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DESCRIPCION

Meétodos para la eliminacién de amiloide usando anticuerpos antiamiloide.
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente a composiciones para el uso en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el amiloide. Especificamente, la presente invencién proporciona usos terapéuticos relacionados
con anticuerpos para efectuar la eliminacion de fibrillas de amiloide por el propio sistema inmunofagocitario del
paciente.

Antecedentes de la invencion

Amiloidosis se refiere a la deposicion patolégica de proteinas en forma de fibrillas birrefringentes verdes congofili-
cas cuando se tifien con rojo Congo, bien dispersadas o bien en forma de amiloidomas localizados. Tales depdsitos son
sintomdticos de varias enfermedades, por ejemplo la enfermedad de Alzheimer, amiloide asociado con la inflamacién,
diabetes tipo II, encefalopatia espongiforme bovina (BSE, por sus siglas en inglés), enfermedad de Creutzfeld-Jakob
(CJD, por sus siglas en inglés), escrapie y amiloidosis primaria.

Las amiloidosis se clasifican generalmente en tres grupos: amiloidosis sistémicas principales, amiloidosis localiza-
das principales y amiloidosis heterogéneas. Las amiloidosis sistémicas principales incluyen: afecciones inflamatorias
crénicas (p. €j., tuberculosis, osteomielitis, etc.); afecciones no infecciosas tales como artritis reumatoide juvenil, es-
pondilitis anquilosante y enfermedad de Crohn, etc.; fiebre mediterrdnea familiar, discrasia de células plasmaticas
(amiloidosis primaria) y diversas polineuropatias y cardiomiopatias familiares. Las amiloidosis localizadas principa-
les incluyen: didlisis crénica habitualmente durante mas de 8 afios, enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria (holandesa) y hemorragia cerebral no traumadtica de la tercera edad. Las amiloidosis
heterogéneas incluyen: polineuropatia familiar (Iowa), amiloidosis familiar (finlandesa), hemorragia cerebral heredi-
taria (islandesa), CJD, carcinoma medular del tiroides, amiloide auricular y diabetes mellitus (insulinomas). Otras
amiloidosis incluyen las mencionadas en Louis W. Heck, “The Amyloid Diseases” en Cecil’s Textbook of Medicine
1504-6 (W.B. Saunders & Co., Filadelfia, PA; 1996).

Encefalopatias espongiformes trasmisibles que provocan CJD y enfermedad de Gerstmann-Strissler-Scheinker
(GSS) son descritas por B. Chesebro et dl., “Transmissible Spongiform Encephalopathies: A Brief Introduction”
en FIELD’S VIROLOGY 2845-49 (3* Edicién; Raven Publishers, Filadelfia, PA; 1996) y en D.C. Gajdusek, “In-
fectious amyloids: Subacute Spongiform Encephalopathies as Transmissible Cerebral Amyloidoses”, 2851-2900 en
FIELDS VIROLOGY (1996). Muchas de estas enfermedades probablemente estin mediadas por priones, una pro-
tefna infecciosa. Véanse S.B. Prusiner, “Prions” en FIELDS VIROLOGY 2901-50 (1996) y las referencias conte-
nidas alli. Las formas hereditarias de amiloidosis se describen en Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
www.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Omim/dispmim?. Cada una de las anteriores se incorpora en la presente memoria
mediante referencia.

Muy raramente los pacientes con amiloidosis clinicamente probada alcanzan espontineamente una remisién com-
pleta, quizd debido a que las propias fibrillas de amiloide son no inmunogénicas. Se han investigado diversas terapias
para la amiloidosis, tales como quimioterapia en altas dosis, esteroides, doxorrubicina yodada y terapia de sustitu-
cién con células pluripotenciales. Sin embargo, en solo un tipo de enfermedad amiloidea, la amiloidosis mediterranea
familiar, el tratamiento farmacoldgico (con colchicina) ha resultado ser eficaz.

Se conoce el uso de anticuerpos monoclonales (mAb) para inducir o modular la eliminacién inmunolégica de una
entidad por lo demds no reconocida. Se han usado satisfactoriamente mAb para tratar linfoma no Hodgkins y céncer
de mama, por ejemplo.

Previamente, una variedad de estudios han caracterizado anticuerpos que se unen a proteinas amiloideas o fibrillas
de amiloide. Véanse, por ejemplo, las Patentes de EE. UU. N° 5.714.471, 5.693.478, 5.688.651, 5.652.092, 5.593.846,
5.536.640, 5.385.915, 5.348.963, 5.270.165, 5.262.332, 5.262.303, 5.164.295 y 4.782.014. Ademads, varias publica-
ciones han sugerido que podrian usarse anticuerpos antiamiloide para estudiar el avance de la beta-amiloidosis y para
diversas opciones terapéuticas. Véanse, por ejemplo, Bellottii et dl., Scand. J. Immunol. (1992) 36(4):607-615; Be-
llotti et dl, Ren. Fail. (1993) 15(3):365-371; Walker er dl J. Neuropathol. Exp. Neurol. (1994) 53(4):377-383; y Bickel
et dl., Bioconjug. Chem. (1994) 5(2):119-125. Sin embargo, no se ha demostrado que ningiin anticuerpo terapéutico
detenga o invierta la deposicién de fibrillas de amiloide en un paciente. Asi, existe una necesidad de un método para
tratar amiloidosis usando formulaciones de anticuerpo que contengan anticuerpos que se unan a fibrillas de amiloide.

WO 96/25435 divulga métodos in vitro para marcar placas amiloideas presentes en el cerebro de un paciente
humano, usando técnicas inmunohistoquimicas que implican anticuerpos monoclonales que se unen a péptido beta-
A4.

“Bioconjugate Chem.: volumen 5, paginas 119-125, (1994)” divulga la unién in vitro de anticuerpos monoclonales
a capilares cerebrales aislados.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345746 T3

De acuerdo con la presente invencidn, se proporciona el uso de:

a) una dosis terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o un frag-
mento del mismo, en donde el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento del mismo se une
a fibrilla de amiloide de IgL.C humana; y

b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable; para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad por deposicién de amiloide en un paciente humano.

Ademads, de acuerdo con la presente invencidn se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una
dosis terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento del mismo, en
la que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento del mismo se une a fibrilla de amiloide de IgL.C
humana y es eficaz para potenciar la respuesta inmunitaria celular de un paciente para eliminar depdsitos de amiloide
del paciente.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A y 1B. Las figuras 1A y 1B son fotografias reproducidas de un ratén Balb/c justo después de que se
realice una inyeccién de amiloide (1A) y 14 dias después de la inyeccién (1B). La zona se inyeccidn estaba afeitada
para ilustrar mejor la “joroba” provocada por la inyeccién del material amiloideo.

Figuras 2A-2B. Las Figuras 2A y 2B son fotografias reproducidas de neutréfilos humanos (niicleos multilobulados)
que se adhieren a amiloide humano opsonizado in vitro.

