amiloide. Alguns de tais anticorpos se ligam especificamente
a um neoepitopo gerado na clivagem da proteina precursora
resultando em uma proteina amiloide. Por exemplo, alguns anticorpos
se ligam especificamente aos residuos do C-terminal fibrilas AA de
camundongo-HEDT, (SEQ ID N2 12), mas ndo se ligam
especificamente a um peptideo que se estende na porgdo nédo
amiloide de SAA (GHEDTMADQE, SEQ ID N2 61). Alguns anticorpos
se ligam especificamente a um epitopo conformacional. Alguns de tais
epitopos conformacionais sao lineares. Alguns de tais epitopos
conformacionais sdo expostos quando uma proteina amiloide entra em
uma estrutura agregada (por exemplo, fibrilar) ou torna-se
parcialmente desnaturada. Exemplos de tais anticorpos incluem
anticorpos monoclonais murinos 2A4 (Numero de acesso no ATCC
), 8G9 (Numero de acesso no ATCC ) e 7D8
(Numero de acesso no ATCC ), formas humanas,
humanizadas e quiméricas dos mesmos, outros anticorpos que se
ligam especificamente ao mesmo epitopo que 2A4, 8G9 ou 7D8, e
fragmentos de ligagao a antigeno de tais anticorpos. Alguns anticorpos
se ligam especificamente a uma proteina amiloide compreendendo a
sequéncia de aminoacidos ED. Alguns anticorpos se ligam
especificamente a uma proteina amiloide selecionada a partir do grupo
consitindo da proteina da cadeia leve da imunoglobulina, polipeptideo
precursor amiloide de ilhota humana (IAPP), peptideo amiloide beta,
transtiretina (TTR) e ApoA1.
[000235] Sabe-se que a unidade estrutural basica do anticorpo

compreende um tetrdmero de subunidades. Cada tetramero é
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composto de dois pares idénticos de cadeias polipeptidicas, cada par
tendo uma cadeia "leve" (aproximadamente 25 kDa) e uma "pesada"
(aproximadamente 50 a 70 kDa). A por¢cdo amino-terminal de cada
cadeia inclui uma regido variavel de aproximadamente 100 a 110 ou
mais aminoacidos responsaveis principalmente pelo reconhecimento
do antigeno. A porcédo carbdxi terminal de cada cadeia define uma
regido constante responsavel principalmente pela fungao efetora.

1. Anticorpos

[000236] A invengao inclui anticorpos intactos e fragmentos de
anticorpo de ligagcdo a antigeno, bem como anticorpos pegilados e
fragmentos de anticorpo, bem como anticorpos com funcgédo efetora
alterada (por exemplo, reduzida ou eliminada), por exemplo,
anticorpos compreendendo mutagdes ou residuos substituidos na
regido Fc. Exemplos de porgdes imunologicamente ativas de
moléculas de imunoglobulina incluem fragmentos F(ab) e F(ab’)2tri-
Fab’, Fab’, Fv, scFv, di-Fab’ que podem ser gerados pelo tratamento
do anticorpo com uma enzima, tal como pepsina ou produzidos por
técnicas de engenharia recombinantes reconhecidas na técnica.
Fragmentos de anticorpos de ligagcdo a antigeno adicionais da
invencao incluem fragmentos de anticorpo terapéuticos, incluindo
fragmentos de anticorpo pegilatdos, tais como Fab’ PEGilado e di-Fab’
PEGilado. Exemplos de mutantes de fungao efetora sdo descritos na
Patente Americana N2 5.624.821, que é incorporada por referéncia
neste pedido em sua totalidade. Alguns anticorpos tém reduzida
afinidade de ligagéo pelo receptor Rl gama Fc. Anticorpos de fungao
efetora mutante incluem anticorpos compreendendo mutagdes na
regido de dobradica. Alguns anticorpos IgG mutantes compreendem
uma mutagao na regiao constante da cadeia pesada em uma ou mais
das posicdes 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 e 322. Em alguns

anticorpos um ou mais dos residuos 234, 236 e 237 sao substituidos
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por alanina. Em alguns anticorpos, o residuo 235 €& substituido por
glutamina. Em alguns anticorpos, o residuo 297 € substituido por
alanina. Em alguns anticorpos, os residuos 318, 320 e 322 séao
substituidos por alanina. Em alguns anticorpos, o residuo 318 é
substituido por valina. Em alguns anticorpos, o residuo 322 é
substituido por glutamina. Anticorpos com a fungao efetora aumentada
incluem anticorpos unicos S239D e 1332E e os duplo e triplo mutantes
S239D/I1332E e S239D/I332E/A330L (numeragao Kabat).

2. Anticorpos Policlonais

[000237] Anticorpos policlonais podem ser preparados como descrito
acima pela imunizagao de um individuo adequado com um imundgeno.
O titulo de anticorpo no individuo imunizado pode ser monitorado em
algum tempo por técnicas padrao, tais como com um ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) usando o antigeno alvo
imobilizado. Se desejado, as moléculas de anticorpo direcionadas
contra o antigeno-alvo podem ser isoladas do mamifero (por exemplo,
do sangue) e ainda purificadas por técnicas bem conhecidas, tais
como cromatografia em Sepharose proteina A um para obtencdo da
fracdo anticorpo, por exemplo, IgG,. Em um tempo apropriado apds
imunizagao, por exemplo, quando os titulos de anticorpo antiantigeno
sao 0s mais altos, células produtoras do anticorpo podem ser obtidas
do individuo e usadas para preparar anticorpos monoclonais por
técnicas-padréo, tal como a técnica de hibridoma originalmente
descrita por Kohler e Milstein (1975) Nature 256:495-497) (ver
também, Brown et al. (1981) J. Immunol. 127:539-46; Brown et al.
(1980) J. Biol. Chem.255:4980-83; Yeh et al. (1976) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76:2927-31; e Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269 a 75).
Para a preparacao de anticorpos policlonais quiméricos, ver Buechler
et al. Patente Americana N2 6.420.113.

3. Anticorpos Monoclonais
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[000238] Qualquer dos muitos protocolos bem conhecidos usados
para fusionar linfocitos e linhagens celulares imortalizadas pode ser
aplicado com o objetivo de gerar um anticorpo monoclonal (ver, por
exemplo, G. Galfre et al. (1977) Nature 266:55052; Gefter et al.
Somatic Cell Genet., citado supra; Lerner, Yale J. Biol. Med., citado
supra; Kenneth, Monoclonal Antibodies, citado supra). Além disso, a
pessoa versada apreciara que ha muitas variacbes de tais métodos
que também seriam uteis. Tipicamente, a linhagem celular imortal (por
exemplo, uma linhagem celular de mieloma) é derivadaa da mesmas
espécie mamifera que os linfocitos. Por exemplo, hibridomas murinos
podem ser feitos pela fusdo de linfécitos de um camundongo
imunizado com uma preparagao imunogénica da presente invencao
com uma linhagem celular de camundongo imortalizada. Linhagens
celulares imortais preferenciais s&o linhagens celulares de mieloma de
camundongo que sao sensiveis ao meio de -cultura contendo
hipoxantina, aminopterina e timidina ("meio HAT"). Alguma de diversas
linhagens celulares de mieloma pode ser usada como um parceiro de
fusdo de acordo com técnicas-padrao, por exemplo, as linhagens de
mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 ou Sp2/0-Ag14. Estas
linhagens de mieloma estdo disponiveis no ATCC. Tipicamente,
células de mieloma de camundongo sensiveis a HAT s&o fusionadas
aos esplendcitos de camundongo usando polietilenoglicol ("PEG"). As
células de hibridoma que resultam da fusdo entdo sdo selecionadas
usando meio de HAT, que mata as células de mieloma nao fusionadas
e improdutivamente fusionadas (esplendcitos ndo fusionados morrem
apos varios dias porque nao estdo transformados). As células de
hibridoma que produzem um anticorpo monoclonal da invengédo séo
detectadas pelo rastreamento dos sobrenadantes da cultura de
hibridoma por anticorpos que se ligam a um antigeno-alvo, por

exemplo, um AR, usando um ensaio ELISA padrao.
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4. Anticorpos Recombinantes

[000239] Em alternativa a preparacado de hibridomas secretores de
anticorpos monoclonais, um anticorpo monoclonal pode ser
identificado e isolado pelo rastreamento de uma biblioteca de
imunoglobulina combinatéria recombinante (por exemplo, uma
biblioteca de exposi¢cao de fago de anticorpo) com um antigeno-alvo
para isolar por meio disso, membros da biblioteca de imunoglobulina
que se ligam ao antigeno-alvo. Conjuntos para geragdo e
rastreamento de Dbibliotecas de exposicdo de fago estédo
comercialmente disponiveis (por exemplo, Pharmacia Recombinant
Phage Antibody System, N2 de Catalogo 27-9400-01; e Stratagene
SurfZAP® Phage Display Kit, N2 de Catalogo 240612).
Adicionalmente, exemplos de métodos e reagentes particularmente
acessiveis para uso na geragao e rastreamento de biblioteca de
exposi¢cao de anticorpo podem ser encontrados em, por exemplo,
Ladner et al. Patente Americana N2 5.223.409; Kang et al. Publicagao
WO 92/18619; Dower et al. Publicagao
Internacional PCT WO 91/17271; Winter et al. Publicacdo
Internacional PCT WO 92/20791; Markland et al. Publicagao
Internacional PCT N2 WO 92/15679; Breitling et al. Publicacéo
Internacional PCT WO 93/01288; McCafferty et al. Publicagéo
WO 92/01047; Garrard et al. Publicacao
WO 92/09690; Ladner et al. Publicagao
Internacional PCT N2 WO 90/02809; Fuchs et al. (1991)
Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod.
Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281;
Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol.
Biol. 226:889-896; Clarkson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et
al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-3580; Garrad et al.
(1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc.

Internacional PCT
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Acid Res. 19:4133-4137; Barbas et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:7978-7982; e McCafferty et al. Nature (1990) 348:552-554.

5. Anticorpos Quiméricos e Humanizados

[000240] Adicionalmente, anticorpos recombinantes, tais como
anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados, compreendendo
tanto porcdes humanas como ndao humanas, que podem ser feitas
usando técnicas de DNA recombinante padrdo, estdo dentro do
escopo da invencao.

[000241] O termo "imunoglobulina humanizada" ou "anticorpo
humanizado" refere-se a uma imunoglobulina ou anticorpo que inclui
pelo menos uma imunoglobulina ou cadeia de anticorpo humanizada
(isto é, pelo menos uma cadeia leve ou pesada humanizada). O termo
"cadeia de imunoglobulina humanizada" ou "cadeia do anticorpo
humanizado" (isto é, "uma cadeia leve da imunoglobulina humanizada"
ou "cadeia pesada da imunoglobulina humanizada") refere-se a uma
imunoglobulina ou cadeia de anticorpo (isto €, uma cadeia leve ou
pesada, respectivamente) tendo uma regido variavel que inclui uma
regido variavel de regido conservada substancialmente de uma
imunoglobulina ou anticorpo humanos e regides de determinagao de
complementaridade (CDRs) (por exemplo, pelo menos uma CDR,
preferencialmente duas CDRs, mais preferencialmente trés CDRs)
substancialmente de uma imunoglobulina ou anticorpo n&do humanos,
e além disso inclui regides constantes (por exemplo, pelo menos uma
regido constante ou por¢édo da mesma, no caso de uma cadeia leve, e
trés regides constantes no caso de uma cadeia pesada). O termo
"regido variavel humanizada" (por exemplo, a "regido variavel da
cadeia leve humanizada" ou "regido variavel da cadeia pesada
humanizada") refere-se a uma regido variavel que inclui uma regido
conservada variavel substancialmente de uma imunoglobulina ou

anticorpo humanos e regides de determinagao de complementaridade
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(CDRs) substancialmente de uma imunoglobulina ou anticorpo ndo
humanos.

[000242] A frase "substancialmente de uma imunoglobulina ou
anticorpo humanos" ou "substancialmente humano" significa que,
quando alinhada a uma sequéncia amino humana de imunoglobulina
ou anticorpo para fins de comparacéao, a regido compartilha identidade
de pelo menos 80 a 90%, 90 a 95%, ou 95 a 99% (isto &, identidade de
sequéncia local) com a regidao sequéncia da regido conservada ou
constante humana, permitindo, por exemplo, substituicdes
conservativas, substituicbes de sequéncia consenso, substituicdes de
linhagem germinativa, retromutagcées e similares. A introducdo de
substituicdes conservativas, substituicbes de sequéncia consenso,
substituicdes de linhagem germinativa, retromutagdes, e similares, &
muitas vezes referida como "otimizagdo" de um anticorpo ou cadeia
humanizada. A frase "substancialmente de uma imunoglobulina nao
humana ou anticorpo" ou "substancialmente ndo humano" significa ter
uma sequéncia de imunoglobulina ou anticorpo pelo menos 80 a 95%,
preferencialmente pelo menos 90 a 95%, mais preferencialmente,
96%, 97%, 98%, ou 99% idéntico aquela de um organismo nao
humano, por exemplo, um mamifero ndo humano.

[000243] Consequentemente, todas as regides ou residuos de uma
imunoglobulina ou anticorpo humanizados, ou de uma imunoglobulina
ou cadeia de anticorpo humanizado, exceto as CDRs, sao
substancialmente idénticos as regides correspondentes ou aos
residuos de uma ou mais sequéncias de imunoglobulina humana
nativas. O termo "regido correspondente” ou "residuo correspondente”
refere-se a uma regiao ou residuo em um segundo aminoacido ou
sequéncia nucleotidica que ocupa a mesma (isto €, equivalente)
posicdo que uma regido ou residuo em um primeiro aminoacido ou

sequéncia nucleotidica, quando as primeiras e segundas sequéncias
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sao otimamente alinhadas para fins de comparacao.

[000244] O termo ‘"identidade significante" significa que duas
sequéncias polipeptidicas, quando otimamente alinhadas, tal como
pelos programas GAP ou BESTFIT usando de pesos de lacuna pré-
configurados, compartilhando identidade de sequéncia de pelo menos
50 a 60%, identidade de sequéncia preferencialmente de pelo menos
60 a 70%, identidade de sequéncia mais preferencialmente de pelo
menos 70 a 80%, identidade de sequéncia mais preferencialmente de
pelo menos 80 a 90%, identidade de sequéncia ainda mais
preferencialmente de pelo menos 90 a 95%, e identidade de sequéncia
ainda mais preferencialmente de pelo menos 95% ou mais (por
exemplo, identidade de sequéncia de 99% ou mais). O termo
"identidade substancial" significa que duas sequéncias polipeptidicas,
quando otimamente alinhadas, tal como pelos programas GAP ou
BESTFIT usando pesos de lacuna pré-configurados, compartilhando
identidade de sequéncia de pelo menos 80 a 90%, identidade de
sequéncia preferencialmente de pelo menos 90 a 95%, e identidade de
sequéncia mais preferencialmente de pelo menos 95% ou mais (por
exemplo, identidade de sequéncia de 99% ou mais). Para a
comparacao de sequéncia, tipicamente uma sequéncia atua como
uma sequéncia de referéncia, com a qual as sequéncias de teste séo
comparadas. Usando um algoritmo de comparacdo de sequéncia, as
sequéncias teste e de referéncia séo introduzidas em um computador,
as coordenadas de subsequéncia séo indicadas, se necessario, € 0s
parametros do programa do algoritmo de sequéncia s&o indicados. O
algoritmo de comparacgao de sequéncia entdo calcula a identidade de
sequéncia percentual da sequéncia(s) teste em realcdo a sequéncia
de referéncia, com base nos parametros de programa indicados.
[000245] O alinhamento 6timo de sequéncias por comparacéo pode

ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de homologia local de
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Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), pelo algoritmo de
alinhamento por homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443 (1970), pela busca do método de similaridade de Pearson &
Lipman, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por
implementagdes computadorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA e TFASTA no Pacote de Programas Wisconsin Genetics,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), ou pela
inspecao visual (ver genericamente Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology). Um exemplo do algoritmo que € adequado para
determinar a identidade de sequéncia percentual e a similaridade de
sequéncia é o algoritmo BLAST, que é descrito em Altschul et al., J.
Mol. Biol. 215:403 (1990). O programa para realizar analises no
BLAST €& publicamente disponivel pelo Natinal Center for
Biotechnology Information (publicamente acessivel pelo servidor de
Internet do National Institutes of Health NCBI). Tipicamente,
parametros de programa de pré-configurados podem ser usados para
realizar a comparacdo de sequéncia, embora parametros
personalizados também possam ser usados. Para sequéncias de
aminoacido, o programa BLASTP usa como pré-configurados um
wordlength (W) de 3, uma expectativa (E) de 10, e a matriz de
marcagao BLOSUMG62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10915 (1989)).

[000246] Preferencialmente, as posicbes de residuo que nao sao
idénticas  diferenciam-se  por  substituicdes de aminoacido
conservativas. Para fins de classificar substituicbes de aminoacidos
como conservativas ou ndo conservativas, os aminoacidos s&o
agrupados como se segue: Grupo | (cadeias laterais hidrofébicas): leu,
met, ala, val, leu, ile; Grupo Il (cadeias laterais hidrofilicas neutras):
cys, ser, thr; Grupo lll (cadeias laterais acidicas): asp, glu; Grupo IV

(cadeias laterais basicas): asn, gin, his, lys, arg; Grupo V (residuos
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que influenciam na orientagao da cadeia): gly, pro; e Grupo VI (cadeias
laterais aromaticas): trp, tyr, phe. Substituigbes conservativas
envolvem substituicdes entre aminoacidos da mesma classe.
Substituicbes ndo conservativas constituem a troca de um membro de
uma destas classes por um membro de outra.

