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DESCRIPCION
Motivo de interaccion amiloide general (GAIM)

Esta solicitud reivindica la prioridad respecto la solicitud provisional estadounidense n.° 62/685.757, presentada el 15
de junio de 2018, y la solicitud provisional estadounidense n.° 62/749.499, presentada el 23 de octubre de 2018.

La invencidn se refiere a polipéptidos que comprenden una variante del motivo de interaccion amiloide general (GAIM)
de la proteina del gen 3 del bacteriéfago filamentoso (“g3p”, también conocida como “p3” o “plll”) de manera que los
polipéptidos estan parcial o totalmente desinmunizados y demuestran potencia superior, estabilidad estructural
superior y mayor especificidad de unién a proteinas amiloides con relacion a la técnica anterior. Se abarcan constructos
y moléculas de acido nucleico que codifican para tales polipéptidos, células huésped transformadas con tales
moléculas de acido nucleico y métodos para fabricar tales polipéptidos de manera recombinante. Adicionalmente, la
invencién se refiere a composiciones de diagnostico y farmacéuticas que comprenden los polipéptidos dados a
conocer en el presente documento, al uso de composiciones de diagnostico para detectar agregados amiloides y/o
diagnosticar una enfermedad asociada con proteina mal plegada y/o agregada, y al uso terapéutico y/o profilactico de
composiciones farmacéuticas para disminuir la carga de amiloide, prevenir la agregacion, desagregar el amiloide o
tratar o prevenir de otro modo una enfermedad asociada con proteina amiloide mal plegada y/o agregada, tal como
enfermedades amiloides sistémicas y periféricas, enfermedades neurodegenerativas que incluyen tauopatias
neurodegenerativas y encefalopatias espongiformes transmisibles (enfermedades asociadas a priones). Los
polipéptidos de la invencion incluyen proteinas de fusion y porciones de unién a amiloide de las mismas.

El bacteriéfago g3p se une directamente a fibras amiloides, y la desagregacion de amiloide mediada por bacteriéfago
(por ejemplo, remodelacion) depende de esta etapa de union inicial. Véase, por ejemplo, el documento WO
2013/082114 A1. Los inventores identificaron previamente una secuencia minima de g3p requerida para la unién a
amiloide, la desagregacion de amiloide y/o la prevencion de la formacion de agregados de amiloide. Id. Esta secuencia
minima esta abarcada por el motivo de interaccion amiloide general (GAIM), que comprende los dominios N1 y N2 de
g3p, y conduce a la generacion de polipéptidos de g3p (incluidos mutantes, fragmentos, proteinas de fusién o
composiciones farmacéuticas de los mismos) que son capaces de unirse a la proteina amiloide y/o desagregar
proteinas amiloides. Véanse Id.; documento WO 2014/055515 A1. Los polipéptidos de g3p divulgados en los
documentos WO 2013/082114 A1 y WO 2014/055515 A1 son eficaces para la prevencion o el tratamiento de
enfermedades asociadas con proteinas amiloides mal plegadas y/o agregadas. Id. Sin embargo, estos polipéptidos de
g3p también comprenden epitopos de células T humanas que pueden provocar una respuesta inmune no deseada en
los pacientes. Por tanto, se desarrollaron polipéptidos de g3p parcialmente desinmunizados, que comprenden
mutaciones que eliminan hasta cuatro de los cinco epitopos de células T presentes en g3p nativo. Véase el documento
WO 2014/193935 A1.

Adicionalmente, la produccion recombinante en células animales de polipéptidos de g3p que se unen al amiloide, y
que son utiles para la deteccion, el diagnostico, la prevencion o el tratamiento de enfermedades o afecciones
relacionadas con el amiloide, estaba limitada por la presencia de un posible sitio de N-glicosilacion. Por tanto, se
generaron polipéptidos de g3p mejorados, incluidos polipéptidos de g3p parcialmente desinmunizados, en los que el
sitio potencial de N-glicosilacion se eliminéd mediante una o0 mas mutaciones. Véase el documento WO 2016/090022
AS8.

A pesar de estos avances, sigue existiendo la necesidad en la técnica de polipéptidos de g3p que sean mas estables,
potentes y especificos, asi como también completamente o casi completamente desinmunizados.

La generacion de polipéptidos con estos conjuntos de cualidades terapéuticas ha planteado hasta ahora un desafio
significativo, al menos en parte debido a ciertas relaciones inversas en los polipéptidos de g3p: En primer lugar, los
intentos anteriores de eliminar el epitopo 2 de células T, que se requiere para la desinmunizacion completa de un
polipéptido de g3p, han dado como resultado constantemente una capacidad de unién a amiloide reducida. En
segundo lugar, los intentos anteriores de aumentar la estabilidad de los dominios N1-N2 de GAIM también han
provocado constantemente una actividad de uniéon a amiloide reducida. Por ejemplo, una variante de GAIM super
estabilizada, PB113, muestra una escasa capacidad de unién a amiloide. En tercer lugar, la inestabilidad del dominio
N2 genera interacciones promiscuas con sustratos distintos de amiloide como proteinas solubles, estructuras de
glébulos fundidos pegajosos y polimeros fibrilares distintos de amiloide, tales como colageno y elastina. Por lo tanto,
la desestabilizacién de N2 para aumentar la actividad de unién a amiloide sacrifica la especificidad, mientras que la
estabilizacion de N2 para evitar la unién inespecifica sacrifica la unidén a amiloide. De manera sorprendente, las tres
relaciones inversas se superaron generando proteinas de fusion que comprendian variantes de GAIM y fusiones de
las mismas en una conformacion “abierta y estabilizada.”

A diferencia de la técnica anterior, los polipéptidos abiertos y estabilizados descritos en el presente documento
demuestran potentes actividades de uniéon a amiloide y remodelaciéon a través de una amplia gama de amiloides
mientras mantienen la estabilidad proteica y la especificidad de unioén. Por lo tanto, en algunos aspectos, la presente
invencidn se refiere a variantes abiertas y estabilizadas de GAIM (GAIM), a proteinas de fusion GAIM-inmunoglobulina
(GAIM-Ig) 0 a composiciones farmacéuticas de las mismas, que estan al menos parcialmente desinmunizadas y tienen
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actividad de union a amiloide, especificidad de unién a amiloide y actividad de remodelacion de amiloide superiores.
En algunos aspectos, estas variantes de GAIM abiertas y estabilizadas, proteinas de fusion GAIM-Ig o composiciones
farmacéuticas de las mismas se desinmunizan completamente sin sacrificar la union a amiloide potente y especifica y
sin sacrificar la estabilidad estructural. Las variantes de GAIM abiertas y estabilizadas y las fusiones GAIM-Ig descritas
en el presente documento son capaces de acoplarse a y eliminar amiloides en cerebro y 6rganos periféricos y
constituyen un nuevo conjunto de polipéptidos con capacidad superior para detectar, diagnosticar, prevenir, retrasar
la aparicion y/o tratar enfermedades asociadas con proteina amiloide mal plegada y/o agregada.

Objetivos y ventajas adicionales de la presente invencion se exponen en parte en la descripcidn siguiente, y resultaran
obvios a partir de la descripcion, o pueden aprenderse mediante la puesta en practica de la invencidn. Los objetivos y
ventajas de la invencidon se realizaran y alcanzaran por medio de los elementos y combinaciones sefaladas
particularmente en las reivindicaciones adjuntas. Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la
descripcidn detallada que sigue son Unicamente a modo de ejemplo y explicativas y no son restrictivas de la invencién
segun se reivindica.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1A es una representacion grafica de la estructura terciaria de los dominios N1 y N2 de GAIM (mostrados
usando la estructura 2G3P de PDB). Las cadenas [ sometidas a mutagénesis dirigida a sitio se muestran en gris
oscuro. Las flechas indican la ubicacion de residuos polares en N1 y residuos hidréfobos en N2. La figura 1B es una
representacion grafica de una fusion GAIM-Ig de la invencion. La figura 1C es una representacion grafica de un dimero
de GAIM.

La figura 2 representa resultados de estudios de intercambio de hidrégeno/deuterio (H/D) que muestran las secuencias
de interaccion con GAIM en fAB42.

La figura 3A compara porciones correspondientes de la secuencia de aminoacidos de la porcién N1 de g3p del fago
fd (SEQ ID NO: 1) y la porcion N1 correspondiente de g3p del fago IF1 (SEQ ID NO: 2). El recuadro abierto representa,
en la parte superior, los aminoacidos 23-28 (DDKTLD; SEQ ID NO: 3) de PB106 y el armazon de GAIM PB120

(derivado de PB106) y, en la parte inferior, la sustitucion de EGDS (SEQ ID NO: 4) presente en las fusiones GAIM-Ig

abiertas y estabilizadas de la invencién (EGDS = SEQ ID NO: 4). La figura 3B es una representacion grafica de la
estructura terciaria de los dominios N1 y N2 de GAIM (mostrados usando la estructura 2G3P de PDB). El recuadro
abierto en la figura 3B muestra la ubicacidn de SEQ ID NO: 3 en fd g3p. La figura 3C es una representacion grafica
de tres bucles de plegado lento (también denominados “giros”) implicados en la estabilizacion del dominio N2. T1 =

Giro 1 (FANN; SEQ ID NO: 5); T2 = Giro 2 (RQGA; SEQ ID NO: 6); T3 = Giro 3 (QGTDPVK: 5Eq D NO: 7). Tal
como se demuestra mas adelante, la eliminacién de uno 0 mas de T1, T2 o T3 mediante mutagénesis estabiliza el
dominio N2. La figura 3D representa cambios en la union y estabilidad basados en sustituciones de aminoacidos
seleccionados de T50.

Las figuras 4A y 4B muestran datos representativos de experimentos de fusion térmica de una fusion GAIM-Ig en
comparaciéon con un dimero o0 mondémero de GAIM. La fusion térmica se monitorizd6 mediante la unién de SYPRO®
Orange. La primera transicion, Tm1, se calculd mediante ajuste no lineal a partir de intensidades de fluorescencia
normalizada.

Las figuras 5A y 5B representan espectros de emision de fluorescencia de GAIM a 0 M de clorhidrato de guanidina
(GuHCI) (lineas discontinuas), 2 M de GuHCI (lineas continuas) y 5 M de GuHCI (lineas de puntos) con excitacion a
295 nm (figura 5A) y 280 nm (figura 5B). La figura 5C representa el despliegue en equilibrio de dimero de GAIM por
GuHCI. La figura 5C muestra dos transiciones, la primera entre 1 My 2 M de GuHCl y la segunda entre 2 My 4 M de
GuHCI. Las intensidades de fluorescencia relativa a 340 nm (excitacién a 280 nm) se representaron graficamente a
diversas concentraciones de GUHCI. La figura 5D representa el despliegue del dominio N2 a 1,5 M de GuHCI. La figura
5E representa el despliegue del dominio N1 a 2,6 M de GuHCI.

Las figuras 6A y 6B representan el mapeo de residuos de GAIM que modulan la unién a amiloide. La figura 6A es una
grafica de dispersion que muestra la potencia de union a fibra de Ap42 de variantes de GAIM que se correlacionan
con Tm1 (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,703, p <0,0001). La figura 6B es una grafica de dispersion que
muestra la potencia de unidn a fibra de ftau de variantes de GAIM que se correlacionan con Tm1 (coeficiente de
correlacion de Spearman = 0,878, p <0,0001). Las variantes con escasa union a ftau se presentan como CEsg =
1000 nM debido a la inexactitud en el ajuste de la curva para variantes que no alcanzan la saturacion en el ELISA.
Tanto para la figura 6A como para la figura 6B, el armazén PB120 de GAIM esta representado por un triangulo gris y
las variantes estan representadas por circulos. Una disminucién en Tm1 indica una conformacion mas abierta de
GAIM, lo que da como resultado un aumento de la unién, mientras que las variantes estabilizadas con Tm1 mas alta
tienden a perder actividad de unién.

Las figuras 7A y 7B muestran la union a amiloide para proteinas de fusion GAIM-Ig seleccionadas. La figura 7A



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2960493 T3

compara la union a amiloide para el armazén de GAIM (circulo cerrado) y variantes estabilizadas del mismo. FQNN,

VNGVy QGGK son SEQ ID NO: 8-10, respectivamente. La figura 7B muestra la unién superior de proteinas de
fusion GAIM-Ig abiertas y estabilizadas (pero no super estabilizadas). Polipéptidos abiertos y estabilizados (distintos
del polipéptido super estabilizado PB113, que se muestra en el extremo derecho) se indican dentro del recuadro
abierto.

Las figuras 8A-8D muestran la uniéon de una fusion GAIM-Ig abierta y estabilizada representativa (circulos) a varias
fibras de AB, en comparacion con la union del armazon de control a esas fibras de AP (recuadros). La figura 8A muestra
la unién a fibras de Ap3-42-Pyro; la figura 8B muestra la union a fibras de AB1-42 E22Q; la figura 8C muestra la union
a fibras de Ap11-42; la figura 8D muestra la unidn a fibras de AB11-42-Pyro. Los agregados utilizados para estos
experimentos muestran morfologia muy diversa que va desde fibras largas no ramificadas (fibras de Ap1-42 E22Q)
hasta conformeros altamente en zigzag (fibras de AB3-42-Pyro). Pyro = piro-glutamato.

La figura 9 muestra el efecto de mutaciones estabilizadoras de N2 sobre la union inespecifica a coladgeno. FQNN =
SEQ ID NO: 8, VNGV = seq ID NO: 9; QGGK = seq 1D No: 10.

Las figuras 10A-10D abordan las eficiencias de remodelacidon de diferentes proteinas de fusion GAIM-Ig incubadas
con fibras de AB42. La figura 10A muestra ademas una comparacion con la remodelacion efectuada por 6E10 MAD.
Circulos = media; Barras = desviacion estandar. La figura 10B demuestra adicionalmente la correlacién entre la unién
a AP42 y la remodelacion por diversas proteinas de fusion GAIM-Ig. Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas
estan representadas por tridngulos invertidos de color gris oscuro. El armazon de GAIM esta representado por un
triangulo gris claro con la punta derecha hacia arriba. Los circulos representan otras fusiones GAIM-Ig sometidas a
prueba. La figura 10C compara la eficiencia de remodelacion de un polipéptido abierto y estabilizado representativo
(circulos) frente a la eficiencia de remodelacion del armazon de GAIM (triangulos) o fibra sola (cuadrados). Barras =
desviacion estandar. Se demostré mayor eficiencia de remodelacién mediante una mayor disolucion de fibras en urea
(por ejemplo, menor fluorescencia de ThT). La figura 10D muestra imagenes de microscopia electronica de transmision
(TEM) que muestran fibras de AB42 antes (izquierda) y después (derecha) de la incubacion con 0,8 uM de PB108 a
37 °C durante seis dias.

Las figuras 11A-11C abordan la eficiencias de remodelacion de diferentes proteinas de fusién GAIM-Ig incubadas con
fibras de tau. La figura 11A compara las eficiencias de remodelacién de la proteina de fusion GAIM-Ig abierta y
estabilizada representativa PB108 y la proteina de fusion super estabilizada PB113. La remodelacion estd indicada
por la presencia de mondmeros y dimeros de tauKL (panel central) en agregados tratados. La figura 11B compara las
eficiencias de remodelacion de dos proteinas de fusion GAIM-Ig abiertas y estabilizadas representativas y el armazoén
de GAIM, a diferentes concentraciones de proteina de fusion. Las barras de error representan la desviacion estandar
de tres experimentos independientes. La figura 11C presenta imagenes de TEM que muestran fibras de tauKL antes
(izquierda) y después (derecha) de la incubacién con 100 nM de PB108 a 37 °C durante tres dias.

Las figuras 12A-12D representan la inhibicion del ensamblaje de amiloide por proteinas de fusion GAIM-Ig de la
invencién. Las barras de error representan la desviacidn estandar de tres 0 mas experimentos independientes. La
figura 12A muestra la inhibicion dependiente de la concentracion del ensamblaje de fibras de Ap42. PB120 (armazdn
de control) esta representada por circulos, PB108 por cuadrados y PB116 por triangulos. La figura 12B compara la
inhibicion del ensamblaje de fibras de Ap42 en la fusion de GAIM a 250 nM. La figura 12C muestra la inhibicion
dependiente de la concentracion del ensamblaje de fibras de tauKL. PB120 (armazon de control) esta representada
por circulos, PB108 por cuadrados y PB116 por tridngulos. La figura 12D compara la inhibicién del ensamblaje de
fibras de tauKL en fusion de GAIM a 250 nM.

Breve descripcién de las secuencias

SEQ ID NO: 1 = AETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKTLDRYAN
seq D No: 2 = ATTDAECLSKPAFDGTLSNVWKEGDSRYAN
seq D No: 3= PDKTLD. seq ip No: 4 = EGDS

SEQ ID NO: 5 = FONN. seq 1D No: 6 = RQGA. seq 1p No: 7 = QGTDPVK. g6 p no: s = FQGN.
SEQID NO: 9 = VNGV seq ID No: 10= QGGK

SEQIDNO: 11 =
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKTLDRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDET
QCYGTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTY]
NPLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTF
TQGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQ
SSDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGS
GARSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV

MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQIDNO:12=

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKTLDRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDE
TQCYGTVWPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYI
NPLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTF
TQGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQ
SSDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGS
G

SEQIDNO: 13 =
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKTLDRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDET
QCYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYI
NPLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTF
TQGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQ
SSDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGS

GARSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC

KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS

DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQID NO: 14 =
MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKDDKTLDRYANYEGCLWNAGGVVWWCTGDE
TQCYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTY
INPLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTF
TQGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQ

SSDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGESGS
G

SEQIDNO:15=
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQ
CYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN
PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQONNRFRNRQGALTVYTGTFT
QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS
SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG
ARSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM

HEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ IDNO: 16 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQ

CYGHVWWPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN
PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNRQGALTVYTGTFT

QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS

SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 17 =
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MAETVESSLAKPHIEGSFTNVWKDDKTLDWYANYEGILWKATGVVWVITGDETQ
VYAIVWWPVGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYIYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESHPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDVAFHSGFNEDPLVAEYQGQLS
YLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGA
RSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ IDNO: 18 =

MAETVESSLAKPHIEGSFTNVWKDDKTLDWYANYEGILWKATGVWITGDETQ
VYAIVWWPVGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYIYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESHPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDVAFHSGFNEDPLVAEYQGQLS

YLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG
SEQ ID NO: 19 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQ
CYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN
PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFT

QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS
SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 20 =
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQ
CYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN
PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNVNGVLTVYTGTFT
QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS

SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 21 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQ
CYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN

PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRARQGALTVYTGTFT
QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS

SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 22 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVWVCTGDETQ
CYGHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYIN
PLDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRAVNGVLTVYTGTFT
QGTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQS

SDLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 23 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDEHQ
CYGTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRARQGALTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSS

DLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQ IDNO: 24 =
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVWCTGDEHQ
CYGTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQONNRFRAVNGVLTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSS

DLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQIDNO: 25=

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDEHQ
CYGTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSS

DLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQ IDNO: 26 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWAAGGVVVCTGDEHQ
CYGTVWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINP
LDGTYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQ
GTDPVKTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSS

DLPQPPANAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSG

SEQ ID NO: 27 = GGGGS, sgq ID NO: 28 = GGGS

SEQIDNO: 29 =

10
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MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQCY
GHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG
TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
SEQ ID NO: 30 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDETQCY
GHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG
TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRNVNGVLTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
SEQID NO: 31 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVWWCTGDETQCY

GHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG

11
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TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRARQGALTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK

SEQIDNO: 32 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVWVCTGDETQCY
GHWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG
TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRAVNGVLTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK

SEQIDNO: 33 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDEHQCY
GTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG

TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRARQGALTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA

NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP

12
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PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK

SEQ ID NO: 34 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDEHQCY
GTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG
TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQNNRFRAVNGVLTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK

SEQIDNO: 35=

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWNAGGVVVCTGDEHQCY
GTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG

TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY

13



ES 2960493 T3

KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
SEQ ID NO: 36 =

MAETVESCLAKPHTENSFTNVWKEGDSRYANYEGCLWAAGGVVVCTGDEHQCY
GTWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGSEGGGTKPPEYGDTPIPGYTYINPLDG
TYPPGTEQNPANPNPSLEESQPLNTFMFQGNRFRNRQGALTVYTGTFTQGTDPV
KTYYQYTPVSSRAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDPFVCEYQGQSSDLPQPPA
NAGGESGGGSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGARSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK

SEQ ID NO: 37 =

14
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ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC

GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT

CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQ ID NO: 38 =

15
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ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGEG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGAACGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQIDNO: 39 =

ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT

GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG

16
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GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGGCTAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQ IDNO: 40 =
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ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGGCCGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT

CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQ IDNO: 41 =

18
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ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACTTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGGCTAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQIDNO:42=

ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACTTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA

19
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ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC

CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGGCCGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC

GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQ IDNO: 43 =

ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCATCAGT
GCTACGGAACCTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGEG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT

CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

20
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GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA
SEQ ID NO: 44 =

ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGGCCGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCATCAGT
GCTACGGAACCTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGEG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT

GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGA

SEQ IDNO: 45 =

ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT
TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT

GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC

21
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CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 46 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGUGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGET

22
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GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGAACGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
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GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCCGGGTAAATGA

SEQID NO: 47 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGGCTAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
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GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 48 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGACTCAGT
GCTACGGACACTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGEG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGGCCGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
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CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 49 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACTTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGE
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGGCTAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
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CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCCGGGTAAATGAL

SEQ ID NO: 50 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCLT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GOCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACCGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACTTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGE
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCOTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
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CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAAAC
AACCGCTTCAGGGCCGTGAACGGAGTGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTCA
CACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 51 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
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GCCTGTGGAACGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACTGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACCTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
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GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTAAATGA

SEQID NO: 52 =
ATGGCCGAAACCGTGGAATCATGTCTGGCGAAGCCCCATACCGAGAACTCCT

TCACCAACGTCTGGAAAGAGGGCGACAGCCGCTACGCCAACTACGAGGGCT
GCCTGTGGGCCGCCGGTGGAGTGGTCGTCTGCACTGGGGATGAGCACCAGT
GCTACGGAACCTGGGTGCCTATCGGACTGGCCATTCCCGAGAACGAGGGGG
GTGGTAGCGAAGGCGGCGGATCGGAAGGCGGAGGATCTGAGGGAGGGGGA
ACCAAGCCTCCGGAATACGGCGACACTCCGATCCCCGGGTATACGTACATCA
ATCCGCTGGACGGGACCTACCCGCCTGGAACTGAGCAGAACCCGGCCAACC
CAAACCCTAGCCTCGAGGAATCCCAGCCGTTGAACACCTTCATGTTCCAAGG
GAACCGCTTCAGGAACAGACAGGGAGCGCTGACCGTGTACACTGGCACCTTC
ACACAAGGCACCGACCCCGTCAAGACCTACTACCAGTACACTCCTGTGTCCTC
GCGGGCTATGTACGATGCGTACTGGAATGGGAAGTTTCGGGACTGCGCTTTC
CACTCCGGCTTCAACGAGGATCCATTCGTGTGCGAATATCAGGGCCAGAGCT
CCGACCTCCCCCAACCCCCTGCAAACGCCGGCGGAGAATCCGGAGGGGGAT
CAGGAGGCGGAAGCGAAGGGGGTGGATCCGAAGGAGGCGGATCCGAGGGT
GGAGGCTCCGAAGGGGGAGGCTCTGGTGGTGGCTCCGGATCGGGAGCCAG
ATCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTC
CCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
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GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCA
GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT

CTCCGGGTAAATGA
seQ ID NO: 53 = HHHHHH. seq 1p No: 54 = EDGS

Definiciones

Los términos usados en esta memoria descriptiva generalmente tienen sus significados habituales en la técnica, dentro
del contexto de esta invencion y en el contexto especifico donde se usa cada término. Ciertos términos se comentan
a continuacioén, o en otra parte de la memoria descriptiva, para proporcionar orientacion adicional al experto en la
técnica al describir las composiciones y métodos de la invencion y como fabricarlas y usarlos. Los articulos “un” y
“una” se refieren a uno 0 mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto gramatical del articulo. El término “0” significa,
y se usa indistintamente con el término “y/0”, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. En esta solicitud,
el uso del singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Adicionalmente, el uso del
término “que comprende”, asi como otras formas, tales como “comprende” y “comprendié”, no son limitativas. Se
entenderd que cualquier intervalo descrito en este documento incluye los puntos finales y todos los valores entre los
puntos finales.