Figuras 3A-3D. Las Figuras 3A-3D son fotografias reproducidas de muestras tisulares cargadas de amiloide te-
fiidas inmunohistoquimicamente (20 aumentos). La Figura 3A es una muestra tisular procedente de un paciente con
amiloidosis «1 tefiida con rojo Congo; los depdsitos de amiloide, observados bajo luz polarizada, aparecen como par-
ticulas de color verde azulado. La Figura 3B es una muestra tisular tefiida con fosfatasa alcalina después de marcar
con mAb anti-«I (57-18-H12). La Figura 3C es una muestra tisular tefiida como en la Figura 3B, pero con mAb anti-
kIV (11-1F4). La Figura 3D es una muestra tisular tefiida como en la Figura 3B, pero con mAb anti-AVIII (31-8c7).

Figura 4. La Figura 4 es una fotografia reproducida que muestra un mAb «4 fluoresceinado (FITC) unido a amiloide
humano implantado en un ratén Balb/c. El mAb se inyect6 en el muslo del ratén. El amiloidoma se extirpd 72 horas
después de la inyeccion y se observé usando un microscopio de epifluorescencia (20 aumentos).

Modos para llevar a cabo la invencion
Descripcion general

La presente invencion utiliza polipéptidos de inmunoglobulina para modular y para potenciar la degradacion y la
eliminacién de depdsitos no deseados de fibrillas de amiloide en un huésped o paciente. Se prevé que la invencién se
use, por ejemplo, para tratar a seres humanos que sufren una enfermedad o afeccién caracterizada por una deposicién
no deseada de fibrillas de amiloide. Sin pretender limitarse a ningin mecanismo de accién particular, se cree que
la administracién de péptidos de inmunoglobulina usada en la presente invencidén opsoniza las fibrillas de amiloide
depositadas en un paciente que sufre amiloidosis, ayudando de ese modo a su eliminacién del paciente por el propio
sistema inmunitario del paciente. Se cree que el sistema inmunitario del paciente solo es incapaz de eliminar las fibrillas
de amiloide en condiciones moduladas por fibrillas de amiloide sin tal intervencidn terapéutica, presumiblemente
debido a que las fibrillas de amiloide son por si mismas relativamente no inmunogénicas.

Para tratar a un paciente con amiloidosis, una dosis terapéuticamente eficaz de polipéptido de inmunoglobulina
o fragmento del mismo se administra junto con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente adecuado. Al unirse
o adherirse tales polipéptidos de inmunoglobulina a depésitos no deseados de fibrillas de amiloide, se cree que las
dltimas se opsonizan.

Pueden llevarse a cabo administraciones simples o mdltiples de las composiciones de la presente invencidn en
dosificaciones y mediante protocolos de administracion conocidos por los expertos en la especialidad para la adminis-
tracién de otros productos terapéuticos de anticuerpo. Estos parametros pueden ser seleccionados y/u optimizados por
el médico que trata a un paciente particular.

Preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz de una formulacién farmacéutica de la presente invencioén debe
aportar una cantidad de polipéptido de inmunoglobulina anti-amiloide de IgL.C suficiente para inhibir sustancialmente
la deposicidn no deseada de fibrillas de amiloide o para inhibir sustancialmente el grado de cualquier deposicién no
deseada de fibrillas de amiloide. Mds preferiblemente, las formulaciones deben reducir la carga global de fibrillas de
amiloide depositadas en un paciente. Ademads, la administracion de tales formulaciones debe comenzar poco después
de la diagnosis de amiloidosis y continuar hasta que los sintomas se reduzcan sustancialmente y durante un periodo
posteriormente. En casos bien establecidos de enfermedad, pueden requerirse dosis en exceso seguidas por dosis de
mantenimiento.
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Definiciones

Los términos “péptido”, “polipéptido” o “proteina” se usan intercambiablemente en la presente memoria. El tér-
mino “identidad sustancial”, cuando se refiere a polipéptidos, indica que el polipéptido o la proteina en cuestion es al
menos aproximadamente 30% idéntico a una proteina completa presente en la naturaleza o una porcion de la misma,
habitualmente al menos aproximadamente 70% idéntico, y preferiblemente al menos aproximadamente 95% idéntico.

Segtn se usan en la presente memoria, los términos “aislada”, “sustancialmente pura” y “sustancialmente homogé-
nea” se usan intercambiablemente y describen un proteina que se ha separado de componentes que la acompafian en la
naturaleza. Una proteina sustancialmente purificada comprendera tipicamente por encima de aproximadamente 85%
a 90% de una muestra de proteina, mas habitualmente aproximadamente 95%, y preferiblemente serd por encima de
aproximadamente 99% pura. La pureza u homogeneidad de la proteina puede indicarse mediante un nimero de medios
bien conocidos en la especialidad, tales como una electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina,
seguido por visualizar una sola banda de polipéptido en un gel de poliacrilamida al tefiir. Para ciertos propésitos, se
necesitard alta resolucién y se utilizard HPLC o un medio similar para la purificacion.

Las proteinas pueden purificarse hasta homogeneidad sustancial mediante técnicas estdndar bien conocidas en la
especialidad, incluyendo precipitacion selectiva con sustancias tales como sulfato aménico, cromatograffa en columna,
métodos de inmunopurificacién y otros. Véase, por ejemplo, Scopes, Protein Purification: Principles and Practice,
Springer-Verlag: Nueva York (1982).

Las técnicas de purificacion de anticuerpos son bien conocidas en la especialidad. Harlow ez dl., Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1988), 288-318 describe, por ejemplo,
la purificacién usando precipitacién con sulfato amoénico, dcido caprilico, DEAE, cromatografia con hidroxiapatita,
cromatografia de filtracién en gel, cuentas de proteina A e inmunoafinidad.

Los 4cidos nucleicos, segtin se usan en la presente memoria, pueden ser DNA o RNA. Cuando se hace referencia
a 4cidos nucleicos, el término “identidad sustancial” indica que las secuencias de dos 4cidos nucleicos, o porciones
indicadas de los mismos, cuando se alinean optimamente y se comparan, son idénticas, con inserciones o deleciones
de nucledtidos apropiadas, en al menos aproximadamente 80% de los nucleétidos, habitualmente al menos aproxima-
damente de 90% a 95%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente de 98% a 99,5% de los nucleétidos.

Alternativamente, existe una identidad de secuencias de dcidos nucleicos sustancial cuando un segmento de dcido
nucleico se hibrida bajo condiciones de hibridacion selectivas a un complemento de otra hebra de dcido nucleico.

De forma similar, “sustancialmente complementario” significa que un acido nucleico se hibrida selectivamente a,
o es idéntico a, otro dcido nucleico. Tipicamente, la hibridacién selectiva se producird cuando haya al menos apro-
ximadamente 55% de identidad a lo largo de un tramo de al menos 14-25 nucleétidos, preferiblemente al menos
aproximadamente 65% de identidad, mds preferiblemente al menos aproximadamente 75%, y lo mas preferiblemente
al menos aproximadamente 90% de identidad. Véase M. Kanehisa Nucleic Acids Res. 12:203 (1984).

