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DESCRIPCION

Péptidos de proteinas de prién y sus usos.
Antecedentes de la invencion

Esta invencién se refiere a anticuerpos especificos de PrP% y a péptidos utilizados para su generacion. Estos an-
ticuerpos son adecuados para detectar PrP% en una muestra y para purificar PrP*. Ademads, la invencion se refiere
a medios diagnésticos para la deteccién de PrP, a farmacos que contienen o mimetizan epitopos conformacionales
especificos de PrP% y a métodos para la descontaminacién de priones.

Los priones son agentes infecciosos que estdn asociados con sindromes neurodegenerativos caracterizados por
cambio espongiforme (por ejemplo, microcavitacioén del cerebro, habitualmente predominante en la materia gris), pér-
dida de células neuronales, proliferacion astrocitica desproporcionada respecto a la pérdida neuronal, y acumulacién
de una proteina amiloidogénica anormal, algunas veces en placas discretas en el cerebro. Es posible que la neuro-
degeneracién en las enfermedades causadas por priones comparta determinados mecanismos subyacentes con otros
sindromes neurodegenerativos mas comunes tales como la Enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica y
enfermedad de Parkinson.

Los agentes que transmiten estas enfermedades difieren en gran medida de los virus y viroides en que en los
materiales infecciosos no se ha detectado de manera reproducible una evidencia quimica o fisica de la presencia de un
componente dcido nucleico (Prusiner, Science, 216:136-144, 1982). Una etapa fundamental en el estudio de los priones
y de las enfermedades que provocan fue el descubrimiento y la purificacién de una proteina denominada proteina prién
(PrP) (Bolton, et al. Science, 218:1309-11, 1982; Prusiner et al., Biochemistry, 21:6942-50, 1982; McKinley et al.,
Cell, 35:57-62, 1983). Cuando se purific6 utilizando digestién con proteinasa K, se descubrié una proteina de 27-30
kD resistente a proteasas en cerebros de hamster afectados por scrapie y se denominé PrP 27-30, que posteriormente
se descubri6 que era un fragmento de PrP% (Bolton, Science, 218:1309-1311, 1982).

Segiin la hipétesis del pridn, la infectividad del prién reside en PrPS. PrP% estd al menos asociada de manera
solida con la infectividad y es un sustituto serio para la infeccién por priones. PrP5 es una variante conformacional
de una proteina celular codificada por el anfitrién denominada PrP¢ (Oesch et al., Cell, 40:735-746, 1985) que es una
proteina de la superficie celular unida por glicosilfosfatidilinositol (GPI) con una masa molecular de 33-35 kD.

PrP€ se ha aislado a partir de cerebro normal y se ha visto que es sensible a proteasas y que no est asociada con
la actividad productora de la enfermedad de scrapie (Bendheim, et al., Ciba Found. Symp. 164-177, 988). Segun la
teoria del prién, PrP¢ se convierte en PrPS de manera autocatalitica (Prusiner, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 95:13363-
83, 1998). Mds recientemente, se ha publicado que PrP¢ puede convertirse in vitro en una forma resistente a proteasas
mediante PrP% (Kocisko et al., Nature, 370:471-473, 1994). PrP€ es una proteina de membrana conservada evoluti-
vamente cuya funcién bioldgica o fisioldgica real se desconoce. Los ratones desprovistos de PrPC son viables y no
muestran signos obvios de deterioro neuroldgico ni fisico (Bueler et al., Nature, 356:577-582, 1992). Ademas, estos
ratones no son susceptibles a infecciones por priones, lo que recalca la gran importancia de PrP en la replicacion de
la infectividad (Bueler et al., Cell, 73:1339-1347, 1993; Prusiner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:10608-10612,
1993). Las investigaciones dirigidas a ratones que carecen del gen de PrP (“knockout” para PrP) mostraron una fun-
cion sindptica defectuosa (Collinge et al., Nature, 370:295-297, 1994) y una regulacién del suefio alterada (Tobler
et al., J Neurosci., 17:1869-79). Ma4s atin, se ha mostrado que PrP¢ modifica la activacién de las células T inducida
mediante estimulacién con concavalina A (Cashman et al., Cell 61:185-192, 1990), lo que indica un papel funcional
de la proteina.

Las enfermedades causadas por priones son un grupo de sindromes neurodegenerativos que progresan rdpidamen-
te, mortales y sin tratamiento. Las enfermedades causadas por priones en los seres humanos incluyen la enfermedad de
Creutzfeldt-Jacob (CJD), que tiene formas esporadicas, iatrogénicas y familiares; y la variante de CJD (“CJDv”) que
se produce probablemente por el consumo de tejidos de ganado vacuno contaminados con el agente de la encefalopatia
espongiforme bovina (revisado en Cashman, Can. Med. Assoc. J. 157:1381-5, 1997). La CJD se ha transmitido acci-
dentalmente entre seres humanos mediante hormonas pituitarias cadavéricas contaminadas, transplante de dura mater,
instrumentacién neuroquirtrgica y transplante de cérnea (Brown et al., Lancet 340:24-7, 1992). El riesgo potencial de
transmitir CJD a través de la sangre y de los productos sanguineos es una preocupacion mundial. Mds atn, el scra-
pie en ovejas y cabras es una enfermedad relacionada con priones comun e importante econdmicamente en América
del Norte al igual que la encefalopatia espongiforme bovina (BSE) lo es en el Reino Unido. Segtin el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion del Reino Unido se han destruido mds de 4.347.380 unidades de ganado vacuno
por considerarse lo suficientemente viejos como para presentar posiblemente el agente causante de la enfermedad.
El Ministerio de Agricultura ha estimado que el coste total de la epidemia alcanzard $7,13 billones en 2002. Se ha
confirmado que mds de 173.000 bovinos en todo el Reino Unido estdn infectados y cientos de miles mds pueden haber
entrado en la cadena alimenticia sin haber sido detectados.

Ademas, los Estados Unidos y Canadd han implementado un aplazamiento en la donacién de sangre para indivi-
duos que residieron en el Reino Unido durante los afios anteriores y los que constituyen el pico de la epidemia de BSE.
Dicha restriccion se ha adoptado como precaucion frente al riesgo de transmitir una CJDv, que hasta la fecha ha afec-
tado a 60 Ingleses desde 1996. Los Canadian Blood Services estiman que 120.000 de sus 600.000 donantes activos, o
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el 22%, han visitado el Reino Unido desde 1980 (Montreal Gazette, 6 de mayo, 1999). Se han reclutado muchos do-
nantes nuevos para reemplazar a éstos lo que ha provocado numerosas preocupaciones. Una de dichas preocupaciones
es que la sangre de los donantes nuevos no es tan segura ya que sélo se ha cribado una vez para enfermedades tales
como hepatitis y virus de la inmunodeficiencia humana.

De acuerdo con esto, existe una necesidad de métodos de diagndstico adecuados para el cribado de gran cantidad
de sangre o tejidos infectados con priones. La disponibilidad de anticuerpos que distingan PrP¢ de PrP% serfa, por
lo tanto, muy valiosa para el desarrollo de un ensayo para la infeccién por priones. Ademads, existe una necesidad de
agentes terapéuticos que prevengan y/o traten las enfermedades causadas por priones.

Compendio de la invencién

En un primer aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de éste que se une con una afinidad de
unién alta a un epitopo YYX de una PrP% de mamiferos.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo mono-
clonal que se une con una afinidad de unidn alta a un epitopo YYX de una PrP% de mamiferos.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona una composicion que comprende el anticuerpo del primer aspecto.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un kit de ensayo inmunolégico que comprende el anticuerpo del
primer aspecto y un medio para detectar el anticuerpo.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un método para detectar PrPS en una muestra bioldgica, compren-
diendo dicho método las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra bioldgica con un anticuerpo del primer aspecto en condiciones que permitan
la formacién de complejos entre dicho anticuerpo y PrP%; y

(b) detectar dichos complejos como una indicacién de que PrP% estd presente en dicha muestra bioldgica.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un método para generar un anticuerpo que se une con una afinidad
de uni6n alta a una PrP% de mamiferos, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar un péptido de una proteina prién que comprende un epitopo accesible que tiene dos o mas cadenas
laterales de aminodcidos;

(b) inmunizar un mamifero no humano con dicho péptido de una proteina prién de la etapa (a); y

(¢) purificar un anticuerpo que se une con una afinidad de unién alta a un epitopo YYX de una PrP% de mamiferos
a partir de un tejido de dicho mamifero o de un hibridoma obtenido utilizando dicho tejido.

En un séptimo aspecto, la invencién proporciona un método para descontaminar PrP% de una muestra bioldgica,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) tratar la muestra biolégica con un anticuerpo del primer aspecto durante un periodo de tiempo suficiente como
para permitir la formacion de un complejo anticuerpo anti-PrPS¢:PrPS; y

(b) recuperar dicho complejo anticuerpo anti-PrP5:PrP5 de dicha muestra bioldgica.

En un octavo aspecto, la invencién proporciona un método para inhibir PrP® en una muestra biolGgica aislada a
partir del cuerpo humano o animal, comprendiendo dicho método:

tratar la muestra bioldgica con un anticuerpo del primer aspecto durante un periodo de tiempo suficiente como para
permitir la formacién de un complejo anticuerpo anti-PrPS¢:PrPs,

En un noveno aspecto, la invencién proporciona la utilizacién de un anticuerpo del primer aspecto en la fabricacién
de un medicamento para tratar o prevenir enfermedades causadas por priones.

Las realizaciones particulares de cada uno de los aspectos de la invencidn se muestran en las reivindicaciones
adjuntas.

Como se discute en la presente memoria, se proporcionan evidencias que demuestran que un epitopo Y Y X continuo
de PrP es iitil para generar anticuerpos especificos de PrP%. En particular, hemos demostrado que los protocolos de
inmunizacién que utilizan un péptido sintético corto continuo de la secuencia de PrP resultaba en la generacién de
anticuerpos policlonales y monoclonales con una afinidad alta especificos de PrP. Mds atin, también se observé
que dichos anticuerpos no presentaban una reactividad detectable con PrPC. En un ejemplo, se eligié un péptido que
incluye una secuencia YYR tomando como base el andlisis de modelos moleculares del cambio conformacional de
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PrP€ a PrP%, que predice una secuencia que es accesible para los disolventes en la superficie molecular de la isoforma
PrP¢ de la proteina.

De acuerdo con esto, la invencion presenta anticuerpos anti-PrP especificos de epitopo o fragmentos de éstos que
se unen con una afinidad de unién alta a un epitopo YYX continuo de una PrP% de mamiferos. Preferiblemente, el
anticuerpo se une a un epitopo YYR; un epitopo YYQ; o un epitopo YYD de una PrP% de mamiferos. En realizaciones
preferidas, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal. Dichos anticuerpos incluyen anticuerpos IgG, IgM,
IgE, IgD o IgA asi como fragmentos tales como fragmentos Fab o Fv. Dichos anticuerpos anti-PrP estdn dirigidos
ventajosamente frente a un epitopo particular de PrP>. Ademds, los anticuerpos que se unen a PrP pueden utilizarse
para cuantificar PrP% en cualquier ensayo de diagndstico esténdar.

En el quinto aspecto, la invencién presenta la utilizacién de anticuerpos anti-PrP especificos de epitopo en un
procedimiento de deteccién inmunoldgico para el diagndstico de priones especificos de enfermedades infecciosas. Los
anticuerpos anti-PrP que reaccionan especificamente con PrP5¢ pueden prepararse utilizando un péptido PrP adaptado
apropiadamente como se ha ilustrado en la presente memoria. La invencion se refiere particularmente a medios de
diagndstico que contienen el péptido PrP y/o anticuerpos anti-PrP especificos de epitopo. Ademas, la invencion se
refiere a anticuerpos que se unen selectivamente a la proteina prién especifica de la enfermedad y no a la proteina
prién normal.

La invencion presenta un péptido de una proteina prién con la secuencia tirosina-tirosina-arginina (Y YR). Prefe-
riblemente, el péptido es un tripéptido que estd unido a un vehiculo, lo que hace al péptido mds inmunogénico, lo
que permite la preparacion de anticuerpos anti-PrP con una afinidad alta. La sintesis de dicho tripéptido se descri-
be en la presente memoria. Segtn la invencién, dichos péptidos cortos (por ejemplo, los tripéptidos YYR, YYQ o
YYD) representan determinantes que son accesibles en la isoforma PrP de la proteina prion pero no en la isoforma
PrP€ normal y/o estdn agrupados en PrP% de una manera que permite la deteccién por anticuerpos. Por ejemplo, el
tripéptido YYR estd contenido en dos de los tres epitopos de la proteina pridn; sin embargo, este tripéptido no se
ha identificado anteriormente como la base especifica de la inmunorreactividad de PrP%. Mds atin, dichas secuencias
estdn muy conservadas en varias especies incluyendo, pero sin limitarse a, bovinos, ser humano, oveja, ratén y hdmster
(Figura 2).

La invencién presenta ademds un péptido sintético que tiene la férmula:
A-Tyr-Tyr-B-(Tyr-Tyr-B), (SEQID NO: 1-11)

en la que A es cualquier aminodcido o estd ausente; B es cualquier aminodcido o estd ausente; y n es de 0 a 10,
inclusive. En realizaciones preferidas, al menos uno de A y B no es Tyr. En otras realizaciones preferidas, A o B se
eligen de Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val o Trp. En otras
realizaciones preferidas, el péptido estd unido a un vehiculo inmunolégico. Dichos péptidos incluyen, sin limitacion,
A-Tyr-Tyr-Arg (SEQ ID NO: 12); A-Tyr-Tyr-Gln (SEQ ID NO: 13); A-Tyr-Tyr-Asp (SEQ ID NO: 14); o cualquier
sal de éstos aceptable desde un punto de vista farmacéutico.

La invencién presenta un péptido sintético que tiene la férmula:
A-Tyr-Tyr-B-C-Tyr-Tyr-D-Tyr-Tyr-(Tyr-Tyr-B), (SEQ ID NO: 15-24)

en la que A es cualquier aminodcido o estd ausente; B es cualquier aminodcido o estd ausente; C es cualquier aminod-
cido o estd ausente; D es cualquier aminodcido o estd ausente; y n es de 0 a 10, inclusive. En realizaciones preferidas,
al menos uno de A, B, Cy D no es Tyr. En otras realizaciones preferidas, A, B, C o D se eligen de Ala, Cys, Asp, Glu,
Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val o Trp. En otras realizaciones preferidas adicionales,
A se elige de Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, Arg, Ser, Thr, Val o Trp y B, C
y D se eligen de Arg, Gln, Asp, Glu, Phe o Trp. Un péptido ejemplar incluye, sin limitacion, A-Tyr-Tyr-Arg-Arg-
Tyr-Tyr-Arg-Tyr-Tyr (SEQ ID NO: 25); o una sal de éste aceptable desde un punto de vista farmacéutico. En otras
realizaciones, el péptido estd unido a un vehiculo inmunolégico.