El término “g3p”, cuando se usa solo o en términos tales como “derivado de g3p” o “fusidén de g3p”, se refiere a
cualquier proteina g3p de fago filamentoso recombinante o de tipo silvestre, incluidos fragmentos, variantes y mutantes
de g3p que conservan la capacidad de unirse a amiloide. Estos términos no deben interpretarse como limitados a
ningun bacteriéfago filamentoso g3p particular.

Los términos “bacteridéfago filamentoso”, “bacteridéfago” y “fago” se usan indistintamente en el presente documento e
incluyen tanto bacteridéfagos filamentosos de tipo silvestre como recombinantes.

El término “bacteriéfago filamentoso de tipo silvestre” como se usa en el presente documento se refiere a bacteridéfago
filamentoso que se encuentra en la naturaleza, bacteriéfago filamentoso que se ha indicado como de “tipo silvestre”
en cualquier base de datos de secuencias de nucledtidos o aminoacidos, bacteridéfago filamentoso que esta disponible
comercialmente y catalogado como “de tipo silvestre” y bacteriofago filamentoso que ha adquirido mutaciones no
recombinantes con relacidon a cualquiera de los anteriores pasajes.

Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio” significa una region de un polipéptido o proteina que
tiene alguna caracteristica fisica distintiva o funcién distintiva, incluida, por ejemplo, una estructura plegada
independientemente compuesta por una seccion de una cadena polipeptidica. Un dominio puede contener la
secuencia de la caracteristica fisica distintiva del polipéptido o puede contener un fragmento de la caracteristica fisica
que conserva sus caracteristicas de unién (por ejemplo, conserva la capacidad de unirse a un segundo dominio). Un
dominio puede estar asociado con otro dominio. Por ejemplo, el dominio N2 de g3p se une a pilosidades F y el dominio
N1 de g3p se une a TolA.

Tal como se usa en el presente documento, “motivo de interaccion amiloide general” o “GAIM” se refiere a un
polipéptido de dos dominios (dominios N1 y N2 de g3p) que media en la union a amiloide usando una combinacién de
residuos tanto hidréfobos como polares que revisten las superficies internas de la molécula. Los dominios N1 y N2 del
monomero de GAIM tienen una distribucion asimétrica de aminoacidos aromaticos. El dominio N2 de GAIM contiene
11 residuos de tirosina (Tyr) y 1 residuo de triptéfano expuesto (Trp); el dominio N1 contiene 3 residuos de Trpy 3 de
Tyr. Los dominios N1 y N2 adoptan una conformacion de herradura invertida y se mantienen juntos en una
conformacién cerrada (conformacion bloqueada) mediante una intrincada red de enlaces de hidrogeno (Weininger et
al., 2009). Una isomerizacion cis-trans de las prolinas en el enlazador entre dominios conduce a la rotura progresiva
de los enlaces de hidréogeno y a la apertura parcial de los dos dominios. El reordenamiento de “apertura” de los
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dominios N1 y N2 de GAIM expone las cadenas 3 4 y 5 de N1 (que comprenden residuos polares) y las cadenas 3 9
y 10 de N2 (que comprenden residuos aromaticos/hidrofobos) y permite la unién a amiloide. Véase la figura 1A.

Tal como se usa en el presente documento, “armazon de control” o “armazon de GAIM” corresponde a la proteina de
fusion GAIM-Ig PB-120, que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. La porcién de GAIM del armazdn
de GAIM tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. PB120 se deriva de PB106, que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 13. La porcién de GAIM de PB106 tiene la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO:
14.

Tal como se usa en el presente documento, “PB106 + EDGS” ( EDGS- divulgada como SEQ ID NO: 54) representa
un polipéptido de conformacion abierta que tiene la secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 15. La
porcion de GAIM de “PB106 + EDGS” (“EDGS” cada a conocer como SEQ ID NO: 54) tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

Tal como se usa en el presente documento, fusion de GAIM o GAIM “super estabilizado” se refiere a la fusién GAIM-
Ig PB113, que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17. La porcion de GAIM de PB113 tiene la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 18.

Los términos “fusion GAIM-Ig,” “proteina de fusion de GAIM-Ig” y “fusion de GAIM” se usan en el presente documento
indistintamente y se refieren a un polipéptido que comprende dominios de GAIM de g3p conectados directamente a o
a través de un enlazador pequefio a una regidon constante de inmunoglobulina. Como se muestra en la figura 1B, la
region Fc de las fusiones GAIM-Ig de la invencion se dimerizan, dando como resultado un complejo que comprende
dos copias de GAIM unidas directamente o a través de un enlazador pequefio a una regidon constante de
inmunoglobulina. Una fusién de GAIM de la invencidén puede comprender adicionalmente una secuencia sefial. La
presente invencion contempla fusiones de GAIM con cualquier regién constante de inmunoglobulina, por ejemplo, la
regidn constante de inmunoglobulina de 1gG (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4), IgD, IgA, IgE o IgM. En algunos
aspectos, la fusidon GAIM-Ig es una fusién GAIM-Ig abierta y estabilizada. En algunos aspectos, la fusién GAIM-Ig esta
parcial o totalmente desinmunizada.

“Dimero de GAIM”, como se usa en el presente documento, se refiere a los dos dominios GAIM de una fusién GAIM-
Ig descrita en el presente documento. Un dimero de GAIM se representa graficamente en la figura 1C.

Los términos “fusion abierta y estabilizada,” “fusion GAIM-Ig abierta y estabilizada,” “variante abierta y estabilizada” y
“variante de GAIM-Ig abierta y estabilizada” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a una
fusidon GAIM-Ig que comprende al menos una mutacidon de conformacion abierta y al menos una mutacion
estabilizadora en la porcion de GAIM de la fusidn. La mutacion de conformacién abierta de las variantes abiertas y

estabilizadas descritas en el presente documento es una sustitucién de SEQ ID NO: 3 (DDKTLD; aminoacidos 24-29

con respecto a SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 15) con SEQ ID NO: 4 (EGDS). Una mutacion estabilizadora puede ser
una mutacion estabilizadora de N2, por ejemplo, seleccionada de |a sustitucion de SEQ ID NO: 5 (FQNN: amino4cidos
137-140 con respecto a SEQ ID NO: 13; aminodacidos 135-138 con respecto a SEQ ID NO: 15) con SEQ ID NO: 8 (

FQGN), sustitucion de SEQ ID NO: 6 (RQGA; aminoacidos 145-148 con respecto a SEQ ID NO: 13; aminoacidos

143-146 con respecto a SEQ ID NO: 15) con SEQ ID NO: 9 (VNGV), sustitucién de SEQ ID NO: 7 (QGTDPVK;
aminoacidos 158-164 con respecto a SEQ ID NO: 13; aminoacidos 156-162 con respecto a SEQ ID NO: 15) a SEQ

ID NO: 10 (QGGK), 0 una combinacién de las mismas. Otras mutaciones estabilizadoras de N2 se describen a
continuacion. Las fusiones abiertas y estabilizadas como se describen en el presente documento pueden comprender
ademas una 0 mas sustituciones, inserciones o deleciones. Por ejemplo, una fusion GAIM-Ig abierta y estabilizada
puede modificarse adicionalmente para reducir o eliminar la inmunogenicidad, para eliminar un posible sitio de
glicosilacion o para modular adicionalmente la actividad de unién o la especificidad por la proteina amiloide.

Tal como se usa en el presente documento, una proteina de fusion GAIM-Ig de la invencidon que “consiste
esencialmente” en una secuencia de aminoacidos dada puede incluir ademas un enlazador pequefio que conecta el
dominio GAIM y el dominio Fc de la fusion, una secuencia sefial N-terminal o un fragmento de la misma, una delecién
de la metionina N-terminal (AM1) o una delecion tanto de la metionina N-terminal como de la alanina (AM1 y AA2), y/o
una delecién de la lisina C-terminal (K) del dominio Fc de la fusién.

Tal como se usa en el presente documento, un “enlazador pequefio” se refiere a un enlazador peptidico de hasta 25
aminoacidos de longitud, que conecta el dominio GAIM y el dominio Fc de una fusion GAIM-Ig. Tal como se describe
adicionalmente a continuacion, un “enlazador pequefio” a modo de ejemplo que conecta los dominios GAIM y Fc de
una fusion GAIM-Ig puede comprender una secuencia rica en GS o puede comprender la secuencia de aminoacidos
ARS.

Tal como se usa en el presente documento, una “secuencia sefial” se refiere a un péptido corto de aproximadamente

16 a 30 aminoacidos presente en el extremo N-terminal de un polipéptido de la invencién. Por ejemplo, la secuencia
sefial puede comprender la secuencia N-terminal de 18 aminoacidos de GenBank Ref Seq NP_510891.1. Una célula
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eucariota usa una secuencia seflal para secretar un polipéptido de la invencion. Normalmente, se escinde del
polipéptido antes de la secrecién y, por lo tanto, normalmente esta ausente en el polipéptido secretado.

El término “amiloide” o “fibra amiloide” se usa en el presente documento como un término genérico para una estructura
terciaria que se forma por plegamiento incorrecto o agregacion de cualquiera de diversas proteinas diferentes y que
comprende una disposicion ordenada de laminas 3 apiladas perpendicularmente a un eje de fibra. Sunde ef al., J. Mol
Biol. (1997) 273:729-39.

El amiloide, tal como se usa en el presente documento, puede formarse a partir de cualquiera de las siguientes
proteinas: receptor de andrégenos; apolipoproteina Al; apolipoproteina All; apolipoproteina AlV; amiloide A aposérico;
Ap; ABri; ADan; atrofina-1; factor natriurético auricular; ataxina; calcitonin; y-cristalina; cistatina C; fibrinogeno;
gelsolina; huntingtina; insulina; polipéptido amiloide de los islotes; cadena ligera kappa de inmunoglobulina; cadena
ligera lambda de inmunoglobulina; queratoepitelina; queratina; lactahedrina; lactoferrina; lisozima; proteina C
tensioactiva pulmonar; medina; proteina asociada a ameloblastos odontogénicos; proteina pridnica; procalcitonina;
prolactina; semenogelina |; amiloide A sérico; superoxido dismutasa |; f2-microglobulina; proteina de unién a caja
TATA; tau; transtiretina; y «-sinucleina, o una combinacién de los anteriores. El amiloide, tal como se usa en el
presente documento, también puede formarse a partir de formas truncadas o modificadas postraduccionalmente de
cualquiera de las proteinas anteriores. “Amiloide” o “fibra amiloide” incluye conformaciones o morfologias diferentes o
multiples de amiloide.

Tal como se usa en el presente documento, “oligémero toxico” se refiere a un pequefio ensamblaje 0 agregado de
mondmeros que normalmente esta en la ruta para la formacion de amiloide.

El amiloide a modo de ejemplo incluye agregados de amiloide-p formados en la enfermedad de Alzheimer, que
comprende el péptido beta-amiloide “Ap,” fragmentos interos de 39-43 aminodcidos escindidos de la proteina
precursora amiloide humana (hAPP). Ap incluye formas truncadas y modificadas postraduccionalmente. Por ejemplo,
AP40 es una forma corta de Ap, y la isoforma mas fibrilogénica Ap42 es una forma larga. Los ejemplos adicionales de
AP incluyen, pero no se limitan a, AB11-42 truncado en N, Ap11-42-Pyro, Ap3-42-Pyro y AB1-42-E22Q-mutacion
holandesa. Véanse Levy ef al, 1990; Van Broeckhoven ef al, 1990. Otras proteinas amiloides a modo de ejemplo
incluyen c-sinucleina (asociada con enfermedad de Parkinson), huntingtina (asociada con enfermedad de Huntington),
tau (asociada con enfermedad de Alzheimer), la conformacion anémala de la proteina pridnica, PrPS¢ y amiloide
asociado con varias enfermedades de amiloidosis, que incluyen, pero no se limitan a: cadena ligera de
inmunoglobulina (kappa o lambda), transtiretina, gelsolina y polipéptido amiloide de los islotes. Se proporcionan
ejemplos adicionales a lo largo de la descripcidn y los conocen los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Aguzzi
(2010) y Eichner y Radford, Mol. Cell (2011) 43:8-18). A menos que se especifique una proteina o péptido, el uso de
los términos “amiloide” o “fibras amiloides” no debe interpretarse como limitados a ninguna proteina, morfologia,
enfermedad o afeccion particular.

El término “péptido beta amiloide” es sindnimo de “péptido p-amiloide,” “BAP,” “BA” y “AP.” Todos estos términos se
refieren a un péptido formador de amiloide derivado de la proteina precursora amiloide humana (hAPP).

Tal como se usan en el presente documento, “proteina PrP”, “PrP” y “prion” se refieren a polipéptidos que son capaces,
en condiciones apropiadas, de inducir la formacion de agregados responsables de enfermedades de plegamiento
incorrecto de proteinas. Por ejemplo, la proteina prionica celular normal (PrP°) se convierte en condiciones apropiadas
en la correspondiente isoforma de encefalopatia espongiforme ovina (PrPS%%) que es responsable de enfermedades
tales como, pero sin limitarse a, encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (enfermedad de las vacas locas),
encefalopatia espongiforme felina de gatos, kuru, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS) e insomnio familiar fatal (FFI).

Tal como se usa en el presente documento, una “enfermedad asociada con proteina amiloide mal plegada y/o
agregada” incluye pero no se limita a la enfermedad de Alzheimer; enfermedad de Alzheimer de apariciéon temprana;
enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia; enfermedad de Alzheimer presintomatica; amiloidosis AL; esclerosis
lateral amiotrofica (ALS); complejo de esclerosis lateral amiotréfica/parkinsonismo-demencia; demencia de granos
argiréfilos; amiloidosis medial adrtica; amiloidosis ApoAl; amiloidosis ApoAll; amiloidosis ApoAlV; amiloidosis auricular;
demencia britanica/danesa; cataratas; degeneracion corticobasal; amiloidosis corneal asociada con triquiasis;
enfermedad relacionada con placas de cistatina C; enfermedad coronaria relacionada con placas de cistatina C;
enfermedad renal relacionada con placas de cistatina C; amiloidosis cutanea por liquen; demencia pugilistica; atrofia
dentatorubral-palidoluisiana; ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion; demencia con cuerpos de Lewy; sindrome
de Down; cardiomiopatia amiloidética familiar (FAC); polineuropatia amiloidética familiar (FAP); demencia britanica
familiar; demencia danesa familiar; encefalopatia familiar; fiebre mediterranea familiar; amiloidosis por fibrindgeno;
amiloidosis hereditaria finlandesa; demencia frontotemporal con parkinsonismo; degeneracion lobular frontotemporal
(FTLD); demencia del Iobulo frontotemporal, enfermedad de Hallervorden-Spatz; amiloidosis relacionada con
hemodialisis; angiopatia amiloide cerebral hereditaria; hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis; distrofia
corneal reticular hereditaria; enfermedad de Huntington; angiopatia amiloide cerebral hereditaria islandesa; miositis
por cuerpos de inclusion; amiloidosis localizada por inyeccion; amiloidosis de polipéptido amiloide de los islotes;
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amiloidosis por lisozima; mieloma multiple; distrofia miotonica; enfermedad de Niemann-Pick de tipo C; enfermedad
de motoneuronas no guamefa con ovillos neurofibrilares; enfermedad de Parkinson; amiloidosis periférica;
enfermedad de Pick; prolactinoma hipofisario; parkinsonismo postencefalitico;, angiopatia amiloide cerebral por
proteina pridnica; enfermedad mediada por priones; kuru; enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD); enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS); insomnio familiar fatal (FFI); encefalopatia espongiforme ovina; encefalopatia
espongiforme; proteinosis alveolar pulmonar; gliosis subcortical progresiva; paralisis supranuclear progresiva;
amiloidosis sistémica senil; amiloidosis sérica AA; atrofia muscular espinal y bulbar; ataxia espinocerebelosa (SCA1,
SCA3, SCA6 o SCAT); panencefalitis esclerosante subaguda; amiloidosis sistémica; amiloidosis familiar; amiloidosis
de tipo silvestre; demencia por ovillos Unicamente; y tauopatias. Véanse, por ejemplo, Chiti & Dobson, Annu Rev
Biochem (2006) 75:333-66; y Josephs ef al., Acta Neuropathol (2011) 122:137-153. Existe una gran necesidad de
prevenir y/o reducir la formacion de agregados de amiloide (es decir, proteinas mal plegadas y/o agregadas) para
tratar o reducir los sintomas o la gravedad de estas enfermedades.

Tal como se usa en el presente documento, un polipéptido, composicion, formulacion o acido nucleico que “reduce el
amiloide” hace una 0 mas de las siguientes acciones: inhibe la formacion de amiloide, provoca la desagregacion de
amiloide, provoca la remodelacion de amiloide, promueve la eliminaciéon de amiloide, inhibe la agregacién de amiloide,
bloquea y/o previene la formacion de oligdmeros téxicos y/o promueve la eliminacion de oligédmeros téxicos.

Los polipéptidos, acidos nucleicos o composiciones descritos en el presente documento como “desagregantes” o
“mediadores de la desagregacion” reducen los agregados que ya se han formado. La desagregacién puede medirse
mediante el ensayo de trampa de filtro (Wanker ef al., Methods Enzymol (1999) 309:375-86) u otros métodos conocidos
en la técnica. El ensayo de trampa de filtro puede usarse tanto para detectar agregados como para monitorizar la
desagregacion mediada por las composiciones de la invencidn. La desagregacion se detecta como una disminucién
de la retencidn de amiloide en el filtro, como se muestra por una disminucion de la tincién, en presencia de
concentraciones crecientes del agente de desagregacion.

Los polipéptidos, acidos nucleicos o composiciones descritos en el presente documento como “protectores de
neuronas frente al dafo por amiloide” impiden la acumulacién de amiloide nuevo y/o impiden la formacién de
oligdmeros toxicos. Los productos o composiciones de la invencion descritos como “protectores de neuronas frente al
dafo por amiloide” pueden tomarse de forma profilactica. Si un producto o composicion protege o no a las neuronas
del dafo por amiloide puede medirse mediante un ensayo de citotoxicidad de cultivo de células neuronales como se
describe en el documento WO 2014/055515, incorporado por el presente documento como referencia en su totalidad.

Los polipéptidos, acidos nucleicos o composiciones descritos en el presente documento como “remodelador’ de
amiloide provocan la transformacion parcial o completa de los conférmeros fibrilares en agregados amorfos. La
remodelacion puede medirse mediante estudios de desnaturalizacion usando urea (por ejemplo, para formas de Ap)
0 un ensayo de solubilidad de sarcosilo (por ejemplo, para formas de tau). El aumento de la remodelacion puede
detectarse por la pérdida o el fracaso de la union de amiloide a tioflavina T (ThT), lo que da como resultado una
reduccién de la fluorescencia de ThT. La remodelacion también puede detectarses mediante microscopia electrénica
de transmision (TEM).

Los polipéptidos, acidos nucleicos o composiciones descritos en el presente documento como “inhibidores de la
agregacion de amiloide” impiden parcial o completamente la agregacién de amiloide. La inhibicidon de la agregacion
de amiloide puede medirse mediante un ensayo de fluorescencia de ThT (por ejemplo, indicando una menor
fluorescencia un menor porcentaje de agregacion de amiloide).

El término “variante” tal como se usa en el presente documento junto con un bacteriéfago, proteina, polipéptido o
secuencia de aminoacidos (por ejemplo, una variante de GAIM), se refiere a una sustancia correspondiente que
contiene al menos una diferencia de aminoacidos (al menos una mutacion, que es una sustitucion, inserciéon o
supresion) en comparacion con la sustancia de referencia. En ciertas realizaciones, una “variante” tiene una alta
homologia de secuencia de aminoacidos y/o sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos conservadoras
en comparacion con la secuencia de referencia. Una variante como se describe en el presente documento puede
conservar o aumentar: la actividad de unién a amiloide, la especificidad de unidén a amiloide y/o la calidad de la proteina
en comparacion con la secuencia de referencia. Una variante como se describe en el presente documento puede estar
desglicosilada. Una variante como se describe en el presente documento puede reducir o eliminar la inmunogenicidad.

Una “sustitucion conservadora” se refiere al reemplazo de un primer aminoacido por un segundo aminodacido que no
altera sustancialmente las propiedades quimicas, fisicas y/o funcionales de la proteina g3p o del fragmento de unién
a amiloide de g3p (por ejemplo, la proteina g3p o el fragmento de unién a amiloide retiene la misma carga, estructura,
polaridad, hidrofobicidad/hidrofilicidad y/o conserva funciones tales como la capacidad de reconocer, unirse a y/o
reducir el amiloide). Tales modificaciones conservadoras de aminoacidos se basan en la similitud relativa de los
sustituyentes de la cadena lateral de los aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio y
similares. Los conjuntos de aminodacidos a modo de ejemplo que son intercambiables como sustituciones
conservadoras, y que tienen en cuenta varias de las caracteristicas anteriores, los conocen bien los expertos en la
técnica e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina
e isoleucina.
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El término “inmunogénico” o “inmunogenicidad” se usa en el presente documento para referirse a la capacidad de una
composicion para provocar una respuesta inmune en un mamifero que ha estado expuesto a la composicién. En
algunos aspectos, la presente invencion se refiere a polipéptidos 0 composiciones con inmunogenicidad reducida o
que estan completamente desinmunizados. La desinmunizacion completa indica la eliminacion de los cinco epitopos
de reconocimiento de células T presentes en la secuencia de aminoacidos de GAIM nativa mediante una o mas
mutaciones en esas secuencias epitdpicas. Tales mutaciones desinmunizantes pueden constituir una sustitucion,
insercion o delecion de uno 0 mas residuos de aminoacidos en un epitopo, 0 pueden constituir una delecién parcial o
total de la secuencia epitopica.

Motivo de interacciéon amiloide general (GAIM) de G3p y fusiones GAIM-lg del mismo

El motivo de interaccion amiloide general (GAIM) es un polipéptido de dos dominios que comprende los dominios N1
y N2 de g3p. El dominio N2 de GAIM consiste en tres elementos estructurales distintos: una parte globular que se
asemeja a N1 en estructura (Holliger et al. (1999) J Mol Biol, 288:649-57), una hélice alfa y una regién desordenada
que forma una extensa red de enlaces H con el dominio N1. La region de bisagra de N2 también contiene varios
residuos de prolina, uno de los cuales (P213) se ha implicado en el mantenimiento de GAIM en un estado abierto,
competente para la unién a TolA. Los dominios N1 y N2 del mondmero de GAIM tienen una distribucidén asimétrica de
aminoacidos aromaticos. El dominio N2 de GAIM contiene 11 residuos de tirosina (Tyr) y 1 residuo de triptéfano (Trp)
expuesto; el dominio N1 contiene 3 residuos de Trp y 3 de Tyr. Por lo tanto, la fluorescencia intrinseca de los residuos
de tirosina y triptéfano permite la monitorizacion especifica de los cambios conformacionales en los dominios N2y N1,
respectivamente (Martin y Schmid (2003) J Mol Biol, 405:989-1003), lo que permite la deteccidén de una conformacion
abierta de GAIM.

Estudios de intercambio de H/D muestran que GAIM se une al nucleo central de fibras de Ap42. Tal como se demuestra
en la figura 2, los estudios de intercambio de H/D también muestran que GAIM se acopla a secuencias discontinuas
en el nucleo de fibrillas y une tanto secuencias ricas en residuos aromaticos (por ejemplo, residuos 17-25 en AB42)
como residuos alifaticos (por ejemplo, residuos 31-40 en AB42). Esto da como resultado una fuerte inhibicion del
ensamblaje del amiloide y la remodelacion eficiente de fibras en agregados amorfos (Krishnan ef al. (2014) J Mol Biol,
426:2500-19).