Condiciones de hibridacién restrictivas incluiran tipicamente concentraciones de sal de menos de aproximadamente
1 M, mds habitualmente menos de aproximadamente S00 mM y preferiblemente menos de aproximadamente 200 mM.
Las condiciones de temperatura serdn tipicamente mayores de 22°C, tipicamente mayores de aproximadamente 30°C
y preferiblemente por encima de aproximadamente 37°C. Puesto que otros factores pueden afectar drasticamente a
la restriccién de la hibridacién, incluyendo la composicién de bases y el tamaifio de las hebras complementarias, la
presencia de disolventes orgdnicos y la extension de la discordancia de bases, la combinacién de pardmetros es mas
importante que la medida absoluta de uno cualquiera solo.

“Aislados” o “sustancialmente puros”, cuando se hace referencia a acidos nucleicos, se refieren a los que se han
purificado de otros componentes celulares u otros contaminantes, p. €j., otros acidos nucleicos o proteinas celulares,
mediante técnicas estdndar, incluyendo tratamiento alcalino/con SDS, formacion de bandas con CsCl, cromatografia
en columna y otras bien conocidas en la especialidad. Véase F. Ausubel, ef dl., ed. Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York (1987), incorporada en la presente memoria mediante
referencia.

Un 4cido nucleico estd “conectado operativamente” cuando estd situado en una relacién funcional con otra se-
cuencia de 4cido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador estd conectado operativamente a una secuencia
de codificacion si afecta a la transcripcidn de la secuencia. Generalmente, conectadas operativamente significa que
las secuencias de 4cido nucleico que estdn conectadas son contiguas y, cuando es necesario enlazar dos regiones de
codificacién de proteina, contiguas y en el marco de lectura.

Técnicas para la manipulacion de 4cidos nucleicos, tales como subclonar secuencias de 4cido nucleico que codifi-
can polipéptidos en vectores de expresion, marcaje de sondas, hibridacién de DNA, etc., se describen generalmente,
por ejemplo, en Sambrook et dl., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2% ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Har-
bor Laboratory, o Ausubel et dl., ed. (1987) ob. cit., las cuales se incorporan ambas en la presente memoria mediante
referencia.
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LEIT3

Los “vectores de expresion”, “vectores de clonacién” o “vectores” son a menudo pldsmidos u otras moléculas de
dcido nucleico que son capaces de replicarse en una célula huésped dada. Los vectores de expresion pueden replicarse
auténomamente, o pueden replicarse al ser insertados en un genoma de la célula huésped, mediante métodos bien
conocidos en la especialidad. Los vectores que se replican autbnomamente tendrdn un origen de replicacion o secuen-
cia de replicacién auténoma (“ARS”, por sus siglas en inglés) que es funcional en la célula o las células elegidas. A
menudo, es deseable que un vector sea utilizable en mds de una célula huésped, p. €j., en E. coli para clonacién y
construccién, y en una célula de mamifero para la expresion.

Se usan a menudo lineas celulares de mamifero como células huésped para la expresion de polipéptidos derivados
de eucariotas. La propagacidon de células de mamifero en cultivo es conocida de por si. Véase Tissue Culture, Academic
Press, Kruse and Patterson, ed. (1973). Lineas de células huésped también pueden incluir organismos tales como
bacterias (p. €j., E. coli o B. subtilis), levaduras, hongos filamentosos, células vegetales o células de insecto, entre
otros.

“Transformacion” se refiere a la introduccién de vectores que contienen los dcidos nucleicos de interés directa-
mente en células huésped mediante métodos bien conocidos. Métodos de transformacién, que varian dependiendo del
tipo de célula huésped, incluyen electroporacion; transfeccién empleando cloruro célcico, cloruro de rubidio, fosfato
célcico, DEAE-dextrano u otras sustancias; bombardeo con microproyectiles; lipofeccién; infeccidon (donde el vector
es un agente infeccioso); y otros métodos. Véase generalmente Sambrook e dl., (1989) ob. cit. La referencia a células
en las que se han introducido los dcidos nucleicos descritos anteriormente pretende incluir ademads la progenie de tales
células.

Segtin se usa en la presente memoria, “polipéptido de inmunoglobulina” se refiere a moléculas que se derivan de
inmunoglobulinas naturales (p. €j., anticuerpos) que tienen una actividad inmunorreactiva especifica contra una diana
particular, p. ej., contra fibrillas de amiloide. Los anticuerpos son tipicamente tetrimeros de polipéptidos de inmuno-
globulina. Segin se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” también se refiere a una proteina que consiste
en uno o mds polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina. Genes de inmunoglobulina in-
cluyen los que codifican para las cadenas ligeras, que pueden ser de los tipos kappa o lambda, y los que codifican para
las cadenas pesadas. Tipos de cadena pesada son alfa, gamma, delta, épsilon y mu. Las porciones carboxiterminales
de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina son regiones constantes, mientras que las porciones aminotermi-
nales son codificadas por los multiples genes de regiones variables de inmunoglobulina. Las regiones variables de una
inmunoglobulina son las porciones que proporcionan especificidad de reconocimiento de antigenos. En particular, la
especificidad reside en las regiones que determinan la complementariedad (“CDR”, por sus siglas en inglés), también
conocidas como regiones hipervariables, de las inmunoglobulinas.

Las inmunoglobulinas pueden existir en una variedad de formas fragmentarias incluyendo, por ejemplo, Fv, Fab, F
(ab”), F(ab’),, SvFv y otros fragmentos, asi como cadenas simples (p. €j., Huston, et dl., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,
85:5879-5883 (1988) y Bird, et dl., Science 242: 423-426 (1988). (Véase, generalmente, Hood, ef dl., “Immunology”,
Benjamin, N.Y., 2% ed. (1984), y Hunkapiller y Hood, Nature, 323:15-16 (1986)). También pueden usarse anticuerpos
monocatenarios, en los que los genes para una cadena pesada y una cadena ligera se combinan en una sola secuencia de
codificacién. Polipéptido de inmunoglobulina también abarca una cadena de inmunoglobulina truncada, por ejemplo,
una cadena que contiene menos dominios de regién constante que en el polipéptido natural. Tales polipéptidos trun-
cados pueden producirse mediante métodos estdndar tales como introducir un codén de parada en la secuencia génica
5’ de las secuencias de dominio que han de someterse a delecion. Los polipéptidos truncados pueden ensamblarse a
continuacién en anticuerpos truncados. Anticuerpos, segtin se usa en la presente memoria, también incluye anticuerpos
biespecificos que pueden producirse tal como mediante los métodos descritos en las siguientes referencias: Glennie et
dl., J. Immunol., 139:2367-2375 (1987); Segal et dl., Biologic Therapy of Cancer Therapy of Cancer Updates 2(4):1-
12 (1992); y Shalaby et dl., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992).