[000247] Preferencialmente, imunoglobulinas ou anticorpos
humanizados se ligam ao antigeno com uma afinidade que esta dentro
de um fator de trés, quatro ou cinco daquela do anticorpo nao
humanizado correspondente. Por exemplo, se o anticorpo néo
humanizado tiver uma afinidade de ligacdo de 10°° M, os anticorpos
humanizados terdo uma afinidade de ligagdo de pelo menos 3 x 108
M, 4 x 108 M, 5 108 x M, ou 10° M. Descrevendo as propriedades de
ligagdo de uma imunoglobulina ou cadeia de anticorpo, a cadeia pode
ser descrita com base na sua capacidade de "dirigir a ligagdo ao
antigeno (por exemplo, AB)". Uma cadeia é dita "dirigir a ligagdo ao
antigeno" quando confere a uma imunoglobulina ou anticorpo intacto
(ou fragmento de ligagao ao antigeno do mesmo) uma propriedade de
ligacdo ou afinidade de ligagéo especificas. Uma mutagao € dita (por
exemplo, uma retromutacao) afetar substancialmente a capacidade de
uma cadeia pesada ou leve de dirigir a ligagdo ao antigeno se ela
afetar (por exemplo, reduz) a afinidade de ligacdo de uma
imunoglobulina ou anticorpo intacta (ou fragmento de ligacdo ao
antigeno do mesmo) compreendendo a dita cadeia em pelo menos
uma ordem de magnitude em comparagao com aquela do anticorpo
(ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo) compreendendo de
uma cadeia equivalente sem a dita mutacdo. Uma mutacio "nao afeta
substancialmente (por exemplo, reduz) a capacidade de uma cadeia
de dirigir a ligagdo ao antigeno" se ela afetar (por exemplo, reduzir) a
afinidade de ligacdo de uma imunoglobulina ou anticorpo intacta (ou

fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo) compreendendo a dita
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cadeia em somente um fator de dois, trés ou quatro daquela do
anticorpo (ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo)
compreendendo uma cadeia equivalente sem a dita mutacao.

[000248] O termo "imunoglobulina quimérica" ou anticorpo refere-se
a uma imunoglobulina ou anticorpo cujas regides variaveis derivam de
uma primeira espécie e cujas regides constantes derivam de uma
segunda espécie. As imunoglobulinas quiméricas ou os anticorpos
podem ser construidos, por exemplo, por engenharia genética, a partir
de segmentos génicos de imunoglobulina pertencentes a espécies
diferentes. Os termos "imunoglobulina humanizada" ou "anticorpo
humanizado" n&o sdo destinados a englobar imunoglobulinas ou
anticorpos quiméricos, como definidos infra. Embora imunoglobulinas
ou anticorpos humanizados sejam quiméricos na sua construgéo (isto
€, compreendem regides da proteina de mais de uma espécie), eles
incluem caracteristicas adicionais (isto €&, regides variaveis
compreendendo os residuos da CDR doadora e residuos da regido
conservada aceptora) nado encontradas em imunoglobulinas ou
anticorpos quiméricos, como definido neste pedido.

[000249] Tais anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados
podem ser produzidos por técnicas de DNA recombinante conhecidas
na técnica, por exemplo, usando métodos descritos em Robinson et al.
Pedido de Patente Internacional N¢ PCT/US86/02269; Akira, et al.
Pedido de Patente Europeia 184.187; Taniguchi, M., Pedido de
Patente Europeia 171.496; Morrison et al. Pedido de Patente Europeia
173.494; Neuberger et al. Publicagdo Internacional PCT N¢ WO
86/01533; Cabilly et al. Patente Americana No. 4.816.567; Cabilly et al.
Pedido de Patente Europeia 125.023; Better et al. (1988) Science
240:1041-1043; Liu et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-
3443; Liu et al. (1987) J. Immunol. 139:3521-3526; Sol et al. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura et al. (1987) Canc.
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Res. 47:999-1005; Wood et al. (1985) Nature 314:446-449; e Shaw et
al. (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison, S. L. (1985)
Science 229:1202-1207; Oi et al. (1986) BioTechniques 4:214; Winter
Patente Americana 5.225.539; Jones et al. (1986) Nature 321:552-525;
Verhoeyan et al. (1988) Science 239:1534; e Beidler et al. (1988) J.
Immunol. 141:4053-4060. Os agentes terapéuticos também incluem
miméticos de anticorpos, tais como miméticos da regido de
determinacédo de complementaridade (CDR).

6. Anticorpos Humanos de Animais Transgénicos e Exposi¢ao de Fago
[000250] Alternativamente, € agora possivel produzir animais
transgénicos (por exemplo, camundongos) que sao capazes, sob
imunizagdo, de produzir um repertorio completo de anticorpos
humanos na auséncia da producido de imunoglobulina endégena. Por
exemplo, foi descrito que a delegcdo homozigota do gene da regido de
juncdo da cadeia pesada do anticorpo (JH) em camundongos
quiméricos e mutantes de linhagem germinativa resulta na inibicdo
completa da producdo enddgena de anticorpo. A transferéncia do
arranjo génico de imunoglobulina de linhagem germinativa humana em
tais camundongos mutantes de linhagem germinativa resulta na
producéo de anticorpos humanos sob o desafio por antigeno. Ver, por
exemplo, Patentes Americanas N2 6.150.584; 6.114.598 e 5.770.429.
[000251] Anticorpos totalmente humanos também podem ser
derivados de bibliotecas de exposi¢cdo de fago (Hoogenboom et al., J.
Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597
(1991)). Anticorpos policlonais quiméricos também podem ser obtidos
a partir de bibliotecas de exposicao de fago (Buechler et al. Patente
Americana N2 6.420.113).

7. Anticorpos Biespecificos, Polipeptideos de Fusdo a Anticorpo e
Anticorpos de Cadeia Unica

[000252] Anticorpos biespecificos (BsAbs) sdo anticorpos que tém
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especificidades de ligagdo por pelo menos dois epitopos diferentes.
Tais anticorpos podem ser derivados de anticorpos de completos ou
fragmentos de anticorpo (por exemplo, anticorpos biespecificos
F(ab)2). Meétodos para produzir anticorpos biespecificos sé&o
conhecidos na técnica. A producéo tradicional anticorpos biespecificos
completos € baseada na coexpressao de dois pares de cadeias leves
e cadeias pesadas de imunoglobulina, onde as duas cadeias tém
especificidades diferentes (Millstein et al., Nature, 305:537-539
(1983)). Por causa da variedade randdbmica das cadeias pesadas e
leves de imunoglobulina, estes hibridomas (quadromas) produzem
uma mistura potencial de diferentes moléculas de anticorpo (ver, WO
93/08829 e em Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991)).
[000253] Anticorpos biespecificos também incluem anticorpos
interligados ou "heteroconjugados”. Por exemplo, um dos anticorpos
no heteroconjugado pode ser ligado a avidina, o outro a biotina ou
outra carga util. Os anticorpos do heteroconjugado podem ser feitos
usando qualquer método de interligacdo adequado. Agentes de
interligacdo adequados sdo bem conhecidos na técnica, e sao
revelados na Patente Americana N2 4.676.980, junto com diversas
técnicas de interligacao.

[000254] Ainda em outro aspecto, o anticorpo pode ser fusionado,
quimica ou geneticamente, a uma carga util, tal como uma porg¢ao
reativa, detectavel ou funcional, por exemplo, uma imunotoxina para
produzir um polipeptideo de fusdo ao anticorpo. Tais cargas uteis
incluem, por exemplo, imunotoxinas, quimioterapicos, e radioisétopos,
todos os quais sdo bem conhecidos na técnica.

[000255] Anticorpos de cadeia unica sdo também adequados para
estabilizacdo de acordo com a invencgao. Os fragmentos compreendem
um dominio variavel da cadeia pesada (VH) unido a um dominio

variavel da cadeia leve (VL) com um ligador, que permite a cada

Peticiio 870220082684, de 12/09/2022, pég. 152/225



146/200

regiao variavel interrelacionar-se uma com a outra e recriar a bolsa de
ligacdo ao antigeno do anticorpo parental do qual as regides VL e VH
sdo derivadas. Ver Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).
[000256] E entendido que qualquer molécula polipeptidica
precedente, sozinha ou em combinacdo, é adequada para a
preparagdao como formulagdes estabilizadas de acordo com a
invencao.

XI. Individuos Sucetiveis ao Tratamento

[000257] Individuos ou pacientes sucetiveis ao tratamento incluem
individuos em risco de doenca, mas nao exibindo sintomas, bem como
pacientes ha pouco exibindo sintomas. Por isso, os presentes métodos
podem ser administrados profilaticamente a populacdo geral sem a
necessidade de qualquer estimativa do risco do paciente sujeito. Os
presentes métodos sido especialmente uteis para individuos que
realmente tém um risco genético conhecido de desordens autoimunes.
Tais individuos incluem aqueles tendo parentes que experimentaram
esta doenca e aqueles cujo risco é determinado pela analise de
marcadores genéticos ou bioquimicos.

[000258] Pacientes que sofrem de amiloidose AA podem ser
assintomaticos por um periodo de tempo prolongado. Por isso, o
diagnéstico clinico da amiloidose AA muitas vezes é retardado ou n&o
obtido até que os depdsitos amiloides sejam extensos. Para aqueles
pacientes que sao sintomaticos, estima-se que somente 53% dos
casos sao diagnosticados. Ver L.E.K. Consulting, Independent Market
Research (2003).

[000259] A invencédo fornece métodos uteis para tratar ou efetuar
profilaxia de uma doenca caracterizada pela deposicdo de uma
proteina amiloide, tal como, por exemplo, as doencas descritas acima,
incluindo as listadas na Tabela 1. Alguns métodos s&o uteis para tratar

ou efetuar profilaxia de uma doenca caracterizada pela deposicao de
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uma proteina amiloide compreendendo a sequéncia de aminoacidos
ED. Em alguns métodos, se a proteina amiloide compreender a
sequéncia de aminoacidos AEDV, entdo o anticorpo néo é
administrado para tratar ou efetuar profilaxia de mal de Alzheimer ou
Déficit Cognitivo Brando. A proteina amiloide pode ser alguma das
proteinas amiloides descritas acima, incluindo as listadas na Tabela 1,
tal como, por exemplo, proteina amiloide A sérica, proteina da cadeia
leve da imunoglobulina, tal como, por exemplo, VA6 Wil ou VK,
polipeptideo precursor amiloide da ilhota humana (IAPP), peptideo
amiloide beta, transtiretina (TTR) ou ApoA1.

[000260] Os presentes métodos sao especialmente uteis para
individuos que realmente tém um risco conhecido, sdo suspeitos de
ter, ou foram diagnosticados com amiloidose AA ou amiloidose AL.
Tais individuos incluem, mas nao sdo limitados aos que tém doencas
inflamatdrias cronicas, doencas inflamatérias hereditarias e infecgdes
microbianas crdénicas, tais como artrite reumatoide, artrite cronica
juvenil, espondilite anquilosante, psoriase, artropatia psoriatica,
sindrome de Reiter, doenca de Still do Adulto, sindrome de Behcet,
doenca de Crohn, Febre Mediterranea Familial, lepra, tuberculose,
bronquiectasia, ulceras de decubito, polinefrite crdonica, osteomielite,
doenga de Whipple, mieloma, macroglobulinemia, discrasia de
imunécito, gamopatia monoclonal, discrasia oculta. Condicoes
inflamatérias e infecciosas crénicas sao pré-requisito para o
desenvolvimento de amiloidose AA e amiloidose AL manifestada pela
amiloidose nodular local pode ser associada com doencas
inflamatdrias cronicas. Individuos que realmente tém risco conhecido
de amiloidose AA também incluem, mas nao sdo limitados aos que
tém neoplasias malignas como linfoma de Hodgkin, carcinoma renal,
carcinomas de intestino, pulméao e trato urogenital, carcinoma de célula

basal e leucemia de célula cabeluda. Adicionalmente, individuos que
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realmente tém risco conhecido de amiloidose AA também incluem,
mas nao sao limitados aos que tém desordens linfoproliferativas, tais
como Doenca de Castleman.

[000261] Tanto em pacientes assintomaticos como em sintomaticos,
o tratamento pode comecar em qualquer momento antes ou apdés
diagnostico de doengas amiloides AA ou AL subjacentes. O tratamento
tipicamente implica multiplas dosagens por um periodo de tempo. O
tratamento pode ser monitorado pela analise de anticorpo, das
respostas de célula T (um efeito colateral) ou de célula B ativadas pelo
agente terapéutico (por exemplo, peptideo AA), ou empregando
Cintilografia de SAP radiomarcada ao longo do tempo. Se a resposta
cair, uma dosagem de reforgo auxiliar € indicada.

Xll. Regimes de Tratamento

[000262] Em geral, regimes de tratamento envolvem a administragao
de um agente eficaz para induzir uma resposta imunogénica a uma
proteina amiloide, e preferencialmente a uma forma agregada de tal
proteina amiloide, tal como, por exemplo, AA ou AL. Preferencialmente
um fragmento imunogénico de AA ou AL ou um fragmento de X1EDX>
sdo administrados a um paciente. Em aplicagbes profilaticas, as
composicdes farmacéuticas ou medicamentos sdo administrados a um
paciente suscetivel, ou de outra maneira em risco de, amiloidose, tal
como Amiloidose AA ou amiloidose AL, em uma quantidade suficiente
para eliminar ou reduzir o risco, diminuir a severidade ou retardar o
inicio da doencga, incluindo sintomas fisiolégicos, bioquimicos,
histolégicos e/ou comportamentais da doenga, suas complicagdes e
apresentacdo de fendtipos patologicos intermediarios apresentados
durante o desenvolvimento da doenca. Em aplicacdes terapéuticas,
um agente € administrado a um paciente suspeito, ou ja sofrendo de
tal doenga em um regime compreendendo uma quantidade e

frequéncia de administracdo do agente suficientes para curar, ou pelo

Peticiio 870220082684, de 12/09/2022, pég. 155/225



149/200

menos parcialmente deter, ou inibir a deterioracdo dos sintomas da
doenca (fisioldgicos, bioquimicos, histologicos e/ou comportamentais),
incluindo suas complicacdes e fendtipos patoldgicos intermediarios no
desenvolvimento da doenca. Em alguns métodos, a administracdo do
agente reduz ou elimina a sintomatologia precoce em pacientes que
ainda nao desenvolveram patologia caracteristica de amiloidose Al ou
AA. Uma quantidade adequada para realizar o tratamento terapéutico
ou profilatico é definida como uma dose terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz. Uma combinacdo de quantidade e frequéncia
de dosagem adequadas para realizar o tratamento terapéutico ou
profildtico é definida como um regime terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz. Tanto em regimes profilaticos como
terapéuticos, os agentes sdo normalmente administrados em varias
dosagens até que uma resposta imune suficiente tenha sido
alcancada. Uma dosagem e frequéncia de administragdes adequadas
para realizar o tratamento terapéutico ou profilatico sdo definidas como
um regime terapeuticamente ou profilaticamente eficaz. Tipicamente, a
resposta imune do paciente € monitorada e dosagens repetidas séo
fornecidas se a resposta imune comecar a declinar. A resposta imune
pode ser monitorada pela detec¢cao de anticorpos, por exemplo, para
AA ou AL no sangue no paciente ou pela detecgdo de niveis de, por
exemplo, AA ou AL.

[000263] Doses eficazes dos agentes e composi¢des da presente
invencdo, para o tratamento das condigdes descritas acima variam
dependendo de muitos fatores diferentes, incluindo meios de
administracdo, sitio visado, estado fisiolégico do paciente, se o
paciente € humano ou um animal, outras medica¢des administradas, e
se o tratamento é profilatico ou terapéutico. Normalmente, o paciente é
um mamifero humano, mas n&o humanos incluindo mamiferos

transgénicos também podem ser tratados. Dosagens de tratamento
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tém que ser tituladas para otimizar seguranca e eficacia. A quantidade
do imunégeno depende de se o adjuvante também €& administrado,
com dosagens superiores sendo necessarias na auséncia do
adjuvante. A quantidade de um imundégeno para administracdo as
vezes varia de 1 a 500 ug por paciente e mais usualemnte de 5 a 500
Mg por injecdo para administracdo humana. Ocasionalmente, uma
dose superior de 1 a 2 mg por injecdo € usada. Tipicamente pelo
menos 10, 20, 50 ou 100 ug sao usados para cada injecao humana. A
massa do imundgeno também depende da proporgdo de massa do
epitopo imunogénico no imundégeno para a massa do imundgeno em
conjunto. Tipicamente, 10 a 10° micromols de epitopo imunogénico
sao usados por micrograma de imundgeno. A determinagao do tempo
das inje¢des pode variar significativamente de uma vez por dia, a uma
vez por ano, a uma vez por década. Em qualquer dado dia que uma
dosagem do imundgeno é dada, a dosagem €& maior do que 1
Mg/paciente e normalmente maior do que 10 pg/paciente se o
adjuvante também for administrado, e maior do que 10 pg/paciente e
normalmente maior do que 100 pg/paciente na auséncia do adjuvante.
Um regime tipico consiste de uma imunizac&o seguida por injecdes de
reforco em intervalos de tempo, tais como intervalos de 6 semanas.
Outro regime consiste em uma imunizagdo seguida por inje¢cdes de
reforco 1, 2 e 12 meses depois. Outro regime implica uma injecao a
cada dois meses de vida. Alternativamente, as injecbes de reforgo
podem ser em uma base irregular como indicado pelo monitoramento
da resposta imune.

[000264] Doses de acidos nucleicos que codificam imunégenos
variam de aproximadamente 10 nga 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 pg a 10
mg, ou 30 a 300 ug de DNA por paciente. Doses de vetores virais
infecciosos variam de 10 a 100, ou mais, virions por dose.

[000265] Para imunizagao passiva com um anticorpo (em terapias de
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combinagao), a dosagem varia de aproximadamente 0,0001 a 100
mg/kg, 0,5 a menos de 5 mg/kg, e mais usualmente 0,01 a 5 mg/kg,
0,5 a 3 mg/kg, de peso corporal do hospedeiro. Por exemplo, as
dosagens podem ser 1 mg/kg de peso corporal ou 10 mg/kg de peso
corporal ou na faixa de 1 a 10 mg/kg ou em outras palavras, 70 mg ou
700 mg ou na faixa de 70 a 700 mg, respectivamente, para um
paciente de 70 kg. Como um exemplo adicional, dosagens podem ser
de menos de 5 mg/kg de peso corporal ou 1,5 mg/kg de peso corporal
ou dentro da faixa de 0,5 a 1,5 mg/kg, preferencialmente pelo menos
1,5 mg/kg. Um regime de tratamento exemplar implica na
administracdo de uma vez a cada duas semanas ou uma vez por més
ou uma vez a cada 3 a 6 meses. Em alguns métodos, dois ou mais
anticorpos monoclonais com especificidades de ligacao diferentes sao
administrados simultaneamente, caso em que a dosagem de cada
anticorpo administrado esta incluida nas faixas indicadas. O anticorpo
€ normalmente administrado em ocasides multiplas. Os intervalos
entre dosagens unicas podem ser semanais, mensais ou anuais. Os
intervalos também podem ser irregulares, como indicado pela medida
dos niveis sanguineos do anticorpo para AA no paciente. Em alguns
meétodos, a dosagem € ajustada para alcancar uma concentragcio
plasmatica de anticorpo de 1 a 1000 ug/ml e em alguns métodos 25 a
300 pg/ml. Alternativamente, o anticorpo pode ser administrado como
uma formulacao de liberagao sustentada, caso em que administracao
menos frequente € necessaria. A dosagem e frequéncia variam
dependendo da meia-vida do anticorpo no paciente. Em geral, os
anticorpos humanos mostram meia-vida mais longa, seguida por
anticorpos humanizados, anticorpos quiméricos e anticorpos néao
humanos. A dosagem e frequéncia de administragdo podem variar
dependendo de se o tratamento € profilatico ou terapéutico. Em

aplicagbes profilaticas, uma dosagem relativamente baixa ¢
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administrada em intervalos relativamente nao frequentes ao longo de
um longo periodo de tempo. Alguns pacientes continuam recebendo o
tratamento pelo resto de suas vidas. Em aplica¢gdes terapéuticas, uma
dosagem relativamente alta em intervalos relativamente curtos é as
vezes necessaria até que a progressao da doencga seja reduzida ou
descontinuada, e preferencialmente até que o paciente mostre
melhora parcial ou completa dos sintomas da doenca. Apds isso, a
patente pode ser administrada em um regime profilatico.