En algunos aspectos, un polipéptido o composicidon que comprende el polipéptido comprende una variante de GAIM.
En algunas realizaciones, una variante de GAIM no tiene mas de 25 diferencias de aminoacidos en comparacion con
la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, una variante de GAIM no tiene mas de 17 diferencias de
aminoacidos en comparacion con la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, una variante de GAIM no tiene
mas de 10 diferencias de aminoacidos en comparacion con la secuencia de referencia. En algunas realizaciones, una
variante no tiene mas de 7 diferencias de aminoacidos en comparacion con la secuencia de referencia SEQ ID NO:
16 (porcion de GAIM de “PB106 + EDGS (*EDGS’ dada a conocer como SEQ ID NO: 54)).

A menos que se especifique lo contrario, toda la numeracidn de secuencias de aminoacidos de GAIM se basa en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y toda la numeracién de secuencias de aminoacidos de GAIM-Ig se
basa en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, que constituye SEQ ID NO: 16 fusionada en el extremo C-
terminal a una secuencia de aminoacidos de IgG1-Fc humana mediante el enlazador corto ARS.

Los polipéptidos de la invencion comprenden cualquiera de las variantes de GAIM descritas en el presente documento.
Las variantes de GAIM divulgadas en el presente documento comprenden una sustitucion de SEQ ID NO: 3

(DDKTLD; aminoacidos 24-29 con respecto a SEQ ID NO: 13) con SEQ ID NO: 4 (EGDS). Esta sustitucién esta
presente en la secuencia de referencia SEQ ID NO: 16 y da como resultado que las variantes de GAIM de la invencion
tengan una variante de GAIM de conformacion abierta (“abierta” o “desbloqueada”).

Las variantes de GAIM de la invencidn también incluyen al menos un conjunto adicional de cambios de aminoacidos
seleccionados de (i) cambios alternativos que desinmunizan el epitopo 1 de células T, (ii) cambios que desinmunizan
el epitopo 2 de células Ty (iii) cambios estabilizadores de N2.

En algunas realizaciones, el al menos otro conjunto de cambios de aminoacidos aumenta la afinidad por el amiloide
mientras todavia se desinmuniza en el epitopo 1 de células T. Con referencia a SEQ ID NO: 16, el epitopo 1 de células
T desinmunizadas abarca desde los aminoacidos G47 hasta H55. El H55 en esa secuencia provoca la
desinmunizacion; g3p de tipo silvestre (en la que el epitopo 1 de células T no esta desinmunizado) tiene una treonina
en la posicidén correspondiente. Aunque la afinidad por el amiloide sigue siendo significativa para las variantes del
polipéptido g3p que comprenden el cambio de treonina a histidina en el aminoacido 55 de SEQ ID NO: 16, esta afinidad
esta algo reducida con relacion al tipo silvestre. De manera interesante, se ha notificado que la secuencia YGT, que
esta presente en g3p nativa, es un motivo de unién a TolA (S Pommier et al., J. Bacteriol. (2005), 187 (21), pags. 7526-
34). Sin estar ligados por la teoria, se cree que la unién GAIM-amiloide puede requerir interacciones de aminoacidos
similares a la unidén de g3p-TolA. Por lo tanto, se explord la regeneracion de la secuencia 53YGT55 en SEQ ID NO:
16 haciendo una sustitucién H55T (por ejemplo, revirtiendo a la secuencia del epitopo 1 de células T de tipo silvestre)
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y buscando una sustitucion alternativa en el epitopo de células T ahora regenerado que afectaria a la desinmunizacion.
Se encontrd que una sustitucion de T50 provoca la desinmunizacion del epitopo 1 de células T sin afectar a la afinidad
por el amiloide. Porlo tanto, en algunas realizaciones, una variante de GAIM de la invencién comprende una sustitucion
de T50 acompafada de una sustitucion H55T. En algunos aspectos de estas realizaciones, la sustitucion de T50 es
T50R, T50K, T50G o T50H. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion de T50 es T50H.

En algunas realizaciones, el al menos otro conjunto de cambios de aminoacidos desinmuniza el epitopo 2 de células
T sin alterar significativamente la afinidad por el amiloide. En SEQ ID NO: 16 de referencia, el epitopo 2 de células T
abarca desde el aminoacido M134 hasta N142 (véase la patente estadounidense n.® 9.988.444 B2 y la publicacion de
patente estadounidense US 2018/0207231 A1, cada una incorporada como referencia en su totalidad), y no cambia
en comparacion con la correspondiente secuencia de g3p de tipo silvestre. Antes de la presente invencidn, no se habia
podido desinmunizar este epitopo sin una reduccion significativa en la unidon a amiloide y/o una disminucion
significativa en la estabilidad del GAIM resultante. Ahora se ha descubierto que la sustitucion de N142 y/o N137 con
otro aminoacido desinmuniza el epitopo 2 de células T sin un efecto significativo sobre la union a o estabilidad del
amiloide. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una variante de GAIM de la invencidn comprende una sustitucion de
N142. En algunos aspectos de estas realizaciones, la sustitucion de N142 es N142A. En realizaciones alternativas,
una variante de GAIM de la invencidn comprende una sustitucion de N137. En algunos aspectos de estas
realizaciones, la sustitucion de N137 es N137G. En otras realizaciones alternativas, una variante de GAIM de la
invencion comprende una sustitucién de N137 y una sustitucion de N142. En algunos aspectos de estas realizaciones,
la sustitucion de N137 es N137G y la sustitucion de N142 es N142A.

En algunas realizaciones, el al menos otro conjunto de cambios de aminoacidos aumenta la estabilidad de N2. Estos
cambios se dirigen a uno 0 mas de los denominados bucles de plegado lento presentes en SEQ ID NO: 16, los cuales

abarcan los aminoacidos 135-138 (FQNN; SEQ ID NO: 5; Giro 1), 143-146 (RQGA. SEQ ID NO: 6; giro 2) y 156-162

(QGTDPVK; SEQ ID NO: 7; giro 3), como se representa en la figura 3C. Los inventores han descubierto que ciertas
sustituciones y/o deleciones de aminoacidos en una o0 mas de estas regiones aumentaran la estabilidad de N2 en un
GAIM. Por lo tanto, en algunas realizaciones, al menos otro conjunto de cambios de aminoacidos se selecciona de: (i)
N137G; (i) R143V, Q144N y, opcionalmente, A146V, A146T o A146K. Como se proporciond anteriormente, la
sustitucion N137G que estabiliza N2 al eliminar el bucle de plegado lento en el giro 1 también desinmuniza el epitopo
2 de células T. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende cambios de aminoacidos
en solo uno del giro 1, giro 2 y giro 3, por ejemplo, uno de: (i) N137G; (ii) R143V, Q144N y, opcionalmente, A146V,
A146T o A146K; y (iii) V161G, delecion de T158, D159 y P160, opcionalmente, Q156V o Q156Y y, opcionalmente,
G157N. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende cambios de aminoacidos en al
menos dos de los giros, por ejemplo, dos de (i) N137G; (ii) R143V, Q144N y, opcionalmente, A146V, A146T o A146K;
y (i) V161G, delecion de T158, D159 y P160, opcionalmente, Q156V o Q156Y y, opcionalmente, G157N. En algunos
aspectos de estas realizaciones, el cambio de aminodcido es N137G, lo que da como resultado SEQ ID NO: 8 en los
aminoacidos 135-138. En algunos aspectos de estas realizaciones, el cambio de aminoacido es R143V, Q144N y
A146V, lo que da como resultado SEQ ID NO: 9 en los aminoacidos 143-146. En algunos aspectos de estas
realizaciones, el cambio de aminodcido es la delecidén de T158, D159 y P160, y la sustituciéon V161G, lo que da como
resultado SEQ ID NO: 10 como reemplazo de los aminoacidos 156-162. En al menos un aspecto de estas
realizaciones, la variante de GAIM no comprende cambios de aminoacidos en los tres giros.

En algunas realizaciones, un polipéptido de la invencién comprende una variante de GAIM que tiene al menos un
conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados de cualquiera de los cambios que desinmunizan el epitopo 1 de
células T alternativos descritos anteriormente y al menos un conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados de
cualquiera de los cambios que desinmunizan el epitopo 2 de células T descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, las variantes de GAIM tienen al menos un conjunto de cambios de aminoacidos
seleccionados de cualquiera de los cambios que desinmunizan el epitopo 1 de células T alternativos descritos
anteriormente y al menos un conjunto de cambios de aminoacidos seleccionado de cualquiera de los cambios
estabilizadores de N2 descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, la variante de GAIM tiene al menos un conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados
de cualquiera de los cambios que desinmunizan el epitopo 2 de células T descritos anteriormente y al menos un
conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados de cualquiera de los cambios estabilizadores de N2 descritos
anteriormente.

En algunas realizaciones, la variante de GAIM tiene al menos un conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados
de cualquiera de los cambios que desinmunizan el epitopo 1 de células T alternativos descritos anteriormente, al
menos un conjunto de cambios de aminodacidos seleccionados de cualquiera de los cambios que desinmunizan el
epitopo 2 de células T descritos anteriormente y al menos un conjunto de cambios de aminoacidos seleccionados de
cualquiera de los cambios estabilizadores de N2 descritos anteriormente.

La eleccién del conjunto especifico de cambios de aminoacidos para cada uno de los tipos de cambios mencionados
anteriormente puede realizarse a partir de cualquiera de los cambios descritos en el presente documento para ese
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tipo dado. En la tabla 1 pueden encontrarse ejemplos no limitativos de conjuntos de cambios de aminoacidos.

Tabla 1. Mutaciones de fusién GAIM-Ig abierta y estabilizada en relacién con SEQ ID NO: 16

Proteina de SEQID Mutacién/ Mutacién/ Mutacién/ Mutacién/
fusién NO: mutaciones del mutaciones del mutaciones mutaciones de
GAIM-Ig epitopo 1 de epitopo 2 de estabilizadoras sefial de
células T* células T de N2 glicosilaciéon ***
PB108 29 Ninguna N137G** N137G Ninguna
PB122 30 Ninguna Ninguna R143V Ninguna
Q144N
A146V
PB116 31 Ninguna N137G N137G Ninguna
N142A
PB114 32 Ninguna N142A R143V Ninguna
Q144N
A146V
PB109 33 T50H N137G N137G Ninguna
H55T N142A
PB110 34 T50H N142A R143V Ninguna
H55T Q144N
A146V
PB105 35 T50H N137G N137G Ninguna
H55T
PB127 36 T50H N137G N137G N38A
H55T

* El epitopo 1 de células T de SEQ ID NO: 16 se desinmuniza mediante una sustitucion T55H con respecto a g3p de
tipo silvestre. Las mutaciones en el epitopo 1 de células T en las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas representan
sustituciones desinmunizantes alternativas.

** La sustitucion N137G desinmuniza el epitopo 2 de células T y estabiliza el dominio N2.

*** SEQ ID NO: 16 esta desglicosilada por una mutacion T40G con respecto a g3p de tipo silvestre. Las mutaciones
en la sefal de glicosilacién potencial en las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas representan sustituciones
desglicosilantes adicionales.

Los polipéptidos de la invencion comprenden una variante de GAIM desglicosilada. La secuencia de referencia SEQ
ID NO: 16 esta desglicosilada porque comprende una mutacion T40G con respecto a g3p de tipo silvestre, alterando
asi la sefial de glicosilacion NAT nativa a NAG. Pueden encontrarse ejemplos de otros mutantes y/o variantes de g3p
desglicosilados en la solicitud de patente estadounidense US 2018/0207231 A1. Sin embargo, también son posibles
variantes de GAIM que tienen mutaciones desglicosilantes diferentes y/o adicionales en la sefial de glicosilacion nativa.
Por ejemplo, la secuencia de tres aminoacidos NX(T/S), donde X es cualquier aminoacido, es una sefal de
glicosilacion conocida. La sustitucién de la asparagina (N) en tal secuencia con cualquier aminoacido que no sea
cisteina destruira la sefial de glicosilacion. De manera similar, la sustitucion de treonina (T) o serina (S) en tal secuencia
con cualquier aminoacido que no sea cisteina destruira la sefial de glicosilacion.

Por tanto, en algunas realizaciones, una variante de GAIM descrita en el presente documento comprende una
sustitucion de N38 con cualquier aminoacido distinto de cisteina en comparacién con SEQ ID NO: 16, y comprende
ademas uno 0 mas de un cambio que desinmuniza el epitopo 1 de células T alternativo, un cambio que desinmuniza
el epitopo 2 de células T y/o un cambio estabilizador de N2. En algunos aspectos de estas realizaciones, la sustitucién
de N38 es N38A. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende ademas una sustitucion
de G40 con cualquier aminodcido distinto de cisteina.

En algunas realizaciones alternativas, una variante de GAIM descrita en el presente documento comprende una
sustitucion de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, treonina o serina en comparacion con SEQ ID NO:
16, y ademas comprende uno 0 mas de un cambio que desinmuniza el epitopo 1 de células T, un cambio que
desinmuniza el epitopo 2 de células T y/o un cambio estabilizador de N2.

SEQ ID NO: 16 incluye los aminoacidos N-terminales M1 y A2. La produccion recombinante de GAIM en lineas de
células animales puede dar como resultado polipéptidos a los que les falta M1 o tanto M1 como A2 (un “truncamiento
N-terminal”). Tales truncamientos N-terminales no afectan a la actividad de unién a amiloide. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, una variante de GAIM carece opcionalmente del aminoacido 1 (AM1) o ambos aminoacidos 1y 2 (AM1
y AA2) de SEQ ID NO: 16, ademas de comprender uno 0 mas de un cambio que desinmuniza el epitopo 1 de células
T, un cambio que desinmuniza el epitopo 2 de células T y/o un cambio estabilizador de N2. Tal como se usa en el
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presente documento, una variante de GAIM que carece del aminodacido 1 o tanto del aminoacido 1 como del 2 puede
denominarse un truncamiento N-terminal (es decir, eliminacion después de la traduccion) o una mutacién por delecion.

En algunas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende la sustitucion N137G.
En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece del aminodacido 1 (por ejemplo, AM1). En
algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece de los aminoacidos 1y 2 (por ejemplo, AM1 y
AA2). En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende ademas una sustitucion de N38
con cualquier aminoacido que no sea cisteina, una sustitucion de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina,
treonina o serina, o tanto una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, como una sustitucion
de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion
de N38 es N38A.

En algunas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende R143V, Q144N y,
opcionalmente, A146V, A146T o0 A146K. En determinadas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ
ID NO: 16 que comprende R143V, Q144N y A146V. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM
carece adicionalmente del aminoacido 1 (por ejemplo, AM1). En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante
de GAIM carece ademas de los aminoacidos 1 y 2 (por ejemplo, AM1 y AA2). En algunos aspectos de estas
realizaciones, la variante de GAIM comprende ademas una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea
cisteina, una sustitucién de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, treonina o serina, o tanto una
sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, como una sustitucion de G40 con cualquier
aminoacido que no sea cisteina. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucién de N38 es N38A.

En algunas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende una sustitucion de
T50 con cualquier otro aminoacido, la sustitucidén H55T y la sustitucion N137G. En al menos un aspecto de estas
realizaciones, la sustitucion de T50 se selecciona de T50H, T50G, T50K y T50R. En al menos un aspecto de estas
realizaciones, la sustitucion de T50 es T50H. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM ademas
(i) comprende una sustitucion N142A; (i) comprende una mutacién desglicosilante de N38 y/o G40; (iii) carece del
aminoacido 1 o tanto del aminoacido 1 como del aminoacido 2; o (iv) cualquier combinacién de los mismos. Por
ejemplo, en algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece del aminodcido 1 (por ejemplo, AM1).
En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece de los aminoacidos 1 y 2 (por ejemplo, AM1
y AA2). En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende ademas una sustitucion de N38
con cualquier aminoacido que no sea cisteina, una sustitucion de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina,
treonina o serina, o tanto una sustitucién de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina como una sustitucion
de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion
de N38 es N38A.

En ciertas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende las sustituciones
N137G y N142A. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM ademas (i) comprende una
sustitucion de T50 con cualquier otro aminoacido, asi como la sustitucion H55T; (i) comprende una mutacién
desglicosilante de N38 y/o G40, (iii) carece del aminoacido 1 o de ambos aminoacidos 1 y 2; o (iv) cualquier
combinacion de los mismos. En ciertos aspectos de estas realizaciones, la sustitucion de T50 se selecciona de T50H,
T50G, T50K y T50R. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion de T50 es T50H. En algunos
aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece del aminoacido 1 (por ejemplo, AM1). En algunos
aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece de los aminoacidos 1y 2 (por ejemplo, AM1 y AA2). En
algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende ademas una sustitucion de N38 con
cualquier aminoacido que no sea cisteina, una sustitucién de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina,
treonina o serina, o tanto una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, como una sustitucion
de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion
de N38 es N38A.

En ciertas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende las siguientes
sustituciones: N142A, R143V, Q144N y, opcionalmente, A146V, A146T o A146K. En ciertas realizaciones, la variante
de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende las siguientes sustituciones: N142A, R143V, Q144N y
A146V. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM ademas (i) comprende una sustitucion de
T50 con cualquier otro aminoacido, asi como la sustitucion H55T; (ii) comprende una mutacion desglicosilante de N38
y/o G40; (iii)) carece del aminoacido 1 o de ambos aminoacidos 1y 2; o (iv) cualquier combinacién de los mismos. En
algunos aspectos de estas realizaciones, la sustitucion de T50 se selecciona de T50H, T50G, T50K y T50R. En al
menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion de T50 es T50H. En algunos aspectos de estas realizaciones,
la variante de GAIM carece del aminoacido 1 (AM1). En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM
carece de los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2). En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM
comprende ademas una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, una sustitucion de G40 con
cualquier aminoacido que no sea cisteina, treonina o serina, o tanto una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido
que no sea cisteina como una sustitucién de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina. En al menos un
aspecto de estas realizaciones, la sustitucion de N38 es N38A.
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En ciertas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende las siguientes
sustituciones: AT158, AD159, AP160, V161G y, opcionalmente, (i) Q156V o Q156Y y/o (i) G157N. En ciertos aspectos
de estas realizaciones, la variante de GAIM es una variante de SEQ ID NO: 16 que comprende las siguientes
sustituciones: AT158, AD159, AP160 y V161G. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM
ademas (i) comprende una sustitucion de T50 con cualquier otro aminoacido, asi como la sustitucion H55T, (ii)
comprende una mutacion desglicosilante de N38 y/o G40; (iii) carece del aminoacido 1 o de ambos aminoacidos 1y
2; o (iv) cualquier combinacién de los mismos. En algunos aspectos de estas realizaciones, la sustitucion de T50 se
selecciona de T50H, T50G, T50K y T50R. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucién de T50 es
T50H. En algunos aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece del aminoacido 1 (AM1). En algunos
aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM carece de los aminodcidos 1y 2 (AM1 y AA2). En algunos
aspectos de estas realizaciones, la variante de GAIM comprende ademads una sustitucion de N38 con cualquier
aminoacido que no sea cisteina, una sustitucion de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, treonina o
serina, o tanto una sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina como una sustitucion de G40 con
cualgquier aminoacido que no sea cisteina. En al menos un aspecto de estas realizaciones, la sustitucion de N38 es
N38A.

En al menos una realizacién, un polipéptido de la presente invencion comprende una variante de GAIM que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19. En al menos una realizacion, un polipéptido de la presente invencidn
comprende una variante de GAIM que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En al menos una
realizacién, un polipéptido de la presente invencion comprende una variante de GAIM que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21. En al menos una realizacion, un polipéptido de la presente invencion comprende una
variante de GAIM que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En al menos una realizaciéon, un
polipéptido de la presente invencion comprende una variante de GAIM que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 23. En al menos una realizacion, un polipéptido de la presente invencion comprende una variante de GAIM
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24. En al menos una realizacidn, un polipéptido de la presente
invencién comprende una variante de GAIM que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25. En al menos
una realizacion, un polipéptido de la presente invencion comprende una variante de GAIM que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

Cualquiera de las variantes de GAIM descritas anteriormente puede fusionarse en el extremo C-terminal, directamente
0 mediante un enlazador corto, a una regién constante de inmunoglobulina, para producir una proteina de fusion GAIM-
Ig. La regidn constante de inmunoglobulina de las proteinas de fusidon GAIM-Ig descritas en el presente documento
puede ser la regidn constante de inmunoglobulina de IgG (incluidas IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), IgA, IgD, IgE o IgM. En
algunos aspectos, la regién constante de inmunoglobulina es IgG. En ciertos aspectos, la IgG es IgG1. En otros
aspectos, la IgG es IgG2. En algunas realizaciones, la region constante de inmunoglobulina es una region constante
de inmunoglobulina humana. En algunas realizaciones, la regién constante de inmunoglobulina es la porcion Fc de
una lgG humana, o un fragmento de la misma. Las porciones Fc de una IgG humana adecuadas para las proteinas
de fusién de la invencion incluyen porciones Fc de tipo silvestre o0 modificadas. Por ejemplo, una porcién Fc modificada
adecuada de una IgG humana puede estabilizar la proteina de fusion y/o aumentar su semivida con respecto a Fc de
tipo silvestre. Los ejemplos no limitativos de Fc modificado incluyen los divulgados en la patente estadounidense n.°
7.083.784, la patente estadounidense n.° 7.217.797, la patente estadounidense n.° 7.217.798, la solicitud de patente
estadounidense n.° 14/214.146 y el documento WO-1997034631. En al menos una realizacion, la region constante de
inmunoglobulina es la porcion Fc de IgG1 humana. En al menos una realizacién, la region constante de
inmunoglobulina es la porcion Fc de IgG2 humana. En algunas realizaciones, la region constante de inmunoglobulina
de la proteina de fusion GAIM-Ig comprende una lisina C-terminal (por ejemplo, K485). En otras realizaciones, la fusion
GAIM-Ig carece de una lisina C-terminal (por ejemplo, AK485).

En algunas realizaciones, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en un polipéptido que comprende
cualquier variante de GAIM descrita en el presente documento y la porcidon Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1
humana). En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al
menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 19 y la porcion Fc de una IgG humana
(por ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacién, la secuencia de aminodcidos de la porcion de
GAIM de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 19 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacidn, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 19 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29 (PB108). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 29 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 20 y la porcién Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminodcidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 20 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacidn, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
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ID NO: 20 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 (PB122). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 30 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 21 y la porcion Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacidn, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 21 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacidn, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 21 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 (PB116). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 31 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 22 y la porcién Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 22 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 22 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32 (PB114). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 32 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 23 y la porcion Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 23 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 23 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33 (PB109). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 33 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 24 y la porcion Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 24 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 24 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34 (PB110). En
algunas realizaciones, la proteina de fusidn GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID NO: 34 en la
que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485 (AK485), los
aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2 y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 25 y la porcién Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 25 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
conservadoras. En otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 25 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 (PB105). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 35 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

En al menos una realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una secuencia al menos el
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la descrita por SEQ ID NO: 26 y la porcion Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En algunos aspectos de esta realizacion, la secuencia de aminoacidos de la porcion de GAIM
de la proteina de fusion GAIM-Ig difiere de la descrita por SEQ ID NO: 26 en 10-15, 1-10 o 1-5 sustituciones
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conservadoras. En otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusidon GAIM-Ig consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 26 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). Por ejemplo, en algunos aspectos, la
proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36 (PB127). En
otros aspectos de esta realizacion, la proteina de fusion GAIM-Ig consiste esencialmente en una variante de SEQ ID
NO: 36 en la que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los aminoacidos 1y 2 (AM1 y AA2), el aminoacido 485
(AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos 1, 2y 485 (AM1, AA2 y AK485).