Los “anticuerpos monoclonales” pueden obtenerse mediante diversas técnicas familiares para los expertos en la
especialidad. En resumen, células de bazo procedentes de un animal inmunizado con un antigeno deseado se inmor-
talizan, cominmente mediante fusion con una célula de mieloma (véase, Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol, 6:511-
519 (1976)). Métodos alternativos de inmortalizacién incluyen transformacién con virus de Epstein Barr, oncogenes
o retrovirus, u otros métodos bien conocidos en la especialidad. Colonias que surgen de células inmortalizadas sim-
ples se rastrean con respecto a la produccién de anticuerpos de la especificidad y afinidad deseadas para el antigeno,
y el rendimiento de los anticuerpos monoclonales producidos por tales células puede potenciarse mediante diversas
técnicas, incluyendo inyeccidn en la cavidad peritoneal de un huésped vertebrado.

Inmunoglobulinas monoespecificas y biespecificas también pueden producirse mediante técnicas recombinantes
en células huésped procaridticas o eucaridticas.

Los anticuerpos “quiméricos” son codificados por genes de inmunoglobulina que se han sometido a ingenieria
genética de modo que los genes de las cadenas ligeras y pesadas estén compuestos por segmentos de gen de inmu-
noglobulina pertenecientes a diferentes especies. Por ejemplo, los segmentos variables (V) de los genes procedentes
de un anticuerpo monoclonal de ratén pueden enlazarse a segmentos constantes (C) humanos. Es probable que tal
anticuerpo quimérico sea menos antigénico para un ser humano que anticuerpos con regiones constantes de ratén asi
como regiones variables de ratén.
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Segtin se usa en la presente memoria, el término anticuerpo quimérico también se refiere a un anticuerpo que in-
cluye una inmunoglobulina que tiene un armazén humanoide y en el que cualquier regién constante presente tiene al
menos aproximadamente 85%-90%, y preferiblemente aproximadamente 95% de identidad de secuencia de polipép-
tidos con una regién constante de inmunoglobulina humana, la llamada inmunoglobulina “humanizada” (véase, por
ejemplo, la Publicacién PCT WO 90/07861). De ahi que todas las partes de tal inmunoglobulina “humanizada”, ex-
cepto posiblemente las regiones de determinan la complementariedad (CDR), sean sustancialmente idénticas a partes
correspondientes de una o mds secuencias de inmunoglobulina humana natural. Cuando sea necesario, los residuos
del armazo6n también pueden reemplazarse por aquellos dentro o a través de especies, especialmente si se encuentra
que ciertos residuos del armazén afectan a la estructura de las CDR. Un anticuerpo quimérico también puede contener
regiones variables o constantes truncadas.

El término “regién de armazdén”, segln se usa en la presente memoria, se refiere a aquellas porciones de las
regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina que estdn relativamente conservadas (es decir,
distintas de las CDR) entre diferentes inmunoglobulinas en una sola especie, segin se definié por Kabat, et dl., (1987);
Sequences of Proteins of Immunologic Interest, 4* Ed., U.S. Dept. Health and Human Services). Segtin se usa en
la presente memoria, una “regién de armazén humanoide” es una regién de armazén que en cada cadena existente
comprende al menos aproximadamente 70 o mds residuos de aminodcido, tipicamente de 75 a 85 o mds residuos,
idénticos a los de una inmunoglobulina humana.

Secuencias de DNA de la region constante humanas pueden aislarse de acuerdo con procedimientos bien conocidos
a partir de una variedad de células humanas, pero preferiblemente a partir de células B inmortalizadas. Las regiones
variables o CDR para producir las inmunoglobulinas quiméricas de la presente invencion pueden derivarse de forma
similar de anticuerpos monoclonales capaces de unirse al amiloide tipo humano, y se producirdn en cualquier sistema
mamifero conveniente, incluyendo ratones, ratas, conejos, lineas celulares humanas o cualesquiera otros vertebrados
capaces de producir anticuerpos mediante métodos bien conocidos. Las regiones variables o CDR pueden producirse
sintéticamente, mediante métodos recombinantes estdndar, incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR”,
por sus siglas en inglés) o a través de bibliotecas de presentacion en fagos. Para los métodos de presentacién en fagos,
véanse, por ejemplo, McCafferty et dl., Nature 348:552-554 (1990); Clackson et dl., Nature 352:624-628 y Marks et
dl., Biotechnology 11:1145-1149 (1993). Pueden emplearse sistemas procariéticos adecuados, tales como una bacteria,
una levadura y un fago.

Células originarias adecuadas para las secuencias de DNA y células huésped para la expresién y secrecién de
inmunoglobulinas pueden obtenerse de un niimero de fuentes, tales como the American Type Culture Collection
(“Catalogue of Cell Lines and Hybridomas”, Quinta edicién (1985) Rockville, Maryland, EE. UU. de A.).

Ademas de las inmunoglobulinas quiméricas y “humanizadas” descritas especificamente en la presente memo-
ria, otras inmunoglobulinas modificadas esencialmente idénticas pueden disefiarse y fabricarse facilmente utilizando
diversas técnicas de DNA recombinante bien conocidas por los expertos en la especialidad. En general, pueden efec-
tuarse facilmente modificaciones de los genes mediante una variedad de técnicas bien conocidas, tales como PCR y
mutagénesis dirigida al sitio (véanse Gillman y Smith, Gene 8:81-97 (1979) y S. Roberts et dl., Nature 328:731-734
(1987)).

Alternativamente, pueden producirse fragmentos de polipéptido que comprenden solo una porcién de la estructura
primaria de inmunoglobulina. Por ejemplo, puede ser deseable producir fragmentos de polipéptido de inmunoglobulina
que posean una o més actividades de inmunoglobulina ademas del, o distintas del, reconocimiento de antigenos (p. €j.,
fijacién del complemento).

Los genes de inmunoglobulina, enteros o en parte, también pueden combinarse con regiones funcionales proce-
dentes de otros genes (p. €j., enzimas), o con otras moléculas tales como toxinas, marcadores y restos orientadores
para producir proteinas de fusién (p. ej., “inmunotoxinas”) que tienen nuevas propiedades. En estos casos de fusion
génica, los dos componentes estan presentes dentro de la misma cadena polipeptidica. Alternativamente, la inmuno-
globulina o el fragmento de la misma puede unirse quimicamente a la toxina o el marcador mediante cualquiera de una
variedad de procedimientos quimicos bien conocidos. Por ejemplo, cuando el marcador o el agente citotéxico es una
proteina y el segundo componente es una inmunoglobulina intacta, la conexién puede ser por medio de reticuladores
heterobifuncionales, p. ej., SPDP, carbodiimida, glutaraldehido o similares.

Marcadores adecuados incluyen, por ejemplo, radionticlidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, sustancias
fluorescentes, sustancias quimioluminiscentes, particulas magnéticas. Véanse, para ejemplos de patentes que mues-
tran el uso de tales marcadores, las Patentes de EE. UU. N° 3.817.837, 3.850.752, 3.939.350, 3.996.345, 4.277.437,
4.275.149 y 4.366.241.