La invencidn se refiere a péptidos pridn sintéticos cortos (por ejemplo, de tres a diez aminodcidos o de cuatro a
doce amino4cidos, inclusive) que tienen antigenicidad como una PrP%, incluyendo uno o més de los siguientes: una
tetrarepeticion de treonina encontrada en T189-193 de PrP de rat6n o los restos de aminoacidos correspondientes de
PrP humana, de oveja, de cabra o bovina; los restos de aminodcidos M128, M133 o M 153 de PrP de ratén o los restos
de aminodcidos correspondientes de PrP humana, de oveja, de cabra o bovina; el resto de aminodcido H186 de PrP de
ratén o el resto de aminoécido correspondiente de PrP humana, de oveja, de cabra o bovina; los restos de aminoacidos
Q159, Q167, Q185 0 Q216 de PrP de ratén o los restos de aminodcidos correspondientes de PrP humana, de oveja,
de cabra o bovina; el resto de aminoacido N158 de PrP de ratén o el resto de aminodcido correspondiente de PrP
humana, de oveja, de cabra o bovina; los restos de aminodcidos M 128, M133 o M153 de PrP de ratén o los restos de
aminodcidos correspondientes de PrP humana, de oveja, de cabra o bovina; los restos de aminoédcidos L124 o L129 de
PrP de ratén o los restos de aminoacidos correspondientes de PrP humana, de oveja, de cabra o bovina; o los restos de
aminodcidos 1181 o 1183 de PrP de ratén o los restos de aminoécidos correspondientes de PrP humana, de oveja, de
cabra o bovina.
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Los péptidos descritos en la presente memoria pueden prepararse mediante sintesis quimica segin métodos cono-
cidos en la técnica.

Ademds, un péptido PrP puede utilizarse para preparar anticuerpos anti-PrP% especificos de epitopo. En particular,
el péptido proporciona las ventajas de una sustancia muy pura, y es adecuado para preparar anticuerpos anti-PrP
que pueden utilizarse para detectar PrP en una muestra, por ejemplo, en ensayos inmunoldgicos estdndar tales como
inmunoprecipitaciones, ELISA, y citometria de flujo. El péptido PrP (por ejemplo, Y YR) puede utilizarse para preparar
tanto anticuerpos policlonales anti-PrPS especificos de epitopo (antisueros) como anticuerpos monoclonales anti-PrP
especificos de epitopo. Estos anticuerpos se preparan segliin métodos estindar conocidos en la técnica, y se unen
preferiblemente a un material que actia como vehiculo para la generacién de anticuerpos.

Mis adn, los compuestos que explotan la exposicién de YYX especifica de PrPS pueden disefiarse u obtenerse
de manera racional a partir de bibliotecas combinatorias que mimetizan la interaccién de YYX con anticuerpos anti-
YYX. Estos compuestos son ttiles en diagndsticos de priones o como terapias para las enfermedades causadas por
priones.

En el tercer aspecto, la invencion presenta una preparacion farmacéutica para la terapia y prevencién de enfer-
medades causadas por priones que comprende un anticuerpo policlonal o monoclonal en un vehiculo farmacéutico.
Dichos fdrmacos contienen anticuerpos anti-PrP especificos de epitopo segtin la invencidn.

Si se desea, los péptidos y anticuerpos de la invencién pueden proporcionarse en la forma de sales aceptables
desde un punto de vista farmacéutico. Los ejemplos de sales preferidas son aquellos con dcidos organicos aceptables
desde un punto de vista terapéutico, por ejemplo, dcido acético, lactico, maleico, citrico, malico, ascérbico, succini-
co, benzoico, salicilico, metanosulfénico, toluensulfénico o pamoico, asi como 4cidos poliméricos tales como acido
tanico o carboximetil celulosa y sales con dcidos inorganicos tales como 4cidos hidrohdlicos, por ejemplo, 4cido clor-
hidrico, dcido sulftrico, o 4cido fosférico. Ademads, cualquiera de los péptidos o anticuerpos de la invencién puede
administrarse a un mamifero, particularmente a un ser humano, segiin una de las vias tradicionales (por ejemplo, por
via oral, parenteral, transdérmica o transmucosal) en una formulacién de liberacion prolongada utilizando un polimero
biocompatible biodegradable o mediante la utilizacién de micelas, geles y liposomas.

Se describe un método para tratar o prevenir una enfermedad causada por priones en un animal (por ejemplo, un ser
humano, un bovino, oveja, cerdo, cabra, perro o gato). El método puede implicar administrar al animal una cantidad
eficaz desde un punto de vista terapéutico del anticuerpo anti-PrP especifico de epitopo o del péptido PrP que bloquea
la conversion de PrP¢ a PrP%, inhibe la formacion del agregado PrPS:PrP*, o bloquea el reclutamiento de PrP¢ a
Prp*. El péptido PrP también puede utilizarse para inmunizar al anfitrién frente a enfermedades causadas por priones
estimulando la produccion de anticuerpos especificos de PrP* en el anfitrién.

En los aspectos cuarto y quinto, la invencién presenta métodos y kits para detectar PrP5° en una muestra biolégica.

En el séptimo aspecto, la invencién presenta métodos para descontaminar PrP de una muestra bioldgica. El mé-
todo implica las etapas de: (a) tratar la muestra bioldgica con el anticuerpo policlonal o0 monoclonal (o un fragmento
0 andlogo de éste), permitiendo el tratamiento la formacién del complejo anticuerpo:PrP%; y (b) recuperar el com-
plejo anticuerpo:PrP> de la muestra bioldgica. Dicho procedimiento de descontaminacion también puede implicar la
perfusién de una muestra bioldgica con anticuerpo (o un fragmento o andlogo de éste) para eliminar o inactivar PrP%,

Se describe un método para identificar un compuesto para el tratamiento de una enfermedad causada por priones. El
método incluye las etapas de (a) determinar la union de un anticuerpo anti-Y'YX a PrP5 en presencia de un compuesto
de ensayo; y (b) determinar la unién del anticuerpo anti-YYX a PrP% en ausencia del compuesto de ensayo; en el
que un nivel de unién del anticuerpo anti-YYX a PrP* en presencia del compuesto de ensayo que es menor que
el nivel de unién del anticuerpo anti-YYX a PrP% en ausencia del compuesto de ensayo es una indicacién de que
el compuesto de ensayo es un compuesto terapéutico potencial para el tratamiento de una enfermedad causada por
priones. Preferiblemente, el anticuerpo anti-YYX es un anticuerpo anti-Y YR, anticuerpo anti-YYD o anticuerpo anti-
YYQ.

Se describe un método para identificar un compuesto para diagnosticar una enfermedad causada por priones. El
método incluye las etapas de (a) determinar la unién de un anticuerpo anti-Y'YX a PrP5 en presencia de un compuesto
de ensayo; y (b) determinar la unién del anticuerpo anti-YYX a PrP* en ausencia del compuesto de ensayo; en el que
un nivel de unién del anticuerpo anti-YYX a PrP* en presencia del compuesto de ensayo que es menor que el nivel de
unién del anticuerpo anti-YYX a PrP* en ausencia del compuesto de ensayo es una indicacion de que el compuesto
de ensayo es un compuesto ttil potencial para diagnosticar una enfermedad causada por priones.

Se consideran los compuestos terapéuticos y de diagndstico identificados segtin cualquiera de los métodos men-
cionados anteriormente.

Por “unién de alta afinidad” se quiere decir una unién con una constante de afinidad menor de 10 uM, preferible-
mente menor de 1 uM, mds preferiblemente menor de 100 nM y lo mas preferiblemente menor de 10 nM.
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Por “enfermedades causadas por priones” se quiere decir un grupo de trastornos degenerativos cerebrales media-
dos por priones que progresan rdpidamente, mortales y sin tratamiento que incluye, sin limitacion, la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (CJD), CJD variante, CJD iatrogénica, CJD familiar, Kuru, sindrome de Gerstmann-Straussler e
insomnio familiar mortal en los seres humanos (Prusiner, Science 252:1515-1522, 1991), scrapie en ovejas y cabras,
y encefalopatia espongiforme en ganado vacuno, asi como las enfermedades causadas por priones descritas reciente-
mente en otros rumiantes y en gatos.

Por “tratamiento de las enfermedades causadas por priones” se quiere decir la capacidad de reducir, prevenir, estabi-
lizar o retardar la aparicién de cualquier sintoma asociado con las enfermedades causadas por priones, particularmente
los que resultan en cambio espongiforme, pérdida de células neuronales, proliferacion astrocitica, acumulacién de la
proteina PrP%, demencia o muerte.

Por “anticuerpo purificado” se quiere decir un anticuerpo que en al menos el 60% en peso no contiene proteinas ni
moléculas orgdnicas naturales con las que estd asociado de forma natural. Preferiblemente, la preparacién es al menos
75%, més preferiblemente al menos 90% y lo mds preferiblemente al menos 99% en peso, anticuerpo, por ejemplo,
anticuerpo especifico de YYX (por ejemplo, un anticuerpo especifico de YYR, YYQ o YYD). Un anticuerpo purificado
puede obtenerse, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad utilizando Y'Y X unido a sustrato y técnicas estdndar.

Por “YYX” se quiere decir un péptido que tiene la secuencia Tirosina-Tirosina-X, en la que X es cualquier amino4-
cido. Por “YYR” se quiere decir un péptido que tiene la secuencia Tirosina-Tirosina-Arginina. Por “YYQ” se quiere
decir un péptido que tiene la secuencia “Tirosina-Tirosina-Glutamina”. Por “YYD” se quiere decir un péptido que
tiene la secuencia “Tirosina-Tirosina-Acido aspdrtico”.

Por una “composicién terapéutica” se quiere decir una composicién apropiada para administrarse a un animal, por
ejemplo, a un mamifero tal como un ser humano, una especie de ganado (por ejemplo, un bovino, cabra, cerdo u oveja)
o una especie de animal doméstico.

Por una “molécula pequefia” se quiere decir un compuesto con un peso molecular menor de o igual a 10.000
Dalton, preferiblemente menor de o igual a 1.000 Dalton y lo més preferiblemente menor de o igual a 500 Dalton.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién serdn evidentes a partir de la descripcién siguiente de las realiza-
ciones preferidas de ésta y a partir de las reivindicaciones.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1A es un grafico que muestra dicroismo circular de cambios conformacionales relacionados con el pH
en PrPC recombinante de ratén. La espectroscopia de dicrofsmo circular en el UV lejano de PrP€ a pH 7,0 y 3,0
muestra un desplazamiento en la elipticidad molecular consistente con un cambio en la conformacién de hélice alfa
predominante a pH fisiol6gico a ldmina beta predominante a pH bajo.

La Figura 1B es una representacion grafica que muestra la espectroscopia de fluorescencia de cambios relacionados
con el pH en la orientacién de los anillos arométicos en PrP¢ recombinante de raton. Los cambios en la fluorescencia
especifica de las cadenas laterales de tirosina y triptéfano son consistentes con tendencias opuestas respecto a la
accesibilidad del disolvente cuando se reduce el pH.

La Figura 2 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoécidos de PrP de bovino (SEQ ID NO: 26), ser
humano (SEQ ID NO: 27), oveja (SEQ ID NO: 28), ratén (SEQ ID NO: 29) y hdmster (SEQ ID NO: 30). Los recuadros
resaltan las dos secuencias Y YR altamente conservadas en los aminodcidos 160-162 y 173-175, asi como la secuencia
YYQ/D en los aminodcidos 235-237 (segtin la secuencia de bovino).

La Figura 3 muestra una solucién estructural por RMN de PrP€ de ratén, que resalta la localizacién y orientacién
de las secuencias YYR e YYD. Ninguno de los restos YY muestran la denominada orientacién ortogonal en tdindem
de anillos aromaticos hacia la superficie molecular.

La Figura 4 es un esquema que muestra la generacién de epitopos basada en un cambio en la orientacién del
anillo de tirosina que se produce con el cambio conformacional de PrP® a PrP%. Como se muestra en la Figura
3, dos restos YYR en PrP€ estdn orientados de manera que un anillo de tirosina es accesible para el disolvente,
mientras que el otro es inaccesible para el disolvente en el interior molecular. (El tercer resto Y'Y, que no se muestra
en este esquema, estd orientado de manera que los anillos de tirosina no son capaces de interaccionar). Después de la
conversion conformacional de PrP, los anillos de tirosina en uno o més restos Y YX resultan accesibles en la superficie
molecular en una orientacién ortogonal en tdndem que se estabiliza mediante interacciones de apilamientos pi. La
arginina terminal planar (o aspartato/glutamina en el tercer resto) puede estabilizar adicionalmente la interaccién
tirosina-tirosina.