La porcidon de GAIM y la porcion de Ig de las fusiones GAIM-Ig descritas en el presente documento pueden conectarse
por un enlazador pequefio. En algunas realizaciones, el enlazador pequefio es rico en glicina, serina y/o treonina,
comprendiendo al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de glicina,
serina y/o treonina. En algunas realizaciones, el enlazador pequefio comprende al menos o aproximadamente el 50 %,
55 %, 60 %, 70 % o0 75 % de glicina, serina y/o treonina. En algunas realizaciones, el enlazador pequefio esta
compuesto sustancial o completamente por glicina, serina y/o treonina. Un enlazador pequefio de una fusion GAIM-Ig
puede tener hasta 25 aminoacidos de longitud, por ejemplo, de 1 a 5 aminoacidos de longitud, de 1 a 20 aminoacidos
de longitud, de 5 a 10 aminodcidos de longitud, de 5 a 25 aminodcidos de longitud o de 10 a 25 aminoacidos de
longitud. Los enlazadores pequefios pueden tener, por ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 aminoacidos. Idealmente, el enlazador pequefio no contiene un epitopo de células T
humanas ni crea un epitopo de células T humanas con o bien la variante de GAIM o bien el dominio Fc¢ al que esta
unido. Los enlazadores pequefios a modo de ejemplo incluyen enlazadores que tienen varios nimeros de repeticiones
de la secuencia GGGGS (4GS; SEQ ID NO: 27) 0 GGGS (3GS; SEQ ID NO: 28), tales como de 2, 3, 4, a 5 repeticiones
de tal secuencia. Los enlazadores pequefios a modo de ejemplo pueden incluir uno 0 mas residuos de lisina. Otros
enlazadores pequefios a modo de ejemplo incluyen la secuencia de aminodacidos ARS.

Las fusiones GAIM-Ig descritas en el presente documento demuestran varias ventajas sobre la técnica anterior.
Estudios dirigidos a identificar las formas patoldgicas de AP en el cerebro con enfermedad de Alzheimer (AD) han
demostrado que tanto la placa insoluble como el A soluble consisten en una poblacion heterogénea de péptidos Ap
truncados de manera N- y C-terminal (Wildburger et al.,, (2017) Sci Rep 7: 9520) que forma conformaciones
estructuralmente diversas (Condello ef al. (2018) PNAS, 115: E782-91; Rasmussen ef al. (2017) PNAS, 114: 13018-
23; Liu ef al. (2016) Sci Rep, 6: 33079). También se observa que la mayoria de los fragmentos de AP truncados de
manera N-terminal constituyen la parte principal de la placa amiloide (Wildburger et al., (2017) Sci Rep 7: 9520). Sin
embargo, la mayoria de las terapias relacionadas con anticuerpos contra la agregacion o el plegamiento incorrecto de
amiloide han fracasado en la practica clinica, al menos en parte, debido a su incapacidad para acoplarse eficazmente
con formas de amiloide truncadas o modificadas de manera N-terminal. Las fusiones GAIM-Ig de la invencién abordan
la necesidad previamente no satisfecha de una composicién que pueda dirigirse a una variedad de proteinas amiloides,
ya que estas fusiones son capaces de acoplarse a diversos agregados de Af3, incluso agregados que tienen diferentes
morfologias y propiedades de agregacion.

Las fusiones GAIM-Ig divulgadas en el presente documento se unen a, entre otros agregados, los agregados de AP
11-42 truncados y/o agregados de A3 de piro-glutamato modificados postraduccionalmente, ambos de los cuales son
clinicamente relevantes para la enfermedad de Alzheimer. Tal como se muestra mas adelante en las tablas 2y 3, las
fusiones GAIM-Ig de la invencion se dirigen a multiples tipos de proteina amiloide, incluidos, pero sin limitacion,
agregados de A, agregados de Ap truncados de manera N-terminal, tau, multiples conférmeros de transtiretina (TTR)
y diversas morfologias de agregados de cadena ligera de inmunoglobulina (LC). Estas dianas incluyen proteina
amiloide que se encuentra en pacientes con riesgo 0 que padecen las enfermedades descritas en el presente
documento.

Las terapias relacionadas con anticuerpos de la técnica anterior también pueden fallar en la practica clinica porque
fallan en bloquear la agregacion de tau fosforilada y/o fallan en blogquear la propagacion de tau de una region del
cerebro a otra. Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas de la presente invencidon abordan esta necesidad. Las
fusiones GAIM-Ig de la invencion causan la remodelacion de tau, evitando asi que los agregados de tau siembren tau
soluble y bloqueando la propagacion de agregados de tau.

Tomadas en conjunto, las fusiones GAIM-Ig divulgadas en el presente documento presentan un enfoque unico para
prevenir o eliminar agregados de amiloide patologicos. Con relaciéon a las alternativas de la técnica anterior, las
fusiones de GAIM abiertas y estabilizadas descritas en el presente documento muestran mayor potencia, estabilidad
estructural y especificidad por amiloide, incluidas tanto fibras de A como tau, y también estan parcial o totalmente
desinmunizadas.

Preparacion de polipéptidos

Los polipéptidos de la invencion (por ejemplo, polipéptidos que comprenden una o mas variantes de GAIM, incluidas
proteinas de fusion) pueden sintetizarse usando técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, los polipéptidos
de la invencion pueden sintetizarse de manera recombinante en células (véanse, por ejemplo, Sambrook ef al. 1989,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY y Ausubel ef al. 1989, Current Protocols
in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, NY). Alternativamente, los polipéptidos de la
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invencion pueden sintetizarse usando métodos de sintesis conocidos tales como sintesis en fase sdélida. En la técnica
se conocen bien técnicas de sintesis (véanse, por ejemplo, Merrifield, 1973, Chemical Polypeptides, (Katsoyannis y
Panayotis eds.) pags. 335-61; Merrifield 1963, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149; Davis et al. 1985, Biochem. Intl. 10:394;
Finn et al. 1976, The Proteins (3? ed.) 2:105; Erikson ef al. 1976, The Proteins (32 ed.) 2:257; la patente estadounidense
n.® 3.941.763. Alternativamente, el constructo final puede compartir esencialmente la misma funcién que una proteina
de fusion producida de manera recombinante, pero simplemente puede producirse usando técnicas no recombinantes,
tales como quimica de ligaciéon. Los componentes de las proteinas de fusion pueden prepararse usando la misma
metodologia general descrita para la expresion de g3p y mutaciones de g3p.

En algunas realizaciones, el polipéptido puede fusionarse con una secuencia marcadora, tal como un péptido que
facilita la purificacion del polipéptido fusionado (o bien solo o bien adicionalmente a la fusion con otra proteina o la
incorporacion de una molécula portadora). La secuencia de aminoacidos marcadora puede ser un péptido de
hexahistidina (SEQ ID NO: 53) tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (Qiagen, Mississauga, Ontario,
Canada), entre otros, muchos de los cuales estan disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz ef al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. (1989) 86: 821-824, por ejemplo, la hexahistidina (SEQ ID NO: 53) proporciona una purificacion
conveniente de la proteina de fusidn. Otra etiqueta peptidica util para la purificacion, la etiqueta de hemaglutinina (HA),
corresponde a un epitopo derivado de la proteina HA de influenza (Wilson ef al, (1984) Cell 37:767).

Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la invencidon proporciona una composicidn farmacéutica que comprende cualquier
polipéptido que comprenda una variante de GAIM descrita en el presente documento, opcionalmente junto con un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. Una “composicion farmacéutica” se refiere a una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion tal como se describe en el presente documento con un
portador y/o excipiente fisioldgicamente adecuado. Una composicion farmacéutica no causa una irritacion significativa
a un organismo. Las frases “portador fisioldgicamente adecuado” y “portador farmacéuticamente aceptable” pueden
usarse indistintamente para referirse a un portador o diluyente que no causa irritacion significativa a un organismo y
no anula la actividad biologica ni las propiedades de la composicién administrada. El término “excipiente” se refiere a
una sustancia inerte afiadida a una composicion farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un
principio activo. Los ejemplos, sin limitacion, incluyen solucién salina, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos
azucares y tipos de almidon, derivados de celulosa, gelatina, aceites vegetales, polietilenglicoles y tensioactivos,
incluido, por ejemplo, polisorbato 20.

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden formularse de una manera
convencional usando uno 0 mas portadores fisiologicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares, que
facilitan el procesamiento de los principios activos en composiciones que pueden usarse farmacéuticamente. La
formulacion apropiada depende de la via de administracién elegida y de la naturaleza de la composicion administrada
(por ejemplo, el tamafo y la solubilidad del polipéptido). En un aspecto de estas realizaciones, la composicion
farmacéutica se formula para inyeccion o infusion en el torrente sanguineo de un paciente. En otro aspecto de estas
realizaciones, la composicion farmacéutica se formula para administracion directa al cerebro o al sistema nervioso
central del paciente, por ejemplo, mediante inyeccion intramedular, intratecal o intraventricular directa.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse para administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccidon en bolo o infusidon continua. Las composiciones farmacéuticas para administracion
parenteral incluyen disoluciones acuosas de la composicion en forma soluble en agua. Adicionalmente, pueden
prepararse suspensiones de los principios activos como suspensiones de inyeccion oleosas o basadas en agua. Los
disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos
grasos sintéticos tales como oleato de etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones de inyeccidon acuosas pueden
contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol
o dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizadores o agentes adecuados (por ejemplo,
tensioactivos tales como polisorbato (Tween 20)) que aumentan la solubilidad de los principios activos para permitir la
preparacion de disoluciones altamente concentradas. Puede usar un agente a base de proteinas como, por ejemplo,
albumina para prevenir la adsorcion del polipéptido de la invencidn a la superficie de administracion (es decir, bolsa
IV, catéter, aguja, etc.).

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden formularse combinando los polipéptidos
descritos en el presente documento con portadores farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica.

Las formulaciones pueden presentarse en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en viales, ampollas o en
contenedores de multiples dosis con, opcionalmente, un conservante afiadido. Las composiciones pueden ser
suspensiones, disoluciones 0 emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacién
tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Las formas de dosificacion individuales pueden
estar en forma liquida o sélida. Las formas de dosificacion individuales pueden administrarse directamente a un
paciente sin modificacion o pueden diluirse o reconstituirse antes de la administracion. En ciertas realizaciones, puede
administrarse una forma de dosificacion individual en forma de bolo, por ejemplo, inyeccién individual, dosis oral
individual, incluida una dosis oral que comprende multiples comprimidos, capsulas, pildoras, etcétera. En realizaciones
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alternativas, puede administrarse una forma de dosificacidon individual durante un periodo de tiempo, tal como por
infusidon, o0 mediante una bomba implantada, tal como una bomba ICV. En la ultima realizacién, la forma de dosificacion
individual puede ser una bolsa de infusion o un depédsito de bomba precargado con la cantidad apropiada de un
polipéptido que comprende una variante de GAIM. Alternativamente, la bolsa de infusién o el depdsito de bomba
pueden prepararse justo antes de la administracién a un paciente mezclando una dosis apropiada del polipéptido que
comprende una variante de GAIM con la bolsa de infusion o la disolucion del depésito de bomba.

Pueden encontrarse técnicas para la formulacion de farmacos, por ejemplo, en “Remington's Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, Pa., ultima edicion, que se incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad.

Las composiciones farmacéuticas incluyen composiciones en las que 10s principios activos estan contenidos en una
cantidad eficaz para lograr el propdsito previsto.

La determinacion de una cantidad terapéutica o diagndsticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos
en la técnica, especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

La cantidad y el intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles cerebrales del
vehiculo de presentacion en fago que sean suficientes para tratar o diagnosticar una enfermedad, trastorno o afeccion
cerebral particular (concentracion minima eficaz, MEC). La MEC variara para cada preparacién, pero puede estimarse
a partir de datos in vitro. Las dosificaciones necesarias para lograr la MEC dependeran de las caracteristicas
individuales.

Los intervalos de dosificacion también pueden determinarse usando el valor de la MEC. Las preparaciones deben
administrarse usando un régimen que mantenga los niveles cerebrales por encima de la MEC durante el 10-90 % del
tiempo, preferiblemente entre el 30-90 % del tiempo y lo mas preferiblemente el 50-90 % del tiempo.

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta de la enfermedad que va a tratarse, la dosificacion puede
ser de una o una pluralidad de administraciones, con un curso de tratamiento que dura desde varios dias hasta varias
semanas o hasta que se efectua la curacion o se logra la disminucion del estado patoldgico.

La cantidad de una composicion que va a administrarse dependera, por supuesto, del sujeto que esté tratandose o
diagnosticandose, la gravedad de la afliccion, el juicio del médico que prescribe, etcétera.

Si se desea, las composiciones de la presente invencidn pueden presentarse en un paquete o dispositivo dispensador,
tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una 0 mas formas de dosificacidén unitarias que contienen el
principio activo. El paquete puede comprender, por ejemplo, una hoja de metal o plastico, como un paquete de blister.
El paquete o dispositivo dispensador puede ir acompanado de instrucciones de administracion. En el paquete o
dispensador también puede incorporarse un aviso asociado con el recipiente en una forma prescrita por una agencia
gubernamental que regula la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos, aviso que refleja la aprobacién
por parte de la agencia de la forma de las composiciones o la administracidén humana o veterinaria. Tal aviso, por
ejemplo, puede ser un etiquetado aprobado por la Administracion de Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos
para farmacos con receta o un prospecto de producto aprobado. También pueden prepararse composiciones que
comprenden una preparacion de la invencion formulada en un portador farmacéutico compatible, colocarse en un
recipiente apropiado y etiquetarse para el tratamiento de una enfermedad indicada, tal como se detalla adicionalmente
en el presente documento.

Usos terapéuticos

Otro aspecto de la invencion se refiere a cualquiera de los polipéptidos, moléculas de acido nucleico o composiciones
de la invencion, para su uso en el tratamiento de una o mas enfermedades asociadas con proteinas amiloides mal
plegadas y/o agregadas, incluidas, pero no sin limitarse a, aquellas enfermedades que implican cualquiera de:
transtiretina, cadena ligera de inmunoglobulina (kappa o lambda), fAp42, fasyn, fNM o ftau.

En el contexto de los tratamientos, los términos “paciente”, “sujeto” y “receptor’ se usan indistintamente e incluyen
seres humanos, asi como otros mamiferos. En algunas realizaciones, un paciente es un ser humano que es positivo
para un biomarcador asociado con una enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas. En una realizacion, el
paciente presenta depositos de B-amiloide detectados por obtencion de imagenes de PET con florbetapir.

El término “tratar” y sus afines se refieren a reducir, ralentizar o revertir la progresion de una enfermedad en un paciente
que presenta uno 0 mas sintomas clinicos de una enfermedad. “Tratar” también se refiere a reducir, ralentizar o revertir
los sintomas de una enfermedad en un paciente que presenta uno mas de los sintomas clinicos de una enfermedad.
En una realizacién, el paciente presenta depositos de p-amiloide tal como se detectd6 mediante la obtencion de
imagenes de PET con florbetapir y el tratamiento reduce el nimero de depdsitos de B-amiloide. En una realizacion, el
paciente presenta depositos de p-amiloide tal como se detectd por el polipéptido o las composiciones polipeptidicas
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de la presente invencion y el numero de depdsitos de p-amiloide se reduce o0 se mantiene mediante el tratamiento. En
otra realizacion, el paciente presenta cualquier tipo de deposito de amiloide tal como se detectdé por la obtencidon de
imagenes por PET y el tratamiento mejora la funcidén cognitiva del paciente. La mejora de la funcién cognitiva puede
evaluarse mediante los métodos y pruebas de McKhann et al., Alzheimer's & Dementia 7 (3).263-9 (2011).

“Profilaxis” 0 “prevencion” (usados en el presente documento indistintamente) es distinto del tratamiento y se refiere a
la administracion de un polipéptido, acido nucleico o composicion a un individuo antes de la aparicién de cualquier
sintoma clinico. Se abarca la profilaxis usando cualquiera de los polipéptidos, acidos nucleicos o composiciones de
los mismos de la presente invencion. La profilaxis puede estar implicada en individuos que se sabe que tienen un
mayor riesgo de padecer una enfermedad, o que tienen la certeza de desarrollar una enfermedad, Unicamente
basandose en uno 0 mas marcadores genéticos. Se han identificado muchos marcadores genéticos para las diversas
enfermedades de plegamiento incorrecto de proteinas. Por ejemplo, los individuos con una 0 mas de mutacion sueca,
mutacion Indiana o mutacion London en hAPP tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer de
inicio temprano y, por lo tanto, son candidatos para la profilaxis. Del mismo modo, los individuos con repeticiones CAG
de trinucleédtidos en el gen de la huntingtina, particularmente aquellos con 36 o mas repeticiones, finalmente
desarrollaran la enfermedad de Huntington y, por lo tanto, son candidatos para la profilaxis.

Las enfermedades asociadas con o caracterizadas por proteina amiloide mal plegada y/o agregada abarcan
enfermedades asociadas con (por ejemplo, causadas o correlacionadas al menos en parte por) proteina amiloide mal
plegada, proteina amiloide agregada o tanto proteina amiloide agregada como mal plegada. Los péptidos o proteinas
que pueden formar amiloide se describieron anteriormente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el amiloide esta
formado por Af, que incluye, pero no se limita a AB340, Ap42, Ap11-42 truncado en N, AB11-42-Pyro, A(33-42-Pyro,
AP1-42-E22Q-mutacion holandesa, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el amiloide se forma
como proteina prionica, por ejemplo, PrP®¢, En algunas realizaciones, el amiloide esta formado por transtiretina. En
algunas realizaciones, el amiloide esta formado por una cadena ligera de inmunoglobulina, por ejemplo, cadena ligera
kappa de inmunoglobulina y/o cadena ligera lambda de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el amiloide esta
formado por tau. En algunas realizaciones, el amiloide esta formado por «-sinucleina.

Las enfermedades asociadas con o caracterizadas por proteina amiloide mal plegada y/o agregada se describieron
anteriormente. Muchas de las enfermedades por proteinas amiloides mal plegadas y/o agregadas anteriores se
producen en el sistema nervioso central (CNS). Ejemplos no limitativos de enfermedades que se producen en el CNS
son la enfermedad de Parkinson; enfermedad de Alzheimer; demencia frontotemporal (FTD) incluidos aquellos
pacientes que tienen los siguientes sindromes clinicos: FTD variante de comportamiento (bvFTD), afasia progresiva
no fluente (PNFA) y demencia semantica (SD); degeneraciones lobulares frontotemporales (FTLD); y enfermedad de
Huntington. Los polipéptidos, acidos nucleicos y composiciones de la invencidn pueden usarse para tratar
enfermedades caracterizadas por proteina amiloide mal plegada y/o agregada que se produce en el sistema nervioso
central (CNS).

El plegamiento incorrecto y/o la agregacion de proteinas también pueden producirse fuera del CNS. La amiloidosis A
(AA) (para la cual la proteina precursora es la apolipoproteina de fase aguda sérica, SAA) y el mieloma multiple
(proteinas precursoras de inmunoglobulina de cadena ligera y/o pesada) son dos enfermedades ampliamente
conocidas de plegamiento incorrecto de proteina y/o proteina agregada que se producen fuera del CNS. Otros
ejemplos incluyen enfermedad que implica amiloide formado por a2-microglobulina, transtiretina (por ejemplo, FAP,
FAC, SSA), AA (apo)sérica, apolipoproteinas Al, All y AlV, gelsolina (por ejemplo, forma finlandesa de FAP), cadena
ligera de inmunoglobulina (kappa o lambda), lisozima, fibrindgeno, cistatina C (por ejemplo, angiopatia amiloide
cerebral, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis, tipo islandés), calcitonina, procalcitonina, polipéptido
amiloide de los islotes (por ejemplo, amiloidosis IAPP), factor natriurético auricular, prolactina, insulina, lactahedrina,
queratoepitelina, lactoferrina, proteina asociada a ameloblastos odontogénicos y semenogelina |. Los polipéptidos,
acidos nucleicos y composiciones de la invencidon también pueden usarse para tratar enfermedades que implican
plegamiento incorrecto y/o agregacion de proteinas que se producen fuera del CNS.

Las enfermedades asociadas con o caracterizadas por proteina amiloide mal plegada y/o agregada también pueden
implicar lesiones de tau. Revisado en Lee ef al.,, Annu. Rev. Neurosci. 24:1121-159 (2001). Las proteinas tau son
proteinas asociadas a microtubulos que se expresan en axones de neuronas tanto del sistema nervioso central como
periférico. Se abarcan tauopatias neurodegenerativas (a veces denominadas tauopatias). Los ejemplos de tauopatias
incluyen enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica/complejo de parkinsonismo-demencia, demencia de
granos argiréfilos, degeneracion corticobasal, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, demencia pugilistica, ovillos
neurofibrilares difusos con calcificacion, sindrome de Down, demencias frontotemporales incluida demencia
frontotemporal con parkinsonismo ligada al cromosoma 17, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
enfermedad de Hallervorden-Spatz, distrofia miotdnica, enfermedad de Niemann-Pick de tipo C, enfermedad de
motoneuronas no guamefa con ovillos neurofibrilares, enfermedad de Pick, parkinsonismo postencefalitico, angiopatia
amiloide cerebral por proteina pridnica, giosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis
esclerosante subaguda y demencia por ovillos Unicamente. Algunas de estas enfermedades también pueden incluir
depdsitos de péptidos de amiloide j fibrilares. Por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer presenta tanto depodsitos de
amiloide 3 como lesiones de tau. De manera similar, las enfermedades mediadas por priones tales como enfermedad
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de Creutzfeldt-Jakob, angiopatia amiloide cerebral por proteinas pridnicas y sindrome de Gerstmann-Striussler-
Scheinker también pueden tener lesiones de tau. Por lo tanto, una indicacién de que una enfermedad es una
“tauopatia’ no debe interpretarse como que excluye la enfermedad de otras clasificaciones o agrupaciones de
enfermedades neurodegenerativas o de proteinas amiloides mal plegadas y/o agregadas, que se proporcionan
simplemente por conveniencia. Los polipéptidos y composiciones de la invencién pueden usarse para tratar
enfermedades neurodegenerativas, asi como también enfermedades que implican lesiones de tau.

En algunas realizaciones, un polipéptido, composicidn farmacéutica o formulacién es para su uso en un método de
reduccién de amiloide en un paciente que presenta sintomas relacionados con la presencia de amiloide o que es
positivo para un biomarcador asociado con una enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas, que comprende
administrar al paciente una cantidad eficaz de una composicion o formulaciéon farmacéutica como se describe en el
presente documento. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicién farmacéutica o formulacién es para su
uso en un método para mantener el nivel de amiloide en un paciente que presenta sintomas relacionados con la
presencia de amiloide o que es positivo para un biomarcador asociado con una enfermedad de plegamiento incorrecto
de proteinas, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de una composicidén o formulacién
farmacéutica como se describe en el presente documento. En algunos aspectos de estas realizaciones, el biomarcador
es f-amiloide, que puede detectarse con el radiofdrmaco florbetapir (AV-45, Eli Lilly). En algunos aspectos de estas
realizaciones, la via de administracion es inyeccidn o infusién intratecal, inyeccién o infusién intraventricular directa,
inyeccion o infusidn intraparenquimatosa o inyeccion o infusion intravenosa.

En algunas realizaciones, un polipéptido, composicidn farmacéutica o formulacién es para su uso en un método de
desagregacion o remodelaciéon de amiloide en un paciente. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicién
farmacéutica o formulacion es para su uso en un método para reducir la formacion de amiloide en el cerebro. En
algunas realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o formulacidén de la invencién es para su uso en un
método para promover la eliminacidén de amiloide en el cerebro. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicion
farmacéutica o formulaciéon de la invencion es para su uso en un método para inhibir la agregacion amiloide en el
cerebro. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o formulacién de la invencidn es para su
uso en un meétodo para eliminar oligdmeros toxicos en el cerebro. En algunas realizaciones, un polipéptido,
composicion farmacéutica o formulacion de la invencion es para su uso en un método para prevenir la formacién de
oligdmeros tdxicos en el cerebro. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o formulacion
de la invencion es para su uso en un método para proteger neuronas del dafio por amiloide. En algunas realizaciones,
un polipéptido, composicidén farmacéutica o formulacién es para su uso en un método para reducir la propagacion de
célula a célula de agregados de o-sinucleina. En algunas realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o
formulacion es para su uso en un método de bloqueo de la propagaciéon de célula a célula de agregados de o-
sinucleina. En algunos aspectos de estas realizaciones, el polipéptido, composicion farmacéutica o formulacién se
administra a un paciente que lo necesita mediante inyeccion o infusion intratecal, inyeccion o infusion intraventricular
directa, inyeccidn o infusién intraparenquimatosa o inyeccion o infusién intravenosa.