[000266] Agentes para induzir uma resposta imune podem ser
administrados por meios parenterais, topicos, intravenosos, orais,
subcutaneos, intra-arteriais, intracranianos, intraperitoniais, intranasais
ou intramusculares para tratamento profilatico e/ou terapéutico. A via
de administragcdo mais tipica para um agente imunogénico € a
subcutanea, embora outras vias possam ser igualmente eficazes. A
proxima via mais comum € a injecao intramuscular. Este tipo de
injecdo € mais tipicamente realizado nos musculos da perna ou brago.
Em alguns métodos, os agentes s&o injetados diretamente em um
tecido especifico onde os depdsitos acumularam-se, por exemplo,
injecao intracraniana. Injegao intramuscular ou infusdo intravenosa sao
preferenciais para administracdo de anticorpo (em terapias de
combinagdo). Em alguns métodos, anticorpos terapéuticos especificos
sao injetados diretamente no cranio. Em alguns métodos, os
anticorpos sao administrados como uma composi¢cao ou dispositivo de
liberacao sustentada, tal como um dispositivo MEDIPAD®.

[000267] Agentes da invengao muitas vezes sdo administrados como
composi¢cdes farmacéuticas compreendendo um agente terapéutico
ativo, isto €, e wuma variedade de outros componentes
farmaceuticamente aceitaveis. Ver Remington’s Pharmaceutical
Science (15th ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania,

1980). A forma preferencial depende do modo de administracdo e
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aplicagao terapéutica desejada. As composi¢gdes também podem
incluir, dependendo da formulacdo desejado, veiculos ou diluentes,
farmaceuticamente aceitaveis, ndo toxicos, que sado definidos como
veiculos comumente usados para formular composicdes farmacéuticas
para administracdo animal ou humana. O diluente é selecionado para
nao afetar a atividade biolégica da combinagcdo. Exemplos de tais
diluentes sdo agua destilada, salina tamponada em fosfato fisioldgica,
solugcdes de Ringer, solugdo de dextrose, e solugdo de Hank. Além
disso, a composicao ou formulagdo farmacéutica também pode incluir
outros veiculos, adjuvantes, ou estabilizadores nao toxicos, nao
terapéuticos, ndo imunogénicos e similares.

[000268] Composigdes farmacéuticas também podem incluir grandes
macromoléculas, lentamente metabolizadas, tais como proteinas,
polissacarideos, tais como quitosana, acidos polilacticos, acidos
poliglicdlicos e copolimeros (tais como SEPHAROSE® latex
funcionalizada, agarose, celulose e similares), aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacido, e agregados lipidicos (tais
como goticulas de 6leo ou lipossomas). Adicionalmente, estes veiculos
podem funcionar como agentes imunoestimuladores (isto ¢,
adjuvantes).

[000269] Para administracdo parenteral, os agentes da invengao
podem ser administrados como dosagens injetaveis de uma solucéo
ou suspensédo da substancia em um diluente fisiologicamente aceitavel
com um veiculo farmacéutico que pode ser um liquido estéril, tal como
Oleos aquosos, salina, glicerol ou etanol. Adicionalmente, substancias
auxiliares, tais como agentes umidificantes ou emulsionantes,
tensoativos, substancias de tamponamento de pH e similares podem
estar presentes em composicoes. Outros componentes de
composi¢cdes farmacéuticas sdo aqueles de origem de petroleo,

animal, vegetal ou sintética, por exemplo, éleo de amendoim, 6leo de
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soja e 6leo mineral. Em geral, glicdis, tais como propilenoglicol ou
polietilenoglicol sdo veiculos liquidos preferenciais, particularmente
para solucgdes injetaveis. Os anticorpos podem ser administrados na
forma de uma preparacédo de implante ou injecdo de armazenamento
que pode ser formulada de tal maneira a permitir uma liberagao
sustentada do ingrediente ativo. Uma composicdo exemplar
compreende o anticorpo monoclonal em 5 mg/mL, formulado em
tampao aquoso composto de L-histidina 50 mM, NaCl 150 mM,
ajustado ao pH 6,0 com HCIl Composigcbes de administragdo
parenteral sao tipicamente substancialmente estéreis, isoténicas e
produzidas sob condicées GMP do FDA ou corpo similar.

[000270] Tipicamente, as composicbes sao preparadas como
injetaveis, como solugcbes ou suspensodes liquidas; formas sodlidas
adequadas para solugao ou suspensido em veiculos liquidos antes da
injecdo também podem ser preparadas. A preparagao também pode
ser emulsionada ou encapsulada em lipossomas ou microparticulas,
tais como polilactideo, poliglicolideo ou copolimero de efeito adjuvante
aumentado, como discutido acima (ver Langer, Science 249, 1527
(1990) e Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119 (1997).
Os agentes desta invencado podem ser administrados na forma de uma
preparagao de implante ou injecdo de armazenamento que pode ser
formulada de tal maneira a permitir uma liberacdo sustentado ou
pulsatil do ingrediente ativo.

[000271] Formulagbes adicionais adequadas para outros modos de
administracao incluem formulagdes orais, intranasais e pulmonares,
supositérios e aplicagdes transdérmicas.

[000272] Para supositorios, ligadores e veiculos incluem, por
exemplo, polialquilenoglicéis ou triglicerideos; tais supositérios podem
ser formados de misturas contendo o ingrediente ativo na faixa de

0,5% a 10%, preferencialmente 1% a 2%. Formulacdes orais incluem
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excipientes, tais como classes farmacéuticas de manitol, lactose,
amido, estearato de magnésio, sacarina sodica, celulose e carbonato
de magnésio. Estas composicbes tomam a forma de solugdes,
suspensdes, comprimidos, pilulas, capsulas, formulacées de liberacao
sustentada ou pos e contém 10% a 95% do ingrediente ativo,
preferencialmente 25% a 70%.

[000273] Aplicagao topica pode resultar em entrega transdérmica ou
intradérmica. Administracdo topica pode ser facilitada pela
coadministragdo do agente com toxina colérica ou derivados
detoxificados ou subunidades dos mesmos ou outras toxinas
bacterianas similares (Ver Glenn et al., Nature 391, 851 (1998)). A
coadministragdo pode ser alcangada usando os componentes como
uma mistura ou como moléculas ligadas obtidas por interligacédo
quimica ou expressdo como uma proteina de fusao.

[000274] Alternativamente, a entrega transdérmica pode ser
alcangada usando uma via cutédnea ou usando transferossomas (Paul
et al., Eur. J. Immunol. 25, 3521-24 (1995); Cevc et al., Biochem.
Biophys. Acta 1368, 201-15 (1998)).

XIll. Regimes de Tratamento de Terapia de Farmaco Combinatéria
[000275] Terapia de combinagcao de acordo com a invencao pode ser
realizada sozinha ou em conjunto com outra terapia para tratar ou
efetuar profilaxia de amiloidose AA. Terapia de combinacao de acordo
com a invengao também pode ser realizada em conjunto com outra
terapia que trata ou efetua a profilaxia de uma doenga amiloide
subjacente, tal como doengas inflamatorias, infecgdes microbianas
cronicas, neoplasias malignas, doencas inflamatérias hereditarias e
desordens linfoproliferativas. Ha grandes quantidades de tratamentos
disponiveis em wuso comercial, em avaliagdo clinica e em
desenvolvimento preé-clinico, que podem ser selecionados para uso

com a invencgao entado revelada para efetuar profilaxia e tratamento da
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amiloidose AA pela terapia de combinacdo de farmaco. Tais
tratamentos podem ser um ou mais compostos selecionados a partir
de, mas nao limitados a varias categorias principais, a saber, (i)
farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs; por exemplo,
detoprofeno, diclofenaco, diflunisal, etodolac, fenoprofeno,
flurbiprofeno, ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno, meclofenameato,
acido mefenamico, meloxicam, nabumeona, naproxeno de sodio,
oxaprozina, piroxicam, sulindac, tolmetina, celecoxibe, rofecoxibe,
aspirina, salicilato de colina, salsalto, e salicilato de sédio e magnésio);
(ii) esteroides (por exemplo, cortisona, dexametasona, hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona, prednisona, triancinolona); (iii)
DMARD:s isto €, farmacos modificadores antirreumaticos (por exemplo,
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, leflunomida, ciclofosfamida,
hidroxicloroquina, sulfasalazina, D-penicilamina, minociclina e ouro);
ou (iv) proteinas recombinantes (por exemplo, ENBREL® (etanercept,
um receptor de TNF soluvel) e REMICADE® (infliximabe) um anticorpo
anti-TNF monoclonal quimérico).

[000276] A duracdo da terapia de combinacdo depende do tipo de
doenca subjacente que é tratada, a idade e condicdo do paciente, o
estagio e tipo da doenga do paciente, e como o paciente responde ao
tratamento. O médico pode observar estreitamente os efeitos da
terapia e fazer qualquer ajuste que seja necessario. Adicionalmente,
uma pessoa que tem um maior risco de desenvolver Amiloidose AA
(por exemplo, uma pessoa que € geneticamente predisposta ou
anteriormente tinha uma desordem inflamatéria ou outras doencas
subjacentes) ou amiloidose AL pode receber tratamento profilatico
para inibir ou retardar o desenvolvimento de agregados AL AA, tais
como fibrilas.

[000277] A dosagem, a frequéncia e o modo de administracdo de

cada componente da combinacdo podem ser controlados
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independentemente. Por exemplo, um composto pode ser
administrado oralmente trés vezes por dia, enquanto o segundo
composto pode ser administrado intramuscularmente uma vez por dia.
Terapia de combinagdo pode ser dada em ciclos periddicos que
incluem periodos de descanso. Compostos também podem ser
formulados em conjunto tal que uma administragdo entregue ambos os
compostos. A combinagdo da invengdo também pode ser fornecida
como componentes do pacote farmacéutico. Os farmacos podem ser
formulados em conjunto ou separadamente e em quantidades de
dosagem individuais. Cada composto € misturado com uma substancia
veiculo adequada, e esta presente geralmente em uma quantidade de
1 a 95% por peso do peso total da composigao.

[000278] A composicdao pode ser fornecida em uma forma de
dosagem que seja adequada para administragdo oral, parenteral (por
exemplo, intravenosa, intramuscular, subcutanea), retal, transdérmica,
nasal, vaginal, inalagées ou ocular. Dessa forma, a composi¢ao pode
estar na forma de, por exemplo, comprimidos, capsulas, pilulas, pés,
granulados, suspensodes, emulsdes, solugdes, géis incluindo hidrogéis,
pastas, pomadas, cremes, curativos, banhos liquidos, dispositivos de
entrega, supositorios, clisteres, injetaveis, implantes, pulverizadores ou
aerossobis. Composicdes farmacéuticas podem ser formuladas de
acordo com a pratica farmacéutica convencional (ver, por exemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, (19th ed.) ed. A.
R. Gennaro, 1995, Mack Publishing Company, Easton, Pa. e
Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick and J.
C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, N.Y.

XIV. Métodos de Monitoramento ou Diagndstico de Amiloidose AA ou
AL

[000279] Meétodos de monitoramento ou diagndstico de amiloidose

AA ou AL incluem a medida das concentracdes plasmaticas de SAA e
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proteina C-reativa, execucdo de bidpsia tecidual (renal, retal, gastrico,
gengival, gordura, glandulas salivares, labiais) e histologia com
marcagdo com Congo Red e/ou imunomarcagdo com anticorpos
especificos dirigidos contra agregados de AA ou AL, tal como fibrilas.
A invencdo fornece métodos de deteccdo de uma resposta ao
anticorpo contra o peptideo AA em um paciente que sofre de ou
suscetivel a Amiloidose AA. Os meétodos sao particularmente uteis
para monitorar um curso de tratamento que é administrado a um
paciente. Os métodos podem ser usados para monitorar tanto o
tratamento terapéutico em pacientes sintomaticos como o tratamento
profilatico em pacientes assintomaticos. Alguns métodos envolvem a
determinacdo de um valor de base de uma resposta ao anticorpo em
um paciente antes da administracdo de uma dosagem de um agente
imunogénico, e compara-lo com um valor de resposta imune apds o
tratamento. Um aumento significante (isto €, maior do que a margem
tipica de erro experimental em medidas repetidas da mesma amostra,
expressa em um desvio-padrao das médias de tais medidas) no valor
da resposta do anticorpo sinaliza um resultado de tratamento positivo
(isto é, que a administracdo do agente alcangou ou aumentou uma
resposta imune). Se o valor da resposta do anticorpo ndo se modificar
significativamente, ou reduzir, um resultado de tratamento negativo &
indicado. Em geral, é esperado que pacientes que sofrem um curso
inicial de tratamento com um agente imunogénico mostrem um
aumento na resposta ao anticorpo com dosagens sucessivas, que
eventualmente alcanga um platd. A administragdo do agente é
geralmente continuada enquanto a resposta ao anticorpo esta
aumentando. A obtencao do platé € um indicador de que o tratamento
administrado pode ser descontinuado ou reduzido em dosagem ou
frequéncia.

[000280] Em outros métodos, um valor controle (isto é, uma média e
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desvio-padrao) de uma resposta ao anticorpo é determinado para uma
populagdo controle. Tipicamente os individuos na populagado controle
nao receberam tratamento prévio. Os valores medidos da resposta ao
anticorpo em um paciente apos administracdo de um agente
terapéutico entdo sao comparados com o valor controle. Um aumento
significante em relagcéo ao valor controle (por exemplo, maior do que o
desvio-padrdao da média) sinaliza um resultado de tratamento positivo.
Uma falta de aumento significante ou uma reducgdo sinaliza um
resultado de tratamento negativo. A administracdo do agente é
geralmente continuada enquanto a resposta ao anticorpo esta
aumentando em relacdo ao valor controle. Como antes, a obtencao de
um platdé em relacdo aos valores controle € um indicador de que a
administragcéo do tratamento pode ser descontinuada ou reduzida em
dosagem ou frequéncia.

[000281] Em outros meétodos, um valor controle de resposta ao
anticorpo (por exemplo, uma média e desvio-padréo) € determinado a
partir de uma populacdo controle de individuos que sofreram o
tratamento com um agente terapéutico e cujas respostas ao anticorpo
alcancaram um platé em resposta ao tratamento. Os valores medidos
de resposta ao anticorpo em um paciente sdo comparados com o valor
controle. Se o nivel medido em um paciente n&o for significativamente
diferente (por exemplo, mais de um desvio-padrao) do valor controle, o
tratamento pode ser descontinuado. Se o nivel em um paciente estiver
significativamente abaixo do valor controle, a administracao
continuada do agente € garantida. Se o nivel no paciente persistir
abaixo do valor controle, entdo uma modificacdo no regime de
tratamento, por exemplo, uso de um adjuvante diferente, fragmento ou
desvio da administracdo passiva pode ser indicado.

[000282] Em outros métodos, um paciente que néo esta recebendo

atualemnte o tratamento, mas sofreu um curso prévio de tratamento é
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monitorado para resposta ao anticorpo para determinar se um
recomeco do tratamento € necessario. O valor medido da resposta ao
anticorpo no paciente pode ser comparado com um valor de resposta
ao anticorpo anteriormente alcangado no paciente apds um curso
prévio de tratamento. Uma reducéo significante em relacdo a medida
prévia (isto €, maior do que uma margem tipica de erro em medidas
repetidas da mesma amostra) € uma indicagao que o tratamento pode
ser retomado. Alternativamente, o valor medido em um paciente pode
ser comparado com um valor controle (média mais desvio-padrao)
determinado em uma populagao de pacientes apds sofrer um curso do
tratamento. Alternativamente, o valor medido em um paciente pode ser
comparado com um valor controle em populagbes de pacientes
profilaticamente tratados que permanecem sem os sintomas da
doenca, ou populacdes de pacientes terapeuticamente tratados que
mostram melhora de caracteristicas de doenca. Em todos estes casos,
uma redugao significante em relagéo ao nivel controle (isto €, mais que
um desvio-padrao) é um indicador de que o tratamento deve ser
retomado em um paciente.

[000283] Alguns métodos empregam Cintilografia de componente P
amildide sérico marcado com iodo-123 ou marcado com iodo-125 ('%3I-
SAP ou '?|-.SAP). '2I-SAP ou '®I-SAP s3o injetados
intravenosamente em pacientes e examinados com camera gama. A
cintilografia com SAP radiomarcada € um método util para monitorar a
progressdo de amiloidose em pacientes e avaliar tratamentos. E
especifica para o amiloide e pode ser usada para monitorar
quantitativamente a posicao e a quantidade de depdsitos amiloides em
pacientes. '|-SAP e '?°|-SAP ndo se acumulam em individuos
saudaveis ou em pacientes ndo amiloides. Cintilografia com SAP
radiomarcada pode ser usada para monitorar a renovacgao dinamica do

amiloide, e pode avaliar a eficacia de tratamentos direcionados a
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depdsitos amiloides regredidos. Além disso, cintilografia com SAP
radiomarcada € n&o invasiva e fornece rastreamento de corpo inteiro.
Os métodos da invengao envolvem a determinacdo de um valor de
base de uma resposta ao anticorpo em um paciente antes da
administracao de uma dosagem de um agente, e comparacgao disto
com um valor de resposta imune apos o tratamento em um paciente.
Um aumento significante (isto €, maior do que a margem tipica de erro
experimental em medidas repetidas da mesma amostra, expressa em
um desvio-padrao das médias de tais medidas) no valor da resposta
ao anticorpo transmite um resultado de tratamento positivo (isto &,
aquela administracdo do agente alcangou ou aumentou uma resposta
imune). Se o valor da resposta ao anticorpo ndo se modificar
significativamente, ou reduzir, um resultado de tratamento negativo é
indicado. Em geral, espera-se que pacientes que sofrem um curso
inicial de tratamento com um agente imunogénico mostrem um
aumento na resposta ao anticorpo com dosagens sucessivas, que
consequentemente alcangam um platé. A administracdo do agente é
geralmente continuada enquanto a resposta ao anticorpo esta
aumentando. A obtencdo do platd € um indicador que o tratamento
administrado pode ser descontinuado ou reduzido em dosagem ou
frequéncia.