Las inmunotoxinas, incluyendo las moléculas monocatenarias, también pueden producirse por medios recombi-
nantes. La produccién de diversas inmunotoxinas es bien conocida en la especialidad, y pueden encontrarse métodos,
por ejemplo, en “Monoclonal Antibody-Toxin Conjugates: Aiming the Magic Bullet”, Thorpe ef dl., Monoclonal An-
tibodies in Clinical Medicine, Academic Press, pp. 168-190 (1982); E. Vitetta, Science (1987) 238:1098-1104; y G.
Winter y C. Milstein, Nature (1991) 349:293-299.
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Técnicas adicionales para preparar inmunoglobulinas y fragmentos de inmunoglobulina se describen en V.S. Malik
et dl., Antibody Techniques (Academic Press, 1994); C.A.K. Borrebaeck, Antibody Engineering: Breakthroughs in
Molecular Biology (Oxford Univ. Press, 1995); y P.J. Delves et dl., Antibody Production: Essential Techniques (John
Wiley & Sons, 1997).

“Opsonizar”, seglin se usa en la presente memoria, se refiere a la unién de un polipéptido de inmunoglobulina a una
diana particular, particularmente epitopos encontrados en depdsitos de fibrillas de amiloide, de modo que el anticuerpo
y las dianas juntos son reconocidos como “extrafios” por el sistema inmunitario celular del huésped. En otras palabras,
la unién de la inmunoglobulina de la presente invencidén potencia la fagocitacién de las fibrillas de amiloide.

“Amiloidosis”, segun se usa en la presente memoria, pretende referirse a cualquier afeccién que esté caracterizada
por la presencia de material amiloideo. Tal material puede estar en la forma de un amiloidoma o depdsitos de amiloide
m4s dispersos o fibrillas.

Composiciones Farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas para el tratamiento terapéutico de acuerdo con la presente invencion estdn des-
tinadas a la administracion parenteral, oral o local. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran
parenteralmente, p. ej., intravenosamente, subcutineamente, intradérmicamente o intramuscularmente. Como la barre-
ra sangre-cerebro es impermeable a IgG (véase U. Bickel ef dl., 1994 Bioconjug. Chem. 5: 119-25), el aporte de an-
ticuerpos para vencer la barrera sangre-cerebro (BBB, por sus siglas en inglés) puede alcanzarse a través de aporte
liposémico o micelar del anticuerpo a la zona deseada. Alternativamente, los agentes de esta invencién pueden apor-
tarse directamente al fluido cerebroespinal (véase, por ejemplo, L.C. Walker et dl., 1994 J. Neuropathol. Exp. Neurol.
53:377-83). Para otros mecanismos de aporte, se hace referencia a P.M. Friden, 1996 Patente de EE. UU. N° 5.527.527
y W.M. Pardridge, 1991 Patente de EE. UU. N° 5.004.697.

Asi, la invencién proporciona composiciones para administracién parenteral que comprenden una solucién del
polipéptido de inmunoglobulina anti-fibrilla de amiloide de IgL.C humana disuelto o suspendido en un vehiculo far-
macéuticamente aceptable, preferiblemente un vehiculo acuoso. Puede usarse una variedad de vehiculos acuosos, p.
ej., agua, agua tamponada, solucién salina al 0,4%, glicina al 0,3%, acido hialurénico y similares. Estas composiciones
pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas, o pueden filtrarse estérilmen-
te. Las soluciones acuosas resultantes pueden envasarse para usar segun estdn, o pueden liofilizarse, combindndose la
preparacion liofilizada con una solucién estéril antes de la administracién. Las composiciones pueden contener sustan-
cias auxiliares farmacéuticamente aceptables, seglin se requiera para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales
como agentes de ajuste del pH y tamponadores, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares,
por ejemplo, acetato sddico, lactato sédico, cloruro sédico, cloruro potasico, cloruro célcico, monolaurato de sorbitan,
oleato de trietanolamina, etc.

La concentracién de polipéptidos de inmunoglobulina antiamiloide en las formulaciones farmacéuticas puede va-
riar ampliamente, es decir, de menos de aproximadamente 1%, habitualmente a o al menos aproximadamente 10-15%,
hasta tanto como 50% en peso o mas, y se seleccionara principalmente por los volimenes de fluido, las viscosidades,
etc., de acuerdo con el modo de administracion particular seleccionado.

Sin una experimentacién excesiva, un experto normal en la técnica podria determinar la cantidad de polipéptidos
de inmunoglobulina que seria eficaz para opsonizar adecuadamente un amiloidoma. Las cantidades eficaces para este
uso dependerdn, p. €j., de la naturaleza de la composicion de polipéptido de inmunoglobulina antiamiloide, el modo de
administracion, el estadio y la gravedad de la enfermedad que se trata, el peso y el estado de salud general del paciente
y el juicio del médico que prescribe. Podria usarse generalmente una dosis simple tipica de 0,5 mg/kg. Debe tenerse
en cuenta que el polipéptido de inmunoglobulina antiamiloide y las composiciones peptidicas derivadas del mismo
pueden emplearse en estados patolégicos graves, esto es, situaciones que amenazan la vida o que potencialmente
amenazan la vida. En tales casos, es posible y puede ser considerado deseable por el médico que trata administrar
excesos sustanciales de estas composiciones.

El tratamiento de seres humanos con amiloidosis también podria aplicarse a animales susceptibles de amiloidosis,
tales como vacas o pollos. Asi, las referencias a pacientes humanos en la presente memoria se aplican también a
pacientes no humanos.

Los polipéptidos de inmunoglobulina, segtin se definen en la presente memoria, son mAb antiamiloide dirigidos
hacia un amiloidoma o componentes o precursores del mismo. Los mAb también pueden producirse contra dominios
de la regién variable de IgLC o, preferiblemente, contra los subconjuntos de IgL.C «1, x4, A8 o combinaciones de los
mismos. La administracién a seres humanos de polipéptidos de inmunoglobulina que son sustancialmente humanos
puede provocar respuestas antianticuerpo. Asi, puede ser deseable preparar polipéptidos de inmunoglobulina anti-IgL.C
que sean sustancialmente humanos. Por “sustancialmente humano” se entiende un anticuerpo o fragmento de unién
del mismo comprendido por secuencias de aminodcidos que son al menos aproximadamente 50% de origen humano,
al menos de 70 a 80% mas preferiblemente, y aproximadamente 95-99% o mds humanos, lo mas preferiblemente,
particularmente para administraciones repetidas durante un periodo prolongado, segtin pueda ser necesario para tratar
casos establecidos de amiloidosis. Segtin se usa en la presente memoria, se entiende que anticuerpo humano incluye
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anticuerpos de origen totalmente humano asi como los que son sustancialmente humanos, a no ser que el contexto
indique otra cosa.