En algunas realizaciones, un polipéptido, composicidén farmacéutica o formulaciéon de la invencién es para su uso en
un método para causar la desagregacion de depositos de Ap-amiloide en el cerebro, que comprende inyectar
directamente en el cerebro de un paciente que lo necesite una cantidad eficaz del polipéptido, composicién
farmacéutica o formulacién, causando asi una reduccion de los depdsitos de ApB-amiloide en el cerebro. En otras
realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o formulacion de la invencion es para su uso en un método
para causar la desagregacion de los depositos de Ap-amiloide en el cerebro, que comprende inyectar mediante
administracion intravenosa en un paciente que lo necesita una cantidad eficaz del polipéptido, composicion
farmacéutica o formulacion, causando asi una reduccidn de los depositos de AB-amiloide en el cerebro.

En una realizacidn, se administra profilacticamente una composicién o formulacién farmacéutica de la invencioén para
Su uso en la proteccién de neuronas del dafio por amiloide.

En algunas realizaciones, el paciente es positivo para un biomarcador asociado con una enfermedad de agregacion
y/o plegamiento incorrecto de proteinas. En una realizacién, el biomarcador es p-amiloide y el agente usado para
detectar el 3-amiloide es florbetapir (AV45, Eli Lilly).

A diferencia de las terapias basadas en anticuerpos de la técnica anterior (por ejemplo, 6E10), las fusiones GAIM-Ig
tal como se describen en el presente documento se dirigen al nucleo de amiloides en lugar de a residuos N-terminal
no estructurados o parcialmente estructurados y demuestran actividad de remodelacion superior (figura 10A). Por lo
tanto, en algunas realizaciones, un polipéptido, composicion farmacéutica o formulacion de la invencion es para su
uso en un método de remodelacion de amiloide. En algunos aspectos de estas realizaciones, la via de administracion
es inyeccidn o infusion intratecal, inyeccion o infusion intraventricular directa, inyeccion o infusion intraparenquimatosa
0 inyeccion o infusién intravenosa.

En general, los polipéptidos divulgados en el presente documento se unen al amiloide al menos tan eficazmente como

el fago M13, g3p o una variante o proteina de fusion de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones,
los polipéptidos divulgados en el presente documento se unen al amiloide mas eficazmente que el fago M13, g3p o
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una variante o proteina de fusién de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos
divulgados en el presente documento remodelan el amiloide mas eficazmente que el fago M13, g3p 0 una variante o
proteina de fusidén de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos divulgados en el
presente documento inhiben la agregacion de amiloide mas eficazmente que el fago M13, g3p o0 una variante o proteina
de fusion de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos divulgados en el presente
documento eliminan los oligdmeros tdxicos mas eficazmente que el fago M13, g3p o una variante o proteina de fusiéon
de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos divulgados en el presente
documento reducen la propagacion de célula a célula de agregados de a-sinucleina mas eficazmente que el fago M13,
g3p 0 una variante o proteina de fusion de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los
polipéptidos divulgados en el presente documento detectan el amiloide mas eficazmente que el fago M13, g3p o una
variante o proteina de fusidén de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos
divulgados en el presente documento previenen una enfermedad asociada con proteina amiloide mal plegada y/o
agregada mas eficazmente que el fago M13, g3p o0 una variante o proteina de fusion de g3p divulgada en la técnica
anterior. En algunas realizaciones, los polipéptidos divulgados en el presente documento son para su uso en el
tratamiento de una enfermedad asociada con proteina amiloide mal plegada y/o agregada mas efectivamente que el
fago M13, g3p 0 una variante o proteina de fusién de g3p divulgada en la técnica anterior. En algunas realizaciones,
los polipéptidos divulgados en el presente documento provocan una respuesta inmune mas pequefia en un paciente
en comparacion con el fago M13, g3p o0 una variante o proteina de fusion de g3p divulgada en la técnica anterior. En
al menos unarealizacion, los polipéptidos divulgados en el presente documento no provocan una respuesta inmunitaria
en un paciente.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico de la invencion puede usarse para tratar cualquiera de las
enfermedades descritas (es decir, que codifica para un polipéptido que comprende una variante de GAIM que presenta
inmunogenicidad reducida o nula y que posee la capacidad de unirse a amiloide, desagregar/remodelar el amiloide
y/o inhibir la agregacion de amiloide) solo o asociado con un portador adecuado, por ejemplo, una nanoparticula
lipidica, un portador polimérico o un vector, tal como un vector viral directamente a un paciente por cualquier via
adecuada, por ejemplo, inhalacion e infusion intravenosa. La molécula de acido nucleico que codifica para el
polipéptido que comprende una variante de GAIM puede ser ADN o ARN.

Diagndéstico

Se abarcan composiciones de diagnédstico en la presente invencién y pueden comprender cualquiera de los
polipéptidos de la invencion descritos anteriormente (por ejemplo, un polipéptido que comprende una variante de
GAIM), tal como un polipéptido que comprende una fusion GAIM-Ig. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los
polipéptidos, las composiciones farmacéuticas y las formulaciones descritas en el presente documento se usan en
aplicaciones de diagnostico asociadas con las diversas enfermedades descritas en el presente documento. Por
ejemplo, la union de un polipéptido de la invencion a proteina amiloide puede usarse para detectar la proteina amiloide
unida. De manera similar, la union de un polipéptido de la invencion cuando se usa como agente de obtencidn de
imagenes in vivo o in vitro puede ser parte de un diagnostico de una enfermedad de plegamiento incorrecto de
proteinas, agregacion de proteinas o neurodegenerativa descrita en el presente documento.

En algunas realizaciones, un polipéptido descrito en el presente documento puede ser para su uso como agente de
obtencién de imagenes de amiloide, en donde el agente de obtencion de imagenes puede detectar proteina amiloide
y diagnosticar una enfermedad asociada con una proteina amiloide mal plegada y/o agregada. Debido a que los
polipéptidos descritos en el presente documento se unen a amiloide independientemente del tipo de fibra, pueden
obtenerse imagenes y detectar cualquier agregado de amiloide (Ap, tau, a-sinucleina, transtiretina, cadena ligera de
inmunoglobulina, etcétera) y pueden diagnosticarse una amplia gama de enfermedades y afecciones asociadas con
amiloide. En algunas realizaciones, el polipéptido usado como agente de obtencidon de imagenes de amiloide
comprende ademas una etiqueta detectable.

Pueden unirse diversas etiquetas a un polipéptido que comprende una variante de GAIM como se describe en el
presente documento usando técnicas estandar para etiquetar proteinas. Los ejemplos de etiquetas incluyen etiquetas
fluorescentes y radioetiquetas. Existe una amplia variedad de radioetiquetas que pueden usarse, pero en general la
etiqueta se selecciona a menudo de radioetiquetas que incluyen, pero no se limitan a, '3F, ''C y 2|, Estos y otros
radioisotopos pueden unirse a la proteina usando quimica bien conocida. En una realizacion, la etiqueta se detecta
usando tomografia por emision de positrones (TEP). Sin embargo, puede usarse cualquier otra técnica adecuada para
la deteccion de radioisotopos para detectar el radiotrazador.

Los polipéptidos y composiciones de la invencidn pueden usarse como agentes de obtencidon de imagenes de
diagndstico en combinacion con un agente de obtencion de imagenes que sea especifico para p-amiloide tal como,
por ejemplo, F18-AV-45, Eli Lilly. Debido a que el uso de una composicidon de diagnostico de la invencién junto con un
agente de obtencion de imagenes especifico de p-amiloide dard como resultado la deteccidn de agregados distintos
de p-amiloide basandose en deteccidn diferencial, en una realizacion, se usa una composicidn de diagnéstico de la
invencion como agente de obtencion de imagenes en combinacion con un agente de obtenciéon de imagenes de [3-
amiloide para detectar agregados distintos de 3-amiloide.
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En algunas realizaciones, los polipéptidos descritos en el presente documento, 0 composiciones de los mismos, se
usan para detectar $-amiloide en el CNS, incluido el cerebro.

Las composiciones de diagnostico de la invencidn pueden administrarse usando las mismas vias descritas para las
composiciones terapéuticas. En algunas realizaciones, la via de administracion es inyeccién o infusion intratecal,
inyeccion o infusion intraventricular directa, inyeccion o infusidn intraparenquimatosa o inyeccidon o infusion
intravenosa.

Técnicas recombinantes

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a oligonucledtidos que comprenden una secuencia de acido
nucleico que codifica para un polipéptido de la invencién. Por ejemplo, la presente invencion se refiere a una secuencia
de acido nucleico que codifica para polipéptidos que comprenden una variante de GAIM, incluidos polipéptidos que
comprenden una variante de GAIM unida directamente o mediante un enlazador pequefio a una region constante de
inmunoglobulina, como se divulga en el presente documento. En general, los acidos nucleicos que codifican para un
polipéptido que comprende una variante de GAIM o fusion GAIM-Ilg se preparan usando técnicas de ADN
recombinante convencionales, tales como clonacion de dominios GAIM mutantes, sintesis directa de ADN o aislando
el ADN correspondiente de una biblioteca usando, por ejemplo, la secuencia de M13 como sonda. Véanse, por
ejemplo, Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.; Ausubel
et al. 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y. Los acidos
nucleicos que codifican un polipéptido que comprende una variante de GAIM o fusion GAIM-Ig también pueden
prepararse como se proporciona en los ejemplos mas adelante.

Para la produccion recombinante, cualquiera de las secuencias de acido nucleico de la invencion puede insertarse en
un vector de expresidén apropiado que contenga los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la
secuencia codificante insertada, o en el caso de un vector viral de ARN, los elementos necesarios para su replicacion
y traduccion. El acido nucleico codificante se inserta en el vector en el marco de lectura apropiado. Por consiguiente,
la invencion proporciona vectores que comprenden acidos nucleicos de la invencién. Tales vectores incluyen, pero no
se limitan a, vectores de ADN, vectores de fagos, vectores virales, vectores retrovirales, etcétera. Los vectores pueden
incluir, por ejemplo, baculovirus, virus del mosaico de la coliflor, virus del mosaico del tabaco, plasmido Ri o plasmido
Ti. Los expertos en la técnica pueden elegir el vector apropiado con el cual clonar los acidos nucleicos de la invencién
usando conocimientos del dominio general del campo técnico acerca de la compatibilidad del vector con la célula
huésped elegida en la que llevar a cabo la expresion. Esto puede hacerse en cualquiera de células de mamiferos,
células vegetales, células de insectos, células bacterianas, células fungicas, células animales transgénicas, etcétera.
Las células de mamiferos a modo de ejemplo adecuadas para producir polipéptidos descritos en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a células HEK293, células derivadas de HEK293, células CHO, células
derivadas de CHO, células HelLa y células COS. Las células bacterianas a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a, células de E. coli. Las células vegetales a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, células de lenteja
de agua. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 8.022.70. Los vectores apropiados para cada uno de
estos tipos de células se conocen bien en la técnica y generalmente estan disponibles comercialmente. Se describen
métodos de transfeccion a modo de ejemplo no limitativos en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
32 ed. Cold Spring Harbor Press (2001). Los acidos nucleicos pueden transfectarse de manera transitoria o estable en
las células huésped deseadas de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 19. En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20. En al menos una realizacién, el acido nucleico codifica
para un polipéptido que comprende la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 21. En al menos una realizacion, el
acido nucleico codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En al
menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 23. En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 24. En al menos una realizacién, el acido nucleico codifica para un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25. En al menos una realizacidn, el acido
nucleico codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26.

En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en SEQ ID
NO: 19y la porcidon Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). En al menos una realizacion, el acido nucleico
codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 20 y la porcién Fc de una IgG humana (por
ejemplo, IgG1 humana). En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 21 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). En al menos una
realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 22 y la porcion
Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un
polipéptido que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 23 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1
humana). En al menos una realizacidn, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en
SEQ ID NO: 24 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana). En al menos una realizacion, el acido
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nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 25 y la porcidon Fc de una IgG humana
(por ejemplo, IgG1 humana). En al menos una realizacion, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 26 y la porcion Fc de una IgG humana (por ejemplo, IgG1 humana).

En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 29 (PB108). En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica para un polipéptido
que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 (PB122). En algunas realizaciones, el
acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 31 (PB116). En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32 (PB114). En algunas realizaciones, el 4cido nucleico codifica para
un polipéptido que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33 (PB109). En algunas
realizaciones, el acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 34 (PB110). En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica para un polipéptido que
consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 (PB105). En algunas realizaciones, el
acido nucleico codifica para un polipéptido que consiste esencialmente en |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 36 (PB127). Como se describié anteriormente, estas realizaciones abarcan un acido nucleico que codifica para
una variante de SEQ ID NO: 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 0 36 en las que la variante carece del aminoacido 1 (AM1), los
aminoacidos 1y 2 (AM1y AA2), el aminoacido 485 (AK485), los aminoacidos 1y 485 (AM1 y AK485) o los aminoacidos
1,2y 485 (AM1, AA2 y AKA485).

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica para un polipéptido de la invencién comprende SEQ ID NO:
37. En algunas realizaciones, el 4cido nucleico comprende SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, el acido nucleico
comprende SEQ ID NO: 39. En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende SEQ ID NO: 40. En algunas
realizaciones, el acido nucleico comprende SEQ ID NO: 41. En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende
SEQ ID NO: 42. En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende SEQ ID NO: 43. En algunas realizaciones, el
acido nucleico comprende SEQ ID NO: 44. En algunas realizaciones, el acido nucleico que comprende cualquiera de
SEQ ID NO: 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 0 44 comprende ademas un acido nucleico que codifica para la porcion Fc de
IgG (por ejemplo, IgG1 o0 IgG2 humana). En al menos una realizacion, el acido nucleico que codifica para una variante
de GAIM abierta y estabilizada y el acido nucleico que codifica para la porcidn Fc de IgG estan conectados por un
acido nucleico que codifica para un enlazador pequefio. En al menos una realizacién, el acido nucleico codifica para
el enlazador pequefio ARS. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica ademas para una secuencia sefal.
En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica ademas para una secuencia sefial que tiene la secuencia N-
terminal de 18 aminoacidos de GenBank Ref Seq NP_510891.1.

En al menos una realizacioén, el acido nucleico que codifica para un polipéptido de la invencion es SEQ ID NO: 45. En
al menos una realizacién, el acido nucleico es SEQ ID NO: 46. En al menos una realizacion, el acido nucleico es SEQ
ID NO: 47. En al menos una realizacion, el acido nucleico es SEQ ID NO: 48. En al menos una realizacion, el acido
nucleico es SEQ ID NO: 49. En al menos una realizacion, el acido nucleico es SEQ ID NO: 50. En al menos una
realizacion, el acido nucleico es SEQ ID NO: 51. En al menos una realizacion, el acido nucleico es SEQ ID NO: 52.

Los vectores usados en la transformacion normalmente contendran un marcador seleccionable usado para identificar
transformantes. En sistemas bacterianos, esto puede incluir un gen de resistencia a antibioticos tal como ampicilina o
kanamicina. Los marcadores seleccionables para su uso en células de mamifero cultivadas incluyen genes que
confieren resistencia a farmacos, tales como neomicina, higromicina y metotrexato. El marcador seleccionable puede
ser un marcador seleccionable amplificable. Un marcador seleccionable amplificable es el gen DHFR. Otro marcador
amplificable es el ADNe de DHFRr (Simonsen y Levinson, PNAS (1983) 80: 2495). Los marcadores seleccionables se
revisan por Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, MA) y la eleccién de los
marcadores seleccionables estd dentro del nivel de los expertos en la técnica. Los elementos de expresion de los
sistemas de expresion varian en su fuerza y especificidades. Dependiendo del sistema de huésped/vector utilizado,
puede usarse cualquiera de los muchos elementos de transcripcion y traduccion adecuados, incluidos promotores
constitutivos e inducibles, en el vector de expresion. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden
usarse promotores inducibles tales como pL del bacteriéfago X, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac), y similares;
cuando se clona en sistemas de células de insectos, pueden usarse promotores tales como el promotor del poliedro
de baculovirus; cuando se clona en sistemas de células vegetales, pueden usarse promotores derivados del genoma
de células vegetales (por ejemplo, promotores de choque térmico; el promotor de la subunidad pequefia de RUBISCO;
el promotor de la proteina de union a clorofila a/b) o de virus vegetales (por ejemplo, promotor de ARN 35S de CaMV;
el promotor de la proteina de cubierta de TMV); cuando se clona en sistemas de células de mamifero, pueden usarse
promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo, el promotor de metalotioneina) o de virus de
mamifero (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; el promotor de 7,5 K de virus vaccinia); cuando se generan
lineas celulares que contienen multiples copias del producto de expresion, pueden usarse vectores basados en SV40,
BPV y EBV con un marcador seleccionable apropiado. En casos en los que se usan vectores de expresion de plantas,
la expresion de secuencias que codifican para formas lineales o no cicladas del producto de expresion de la invencion
puede dirigirse por cualquiera de varios promotores. Por ejemplo, pueden usarse promotores virales tales como los
promotores de ARN 35S y ARN 19S de CaMV (Brisson ef al., Nature (1984) 31 0:511-514), o el promotor de la proteina
de cubierta de TMV (Takamatsu ef al.,, EMBO J (1987) 6:307-311); alternativamente, pueden usarse promotores de
plantas tales como la subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi et al., EMBO J. (1984) 3:1671-1680; Broglie et al.,
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Science (1984) 224: 838-843) o promotores de choque térmico, por ejemplo, hsp17.5-E 0 hsp17.3-B de soja (Gurley
et al., Mol. Cell. Biol. (1986) 6:559-565). Estos constructos pueden introducirse en células vegetales usando plasmidos
Ti, plasmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformacion directa de ADN, microinyeccion, electroporacion,
etcétera. Véanse, por ejemplo, Weissbach & Weissbach 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press,
NY, seccion VI, pags. 421-463; y Grierson & Corey 1988, Plant Molecular Biology, 22 ed., Blackie, Londres, cap. 7-9.
En un sistema de expresion de insectos que puede usarse para producir proteinas de la invencidn, se usa el virus de
la polihidrosis nuclear de Aufographa californica (AcNPV) como vector para expresar los genes foraneos. El virus crece
en células de Spodopfera frugiperda. Puede clonarse una secuencia codificante en regiones no esenciales (por
ejemplo, el gen del poliedro) del virus y colocarse bajo el control de un promotor ACNPV (por ejemplo, el promotor del
poliedro). La insercidn exitosa de una secuencia codificante da como resultado la inactivacion del gen del poliedro y
la produccion de virus recombinante no ocluido, es decir, virus que carece de la cubierta proteica codificada por el gen
del poliedro. Estos virus recombinantes se usan para infectar células de Spodoptera frugiperda en las que se expresa
el gen insertado. Véase, por ejemplo, Smith ef al., J. Viral. (1983) 46:584, |a patente estadounidense n.® 4.215.051.
Pueden encontrarse ejemplos adicionales de este sistema de expresion en Ausubel ef al., Eds. 1989, Current Protocols
in Molecular Biology, vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

En células huésped de mamifero, puede usarse cualquiera de varios sistemas de expresion basados en virus. En
casos en los que se usa un adenovirus como vector de expresion, puede ligarse una secuencia codificante a un
complejo de control de la transcripcion/traduccion de adenovirus, por ejemplo, la secuencia lider tripartita y de promotor
tardio. Este gen de fusidén puede insertarse luego en el genoma del adenovirus mediante recombinacion in vitro o in
vivo. La insercidn en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, region E1 o E3) dara como resultado un
virus recombinante que es viable y capaz de expresar péptidos en huéspedes infectados (véase, por ejemplo, Logan
& Shenk, PNAS (1984) 81:3655). Alternativamente, puede usarse el promotor de 7,5 K de vaccinia (véanse, por
ejemplo, Mackett ef al.,, PNAS (1982) 79:7415; Mackett ef al., J. Viral. (1984) 49:857; Panicali ef al., PNAS (1982)
79:4927). Otros sistemas de expresidn viral incluyen virus adenoasociados y lentivirus.

En otra realizacion, la invencion provee una célula huésped que alberga el vector que contiene un acido nucleico de
la invencién. Se conocen en la técnica métodos para transfectar o transformar u obtener de otro modo un vector de la
invencién en una célula huésped. Una célula que alberga el vector, cuando se cultiva en condiciones apropiadas,
producira los polipéptidos de la invencién. Como se indicd anteriormente, las células huésped adecuadas incluyen,
pero no se limitan a, células de mamiferos, células animales transgénicas, células vegetales, células de insectos,
células bacterianas y células de hongos. Por ejemplo, las células huésped adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
células HEK293, células derivadas de HEK293, células CHO, células derivadas de CHO, células HeLa y células COS.

Las células huésped que comprenden constructos de acido nucleico (por ejemplo, vectores) se hacen crecer en un
medio de crecimiento apropiado. Tal como se usa en el presente documento, el término “medio de crecimiento
apropiado” significa un medio que tiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las células. Los polipéptidos
de la invencién producidos de manera recombinante pueden aislarse del medio de cultivo usando técnicas conocidas
en la técnica.

Se exponen ejemplos especificos de vectores y células usados para la produccion recombinante de los polipéptidos
de la invencién en los ejemplos a continuacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Expresion de TauK18P301L, purificacion y ensamblaje de fibras

Se expreso el fragmento de TauK18P301L humano correspondiente a los residuos 244-372 de Tau-441 (2N4R) con
la mutacién P213L y se purificd como se describe para tau-MTBR (Krishnan ef al. (2014) J Mol Biol, 426:2500-19). Se
ensamblaron fibras de Tau-K18P301L afiadiendo 40 .M de heparina de bajo peso molecular (Fisher Scientific) a 40 uM
de mondémero de TauK18P301L en tampdn acetato de sodio 0,1 M pH 7,0 que contenia 2 mM de DTT e incubando
durante 3 dias a 37 °C. La formacién de fibras se confirmd mediante Tioflavina T (ThT).

Ejemplo 2: Ensamblaje de fibras de AB

Se disolvieron AB1-42 (rPéptido), ApP11-42 truncado en N (Bachem), Ap11-42-Pyro (AnaSpec), AB3-42-Pyro
(AnaSpec) vy AP1-42-E22Q (AnaSpec) en hexafluoroisopropanol (HFIP) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 24 horas hasta que se desarrolld una disolucién clara. La disolucion de péptido se secd al vacio durante 1
hora. Las fibras se ensamblaron tal como se describid por Stine et al., 2003. Se disolvieron cien microgramos de
péptido de Ap en 40 ul de DMSO, se diluyeron hasta 1140 pl en disolucion 10 mM de HCl y se incubaron con agitacion
a 500 rpm durante 24 horas a 37 °C. La formacion de fibras fue confirmada por ThT.

Ejemplo 3: Generacion de proteinas de fusién GAIM-lg

Se realizé mutagénesis especifica de sitio del armazoén de control PB120 en cadenas 3 que miran hacia la ranura

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2960493 T3

interna de los dominios GAIM (figura 1A). Estas cadenas 3, 4 y 5 en el dominio N1y 9y 10 en el dominio N2, facilitan
interacciones entre dominios en el estado cerrado de GAIM y evitan la exposicion del sitio de unién de TolA (Hoffman-
Thoms et al. (2013) J Biol Chem, 288: 12979-91) que se ha mostrado previamente que se superpone en parte con el
motivo de unién a amiloide en GAIM (Krishnan et al. (2014) J Mol Biol, 426: 2500-19). Adicionalmente, se mutaron
sitios en la region de bisagra de N2 implicados en el ensamblaje de dominios N1-N2 y regiones especificas en N2
importantes para la unién a pilosidades F (Weininger et al. (2009) PNAS, 106:12335-40; Deng y Perham (2002) J Mol
Biol, 319.:603-14) para investigar como la actividad de uniéon a amiloide de GAIM se traduce en su funcidén durante
infeccién por fago.