[000284] A amostra tecidual para analise € tipicamente sangue,
plasma, soro, fluido de mucosa ou cerebroespinhal do paciente. A
amostra € analisada para a indicagdo de uma resposta imune a
qualquer forma de peptideo AL ou AA. A resposta imune pode ser
determinada pela presengca de anticorpos que se ligam
especificamente ao peptideo AL ou AA. Anticorpos podem ser
detectados em um ensaio de ligagdo a um ligante que se liga
especificamente aos anticorpos. Tipicamente o ligante € imobilizado. A

ligacdo pode ser detectada usando um anticorpo anti-idiotipico
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marcado.

[000285] Em regimes de combinagcdo que empregam tanto
administragao ativa como passiva, abordagens analogas podem ser
usadas para monitorar niveis do anticorpo resultantes de
administracao passiva.

[000286] Meétodos de diagndstico de amiloidose também podem ser
empregados, por exemplo, pela administragdo a um individuo de um
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, que esteja
ligado a uma marcagéo detectavel, em que o anticorpo ou fragmento
do mesmo se liga especificamente a um epitopo incluindo X1EDX2 em
um agragado de proteina amiloide, em que X1 e X2 sdo qualquer
aminoacido, e deteccao da presenga ou auséncia do anticorpo ligado
ou fragmento do mesmo. A detecc¢do do anticorpo ligado ou fragmento
apoia um diagndstico de amiloidose. Anticorpos e fragmentos uteis no
diagndstico de amiloidose incluem os anticorpos revelados da
invencao.

[000287] Os anticorpos ou fragmentos diagndésticos da invencéao
podem ser administrados, por exemplo, por inje¢ao intravenosa no
corpo de um paciente, ou diretamente no cérebro por injecao
intracraniana. A dosagem de anticorpo € prontamente determinada por
um versado na técnica. Tipicamente, o anticorpo € marcado, embora
em alguns métodos, o anticorpo ndo seja marcado e um agente de
marcagao secundario seja usado para ligagéo ao anticorpo. A escolha
da marcacdo depende dos meios de deteccdo. Por exemplo, uma
marcacido fluorescente € adequada para deteccdo o6tica. O uso de
marcacdes paramagnéticas € adequado para a deteccdo tomografica
sem intervencao cirurgica. Radiomarcacbes podem ser usadas
incluindo 211At, 21ZBi, 67CU, 125|, 131|’ 111|n’ 32P, 212Pb, 186Re, 188Re,
1538m, 9°™Tc ou %Y. Tais marcagbes podem ser detectadas usando

PET ou SPECT ou outra técnica adequada.
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[000288] Diagnostico também pode ser realizado pela comparacao
de numero, tamanho e/ou intensidade de locais marcados, a valores
de base correspondentes. Os valores de referéncia podem representar
os niveis médios em uma populacdo de individuos ndo doentes. Os
valores de base também podem representar niveis prévios
determinados no mesmo paciente. Por exemplo, os valores de base
podem ser determinados em um paciente, e os valores medidos apos
isso comparados com os valores de base. Um aumento nos valores
em relagdo aos sinais de base apoia um diagnostico de amiloidose AA.
[000289] Os métodos diagndsticos da invengao podem ser usados
para diagnosticar doengas de amiloidose incluindo amiloidose AA,
amiloidose AL, mal de Alzheimer, Déficit Cognitivo Brando,
polineuropatia amiloide, febre Mediterranea, sindrome de Muckle-
Wells, amiloidose sistémica reativa associada com doencas
inflamatorias sistémicas, mieloma ou macroglobulinemia associada a
amiloidose, amiloidose associada com discrasia imunocitica,
gamopatia monoclonal, discrasia oculta, ou amiloidose nodular local
associada com doencas inflamatérias cronicas.

XV. Modelos Animais de Amiloidose AA

[000290] Amiloidose AA pode ser induzida experimentalmente em
camundongos nos quais as concentragdes de SAA sdo marcadamente
aumentadas pela injecdo de nitrato de prata, caseina ou
lipopolissacarideo. Estes agentes estimulam a produgédo de citocinas.
Ver Skinner et al. Lab Invest. 36:420-427 (1997) e Kisilevsky et al.
Bailliere’s Clin. Immunol. Immunopathol. 8 (3) 613-626 (1994). Dentro
de 2 ou 3 semanas apos estimulo inflamatério, os animais
desenvolvem depositos de AA sistémicos, como encontrado em
pacientes com Amiloidose AA. Esta fase de laténcia € dramaticamente
encurtada quando fornece-se a camundongos, concomitantemente,

uma injegdo intravenosa de proteina extraida de bago ou figado
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carregado com amiloide AA de camundongo. Ver Axelrad et al. Lab
Invest. 47(2):139-46 (1982). A atividade de aceleragdo amiloidogénica
de tais preparacgdes foi denominada "fator de potencializagdo amiloide"
(AEF). Lundmark et al.relatam que o principio ativo de AEF é
inequivocamente a propria fibra AA. Além disso, demonstraram que
este material € extremamente potente, sendo ativo em doses menores
que 1 ng, e que conservou sua atividade bioldégica ao longo de um
tempo consideravel. Notavelmente, AEF também foi eficaz quando
administrado oralmente. Eles concluiram que AA e possivelmente
outras formas de amiloidose sdo doencas transmissiveis, similares a
desordens associadas a prion. Ver Lundmark et al. Proc. Nat. Acad.
Sci. 99: 6979-6984 (2002).

[000291] A amiloide AA também pode ser induzida em linhagens
transgénicas de camundongos que carregam o gene de interleucina 6
humana sob controle do promotor de metalotioneina-l resultando em
concentracdes marcadamente aumentadas de SAA e desenvolvendo
amiloide no bacgo, figado e rins aos 3 meses de idade. No momento da
morte, em aproximadamente 8 a 9 meses, os Orgdos destes
camundongos transgénicos tém extensos depdsitos amiloides. Ver
Solomon et al., Am. J. Pathol. 154 (4):1267-1272 (1999).

[000292] O modelo de camundongo transgénico de Doenga Amiloide
Rapidamente Induzida Transgénica (TRIAD) é uma melhoria do
modelo de camundongo transgénico acima descrito. Camundongos
TRIAD carregam o gene de interleucina 6 humana sob controle do
promotor de histocompatibilidade H-2LP. A administragdo de AEF a
camundongos TRIAD de 8 semanas de idade resulta em depdsitos
amiloides AA esplénicos e hepaticos proeminentes em 3 a 4 semanas.
Posteriormente, este processo progride para outros 6rgaos, levando a
morte 4 a 6 semanas depois. O desenvolvimento da amiloidose

sistémica é acelerado em comparagdo com o modelo de camundongo
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transgénico descrito acima. Ver University of Tennessee Research
Corporation, WO 01/77167, Farmacopéia, WO 95/35503 e Scripps,
WO 95/30642 Wall et al. Amyloid 12(3):149-156 (2005) (cada um dos
quais € incorporado por referéncia para todos os fins).

[000293] O sagui comum (Callithrix jacchus) € um pequeno primata
do Novo Mundo natural do Brasil que tem sido extensivamente usado
em pesquisa biomédica. Ludlage et al. relatam que foi encontrado que
0 sagui comum tem depodsitos amiloides em um ou mais 6rgaos,
incluindo figado, glandulas adrenais, rins e intestino. Os autores
colocam que fatores hereditarios poderiam ser responsaveis pelo
desenvolvimento de amiloidose AA neste primata. Neste sentido, o
sagui comum pode servir como um modelo experimental unico para
estudo da patogénese e terapia de AA e outras desordens amiloides
sistémicas. Ver Ludlage et al. Vet Pathol 42:117-124 (2005).

[000294] A espécie Shar Pei de cdao, uma raga que tem uma
sequéncia AA com o motivo-AEDS e é particularmente suscetivel a
amiloidose AA, fornece um modelo que ocorre naturalmente de AA
sistémica em que avalia novas aplicagdes diagnosticas e terapéuticas
de anticorpos especificos para a amiloide AA e outros compostos.
EXEMPLOS

Exemplo |. Fragmentos de AA.

[000295] Peptideos correspondentes aos aminoacidos 71 a 75 -
GHEDT, como descrito por Yamamoto e Migita Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:2915-2919 foram sintetizados por AnaSpec, San Jose, CA,
EUA. Anticorpos policlonais (Pab) para AA foram construidos e a
fragdo de imunoglobulina isolada, como anteriormente descrito por
Bard, F. et al., (2000) Nat. Med. 6, 916-919.

Exemplo Il. Imunégeno para Preparagao de Anticorpos Murinos.
[000296] O epitopo usado foi GHEDT, (SEQ ID N2: 3) com um ligador
CG no seu N terminal. O peptideo EPRB-39 que contém o epitopo é
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ligado a anticorpo anticamundongo de ovelhas. EPRB-39 é obtido de
Anasec, San Jose, CA. Os anticorpos produzidos parecem ser
especificos para o neoepitopo porque nao se ligam especificamente a
um peptideo que atravessa a regiao GHEDTIADQE, (SEQ ID N2: 89).
Exempilo Ill. Procedimentos de Imunizacio.
[000297] Camundongos A/J de seis semanas foram injetados
intraperitonialmente com 50 ug de IgG anticamundongo de
ovelha/EPRB-39 com o Adjuvante Completo de Freund (CFA) seguido
pelo adjuvante Incompleto de Freund (IFA) uma vez a cada duas
semanas em um total de trés injecdes. Trés dias antes da fusdo, a veia
da cauda foi injetada com 50 ug de IgG EPRB-39 para SAM em 90 ul
de PBS. O titulo foi estimado em 1/10000 de ELISA com alto fundo.
[000298] JHB80 é a quantidade de fusdo de EPRB-39. A seguinte é
uma lista dos clones e clones de dilui¢do limitante que s&o ativos:

7D8.29.19.47%, 39,66 1gG2b k

8G9.3.4.51.22*, 30,46 1gG2b k

2A4.20.44.77*, 13,14 1gG2b k
[000299] 7D47, 8G9 e 2A77 indicam subclones preferenciais. Os
anticorpos produzidos parecem ser especificos para o neoepitopo
porque ndo reagem com um peptideo que atravessa o sitio de
clivagem C-terminal de SAA.
Exemplo IV. Anticorpo de ligacdo a AA Agregada e Soluvel.
[000300] Titulos séricos (determinados por diluicdo seriada) e ligagao
de anticorpo monoclonal a agregado de AA foram realizados por
ELISA como anteriormente descrito por Schenk D. et al., (1999) Nature
400, 173-177. AA soluvel refere-se as fibrilas AA sonicadas em dimetil
sulfoxido. Diluigdes seriadas do anticorpo foram incubadas com 50.000
cpm de '?°|-AA durante a noite a temperatura ambiente. 50 pl de uma
pasta fluida contendo sefarose proteina A 75 mg/ml (Amersham

Biosciences, Uppsala, Suécia))200 pug de IgG de coelho

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 173/225



167/200

anticamundongo (H+L) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
EUA) foram incubados com os anticorpos diluidos por 1 hora a
temperatura ambiente, lavados duas vezes e contados com um
contador gama Wallac (PerkinElmer Life Science, Grove, IL, EUA).
Todas as etapas foram realizadas em tampao de radioimunoensaio
composto de Tris 10 mM, NaCl 0,5 M, gelatina 1 mg/ml, e Nonidet P-
40 0,5%, pH 8,0.

Exemplo V. Analise da Estrutura de VA6 Wil.

[000301] As sequéncias dos genes de linhagem germinativa da
cadeia leve da imunoglobulina humana Vk e VA expressas sdo como
ilustradas nas Figuras 21 e 22. Com exce¢ao dos subgrupos k1a, A1a,
A3a, e A3c ha um residuo Glu-Asp pareando nas posicdes 81 e 82 em
todas, sequéncias génicas de linhagem germinativa Vk e VA (figuras
21 e 22). Além disso, uma segunda linhagem germinativa que
codificou o pareamento de Glu-Asp nas posi¢coes 50 e 51 é unica para
0 gene de linhagem germinativa VA6. Dessa forma, VA6 Wil contém
tanto os pares de Glu-Asp 50 a 51 como 81 a 82. As cadeias laterais
dos residuos 50 e 51 sdo ambas acessiveis na superficie de VA6 Wil,
como mostrado pela cristalografia de raio x (figura 24). Ao contrario,
somente a cadeia lateral Glu81 é exposta na superficie e a cadeia
lateral Asp82 € parcialmente incorporada e parece interagir (por
interagcdes eletrostaticas ou por ligacdo de H) com as cadeias laterais
de Lys79 e Arg61 (figura 25).

[000302] Com base nestas andlises da estrutura de cristal de raio x e
a disponibilidade relativa das cadeias laterais de Glu-Asp, os
Requerentes concluem que o Glu81 incorporado torna-se acessivel ja
que o dominio introduzido em uma estrutura agregada (por exemplo,
fibrilar) (ou torna-se parcialmente desnaturado), dessa forma expondo
0 que € de outra maneira um epitopo escondido, criptico.

Exemplo VI. Andlise da Ligacédo do Anticorpo Monoclonal Anti-AA a
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VAG.

A. Ressonancia de plasmons de superficie

[000303] Ressonancia de plasmons de superficie foi usada para
estabelecer a cinética de ligagcdo de varios anticorpos monoclonais
com fibrilas e monémero VA6 Wil. Em uma concentracéo de 6,6 nM, os
3 anticorpos ligados as fibrilas VA6 Wil sintéticas imobilizadas com um
KD de ~ 1 nM - um valor comparavel com aquele encontrado para sua
reatividade com fibrilas AA murinas (figura 26). A deflexdo (expressa
em RU) durante a fase de ligagao foi similar para os mAbs 7D8 e 2A4
mas foi 50% mais baixa para 8G9. Isto sugere que a densidade deste
anticorpo nas fibrilas fosse mais baixa do que os outros 2 reagentes, ja
que as afinidades calculadas foram similares para os 3 anticorpos. Um
mAb de IgG1 serviu como um controle e ndo exibiu ligagao a fibrilas
VA6 Wil.

[000304] Titulagcdo do mAb 7D8 ao longo da faixa de 6,6 nM a 33,3
nM produziu a redugado esperada na deflexdo maxima associada com
kon (figura 27). Em geral, a cinética de ligagcao foi similar em cada
concentracdao, embora neste teste piloto, o valor de KD para 7D8 em
26,6 nM realmente diferenciou-se daquele obtido em outras
concentracodes.

[000305] Para avaliar a especificidade da reagdo e assegurar que a
ligacdo de mAbs com as fibrilas ocorreu através da interacao classica
F(ab)-antigeno (ao contrario da ligacdo mediada por Fc ou adsorgéo
nao especifica), os dados de ligagao foram adquiridos na presenga do
peptideo imundgeno (p39) em 20 e 1 ug/mL (figura 8). O peptideo p41
que ndo se liga ao mAb 7D8 em baixas concentracbes, serviu como
um controle. Na presencga de peptideo p41 20 ug/mL, a cinética de
ligacdo de mAb 7D8 com fibrilas VA6 Wil foi idéntica a 7D8 sozinho. Ao
contrario, o peptideo imundégeno p39 em 1 ug/mL causou reducéo > 2

vezes no ponto de ligagdo como julgado pela deflexdo do sinal medido
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(figura 28). Inibicdo da ligacdo de fibrila por 7D8 foi quase
completamente inibida quando 20 ug/mL do peptideo p39 foram
usados. Estes dados indicaram que mAb 7D8 ligou-se a fibrilas
através da regido da molécula F(ab) ja que esta interacdo pode ser
completamente inibida pelo peptideo imundgeno.

[000306] A reatividade do mAb 7D8 com o monbmero VA6
imobilizado em um chip foi examinada usando BlAcore. O anticorpo
nao reagiu com a proteina monomeérica. Estes dados indicam que o
sitio de ligac&o reconhecido pelo mAb 7D8 esta presente nas fibrilas,
mas néo na proteina precursora soluvel, implicando que o antigeno
seja de natureza conformacional ou criptico.

B. Imunohistoquimica

[000307] Imunohistoquimica foi realizada como se segue: 6 um de
secOes espessas, cortadas de blocos fixados em formalina,
introduzidos na parafina, foram submetidos a recuperagao antigénica
por incubacédo com CitraPlus (BioGenex, San Ramon, CA) por 30 min
a 90°C. Tecidos foram imunomarcados com uma solugéo de 3 ug/mL
de mAbs 2A4, 7D8 ou 8G9. O mAb IgG2a TY11 serviu como um
controle. Um anticorpo Ig de cavalo anticamundongo conjugado a
HRPO (ImmPRESS Universal Reagent, Vector Labs, Burlingame, CA)
foi usado como reagente secundario. Laminas foram desenvolvidas
usando 3,3’diaminobezideno (Vector Labs) e examinadas usando um
microscopio Leica DM500. A interacdo dos anticorpos monoclonais
com depdsitos de tecidos amiloide ALk e ALA também foi estudada
usando imunohistoquimica. Como ilustrado na figura 29, depdsitos
amiloides na glandula tiredide de um paciente que foram compostos
de fragmentos A2 foram imunomarcados por 7D8, 2A4 e 8G9. As
areas de reatividade correlacionadas com depédsitos amiloides,
indicados pela birrefringéncia ouro-verde vista na segao tecidual

marcada com Congo Red. A reatividade mais impressionante foi
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alcancada com os mAbs 7D8 e 2A4 enquanto 8G9, embora positivo,
foi consideravelmente mais fraco. Estes dados qualitativos
correspondem bem com as analises por BlAcore em que 8G9 ligou-se
menos a fibrilas VA6 Wil do que os outros 2 reagentes (figura 26). O
isotipo combinado com mAb TY11 que serviu como um controle ndo
exibiu imunorreatividade amiloide.