La Figura 5 muestra la inmunoprecipitacién (IP) de PrP* de rat6n utilizando lechos magnéticos conjugados con
proteinas control. El anticuerpo monoclonal 6H4 que no distingue PrP acoplado a lechos magnéticos (carriles 9-12) o
lechos acoplados a BSA (lechos, carriles 5-8) se hicieron reaccionar con homogenados de cerebro de ratén normales
(N) o infectados con scrapie ME7 (Sc). Los homogenados de cerebro se trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes de
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la inmunoprecipitacion. En los carriles 1-4 (Carga) se muestran transferencia western directas de la misma cantidad
de homogenados de cerebro que se utilizaron en las inmunoprecipitaciones. Los inmunoprecipitados se resolvieron en
geles de SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4
seguido de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 6 muestra la inmunoprecipitacién (IP) de PrP> de ratén utilizando lechos magnéticos conjugados con
el anticuerpo policlonal anti-YYR, pAbC2. Los lechos magnéticos acoplados con pAbC2 (carriles 9-12) o lechos
acoplados con BSA (lechos, carriles 5-8) se hicieron reaccionar con homogenados de cerebro de ratén normales (N)
o infectados con scrapie ME7 (Sc). Los homogenados de cerebro se trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes de
la inmunoprecipitacion. En los carriles 1-4 (Carga) se muestran transferencia western directas de la misma cantidad
de homogenados de cerebro que se utilizaron en las inmunoprecipitaciones. Los inmunoprecipitados se resolvieron en
geles de SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4
seguido de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 7 muestra la inmunoprecipitacién de PrP% bovina utilizando lechos magnéticos conjugados con el anti-
cuerpo policlonal de conejo, pAbC2. Se utilizaron lechos magnéticos acoplados con 6H4 (carriles 1 y 2) o con pAbC2
(carriles 3 y 4) para inmunoprecipitar homogenados de cerebro normales o BSE. Los inmunoprecipitados se resolvie-
ron en geles de SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con anticuerpo monoclonal
6H4 seguido de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 8 muestra la inmunoprecipitacién de PrP% de ratén utilizando lechos magnéticos conjugados con el anti-
cuerpo policlonal anti-YYR de cabra, p165. Los lechos magnéticos acoplados con el anticuerpo se hicieron reaccionar
con homogenados de cerebro de ratén normales (N) o infectados con scrapie ME7 (Sc). Las muestras de scrapie se
trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes de la inmunoprecipitacién. Carriles 1-3 (p165) pAb de cabra purificado
por afinidad; Carriles 4-6 (IgG) IgG total de cabra; Carriles 7-9 (BSA) lechos conjugados con BSA; Carriles 10-12
(6H4) anticuerpo monoclonal anti-PrP que no discrimina, 6H4. Los inmunoprecipitados se resolvieron en geles de
SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4 seguido
de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 9 muestra la inmunoprecipitacién de PrP% de rat6n utilizando lechos magnéticos conjugados con anti-
cuerpos monoclonales anti-YYR de ratén. Los lechos magnéticos acoplados con anticuerpo monoclonal se hicieron
reaccionar con homogenados de cerebro de ratén normales (N) o infectados con scrapie ME7 (Sc). Las muestras de
scrapie se trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes de la inmunoprecipitacién. 1A4 (carriles 1-3), 2C (carriles 4-6) y
6B1 (carriles 7-9) son anticuerpos monoclonales reactivos con scrapie. 19E (carriles 10-12) es un anticuerpo monoclo-
nal que no reacciona con PrP. 6H4 (carriles 13-15) es un anticuerpo monoclonal anti-PrP que no discrimina entre PrP¢
y PrP5%¢. Los inmunoprecipitados se resolvieron en geles de SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferen-
cias se ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4 seguido de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra. En los carriles
10-12, correspondientes a 19E, la cadena de inmunoglobulina pesada (45 kDa) y ligera (30 kDa) de los conjugados
anticuerpo-lecho co-migran con los dimeros PrP y una de las variantes de glicosilacién de PrP, respectivamente.

La Figura 10 muestra la liberacion de la cadena ligera y la cadena pesada de la inmunoglobulina de los conjugados
anticuerpo-lecho. Los conjugados de los lechos magnéticos con el anticuerpo monoclonal 1A4 y 6B1 se procesaron
para SDS PAGE y anilisis por transferencia western en ausencia de homogenados de cerebro. Los geles de SDS PAGE
se corrieron en condiciones no reductoras para estos dos conjugados anticuerpo-lecho y en condiciones reductoras
para el anticuerpo monoclonal 6H4 no conjugado. Las transferencias se revelaron con conjugados Ig-HRP anti-ratén
de cabra.

La Figura 11 muestra la inmunoprecipitacién de multiples muestras de PrP% de rat6n utilizando lechos magnéticos
acoplados con el anticuerpo monoclonal anti-YYR, 1A4. Los conjugados de lechos magnéticos con 1A4 se hicieron
reaccionar con homogenados de cerebro de raton normales (N, carril 19), cuatro infectados con scrapie ME7 (carriles
1-8) o cinco con scrapie 139A (carriles 9-18). Las muestras de scrapie se trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes
de la inmunoprecipitacién. Los conjugados de lecho magnético con 6H4 se hicieron reaccionar con homogenados de
cerebro de ratén normales (N, carril 20) como control. Los inmunoprecipitados se resolvieron en geles de SDS-PAGE
en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4 seguido de conjugado
Ig-HRP anti-rat6n de cabra.

La Figura 12 muestra la dependencia conformacional de la reactividad del anticuerpo monoclonal anti-YYR frente
a PrP5%¢. Homogenados de cerebro de ratén normales (N), e infectados con scrapie ME7 y 139A se resolvieron en geles
de SDS PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se ensayaron con 1A4 (carriles 1-3) 6 6B1 (carriles
4-6) seguido de conjugados Ig-HRP anti-ratén de cabra. Las transferencias se volvieron a ensayar, sin modificacion,
utilizando 6H4 (carriles 7-9) y conjugados Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 13 muestra un andlisis de esplenocitos de ratén normales disociados que se han hecho reaccionar con
anticuerpos monoclonales anti-PrP% tratados con fluoresceina 1A4, 2B5, 6B1, 17B y 18B utilizando citometria de
flujo. Como control se utilizé Ig anti-ratén de cabra (GAMIg) tratada con fluoresceina. Las células se seleccionaron
en la adquisicién mediante pardmetros de dispersion frontales y laterales caracteristicos y por exclusién de yoduro
de propidio. Las lineas punteadas representan la fluorescencia de fondo; las lineas sélidas representan la tincién del
anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se consiguieron marcar con fluoresceina lo que se determiné mediante
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la emisién de fluoresceina en un lector de placas de 96 pocillos y mantuvieron su reactividad frente al antigeno
inmunizante mediante ELISA.

La Figura 14 muestra la inmunoprecipitacién de PrPS de hdmster utilizando anticuerpo monoclonal de ratén y
anticuerpo policlonal de cabra anti-YYR. Los conjugados de lechos magnéticos con anticuerpo monoclonal 1A4 y
anticuerpo policlonal p165 se hicieron reaccionar con homogenados de cerebro de hamster normales (N) o infectados
con scrapie (Sc). Las muestras de scrapie se trataron con proteinasa K (+) o no (-) antes de la inmunoprecipitacion.
Los inmunoprecipitados se resolvieron en geles de SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Las transferencias se
ensayaron con anticuerpo monoclonal 6H4 seguido de conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra.

La Figura 15 muestra una deteccién por inmunotransferencia de PrPC sensible a proteasas en cerebro bovino
normal (carriles 1 y 4) y PrP¢ y PrP% resistente a proteasas en cerebro BSE (carriles 2 y 3). Los homogenados de
cerebro tratados o no tratados con proteinasa K (+ o -) se resolvieron en electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a
membrana PVDF para inmunotransferencia. La membrana se ensayé con mAb 6H4, se lavé y se revel6 con ECL y se
expuso a pelicula de rayos X segiin procedimientos estdndar.

La Figura 16 muestra sistemas de ELISA que demuestran el reconocimiento especifico de PrP5 bovina por el
anticuerpo policlonal anti-YYR de conejo, pAbC2. La reaccién del extracto de cerebro BSE con el ectodominio del
receptor de prién soluble adsorbido en ELISA (PC2) o con la proteina control (Mek) mostré una deteccion estadisti-
camente significativa por pAbC2 de PrP* unido al receptor en comparacién con los pocillos control (Panel A; valor
p=0,008). También se muestra el reconocimiento de PrP¢ recombinante bovina (bPrP) mediante ELISA directo con
pADbC2 0 mAb6H4 (Panel B).

Descripcion detallada de la invencion

Hemos determinado que la orientacién de cadenas laterales aromdticas seleccionadas de tirosinas de un epitopo
YYX (por ejemplo, YYR) en uno o maés sitios de PrP define un epitopo inmunolégico continuo especifico para la
superficie molecular de PrP%, mientras que se sabe que las mismas cadenas laterales de tirosina son inaccesibles en la
conformacién PrPC, segin soluciones estructurales por RMN publicadas de PrP¢ (Riek er al., Nature 382:180, 1996,
Donne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:13452-7, 1997; Zahn et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:145-50,
2000). Este descubrimiento facilita la generacién de anticuerpos especificos de PrP5 que pueden utilizarse para fines
diagndsticos y terapéuticos, asi como el desarrollo de cribados para compuestos nuevos ttiles para detectar o combatir
priones y sus enfermedades y trastornos relacionados.

Generacion de Anticuerpos Especificos de Epitopo frente a PrP*

Los anticuerpos reconocen especificamente proteinas a través de determinantes o epitopos tnicos de aminoacidos.
Estos determinantes o epitopos pueden tener una secuencia de aminodcidos lineal o distintas conformaciones formadas
por aminoécidos en un espacio tridimensional. Considerando que la conversién de PrP¢ a PrP% implica un cambio
importante en la conformacién de la proteina, es probable que se formaran o aparecerdn epitopos tnicos después de
la conversion. Por lo tanto, como se discute en la presente memoria, hemos desarrollado una hipétesis denominada de
cadena lateral relacionada con la conversién de proteinas prién. Segln este esquema, las cadenas laterales que estdn
normalmente secuestradas en el interior de PrP® y que son inaccesibles para los disolventes pueden ser accesibles
para los disolventes en PrP%. Por lo tanto, es de esperar que la mayoria de las cadenas laterales ahora expuestas sean
hidrofébicas, como resulta evidente por el incremento de la exposicion al disolvente de restos hidrofébicos en un
intermedio estable semejante a PrPS° (Swietnicki et al., J. Biol. Chem. 272:27517-20, 1997). La extrusién de estas
cadenas laterales hidrofébicas, solas o en combinacién con cadenas laterales que estdn presentes normalmente en la
superficie molecular de PrP€, forma la base de epitopos dnicos para el reconocimiento de PrP% por los anticuerpos.
Mas aun, es de esperar que estas cadenas laterales hidrofébicas accesibles de la superficie cambien la solubilidad
y las caracteristicas de agregacién de PrP%, lo que se corresponde con las propiedades conocidas de esta isoforma
estrélctural. Las cadenas laterales ahora accesibles también pueden participar en el proceso de reclutamiento de PrP¢ a
Prp>e.

El ensayo de esta hipétesis empezd in vitro examinando la orientacién de los anillos de triptéfano y tirosina, dos
cadenas laterales hidrofébicas de aminoacido de las que se obtuvo informacién mediante estudios espectroscopicos
de fluorescencia. En primer lugar, se indujo una transicién de ldmina beta de PrP® recombinante de ratén mediante
pH bajo con el fin de modelizar los cambios estructurales que caracterizan la conversion de PrP¢ a PrPS (Hornemann
y Glockshuber, Proc. Natl. Acad. Sci. 95:6010, 1998). La Figura 1A demuestra un desplazamiento de la elipticidad
molecular mediante dicrofsmo circular de un pH de 7,0 a 3,0 consistente con un cambio de PrP® con hélice alfa
predominante a Idmina beta predominante (desplazamiento de los espectros de minima doble a dnica a las frecuencias
respectivas apropiadas).

En segundo lugar, se examind la accesibilidad a los disolventes de las cadenas laterales de tirosina y triptéfano en
PrP€ recombinante mediante titulacién del pH utilizando espectroscopia de fluorescencia estdndar (Figura 1B). Este
estudio se basa en el principio de que las cadenas laterales aromadticas que estdn cerca de otras cadenas laterales de
aminodcidos (es decir, en el interior de la proteina) presentaran una fluorescencia especifica diferente de las cadenas
laterales aromaticas expuestas al agua (por ejemplo, Chin et al., Biochemistry 31:1945-51, 1992). Cuando se sometio
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PrP€ recombinante de rat6n a un pH bajo, los grupos arométicos del triptofano y la tirosina mostraron comportamientos
opuestos consistentes con la diferente exposicion al disolvente.

El examen de la secuencia de aminodcidos de PrP¢ humana, bovina y murina revelo trece restos de tirosina (Figura
2). Once tirosinas en PrP humana y bovina y 10 en PrP murina estdn contenidos en los 2/3 C terminales de la proteina,
que comprende el dominio estructurado resistente a proteasas necesario y suficiente para la infectividad del prién.
Es importante resaltar, que seis tirosinas en este dominio estan presentes en el resto emparejado no habitual “YY”
(Figura 2). Dos de los tres pares estdn junto a una arginina C terminal (R), mientras que el tercer resto YY esta
junto a una aspartato C terminal (D) en ratones y hdmsters o una glutamina (Q) en ganado bovino, ovejas y seres
humanos. R contiene un grupo guanido terminal, mientras que Q y D contienen enlaces carboxamida y carbonilo
que son planares. Dicho aminodcido terminal planar en el resto YY puede interaccionar con los anillos de tirosina
expuestos para estabilizarlos o guiarlos para el reconocimiento inmune.

Ademds, el examen de las estructuras resueltas por RMN de PrP® murina, de hamster y humana revelaron que
ninguno de los pares de tirosina identificados estdn orientados con ambos de sus anillos en una configuracién ortogonal
en tindem accesible en la superficie molecular (Rick et al., Nature, 382:180, 1996; Donne et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 94:13452, 1997; Zahn et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:145-50, 2000) (Figura 3). Es razonable suponer que
la exposicién incrementada de tirosina en la superficie de PrP¢ o PrP5° tratadas con dcido estd asociada con algunos de
los pares de tirosina. Una conformacién estable de los anillos de tirosina se refiere como apilamiento pi, en la que los
dos anillos estdn apilados de una manera paralela ligeramente desplazada (ilustrado esquemdticamente en la Figura
4). Aunque es estable, una bisqueda preliminar en bases de datos estructurales de anillos de tirosina de superficie
accesibles con apilamiento pi identifico sélo 4 proteinas adicionales con una orientacién similar, ninguna de las cuales
estéd en el ectodominio de proteinas de membrana. Por lo tanto, se piensa que un epitopo especifico de PrP nuevo
es pares de tirosina en una orientacién de apilamiento pi con o sin la contribucién de cadenas laterales de arginina,
glutamina y aspartato (que, al ser planares, también pueden participar en una interacciéon de apilamiento pi con su
tirosina precedente).

Ademds de los cambios en la orientacién de las cadenas laterales de tirosina en PrP¢, también es posible que los
tres restos YYR se vuelvan mds accesibles desde un punto de vista inmunoldgico en PrP% gracias a desplazamientos
en el espacio que existe entre ellos. Un anticuerpo IgG tipico estd comprendido de dos regiones de unién al antigeno
idénticas que estdn conectadas a una region constante mediante una region bisagra flexible. Durante el cambio confor-
macional de PrP¢ a PrP%, los restos YYR se mueven probablemente los unos respecto a los otros (Korth et al., Nature,
390:74-77, 1997), pasando de estar relativamente separados a relativamente cercanos. Ademads, el reconocimiento de
IgG de restos YYR en PrP€ puede no ser favorable porque dos restos criticos estdn en diferentes lados de la molécula,
lo que da lugar a que el reconocimiento sea de naturaleza univalente de baja avidez en lugar de la interaccién de alta
avidez con la que participan en el reconocimiento del antigeno las dos regiones de uni6n de IgG.