Se expresaron proteinas de fusion GAIM-Ig usando el sistema de expresion Expi293™ (Thermo Fisher Scientific) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La purificacion de las proteinas se realizé en una columna HiTrap®
MabSelect™ SuRe™ (GE Healthcare Lifesciences) en 20 mM de fosfato de sodio, con un pH de 7,0 seguido de una
eluciéon en gradiente en 20 mM de acetato de sodio de pH 4,0 a pH 3,6 sobre 20 CV usando el sistema de FPLC
AKTA™ Pyre, Las proteinas de fusion se dializaron en D-PBS pH 7 y se esterilizaron por filtracion (columnas de
centrifugacion Ultrafree®-MC, Millipore). La pureza de la proteina se analizé mediante el sistema de gel Bis-Tris al 4-
12 % NUuPAGE™ con tampon de ejecucion MES SDS (Thermo Fisher Scientific) seguido de la disolucion de tincion
InstantBlue™ (Expedeon). Ademas, se usé SEC analitica para evaluar la pureza de las fusiones GAIM-IgG usando
una columna de 5 uM TSKgel® G3000SW XL, 7,8 mm de DIx30 cm, (TOSOH BIOSCIENCES) en un sistema enfocado
de UHPLC UltiMate™ 3000 (ThermoFisher Scientific). Para cada muestra, se inyectaron 7,5 ug de proteina en la
columna de SEC, la separacion se realizé en una fase movil de D-PBS a una velocidad de flujo de 0,5 mi/min. La
pureza maxima se analizd usando el software Chromeleon™ 7. Las variantes de fusidn GAIM-IgG se sintetizaron
mediante ATUM.

Ejemplo 4: Generacion de dimeros de GAIM

Se generaron dimeros de GAIM a partir de las fusiones GAIM-Ig utilizando la enzima FabRICATOR® (IdeS) (Genovis),
que recorta especificamente la fusidn en la bisagra de inmunoglobulina para producir dimeros de GAIM unidos por
dos enlaces disulfuro (figura 1C), durante 2 horas a 37 °C. A la escision le siguio la separacion de Fc por Capto™
Adhere de acuerdo con el protocolo del fabricante. La pureza del dimero de GAIM se confirmd en un sistema de gel
de Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE™ separado en tampdn de ejecucidn MES SDS. Se incub6 el dimero de GAIM (0,5 uM)
durante 2 horas a 25 °C en 100 mM de fosfato de potasio, pH 7,0 con concentraciones crecientes de guanidina (Sigma).
La fluorescencia se midio en células de 10 mm a 310 nmy 340 nm después de la excitacién a 280 nmy a 360 nm
después de la excitacion a 295 nm. Los datos se analizaron usando un modelo de plegado de dos estados asumiendo
una dependencia lineal de las emisiones de fluorescencia de la concentracion de clorhidrato de guanidina. Después
de confirmar el tamafio molecular esperado y el aclaramiento de los fragmentos Fc en gel de SDS-PAGE, la proteina
se sometié a estudios de despliegue.

Ejemplo 5: Despliegue térmico de GAIM monitorizado mediante ensayo de unién a SYPRO® Orange

Se llevé a cabo un ensayo de unién a SYPRO® Orange para monitorizar la separacién del dominio GAIM y la
estabilidad del dominio N2. SYPRO® Orange se une escasamente a la conformacion cerrada de GAIM plegado en
una disolucion acuosa. Cuando los dos dominios GAIM se disocian y exponen residuos hidréfobos, el tinte se une a
las superficies hidréfobas expuestas y muestra una mayor fluorescencia. Se mezclé una fusion GAIM-Ig micromolar
en PBS con un exceso de 20x de SYPRO® Orange (n.° de cat. de Invitrogen S-6650) en una placa de 96 pocillos y se
sello. El despliegue térmico se monitorizo por RT-PCR Roche LightCycler® 480 mediante un aumento continuo de la
temperatura desde 20 °C hasta 95 °C a una velocidad de 0,24 °C/minuto. La excitacion se fij6 a 465 nm y la emision
a 580 nm con un factor de fusion en 1, factor cuantitativo en 10 y tiempo maximo de integracion durante dos segundos.
La unidad arbitraria de la sefial fluorescente se registré y se normalizé a una escala de 0 a 100 (Layton y Hellinga,
2011).

El despliegue térmico del mondmero GAIM monitorizado por la unién a SYPRO® Orange mostroé una Unica transicion
alrededor de 43 °C que corresponde a la apertura del dominio y la transicidn del despliegue de N2 (figuras 4A-4B).
Los dimeros GAIM obtenidos de acuerdo con el ejemplo 4 mostraron perfiles de fusiéon idénticos a los de los
mondmeros en disolucion, mientras que las fusiones GAIM-Ig en disolucién mostraron tres transiciones distintas tras
el despliegue térmico (figuras 4A-4B). La primera transicién, Tm1, se produjo a alrededor de 44 °C, tal como se observa
en los mondmeros y dimeros GAIM (figura 4B). Dos transiciones adicionales a 64 °C y 81 °C son como las transiciones
de despliegue de dominios Fc¢ (Traximayr et al., 2012, Biochim Biophys Acta, 1824:524-529). La comparacion de la
Tm1 especifica de GAIM mostré que los dominios GAIM y Fc permanecen como dominios de plegamiento
independientes y no se generan nuevos elementos estructurales en la molécula quimérica.

Ejemplo 6: GAIM conserva su estabilidad conformacional nativa en el dimero de fusién de IgG
La estabilidad conformacional de GAIM en la fusidén de IgG se investigé usando el despliegue del dimero de GAIM

inducido por clorhidrato de guanidina (GuHCI) por fluorescencia intrinseca. Se generaron dimeros de GAIM tal como
se describid en el ejemplo 4 y se equilibraron en disoluciones de GUHCI 0, 2y 5 M a 25 °C durante 2 horas. La
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excitacion selectiva de los residuos de Trp a 295 nm mostré un cambio minimo en las intensidades de fluorescencia
del dimero de GAIM entre las concentraciones de 0 y 2 M, sin cambios en la emisidon 2.max (345 nm) (figura 5A). A
5 M de GuHCI, la fluorescencia de Trp se desplazé al rojo en 15 nm (.max 360 nm) y la intensidad de fluorescencia
fue significativamente mayor que las muestras de 0 y 2 M. Los dimeros GAIM se excitaron entonces a 280 nm (residuos
de Trp y Tyr) y se registraron los espectros de emision de fluorescencia (figura 5B). La intensidad de la emisién de
fluorescencia a 340 nm disminuyd entre 0 y 2 M de GuHCI y luego aumentd en un margen similar a 5 M de GuHCI.
También se observaron cambios espectrales similares en g3p (Martin y Schmid, 2003, J Mol Biol, 328:863-75), lo que
indica que GAIM en las variantes de fusion GAIM-Ig retuvo la estabilidad conformacional nativa de GAIM en g3p nativa.

Se generaron perfiles de desnaturalizacion detallados de dimeros de GAIM registrando intensidades de emision de
fluorescencia a 310, 340 y 360 nm en un intervalo de concentraciones de GuHCI. Los dimeros de GAIM mostraron un
perfil de desnaturalizacién bifasico a 340 nm cuando se excitaron a 280 nm (figura 5C). La primera transicién se
produjo entre 1 y 2 M de GuHCI y la siguiente entre 2 y 3 M de GuHCI. Después se ajustaron los perfiles de
desnaturalizacién de 310 nm (excitacion 280 nm) y 360 nm (excitacion 295 nm) a un modelo de despliegue de
proteinas de dos estados (figuras 5D-5E) y se calcularon las transiciones de desnaturalizacion de los dominios N2 y
N1 a1,5My 26 Mde GuHCI respectivamente. La primera transicion a 1,5 M de GuHCI representa la separacién de
los dos dominios N1y N2 y el despliegue simultaneo del dominio N2 menos estable. La segunda transicién representa
el despliegue del dominio N1 mas estable a 2,6 M de GuHCI. Estos valores corresponden a las transiciones de
desnaturalizacion notificadas previamente en g3p (Martin y Schmid, 2003, J Mol Biol, 328:863-75). Por lo tanto, estos
datos indican que cada GAIM en el dimero de GAIM en la fusion GAIM-Ig forma una unidad de plegado independiente
y adopta una conformacion similar a la proteina de punta g3p de fagos filamentosos.

Ejemplo 7: Las fusiones GAIM-Ig se unen a fibras de AP y Tau

Se afadieron cincuenta microlitros de fibras de AP (0,8 uM) o fibras de tauK18P301L (1 uM) en tamp6n carbonato
50 mM, pH 9,6 por pocillo en una placa MaxiSorp® de 96 pocillos (Thermo Fisher) y se incubaron 16 horas a 4 °C.
Los pocillos se lavaron 3 veces con DPBS-Tween (0,05 %) y 2 veces con DPBS, seguido del bloqueo con SuperBlock™
(Thermo Scientific) durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 3 veces con PBS. La fusion
GAIM-Ig se afadioé en PBS-T de alta concentracion (14,7 mM de KH2PO,, 80,6 mM de Na;HPO4-7H,0, 27 mM de KCl,
1,38 M de NaCl, Tween al 0,05 %) a las concentraciones indicadas y se incub6 a 37 °C durante 2 horas seguido de 3
lavados en DPBS-Tween (0,05 %) y 3 lavados con DPBS. Se afadid el anticuerpo Fc-HRP especifico humano
(Jackson ImmunoResearch, nimero de catalogo 109-035-008) diluido en 1:5000 en DPBS-Tween (0,05 %) que
contenia gelatina al 0,2 % durante 45 minutos a 37°C. Después de 2 lavados en DPBS-Tween (0,05 %) y 2 lavados
en DPBS, se revelo la sefal con disolucion de TMB (Thermo Fisher), se detuvo la reaccién mediante la adicion de
0,25 N de HCl y se registro la absorbancia a 450 nm con un lector de placas Tecan Infinite® M1000 PRO.

Se encontrd que la mayoria de las mutaciones en los residuos de N1 y N2 que miran hacia la ranura interna de GAIM
afectan a la union a fibras de AB1-42 por ELISA (figura 6A). Las actividades de union de las variantes de GAIM mutadas
oscilaron entre 0,7 nM y 175 nM de CEsqg, lo que representa un cambio de mas de 250 veces en la afinidad de unién
a fAp42. Hubo una fuerte correlacion (valor de P 104, rs = 0,703) entre la eficacia de unidn (CEso) y la primera transicion
de fusién (Tm1). Una disminucién en Tm1 representa una conformacién mas abierta de GAIM con unién aumentada,
las variantes estabilizadas con Tm1 mas alta tienden a perder su actividad de unién. Esto sugiere que se expone un
motivo de union a fibra amiloide en GAIM cuando las interacciones entre dominios se debilitan y concuerda con datos
anteriores que muestran que la unién de GAIM depende de la temperatura (Krishnan ef al. (2014) J Mol Biol, 426:2500-
19).

Para discernir si el cambio en la actividad de unidn para fAp42 se traslada a otras proteinas amiloides, se sometio a
prueba un subconjunto de las variantes mediante ELISA para determinar la union a fibras amiloides formadas a partir
de la regidn de union a microtubulos de tau. La comparacién de las actividades de union de las variantes de GAIM-Ig
(CEso) para fAB42 y ftau (valor de P 10, rs = 0,878; figura 6B) mostré una estrecha correlacion en la actividad de
unién de GAIM-Ig (valor de P 10, rs = 0,862) para los dos amiloides diferentes.

Ejemplo 8: Unién superior de proteinas de fusion GAIM-Ig abiertas y estabilizadas sobre proteinas de fusién
GAIM-Ig estabilizadas

Varias mutaciones en GAIM que estabilizaron el dominio N2 y favorecieron una interaccion mas fuerte con el dominio
N1 condujeron a una disminucién de la union a amiloide. La eliminacion de un bucle que contiene prolina en el dominio
N2 por la sustitucion del bucle Q156GTDPVKie2 (sEQ ID NO: 7) con QGGK (SEQ ID NO: 10) aumenté la Tm1 en
3,6 °C y dio como resultado una pérdida de 18 veces de la unidn a fAp42 (figura 7A). Asimismo, las sustituciones de
aminoacidos de F138QNN13s (sEQ ID NO: 5) a FQRGN (seQ ID NO: 8) y R143QGA146 (sEQ ID NO: 6) 2 VNGV
(SEQ ID NO: 9) estabilizaron N2 (Tm1) en 1,8 °C y 2,5 °C respectivamente. Estas variantes estabilizadas mostraron
una actividad de unién a fAp42 reducida en comparacion con el armazén de GAIM (figura 7A). Igualmente, la
introduccién de la mutacion Q128H, que estabiliza las interacciones del subdominio de bisagra de N2 y N1, disminuyd
la union a fibras (figura 7A). Las sustituciones de T1, T2 o T3 en el dominio N2 redujeron todas la unioén no especifica
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al colageno, aunque Q128H mostré un aumento marginal de 1,4 veces (figura 9). Tales mutantes indican una relacion
inversa entre la potencia de la actividad de unién a amiloide de una variante de GAIM y su estabilidad.

Para crear una conformacion mas abierta de GAIM, el bucle D24DKTLD29 (SEQ ID NO: 3) en N1 (figura 3A) se

reemplazo con la secuencia homologa EGDS (SEQ ID NO: 4) del fago filamentoso IF1 y se sometio a prueba en
combinaciéon con mutaciones estabilizadoras de N2 (por ejemplo, en uno o mas giros/bucles indicados en la figura
3C). Las supuestas variantes GAIM abiertas y estabilizadas en N2 se sometieron a prueba para determinar la calidad
de la proteina y la actividad de unién a amiloide. Todas las variantes abiertas y estabilizadas muestran una actividad
de unidn a fibras mejorada con CEsg <1,5 nM; consecuente con un sitio de unidn de fibras de amiloide mas expuesto
y accesible (figura 7B). Una excepcion fue la variante EGDS (SEQ ID NO: 4) con un N2 super estabilizado (PB113;
SEQ ID NO: 17; Tm1 = 52,7 °C), que contenia las tres mutaciones estabilizadoras de N2 combinadas (
FiQGNws, ViaaNGVie, y QissGGKiez) (respectivamente, SEQ ID NO: 8, 9, 10), dando como resultado una pérdida de
actividad de union de fAp42 (figura 7B). Esto podria deberse a cambios estructurales importantes en N2 que
enmascaran el/los sitio(s) de interaccién con amiloide en GAIM, ya sea introduciendo interacciones intradominio o
sobreestabilizando el dominio N2. Las variantes abiertas y estabilizadas con un aumento de la unién a fibras perdieron
la correlacion entre Tm1 y la unién a fApB42, lo que sugiere un desacoplamiento del/de los sitio(s) de unidn a amiloide

y la estabilidad de N2 en estas variantes. Todas las variantes estabilizadas de EGDS-N2 (“EGDS” divulgada como
SEQ ID NO: 4) mostraron una buena calidad de proteina mediante SDS-PAGE y se presentaron como monémeros
mediante cromatografia de exclusion por tamafo (SEC). Adicionalmente, hubo un cambio en el tiempo de retencion
por SEC que indicé ademas una molécula de conformero de GAIM mas abierta.

Ejemplo 9: Las fusiones GAIM-Ig se dirigen a multiples amiloides con diversas mrfologias

Se sometié a prueba la capacidad de fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas para acoplarse a diferentes tipos y
conformaciones de agregados de Ap. Se fibrilizaron diversos péptidos A modificados y se midieron las afinidades de
union de las fusiones GAIM-Ig a estos agregados. Se agregaron Ap11-42 truncado en N, AB11-42-Pyro, AB3-42-Pyro
y AB1-42-E22Q-mutacion holandesa (Levy et al, 1990; Van Broeckhoven ef al, 1990) en las mismas condiciones que
AP42 y la formacion de fibras se verifico mediante ThT (figuras 8A-8D) y TEM (datos no mostrados). Los agregados
formados usando estos péptidos mostraron morfologias muy diversas. Por ejemplo, pyro-glu 3-42 forma fibras que
tienen varias curvas en su estructura, la variante E22Q forma fibras largas y lisas y los péptidos 11-42 forman varias
fibras cortas. Se encontrd que tanto la variante PB108 abierta y estabilizada como el armazén PB120 se acoplaban a
estas fibras mediante ELISA. PB108 mostrd una unién mejorada en ~20 veces a los diversos agregados en
comparacion con PB120, CEsg 0,9-1,9 nM (figuras 8A-8D). De manera similar, se observo unidn superior para las otras
fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas sometidas a prueba (tabla 2).

Tabla 2. Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas se unen a y remodelan la proteina amiloide.

Proteina de fusion GAIM-Ig Unién a Unién a fTauKL Remodelacién de
fAB42 (nM) (nM) fAB42 (%)
PB108 1 15 87
PB122 1,3 24 80
PB116 0,8 7,0 82
PB114 0,9 8,7 86
PB109 0,8 52 82
PB110 0,9 7,6 92
PB105 0,8 ND* ND
PB127 0,8 ND ND

*ND = No se recogieron datos.

Tabla 3. Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas se dirigen a una variedad de proteinas amiloides.

Diana de unién CEso de CEso de PB108 (nM)
PB120 (nM)
AR (1-42) 18,0 0,8
(0,5 nM Kp por SPR)
AB (11-42) 243 0,9
AB3-42 PyroE3 241 1,1
AB11-42 PyroE11 40,6 1,9
AB1-42 E22Q 21,9 1,0
TauKL 59 14
TTR de tipo silvestre 105 7
LC lambda_1 (variable + constante) ND* 24
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LC lambda_1 (variable) ND 1,3
LC lambda_2 (variable) ND 19

*ND = No se recogieron datos. Unién determinada por ELISA a menos de que se indique otra cosa.

La capacidad de las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas para unirse a diferentes tipos y conformaciones de
proteina amiloide se muestra adicionalmente en las tablas 2 y 3. Por ejemplo, las tablas 2 y 3 muestran la unién de
fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas a APB42 y tauKL con baja afinidad nanomolar, y la tabla 3 demuestra
adicionalmente su uniéon a agregados morfoléogicamente diversos de cadena ligera de inmunoglobulina (LC) y
transtiretina (TTR) con baja afinidad nanomolar. Estos datos muestran un direccionamiento superior a través de una
amplia gama de fibras amiloides en comparacion con el armazén de control y son consecuentes con estudios de RMN
previos que muestran que GAIM se acopla a las secuencias media y C-terminal en fibras de Ap42 (Krishnan ef al.
(2014) J Mol Biol 426:2500-19).

Ejemplo 10: Las fusiones GAIM-lg se unen especificamente a proteina amiloide

Para descartar la unidén no especifica, se sometieron a prueba fusiones GAIM-Ig a concentraciones elevadas (1,8 uM,
100 veces mas altas que la CEsp para un sustrato verdadero como fAp42) para determinar la union inespecifica a otras
especies fibrilares como el colageno. Se inmovilizaron doscientos veinticinco nanogramos por pocillo de colageno
humano (n.° de cat. de Sigma C5483) en D-PBS en placas MaxiSorp® de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific) durante
16 horas a 37 °C seguido del bloqueo en SuperBlock™ (Thermo Fisher Scientific) durante 1 hora a temperatura
ambiente. La fusion GAIM-Ig en PBS-Tween (0,05 %) se incubd a 37 °C durante 1 hora seguido de 3 lavados de 5
minutos en PBS-Tween (0,05 %). Se afadié anticuerpo Fc-HRP especifico humano (Jackson ImmunoResearch,
numero de catalogo 109-035-008) 1:5000 en PBS-Tween (0,05 %) durante 45 minutos a 37 °C seguido de 3 lavados
de 5 minutos en PBS-Tween (0,05 %) y 2 lavados de 5 minutos en PBS. La sefal se reveld con disolucion de TMB
(Sigma), la reaccion se detuvo mediante la adicion de 0,25 N de HCI y se registré la absorbancia a 450 nm con un
lector de placas Tecan Infinite® M1000 PRO. Las fusiones GAIM-Ig mostraron una union minima a sustratos distintos
de amiloide mediante ELISA (Krishnan et al. (2014) J Mol Biol, 426: 2500-19).

Ejemplo 11: Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas presentan remodelaciéon mejorada de fibras de Ap

Se llevaron a cabo ensayos de remodelacidon en tubos de microcentrifuga de baja retencién (Fisher Scientific 02-681-
320). Los tampones usados en estos ensayos contienen azida de sodio al 0,05 % para prevenir el crecimiento
microbiano. Para asegurarse de que no hubiera contaminacidn por proteasa en ninguna muestra, todos los complejos
remodelados se procesaron en un gel de SDS-PAGE y se verificaron en busca de degradacién. Para los ensayos que
usan <1 M de fibras, la calidad de la proteina se confirmd en cambio mediante analisis de inmunotransferencia de
tipo Western.

Se coincubaron fibras de AB42 (2,5 uM) con o sin variantes de fusion GAIM-Ig durante tres dias a 37°C. A continuacion,
se incubaron alicuotas de los complejos con concentraciones variables de urea. La fluorescencia de ThT de los
complejos en urea se representd graficamente frente a la concentracion de urea. La eficiencia de remodelacion a una
concentracion fija de urea se representd graficamente como porcentaje de pérdida de fluorescencia de ThT en
comparacién con fibras sin ningun tratamiento con fusion GAIM-Ig.

Se seleccionaron fusiones GAIM-Ig con diferentes potencias de union a fibras de Ap42 para determinar si las
eficiencias de remodelacién dependen de las potencias de unidn y del estado conformacional abierto. La figura 10A
muestra las eficiencias de remodelacion de diferentes fusiones de GAIM incubadas con fibras de AB42 en condiciones
y concentraciones idénticas. Las variantes abiertas y estabilizadas con unién a fAp42 nanomolar baja mostraron un
aumento de 2 a 3 veces en la actividad de remodelacion, con una actividad de remodelacion promedio del 83 % en
comparacion con el armazon de control (35 %). La figura 10B revela una correlacion positiva entre la actividad de
remodelacion y union a fAp42 alterada, de manera tal que las fusiones GAIM-Ig con unién a Ap superior también
presentan una actividad de remodelacion superior.

Las figuras 10A-10C, asi como los datos de microscopia electronica de transmision (véase el ejemplo 13; figura 10D),
demuestran adicionalmente que las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas remodelan las fibras de amiloide
provocando una pérdida de la arquitectura fibrilar, en lugar de simplemente adherirse y enmascarar las estructuras
fibrilares. Por ejemplo, cuando se incubaron en concentraciones crecientes de urea, pero sin exposicidén a una fusiéon
GAIM-Ig, las fibras de AP42 resistieron la desnaturalizacién y mostraron menos del 10 % de cambio estructuralen 1 M
de urea tal como se mide mediante fluorescencia de ThT (figura 10C). En concentraciones mas altas de urea, la
fluorescencia de ThT disminuyé drasticamente, |0 que sugiere una pérdida de la estructura fibrilar. Por el contrario, las
fibras tratadas con cantidades subestequiométricas de fusion GAIM-Ig comenzaron a mostrar un 30-90 % de union
reducida a ThT en 1 M de urea. Este hallazgo sugiere que las fusiones GAIM-Ig se unen a y alteran las estructuras
fibrilares a un estado que no puede unirse a ThT y que la actividad de remodelacién GAIM varia entre diferentes
fusiones GAIM Ig, demostrando fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas una alta actividad de remodelacion.
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Ejemplo 12: Las fusiones GAIM-lg abiertas y estabilizadas presentan remodelacion potenciada de fibras de
TauK18P301L

También se realizaron ensayos de remodelacion mediante la coincubacién de fibras de Tau-K18P301L con fusiones
GAIM-Ig para demostrar que la remodelacidn de agregados es genérica para proteina amiloide.

Se llevaron a cabo ensayos de remodelacion en tubos de microcentrifuga de baja retencién (Fisher Scientific 02-681-
320). Los tampones utilizados en estos ensayos contienen azida de sodio al 0,05 % para prevenir el crecimiento
microbiano. Para asegurarse de que no hubiera contaminacion por proteasa en ninguna muestra, todos los complejos
remodelados se procesaron en un gel SDS-PAGE y se verificaron en busca de degradacion. Para los ensayos que
usan <1 M de fibras, la calidad de la proteina se confirmd en cambio mediante analisis de inmunotransferencia de
tipo Western.