A sequéncia de aminoacidos desta preoteina A2 (SEQ ID N2 86)
(mostrada abaixo) contém os residuos de linhagem germinativa Asp e

Glu codificados na posicédo 81 e 82, respectivamente.

1 11 21 27d 33

FEVVIQPPS VIGAPRQTIVA ISCSGSSSNT GHNAVN WYQQLPGEAP

43 55 2= 13 83
EVLIYYDDLL PAGVIDEFSG SESGTSAS LATRGLOSED EGDYYCRAWD

L34L

[000308] O exame de depésito de tecido amiloide ALk revelou 2A4, e
em um menor grau 7D8 e 8G9, ter reatividade positiva. Novamente
houve concordancia entre a imunomarcagao e birefringentes regides
amiloides, congofilicas. O mAb TY11 foi ndo reativo.

[000309] C. Radiovisualizagdo Amiloidoma Al usando 7D8 marcado
com 29|

[000310] O modelo experimental in vivo de amiloidoma AL foi usado
para estudar se mAb 7D8 radiomarcado seria visualizaria amiloide AL
humana. A eficiéncia de radiomarcacdo de 7D8, como determinada
por SDS-PAGE, revelou que tanto as cadeias de IgH como de IgL
incorporaram a marcagao de 1-125, e nenhuma evidéncia de bandas
associadas com fragmentacdo ou agregacao foi observada. A
visualizagdo de SPECT/CT de um camundongo carregando
amiloidoma AL induzido revelou que o anticorpo marcado com '29|
localizou-se na massa amiloide induzida, dorsalmente localizada,

como evidenciado pelo acumulo de anticorpos radiomarcados na
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amiloide, em relacdo a tecidos sem amiloide (por exemplo, figado,
coragao, bago e rins). mAb IgG radiomarcado irrelevante nédo se
acumulou na massa; entretanto radioiodo livre foi observado acumular-

se na tiredide, indicativo de catabolismo e desalogenacéo do anticorpo

IgG. A distribuicdo do mAb 125I—7D8 nos camundongos carregando
amiloidoma foi quantificada pela medida da atividade associada com a
massa amiloide comparada com aquela de figado, baco, rim,
estdmago, coracao e pulméao. Estes dados confirmaram o estudo de
visualizagdo por SPETC/CT. Em 72h péds-inje¢do (tempo no qual as
imagens foram adquiridas e os tecidos coletados), o amiloidoma
continha ID de ~8% que € ~ 4 vezes mais alta do que aquela vista no
figado - sitio do catabolismo de mAb - e no coragcédo onde a atividade
de agrupamento do sangue residual seria esperado ser alto. A
atividade mostrada no pulméo foi devida ao modo de eutanasia (dados
nao mostrados).

[000311] Para confirmar os dados de biodistribuicdo, o amiloidoma
bem como figado, bago, coragao e rins foram coletados e secdes de
tecido preparadas para a analise autorradiografica. Radiomarcagao foi

realizada como se segue: o anticorpo 7D8 foi marcado com 2 mCi de

125I livre de redutor (Perkin Elmer) que usa quantidades limitantes de
Cloramina T e suspenso em PBS contendo 5 mg/ml de albumina
sérica bovina (BSA/PBS). O is6topo ndo ligado e os agregados
proteicos foram removidos por cromatografia liquida por exclusdo de
tamanho por uma coluna Ultrogel AcA34 (Amersham Pharmacia). As
fracbes contendo mondémero de IgG foram agrupadas para
experimentos de visualizagdo. O rendimento do radioquimico foi ~50%,

fornecendo uma atividade especifica de ~25 uCi/ug. mAb marcado

125
com | foi submetido a SDS/PAGE (géis de 10%) na presenga ou na
auséncia de um agente redutor e analisado com um visualizador de

fésforo Cyclone. Conforme a visualizacdo por SPECT e medidas de
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biodistribui¢ao, autoradiografias confirmaram o acumulo significante de

125 oo . ; . A .
[-7D8 no amiloidoma, em relagéo ao figado. Nao houve evidéncia da

125
entrada de anticorpo 7D8 radiomarcado com | em qualquer outro

o6rgao (além da atividade hepatica esperada com o catabolismo do
anticorpo). Embora mAb 7D8 fosse relativamente uniformemente
distribuido em todas as partes do volume da massa amiloide, uma
densidade moderadamente mais alta foi observada nas areas
periféricas no limite abdémen-amiloide. Nado houve entrada de IgG
controle radiomarcada em qualquer 6rgéo.

D. Sumario e Conclusdes

[000312] Ressonancia de plasmons de superficie, imunohistoquimica
e radiovisualizacéo in vivo estabelecem que os anticorpos 2A4, 7D8 e
8G9 reativos para AA se ligam ao amiloide e fibrilas AL (Kd ~ 1 nM)
derivados de cadeias leves da imunoglobulina. Esta interacéo
provavelmente ocorre nos aminoacidos Asp e Glu altamente
conservados na posicdo 81 e 82, respectivamente, que formam um
epitopo linear criptico que fica exposto somente quando a cadeia leve
amiloidogénica é incorporada nas fibrilas.

Exemplo VII. Analise de ELISA Demonstra Ligacdo de Anticorpo a
Peptideos X1EDXo.

[000313] Analise por BlAcore foi realizada para avaliar a ligagéo de
anticorpos 2A4, 7D8 e 8G4 em peptideos de varias sequéncias. Como
mostrado abaixo na Tabela 4, foi encontrado que os anticorpos
reagiam com peptideos tendo a sequéncia X1EDX>. Curiosamente, os
anticorpos nao reagiram com peptideos tendo residuos C-terminais
adicionais. Isto sugere que os anticorpos se ligam especificamente a
um neoepitopo gerado da clivagem de SAA para gerar uma
extremidade C-terminal livre. Entretanto, como demonstrado no
Exemplo V, a extremidade livre ndo € essencial para ligacdo estes

anticorpos a VA6 Wil, mas de preferéncia um dominio X1EDX> adota
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uma conformagao favoravel para a ligacdo aos anticorpos como
introduz uma estrutura agregada (por exemplo, fibrilar) (ou torna-se
parcialmente desnaturada), expondo um epitopo de outra maneira

escondido, criptico.

Tabela 4
Anticorpo Peptideo pos/neg
2A4(39) CGGHEDT, (SEQ ID Ne: 87) POS
40 CGGAEDS, (SEQ ID N2: 88) pos
41 GHEDTIADQE, (SEQ ID Ne¢: 89) NEG
64 CGGAEDT, (SEQ ID N2: 90) POS
65 CGGHADT, (SEQ ID N2: 91) FRACO
66 CGGHEAT, (SEQ ID N2: 92) NEG
67 CGGHEDA, (SEQ ID Ne¢: 93) POS
68 CGGHEDTM, (SEQ ID N¢: 94) NEG
69 CGGHEDTMA, (SEQ ID N2: 95) NEG
70 CGGHEDTMAD, (SEQ ID N¢: 96) NEG
71 CGGHED, (SEQ ID N2: 97) FALSO POS?
7d8 (39) CGGHEDT, (SEQ ID N2: 87) POS
40 CGGAEDS, (SEQ ID N¢: 88) POS
41 GHEDTIADQE, (SEQ ID N¢: 89) NEG
64 CGGAEDT, (SEQ ID N2: 90) POS
65 CGGHADT, (SEQ ID N2: 91) NEG
66 CGGHEAT, (SEQ ID Ne2: 92) NEG
67 CGGHEDA, (SEQ ID N2: 93) POS
68 CGGHEDTM, (SEQ ID N: 94) NEG
69 CGGHEDTMA, (SEQ ID Ne: 95) NEG
70 CGGHEDTMAD, (SEQ ID N¢: 96) NEG
71 CGGHED, (SEQ ID N¢: 97) NEG
8g4 (39) CGGHEDT, (SEQ ID N¢: 87) POS
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Anticorpo Peptideo pos/neg
40 CGGAEDS, (SEQ ID N¢: 88) POS

41 GHEDTIADQE, (SEQ ID N¢: 89) NEG

64 CGGAEDT, (SEQ ID N2: 90) POS

65 CGGHADT, (SEQ ID N2: 91) NEG

66 CGGHEAT, (SEQ ID N2: 92) NEG

67 CGGHEDA, (SEQ ID Ne¢: 93) FRACO
68 CGGHEDTM, (SEQ ID N¢: 94) FALSO +?
69 CGGHEDTMA, (SEQ ID Ne2: 95) FALSO +?
70 CGGHEDTMAD, (SEQ ID N¢: 96) NEG

71 CGGHED, (SEQ ID N2: 97) NEG

Exemplo VIII. Analise Imuno-histoquimica de Camundongo AA.

[000314] A reatividade de sobrenadantes de hibridomas expressando
anticorpos 2A4, 8G9 e 7D8 para depdsitos amiloides hepaticos e
esplénicos AA murino (os principais sitios de deposicdo amiloide) foi
documentada imuno-histoquimicamente. Para estes estudos, secdes
teciduais coletadas de um camundongo TRIAD com amiloide AA
espalhado no figado e bago (como evidenciado por depdsitos
birrefringentes  verdes  Congofilicos) foram marcadas com
sobrenadantes contendo mAb. Todos os 3 ligaram-se da amiloide
hepatica e esplénica. Ao contrario ndao houve reatividade com
sobrenadantes de cultura derivados de hibridomas irrelevantes. A
capacidade do amiloide usando 2A4, 8G9 e 7D8 para imunomarcacgao
de amiloide em figado murino fresco (ndo fixado), figado e bacgo
murinos embebidos em OCT foi testada. Houve evidéncia de que os
mAbs conservaram sua capacidade de ligacdo a amiloide AA no
sinusoide hepatico. Além disso, a reatividade de anticorpo com o
tecido esplénico foi mais facil de interpretar, e o amiloide perifolicular
foi intensamente imunomarcado. Para demonstrar que os mAbs

estavam especificamente ligados ao amiloide AA, os sobrenadantes
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de mAb em uma diluigdo 1:25 foram pré-incubados com 50 ug/mL de
peptideo n°39 (p n%39) ou de n%41 (p n%41) por 1h a temperatura
ambiente. Com tecido fixado em formalina como um substrato, o
peptideo p n°39 (50 ug/mL) inibiu significativamente a reatividade de
amiloide de ambos os mAbs 2A4 e 7D8 (os resultados com 8G9 estéo
pendentes). Ao contrario, o peptideo p n°41 foi ineficaz. Resultados
comparaveis foram obtidos com tecidos frescos.

Exemplo IX. Analise Imunohistoquimica de AA Humana.

[000315] Comparacdo da sequéncia de aminoacidos de SAA de
camundongo e humana da posicdo 73 a 76 revela 2 residuos
idénticos, uma substituicdo conservada de Ser para Thr, e uma troca
nao conservada de Ala para His. Para testar se os mAbs 2A4, 8G9 e
7D8 reagiriam cruzadamente com depdsitos amiloides AA humanos,
testamos sua reatividade em rim, glandula suprarrenal, ovario e figado
humanos contendo AA. Em todos os casos, os sobrenadantes de mAb
imunomarcaram os depoésitos amiloides. No tecido ovariano, o
peptideo p n°39 bloqueou efetivamente a ligacdo de mAbs a AA
amiloide perivascular, ao passo que o peptideo p n°41 ndo inibiu esta
reagao.

Exemplo X. Interacdo de Sobrenadantes de Cultura Anti-AA com
Fibrilas AA Derivadas de Murino.

[000316] A interagdo dos mAbs 2A4, 8G9 e 7D8 com amiloide AA foi
inicialmente testada por ELISA e os dados, fornecidos na Figura 31,
analisadas usando SigmaPlot (SPSS Inc) . Cada ponto representa média
+ SE (n = 3). Um sobrenadante de cultura de um hibridoma irrelevante foi
usado como um controle (Controle de Sobrenadante de Cultura). Houve
uma razao ruido-sinal extremamente baixa e os resultados mostraram
que a primeira coleta continha mais mAb em relagdo a segunda, como
evidenciado pelo maior sinal de absorvancia em relagdo ao sobrenadante

controle. (Além disso, a reatividade imuno-histoquimica do material do
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dia 1 foi maior do que nas amostras do dia 2). Embora os valores de SE
fossem grandes, pareceu a partir destes dados que a afinidade de
ligacdo de 2A4, 8G9 e 7D8 foi aproximadamente equivalente a
reatividade ausente apos diluicdo ~1:64. Os dados de ligagdo também
sugerem que a capacidade, isto é, a quantidade de mAb ligado, variou
com 7D8> 8G9> 2A4; entretanto, estes dados nao foram corrigidos para
a concentracdo de mAb e em estudos subsequentes esta tendéncia nao
foi observada. Por causa do baixo sinal e alta variabilidade encontrada
nos sobrenadantes de cultura e para determinar mais exatamente a
afinidade de ligacao relativa dos mAbs as fibrilas amiloides AA murinas e
humanas (bem como fornecer material para estudos de biodistribuigdo in
vivo) foi necessario isolar os mAbs por cromatografia por afinidade em
proteina A. A pureza do mAbs isolados foi estabelecida por SDS-PAGE
usando géis de acrilamida 10% em condi¢des redutoras e n&o redutoras
(figura 32). Amostras nas colunas 1 a 4 tratadas com mercaptoetanol,
linhas 5 a 9 sem. O gel foi marcado com azul de Coomassie: mAb 8G9,
colunas 1 e 6; mAb 2A4, colunas 2 e 7; mAb 7D8, colunas 3 e §;
sobrenadante controle SP2/0, colunas 4 e 9; branco, coluna 5.
Marcadores de proteina Mr. (Pad) estdo, ordenados do superior para o
inferior: 176, 119, 75, 49, 39, 25 e 19 kDa. A interagdo dos mAbs
purificados com peptideo de imunizagdo p n939, peptideo controle (p
n%41), extratos de AA murinos e humanos foram determinados por ELISA
como descrito acima. Estes dados foram analisados pelo ajuste de uma
curva sigmoidal usando o programa SigmaPlot e a concentracdo de mAb
em saturagao de 50% (EC50), (Tabela 5) determinada.

Tabela 5

Valores de ECso para ligacao de mAb purificado

Substrato
mAb AA humana AA de camundongo Peptideo 39 Peptideo
(AEF) 41
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8G9 31,7nM 5,64 nM 4,0 nM >>100 nM
2A4 26,4 nM 4,09 nM 3,4 nM >>100 nM
/D8 13,3 nM 1,84 nM 2,3 nM >>100 nM

[000317] A interacdo dos 3 mAbs com o peptideo p n%39 exibiu
ligacado saturavel com valores de EC50 em baixa faixa nanomolar (ver
Tabela 5 acima). Ao contrario, até na concentracdo mais alta de mAb
usada (100 nM) houve pouca ligacdo detectavel ao peptideo p n%41
(figura 33 - Cada ponto representa meédia £+ SE, (n = 3 em cada
concentragdo)). [Estes dados confirmaram os resultados
imunohistoquimicos descritos acima, isto &, aquele peptideo p n39 foi
capaz de bloquear completamente a ligagdo de mAbs aos tecidos
carregados com amiloide AA. As EC50s calculadas a partir da ligagao
de cada mAb com o peptideo p n®39 foram essencialmente idénticas
como foi no caso quando um extrato amiloide AA murina foi usado
como substrato (figura 34 - Cada ponto representa média £+ SE (n = 3
em cada concentracédo)). Os valores de EC50 calculados a partir de
ligacdo de mAbs ao extrato de AA de camundongo foram
essencialmente idénticos aos obtidos quando o peptideo p n239 foi
usado como substrato (figura 34; Tabela 5). Ao contrario, quando o
extrato amiloide AA humana foi seco nos pocos da microplaca, os
valores de EC50 foram entre 5 e 7x menores do que aqueles
observados para AA de camundongo e peptideo p n239 (figura 35 -
Cada ponto representa média + SE (n = 3 em cada concentragao);
Tabela 5). Como o valor de EC50 para ligagdo de mAb 7D8 foi o mais
baixo dos 3 anticorpos testados, os Requerentes selecionaram este
reagente para estudos de visualizagdo e colocalizacéo in vivo. As 2
substituicdes de aminoacido na sequéncia de SAA humana com
relagdo a proteina murina afetaram os valores de ECS50. N&o
desejando estar ligados por uma teoria especifica, os Requerentes
atribuem a EC50 maior para AA humana a um pior "ajuste" das

cadeias laterais de aminoacidos no sitio de ligacdo ao antigeno.
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Entretanto, este efeito corresponde somente a uma redugao de 5
vezes na afinidade relativa quando os extratos amiloides s&o
adsorvidos pela superficie, como no ELISA. Além disso, estes dados
apoiam a observacdo de que os 3 mAbs se ligaram tanto aos
depositos amiloides AA de tecido murino como aos humanos.

Exemplo Xl. Ligacdo Competitiva de Mabs a Amiloide AA de
Camundongo e Humana.

[000318] Para determinar o efeito, se houver algum, da desnaturagao
potencial quando adsorvido a superficie do poco de microtitulo, a
reatividade de 2A4, 8G9 e 7D4 foi avaliada usando um ELISA de
competicdo no qual o extrato amiloide AA murino ou humano foi usado
como um competidor soluvel para a interacdo de mAbs com o extrato
de AA ligada a superficie.

[000319] Em todos os casos, fibrilas amiloides AA soluveis (néo
adsorvidas) tanto de origem humana como de camundongo foram
capazes da competir pelos 3 mAbs, indicando que o epitopo
reconhecido pelos reagentes ndo depende da desnaturagao parcial
que resulta da adsorcao superficial. Em geral, o extrato de AA murina
(AEF) foi um competidor melhor do que a AA humana (Tabela 6).
Tabela 6

Valores de ICso (ug/mL) da ligagdo de mAb a amiloide AA

mAb AA humanat AA de camundongo (AEF)#
8G9 >119,5 17,3
2A4 >211,7 14,7
7D8 > 8111 26,8
TAmiloide AA humana em solugdo competindo por AA de camundongo
(AEF) adsorvida;

*AA de camundongo (AEF) em solucdo competindo pelo extrato
amiloide AA humano adsorvido na placa.
[000320] Os valores de IC50 (concentragcdao de AA (por peso) que

reduziu a ligagédo de mAb em 50%) para AEF murina na solugéo foram
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~20 ug/mL, ao passo que para AA humana os valores foram 6 a 44
vezes maiores (ao contrario, as EC50s de AA humana foram somente
7 vezes menores do que aquelas para a AA de camundongo). Isto
pode refletir o fato de que, quando em solugao, o epitopo nas fibrilas
amiloides é menos acessivel em preparacbes de AA humana
comparadas com AA murina.