Nuestros datos con PrP¢ y PrP% bovinas muestran que los anticuerpos anti-YYR reconocen especificamente PrP
mediante ensayos de inmunoprecipitacion y ELISA (véase mds adelante) lo que es consistente con cambios en la
accesibilidad de las cadenas laterales de tirosina en PrP% y/o la proximidad de los epitopos YYR. El resto de ami-
noécido, arginina, también se piensa que es importante en la generacion y en la especificidad del reconocimiento del
anticuerpo YYR. Se cree que la interaccidn electrostética entre las cadenas laterales polares de tirosina y la cadena
lateral muy bdésica de arginina contribuye a la naturaleza del epitopo YYR tanto en la inmunizacién con el tripéptido
Y YR como en el reconocimiento de PrP% por el anticuerpo obtenido. Es notable que el tercer resto dimérico YY en el
bucle terminal de PrP esté asociado con una glutamina en algunas especies (incluyendo los seres humanos y el ganado
vacuno) que es una sustitucién parcialmente conservativa con arginina y con aspartato en otras especies (incluyendo
ratones y hdmsters) que es una sustitucién no conservativa. Los aminodcidos ejemplares que tienen cadenas laterales
planares incluyen arginina, aspartato y glutamina.

El fenémeno de la exposicion de la cadena lateral de amino4cidos en la conversién conformacional de PrP¢ a PrPS¢
puede no ser tnicamente aplicable a los pares de tirosina. Es posible que en otros aminodcidos con cadenas laterales
voluminosas se produzca una baja tolerancia de estas cadenas laterales en el nicleo de PrP* y que estas cadenas
laterales solas o en combinacién con otros restos locales formen la base de la inmunorreactividad tnica de PrP. Los
epitopos inmunoldgicos distintos entre PrP¢ y PrPS forman la base de un ensayo diagndstico para PrPS y también son
utiles en el tratamiento e inmunizacién de seres humanos y animales frente a las enfermedades causadas por priones.
Se piensa que la exposicion de cadenas laterales hidrofébicas es la responsable de la hidrofobicidad incrementada y la
agregacion aumentada de PrP% comparada con PrP¢.

Los ejemplos de cadenas laterales voluminosas que no son completamente accesibles para el disolvente en PrP¢
incluyen los siguientes (los restos de aminodcidos estdn numerados segin la secuencia de PrP de ratén):

1. Tirosinas que no estdn contenidas en el resto YYX, incluyendo Y127, Y156, Y217.
2. Una tetrarepeticién de treonina, T189-193, no expuesta parcialmente al disolvente.
3. Histidina H186.

4. Glutamina Q159, Q167, Q185, Q216.
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5. Asparagina N158.

6. Metionina M 128, M133, M153.
7. Leucina L.124, L.129.

8. Isoleucina 1181, 1183.

Como se describe mds adelante, se sintetizaron péptidos que contienen el epitopo YYR. Estos péptidos se conju-
garon con un vehiculo y se utilizaron para inmunizar conejos o ratones para la produccién de anticuerpos policlonales
o monoclonales. Los anticuerpos policlonales y monoclonales se ensayaron entonces para estudiar su especificidad
frenteS a PrP%¢. Los resultados indicaron que dichos anticuerpos se unen especificamente con una afinidad de unién alta
a Prp>°.

Los ejemplos siguientes descritos a continuacién se proporcionan con el fin de ilustrar la invencién y no deben
interpretarse como limitativos.

Anticuerpos Especificos de PrP*

Se obtuvieron antisueros policlonales, pAbC2, en conejos frente a un péptido YYR unido a KLH. El suero se
recogi6 de cada conejo después del régimen de inmunizacion y se purificé la IgG total utilizando una columna con
Protefna A. La actividad anti-PrP% de estas muestras se ensay$ en reacciones de inmunoprecipitacién utilizando
homogenados de cerebro de ratones normales o infectados con scrapie. Los andlisis iniciales de los homogenados de
cerebro utilizados en estos estudios revelaron cantidades detectables de PrP€ en los extractos de cerebros normales
(Figura 5, carril 1) y de PrP en las muestras infectadas (Figura 5, carril 3). Como se esperaba, PrP¢ fue sensible a la
digestion con proteinasa K (PK) (Figura 5, carril 2), mientras que el desplazamiento caracteristico de la migracién del
niicleo de PrP* resistente a proteasas (denominado PrP 27-30) fue evidente después de la digestién con PK (Figura 5,
carril 4). La incubacién de estos homogenados de cerebro con lechos magnéticos acoplados a BSA no precipité PrP
de manera detectable (Figura 5, carriles 5-8) mientras que la incubacién de las muestras con lechos acoplados con
6H4 (un anticuerpo monoclonal especifico de PrP) inmunoprecipité PrP¢ de cerebros normales (Figura 5, carril 9) y
PrP5¢ (Figura 5, carril 11) y PrP 27-30 (Figura 5, carril 12) de cerebros infectados. Cuando se acopl6 IgG pAbC2 a los
lechos y se incub6 con homogenados de cerebros normales no inmunoprecipité PrP de manera detectable (Figura 6,
carriles 9 y 10). Sorprendentemente, la incubacién de los lechos acoplados con IgG pAbC2 con muestras infectadas
inmunoprecipité PrP% (Figura 6, carril 11) y PrP 27-30 (Figura 6, carril 12). Una vez més, estos tejidos presentaban
cantidades detectables de PrP¢ y PrP% (Figura 6, carriles 1-4) y los lechos acoplados con BSA no inmunoprecipitaron
ninguna PrP (Figura 6, carriles 5-8).

Ademds, experimentos similares mostraron que IgG pAbC2 inmunoprecipita especificamente PrP5 bovina a partir
de cerebros infectados con BSE comparado con 6H4 (Figura 7). Mds atn, los anticuerpos pAbC2 pueden reconocer
PrP5% bovina en un sistema ELISA utilizando PC2 soluble (receptor de prién) como reactivo de captura pero no generan
ninguna sefial en estudios de ELISA en los que se adsorbe directamente en las placas PrP¢ bovina recombinante, a
pesar de ser detectable cuando se utiliza el anticuerpo monoclonal 6H4 (Figura 16). IgG anti-YYR no reconoce PrP¢
bovina recombinante desnaturalizada en transferencia western (datos no mostrados) de manera similar a los estudios
detallados mas adelante con anticuerpos monoclonales anti-Y YR de ratén.

También se obtuvo un antisuero policlonal de cabra frente a YYR unido a KLH. El suero se recogid y se aislé IgG
total mediante precipitacion con sulfato de amonio. También se purificé IgG reactiva con YYR de los mismos sueros
mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna con YYR conjugado. Estos antisueros se sometieron a
un conjunto similar de reacciones de cribado y de inmunoprecipitacién como se ha detallado mds arriba. Una de las
tres cabras inmunizadas desarrollé antisuero (p165) que fue especifico para PrP* (Figura 8) y se caracterizé adicio-
nalmente. Como en los experimentos previos, los lechos acoplados con 6H4 precipitaron sin discriminar tanto PrP¢
como PrP% de cerebros de raton infectados (Figura 8, carriles 10 y 11). En este experimento no se observd inmuno-
precipitacién de PrP 27-30 con 6H4 (Figura 8, carril 12) como se observa ocasionalmente por razones desconocidas.
Cuando se acopld IgG total de cabras inmunizadas a los lechos, precipité una pequefia cantidad de material o ninguna
de homogenados de cerebros de ratén normales e infectados (Figura 8, carriles 4, 5 y 6). Por el contrario, cuando se
acoplo IgG purificada por afinidad con YYR (p165) a los lechos magnéticos, sélo precipité PrP de cerebros de rat6n
infectados (Figura 8, carril 2). A diferencia del pAbC2 policlonal de conejos, el anti-YYR policlonal de cabras no
precipité PrP 27-30 (Figura 8, carril 3). Estos extractos contenfan PrP 27-30 detectable después de la digestién con
PK ya que en experimentos simultdneos para evaluar anticuerpos monoclonales (véase mds adelante) se utilizaron los
mismos homogenados y PrP 27-30 se detecté después de la digestion con PK (Figura 9, carriles 3, 6 y 9). Mds atin,
el andlisis de los homogenados de cerebro mediante transferencia western revel6 PrP5 y PrP 27-30 detectables en los
homogenados de cerebros de ratones infectados (datos no mostrados).

Ademds de la generacién de anticuerpos policlonales en cabras, también se generaron anticuerpos monoclonales
frente al mismo epitopo especifico de PrPS pero con un derivado del antigeno original en el que se unieron entre
si multiplos del péptido original YYR en una secuencia contigua. YYRRYYRYY (SEQ ID NO: 31) se sintetiz6 en
un intento de incrementar el nimero de epitopos YYR en la secuencia del péptido, y para incrementar la posibilidad
de apilamiento de tirosinas y/o la frecuencia de apilamiento pi. Mds atin, una de las secuencias YYR en la proteina
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prion estd precedida de una arginina en las cinco especies de interés (Figura 2). El péptido YYRRYYRYY se uni6 a
KLH y posteriormente se inmunizaron ratones con el antigeno. Se aislaron esplenocitos a partir de estos ratones y se
fusionaron con la linea de células B murina FO (ATCC CRL-1646) para generar clones de hibridoma especificos. Se
produjeron ascites a partir de clones que reaccionaron con Y YR conjugado con un vehiculo alternativo, 8map, en un
ELISA. Se purificaron IgG a partir de estos ascites utilizando una columna de Proteina A y se cribaron y validaron
utilizando métodos estdndar. Se identificaron cinco anticuerpos monoclonales que reconocian especificamente PrPs
en reacciones de inmunoprecipitacion utilizando homogenados de cerebros de ratones infectados (1A4, 6B1, 2B5, 2C
y 18B). La Figura 9 ilustra la precipitacién especifica de PrP5 para tres de estos anticuerpos monoclonales, 1A4, 2C y
6B1. Como se observé para p165, 1A4, 2C y 6B1 precipitaron especificamente PrPS (Figura 9, comparar los carriles
1, 3y 5 con los carriles 2, 4 y 6, respectivamente) comparado con un anticuerpo utilizado como control negativo,
19E (Figura 9, carriles 10 y 11) y el anticuerpo que no distingue 6H4 (Figura 9, carriles 14 y 15). Al contrario que
p165, estos tres anticuerpos especificos de PrP* precipitaron PrP 27-30 (Figura 9, carriles 3, 6 y 9). Las bandas débiles
presentes en las precipitaciones con 1A4, 2C y 6B1 utilizando los homogenados de cerebros de ratén normales (Figura
9, carriles 1, 3 y 5) y en las precipitaciones con 19E representan probablemente una combinacién de la precipitacién
de PrP€ de fondo no especifica y las cadenas ligera y pesada de IgG murina eluidas de los lechos magnéticos que se
detectaron posteriormente mediante el conjugado Ig-HRP anti-ratén de cabra (Figura 10).

La evaluacién continua de los anticuerpos monoclonales especificos de PrP5° revel6 que eran capaces de reconocer
diferentes cepas murinas de PrP% mediante un epitopo dependiente de la conformacién. Como se muestra en la Figura
11, se utilizé 1A4 en inmunoprecipitaciones de numerosos extractos preparados a partir de diferentes ratones infec-
tados con la cepa ME7 6 139A de scrapie murino. En estos experimentos, se vio que 1A4 precipita especificamente
PrPS¢ y PrP 27-30 independientemente de la cepa. Esto también se vio para los demds anticuerpos monoclonales espe-
cificos de PrP5 (datos no mostrados). Cuando los homogenados de cerebro (normales, infectados con ME7 y 139A)
se sometieron a electroforesis en un gel SDS-PAGE en condiciones no reductoras y se ensayaron para PrP con uno de
los anticuerpos monoclonales especificos de PrP% (1A4 6 6B1) resulté evidente que s6lo 6H4 fue capaz de detectar
PrP€ y PrP%° desnaturalizados (Figura 12, carriles 7, 8 y 9). En el caso de 1A4 y 6B1, los determinantes especificos de
PrP5 se habian perdido después de la desnaturalizacion de la muestra, lo que establece la sensibilidad conformacional
del epitopo.

Ademds, se determiné que los anticuerpos monoclonales reactivos con Y YR no reconocen ninguna proteina de la
superficie celular en la superficie de esplenocitos o células de cerebro disociadas inmediatamente ex vivo de ratones
normales y PrP-/- knockout. Se aislaron esplenocitos y células cerebrales viables de ratén mediante centrifugacién
de suspensiones de esplenocitos y células cerebrales en un gradiente de ficol. Como se muestra en la Figura 13, los
esplenocitos se tifieron con los anticuerpos conjugados con FITC listados (lineas sélidas) o con anticuerpos control
del mismo isotipo marcados con FITC (lineas punteadas). Las células no viables se excluyeron del andlisis mediante
yoduro de propidio. La ausencia de inmunorreactividad en la superficie de esplenocitos (Figura 13) o células de
cerebro (no mostrado) indica que el epitopo conformacional YYR es raro, como sugirieron las bisquedas estructurales
indicadas anteriormente. Mds atn, la ausencia de una sefial apreciable proporciona un fondo aceptable para estudios
de la inmunorreactividad de PrP en la superficie celular de esplenocitos y de otras células de ensayo. La deteccién
de PrP% en la superficie celular es dtil como un ensayo diagndstico para la infeccién de enfermedades causadas
por priones en seres humanos y animales. Finalmente, la ausencia de inmunorreactividad en la superficie celular
proporciona una verificacién independiente del hecho de que los anticuerpos anti-Y'YR no reconozcan PrP¢ ya que los
esplenocitos y las células del cerebro poseen PrPC en la superficie detectable mediante inmunohistoquimica con 6H4
(no mostrado).

También se examino la especificidad de especies del epitopo Y YR. En estudios utilizando homogenados de cerebro
de hamsters infectados con scrapie se vio que los anticuerpos monoclonales y policlonales especificos de PrP* descri-
tos anteriormente inmunoprecipitaban PrP% de hamster (Figura 14). Ademas, también se observaron especificidades
similares para PrP5 y PrP 27-30 que fueron evidentes en los estudios con tejidos murinos infectados. Por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal 1A4 inmunoprecipita especificamente PrP y PrP 27-30 (Figura 14, carriles 3 y 4) mientras
que el anticuerpo policlonal de cabra p165 inmunoprecipita especificamente s6lo PrP* de cerebros de hamster infec-
tados (Figura 14, carriles 7, 8, 9 y 10). Ademd4s de la de hdmster, puede precipitarse especificamente PrP> de tejidos
infectados de oveja, bovinos y seres humanos, si se desea, utilizando cualquiera de las técnicas descritas en la presente
memoria.

Materiales y Métodos

Estos anticuerpos especificos de PrP5¢ descritos anteriormente se obtuvieron y ensayaron utilizando los materiales
y métodos siguientes.