A diferencia de las fibras de fAp42, las fibras de Tau-k18P301L se disuelven facilmente en disoluciones de urea de
baja concentracion. Por lo tanto, se investigaron las eficiencias de remodelacion de las fusiones GAIM-Ig contra Tau-
K18P301L usando ensayos de solubilidad de sarcosilo. Las fibras de TauK18P301L (1 uM) se coincubaron con o sin
variantes de fusiones GAIM-Ig a 37 °C durante 5 dias. Las fibras y los complejos se incubaron con o sin sarcosilo al
1 % durante 15 minutos y se centrifugaron a 100.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante de cada muestra se retird
cuidadosamente y se cargo en geles NUPAGE® (Invitrogen) al 4-12 %. Las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa y se estudiaron con sonda para TauK18P301L. El porcentaje de remodelacion se calculd cuantificando
las bandas de gel usando un sistema Biorad Chemidoc™,

Las fibras ensambladas in vifro usando Tau-K18P310L (no expuestas a una fusion GAIM-Ig) mostraron resistencia a
la disolucién cuando se incubaron con sarcosilo al 1 %. Las fibras de Tau-K18P301L tratadas con fusion GAIM-Ig se
disolvieron en sarcosilo al 1 % mas facilmente que las fibras no tratadas (figura 11A), lo que indica que estas fibras
también pueden remodelarse como fAp42. Cuando se incubaron con concentraciones variables de fusiones GAIM-Ig,
estas fibras se disolvieron de una manera dependiente de la concentracion (figura 11B).

La eficiencia de remodelacion de PB120 se compard con las eficiencias de remodelacién de fusiones GAIM IgG
abiertas y estabilizadas. PB113, un GAIM super estabilizado sin disulfuro con infectividad reducida (Kather et al., 2005,
J Mol Biol, 354:666-78) no tiene actividad de unién a fibras de Ap1-42 o Tau-K18P301L (datos no mostrados) y se
afadid como control negativo. Las proteinas de fusion GAIM-Ig abiertas y estabilizadas mostraron actividades de
remodelacion potenciadas en comparacién con PB120 (figura 11B), mientras que PB113 no tuvo actividad de
remodelacion (figura 11A).

Se investigd si las fusiones de GAIM remodelan las fibras de Tau-K18P301L y liberan especies de TauK18P301L
solubles cuando se coincubaron las muestras. A concentraciones de fusién de GAIM que producen una remodelaciéon
potente (por ejemplo, 10-250 nM), no se observaron especies solubles en el sobrenadante de complejos que no se
hayan sometido a tratamiento con sarcosilo (figura 11A), lo que sugiere que el material remodelado no libera
mondmeros o especies de TauK18P301L solubles al unirse a fusiones de GAIM.

Ejemplo 13: Las fusiones GAIM-lg abiertas y estabilizadas hacen que las fibras amiloides pierdan la
arquitectura fibrilar

Se aplicaron fibras de AB1-42 (15 pul de muestra de 20 uM) sobre rejillas de cobre revestidas de carbono (n.° de cat.
de TedPella 01844-F). Después, las muestras se lavaron suavemente con 0,5 ml de agua, se invirtieron y se hicieron
flotar sobre una gota de una disolucion de acetato de uranilo al 2 %. Después de 30 segundos, se retiraron las rejillas
y se secaron eliminando el exceso de liquido del borde de las rejillas usando un papel de filtro. Se usé FEI Tecnai™
Spirit TEM para obtener imagenes de las fibras. La figura 10D muestra imagenes de TEM representativas de fibras de
AP42 incubadas con fusion GAIM-Ig subestequiométrica abierta y estabilizada. Cuando se expusieron a fusiones
GAIM-Ig abiertas y estabilizadas, las fibras de AB42 perdieron su arquitectura fibrilar (figura 10D). De manera similar,
el analisis de TEM mostré que las fibras de Tau-K18P301L pierden su conformacién fibrilar caracteristica cuando se
coincuban con una fusion GAIM-Ig abierta y estabilizada (figura 11C).

Ejemplo 14: Las fusiones GAIM-lg abiertas y estabilizadas presentan una mayor inhibicion de la agregacién
de amiloide

Se sometieron a prueba proteinas de fusidn GAIM-Ig abiertas y estabilizadas para determinar la actividad de inhibicién
del ensamblaje mediante coincubacion con monomeros de Ap42 a 37°C durante 10 horas. Se siguio la formacion de
fibras de amiloide por fluorescencia de ThT y se comparo con la formacién de fibras sin GAIM, asi como también en
presencia del control negativo PB113.

Se disolvieron cien microgramos de muestra monomérica de Ap1-42 (rPéptido) tratada con HFIP en 80 pl de DMSO,

se mezclaron completamente mediante pipeteo, se agitaron en voértex y se diluyeron en 5,4 ml de D-PBS hasta una
concentracion final de Ap1-42 de 4,04 uM. Las muestras de fusion GAIM-Ig se diluyeron en PBS hasta disoluciones
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madre intermedias de 10, 2,5, 0,63 y 0,16 uM. Se distribuyeron ochenta microlitros de disolucion de mondmero de
APB1-42 en cada pocillo de una placa negra de 96 pocillos de fondo redondo (LVL, numero de catalogo 225.LS.PP).
Se afadieron diez microlitros de cada disolucion madre de fusion GAIM-Ig a los pocillos que contenian Ap1-42, seguido
de la adicion de 10 pl de ThT (33 uM en PBS), para una concentracion final de 3,2 uM de AB1-42y 3,3 uM de ThT por
pocillo. La placa se selld con pelicula transparente y se registrd la fluorescencia de ThT a 430/485 nm (Ex/Em) cada
20 minutos durante 14 horas en un lector de placas Tecan Infinite® M1000 PRO mientras se incubaba a 37 °C con
agitacion vertical de 3 segundos cada 20 minutos. El porcentaje de agregacion de AB42 para cada concentracion de
fusidn GAIM-Ig se calculd en relacidn con los pocillos de Ap42 no tratados (pocillos de control positivo).

Las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas mostraron una inhibicion del ensamblaje dependiente de la dosis cuando
se afiadieron durante 10 horas a las concentraciones indicadas (figura 12A). Las fusiones abiertas y estabilizadas
mostraron ademas una mayor actividad de inhibicion del ensamblaje en comparacion con el armazén de control,
PB120 (figuras 12A-12B). Por ejemplo, a 250 nM, las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas representativas PB108
y PB116 mostraron un aumento del 40-20 % en el bloqueo de la formacidn de fibras en comparacién con PB120 (figura
12B). La capacidad de cantidades subestequiométricas de fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas para bloquear
de manera potente la formacion de fibrillas de amiloide sugiere que las fusiones bloquean la formacién de fibras de
amiloide al unirse a las hebras {3 centrales en la fibra en crecimiento o semillas implicadas en el ensamblaje de fibras
dependientes de nucleacion (Krishnan et al. (2014) J Mol Biol, 426:2500-19).

De manera similar, las fusiones GAIM-Ig abiertas y estabilizadas mostraron una inhibicion del ensamblaje dependiente
de la dosis contra las fibras de tau (figura 12C). Se establecieron reacciones de ensamblaje de TauK18P301L
incubando 10 uM de mondmeros de tau en un tampon acetato de sodio 0,1 M pH 7,0 con 2 uM de heparina de bajo
peso molecular (Fisher Scientific) a 37 °C durante 3 dias en presencia de concentraciones variables de fusiones de
GAIM (0-500 nM). La fluorescencia ThT de las reacciones de ensamblaje se registroé diluyendo las muestras hasta
1 uM en una disolucion de 5 uM de ThT. Los efectos inhibidores de GAIM sobre el ensamblaje de TauK18P301L se
calcularon comparando el ensamblaje de TauK18P301L sin fusion de GAIM.

El ensamblaje de fibras in vifro de tau de longitud completa o secuencias truncadas tales como MTBR o K18 requiere
la presencia de heparina para promover la nucleacion y el ensamblaje posterior. Las fusiones de GAIM sometidas a
prueba inhibieron el ensamblaje de ftauKL en presencia de heparina. Ademas, las fusiones de GAIM abiertas y
estabilizadas bloquearon la nucleacion de tres a cinco veces mejor en comparacion con PB120 (figura 12C-12D).

Juntos, estos resultados indican que las fusiones de GAIM abiertas y estabilizadas se unen a productos intermedios
en ruta de tanto A como tau e inhiben el ensamblaje de agregados de amiloide.
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de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

“Descripcion

<213> Secuencia artificial

<210> 37
<211> 765
<212> ADN
<220>
<221> fuente
<223> /nota
<400> 37
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10

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggtcg
ctggeeatic
tctgagggag
tacatcaatc
aaccectagee
aggaacagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggeggat

ggaggcteeg

<210> 38
<211> 765
<212> ADN

cegtggaate
agggcgacag
tctgecaccegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tegaggaatc
agggageget
actaccagta
ttegggactg
gccagagetc
Caggagecgs

aageeegage

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

atgtctggcg
cecgetacgec
ggatgagact
ggggegtget
geetecggaa
gacctacecg
ccageegttg
gaccgtgtac
cactectgtg
cgetttecac
cgacctecee
23gCcgaaggs

ctetggteggt

aagcecccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaagges
tacggegaca
cctggaactg
gacaccttca
actggeacct
tecctegeggg
teccggettca
caacceectg

ggtggatecg

ggectecggat

ccgagaacte
getgectgtg
gacactgggt
geggatcegga
cteegatecc
agcagaaccce
tgttccaagg
teacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgecgg
a8aggagecge

Cgega

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 38

atggccgaaa
gtctggaaag
geagtggtcg
ctggecattc
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec

aggaacgtga

cegtpgaate
aggegcgacag
tctgecacegg
ccgagaacga
gggeaaccaa
cgetggacgg
tcgaggaate

acggagtegct

atgtctggeg
cecgetacgec
ggatgagact
ggggegtegpt
gectecggaa
gacctaceeg
ccageegttg

gaccgtgtac

aagcececata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggeg
tacggegaca
cctggaactg
aacaccttea

actggcacct

106

ccgagaactc
getgeetgtg
gacactgget
gcggatcgga
cteegatece
agcagaaccc
tgttoccaaaa

tcacacaagg

cttcaccaac
gaacgccgst
gectatcgga
aggcggagea
cgggtatacg
ggccaaccca
gaaccgette
caccgacceec
tgegtactgg
attegtgtge
cggagaatcec

atccgagggt

cttcaccaac
gaacgeeggt
geetategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccca
caaccgetic

caccgaccec

6@

120

ige

248

300

360

420

480

548

600

660

720

765

68

126

i8¢

248

308

368

4280

480



10

15

20

gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggcteeg

<210> 39
<211> 765
<212> ADN

actaccagta
ttcgggactg
gcecagagete
CagE5agEcee

A3ELLEEARE

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

cactcctgtg
cgetttecac
cgaccteecee
aagcegaaggsg

ctctggtegt

tecectegegsge
tceggettea
caacccectg

ggtpgatceg

ggctcecggat

ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgccegg
A3gEageCes

cggga

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 39

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggtcg
ctggecatte
tctgagggag
tacatcaate
aaccctagee
aggectagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggctecg

<210> 40
<211> 765
<212> ADN

cegtggaatc
agggegacag
tctgeacegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgs
tcgaggaatc
agggagcget
actaccagta
ttcgggactg
gccagagetce
Caggaggees

2agEEBLAES

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

atgtctggcg
ccgetacgec
ggatgagact
ggggggtggt
gectecggaa
gacctacccg
ccageegttg
gaccgtgtac
cactcctgtg
cgetttccac
cgaccteoee
aagcrgaagegsg

ctctggtgat

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggcg
tacggegaca
cctggaactg
aacaccttca
actggeacct
tectegegeg
teeggettea
caacceectg

getggatceg

ggctoeggat

ccgagaactc
gctgectgtg
gacactgggt
geggatcgga
cteegatecee
agcagaaccce
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatce
caaacgecgg
AaggaALECEE

cgega

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

107

tgcgtactgg
attegtgtge
cggagaatce

atccgagggt

cttcaccaac
gaacgeeggt
gectategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccca
gaaccgettc
caccgaccec
tgegtactgg
attegtgtge
cggagaatcc

atccgagggt

540

608

668

728

765

&

12e

18e

248

368

368

428

486

548

668

668

728

765



10

15

<400> 40

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggteg
ctggecatte
tctgagggag
tacatcaatce
aaccctagec
agggcegtga
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggcteeg

<210> 41
<211> 765
<212> ADN

ccgtggaatc
agggegacag
tctgeaccgg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgctggacgg
tcgaggaatce
acggagtget
actaccagta
ttcgggactg
gccagagetc
Caggageces

aaggeERagy

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

atgtctggeg
cegetacgee
ggatgagact
ggggegtegt
geetecggaa
gacctaccecg
ccagceegttg
gaccgtgtac
cactcctgtg
cgetitecac
cgacctecee
aagcgaageg

ctctggtapt

aagccccata
aactacgagg
cagtectacg
agcegaaggceg
tacggcgaca
cctggaactg
aacaccttea
actggeacct
tectegeges
teceggettea
caaccecctg

ggtggatecg

ggcteecggat

ccgagaactc
gctgectgtg
gacactgggt
gcggategga
ctcegatecc
agcagaacce
tgttccaaaa
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgcegg
23gEABECELE

Cggga

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 41

atggecgaaa
gtctggasag
ggagtggteg
ctggecatte
tctgagggag

tacatcaatc

ccgtggaatc
agggegacag
tctgeacegg
ccgagaacga
ggggaaccaa

cgetggacgg

atgtctggeg
cegetacgec
gegatgageac
gggeggtget
gcctecggaa

gacctacccg

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggcg
tacggcgaca

cctggaactg

108

ccgagaactc
gctgectgte
gaacttggst
gcggategga
cteegatece

agcagaaccce

cttcaccaac
gaacgeeggt
geetategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccea
caaccgettc
caccgaccec
tgcgtactgs
attcgtgtesc
cggagaatce

atccgagggt

cttcaccaac
gaacgecggt
gcctategga
aggrggagga
cgggtatacg

ggccaaccea

68

128

18¢@

246

300

368

428

488

540

600

668

728

765

68

iz2e

ige

248

308

368



10

15

aaccctagec
agggctagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggctecg

<210> 42
<211> 765
<212> ADN

tcgaggaatc
agggageget
actaccagta
ttcgggactg
gecagagetc
Caggaggcgs

Q3ggELEAgE

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

ccageegttg
gaccgtptac
cactcctgte
cgetticcac
cgacctecee
aagcgasggsg

ctetggtest

aacaccttca
actggcacct
tecctegeggg
tecggettca
caaccceetg

ggtggatcecg

ggctecggat

tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgeegg
a3ggagecgs

cgeea

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 42

atggccgaaa
gtectggaaag
ggagtgegtceg
ctggecatic
tctgagggag
tacatcaatce
aaccctagec
agggeecgtga
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggecteeg

<210> 43
<211> 765

cegtggaate
agggcgacag
tectgeacegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tcgaggaatc
acggagtgct
actaccagta
ttcgggactg
gccagagetc
Caggaggcesg

aagegEsage

atgtctgegcg
ccgetacgee
ggatgageac
gegeggtegt
geetecggaa
gacctacceg
ccageegttg
gaccgtgtac
cactectgtg
cgetttecac
cgacctecece
aagcgaaggg

ctctggtget

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaagecg
tacggcgaca
cctggaactg
aacaccttca
actggcacct
tectegegeg
teeggettea
caaccccctg

getggatceg

gegctceggat

109

ccgagaacte
getgectgtg
gaacttgggt
gcggatcgga
ctcegateoce
agcagaaccc
tgttccaaaa
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgecgg
aaggaggceg

cgeea

gaaccgcttc
caccgaccce
tgcgtactgg
attcgtgtge
cggagaatcce

atccgaggsgt

cttcaccaac
gaacgeeggt
gcectategga
2ggCEgagea
cgggtatacg
ggccaaccecea
caaccgettc
caccgacccc
tgegtactgg
attcgtgtsc
cggagaatcc

atccgagggt

420

48@

54@

6606

668

720

765

66

128

ise

248

300

368

420

486

548

666

668

728

765



10

15

20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 43

atggecgaaa
gtctggaaag
ggagtggteg
ctggecatic
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec
aggaacagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggetecg

<210> 44
<211> 765
<212> ADN

cegtggaate
agggegacag
tctgeaccgg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tcgaggaate
agggagegcet
actaccagta
ticgggactg
geecagagetc
caggageceg

23EEBLLABE

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

atgtctggeg
ccgetacgee
ggatgagcat
gggeggtggt
gectecggaa
gacctaccceg
ccagecgtig
gaccgtgtac
cactecctgtg
cgetttccac
cgaccteeec
aagegasagss

ctctggtget

aagececcata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggcs
tacggegaca
cctggaactg
aacacctica
actggecacct
tectogeggs
teeggetica
caaccecctg

getggatecg

gegctceggat

ccgagaacte
getgectgte
gaacctgget
gcggatcgga
ctcegatcce
agcagaacce
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
caaacgccgg
aageageces

cgega

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 44

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggteg

ctggccatte

tctgagggag

ccgtggaate
agggcgacag
tetgeaccgg
ccgagaacga

ggggaaccaa

atgtctgecg
cecgetacgec
ggatgagcat
ggggegteggt

gcctecggaa

aagcceccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggeg

tacggcgaca

110

ccgagaactc
getgectgts
gaacctgggt
gcggatcgga

cteccgatecc

cttcaccaac
gaacgeeggt
gectategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggeccaaccca
gaaccgettc
caccgaccce
tgcegtactgg
attcgtgtgc
cggagaatcc

atccgagggt

cttcaccaac
ggcegeeggt
gectategga
aggCcggaggs

cgggtatacg

&g

128

186

248

30e

368

420

480

540

6500

660

720

765

68

1z2@

i8¢

2408

306



10

tacatcaatc
aaccctagec
aggaacagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggcteceg

<210> 45
<211> 1458
<212> ADN

cgetggacgg
tcgaggaate
agggageget
actaccagta
ttcgggactg
gecagagetc
Caggageces

2aggEBEase

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

gacctacceg
ccageegttg
gaccgtptac
cactectgtg
cgetttecac
cgacctecee
23gcgaaggs

ctectggtggt

cctggaactg
aacaccttca
actggeacct
tectegegge
teeggetica
caacccectg

getggatceg

ggcteceggat

agcagaaccce
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatce
caaacgecge
aggaggces

cgega

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 45

atggecgaaa
gtctggaaag
ggagtggtcg
ctggecattc
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec
aggaacagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

geagggggat

ggaggetecg

cegtggaate
agggegacag
tctgeaccegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tegaggaate
agggageget
actaccagta
ttcgggactg
gecagagete
Cageaggeces

2agEEEEA8E

atgtctgges
ccgetacgec
ggatgagact
gggeggtegt
gecteceggaa
gacctaccceg
ccagecgttg
gaccgtgtac
cactcctgtg
cgetttocac
cgaccteocece
23gCEAAEEE

ctetggtegt

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
AgCEABEECE
tacggcgaca
cctggaactg
aacaccttcea
actggcacct
tecctegeggg
tceggcttca
caacccectg
ggtggateceg

ggctecggat

111

ccgagaacte
getgeetgtg
gacactgggt
gcggatcgga
ctecgatecce
agcagaaccc
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
Caaacgeegg
aaggaggeeg

Cgggagreag

ggccaaccea
gaaccgettc
caccgaccec
tgegtactgg
attcgtgige
cggagaatcc

atccgagggt

cttcaccaac
gaacgeeggt
gectategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccea
gaaccegettc
caccgaceec
tgegtactgg
attcgtgtagc
cggagaatcec
atccgagget

atctgacaaa

360

420

489

549

680

660

720

765

60

120

186

248

366

366

428

4809

548

600

660

720

780



10

actcacacat
ttecccccas
gtggtggacg
gaggtgecata
gtcagegtec
gtcteccaacs
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatggge
teettcttec
ttctecatget

ctgtctecgg

<210> 46
<211> 1458
<212> ADN

gcecacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tecaccgtect
aagccctece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tetacageas
ccgtgatgca

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

cccageacet
cacccteatg
agaccctgag
aaagecgegg
gcaccaggac
ageeeccate
caccetgecec
caaaggcttce
cagctacaag
gcteacegtg

cgaggctoetg

gaactcctgg
atctceccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceceggg
tatcccageg
accacgecte
gacaagagea

cacaaccact

ggggaccgte

cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccanage
aggagatgac
acatcgecegt
ccgtgetgga
ggtggcragea

acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 46

atggccgaas
gtctggaaag
ggagtggteg
ctggeceattce
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec
aggaacgtga

gtcaagacct

cecgtggaate
agggegacag
tectgeaccgg
CCgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacge
tcgaggaatce
acggagtget

actaccagts

atgtctggeg
cegetacged
ggatgagact
geggegtggt
gecctecggaa
gacctaccceg
ccagecgttg
gaccgtgtac

cactecctgtg

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggcg
tacggcgaca
cciggaactg
aacaccttca
actggcacct

tectegeggg

112

ccgagaactc
gectgectgts
gacactgggt
gcggatcgga
ctecgatece
agcagaaccc
tgttccaaaa
tcacacaagg

ctatgtacga

agtcttectc
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagigcaag
caaagggcag
caagaaccag
geagtgggag
ctecgacgge

geggaacgtc

gagcctetcec

cttcaccaac
gaacgeceggt
gecctategga
aggcegagga
cgggtatacg
ggecaaccea
caaccgectte
caccgaccce

tgegtactge

848

500

368

i02@

ieg@e

i14e

i2ee

1260

i32e

i3ge

1448

1458

60

120

18e

248

300

360

420

480

548



10

aatggsaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggctecy

actcacacat
ttccceccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtee
gtctccaaca
cccegagaac
gtcagectga
agcaatggge
teettettec
tictcatget

ctgtetecgg

<210> 47
<211> 1458
<212> ADN

ttcgggactg
geccagagcetc
Caggagecgs
Q3gggeeagsy
geecacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagecctecc
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacageaa
ccgtgatgea

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

cgetticeac
cgacctcecce
aagcgaageg
ctetggtgpt
cecageaccet
caccctcatg
agaccctgag
B3aECCLCEE
gcaccaggac
ageeeccate
caccctgecce
caaaggcttc
caactacaag
gctcacegtg

cgaggetetg

teceggettica
caaccecectg
ggtggatceg
gegcteeggat
gaactcctgg
atcteccgga
gtcaagtica
gaggagcagt
tggetgaatg
gagaaaacca
ccateeceggg
tatccecageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

acgaggatcc
€a3aacgCCege
23gBaAgECEE
cgggagecag
ggggaccegtc
ccectgaggt
actggtacgt
acaacageac
gcaaggagta
tctecaaage
aggagatgac
acatcgeegt
cegtgctgea
ggtggcagea

acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 47

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggtcg
ctgpecatte
tctgagggag

tacatcaatc

attcgtgtsge
cggagaatcc
atccgagggt
atctgacaaa
agtcttectc
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagltgggasg
cteegacgge

ggggaacgtc

gagcctcetee

cegtggaate
agggcgacag
tctgecacegg
ccgagaacga
ggggaaccaa

cgetggacgg

atgtctggeg
cecgetacgece
ggatgagact
gggegggtagt
gectecggas

gacctaccceg

aagcccecata
aactacgagg
cagtgctacg
agcpaaggeg
tacggegaca
cctggaactg

113

ccgagaactce
getgectgtg
gacactgggt
geggatcgga
cteegatece

agcagaaccc

ctteaccaac
gaacgceggt
gectategga
aggegeagea
cgggtatacg

ggecaaccea

60

1z2e

igse

240

300

360

600

660

728

788

848

3e¢

360

1020

1086

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458



10

aaccctagec
agggctagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggctecg

actcacacat
ttecccccaa
gtggtggacg
gaggtgeata
gtcagecgtcec
gtctecaaca
cccegagaac
gtcagcectga
agcaatgggc
tecttettec
ttcteatget

ctgtetecgg

<210> 48
<211> 1458
<212> ADN

tcgaggaate
agggagcget
actaccagta
tteggpactg
gccagagctc
Caggaggcss
aaggeEgagy
gecccaccgty
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagcectece
cacaggtgta
cctgeetget
agccggagaa
tctacagceaa
ccgtgatgea