[000321] Como esperado, o mAb 7D8 que exibiu a maior afinidade
relativa por fibrilas AA humanas e murinas quando foram adsorvidas
pela superficie requereu a concentracdo mais alta da amiloide AA para
alcangar a competicao.

Exemplo XlII. mAb 7D8 radiomarcado.

[000322] A eficiéncia da radiomarcacao de 7D8 foi determinada por
SDS-PAGE. MADb reduzidos e nativos foram analisados e as proteinas
visualizadas usando um visualizador de fosforo. Tanto cadeias IgH
como IgL incorporaram a marcagdo com 1-125, e nenhuma evidéncia
de bandas associadas com fragmentagao ou agregacao foi observada.
Exemplo XIll. Visualizagcdo de amiloide AA usando 7D8 marcado com
125|_

[000323] Para estudar a localizagdo in vivo de mAb 7D8
radiomarcado, trés grupos de camundongos foram usados: IL-6
transgénico; AgNO3/AEF induzido, e controles sem amiloide
(Selvagem). A visualizagdo por SPECT/CT revelou que mAb '2°|-7D8
localizou-se em depdsitos amiloides AA murinos no bago e figado,
como evidenciado pelo acumulo do mAb radiomarcado nestes tecidos
em relagcdo ao camundongo controle, que mostrou somente baixa
atividade de agrupamento sanguineo no figado e iodo livre na glandula
tireoide.

[000324] Em contraste com estes camundongos, o camundongo
injetado com AgNO3 mostrou entrada de iodo livre na tireoide, alguma

atividade hepatica, mas o sitio principal de ligagédo de ?°1-7D8 foi visto
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no sitio de injecdo s.c. de AgNO3 (area dorsal direita inferior). A
atividade nesta area € claramente circunscrita pela solugdo de prata
atenuadora de raio x como visto por CT. O mAb 7D8 foi mostrado
ligar-se a depositos amiloides AA tanto no figado como no bago na
presencga de sAA circulante no camundongo TRIAD, como evidenciado
nas imagens de SPECT.

A. Biodistribuigao De '2°I-7D8 Em Camundongos.

[000325] 48 h pos-injegdo de '2°1-7D8 havia radioatividade no
agrupamento sanguineo, que contabilizou entrada relativamente alta
no pulmao (que se enchem de sangue quando os camundongos sao
sacrificados). Importante, o acumulo hepatoesplénico de mAb em
camundongo IL-6 é indicativo de presencga do amiloide. As imagens de
SPECT/CT confirmaram a distribuicdo de mAb nestes 6rgdos. 72 h
poOs-injegdo, os valores de agrupamento sanguineo modificaram-se
pouco como evidenciado pela atividade inalterada no coracédo e
pulmdo em relagcdo aos camundongos sacrificados em 48 h, devido a
T120i0 relativamente longa deste mAb (~60 h). Houve acumulo
significante de mAb radiomarcado no camundongo IL-6, que
correlacionou-se com as imagens de SPECT que foram adquiridas
mostrando impressionante entrada esplénica e, em um menor grau,
hepatica. De outros 6rgdos, o mai importante foi o figado (que € o sitio
do catabolismo de IgG e fonte de sAA durante a resposta de fase
aguda). Nos camundongos selvagens, sem desafio inflamatério ou
amiloide, o figado continha < 6% ID/g, que é comparavel ao rim e
coragdo onde o agrupamento sanguineo contribui quase
exclusivamente para o sinal.

B. Analises Autorradiograficas E Histoquimicas.

[000326] A fim de determinar se o acumulo hepatico aumentado de
125|.7D8 nos camundongos IL-6 e AgNOs resultou da entrada amiloide,

depuragao catabdlica ou ligacdo de sAA recentemente sintetizada,
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figado bem como outros tecidos foram submetidos a analise
autorradiografica.

[000327] Com base na visualizacdo por SPECT e medidas de
biodistribuicdo, foi suposto que maior quantidade de amiloide nos
camundongos IL-6 transgénicos estava no figado e bacgo. Esta
suposicao foi confirmada em se¢bes marcadas com Congo Red nas
quais amiloide significante foi observada em todas as partes da polpa
vermelha bem como nas regides perivasculares e sinusoides do
figado. Depdsitos birrefringentes adicionais, mais discretos estavam
presentes nos rins e coragéo. A distribuicdo de '?°|-7D8 dentro destes
tecidos também se correlacionaram com o material Congo Red e
reativo para AA. Nao houve acumulo em hepatdcitos que foram
destituidos de amiloide.

[000328] Com base nos dados de biodistribuicdo, o camundongo
tratado com AgNQOs tinha mais entrada de '2°I-7D8 no figado do que no
baco, que foi inesperado uma vez que isto ndo é o padrao normal de
acumulo de AA em tais animais. Marcagao com Congo Red revelou
pequenas quantidades amiloides em uma regido perifolicular unica no
baco (canto direito superior) e depdsito perivascular hepatico extenso,
ambos o0s quais foram evidentes nas autorradiografias.
Adicionalmente, o sitio de injec&o s.c. de AgNOs foi visto nas imagens
de SPECT tendo uma concentragéo significante de '2°I-7D8 (também
observamos isto quando SAP radioiodetada foi usada como agente de
visualizagao). Este sitio ndo contém amiloide (isto €, material Congo
Red birrefringente); entretanto, foi imunomarcado pelo mAb anti-AA.
Sem desejar estar ligado a uma teoria especifica, € possivel que mAb
7D8 localize-se nos sitios de inflamacgao ou "pré-amiloides" (bem como
depdsitos amiloides maduros). Em contraste com o impressionante
acumulo de 7D8 nos 6rgaos de camundongo IL-6, foi encontrado que

os tecidos dos camundongos controle tinham muito pouco ou nada de
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tragador em qualquer o6rgdo além do agrupamento sanguineo.
Nenhuma amiloide foi achada nas se¢cbes marcadas com Congo red
de qualquer 6rgao destes controles.

C. Farmacocinética de 2°I-7D8.

[000329]

desaparecimento da molécula foi determinada e as determinacdes de

Apos injegao do anticorpo 7D8 radiomarcado, a taxa de

meia-vida resumidas na Tabela 7. Estes resultados indicaram que Tvio
de 7D8 foi ~60 h, compativel com aquela de um mAb IgG2b murino
(nota, 7D8 é da subclasse 1gG2b). A depuragado ligeiramente mais
rapida de '2°1-7D8 nos camundongos IL-6 (TRIAD) n&o foi considerada
significante. Com base nestes dados, a retengdo de mAb pela amiloide
tecidual, como evidenciado nos dados de SPECT, por 72 h néo
influenciam na taxa de excrecgao.

Tabela 7

analise da meia-vida de '25]-7D8 em camundongos

Camundongo A (S.E.) K(S.E.x10%) R2 t12bi0  T1/2ef
IL-6, 48h 191,7 (2,96) 0,0117 (7,0) 0,98 59,2h 56,2
IL-6, 72h 175,2 (3,99) 0,012 (8,9) 0,97 57,7 h
AgNO3, 48h 181,0 (1,99) 10,0106 (4,9) 0,99 65,3h 61,1
AgNO3, 72h 1741 (2,97) 0,0112(5,8) 0,98 62,2 h
Ctrl, 48h 185,1 (3,19) 10,0108 (7,6) 0,98 64,3h 61,3
Ctrl, 72h 185,1 (3,09) 0,0109 (5,6) 0,98 63,7 h

1. Método de Identificagdo de Agentes que Previnem ou
Tratam Amiloidose Usando Camundongo Transgénico ou TRIAD.
Procedimentos para preparacdo de agentes sdo descritos em Schenk
et al. Nature 400:173-177. Agentes sdo emulsionados 1:1 (v/v) com o
adjuvante completo de Freund para a primeira imunizagdo de
camundongos transgénicos, seguida por um reforgo em adjuvante
completo de Freund em 2 semanas e mensalmente apos isso.
Injecbes de PBS seguiram o0 mesmo esgeuma e 0os camundongos

foram injetados com mistura de PBS/adjuvante 1:1 para controle. A
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sobrevidavida dos camundongos transgénicos € comparada para
determinar se os agentes séo eficazes na prevencdo de Amiloidose
AA aumentando a vida do animal.

2. Histopatologia. Para microscopia o6tica e polarizada,
secOes de tecido de 4 a 6 um de espessura foram cortadas e
marcadas com hematoxilina e eosina (HE) e uma solugao alcalina de
Congo Red recentemente preparada, respectivamente. Para a
microscopia eletronica de transmissao, as seg¢des foram introduzidas
em Epon (Ted Pella, Redding, CA), seccionadas, e examinadas com
um microscopio eletrénico de transmissao JEOL 100S. Ver Ludlage et
al. Vet Pathol 42:117-124 (2005).

3. Imuno-histoquimica. Seg¢des de tecido introduzido em
parafina (6 ym de espessura) foram cortadas em um micrétomo,
montadas em laminas recobertas com poli-L-lisina, secas durante a
noite a temperatura ambiente, e desparafinizadas. Imunomarcacgao foi
realizada usando a técnica do complexo avidinabiotina (ABC-elite)
como descrito anteriormente. Os anticorpos primarios foram antisoros
de camundongo antiamiloide A humana (Accurate Chemical and
Scientific Corporation, Westbury, NY) e anti-SAA de camundongo
policlonais. Imunoglobulina-G (IgG) de cavalo anti-camundongo
purificada por afinidade conjugada a peroxidase de rabano silvestre
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) ou IgG de cabra anticoelho, -
camundongo ou -rato conjugada a peroxidase de rabano
silvestre(BioRad Laboratories, Richmond, CA) foram usadas como
anticorpos secundarios.

4. Quantificagado de SAA por ELISA. Concentracdes de SAA
foram medidas por um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA) usando o conjunto Multispecies SAA ELISA de acordo com as
orientagdes fornecidas pelo fabricante (Biosource, Camarillo, CA).

Curvas-padrao foram preparadas usando quantidades conhecidas de
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proteina SAA humana e absorvancia foi medida em 405 nm com leitor
de placa modelo 4450 da BioRad (Fullerton, CA).

5. Estudos de Renovacdo por Cintilografia de SAP
radiomarcada em Camundongos. SAP foi oxidativamente iodetada
com 'l (2 a 5 MBg/mg) pelo uso de N-bromossuccinimida.
Camundongos de 6 a 12 semanas receberam 2 a 10 ug de '*°|-SAP
em 200 pL intravenosamente. Sangrias de cauda precisamente
medidas (0,01 a 0,04 g) foram tomadas em intervalos de tempo
especificos e radioatividade precipitavel em acido tricloroacético foi
contada na mesma corrida no fim de cada experimento em conjunto
com aliquotas-padrdo do tragador injetado. Pepys et al. Proc Natl.
Acad. Sci. USA 91:5602-5606 (1994).

6. Renovacdo por Cintilografia de SAP radiomarcada e
Estudos de Visualizagdgo no Homem. SAP para uso no homem foi
isolada do plasma de um doador acreditado normal unico e foi
oxidativamente iodetada com '®°| (2 a 5 MBg/mg) ou '23l (110 MBq/50
ug de proteina) usando N-bromossuccinimida. Apds injegdo de '3
SAP, os dados foram adquiridos e processados em uma camera gama
IGE Starcam (IGE Medical Systems, Slough, UK). A depuracédo de
SAP marcada com 125| foi estudada em individuos saudaveis e
pacientes sofrendo de amiloidose AA. Pepys et al. Proc Natl. Acad.
Sci. USA 91:5602-5606 (1994).

7. Extracdo e Purificagdo de Amiloide. Os métodos usados
para extrair a amiloide do tecido foram como descritos por Pras et al.
Ver Pras et al. J. Clin. Invest. 47:924-933 (1968). Em resumo, uma
porcao do figado ou tecidos de outros 6rgédos obtidos em necropsia e
mantidos a -80 C foi homogeneizada com salina gelada em um banho
de gelo usando um misturador Omni (Omni Internacional, Waterbury,
CT). O extrato foi centrifugado em 10.000 rpm por 30 minutos a4 C e

o precipitado re-extraido mais duas vezes com salina gelada, uma vez
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com citrato de sdédio 0,1 M salina Tris-tamponada, pH 8,0, e entao
novamente com salina até que a A280 do sobrenadante fosse <0,10.
O precipitado resultante foi homogeneizado com agua destilada
gelada, e a mistura centrifugada em 35.000 rpm por 3 horas a4 C. O
precipitado obtido do extrato de agua foi entao liofilizado.

8. Ressonancia de plasmons de superficie. A cinética de

ligacdo foi medida em uma ferramenta BlAcore X. As fibrilas
preparadas a partir de VA6 Wil foram sonicadas ligeiramente com uma
sonda sonicadora e ent&o ligadas a um chip CM-5 usando quimica de
amina, de acordo com o protocolo BlAcore. Este processo utiliza EDC
e NHS para ativar os grupos carboxila do chip para acoplamento com
0s grupos amino livres das fibrilas. O acoplamento foi conduzido em
um tampao de NaOAc, pH 4,0 em uma concentracdo de 100 ug/mL. O
canal controle foi "ligado vazio" e ambos os canais foram reagidos com
etanolamina para saturar os sitios ndo reagidos. Aproximadamente
16.000 RU de fibrilas VA6 Wil foram ligadas.
[000330] Sensogramas foram dirigidos no tampao HBS-EP de
BlAcore em 20 uL/min no Fc1 (fibrilas VA6 Wil) menos modo Fc-2
(controle). Amostras contendo mAb ou mAb mais inibidores de
peptideo foram injetadas (70 yL) e sensogramas coletados usando a
funcdo de lavagem retardada por 200 segundos. Os dados foram
analisados no programa BlAevalutation, usando o modelo de Langmuir
1:1 com correcéo de acdo de massa.

9. MicroSPECT/CT. Duas coortes de 3 camundongos cada
uma foram injetadas s.c. com 50 mg do extrato amiloide de AL
humana entre as escapulas. Apos 7 dias, um grupo de camundongos
recebeu uma injecao iv na veia da cauda de ~ 300 pCi de mAb 7D8
marcado com '?°l. O segundo grupo foi administrado e quantidade
igual de mAb murino MOPC 31C como um controle. Apos 72 horas, 0s

camundongos foram sacrificados por dose excessiva de isoflurano e
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imagens de SPECT/CT adquiridas. Para fornecer o aumento de
contraste vascular nas imagens CT, foi dada aos camundongos uma
dose iv de 200 pL de Fenestra VC® (Advanced Research
Technologies, Montreal, Canada) 5 minutos antes da varredura.
[000331] Os dados de SPECT foram coletados com uma plataforma
de visualizagdo microCAT Il + SPECT de modalidade dual (Siemens
Preclinical Solutions, Knoxville, TN), capaz de resolugdo espacial
submilimétrica quando equipado com um orificio de colimador de
diametro de poro de 0,5 mm. Na vizualizacdo, os 2 detectores
(compostos de um tubo foto-multiplicador multianodo Hamamatsu
R2486-02 de diametro 50 mm ligado a um tabela de arranjo cristalino
de 1 x1x8 mm Csl (Tl) em uma grade de 1,2 mm?) foi posicionada
~45 mm do centro da rotacdo. Cada conjunto de dados de SPECT
compreendeu 45 projecdes coletadas em 360° durante o curso de ~50
minutos. As imagens foram reconstruidas usando uma implementacao
do algoritmo de probabilidade maxima de maximizagdo de expectativa
(EM-ML).

[000332] Apds coleta de dados por SPECT, imagens CT de alta
resolugdo foram obtidas. O microCAT Il scanner tem uma geometria
de raio de cone de 6rbita circular, equipada de uma fonte de raio x de
microfoco de 20 a 80 kVp, e captura um campo de 60 mm x 90 mm da
visdo usando um detector CCD 2048 x 3072 de tabela, oticamente
ligado a uma tela de fosforo minR através de um pacote de fibra otica.
Cada conjunto de dados CT, composto de 360 projegdes em azimutes
de 1°, foi adquirido em 8 minutos. As imagens foram reconstruidas em
tempo real em voxels isotropicos de 77 pm usando uma
implementacao do algoritmo de retroprojecao de Feldkamp.

[000333] Para facilitar o corregistro do SPECT reconstruido e
imagens CT, fontes de Co-57 seladas foram colocadas no leito de

visualizagdo. Os conjuntos de dados microSPECT e CT foram
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visualizados e corregistrados manualmente com um pacote de
programa de analise de imagem 3D (Amira, Versao 3.1: Mercury
Computer Systems).

10. Biodistribuicdo. Amostras de figado, baco, rim, coragao, pulmao e
tumores amiloides implantados (isto €, amiloidoma) foram coletadas
dos camundongos e colocadas em frascos tarados, pesados, e a
radioatividade medida. Os valores de indice primario foram expressos
como % da dose de tecido injetado/g (% 1D/g).

11. Autorradiografia. Se¢des de cortes de 6 ym de espessura de

blocos fixados em formalina, introduzidos em parafina de tecido obtido

de camundongos sacrificados 72 h pos-injecédo de 125I-7D8 foram
colocados nas laminas de microscopio Probond (Fisher Scientific),
mergulhadas em emulsdo NTB-2 (Eastman Kodak), armazenadas no
escuro, e reveladas apés uma exposicdo de 24h. As sec¢des foram
contramarcadas com hematoxilina e eosina (H&E), usando cobertura
Permount (Fisher Scientific), e examinadas por microscopia otica.
Além disso, a lamina consecutiva foi marcada com Congo Red alcalino
e examinada sob iluminagdo cruzada polarizada. Finalmente, uma
terceira lamina foi imunomarcada usando como reagente primario o
nosso mADb reativo para AA. Imagens microscopicas da camera digital
foram tomadas e avaliadas usando um pacote de programas de
analise de imagem (Imagem Pro Plus, Media, Cybernetics).