Dicroismo Circular

El dicroismo circular se realizé segtin los métodos descritos por Hornemann y Glockshuber (Proc. Natl. Acad. Sci.
95:6010, 1998). Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano se registraron en un Espectrometro de Dicroismo
Circular Aviv modelo 62DS (Lakewood, NJ) a 25°C utilizando celdas de cuarzo con una longitud de paso éptico de
0,1 cm. Los espectros se obtuvieron de 195 nm a 260 nm, con un paso de 1,0 nm, ancho de banda 1,0 nm y un tiempo
de rezzcogida1 de 4 segundos por paso. Los datos experimentales se expresaron como elipticidad media por resto (grad
fcm*dmol ™).
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Espectroscopia de Fluorescencia

Las espectroscopia de fluorescencia se realiz6 segtin los métodos descritos en Chin et al. (Biochemistry 31:1945-
51, 1992).

Preparacion de los péptidos YYR inmunizantes

Con el fin de desarrollar un anticuerpo frente a PrP%, se sintetiz6 un péptido con la secuencia de aminodcidos Ace-
til-Cys-Tyr-Tyr-Arg-NH2 (YYR) (SEQ ID NO: 32) conjugado con KLH y se inyectd intramuscularmente a conejos
utilizando técnicas muy conocidas.

En el extremo amino terminal del péptido, se afiadi6 un resto de cisteina para permitir la conjugacién del péptido
con la proteina transportadora. El grupo amino del péptido se bloque6 mediante acetilacion y el grupo carboxilico del
péptido se bloqueé mediante amidacion.

Sintesis Peptidica

Los péptidos se sintetizaron utilizando métodos de sintesis de péptidos en fase sélida manuales o automatizados
(sintetizador de péptidos MPS396, Advanced ChemTech). El acoplamiento de los restos de aminodcidos se consigui6
utilizando quimica Fmoc de sintesis de péptidos (Fields, et al., 1990, IJPPR 35, 161). Las sintesis se realizaron en
resinas Wang o Rink amida con proteccion total de la cadena lateral de los aminoacidos. Debido a que los grupos alfa-
NH, de los aminoécidos estaban protegidos con el grupo Fmoc, se eligieron los grupos protectores siguientes para los
grupos laterales de los aminodcidos trifuncionales:

Cisteina: 5-trifenilmetilo (Trt)
Arginina: 2,2,4,6.7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo (Pbf)
Tirosina: éter tercbutilico (tBu)

Se utilizaron BOP, PyBOP o TBTU como agentes activadores dependiendo de la quimica y de la dificultad de la
reaccioén de acoplamiento. Todos los productos quimicos se obtuvieron de Advanced ChemTech, Bachem y Calbio-
chem/NovaBiochem. La formacién de cada enlace peptidico entre los restos de la secuencia se aseguré utilizando un
exceso de 3 a 6 veces de los reactivos de acoplamiento y mediante el denominado acoplamiento doble; lo que significa
que la reaccién de acoplamiento se repiti6 para cada aminoacido afladido a la cadena peptidica en crecimiento.

Escision de los fluo-péptidos de la resina

Después de la sintesis, los péptidos se liberaron de la resina utilizando el Reactivo K como una mezcla de esci-
sién: agua (2,5%), TIS (2,5%), EDT (2,5%), TFA (92,5%). Los péptidos se precipitaron con éter dietilico frio. Los
precipitados se centrifugaron, se lavaron tres veces con éter dietilico y se disolvieron en una mezcla de AcCN/agua
al 20%-50% vy se liofilizaron. El andlisis de los productos crudos se realizé utilizando RP-HPLC analitica y MS con
electropulverizacion.

Purificacion por HPLC

El péptido crudo se purificé mediante RP-HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién con fase reversa) en una
columna Vydac C18, 2,5 x 25 cm, utilizando un gradiente lineal de 10-50% de acetonitrilo en agua, con 0,06% de
TFA (gradiente de 1%/min, caudal de 10 ml/min), con seguimiento con UV a 215 nm y 254 nm. El HPLC analitico
se utilizé para estimar la pureza de las fracciones. El producto final se obtuvo como un péptido liofilizado con una
pureza de al menos 95% estimada mediante HPLC analitico (Vydac C18, 0,46 x 25 cm, gradiente lineal de 10-60%
de acetonitrilo en agua, 0,1% de TFA, 1%/min, caudal de 1 ml/min, deteccién por absorciéon UV a 215 nm y 254 nm).
El péptido puro se identificé mediante andlisis de masa molecular utilizando un espectrémetro de masa SCIEX API
IIT segtin procedimientos estdndar.

Datos Analiticos

El tiempo de retencién del péptido en RP-HPLC fue 21,215 minutos. Se calculé que el peso molecular teérico del
péptido era 644,74; se vio que el peso molecular real, mediante andlisis de masa molecular, era 646,5 (MW+H").

Acoplamiento del péptido a un vehiculo
Los péptidos se acoplaron a un vehiculo, en este caso hemocianina de lapa (KLH). Otros vehiculos ttiles para
dicho acoplamiento incluyen, sin limitacién, albimina u ovoalbimina, 8map o lisozima. El acoplamiento se realizé

mediante una unién tioéter al grupo mercapto de la cisteina. Este tipo de unién tiene la ventaja de que el péptido se
acopla de una manera definida a un vehiculo proteico.
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El acoplamiento a KLH se realizé como sigue. Se disolvieron 10 mg del péptido en 2 ml de disolucién tamponada
con fosfato (PBS 1x). Se afiadié 1 ml de KLH (productos Pierce #77100) a la disolucién del péptido y se agit6 (1 mol
de péptido/50 aminodcidos). La concentracién de KLH fue 10 mg/ml. Se afiadieron 20 ul de gutaraldehido (disolucién
acuosa al 25%) a la disolucién del péptido/vehiculo con agitacién constante, se incubé durante 1 hora después de la
cual se afiadié una disolucién de parada de glicina. El conjugado péptido/vehiculo se separé del péptido mediante
dialisis frente a PBS.

Se sintetizaron péptidos YYR adicionales (por ejemplo, CYYRRYYRYY (SEQ ID NO: 33) y CKYEDRYYRE
(SEQ ID NO: 34)) segtin métodos estandar, por ejemplo, los descritos en la presente memoria. Pueden prepararse
otros péptidos sintéticos haciendo las modificaciones apropiadas a los métodos sintéticos descritos anteriormente.
Dichos péptidos también se caracterizan utilizando cualquiera de los métodos estdndar conocidos en la técnica (por
ejemplo, los descritos en la presente memoria).

Inmunizacion de conejos

Se prepararon anticuerpos policlonales segiin métodos estdndar y se increment6 una respuesta inmune con inyec-
ciones de refuerzo repetidas a intervalos de 3 a 8 semanas. El éxito de la inmunizacién se verific6 determinando la
concentracion de anticuerpos en una transferencia western o ELISA o ambos. Mads especificamente, para generar anti-
cuerpos policlonales frente a PrP5¢, se inyect6 a conejos el tripéptido YYR conjugado con KLH segtin un régimen de
inmunizacién de 164 dias, después del cual se sangraron los animales que habian producido anticuerpos especificos.

Con el fin de muestrear el suero antes de la inmunizacién, se tomaron 10 ml de sangre por conejo como un control
preinmune. Las inmunizaciones primarias se realizaron con adyuvante completo de Freund y los refuerzos posteriores
con adyuvante incompleto de Freund (IFA) (1 ml por conejo, 0,5 ml por mudsculo del muslo). Cada inyeccion consistié
en aproximadamente 200 ug del péptido purificado. En los dias 21, 42 y 70, se administré una inyeccién de refuerzo
con IFA. En los dias 31, 42 y 80, se recogieron 10 ml de sangre de la arteria central de la oreja para determinar la
titulacién (6 ml/kg/conejo). En el dia 80, se comprobd la titulacién de los sueros y se administraron 3 inyecciones mas
(IFA) a intervalos de 4 semanas seguido de toma de sangre 10 dias después. 10 dias después del dltimo refuerzo, se
exsanguinaron los conejos anestesiados mediante una puncién cardiaca y se recogieron los antisueros.

Inmunizacion de cabras

Los anticuerpos policlonales de cabra se generaron segin métodos estdndar. Tres cabras se inmunizaron como
sigue. En el dia 1, todas las cabras recibieron una inmunizacién primaria de 1 mg de conjugados YYR-KLH en
adyuvante completo de Freund. Los refuerzos se realizaron mediante inyeccion de 1 mg de YYR-KLH en adyuvante
incompleto de Freund en dos de las tres cabras, mientras que la tercera cabra recibié 1 mg de conjugados YYR-
8map en adyuvante incompleto de Freund. Las muestras de suero de cada uno de los tres sangrados se ensayaron para
reactividad mediante ELISA frente a conjugados YYR-BSA. A partir del tercer conjunto de sangrados, se purificd
IgG total mediante precipitacion con sulfato de amonio y se purificé IgG reactiva para YYR utilizando una columna
de afinidad con YYR. Las fracciones de IgG se ensayaron para reactividad frente a PrPS como se ha descrito en
la presente memoria. El esquema exacto de la inmunizacién fue como sigue: Dia 1, inmunizacién primaria; Dia 21,
primera inmunizacién de refuerzo; Dia 30, primer sangrado; Dia 46, segunda inmunizacién de refuerzo; Dia 53,
segunda inmunizacién de refuerzo; Dia 60, segundo sangrado; Dia 76, tercera inmunizacién de refuerzo; Dia 83,
tercera inmunizacién de refuerzo; y Dia 90, tercer sangrado.

Alternativamente, pueden prepararse anticuerpos monoclonales utilizando los péptidos sintéticos descritos en la
presente memoria y la tecnologia estdndar de hibridoma (véanse, por ejemplo, Kohler et al., Nature 256:1975; Kohler
et al., Eur. J. Immunol. 6:511, 1976; Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:292, 1976; Hammerling et al., In Monoclonal
Antibodies and T Cell Hybridomas, Elsevier, NY, 1981; Ausubel et al., 1999, Current Protocols in Molecular Biology,
Wiley Interscience, Nueva York). Una vez producidos, los anticuerpos monoclonales también se ensayan para el
reconocimiento especifico de PrP mediante inmunoprecipitacién y andlisis por transferencia western (por ejemplo,
utilizando los métodos descritos en Ausubel et al., supra).

Inmunizacion de ratones

La generacién de anticuerpos monoclonales se realizé como sigue. Se inmunizaron ratones con sobrenadante de
baculovirus que contiene la proteina de fusién de ratén PrP-AP en adyuvante completo de Freund, y se reforzaron 2 se-
manas después con el mismo antigeno en adyuvante incompleto de Freund. Dos semanas después de esta inmunizacién
los ratones se reforzaron con una mezcla de sobrenadante PrP-AP més 100 ug de conjugado KLH-CYYRRYYRYY y
100 pg de conjugado KLH-CKYEDRYYRE. Los esplenocitos de estos ratones se fusionaron con la linea de células
B murina FO (ATCC CRL-1646) para generar clones de hibridoma especificos. Los sobrenadantes de los hibrido-
mas se cribaron mediante ELISA. No se observaron sobrenadantes reactivos frente a PrP-AP o frente a la secuencia
CKYEDRYYRE, aunque sf habia clones reactivos frente a los conjugados Y YR-8map.

Purificacion de anticuerpo

Se purific6 IgG total de conejo a partir del suero utilizando la columna de proteina A HiTrap de Pharmacia segtin
las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se equilibré una columna HiTrap con 3 volimenes de la columna de
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tampo6n de partida (tamp6n de fosfato de sodio 0,2 M, pH 7,0). Se aplic6 el suero en la columna utilizando una jeringa
a través de un adaptador luer. La columna se lavé posteriormente con 5 ml de tampén de partida. La proteina unida
se eluyd con glicina 0,1 M, pH 3,0, y se recogi6 en tubos eppendorf que contienen Tris 1 M pH 8,0 (50 1/500 pl de
muestra). Las fracciones se analizaron en SDS-PAGE.

Los anticuerpos policlonales de cabra se purificaron a partir de muestras de suero como se ha descrito anterior-
mente.

Los anticuerpos monoclonales de ratén se produjeron como ascites, y se purificaron utilizando un kit de columna
de proteina A (Pierce) segtn las instrucciones del fabricante. Brevemente, una muestra de ascites se diluyé con tampén
de unién en una proporcion final 1:1. Después de anadi6 la muestra en la parte superior de la columna que se habia
equilibrado previamente con tampdén de unidn, y se dejé que fluyera a través de la matriz. El material que pasé a
través de la columna se recogio y la columna se lavo con 5 voliimenes de tampdn de unién. Se afiadié a la columna un
tamp6n de elucidn suave para liberar el anticuerpo IgG unido de la matriz. Se recogieron otros isotipos de anticuerpo
cambiando al tampén de elucién de IgG. Todos los anticuerpos se recogieron en fracciones de 1 ml, que se analizaron
mediante BCA para determinar el contenido total de proteinas y mediante electroforesis SDS-PAGE para establecer
el grado de pureza del anticuerpo. La fraccién que contenia la mayor cantidad de IgG se desal6 pasdndola a través de
una columna D-sal (Pierce). La fraccién del anticuerpo se asignd y se almacend a -80°C en PBS.

Los anticuerpos producidos utilizando los procedimientos mencionados anteriormente se ensayaron posteriormente
para detectar una unién de alta afinidad como sigue.

Preparacion de homogenados de cerebro bovino

Se utilizaron dos métodos para la preparacién de homogenados de cerebro bovino. En un método (A) las muestras
de cerebro se homogeneizaron en tampén de homogeneizaciéon de tejido (sacarosa 10%, HEPES 20 mM pH 7.5,
Sarcosyl 2% y EDTA 5 mM) utilizando un Polytron (OMNI GLH). Los homogenados se utilizaron a una concentracién
final de 1% (p/v).

En un segundo método (B) el homogenado de cerebro se preparé como una disolucién al 10% (p/v). El cerebro
bovino se rompié en un homogeneizador Dounce (con un émbolo de Teflén) en 2 voliimenes de tampén de lisis frio
(NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, Nonidet P-40 0,5%, desoxicolato de sodio 0,5% en tris-HC] pH 7,4). La muestra se
incubd en hielo durante 20 minutos antes de aplicar 15 golpes adicionales en el homogeneizador. Se eliminaron los
restos celulares mediante centrifugacion a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El contenido proteico del sobrenadante
se cuantific posteriormente.