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

ccageegtig
gaccgtptac
cactcetgtg
cgetttecac
cgacctecee
aagcgaaggg
ctetggtggt
cccageaccet
cacccteatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agcccccate
caccctgeee
caaaggctte
caactacaag
gctcaccgtg

cgaggetetg

agcaccttcs
actggeacct
tectegegeg
teeggettes
caacceectg
getggatcecg
ggctecggat
gaactcctgg
atctcoccgga
gtcaagttcea
gaggagceagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceegge
tatcccageg
accacgectce
gacaagagca

cacaaccact

tgttccaagg
tcacacaagg
ctatpgtacga
acgaggatee
caaacgeegg
23gEAZECER
cggEageeag
ggggaccgtc
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctecaaage
aggagatgac
acatcgeegt
cegtgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 48

gaaccgettc
caccgaccec
tgegtactgg
attegtgtec
cggapaatec
atccgagggt
atctgacaaa
agtcttecte
cacatgegtg
ggacggegtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggeag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcegacggce

gegggaacgtc

gagectcectec

atggccgaaa ccgtggaatc atgtoetggeg aagccccata ccgagaacte cticaccaac

gtctggaaag agggegacag ccgetacgee aactacgagg getgectgtg gaacgeceggt

ggagtggtcg tctgraccgg ggatgagact cagtgctacg gacactgggt gectategga

114

420

480

548

6808

668

728

7809

848

960

968

1828

1888

1148

1280

1268

1328

138¢

1448

1458

60

120

180



10

ctggeeattc
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec
agggccgtga
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggctecg

actcacacat
ttcceccccaa
gtggiggacg
gaggtgcata
gtcagegtcec
gtctccaaca
ccecegagaac
gtcagcctga
agcaatggegc
tecttettec
ttcteatget

ctgtetcegg

<210> 49
<211> 1458
<212> ADN

ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tegaggaate
acggagtpct
actaccagta
ttcgggactg
gecagagete
caggageces
aageEEEage
geecacegtg
aacccaagga
tgagcecacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagcectece
cacaggtgta
cctgeetgegt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgea

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

gsgesstggt

gectceggaa
gacctacccg
cecagecgttg
gaccgtgtac
cactcctgtg
cgetttocac
cgacctecece
aagegaagegs
ctetggtegt
cccageaccet
cacccteatg
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agcccccate
cacectgece
caaaggcttc
caactacaag
getcaccgtyg

cgaggetetg

agcgaagges
tacggcgaca
cctggaactg
aacaccttces
actggcacct
tecctegegeg
tcecggettca
caacccectg
ggtggatecg
ggcteecggat
gaactcectgg
atctccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggectgaatg
gagaaaacca
ccateecegge
tatceccageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

gcggatcgga
ctecegatcecc
agcagaaccce
tgttccaaaa
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
Caa8CLCegg
aaggaggees
cgggageeag
ggggaccgtc
ccectgaget
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
aggagatgac
acatcgeegt
cegtgetgga
getggeagea

acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

115

aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccea
caaccgettc
Caccgacccec
tgegtactegg
attcgtgtagc
cggagaatcc
atcegagget
atctgacaaa
agtcttecte
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecegacgge

ggEgaacgtc

gagcctetee

248

366

368

420

4880

54¢

600

660

728

780

848

e

966

1826

1888

1148

1208

1268

1328

138¢

144¢

1458



<400> 49

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggteg
ctggccatte
tctgagggag
tacatcaate
aaccctagec
agggctagac
gtcaagacct
aatgggaagt

gaatatcagg

ggagggggat

ggaggetecg

actcacacat
ttceececaa
grggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtec
gtctecaaca
cccecgagaac
gtcagectga
agcaatggec
tecttettec
ttetcatget

ctgtctecegg

ccgtggaatc
agggcgacag
tctgeacegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacgg
tcgaggaatce
agggageget
actaccagta
ttegggactg
gecagagetc
Caggaggces
S3gEEEEaEgE
gecccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aageectece
cacaggigta
cctgeetggt
agccggagaa
tctacagcaa
cegtgatgea

gtaaatga

ES 2960493 T3

atgtctggeg
cegetacgec
ggatgageac
ggggegtggt
geetecggaa
gacctacceg
ccageegttg
gaccgtgtac
cactectgtg
cgetttecac
cgacctecee
aagcgaaggs
ctetggteggt
cccageaccet
cacccteatg
agaccctgag
aaagcecgegg
gcaccaggac
ageeceecate
caccctgecce

caaaggcettc

caactacaag
gctcacegtg

cgaggctetg

aagcceccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaagecg
tacggcgaca
cctggaactg
aacaccttca
actggeacct
tectegegge
teceggetica
caacceectg
ggtggatccg
ggcteceggat
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggetgaatg
gagaaaacca
ccateccegegg

tatcccageg

accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

116

ccgagaactce
getgectgtg
gaacttgggt
gcggatcgga
ctcegatece
agcagaaccce
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatce
caaacgecgs
Q3ggageECEs
cgggagccag
ggggaccglc
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctecaaagc
aggagatgac
acatcgeecgt
cegtgetgega

getggeagea

acacgcagaa

cttcaccaac
gaacgecegpt
gcetategga
aggregagsea
cgggtatacg
ggccaaccea
gaaccgettc
caccgaccec
tgegtactgeg
attcgtgtge
cggagaatec
atccgagggt
atctgacaaa
agtcttocctc
cacatgegtg
ggacggegtyg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecgacgge

geggaacgtc

gagcctctec

60

120

i8e

248

300

368

420

489

540

620

660

720

782

848

900

360

le28

iege

i114e

1208

1260

132e¢

1380

i44@

1458
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<210> 50
<211> 1458
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 50

atggecgaaa
gtctggaaag
ggagtggtceg
ctggecatte
tctgaggegag
tacateaate
aaccctagee
agggeegtga
gtcaagacct
gatggeaagt
gaatatcagg
ggagggggat

ggaggctecg

actcacacat
ttcceeccaa
gtggtggacg
gaggtegcata
gtcagegtce
gtctccaaca
cececgagaac

gtcagectga

ccgtggaatce
agggcgacag
tctgecaccegg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggacge
tcgaggaatc
acggagtget
actaccagta
ttcgggactg
gecagagete
Caggageces
d3gESgEEage
geecacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcect
aggeectece
cacaggtgta

cctgeetggt

atgtctggeg
ccgetacgec
ggatgagceac
gggeggtget
geectecggaa
gacctacccg
ccageegtig
gaccgtgtac
cactecetgtg
cgetttecac
cgaccteece
23gCcgaaggs
ctetggteggt
cceageacct
cacccteatg
agaccctgag
aaagcegegg
gcaccaggac
agecceeate
caccctgece

caaaggetic

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggeg
tacggegaca
cctggaactg
aacaccttca
actggcacct
tectegeggg
teeggettea
caaccecectg
ggtggatecg
ggetceggat
gaactectgg
atctceccgga
gtcaagttca
gaggageagt
tggetgaatg
gagaaaacca
ceateceggg

tatccecageg
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ccgagaactce
gctgectgtg
gaacttgggt
geggatcggs
ctecgateece
agcagaaccc
tgttccaaaa
tcacacaagg
ctatgtacga
acgaggatcc
Caaacgeeeg
aaggagecey
cgggageeag
ggggaccgtc
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcagggagta
tcteccaaage
aggagatgac

acatcgeegt

cticaccaac
gaacgeecggt
gcctategga
aggcggagga
cgggtatacg
ggccaaccea
caaccgettce
caccgacceec
tgcgtactgg
attcgtgtec
cggagaatec
atccgagget
atctgacaaa
agtcttectc
cacatgegtg
ggacggegtg
gtaccgtgtisg
caagtgcaag
caaagggeag

caagaaccag

ggagtgggag

60

120

i8¢

248

360

368

420

488

540

600

68608

728

788

848

900

960

1020

1080

1i4e

1200

1260
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agcaatgggc agooggagaa caactacaag accacgecte cegtgetgga ctoegacgge 1320
tcecttettee tectacageaa getcaccgtg gacaagagca ggtggcagea ggggascglce 138¢
ttctcatget cegtgatgca cgaggctetg cacaaccact acacgcagaa gagcctetec 1440
ctgtctececgg gtaaatga 1458
<210> 51

<211> 1458

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 51

atggccgaaa cegtggaate atgtctggeg aagecccata ccgagaactc cttcaccaac 6@
gltctggaaag agggcgacag ccgcetacgee aactacgagg getgectgtg gaacgeeget 128
ggagtggtcg totgecactgg ggatgagcac cagtgetacg gaacctigggt gectategga 18@
ctggecatte ccgagaacga ggeegetegt agegaagegeg geggategga aggeggagea 240
tctgagggag ggggaaccaa gectceggaa tacggegaca ctecgatcece cgggtatacg 300
tacatcaatc cgetggacgg gacctacceg cctggaactg agcagaacce ggecaacceca 360
aaccctagee tegaggaate ccageegtig aacaccttca tgttccaagg gaaccgette 420
aggaacagac agggageget gaccgtgtac actggeaccet tcacacaagg caccgacced 480
gtcaagacct actaccagta cactcctgtg tectegeggg ctatgtacga tgegtactgg 548
aatgggaagt ttcgggactg cgetitccac tecggettea acgaggatee attegtgtge 660
gaatatcagg gccagagetc cgacctcoce caaccccctg caaacgccgg cggagaatcec 660
ggagggegat caggaggegg aagogaaggg ggtggatccg aaggaggegg atccgagggt 720
ggaggctecg aaggeggagg ctctgptget ggcteceggat cgggagccag atctigacaaa 780
actcacacat gcccaccgtg cccageacet gaactectgg ggggaccgte agteticcte 849
ttccccccaa aacccaagga caccctcatg atcteoccgga cecctgaggt cacatgegts 280
gtggtggacg tgagecacga agaccectgag gtcaagtica actggtacgt ggacggegts 969

gaggtgcata atgccaagac azagecgege gaggageagt acaacagcac gtaccgtgts 1820
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gtecagegtee
gtctccaaca
cceccgagaac
gtcagectga
agcaatggge
tecttettec
Ttctcatget

ctgtctecgg

<210> 52
<211> 1458
<212> ADN

tecaccgtect
aagcectecc
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacageaa
ccgtgatgca

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

gcaccaggac
agcceccate
caccetgece
caaaggcettc
caactacaag
gctecacegtg

cgaggctctg

tggctgaatg gcaaggagta

gagaaaacca tctccaaage

ccateccggg aggagatgac

tatcccageg acatcgeegt

accacgectc

cegtgetgga

gacaagagca ggtggcagea

cacaaccact acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polinucleédtido sintético”

<400> 52

atggccgaaa
gtctggaaag
ggagtggtcg
ctggccatic
tctgagggag
tacatcaatc
aaccctagec
aggaacagac
gtcaagacct
aatgggaagt
gaatatcagg
ggagggegat

ggaggetecg

ccgtggaatce
agggcgacag
tctgecactgg
ccgagaacga
ggggaaccaa
cgetggaceg
tcgaggaatc
agggageget
actaccagta
ttcgggactg
geecagagetc
Caggagecey

aaggeggagy

atgtctgges
cegetacgec
gegatgagcac
gggesgtgst
gectecggaa
gacctaceeg
ccageegtty
gaccgtgtac
cactocctgty
cgctttecac
cgacctecee
aagcgaages

ctctggtget

aagccccata
aactacgagg
cagtgctacg
agcgaaggeg
tacggegaca
cctggaactg
aacaccttca
actggeacct
tectegegge
teeggetica
caacccectg

ggtggatocg

gegctecggat

119

ccgagaacte
gctgectgtg
gaacctgggt
geggategga
cteegatece
agcagaaccce
tgttccaagg
tcacacaagg
ctatgtacgas
acgaggatcc
caaacgecegg
A3EEABECEE

cgggageeag

caagtgcasg
caaagggeag
caagaaccag
ggagtgggag
ctecgacgge

geggaacgte

gagcctctec

cttcaccaac
ggeegeeggt
gcctategga
aggcegagea
cggegtatacg
ggeeaaccca
gaaccgette
caccgacece
tgegtactgg
attecgtgtgc
cggagaatcec
atccgagegt

atctgacaaa

1689

1149

1209

1269

1320

138e

1440

1458

60

120

188

240

3068

368

420

488

540

600

66¢

728

788
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15

20

25

actcacacat
ttecccecaa
gteggtggacg
gaggtgecata
gtcagegtec
glctccaaca
ccccgagaac
gtcagoetga
agcaatgggc
teettettec
ttectecatget

ctgtectecegg

<210> 53
<211>6
<212> PRT

geeccacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccectece
cacaggtgta
cetgectggt
agccggagaa
tctacageaa
ccgtgatgea

gtaaatga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2960493 T3

cccageacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagrCgege
gcaccaggac
agceeccate
caccetgeee
caaaggcttic
caactacaag
gctcaccgtg

cgaggetctg

gaactecctgg
atctececggs
gtcaagtica
gaggagecagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceeggg
tatcccageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

gggsaccgte

ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
aggagatgac
acatcgeegt
cegtgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: etiqueta de 6xHis sintética”

<400> 53

His

}
4

<210> 54
<211> 4
<212> PRT

His His

b
s

N

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

is

H18

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 54

o

Glu Asp Sly Ser

120

agtcttectce
cacatgegtg
ggacggegty
gtaccgtgte
caagtgcaag
caaagggeag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcegacgge

ggggaacgtc

gagecctectec

849

9090

860

1g20

iege

1ide

1286

1266

1320

1380

1440

1458



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2960493 T3

REIVINDICACIONES
Un polipéptido que comprende una variante del motivo de interaccién amiloide general (GAIM) de la proteina
del gen 3 del bacteriéfago filamentoso (g3p) de la secuencia de aminoacidos de partida SEQ ID NO: 16, en
donde la variante difiere de SEQ ID NO: 16 en uno o mas conjuntos de cambios de aminodcidos
seleccionados de:
a) sustitucion de T50 con cualquier aminoacido y H55T;
b) N137G;
c) N142A;
d) R143V y Q144N; o
R143V, Q144N y A146V; o
R143V, Q144N y A146T; 0
R143V, Q144N y A146K; y
e) Q156V, G157N, AT158, AD159, AP160y V161G; o
Q156Y, G157N, AT158, AD159, AP160y V161G; 0
G157N, AT158, AD159, AP160y V161G; o
AT158, AD159, AP160 y V161G;

en donde la variante opcionalmente difiere ademas de SEQ ID NO: 16 en uno 0 mas conjuntos de cambios
de aminoacidos seleccionados de:

f) AM1; 0
AM1y AA2;y
g) sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina; o

sustitucion de N38 con cualquier aminoacido que no sea cisteina y sustituciéon de G40 con cualquier
aminoacido que no sea cisteina; o

sustitucion de G40 con cualquier aminoacido que no sea cisteina, treonina o serina.

El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde la sustitucién de T50 se selecciona del grupo que consiste en
T50G, T50H, T50K y T50R.

El polipéptido de la reivindicacion 2, en donde la sustitucion de T50 es T50H.
El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la variante difiere de SEQ ID NO: 16 al menos en AM1 y AA2.

El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la variante difiere de SEQ ID NO: 16
al menos en N137G y/o N142A.,

El polipéptido de la reivindicacion 4, en donde la variante difiere ademas de SEQ ID NO: 16 en uno 0 mas
conjuntos de cambios de aminoacidos seleccionados de:

a) sustitucion de T50 con cualquier aminoacido y H55T; y
b) R143Vy Q144N; o

R143V, Q144N y A146V; 0o

R143V, Q144N y A146T; 0

R143V, Q144N y A146K;
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ES 2960493 T3

El polipéptido de la reivindicacién 6, en donde la sustitucién de T50 se selecciona del grupo que consiste en
T50G, T50H, T50K y T50R.

El polipéptido de la reivindicacion 7, en donde la sustitucion de T50 es T50H.

El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la variante de SEQ ID NO: 16 se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
24, SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 26.

El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende ademas una region constante
de inmunoglobulina.

El polipéptido de la reivindicacion 10, en donde la secuencia de region constante de inmunoglobulina es la
porcién Fc de una IgG humana.

El polipéptido de la reivindicacién 11, que consiste en el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones
1-9 y la porcién Fc de una IgG humana.

El polipéptido de la reivindicacion 12, en donde la IgG humana es IgG1 humana.
Un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de:
a) SEQ ID NO: 29;

b) SEQ ID NO: 30;

¢) SEQ ID NO: 31;

d) SEQ ID NO: 32;

e) SEQ ID NO: 33;

f) SEQ ID NO: 34;

g) SEQ ID NO: 35; y

h) SEQ ID NO: 36;

en donde la variante opcionalmente tiene uno 0 mas conjuntos de cambios de aminoacidos seleccionados
de:

i) AM1; 0
AM1y AA2;y
J) AK485.

Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14
y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un oligonucledtido que comprende un acido nucleico que codifica para un polipéptido de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-14.

El oligonucledtido de la reivindicacion 16, en donde el acido nucleico que codifica para el polipéptido
comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO:
40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID NO: 44.

El oligonucleoétido de la reivindicacion 16, en donde el acido nucleico que codifica para el polipéptido consiste
en una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ
ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52.

Un vector que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 16-18.

Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 19.
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La célula huésped de la reivindicacidn 20, en donde la célula huésped se selecciona del grupo que consiste
en una célula de insecto, una célula fungica, una célula vegetal, una célula bacteriana, una célula de mamifero
y una célula animal transgénica.

La célula huésped de la reivindicacidn 21, en donde la célula huésped se selecciona del grupo que consiste
en células HEK293, células derivadas de HEK293, células CHO, células derivadas de CHO, células HeLa y
células COS.

Un método para fabricar una proteina que se une a amiloide, que comprende expresar la proteina codificada
por el acido nucleico en el vector de la reivindicacién 19 y aislar la proteina expresada.

Una proteina que se une a amiloide, producida expresando la proteina codificada por el acido nucleico en el
vector de la reivindicacion 19 y aislando la proteina expresada.

La proteina de la reivindicacion 24, en donde la proteina se expresa cultivando la célula huésped de una
cualquiera de las reivindicaciones 20-22.

Un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14 o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 15 para su uso para reducir el amiloide, inhibir la formacién de amiloide, inhibir la agregacién
de amiloide o eliminar y/o prevenir la formacion de oligdmeros toxicos en un sujeto que o necesite.

El polipéptido o composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 26, en donde el amiloide o los
oligdbmeros comprenden una proteina seleccionada de un receptor de androgeno; apolipoproteina Al,
apolipoproteina All; apolipoproteina AlV; amiloide A aposérico; AB; ABri; ADan; atrofina-1; factor natriurético
auricular; ataxina; calcitonina; y-cristalina; cistatina C; fibrindgeno; gelsolina; huntingtina; insulina; polipéptido
amiloide de los islotes; cadena ligera kappa de inmunoglobulina; cadena ligera lambda de inmunoglobulina;
queratoepitelina; queratina; lactaedrina; lactoferrina; lisozima; proteina C tensioactiva pulmonar; medina;
proteina asociada a ameloblastos odontogénicos; proteina pridnica; procalcitonina; prolactina; semenogelina
I; amiloide A sérico; superoxido dismutasa |; B2-microglobulina; proteina de unién a caja TATA; tau;
transtiretina; y «-sinucleina.

Un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14 o composicion farmacéutica de la reivindicacion
15 para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un sujeto que lo necesita, en donde la enfermedad
se selecciona de enfermedad de Alzheimer; enfermedad de Alzheimer de aparicion temprana; enfermedad
de Alzheimer de aparicién tardia; enfermedad de Alzheimer presintomatica; amiloidosis AL; esclerosis lateral
amiotréfica (ALS); complejo de esclerosis lateral amiotréfica/parkinsonismo-demencia; demencia de granos
argiréfilos; amiloidosis medial adrtica; amiloidosis ApoAl; amiloidosis ApoAll; amiloidosis ApoAlV; amiloidosis
auricular; demencia britanica/danesa; cataratas; degeneracién corticobasal; amiloidosis corneal asociada con
triquiasis; enfermedad relacionada con placas de cistatina C; enfermedad coronaria relacionada con placas
de cistatina C; enfermedad renal relacionada con placas de cistatina C; amiloidosis cutanea por liquen;
demencia pugilistica; atrofia dentatorubral-palidoluisiana; ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion;
demencia con cuerpos de Lewy; sindrome de Down; miocardiopatia amiloidotica familiar (FAC);
polineuropatia amiloidética familiar (FAP); demencia britdnica familiar; demencia danesa familiar;
encefalopatia familiar; fiebre mediterranea familiar; amiloidosis por fibrindgeno; amiloidosis hereditaria
finlandesa; demencia frontotemporal con parkinsonismo; degeneracion lobular frontotemporal (FTLD);
demencia del lébulo frontotemporal; enfermedad de Hallervorden-Spatz; amiloidosis relacionada con
hemodidlisis; angiopatia amiloide cerebral hereditaria; hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis;
distrofia corneal reticular hereditaria; enfermedad de Huntington; angiopatia amiloide cerebral hereditaria
islandesa; miositis por cuerpos de inclusion; amiloidosis localizada por inyeccion; amiloidosis de polipéptido
amiloide de los islotes; amiloidosis por lisozima; mieloma multiple; distrofia miotonica; enfermedad de
Niemann-Pick de tipo C; enfermedad de motoneuronas no guamefia con ovillos neurofibrilares; enfermedad
de Parkinson; amiloidosis periférica; enfermedad de Pick; prolactinoma hipofisario; parkinsonismo
postencefalitico; angiopatia amiloide cerebral por proteina pridnica; enfermedad mediada por priones; kuru;
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD); enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS); insomnio
familiar fatal (FFI); encefalopatia espongiforme ovina; encefalopatia espongiforme; proteinosis alveolar
pulmonar; gliosis subcortical progresiva; paralisis supranuclear progresiva;, amiloidosis sistémica senil;
amiloidosis sérica AA; atrofia muscular espinal y bulbar; ataxia espinocerebelosa (SCA1, SCA3, SCA6 o
SCA7); panencefalitis esclerosante subaguda; amiloidosis sistémica; amiloidosis familiar; amiloidosis de tipo
silvestre; demencia por ovillos Unicamente; y tauopatias.

El polipéptido o composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 28, en donde la enfermedad se
selecciona de enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimery enfermedad de Huntington.

El polipéptido o composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 29, en donde la enfermedad es
enfermedad de Alzheimer.
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El polipéptido o composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacion 28, en donde la enfermedad es
una enfermedad mediada por priones seleccionada de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, kuru, insomnio
familiar fatal y enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker.

Un agente de obtencion de imagenes de amiloide que comprende el polipéptido de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y una etiqueta detectable.

El agente de obtencidn de imagenes de amiloide de acuerdo con la reivindicacion 32, en donde dicha etiqueta
detectable incluye etiquetas fluorescentes o radioetiquetas, tales como 18F, 11C y 123l.

El agente de obtencidn de imagenes de amiloide de acuerdo con la reivindicacion 32 o 33, en donde el agente
de obtencidén de imagenes puede detectar proteina amiloide y diagnosticar una enfermedad asociada con
proteina amiloide mal plegada y/o agregada.

El uso in vifro del agente de obtencion de imagenes de amiloide de acuerdo con la reivindicacion 32 o 33 para
detectar depdsitos de amiloide en una muestra de un sujeto.

Un agente de obtencién de imagenes de amiloide de acuerdo con la reivindicacion 32 o0 33 para su uso en el

diagnostico in vivo de una enfermedad de plegamiento incorrecto de proteinas, agregacion de proteinas o
neurodegenerativa.
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