Exemplo XIV. Preparacao de Anticorpos Humanizados 2A4 e 7D8.
[000334] Anticorpos 2A4, 7D8 e 8G9 humanizados foram preparados
pelo enxerto de CDRs de 2A4, 7D8 e 8G9 murinas em regides
conservadas aceptoras humanas de acordo com técnicas conhecidas
na técnica. Retromutacbdes foram feitas para rduzir a antigenicidade
conservando a afinidade de ligagdo. As regides variaveis da cadeia
leve e cadeia pesada de 2A4 murino sao apresentadas como os
residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 152 e como os residuos 20 a 138 da
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SEQ ID N2 154, respectivamente. As regides variaveis da cadeia leve
e cadeia pesada de 7D8 sao apresentadas como os residuos 20 a 131
da SEQ ID N¢: 153 e como os residuos 20 a 138 da SEQ ID N2: 154,
respectivamente. As regides variaveis da cadeia leve de 2A4 e 8G9
murino sao idénticas entre si e diferenciam-se da regido variavel da
cadeia leve de 7D8 em um residuo unico na CDR1. As regides
variaveis da cadeia pesada de cada um de 2A4, 7D8, e 8G9 sao
idénticas.

[000335] A variavel capa (Vk) de 2A4 e 7D8 pertence ao subgrupo 2
de camundongo, que corresponde ao subgrupo 2 humano e a variavel
pesada (Vh) ao subgrupo 3c de camundongo que corresponde ao
subgrupo 3 humano (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition. Publicacdo do NIH N2 91-3242).
CDR-L1 inclui 16 residuos e pertence a classe 4 canbnica em VK.
CDR-L2 inclui 7 residuos e pertence a classe 1 em Vk. CDR-L3 inclui 9
residuos e pertence a classe 1 em Vk. Ver Martin AC, Thornton JM.
(1996) J Mol Biol. 263, 800-15. A leucina na posicdo 27 no 7D8 é
bastante incomum, e a glutamina no 2A4 é mais habitual. Um modelo
mostra que a cadeia lateral esta na superficie do sitio de ligacao, e por
isso deve ser importante para a ligagado ao antigeno. CDR-H1 inclui 5
residuos e pertence a classe 1, e CDR-H2 inclui 19 residuos e
pertence a classe 4 (Martin & Thornton, 1996). CDR-H3 nao tem
nenhuma classe candnica, mas a alca 8 do residuo provavelmente tem
uma base ligada de acordo com as regras de Shirai et al. (1999) FEBS
Lett. 455, 188-97. Este é conservado em um modelo embora a
conformacao do apice da CDR-H3 possa ser diferente. Os residuos na
interface entre os dominios Vk e Vh sao aqueles comumente
encontrados em Vk de 2A4, Vk de 7D8 e Vh de 2A4.

[000336] Uma busca foi feita no banco de dados PDB (Deshpande et
al. (2005) Nucleic Acids Res. 33: D233-7) para encontrar estruturas
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que guiariam a escolha de retromutagbes. Uma busca no banco de
dados de sequéncia proteica ndo redundante do NCBI permitiu a
selecao de regides conservadas humanas adequadas em que enxertar
as CDRs murinas. Para VK, uma cadeia leve capa humana com codigo
de acesso no NCBI BAC01562 (gi:21669075) (SEQ ID N2: 166) foi
escolhida. Esta tem o0 mesmo comprimento de CDR-L3 e pertence a
linhagem germinativa humana VKIIA19/A3 e subgrupo capa humano 2.
Uma regido conservada similar que somente se diferenciou na regiao J
também foi encontrada com o cddigo de acesso no NCBI BAC01733
(gi:21669417) (SEQ ID Ne¢: 167). BAC01562 foi usada como uma
regido conservada para Vk de 2A4, e BAC01733 foi usada como uma
regido conservada para Vk de 7D8. Para Vh, a cadeia pesada de Ig
humana AAC51024 (gi:1791061) (SEQ ID N2: 165) foi usada. Ver Glas
et al. (1997) Clin. Exp. Immunol. 107: 372-380. Esta pertence a
linhagem germinativa humana VH3-72 e subgrupo pesado humano 3.
[000337] Regibes variaveis da cadeia leve representativas
humanizadas de 2A4 sao apresentadas como as SEQ ID Nes: 155, 156
e 157. Regides variaveis da cadeia leve representativas humanizadas
7D8 sao apresentadas como as SEQ ID N¢s: 158, 159, 160, 174, 175 e
176. Regides variaveis da cadeia pesada representativas
humanizadas 2A4/7D8 sao apresentadas como as SEQ ID N2: 161,
162 e 163. Ver figuras 36A a 36E.

[000338] Anticorpos representativos humanizados da invencio
incluem anticorpos que tém uma regido variavel da cadeia leve
selecionada a partir de um dos residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 152,
residuos 20 a 131 da SEQ ID N2 153, e SEQ ID Ne¢=: 155, 156, 157,
157, 159, 160, 174, 175 e 176; e uma regido variavel da cadeia
pesada selecionada a partir de um dos residuos 20 a 138 da SEQ ID
N2: 154 e SEQ ID N°: 161, 162 e 163.

Exemplo XV. Efeitos Terapéuticos de MAb 2A4 em Camundongos com
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Amiloidose AA Sistémica Severa.

[000339] A eficacia terapéutica de mAb 2A4 foi avaliada em
camundongos H2/hulL-6 com amiloidose sistémica severa.
Camundongos H2/hulL-6 transgénicos, que constitutivamente
expressam um transgene de |IL-6 humana, tendem a amiloidose AA
sistémica rapida e irrevogavel. Em um primeiro e segundo estudo,
camundongos tratados com mAb combinado com isotipo TY-11, que
nao tem nenhuma atividade relatada em camundongos, foi usado
como um controle. Antes de administrar o fator de aumento amiloide
para induzir AA, camundongos H2/hulL-6 foram escolhidos e
sangrados através do seio retro-orbital, o soro preparado, e a
concentragdo de sAA determinada usando um conjunto ELISA
comercialmente disponivel. Os valores representativos foram como se
segue: 2196,7 ug/mL, 823,91 pg/mL, 1415,00 pg/mL, 1673,01 ug/mL,
814,53 ug/mL, 1088,18 ug/mL, 736,34 ug/mL, 1546,35 ug/mL, 953,70
Mg/mL, 886,46 ug/mL, média = 1213,4 + 478 ug/mL.

[000340] No inicio do segundo estudo (semana 0), camundongos
H2/hulL-6 foram injetados iv com 100 pg do fator de aumento amiloide
(AEF). Apd6s inducdo da patologia de AA pela injecao de AEF, aos
camundongos foram administradas 5 injegdes de 100 g
subcutaneamente em membros alternados de mAb 2A4 (13 animais)
ou TY11 (11 animais). A terapia foi iniciada em aproximadamente 1
semana apos a inje¢cdo de AEF. A sobrevida dos animais em cada
grupo de tratamento foi tracada e analisada. Os resultados sao
mostrados na Tabela 7. Somente 45% dos camundongos tratados com
mAb TY11 sobreviveram até o fim do estudo. Ao contrario, nenhum
dos camundongos tratados com 2A4 foi perdido ao longo do curso do
estudo. A analise dos dados de sobrevida usando métodos-padrao
mostrou uma diferenga significante nas curvas de sobrevida (P

<0,0025) em ambos os grupos. A sobrevida mediana dos
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camundongos tratados com TY11 foi calculada para ser 41 dias,

comparavel com aquela observada em um estudo prévio (38,5 dias).

Tabela 7

Porcentagem de animais sobreviventes

Dias poés-injecao Tratados com TY11 Tratados com 2A4
0 100,00 100,00

22 81,82 100,00

33 72,73 100,00

37 63,64 100,00

41 45,45 100,00

42 45,45 100,00

[000341] Na semana 6, poés-AEF, os camundongos foram
sangrados e sacrificados, e seus 0Orgdos coletados para analise
adicional. Para a quantificacdo amiloide no figado e baco,
birrefringéncia de Congo Red foi visualizada microscopicamente sob
iluminagdo cruzada polarizada e digitalmente registrada. A area do
material birrefringente foi determinada pela selecdo (usando um
método de segmentagdo espectral) e a quantificagdo dos pixels
associados a amiloide. O indice de carga amiloide (ABI), medida a
partir do conteudo amiloide, foi expresso como a area percentual
ocupada pela amiloide em cada 6rgdo. A quantificacdo de amiloide
nos figados e bagos de camundongos tratados com 2A4 e com TY11
nao revelou nenhuma diferenca significante entre os dois tratamentos.
Entretanto, os camundongos tratados com TY11 que sobreviveram ao
dia 42 para comparagao com camundongos tratados com 2A4 foram
aqueles que n&o desenvolveram um grau moérbido ou distribuicdo de
amiloide AA para resultar por meio disso em morbidez. A carga
amiloide hepatoesplénica também & monitorada durante o curso do
estudo de sobrevida para avaliar um aumento na carga amiloide
correlacionada com a morbidez.

[000342] Em um terceiro estudo, mAb 2A4 em comparagdo ao mAb
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JH70 combinado ao isotipo, que nao tem nenhuma reatividade
relatada em camundongos. Além disso, a quimica sanguinea e outros
parametros foram monitorados ao longo do periodo de tratamento.
Camundongos machos e fémeas H2/hulL-6 nascidos entre 1/8/08 e
7/9/08 foram usados neste estudo. Vinte e trés camundongos fémeas
e 16 camundongos machos foram sangrados através do seio retro-
orbital. Sangue total foi usado para a caracterizagdo quimica do
nitrogénio de ureia sanguinea (BUN) e alanina aminotransferase (ALT)
para medir a fungdo renal e hepatica usando VetScan VS2 (Abaxis,
Union City, CA). A concentragao sérica de 12 outras proteinas e
analitos foi simultaneamente medida. Uma contagem de sangue total
(CBC) foi realizada usando a plataforma VetScan HM5. Além disso, a
cada camundongo foi administrada uma dose baixa (~50 a 60 uCi) de
componente amiloide P sérico humano radioiodetado ('?°I-SAP) em
albumina sérica bovina 5 mg/mL para avaliar a carga amiloide dos
camundongos antes do inicio do processo de doenga. O percentual de
125.SAP conservado em 24 h pos-injecdo (pi) foi medido colocando
cada camundongo em um calibrador de dose. A retengdo de '?°I-SAP
maior do que aquela observada nos camundongos nao transgénicos
(controle) foi indicativa de doenga amiloide. Finalmente, soro foi usado
para medir a concentragdo da proteina amiloide sérica (sAA) usando
um ensaio ELISA comercial. Um sumario destes dados pré-tratamento,
valores de quimica sanguinea selecionados, e os tratamentos dados a
cada camundongo € mostrado abaixo nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8

Sumario dos Dados Pré-tratamento E Terapia com MAb De Cada Animal

Camundongo conc. de sAA Sexo DOB Retencdo de Terapia
# (ug/mL) 125.SAP (%)  (Grupo N9
3488 360 F 1/8/08 9 2A4 (1)
3489 996 F 1/8/08 29 2A4 (1)

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 199/225



193/200

Camundongo conc. de sAA Sexo DOB Retencdo de Terapia
# (ug/mL) 125]-SAP (%)  (Grupo No)
3490 472 F 1/8/08 10 2A4 (1)
3492 2068 M 1/8/08 13 2A4 (1)
3493 1740 M 1/8/08 11 JH70 (1)
3494 1272 M 1/8/08 10 JH70 (1)
3495 1436 M 1/8/08 13 JH70 (1)
3496 2080 M 1/8/08 9 2A4 (1)
3498 268 M 1/8/08 9 2A4 (1)
3500 700 F 11/8/08 11 JH70 (1)
3501 ND F 11/8/08 9 JH70 (1)
3503 1040 F 11/8/08 11 JH70 (1)
3504 960 F 11/8/08 10 JH70 (1)
35131 4400 M 13/8/08 60 2A4 (1)
35141 4400 M 13/8/08 40 2A4 (1)
3515 2800 M 13/8/08 13 2A4 (1)
3521 1480 M 18/8/08 11 2A4 (1)
3524 1680 M 18/8/08 9 2A4 (1)
3549 720 F 6/9/08 9 2A4 (2)
3550 760 F 6/9/08 9 2A4 (2)
35522 0 F 6/9/08 11 2A4 (2)
3553 1160 F 6/9/08 12 2A4 (2)
3558 1660 M 6/9/08 9 JH70 (2)
3559 3520 M 6/9/08 12 JH70 (2)
3562 1312 F 6/9/08 11 JH70 (2)
3563 1120 M 6/9/08 9 JH70 (2)
3564 2512 M 6/9/08 11 2A4 (2)
3565 1960 M 6/9/08 10 2A4 (2)
3567 1880 F 6/9/08 12 2A4 (2)
3570 792 F 7/9/08 13 2A4 (2)
3573 700 F 7/9/08 8 2A4 (2)
35777 0 F 7/9/08 10 2A4 (2)
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Camundongo conc. de sAA Sexo DOB Retencdo de Terapia

# (ug/mL) 125]-SAP (%)  (Grupo No)
35782 0 F 7/9/08 9 2A4 (2)
3579 1120 F 7/9/08 10 2A4 (2)
35802 0 F 7/9/08 8 JH70 (2)
3581 700 F 7/9/08 9 JH70 (2)
3582 1680 F 7/9/08 9 JH70 (2)
3583 804 F 7/9/08 9 JH70 (2)
3584 1040 F 7/9/08 14 JH70 (2)

1, animais IL-6 homozigotos com altos niveis de sAA e
doenca amiloide precoce em vida.

2, camundongos selvagens sem sAA circulante e nenhuma
doenca amiloide. Retencao de '?°I-SAP nestes animais é considerada
normal e nao reflete carga amiloide.

Tabela 9
Valores Normais de Parédmetros de Quimica Sanguinea em
Camundongos H2/hulL-6

BUN GLI (mg/dL) ALT (UL) ALB TP GLOB
(mg/dL) (g/dL)  (g/dL)  (g/dL)
F M F M F M F M F M F M
Média 21,1 23,8 1447 1512 37,6 423 25 19 56 62 31 44
DP 40 27 140 176 163 243 03 04 02 06 04 06
n 18 13 18 13 18 13 18 13 18 13 18 13
Alto 28,0 30,0 184,0 1790 79,0 1050 3,0 26 60 7.4 37 58

Baixo 150 20,0 126,0 119,0 21,0 230 20 12 51 55 26 34
Mediana 20,0 24,0 143,0 154,0 325 320 24 19 56 60 32 43

BUN, nitrogénio de ureia sanguinea; GLI, glicose; ALT, alanina
aminotransferase; ALB, albumina; TP, proteina sérica total; GLOB,
imunoglobulina; F, fémea; M, macho; DP, desvio-padrao; n € o numero
de camundongos usados para determinar os valores.

[000343] No inicio do terceiro estudo (semana 0), todos os
camundongos H2/hulL-6 receberam 100 pg iv de fator de aumento

amiloide (1 mg/mL). Uma semana depois disso, a terapia comegou e a
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cada camundongo foram administrados 100 yg de mAb 2A4 ou JH70
sc como delineado na Tabela 8. As injecbes de mAb continuaram
semanalmente por 7 semanas.

[000344] Em 2 sem medidas p6s-AEF, CBC, quimica sanguinea e
sAA sérica foram feitas usando sangue coletado através do seio retro-
orbital. Neste tempo também, os camundongos no grupo 1 foram
administrados com ~ 60 pCi de '?°I-SAP em BSA como antes, para
avaliar o acumulo amiloide como evidenciado pela retencdo de SAP
radiomarcada. Varios dos animais mostraram um efeito adverso de
sofrimento extremo, e por isso, a avaliacdo de '*°I-SAP usando carga
amiloide foi descontinuada. Os resultados de parametros de quimica
sanguinea selecionados, adquiridos 2 semanas poOs-AEF sao

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10
BUN (mg/dL) GLI ALT (U/L) ALB TP (g/dL) GLOB
(mg/dL) (g/dL) (g/dL)
F M F M F M F M F M F M
Média 314 521 1451 1298 339 633 23 18 65 81 42 62
DP 243 391 166 256 69 306 03 05 10 17 11 15
n 15 13 15 13 15 13 15 13 15 13 15 12
Alto 100,0 159,0 177,0 178,0 46,0 1340 27 30 86 11,7 7,0 96

Baixo 16,0 200 1040 820 220 320 17 10 52 6,0 31 45
Mediana 22,0 31,0 150,0 120,0 320 540 23 17 65 75 40 6,0

BUN, nitrogénio de ureia sanguinea; GLI, glicose; ALT, alanina
aminotransferase; ALB, albumina; TP, proteina sérica total; GLOB,
imunoglobulina; F, fémea; M, macho; DP, desvio padrdo; n € o numero
de camundongos usados para determinar os valores.

[000345] Em 8 semanas pos-AEF, os camundongos foram
sangrados um tempo final e imediatamente apds isso foram
administrados ~200 pCi de '?°I-SAP usando soro de camundongo
normal 5% como veiculo. Em resposta a este tratamento, alguns
animais mostraram algum comportamento incomum que diminuiram
em 30 min. Vinte e quatro horas depois, os camundongos foram

injetados com agente de contraste de raio X de CT (~ 200 uL iv na

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 202/225



196/200

veia da cauda) e entdo foram sacrificados por dose excessiva de
isoflurano. Imagens de emissdo de foton unica (SPECT) e de raio X
(CT) tomograficas de cada animal foram adquiridas. Os 6rgaos foram
coletados e a quantidade de radioatividade em cada amostra foi
calculada e expressa como % de dose injetada por grama de tecido.
Adicionalmente, uma porg¢ao de cada tecido foi fixada durante a noite
em formalina tamponada em preparacdo para o seccionamento e
analise microscopica.

[000346] Durante as 7 sem de estudo de terapia, 2 camundongos
foram achados mortos e 3 camundongos foram sacrificados porque
foram considerados improvaveis de sobreviver durante a noite e
tinham um escore de condi¢cdo corporal desfavoravel (<2; associado
com perda de peso > 15%). Camundongos que experimentaram uma
reagdo adversa a injecdo de '?°I-SAP e 1 camundongo que foi
sacrificado devido a complicagdes que resultaram de um sangramento
retro-orbital ndo foram avaliados como parte da analise de sobrevida.
A sobrevida dos camundongos em cada grupo de tratamento com

mADb é mostrada na Tabela 11.

Tabela 11

Porcentagem de animais sobreviventes

Dia pés-injecao Tratados com TY11- Tratados com 2A4
0 100,00 100,00

41 100,00

42 100,00

53 85,71 100,00

55 71,43 100,00

56 64,29 100,00

57 64,29 100,00

[000347] Aproximadamente 65% dos tratados camundongos com
mAb JH70 que foram avaliaveis sobreviveram ao fim do estudo. Ao

contrario, nenhum dos camundongos tratados 2A4 que foram
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avaliaveis morreu durante os 57 dias. A analise dos dados de
sobrevida usando os métodos padrdo demonstrou uma diferencga
significante nas curvas de sobrevida (P=0,015 usando teste de Cox-
Mantel e P=0,016 usando o teste de Wilcoxon Grehan-Breslow).