Preparacion de homogenados de hdamster y raton

Se afiadié tejido cerebral de hamster o ratén a una cantidad suficiente de tampén de homogeneizacién (0,5%
PBS NP40, desoxicolato 0,5%) para conseguir un homogenado al 10% (peso/volumen). El tejido se homogeneiz6
haciéndolo pasar repetidamente a través de una aguja de 18 gauge y una aguja de 22 gauge. Se eliminaron los restos
celulares mediante dos centrifugaciones secuenciales a 500 g durante 20 minutos. La proteina total en el sobrenadante
se cuantificé con el kit BCA (Pierce) y la concentracién se ajusté utilizando tampén de homogeneizacién hasta una
concentracion final de 5 mg/ml. Se prepararon alicuotas que contenian cada una 200 u y se almacenaron a -80°C.

Conjugacion con lechos magnéticos

Se conjugaron sesenta a 150 ug de anticuerpo purificado o BSA con aproximadamente 6 x 10® lechos magnéticos
activados con tosilo (Dynal) utilizando un protocolo proporcionado por el fabricante. Brevemente, 1 ml de suspension
de lecho homogéneo no conjugado por anticuerpo se lavé dos veces y se resuspendié en PBS pH 7,4 que contenia
los anticuerpos 0 BSA. La mezcla se incub6 a 37°C durante 20-24 horas en un rotor. La mezcla se lavé entonces dos
veces durante 5 minutos con rotacién en PBS 0,1% BSA y se incub6 en tampdn de bloqueo (Tris 0,2 M pH 8,5, BSA
0,1%) durante 4 horas a 37°C con rotacién. Después de otro lavado de 5 minutos con PBS 0,1% BSA, los conjugados
anticuerpo-lechos se lavaron en PBS 0,1% BSA 1% Tween-20 durante 10 minutos, se lavaron de nuevo con PBS 0,1%
BSA y se almacenaron a 4°C.

Digestion con proteinasa K

El homogenado de cerebro bovino se incub6 con una disolucién de proteinasa K (100 pg/ml) a 50°C durante 30
minutos. La digestion se pard con el inhibidor de la proteasa, PMSF (2 mM).

Los homogenados de cerebro de ratén y hamster se digirieron con una concentracién final de 45 ug/ml de Protei-

nasa K durante 30 minutos a 37°C. La reaccion se paré mediante la adicién de una concentracion final de 19 mM de
PMSF.
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Inmunoprecipitacion

Diez ul de extracto de cerebro se afiadieron a 950 ul de tampén de inmunoprecipitaciéon (PBS 3% NP-40, 3%
Tween-20) y se incubaron a 37°C durante 30 6 60 minutos. Para los experimentos en los que se evalda la reactividad
de PrP 27-30 con los conjugados de lechos, la incubacién estuvo precedida de la adicién de 50 ul de 1 mg/ml de
proteinasa K. Las muestras que no se trataron con proteinasa K se incubaron a 37°C durante el periodo de tiempo
apropiado. Después de la incubacion, se afiadieron 60 ul de una disolucién de PMSF 10 mM a ambos conjuntos de
tubos. Después, se afiadieron a la mezcla cien ul de conjugados de lechos resuspendidos y se incubaron con rotacién a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los lechos se lavaron 3 veces con tampén de lavado (PBS 2% NP-40 2% Tween-
20) y se resuspendieron con vértex después de cada lavado. Después del tltimo lavado, los lechos se resuspendieron
en 20 ul de tampén de carga 2X (Tris 100 mM pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,015%, glicerol 20%) y se
calentaron a 95°C durante 3 minutos.

Transferencia Western

El contenido en PrP% de los homogenados de cerebro se determiné mediante transferencia western segtin métodos
estdndar. Las muestras de proteina se mezclaron con tampdn de muestra 2x en una proporcién 1:1 y se hirvieron du-
rante 5 minutos a 100°C. El andlisis por SDS-PGE se realiz6 segtin métodos estandar. Las muestras se aplicaron en un
gel de acrilamida al 15% preparado comercialmente (pre-cast, Biorad) junto a marcadores de peso molecular tefiidos
con anterioridad (Biorad). Los geles se corrieron a 100V hasta que el frente del azul de bromofenol alcanz6 la parte
inferior del gel. La proteina separada se transfiri6 a membranas de PVDF a 100V durante 1 hora. La membrana se
bloqued durante 30 minutos en tampdn de bloqueo después de lo cual se lavo tres veces con TBST. Las membranas se
incubaron con un anticuerpo especifico de PrP desnaturalizada durante 2 horas a temperatura ambiente. Las membra-
nas se lavaron como se ha descrito anteriormente antes de incubarlas con un anticuerpo secundario IgG anti-ratén de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina (1:5.000 en TBST) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después del lavado,
las sefiales se revelaron con el sustrato quimioluminiscente CDP-star y se expusieron a peliculas de rayos X.

Citometria de flujo

La supensiones de esplenocitos se prepararon a partir de ratones Balb/c pasando los tejidos a través de una tela
metélica. Las células se lavaron una vez con PBS de Dulbecco frio sin Ca** ni Mg?* y las células viables se aislaron
poniendo una capa de Lympholyte (Cedarlane) por debajo de la suspension celular y centrifugando a 1.300g durante
20 minutos. Las células se lavaron una vez con PBS de Dulbecco frio sin Ca** ni Mg?* suero fetal bovino al 2,5% y
se alicuotaron 0,5 x 10° células por pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células se centrifugaron
y se resuspendieron en 50 ul de conjugados anticuerpo-FITC a una concentracién final 1/10 en PBS de Dulbecco frio
sin Ca*" ni Mg?* suero fetal bovino al 2,5% durante 15 minutos en hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS
de Dulbecco frio sin Ca** ni Mg** suero fetal bovino al 2,5% y se resuspendieron en el mismo medio con 1 ug/ml de
yoduro de propidio. Las células se analizaron en un citémetro de flujo Coulter Epics y se seleccionaron por tamafio y
granulacién (dispersion frontal y lateral) y viabilidad (exclusion de la fluorescencia del yoduro de propidio).

Conjugacion FITC-anticuerpo

Los mAb marcados con fluoresceina se prepararon utilizando el kit Fluorotag (Sigma) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, 0,5 mg de cada anticuerpo se llevaron a pH 9 con tampén de bicarbonato concentrado y
se afiadi6 disolucién madre de FITC para producir una proporcién FITC:anticuerpo de 20:1. Los viales se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente. El anticuerpo marcado se separé del FITC libre pasando la mezcla a través de
una columna Sefadex G-25M. Los anticuerpos conjugados se ensayaron para comprobar el éxito de la fluoresceinacién
determinando sus emisiones de FITC a 535 nm utilizando un LJL Biosystems Analyst y los anticuerpos se ensayaron
para determinar la retencién de su actividad de unién con un ELISA frente a conjugados Y YR-8map.

Determinacion del contenido de PrP en los homogenados de cerebro

La presencia de PrP¢ y de PrP% en extractos preparados a partir de muestras de cerebro se confirmé por transfe-
rencia Western utilizando mAb6H4 (Figura 3). El patrén de bandas disperso de PrPC (33-35 kDa) se observé tanto en
los extractos preparados a partir de muestras de cerebro normal como en las infectadas con BSE. Después de tratar
los extractos con proteinasa K, PrP¢ se digirié completamente, mientras que PrP5 aparecié como una banda de 27-30
kDa.

Todos los cerebros se caracterizaron para la presencia de PrP5 que represent6 el 15-20% del contenido total de
PrP en los extractos agrupados (Figura 15).

Expresion de protocadherina-2 soluble (PC2s)

PC2, una proteina ligante de PrP, se utiliz6 como un reactivo de captura para PrP¢ y PrP%° para demostrar la especi-
ficidad de pAbC2 por PrP%. Un plasmido (HU-PC43 3’trunc/PClnel) que contiene la secuencia de la protocadherina-
2 humana que codifica los seis dominios de la cadherina, pero truncado en el comienzo del dominio transmembrana,
se transfecté en células COS. El medio de cultivo que contenia la forma soluble de protocadherina-2 se recogié y
se determind la presencia de PC2s mediante transferencia western utilizando un anticuerpo monoclonal anti-PC2. El
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documento WO 97/45746 titulado “Prion Protein Binding Proteins and Uses Thereof”, describe la utilizacién de PC2
como un receptor para la proteina pridn y se incorpora en la presente memoria por referencia.

Ensayo de pAbC2 en un ELISA

Con el fin determinar si pAbC2 era \til en el reconocimiento especifico de PrP5 de extractos de cerebro bovino
comparado con PrP€ utilizando PrP recombinante (rbPrP) se utilizé un método ELISA. Para ensayar la especificidad
de pAbC2 por PrP* se utilizaron bien mezclas de extractos de cerebro que contenian PrP5¢ o rbPrP.

Los pocillos de una placa ELISA Immunolon (Dynex) se recubrieron toda la noche a 4°C con el sobrenadante del
cultivo que contenfa PC2 en un tamp6n TBS que contenia Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM. Para
los experimentos con extractos de cerebro BSE, los pocillos control se recubrieron con un sobrenadante que contenia
Mek-4; para los experimentos con rbPrP se utilizé leche como un control para determinar la unién no especifica
del anticuerpo al pocillo. El recubrimiento de las placas ELISA con PC2 soluble se confirmé con un anticuerpo
monoclonal anti-PC2. Los pocillos se lavaron cuatro veces utilizando un lavador de microplacas SLT “Columbus”
(Tecan) con TBS que contenia Tween 20 0,05% y se bloquearon rellenando los pocillos con I-Block 0,2% (Tropix) en
TBST e incubando la placa a 37°C durante 1 hora. Las placas se lavaron y el homogenado de cerebro bovino (diluido
al 1% p/v en TBS) o rbPrP se afadi6 a los pocillos correspondientes y se incubaron a RT durante 1 hora. Los pocillos
se lavaron cuatro veces con TBST. Se afiadié6 pAbC2 a los pocillos apropiados y se incub6 a RT durante 1 hora,
seguido de una incubacion adicional de 45 minutos con 100 ul de un conjugado de IgG anti-conejo o ratén/peroxidasa
de rabano (1:5.000) en TBST que contenia 1% de leche desnatada. Los pocillos se lavaron cuatro veces con TBST.
Las sefiales se revelaron con TMB/H,0, como sustrato para la peroxidasa. Las reacciones se pararon después de 15
minutos mediante la adicién de 100 ul de acido fosférico 2M. Las sefiales se determinaron a 450 nm con referencia
a 620 nm utilizando un lector de microplacas SLT. Las sefiales positivas especificas se determinaron comparando la
unién de PrP a PC2 con la unién de PrP al control negativo, Mek-4 o leche. Los controles preinmunes no mostraron
union.

En todos los casos de extractos de cerebro bovino infectados con BSE, los valores absolutos registrados para estos
puntos fueron mayores que los registros de los extractos del cerebro normal, independientemente de la presencia de
PC2s en las placas. Es concebible que la agregacién en las muestras BSE resultara en una adherencia no especifica a
los pocillos de las placas ELISA por lo que se registraron sefiales mayores. Sin embargo, los valores de las muestras
BSE no fueron mayores que los obtenidos en las mismas muestras ensayadas con el control Mek-4.

El pAbC2 reaccioné mds fuertemente con material unido a PC2 que con material unido a Mek-4, habitualmente
1,5-2 veces mayor que la unién al control Mek-4, lo que sugiere una unién especifica a PrP* (Figura 16). El anticuerpo
pAbC2 como un reactivo de deteccion secundario se unié sélo a las muestras positivas para PrP en la mayoria de
los casos, lo que sugiere que esta combinacion de reactivos puede permitir la deteccién de PrP en ausencia de un
pretratamiento con proteasa.

Ensayo de deteccion de PrP utilizando inmunoprecipitacion

Una vez establecido que pAbC2 reconocia PrP% en los ensayos ELISA, se realizé posteriormente una inmuno-
precipitacion para verificar si pAbC2 podia inmunoprecipitar PrP a partir de extractos de cerebro bovino. En los
experimentos se utilizaron mezclas de varios extractos de cerebro normales o infectados con BSE, a no ser que se
indique otra cosa. Todas las muestras de cerebro se habian caracterizado previamente respecto a la presencia de PrP%.
Brevemente, se incubaron 20 ul de un homogenado de cerebro al 10% durante 2 horas a RT con varios anticuerpos
que se sabe que se unen a PrP, tales como mAb6H4 asi como pAbC2 en TBS que contenia GuHCl1 0,5 M. Después de
la incubacién con 25 ul de lechos magnéticos acoplados con proteina A o proteina G (lechos Dyna) durante 1 hora a
temperatura ambiente, se precipitaron los lechos de agarosa utilizando un imédn. Los sedimentos se lavaron tres veces
y se hirvieron en tamp6n de muestra con SDS para andlisis en transferencias western. PrP se detect con un anticuerpo
policlonal o monoclonal anti PrP.

Utilizando pAbC?2, no se detect6 PrP en las reacciones que contenian extractos de cerebro normal, sin embargo, se
detectaron bandas que migraban en una posicién similar a PrP en las reacciones que contenian extractos de muestras
infectadas con BSE (Figura 7). Estos resultados apoyan mas los estudios de ELISA que muestran que pAbC2 es
especifico para PrP% y no para PrP€. Los lechos no acoplados se utilizaron como un control negativo, y no mostraron
precipitacion de PrP5¢. Se utiliz6 mAb 6H4 como control positivo en las reacciones de inmunoprecipitacién. Como se
esperaba, PrP¢ precipité de manera eficaz a partir de cerebro normal utilizando mAb 6H4.

Utilizacion
Los péptidos PrP y los anticuerpos especificos de PrP% descritos en la presente memoria pueden utilizarse, por
ejemplo, para los fines de diagndstico, terapéuticos, de vacunacién y de descontaminacién siguientes, asi como para el

cribado de compuestos nuevos que pueden utilizarse para diagnosticar o combatir enfermedades causadas por priones
0 para descontaminar muestras con priones.
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Kits de ensayo para el diagndstico de enfermedades causadas por priones

Los anticuerpos anti-PrP especificos de epitopo encuentran generalmente una utilizacién de diagnéstico en la
deteccidn o seguimiento de enfermedades causadas por priones. Por ejemplo, los anticuerpos anti-PrP pueden utilizarse
para evaluar la presencia o ausencia de PrP% en una muestra biolégica (por ejemplo, una biopsia de tejido, una
célula o fluido) utilizando ensayos de deteccidn estdndar. Los ensayos inmunolégicos pueden implicar la deteccién
directa de PrP% y son particularmente adecuados para el cribado de un gran nimero de muestras para detectar la
presencia de PrP%. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales o monoclonales producidos frente a un epitopo continuo
YYX tal como YYR (como se ha descrito anteriormente) pueden utilizarse en cualquier formato de inmunoensayo
estandar (por ejemplo, ELISA, transferencia Western, inmunoprecipitacién, citometria de flujo o ensayo RIA) para
determinar la formacién de complejos. Ademas, si se desea, debido a la especificidad de los anticuerpos descritos en la
presente memoria para PrP5, puede omitirse el pretratamiento de una muestra de ensayo con proteasa antes del andlisis
inmunolégico. En estos ensayos de deteccion puede utilizarse cualquier marcador apropiado que pueda visualizarse
directa o indirectamente incluyendo, sin limitacién, cualquier marcador radiactivo, fluorescente, cromogénico (por
ejemplo, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rdbano) o quimioluminiscente o un hapteno (por ejemplo, digoxigenina o
biotina) que puede visualizarse utilizando un anticuerpo especifico del hapteno marcado u otra pareja de unién (por
ejemplo, avidina). Los inmunoensayos ejemplares se describen, por ejemplo, en Ausubel et al., supra, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Approach, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1988) y Moynagh y Schimmel,
Nature 400:105, 1999. Por ejemplo, mediante la utilizacién de los anticuerpos descritos en la presente memoria, se
puede detectar facilmente PrP en la superficie celular (por ejemplo, un leucocito) utilizando métodos estdndar de
citometria de flujo tales como los descritos en la presente memoria. Se considera que las muestras en las que se han
observado niveles incrementados de complejo marcado comparados con los de las muestras control apropiadas indican
la presencia de PrP% y son por lo tanto indicativas de una enfermedad relacionada con priones.