Los anticuerpos monoclonales también pueden producirse contra fibrillas de amiloide sintéticas. Péptidos de la re-
gién variable de una cadena ligera recombinantes se aislan y se purifican in vitro usando técnicas estandar. Se preparan
a continuacion fibrillas sintéticas a partir de los péptidos usando técnicas tales como las descritas por Wall et dl., “In
vitro Immunoglobulin Light Chain Fibrillogenesis”, METHODS IN ENZYMOLOGY, Vol. 309 (En prensa). Se pro-
ducen a continuacién anticuerpos contra las fibrillas sintéticas usando técnicas de inmunizacidn estandar, tipicamente
en ratones o conejos. Lineas celulares monoclonales que secretan anticuerpos antifibrillas se producen usando técnicas
de hibridoma estandar.

Los polipéptidos de inmunoglobulina antiamiloide pueden prepararse mediante cualquiera de un nimero de téc-
nicas bien conocidas. Por ejemplo, pueden prepararse inmunizando a un animal con amiloide humano purificado o
parcialmente purificado. Los animales inmunizados pueden ser uno de una variedad de especies que son capaces de
reconocer inmunoldgicamente epitopos caracteristicos del dominio extracelular de amiloide de tipo humano, tales
como muridos, lagomorfos, equinos, etc.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse inmortalizando células que comprenden secuencias de dcido
nucleico que codifican polipéptidos de inmunoglobulina o porciones de los mismos que se unen especificamente a
determinantes antigénicos caracteristicos del dominio extracelular del amiloide de tipo humano. El procedimiento
de inmortalizacién puede llevarse a cabo mediante técnicas de fusion de hibridomas, mediante transformacién viral
de linfocitos productores de anticuerpos, técnicas de DNA recombinante o mediante técnicas que combinan fusién
celular, transformacién viral y/o metodologias de DNA recombinante. Inmunégenos para producir los anticuerpos
monoclonales incluyen fibrillas de amiloide sintéticas como las descritas, por ejemplo, por A. Lomakin et dl., 1997
Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 94: 7942-7.

Como la generacién de anticuerpos monoclonales antiamiloide humanos puede ser dificil con técnicas de inmor-
talizaciéon convencionales, puede ser deseable elaborar en primer lugar anticuerpos no humanos y a continuacién
transferir a través de técnicas de DNA recombinante las regiones que se unen a antigeno de los anticuerpos no hu-
manos, p. €j., el Fab, regiones que determinan la complementariedad (CDR) o regiones hipervariables, a regiones
constantes humanas (Fc) o regiones de armazoén segtin sea apropiado para producir moléculas sustancialmente huma-
nas. Tales métodos se conocen generalmente en la especialidad y se describen, por ejemplo, en U.S. 4.816.397, la
publicacién PCT WO 90/07861 y las publicaciones EP 173494 y 239400. Sin embargo, pueden producirse anticuer-
pos completamente humanos en animales transgénicos. Los genes o segmentos génicos de inmunoglobulina humana
deseados pueden aislarse, por ejemplo mediante PCR, de células B humanas, el DNA puede clonarse en vectores
apropiados para la expresion en células eucaridticas y el DNA clonado puede introducirse en animales para producir
transgénicos. Animales adecuados para la produccién de transgénicos que expresan inmunoglobulina humana incluyen
ratones, ratas, conejos y cerdos. Con los roedores, los transgénicos que expresan inmunoglobulinas humanas deben
tener preferiblemente uno o mds de sus loci de inmunoglobulina endégenos inactivados o “noqueados” para facili-
tar la identificacion y el aislamiento de los anticuerpos humanos (Véase, p. €j., Lonberg, et dl. Nature 368:856-859
(1994)).

Los anticuerpos quiméricos o polipéptidos de inmunoglobulina quiméricos resultantes que se unen a amiloide hu-
mano también estan dentro del alcance de la presente invencién. Un anticuerpo quimérico terapéutico tipico seria una
proteina hibrida que consiste en el dominio variable (V) o de unién a antigeno procedente de una inmunoglobulina de
ratén especifica para un determinante antigénico de amiloide humano y el dominio constante (C) o efector procedente
de una inmunoglobulina humana, aunque pueden usarse dominios procedentes de otras especies de mamifero para
los dominios tanto variable como constante. Seglin se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo quimérico”
también se refiere a anticuerpos codificados por genes de inmunoglobulina en los que solo las CDR se transfieren des-
de la inmunoglobulina que reconoce especificamente los determinantes antigénicos, derivandose el resto del gen de
inmunoglobulina de un gen de inmunoglobulina humano (o de otro mamifero, segiin se desee). Segtin se analiza ante-
riormente, este tipo de anticuerpo quimérico se denomina un anticuerpo “humanizado” (en caso de que se esté usando
un gen de inmunoglobulina humano). También se consideran anticuerpos humanos recombinantes que no contienen
secuencias de otras especies.

Las regiones hipervariables de los dominios variables de los polipéptidos de inmunoglobulina antiamiloide com-
prenden un aspecto relacionado de la invencion. Las regiones hipervariables, o CDR, junto con las regiones de armazén
(aquellas porciones de regiones variables de cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina que estdn relativamente
conservadas entre diferentes inmunoglobulinas en una sola especie), permiten que los polipéptidos de inmunoglo-
bulina antiamiloide reconozcan y asi se unan a amiloide humano. Las regiones hipervariables pueden clonarse y
someterse a secuenciacion. Una vez identificadas, estas regiones que confieren reconocimiento especifico de amiloide
humano pueden clonarse a continuacién en un vector para la expresién en un huésped como parte de otra molécula
de inmunoglobulina o como una proteina de fusién, p. €j., una molécula portadora que funciona para potenciar la
inmunogenicidad del idiotipo clonado.

Los polipéptidos de inmunoglobulina antiamiloide se usardn generalmente intactos, o como fragmentos inmuno-
génicos, tales como fragmentos Fv, Fab, F(ab’),. Los fragmentos pueden obtenerse a partir de anticuerpos mediante
técnicas convencionales, tales como mediante digestién proteolitica del anticuerpo usando, p. €j., pepsina, papaina u

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345746 T3

otras enzimas proteoliticas, o mediante técnicas de DNA recombinante en las que un gen o una porcién del mismo que
codifica el fragmento deseado se clona o se sintetiza, y se expresa en una variedad de huéspedes.

Los expertos en la especialidad apreciardn que pueden producirse anticuerpos “antiidiotipicos” usando una inmu-
noglobulina especifica como un inmunégeno de acuerdo con técnicas estandar. Por ejemplo, la infeccién o inmuniza-
cion con una fibrilla de amiloide o fragmento de la misma induce una inmunoglobulina neutralizadora, que tiene en
su sitio de combinacién de la regidn variable de Fab una imagen del amiloide que es tnica para esa inmunoglobulina
particular, es decir, un idiotipo. La inmunizacién con tal inmunoglobulina antiamiloide induce un anticuerpo antiidio-
tipico, que tiene una conformacion en su sitio de combinacién que imita la estructura del antigeno amiloideo original.
Por lo tanto, pueden usarse estos anticuerpos antiidiotipicos en lugar del antigeno amiloideo. Véase, por ejemplo,
Nisonoff (1991) J. Immunol. 147:2429-2438.