[000348] Os dados de quimica sanguinea finais foram analisados de
acordo com a terapia que cada camundongo recebeu. Por causa de
diferencas nos valores de parametro médios associados com
camundongos H2/hulL-6 machos e fémeas (no momento do sacrificio,
os niveis de BUN em camundongos fémeas foram mais altos tanto
para camundongos tratados com 2A4 como tratados com JH70),
somente os camundongos fémeas que sobreviveram estdo incluidos

na Tabela 12 abaixo.

Peti¢&io 870220082684, de 12/09/2022, pag. 204/225



Tabela 12

Média
DP

n

Alto
Baixo

Mediana

BUN (mg/dL)

2A4
60,7
27,2
6,0

95,0
17,0
66,5

JH70
73,3
25,7
7,0
120,0
36,0
70,0

GLI (mg/dL)
2A4  JH70
107,8  100,1
270 133
6,0 7,0
160,0  123,0
83,0 83,0
99,5 98,0

ALT (U/L)

2A4  JH70
455 1197
6,2 123,1
6,0 7,0
520 3810
350 33,0
465 650

ALB (g/dL)
2A4  JH70
23 2,2
05 06
60 7,0
29 3,0
1,5 12
22 2,1

TP (g/dL)
2A4  JH70
92 91
1,5 1,5
60 7,0
11,7 11,9
72 75
91 89

GLOB (g/dL)

2A4 JH70
7,0 7,1
2,0 2,1
6,0 7,0
10,1 10,6
4,3 5,3
7,1 6,2
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[000349] BUN, nitrogénio de ureia sanguinea; GLI, glicose; ALT,
alanina aminotransferase; ALB, albumina; TP, proteina sérica total;
GLOB, imunoglobulina; F, fémea; M, macho; DP, desvio padrao; n € o
numero de camundongos usados para determinar os valores.

[000350] Camundongos tratados com 2A4 mostraram niveis séricos
de nitrogénio de ureia sanguinea (BUN) e alanina aminotransferase
(ALT) reduzidos em comparagdo com camundongos tratados com
JH70. BUN e ALT sdo marcadores de funcdo renal e hepatica,
respectivamente, e seus niveis reduzidos indicam que a funcdo do

orgéao pode ter sido mais bem conservada pelo tratamento com 2A4.
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REFERENCIA A MATERIAL BIOLOGICO DEPOSITADO

DE ACORDO COM A REGRA 13bis

De acordo com a regra 13 de Regulamentos sob o Tratado de
Cooperacéao de Patente, o requerente desde ja submete detalhes do material
biolégico referenciado de acordo com o Tratado de Budapeste, as linhagens
celulares que produzem anticorpos monoclonais 2A4 e 7D8 sédo depositadas
no American Type Culture Collection (“ATCC®”") que se situa na 10801,
University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, Estados Unidos da
América.

O hibridoma murino JH807D8.29.19.47 (“7D8”) foi depositado
em 5 de setembro de 2008 e atribuido o No. de Depdsito no ATCC® PTA-
9648. A linhagem celular JH802A4.20.44.77 (“2A44”) foi depositada em 17
de dezembro de 2008 e atribuido o No. de Depdsito no ATCC® PTA-9662.
Copias dos certificados do depdsito sao submetidas juntamente.

Os anticorpos monoclonais 2A4 e 7D8, e anticorpos
humanizados e quiméricos preparados destes, sdo referenciados no pedido
de patente originalmente depositado.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligagdo ao antigeno deste, caracterizado pelo
fato de que se liga especificamente a um epitopo dentro dos residuos
70 a 76 da SEQ ID N2: 2.

2. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste, caracterizado pelo
fato de que compete pela ligagao ao peptideo A amiloide humano com
o anticorpo 2A4 (numero de acesso ATCC 9662).

3. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligagdo ao antigeno deste, caracterizado pelo
fato de que compete pela ligagao ao peptideo A amiloide humano com
um anticorpo que tem uma regiao variavel de cadeia leve apresentada
como residuos 20 a 131 da SEQ ID N®: 152 e uma regi&o variavel de
cadeia pesada apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2
154.

4. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligagdo ao antigeno deste, caracterizado pelo
fato de que compete pela ligagao ao peptideo A amiloide humano com
o anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC 9468).

5. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligagcdo ao antigeno deste, caracterizado pelo
fato de que compete pela ligagdo ao peptideo A amiloide humano com
um anticorpo tendo uma regido variavel de cadeia leve apresentada
como residuos 20 a 131 da SEQ ID N®: 153 e uma regi&o variavel de
cadeia pesada apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N<
154.

6. Anticorpo humanizado ou quimérico de ocorréncia nao
natural ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste, caracterizado pelo

fato de que é uma versdo humanizada ou quimérica do anticorpo 2A4
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(numero de acesso ATCC 9662) ou uma versdo humanizada ou
quimérica do anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC 9468).

7. Anticorpo ou fragmento de ligagcdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo trés
regidbes de determinagcdo de complementaridade de uma regiéao
variavel de cadeia leve de 2A4 apresentada como residuos 20 a 131
da SEQ ID N2 152 ou trés regibes de determinagdo de
complementaridade de uma regido variavel de cadeia leve de 7D8
apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N¢: 153.

8. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regidao conservada de cadeia
leve selecionado a partir do grupo consistindo em L87 e L90
(convencdo da numeragdo Kabat) ocupado por Y e F,
respectivamente, em que o resto da regido variavel de cadeia leve é
ocupado por um residuo correspondente em uma regiao variavel de
cadeia leve de imunoglobulina aceptora humana.

9. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regido conservada de cadeia
leve selecionado a partir do grupo consistindo em +7, +14, +15, +17,
+18, +50, +75, +88, + 92 e +109 (numeragao linear) ocupado por T, S,
L, D, Q, K, Y, L, F el, respectivamente, em que o resto da regiao
variavel de cadeia leve é ocupado por um residuo correspondente em
uma regido variavel de cadeia leve de imunoglobulina aceptora
humana.

10. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de que

compreende pelo menos um residuo de regido conservada de cadeia
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leve selecionado a partir do grupo consistindo em +75 e +92
(numeracéo linear) ocupado por Y e F, respectivamente, em que o
resto da regidao variavel de cadeia leve € ocupado por um residuo
correspondente em uma regido variavel de cadeia leve de
imunoglobulina aceptora humana.

11. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo fato de que a regiéao
variavel de cadeia leve de imunoglobulina aceptora humana sendo
uma regido variavel de cadeia leve humana subgrupo capa 2
(convencéao de Kabat).

12. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo fato de que a regido
variavel de cadeia leve subgrupo 2 humana sendo da linhagem
germinativa humana VKIIA19/A3.

13. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pelo fato de que a regido
variavel de cadeia leve subgrupo 2 humana da linhagem germinativa
humana VKIIA19/A3 sendo uma sequéncia apresentada como SEQ ID
N2: 166 ou 167.

14. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos apresentada como residuos 20 a 131 da
SEQ ID N2 152, residuos 20 a 131 da SEQ ID N2 153, ou
apresentada como SEQ ID N¢: 155, 156, 157, 158, 159, 160, 174, 175,
ou 176.

15. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo

trés regides de determinagdo de complementaridade de uma regido
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variavel de cadeia pesada de 2A4 apresentada como residuos 20 a
138 da SEQ ID N2: 154.

16. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regidao conservada de cadeia
pesada selecionado a partir do grupo consistindo em H37, H49, H70 e
H93 (Convengdo de numeragao Kabat) ocupado por |, A, F ou V,
respectivamente, em que o resto da regiao variavel de cadeia pesada
€ ocupado por um residuo correspondente em uma regido variavel de
cadeia pesada de imunoglobulina aceptora humana.

17. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regidao conservada de cadeia
pesada selecionado a partir do grupo consistindo em H37, H49, H70 e
H93 (Convencao de numeragao Kabat) ocupado por I, A, F ou V,
respectivamente, em que o resto da regido variavel de cadeia pesada
€ ocupado por um residuo correspondente em uma regiao variavel de
cadeia pesada de imunoglobulina aceptora humana.

18. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagcdo 15, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regido conservada de cadeia
pesada selecionado a partir do grupo consistindo em +10, +15, +19, +
37, +49, +73, +78, +79, +80, +87, +95, +99, +119 (numeracgao linear)
ocupado por R, K, K, I, A, F, Q, S, M, N, M, V ou A, respectivamente,
em que o resto da regido variavel de cadeia pesada é ocupado por um
residuo correspondente em uma regido variavel de cadeia pesada de
imunoglobulina aceptora humana.

19. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de que

compreende pelo menos um residuo de regido conservada de cadeia
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pesada selecionado a partir do grupo consistindo em +10, +15, +19, +
37, +49, +73, +78, +79, +80, +87, +95, +99, +119 (numeracéo linear)
ocupado por R, K, K, I, A, F, Q, S, M, N, M, V ou A, respectivamente,
em que o resto da regido variavel de cadeia pesada € ocupado por um
residuo correspondente em uma regiao variavel de cadeia pesada de
imunoglobulina aceptora humana.

20. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 19, caracterizado pelo fato de que
compreende pelo menos um residuo de regido conservada de cadeia
pesada selecionado a partir do grupo consistindo em +37, +49, +73 e
+99 (numeracgéo linear) ocupado por |, A, F ou V, respectivamente, em
que o resto da regiao variavel de cadeia pesada é ocupado por um
residuo correspondente em uma regiao variavel de cadeia pesada de
imunoglobulina aceptora humana.

21. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 16, caracterizado pelo fato de que a regido
variavel de cadeia pesada de imunoglobulina aceptora humana sendo
uma regido variavel de cadeia pesada humana subgrupo gama 3
(convencéao de Kabat).

22. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 21, caracterizado pelo fato de que a regiédo
variavel de cadeia pesada humana subgrupo gama 3 sendo uma
sequéncia apresentada como SEQ ID N2: 165.

23. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos apresentada como residuos 20 a 138
da SEQ ID N2 154 ou apresentada como SEQ ID N2 161, 162, ou
163.

24. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
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acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo trés
regidbes de determinagcdo de complementaridade de uma regiédo
variavel de cadeia leve de 2A4 apresentada como residuos 20 a 131
da SEQ ID N2 152 ou trés regibes de determinagdo de
complementaridade de uma regiao variavel de cadeia leve de 7D8
apresentada como residuos 20 a 131 da SEQ ID N2: 153, e uma regiao
variavel de cadeia pesada compreendendo trés regides de
determinagédo de complementaridade de uma regido variavel de cadeia
pesada de 2A4 apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2
154.

25. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo trés
regides de determinacdo de complementaridade apresentadas como
SEQ ID N¢: 168, 169 e 170, e uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo trés regides de determinagdo de complementaridade
apresentadas como SEQ ID N2: 171, 172, e 173.

26. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo trés
regides de determinacdo de complementaridade apresentadas como
SEQ ID N¢2: 177, 169 e 170, e uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo trés regides de determinagcdo de complementaridade
apresentadas como SEQ ID N2: 171, 172 e 173.

27. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos apresentada como residuos 20 a 131 da
SEQ ID N2 152 ou residuos 20 a 131 da SEQ ID N2 153, e uma
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regidao variavel de cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos apresentada como residuos 20 a 138 da SEQ ID N2: 154.

28. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos apresentada como SEQ ID N¢: 155, 156,
157, 158, 159, 160, 174, 175, ou 176; e uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como SEQ ID N2: 161, 162 ou 163.

29. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 28, caracterizado pelo fato de que a regido
variavel de cadeia leve compreende uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 157, e a regido variavel de cadeia
pesada compreende uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como SEQ ID N@: 163.

30. Anticorpo de ocorréncia ndo natural ou fragmento de
ligacdo ao antigeno deste, caracterizado pelo fato de se que se liga
especificamente a um epitopo compreendendo XiEDX> em um
agregado de proteina amiloide, X1 é H, T, F, P, A, L, C, Q, R, K, G, V,
Y,louW,eemque X2éT,S,E,R,I, F, AM,L,N,P,C,YouQ.

31. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pelo fato de se que se
liga especificamente a um epitopo compreendendo X1EDX> em um
agregado de proteina amiloide, em que X1 é HouAe X2é T, S ou A.

32. Anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pelo fato de se que se
liga especificamente a um epitopo consistindo de uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo em GHEDT
(SEQ ID Ne¢: 3), HEDT (SEQ ID N2 12), AEDS (SEQ ID N2: 13), AEDT
(SEQ ID N@: 14), HEDA (SEQ ID N2: 15) e TEDE (SEQ ID N2: 16).
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33. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pelo fato de se que se
liga especificamente a proteina amiloide na forma monomérica com
uma afinidade de menos de aproximadamente 107 M-".

34. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pelo fato de se que se
liga especificamente a proteina amiloide A sérica (SAA).

35. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 30, caracterizado pelo fato de se que se
liga especificamente a uma proteina amiloide selecionada a partir do
grupo consistindo em proteina de cadeia leve de imunoglobulina,
polipeptideo precursor amiloide de ilhota humana (IAPP), transtirretina
(TTR) e ApoA1.

36. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagado 35, caracterizado pelo fato de que se liga
especificamente a proteina de cadeia leve de imunoglobulina.

37. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 36, caracterizado pelo fato de que a
proteina de cadeia leve de imunoglobulina é VA6 Wil.

38. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 36, caracterizado pelo fato de que a
proteina de cadeia leve de imunoglobulina é VKk.

39. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagado 30, caracterizado pelo fato de que é um
anticorpo humanizado ou quimérico ou fragmento de ligagdo ao
antigeno.

40. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 39,
caracterizado pelo fato de ser na fabricagdo de um medicamento util

no tratamento de amiloidose AA ou amiloidose AL em um individuo.
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41. Uso, de acordo com a reivindicagao 40, caracterizado
pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento util no tratamento
de amiloidose AA ou amiloidose AL em um individuo humano.

42. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 39,
caracterizado pelo fato de ser na fabricagdo de um medicamento Uutil
no tratamento profilatico de amiloidose AA ou amiloidose AL em um
individuo.

43. Uso, de acordo com a reivindicacao 42, caracterizado
pelo fato de ser na fabricagcdo de um medicamento util no tratamento
profilatico de amiloidose AA ou amiloidose AL em um individuo
humano.

44. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao
antigeno que € uma versao humanizada ou quimérica do anticorpo
2A4 (numero de acesso ATCC PTA-9662) ou uma versdao humanizada
ou quimeérica do anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC PTA-9468),
caracterizado pelo fato de ser na fabricagcdo de um medicamento para
tratamento de amiloidose AA ou amiloidose AL em um individuo
humano.

45. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno que € uma versao humanizada ou quimérica do anticorpo
2A4 (numero de acesso ATCC PTA-9662) ou uma versao humanizada
ou quimeérica do anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC PTA-9468),
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para
tratamento profilatico de um individuo humano suscetivel a amiloidose
AA ou amiloidose AL.

46. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 39, o
qual esta ligado a uma marcacédo detectavel, caracterizado pelo fato

de ser na fabricacdo de uma composi¢ao util na deteccdo de um
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deposito amiloide associado com amiloidose AA ou amiloidose AL em
um individuo.

47. Uso, de acordo com a reivindicagado 46, caracterizado
pelo fato de ser na fabricacdo de uma composic¢ao util na deteccao de
um depdsito amiloide associado com amiloidose AA ou amiloidose AL
em um individuo humano.

48. Uso, de acordo com a reivindicacdo 46, caracterizado
pelo fato de a marcacéo detectavel € uma radiomarcacao.

49. Uso, de acordo com a reivindicacao 48, caracterizado
pelo fato de a radiomarcacgéo é '%°.

50. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao
antigeno que € uma versdo humanizada ou quimérica do anticorpo
2A4 (numero de acesso ATCC PTA-9662) ou uma versdao humanizada
ou quimeérica do anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC PTA-9468),
o qual anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno esta ligado a
uma marcacao detectavel, caracterizado pelo fato de ser na fabricacéo
de uma composigcao para detectar um depdsito amiloide associado a
agregacgao de proteina amiloide AA ou proteina amiloide AL em um
individuo humano.

51. Método para preparar um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno, caracterizado pelo fato de sintetizar ou
recombinantemente expressar um anticorpo como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 39 e recuperar o anticorpo.

52. Uso de um anticorpo de ocorréncia nao natural ou
fragmento de ligagdo ao antigeno compreendendo uma regido variavel
de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 157 e uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como a SEQ ID N¢: 163, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo

de um medicamento para tratamento de amiloidose AA ou amiloidose
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AL em um individuo humano.

53. Uso de um anticorpo de ocorréncia ndo natural ou
fragmento de ligagdo ao antigeno compreendendo uma regiao variavel
de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 157 e uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como a SEQ ID N¢: 163, caracterizado pelo fato de ser na fabricacao
de um medicamento para tratamento profilatico de amiloidose AA ou
amiloidose AL em um individuo humano.

54. Uso de um anticorpo de ocorréncia nao natural ou
fragmento de ligagdo ao antigeno compreendendo uma regido variavel
de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 157 e uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como a SEQ ID N2 163, o qual anticorpo ou fragmento de ligagéo ao
antigeno esta ligado a uma marcagao detectavel, caracterizado pelo
fato de ser na fabricagdo de uma composicdo para detectar um
depdsito amiloide associado a agregacgao de proteina amiloide AA ou
proteina amiloide AL em um individuo humano.

55. Composig¢ao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno,
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 39, e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

56. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo humanizado ou quimérico
compreendendo uma versdo humanizada ou quimérica do anticorpo
2A4 (numero de acesso ATCC PTA-9662) ou uma versdo humanizada
ou quimérica do anticorpo 7D8 (numero de acesso ATCC PTA-9468) e
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

57. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
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que compreende um anticorpo humanizado compreendendo uma regiao
variavel de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
apresentada como SEQ ID N2 157 e uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos apresentada
como a SEQ ID N2 163 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

58. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 56 ou 57, caracterizado pelo fato de ser formulada para
administracao parenteral.

59. Hibridoma, caracterizado pelo fato de que expressa
anticorpo monoclonal murino 2A4 (numero de acesso ATCC PTA-
9662).

60. Hibridoma, caracterizado pelo fato de que expressa
anticorpo monoclonal murino 7D8 (numero de acesso ATCC PTA-
9468).
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