Ademads, utilizando los anticuerpos de la invencion pueden identificarse compuestos nuevos ttiles para diagnosti-
car enfermedades causadas por priones. Por ejemplo, se criban bibliotecas de quimica combinatoria o bibliotecas de
moléculas pequefias para identificar compuestos que tienen la capacidad de inhibir la interaccién de unién de uno o
mds anticuerpos anti-YYX a un epitopo YYX segiin métodos estdndar (por ejemplo, didlisis en equilibrio, andlisis
Biacore o inhibicién competitiva). Dichas bibliotecas pueden obtenerse a partir de productos naturales, extractos sin-
téticos (o semi-sintéticos) o bibliotecas quimicas segtin métodos conocidos en la técnica. Los expertos en la técnica
del descubrimiento y desarrollo de firmacos entenderdn que la fuente precisa de los compuestos no es critica para
el o los procedimientos de cribado de la invencion. Los ejemplos de fuentes de compuestos naturales incluyen, pero
no estan limitadas a, fuentes de plantas, fungicas, procariotas o animales, asi como modificacién de compuestos exis-
tentes. También estdn disponibles numerosos métodos para generar la sintesis al azar o dirigida (por ejemplo, semi-
sintésis o sintesis total) de cualquier nimero de compuestos quimicos incluyendo, pero sin limitarse a, compuestos
basados en sacdridos, lipidos, péptidos y 4cidos nucleicos. Las bibliotecas de compuestos sintéticos pueden obtenerse
comercialmente o pueden producirse seglin métodos conocidos en la técnica. Es mds, si se desea, cualquier biblioteca
o compuesto puede modificarse facilmente utilizando métodos quimicos, fisicos o bioquimicos estandar.

Los compuestos que inhiben la unién de un anticuerpo anti-YYX a un epitopo YYX a la concentracién mas baja
se refieren como “competidores de alta afinidad” y son ttiles en los métodos de diagnéstico de la invencién. Dichos
competidores de alta afinidad que mimetizan la actividad del anticuerpo anti-YYX (por ejemplo, la regién determi-
nante de la complementariedad (“CDR”) de un anticuerpo anti-Y YX) se ensayan para estudiar el reconocimiento y la
unién eficaz de PrP*. Una vez identificados, los competidores de alta afinidad pueden acoplarse a sustratos s6lidos
(por ejemplo, pocillos ELISA o lechos) para utilizarse en la fase de captura de pricticamente cualquier ensayo de
diagndstico para una infeccion de priones.

Conversidn de anticuerpo monoclonal anti-PrP% en IgM

Los métodos de diagnéstico también pueden realizarse utilizando anticuerpos IgM que tienen una avidez incre-
mentada por PrP%. Con el fin de incrementar la avidez del anticuerpo por PrP5, puede construirse un gen de la region
Fab de IgG de unién especifica en un fragmento de IgM pentavalente como sigue.

Las moléculas de inmunoglobulina (Ig) estdin compuestas por diferentes dominios estructurales y funcionales. Cada
inmunoglobulina tiene 2 cadenas pesadas (50-80 kD cada una) y 2 cadenas ligeras (25 kD cada una). Las cadenas
pesadas son un producto de la reorganizacién de uno de cuatro tipos de genes de inmunoglobulina, Vy, Dy, Jy y Cy.
Los tres primeros genes, conocidos en conjunto como la regién variable, se combinan para crear el sitio de unién de la
cadena pesada. El cuarto gen, Cy, también conocido como la regién constante, no estd implicado en la generacién del
sitio de unién pero contribuye al reconocimiento de la cadena pesada por otros componentes del sistema inmune. De
manera similar, la cadena ligera procede de la reorganizacién de una copia de 3 tipos de genes de inmunoglobulina, Vi,
JL y C.. Aligual que en el caso de la cadena pesada, el sitio de unién de la cadena ligera se genera por la combinacién
de los genes V| y J;, mientras que el gen C. no estd implicado. El sitio de unién de cualquier anticuerpo determinado
se produce por lo tanto por la interaccién de dos regiones variables: el polipéptido Vy-Dy-Jy vy el polipéptido Vi -J;.
La mayoria de los anticuerpos tienen dos sitios de unién como estos.

Durante una respuesta inmune el primer tipo de inmunoglobulina producido se denomina IgM. Generalmente
las IgM contienen sitios de unién con afinidades relativamente bajas, pero esta caracteristica se compensa por la
expresion de cinco sitios de unién por cada molécula de anticuerpo. Al progresar la respuesta inmune, se generan otros
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anticuerpos tales como IgG que contienen afinidades mucho mayores que las IgM generadas previamente aunque sélo
tienen dos sitios de unién por molécula.

Como se ha indicado anteriormente, el tripéptido YYR o restos relacionados aparecen tres veces en la secuencia
de PrP. En PrP de bovinos, roedores y seres humanos el resto aparece dos veces como YYR y una vez como YYX.
Es posible, por lo tanto, que cuantos mds de estos restos individuales detecte un reactivo particular més sensible sea
este reactivo. Los sitios de unién con mayor afinidad estdn contenidos en las moléculas de IgG. Sin embargo, como
s6lo tienen dos sitios de unidn, estos anticuerpos pueden no ser los reactivos éptimos para la deteccién de PrP. Las
moléculas de IgM contienen suficientes sitios de unién pero tienen una afinidad menor por lo que no son los reactivos
Optimos para la deteccion de PrPS. La construccién modular de una molécula de Ig proporciona, por lo tanto, una
solucién a este problema y una manera de construir una Ig éptima para la deteccién de PrP°.

El antigeno YYR-KLH que se utiliz6 para generar el anticuerpo policlonal anti-PrP% se utiliza para inmunizar rato-
nes. Los ratones se inmunizan utilizando protocolos establecidos en la técnica que se sabe que resultan en anticuerpos
IgG de alta afinidad. Se generan hibridomas de células B mediante procedimientos estdndar y los sobrenadantes de
cultivo tisular generados a partir de estas células que contienen sus anticuerpos monoclonales secretados se ensayan
para detectar inmunorreactividad frente al resto YYR del antigeno mediante ELISA. Los genes reorganizados de la
inmunoglobulina que producen el anticuerpo se clonan utilizando un protocolo de PCR anclada como se describe en
Heinrichs et al. (J. Immunol. Methods, 178:241-51, 1995). S6lo se necesita clonar las regiones variables de las ca-
denas pesada y ligera. Estas se insertan utilizando procedimientos estdndar en vectores plasmidicos de expresion que
contienen una region constante apropiada, en este caso, la version secretada de una region constante de IgM, aunque
podria ser cualquier otro isotipo de Ig. Esta regién puede obtenerse a partir de un origen de ratén o humano, éste tltimo
para humanizar el anticuerpo de manera que resulte en efectos secundarios minimos después de su administracién a
seres humanos (para revisiones véanse Winter y Harris, Immunol Today, 14(6):243-6, 1993; Vaughan et al., Nature
Biotech, 16(6):535-9, 1998). Los vectores, que ahora contienen regiones variables procedentes de moléculas de IgG
acopladas a regiones constantes procedentes, por ejemplo, de moléculas de IgM, se utilizan para dirigir la generacién
de anticuerpos anti-PrP5¢ recombinantes en sistemas de expresion bacterianos o eucariotas. Para un ejemplo de dicha
estrategia véase Poul et al., Immunotechnology, 1:189-96, 1995.

Alternativamente, la combinacién de la region variable que rinde la mejor reactividad frente al resto YYR del
antigeno YYR-KLH se seleccionara a partir de una biblioteca de expresién en fago como se describe en la bibliografia
(Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991; Vaughan et al., Nature Biotech, 14:309-14, 1996) antes del aislamiento
y subclonacién en un anticuerpo de longitud completa descrito anteriormente.

Conversion de anticuerpo monoclonal anti-PrP> en IgE

Un método alternativo para detectar PrPS° en una muestra (por ejemplo, una muestra de sangre) implica la conver-
sién de anticuerpo monoclonal anti-PrP5 en IgE. PrP5 forma agregados de diferentes tamafios que normalmente no
se hacen con PrPC. Estos multimeros de PrP% pueden existir en la sangre de los individuos infectados. Esta caracte-
ristica puede utilizarse para detectar PrP% con un bioensayo. Especificamente, los anticuerpos monoclonales que son
especificos para PrP% o que reaccionan de manera cruzada con PrP¢ y PrP% se convierten, mediante subclonacion,
en el isotipo IgE. Esto puede implicar los mismos métodos que se han descrito anteriormente utilizando una regién
constante de IgE en lugar de una region constante de IgM.

Los anticuerpos IgE se unen a receptores de la superficie celular especificos para la regiéon constante de IgE.
Estos receptores estan ampliamente distribuidos en el cuerpo y juegan un papel crucial en las reacciones alérgicas.
El receptor considerado aqui, el receptor de alta afinidad para IgE (Fc RI) se encuentra en mastocitos, basofilos,
eosinéfilos, monocitos y células de Langerhans. Es un receptor de la superficie celular compuesto por 3 cadenas
polipeptidicas y presenta una afinidad exquisita por IgE (K, = 107" M). Cada Fc RI se une a una molécula de IgE
(Kulczycki y Metzger, J. Exp. Med., 140:1676, 1974; Barclay et al., The Leukocyte Antigen Factsbook, San Diego:
Academic Press, 1997). Sin embargo, para que se inicie una respuesta de sefializaciéon, numerosos receptores Fc RI se
entrecruzan por un antigeno multivalente (Metzger, J. Immunol, 149:1477, 1992). La intensidad de la sefial intracelular
es proporcional al grado de entrecruzamiento. Una vez que esto se produce, la célula que expresa Fc RI se desgranula
produciendo la liberacion rdpida de histaminas y de otros mediadores almacenados.

En el presente método de bioensayo, se incuba una muestra de sangre con un anticuerpo monoclonal reactivo
frente a PrP%° o que reacciona de manera cruzada con PrP¢ y PrP5%¢. PrP monomérica y PrP polimérica (por ejemplo,
agregados de PrP5) se unen y la mezcla se incuba con una linea celular que expresa Fc RI, tal como RBL-2H3, que
se sabe que expresa 2-3 x 10° Fc RI por célula (Barsumian et al., Eur. J. Immunol. 11:317, 1981). Una linea celular
como esa esta disponible a partir de ATCC. Debido a que se requiere la agregacién de Fc RI para que se produzca la
desgranulacién, PrP monomérica, unida o no por el anticuerpo, no producird la desgranulacién celular al contrario que
PrP polimérica. Los mediadores liberados se detectan directamente en un ensayo inmunoldgico estdndar, por ejemplo,
mediante ELISA.

Vacunas de PrP

Los péptidos descritos en la presente memoria y las mezclas y combinaciones de éstos también son utiles como
componentes activos de vacunas capaces de inducir una respuesta inmune profildctica o terapéutica frente a enferme-
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dades causadas por priones en anfitriones susceptibles a y/o que presentan la infeccién. Las vias de administracion,
las dosis del antigeno, nimero y frecuencia de las inyecciones variard de especie a especie y pueden ser semejantes
a los utilizados actualmente en la clinica y/o experimentalmente para proporcionar inmunidad o terapia frente a otras
enfermedades infecciosas o cincer. Por ejemplo, las vacunas son composiciones aceptables desde un punto de vista
farmacéutico que contienen el péptido de esta invencidn, sus andlogos o mezclas o combinaciones de éstos, en una
cantidad eficaz en el mamifero, incluyendo un ser humano, tratado con esa combinacién para inducir una inmunidad
suficiente como para proteger al mamifero tratado frente a una infeccién por priones durante un periodo de tiempo.
También es posible que la inmunidad especifica de PrP% provocada por la inmunizacién con YYX (YYR o0 YYD o
YYQ) o compuestos relacionados sea util para favorecer la degradacién de PrP% o para mitigar las manifestaciones
de la enfermedad sin afectar la expresién o funcién de PrP¢ en el cerebro y otros tejidos, lo que resulta en una mejora
del estado clinico en seres humanos con sintomas clinicos de una enfermedad causada por priones.

Pueden desarrollarse diferentes tipos de vacunas segiin procedimientos estdndar conocidos en la técnica. Por ejem-
plo, una vacuna puede ser vacunas basadas en péptidos, dcidos nucleicos, bacterias o virus. Mds especificamente,
respecto a las vacunas peptidicas, los péptidos correspondientes al epitopo especifico PrP* o los derivados funciona-
les de éstos pueden utilizarse como una vacuna profilactica o terapéutica de diferentes maneras, incluyendo: 1) como
mondmeros 0 multimeros de la misma secuencia, 2) combinados de manera contigua o no contigua con secuencias
adicionales que pueden facilitar la agregacion, promover la presentaciéon o procesamiento del epitopo (por ejemplo,
secuencias diana de clase I/IT) y/o epitopos adicionales para anticuerpos, células T colaboradoras o CTL para incre-
mentar la inmunogenicidad del epitopo especifico de PrP*® como medio para incrementar la eficacia de la vacuna, 3)
modificados quimicamente o conjugados con agentes que incrementardn la inmunogenicidad o administracién de la
vacuna (por ejemplo, cadenas de 4cidos grasos o acilo, KLLH, toxoide del tétanos, toxina del célera, etc.), 4) cualquier
combinacién de los anteriores, 5) lo anterior en combinacién con adyuvantes, incluyendo, pero sin limitarse a, sales de
aluminio, saponinas o triterpenos, MPL y toxina del cdlera y/o vehiculos para la administracién, incluyendo, pero sin
limitarse a, liposomas, VPL o particulas semejantes a virus, microemulsiones, vectores bacterianos y virales atenuados
o muertos, y microesferas degradables, 6) administrados por cualquier ruta o como un medio para cargar las células
con antigeno ex vivo.