Los siguientes ejemplos de trabajo apuntan especificamente a realizaciones preferidas de la presente invencion, y
no debe considerarse que limiten de ningin modo el resto de la divulgacién. Otras configuraciones genéricas serdn
evidentes para un experto en la especialidad.

Ejemplo 1
Resolucion no Asistida de Amiloide de IgLC Humana en un Huésped Miirido

Amiloide de IgLC humana se extrajo y se purific6 de érganos infectados obtenidos durante una autopsia. Los
primeros experimentos implicaban trasplantar 50-200 mg de este material amiloideo a un ratén Balb/c. La masa ami-
loidea, o “amiloidoma”, se preparé en PBS estéril mediante etapas de sonicacion y trituracion en serie para producir
una suspension fina de fibrillas de amiloide completadas con las moléculas auxiliares encontradas in vivo. Este pro-
cedimiento se realizé para permitir que el amiloide se inyectara en los ratones a través de una aguja hipodérmica de
calibre ancho.

El material amiloideo, equivalente a 10% del peso corporal del animal, se inyectd en los ratones (bajo anestesia)
entre la escdpula, lo que daba como resultado que era visible una masa grande (véase la Figura 1A). El ratén requeria
15-18 dias para alcanzar la eliminacién completa del amiloidoma (véase la Figura 1B), después de lo cual el animal
parecia sano y vivia una vida normal. La eliminacién del amiloidoma fue determinada subjetivamente por el expe-
rimentador; simplemente palpando la zona de inyeccién, un amiloidoma, como un guisante duro, puede apreciarse
facilmente bajo la piel.

Ejemplo 2
Implicacion de la Inmunidad tanto Mediada por Anticuerpos como Celular en la Eliminacion de Amiloidomas

La implicacién de los anticuerpos antiamiloide en la eliminacién de amiloidomas se observé rastreando suero
procedente de un ratén previamente inyectado con material amiloideo contra una muestra del material inyectado.
Esto se realiz6 mediante andlisis por transferencia Western usando diluciones adecuadas del suero de ratén como el
anticuerpo primario. Se observé que habia anticuerpos para cada componente de la matriz amiloidea, es decir, cada
banda del gel era tefiida por el suero del ratén, incluso con una dilucién del suero de 10.000 veces (datos no mostrados).

La implicacién de un componente celular se demostré mediante ensayos de unién a neutréfilos in vitro (véanse
las Figuras 2A y 2B) y usando estirpes de ratones mutantes por noqueo (datos no mostrados). Las Figuras 2A y
2B muestran neutréfilos humanos que se adhieren a amiloide humano después de que el amiloide se trate con mAb
anti-(IgLC humana) de ratén. Esto muestra que el mAb de ratén puede unirse a amiloide humano asi como atraer
neutréfilos humanos.

Estudios de estirpes de ratones mutantes por noqueo apoyan adicionalmente el hallazgo de la implicacion de an-
ticuerpos en la eliminacién de amiloide. En primer lugar, ratones scid/scid, que careces de linfocitos B y T, eran
incapaces de eliminar un amiloidoma inyectado incluso después de tres meses (datos no mostrados). En segundo lu-
gar, los animales noqueados en CD18 eran incapaces de eliminar el amiloidoma tan rapidamente como los animales
normales. Los animales noqueados en CD18 eran 97% deficientes en CD 18, una integrina de la superficie celular
encontrada en linajes de granulocitos/macréfagos. Aunque estas células no pueden abandonar la circulacién, los ani-
males son competentes en células B y T y por lo tanto pueden montar una respuesta de anticuerpos. En tercer lugar,
los ratones desnudos, que no tienen glébulos blancos, eran incapaces de eliminar el amiloidoma.

Por otra parte, un amiloide que ha sido incubado con suero reactivo con amiloide procedente de otro ratén, cuando
se implantaba en el segundo ratén, se eliminaba en 4 dias. En este experimento, un ratén Balb/c fue inyectado con 50
mg de amiloide de HIG y se dejé durante 1 semana, después de lo cual se sangré mediante pinzamiento en la vena de
la cola. La sangre se centrifugd a 1500 rpm y las células se eliminaron mediante aspiracién. El plasma se almaceno a
4°C hasta que se usaba. Otra preparacion de amiloide de HIG (100 mg) se prepard suspendiendo en PBS estéril a la
que se afiadia 1 ml de plasma procedente del ratén previo. Esta preparacién se inyectd a continuacién en un segundo
ratén (Balb/c) y el amiloide se eliminé en 4 dias. Asi, se concluyé que el procedimiento podia acelerarse opsonizando
el material antes de la inyeccion.
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Ejemplo 3
Rastreo por ELISA de Subconjuntos de IgLC

Se realizé un estudio sistemdtico usando técnicas de ELISA para rastrear un gran niimero de muestras de amiloide
extraidas de seres humanos usando mAb producidos contra los subconjuntos de IgL.C (41, 42, 43, A4, A5, A6, «1,
k2, k3, k4, k y A libres y « y A totales). De forma interesante, se encontré que, mas a menudo que no, los amiloides
daban positivo con mAb especificos para su propio subtipo, los anticuerpos « o A totales y un mAb «1(57-18H12),
xk4(11-1F4) y A8(31-8C7). Se encontrd que estos tres tltimos agentes reaccionaban de un modo no especifico para el
subgrupo, es decir, k1 reaccionaba con amiloides comprendidos por IgLC distintas de x1; y los otros dos mAb exhiben
la misma calidad. Esto muestra que el epitopo reconocido por estos anticuerpos puede ser un rasgo general de fibrillas
de amiloide, indicando la posibilidad de un epitopo de amiloide compartido que puede elegirse como diana.

Ejemplo 4
Tincion Inmunoquimica

Muestras tisulares procedentes de pacientes con amiloide se tifieron usando técnicas inmunoquimicas estdndar y se
observo un fenémeno de unién similar. Las Figuras 3A-3D muestran que anti-«1 se une al amiloide de «1 y, sorpren-
dentemente, que el anti-x4 reacciona con el amiloide de «1, sugiriendo un epitopo de amiloide que estos anticuerpos
pueden reconocer. Adicionalmente, el anti-«4 reacciona con amiloide que contiene A (no ilustrado). Este es un ejem-
plo de reactividad isotipica cruzada. Sin embargo, los resultados procedentes del ELISA y la inmunohistoquimica no
siempre eran concordantes. Esto se debe probablemente a la diferencia inherente en lo que se estd observando, es decir,
el ELISA es un ensayo de unién en fase liquida que usa amiloide purificado extraido, mientras que la inmunohistoqui-
mica se realiza sobre secciones de tejido fijadas sobre un portaobjetos.

Ejemplo 5

Estudios In Vivo de Subconjuntos de Anti-IgLC

0,1 mg de uno de tres anticuerpos -«1, k4 o A8, identificados anteriormente- se inyecté en el muslo de un ratén en el
que se habia introducido amiloide en la forma de un amiloidoma segin se describe anteriormente. Los reaccionantes
k1 y x4 daban como resultado la eliminacién completa por el huésped de la mayoria de las especies de fibrillas de
amiloide probadas en menos de 7 dias (tan poco como 4 dias para ciertas fuentes de amiloide). La Figura 4 muestra
mAD «4 tratado con fluoresceina que se une a amiloide humano.

El reaccionante A8, que es reactivo en ciertos caso en ambos estudios in vitro (anteriormente), incrementaba la
resolucién de los amiloidomas en hasta aproximadamente 10% en los experimentos in vivo.

Ejemplo 6
Estudios In Vivo de Subgrupos de Anti-IgLC

Se aisl6 amiloide humano de un paciente con amiloide AA asociado con la inflamacién y se prepard para la
inyeccidn en ratones Balb/C mediante sonicacién y trituracion repetidas para permitir su inyeccion en el ratén (véase
el Ejemplo 1). Inmediatamente después de la inyeccion de 100 mg de extracto de amiloide AA humano, los ratones se
trataron con 100 ug de mAb «4, mAb anti-AA, sin mAb y mAb de control no especifico (anti-« libre). La resolucién
competa del material se observo con 48 horas en los animales que habian sido tratados con los mAb x4 y anti-AA. En
contraste, los animales de control tenfan una masa grande de amiloide que permanecia en la zona de inyeccién.

Ejemplo 7
Produccion de mAb Anti-Fibrillas de Amiloide Especificos

Se prepararon fibrillas de amiloide sintéticas in vitro y se usaron como un inmundgeno en ratones para producir
una primera generacion de mAb anti-fibrilla de amiloide. En resumen, se produjeron péptidos de la region variables de
la cadena ligera A6 recombinantes, se aislaron y se purificaron usando un sistema de expresion bacteriano y técnicas
de purificacién de proteinas estdndar. Se prepararon fibrillas sintéticas a partir de estos péptidos mediante periodos
prolongados de agitacién en solucidn, segtin se describe, por ejemplo, en Wall et dl., “In vitro Immunoglobulin Light
Chain Fibrillogenesis”, METHODS IN ENZYMOLOGY, Vol. 309 (En Prensa). Las fibrillas se concentraron mediante
centrifugacion a 17.000 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Las fibrillas concentradas se usaron a continuacién para inmunizar ratones Balb/c durante un periodo de varias
semanas. Lineas celulares monoclonales que secretan anticuerpos antifibrillas se produjeron usando técnicas de hibri-
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doma estandar. Los anticuerpos resultantes tienen una actividad antifibrillas demostrable basada en ensayos de ELISA,
descritos en el Ejemplo 3. Estos anticuerpos reaccionaban con 99% de todos los extractos de amiloide de IgL.C humana
probados hasta la fecha independientemente de la naturaleza del isotipo o subgrupo de la proteina precursora cuando
se ensayaban mediante ELISA. De forma similar, los anticuerpos reaccionaban en un formato de ELISA con amiloide
AA mdrido aislado y fibrillas sintéticas compuestas de un péptido derivado de la proteina de Alzheimer AB [AB(25-
35)].

Debe entenderse que el andlisis y los ejemplos precedentes presentan meramente una descripcion detallada de
ciertas realizaciones preferidas.
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REIVINDICACIONES
1. El uso de:

a) una dosis terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o un frag-
mento del mismo que se une a fibrilla de amiloide de IgLC humana; y

b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable;
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad por deposicion de amiloide en
un paciente humano.
2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento

del mismo se produce contra una cadena ligera de inmunoglobulina.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o
fragmento del mismo es un anticuerpo monoclonal.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo completamente
humano.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo humanizado.
6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo quimérico.
7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado.
8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo es un anticuerpo marcado.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el fragmento de anticuerpo o inmunoglobulina es un
fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab”), un fragmento F(ab’), o un fragmento SvFv.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento
€s un anticuerpo monocatenario.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento
tiene reactividad isotipica cruzada.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o fragmento
del mismo se ha producido contra fibrillas de amiloide sintéticas.

13. Una composicién que comprende una dosis terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo o polipéptido
de inmunoglobulina o fragmento del mismo que se une a fibrilla de IgLC humana; y

b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

para el uso en el tratamiento de cualquier enfermedad por deposicién de amiloide en un paciente humano.

14. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina
o fragmento del mismo se produce contra una cadena ligera de inmunoglobulina.

15. La composicion de acuerdo con la reivindicacioén 13 6 14, en la que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglo-
bulina o fragmento del mismo es un anticuerpo monoclonal.

16. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
completamente humano.

17. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
humanizado.

18. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 15, en la que el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
quimérico.

19. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 18, en la que el anticuerpo quimérico es un anticuerpo
humanizado.
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20. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el anticuerpo es un anticuerpo marcado.

21. La composicioén de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el fragmento de anticuerpo o inmunoglobulina
es un fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab”), un fragmento F(ab’), o un fragmento SvFv.

22. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que the anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina
o fragmento es un anticuerpo monocatenario.

23. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina
o fragmento tiene reactividad isotipica cruzada.

24. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina
o fragmento del mismo se ha producido contra fibrillas de amiloide sintéticas.

25. Una composicion farmacéutica para el uso en terapia, que comprende una dosis terapéuticamente eficaz de al
menos un anticuerpo o polipéptido de inmunoglobulina o un fragmento del mismo, en la que el anticuerpo o polipépti-
do de inmunoglobulina o fragmento del mismo se une a fibrilla de amiloide de IgL.C humana y es eficaz para potenciar
la respuesta inmunitaria celular de un paciente para eliminar depdsitos de fibrillas de amiloide del paciente.

26. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 25, en la que el anticuerpo o polipéptido de
inmunoglobulina o fragmento del mismo es un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo.

27. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 26, en la que el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo completamente humano.

28. La composicioén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidn 26, en la que el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo humanizado.

29. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 26, en la que el anticuerpo es un anticuerpo
marcado.

30. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 25, en la que el fragmento de anticuerpo o
inmunoglobulina es un fragmento Fv, un fragmento Fab, un fragmento F(ab”), un fragmento F(ab’), o un fragmento
SvFv.

31. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 25, en la que el anticuerpo o polipéptido de
inmunoglobulina o fragmento del mismo es un anticuerpo monocatenario.

32. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 25, en la que el anticuerpo o polipéptido de
inmunoglobulina o fragmento del mismo tiene reactividad isotipica cruzada.

33. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 32, en donde la
composiciéon comprende ademds un vehiculo.
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Figura 1
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Figura 2
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