Los ejemplos de utilizaciones de vacunas basadas en 4cidos nucleicos como un medio profilactico o terapéutico
incluyen: 1) cualquier dcido nucleico que codifica la expresion (transcripcion y/o traduccién) del epitopo especifico
de PrP%, 2) secuencias adicionales de dcidos nucleicos que facilitan el procesamiento y presentacion, agregacion, se-
crecion, seleccion de dianas (un tipo celular determinado) del epitopo especifico de PrP5 bien fusiones de traduccién
o unidades transcripcionales independientes, 3) secuencias adicionales de 4cidos nucleicos que funcionan como ad-
yuvantes/inmunomoduladores, bien fusiones de traduccion o unidades transcripcionales independientes, 4) epitopos
adicionales para anticuerpos, células T colaboradoras o CTL que incrementan la inmunogenicidad del epitopo especi-
fico de PrP* o la eficacia de las vacunas, bien fusiones de traduccién o unidades transcripcionales independientes, 5)
cualquier combinacién de los anteriores, 6) los anteriores administrados en disolucién salina (ADN “desnudo™) o en
combinacién con un o unos adyuvantes (por ejemplo sales de aluminio, QS-21, MPL), agente(s) inmunomoduladores
(por ejemplo, IL-2r, GM-CSFr, IL-12r), y/o agentes para la administracion de dcidos nucleicos (por ejemplo, basa-
dos en polimeros, lipidos o péptidos, particulas degradables, microemulsiones, VPL, vectores bacterianos o virales
atenuados) utilizando cualquier ruta o carga ex vivo.

Pueden utilizarse vectores bacterianos o virales atenuados o muertos para administrar el antigeno o el ADN/ARN

que codifica la expresion del antigeno. Estos también pueden utilizarse como un medio para cargar las células con el
antigeno ex vivo.

Las vacunas se preparan segin los métodos estindar conocidos en la técnica y serdn facilmente aplicables a cual-
quier método nuevo o mejorado para la produccién de vacunas.

Descontaminacion de Priones

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria son utiles para la descontaminacién de muestras
bioldgicas que se sabe o sospecha que estan contaminadas con un prién, por ejemplo, dirigidas a transplante. En
particular, las muestras bioldgicas pueden incubarse con anticuerpo anti-PrP% y los complejos pueden eliminarse
utilizando métodos estdndar. Alternativamente, pueden incubarse anticuerpos anti-PrP% con muestras bioldgicas para
formar complejos inhibiéndose de esta manera la infectividad del prién.

Terapéutica de las Enfermedades Causadas por Priones

Los métodos y composiciones de la invencién también proporcionan un medio para tratar o prevenir las enfer-
medades causadas por priones en mamiferos, incluyendo, pero sin limitacién, seres humanos, ovejas, cerdos, ganado
vacuno, cabras, perros, gatos y especies domésticas. Como se ha indicado anteriormente, es posible que cambios en la
orientacion de las cadenas laterales de las tirosinas en los dimeros de tirosina, o el agrupamiento de epitopos Y YX (por
ejemplo, YYR/D/Q) puedan contribuir al cambio de las propiedades fisicoquimicas de PrP después de la conversién
a PrP%, tales como hidrofobicidad y tendencia a la agregacién. También es posible que estos restos sean criticos en
la reaccién de conversion de PrPC a PrP5¢. Si esto puede mostrarse, los tratamientos de las enfermedades causadas
por priones pueden basarse en antagonistas que interrumpan, supriman, atentden o neutralicen los eventos bioldgicos
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asociados con la conversién de PrPC aPrP5. Los anticuerpos producidos de manera activa a partir de la inmunizacién
con el péptido YYX (por ejemplo, YYR) o la transferencia pasiva de anticuerpos policlonales o monoclonales frente
a YYX, son utiles para tratar estas enfermedades. Mds atin, la invencién incluye no sélo un anticuerpo monoclonal
intacto sino también un fragmento de anticuerpo inmunoldgicamente activo. Los ejemplos de un fragmento de este
tipo incluyen un fragmento Fab o (Fab),, una molécula F, de cadena tnica obtenida mediante ingenieria, y un anti-
cuerpo quimérico (tal como un anticuerpo “humanizado”). El término “anticuerpo humanizado” tal y como se utiliza
en la presente memoria, se refiere a moléculas de anticuerpo en las que las secuencias de aminodcidos en las regio-
nes que no unen antigenos se han alterado de manera que el anticuerpo se parece mds a un anticuerpo humano, pero
conserva su capacidad de unién original. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos)
se construyen y caracterizan segin métodos estandar conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en Kute-
meier et al. (Biotechniques 17:242-246, 1994); Major et al. (Hum. Antibodies Hybridomas 5:9-17, 1994); Jolliffe (Int.
Rev. Immunol. 10:241-250, 1993); Carter et al. (Biotechnology 10:163-167, 1992); Miyachi et al. (J. Clin. Lab. Anal.
6:343-50); y Leung et al. (Mol. Immunol. 32:1413-1427, 1995). Es menos probable que los anticuerpos humanizados
sean inmunogénicos y son utiles en inmunoterapias pasivas. Ademads, un anticuerpo quimérico de la invencién puede
incluir, si se desea, una region variable de un anticuerpo no humano, por ejemplo, una regién variable murina y una
regién constante de un anticuerpo humano. En algunas realizaciones de la invencidn, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo se une a un marcador detectable. Los ejemplos de marcadores detectables incluyen, un marcador radiactivo,
un marcador isotépico no radiactivo, un marcador fluorescente, un marcador enzimatico y un marcador colorimétrico.

Mas ain, moléculas pequefias obtenidas a partir de la estructura del o de los epitopos YYR, incluyendo, pero
sin limitarse a, derivados de la cadena lateral de la tirosina, pueden bloquear la reaccién de conversion. Finalmente, la
modificacién quimica directa de restos criticos, tales como lisis enzimadtica de los anillos de tirosina, o la derivatizacién
covalente de los anillos de tirosina con sustituciones voluminosas, también puede interrumpir la reaccién de conversién
de PrP¢ a PrP* si los aminodcidos en el o los epitopos YYR son criticos para el proceso de conversion.

Por ejemplo, dichos compuestos pueden identificarse utilizando los anticuerpos de la invencién. De acuerdo con
esto, se criban bibliotecas combinatorias o bibliotecas de pequefias moléculas o ambas (infra) para identificar com-
puestos que tienen la capacidad de inhibir la interaccién de unién de uno o mds anticuerpos anti-YYX a un epitopo
YYX segiin métodos estdndar (por ejemplo, didlisis de equilibrio, andlisis Biacore o inhibicién competitiva). Los com-
puestos que inhiben la unién de un anticuerpo como ese son utiles en los métodos terapéuticos de la invencién. Una
vez identificados, dichos compuestos se ensayan para estudiar su capacidad de combatir las enfermedades causadas
por priones en cualquier sistema modelo apropiado.

La evaluacion de si un antagonista ensayado confiere proteccion frente al desarrollo de una enfermedad causada
por priones in vivo implica generalmente la utilizacién de un animal que se sabe que desarrolla dicha enfermedad
(por ejemplo, Chandler, Lancet 6:1378-1379, 1961; Eklund et al., J. Infectious Disease 117:15-22, 1967; Field, Brit.
J. Exp. Path. 8:129-239, 1969). Un animal apropiado (por ejemplo, un ratén o hamster) se trata con el compuesto
de ensayo segin métodos estindar y se detecta como una indicacion de la proteccién una incidencia reducida o la
aparicion o progresion retardada de una enfermedad relacionada con priones, en comparacién con animales control no
tratados. El compuesto de ensayo puede administrarse a un animal al que previamente se ha inyectado un agente prién o
alternativamente el compuesto de ensayo puede ensayarse para estudiar su capacidad para neutralizar un agente prién
preincubando el prién y el compuesto e inyectando la mezcla prién/compuesto al animal de ensayo. Una molécula
(por ejemplo, un antagonista como se ha descrito anteriormente) que se utiliza para tratar o prevenir una enfermedad
causada por priones se refiere como un “terapéutico anti-prién”.

Alternativamente, es posible que anticuerpos circulantes reactivos frente a PrPS actiien acelerando la enfermedad
mediante la estabilizacion de la conformacion de PrP5¢. Por lo tanto, el bloqueo de la accién de estos anticuerpos
enddgenos puede ralentizar la progresion de la enfermedad o tener otros efectos beneficiosos. Los anticuerpos mono-
clonales especificos de YYR pueden utilizarse como sustratos para inducir otro conjunto de anticuerpos monoclonales
reactivos frente al sitio de unién de los anticuerpos especificos de YYR. Este segundo conjunto de anticuerpos se
conoce como anti-idiotipico. Los anticuerpos anti-idiotipicos son ttiles para neutralizar los anticuerpos circulantes
reactivos frente a PrPsc.

Un terapéutico anti-prién segin la invencién puede administrarse con un diluyente, vehiculo o excipiente acep-
table desde un punto de vista farmacéutico en forma de dosificacién tnica. Por ejemplo, puede utilizarse la practica
farmacéutica convencional para proporcionar formulaciones o composiciones adecuadas para administrar dichos te-
rapéuticos anti-prién a animales que presentan una enfermedad causada por priones o presintomaticos o con riesgo
de desarrollar una enfermedad causada por priones. Puede utilizarse cualquier ruta de administracién apropiada, por
ejemplo, administracién parenteral, intravenosa, subcutdnea, intramuscular, intracraneal, intraorbital, oftdlmica, intra-
ventricular, intracapsular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol u oral.

Los métodos muy conocidos en la técnica para preparar formulaciones se encuentran, por ejemplo, en “Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences”. Las formulaciones para la administracién parenteral pueden contener, por ejemplo,
excipientes, agua o disolucidn salina estéril, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites vegetales o naf-
talenos hidrogenados. Para controlar la liberacion de los compuestos pueden utilizarse polimero l4ctido, copolimero
lactido/glicélido o copolimeros polioxietileno-polioxipropileno biocompatibles, biodegradables. Otros sistemas de
administracién parenteral potencialmente ttiles para los compuestos terapéuticos anti-prién incluyen particulas de
copolimero etileno-acetato de vinilo, bombas osméticas, sistemas de infusién implantables y liposomas. Las formu-
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laciones para inhalacién pueden contener excipientes, por ejemplo, lactosa o pueden ser disoluciones acuosas que
contienen, por ejemplo, polioxietilen-9-lauril éter, glicocolato y desoxicolato o pueden ser disoluciones grasas para la
administracién en la forma de gotas nasales o como un gel.

Los métodos de la presente invencién pueden utilizarse para reducir o prevenir los trastornos descritos en la pre-
sente memoria en cualquier animal, por ejemplo, seres humanos, animales domésticos o ganado. Cuando se trata un
animal no humano el terapéutico anti-prién utilizado es preferiblemente especifico para esa especie.

Otras realizaciones estan en el alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo o fragmento de éste que se une con una afinidad de unién alta a un epitopo YYX de una PrP% de
mamiferos.

2. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo policlonal generado frente a un
epitopo YYR de PrP*.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 2, en el que el epitopo YYR es parte de CYYR (SEQ ID NO: 32).

4. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal generado frente a
un epitopo YYR de PrP%c,

5. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es una IgG, IgM, IgE, IgD o IgA.
6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento de anticuerpo es un fragmento Fab o Fv.

7. Una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que se une con una afinidad de unién alta
a un epitopo YYX de una PrP5% de mamiferos.

8. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o la linea celular de hibridoma de la reivindicacién 7, en el que dicho
anticuerpo se une a un epitopo YYR de una PrP5% de mamiferos.

9. El anticuerpo de la reivindicacién 4 o la linea celular de hibridoma de la reivindicacién 7, en el que dicho epitopo
YYR es parte de CYYRRYYRYY (SEQ ID NO:33).

10. Una composiciéon que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 8, 9 6 20.
11. La composicién de la reivindicacion 10, en la que dicha composiciéon comprende ademds un vehiculo.
12. La composicién de la reivindicacién 10, en la que dicha composicion es una composicion terapéutica.

13. Un kit de ensayo inmunolégico que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
8,9 6 20 y un medio para detectar dicho anticuerpo.

14. Un método para detectar PrP5 en una muestra bioldgica, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) poner en contacto dicha muestra bioldgica con el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 8,9 6
20 en condiciones que permitan la formacién de complejos entre dicho anticuerpo y PrP%; y

(b) detectar dichos complejos como una indicacion de que PrPS estd presente en dicha muestra bioldgica.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que dicha muestra biolégica comprende un tejido o célula, un extracto
tisular o celular, un fluido corporal o una biopsia.

16. El método de la reivindicacién 14, en el que dicha PrP% es de un ser humano, especie de ganado o especie
doméstica.

17. El método de la reivindicacion 14, en el que dicho complejo se detecta utilizando un ELISA, RIA, transferencia
western, inmunoprecipitacion o citometria de flujo.

18. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 8, 9 6 20 para utilizarse para tratar o prevenir una
enfermedad causada por PrPS° en un mamifero.

19. Un método para generar un anticuerpo que se une con una afinidad de unién alta a una PrP% de mamiferos,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar un péptido de una proteina prién que comprende un epitopo accesible que tiene dos 0 mas cadenas
laterales de aminoécidos;

(b) inmunizar un mamifero no humano con dicho péptido de una proteina prién de la etapa (a); y

(¢) purificar un anticuerpo que se une con una afinidad de unién alta a un epitopo YYX de una PrP% de mamiferos
a partir de un tejido de dicho mamifero o a partir de un hibridoma obtenido utilizando dicho tejido.

20. El anticuerpo de la reivindicacién 1, hibridoma de la reivindicaciéon 7 o los métodos de cualquiera de las
reivindicaciones 14 6 19, en el que dicho anticuerpo no se une sustancialmente a PrP€.
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21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 6 19, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo policlonal
o un fragmento de éste.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 6 19, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
o un fragmento de éste.

23. El método de la reivindicacién 19, en el que dicho péptido de una proteina prién comprende una secuencia de
aminoacidos YYX.

24. El método de la reivindicacién 23, en el que dicho péptido de una proteina prién comprende una secuencia de
aminodcidos YYR o YYQo YYD.

25. El método de la reivindicacion 24, en el que dicho péptido estd compuesto por 18, 12, 8, 5 0 menos aminodcidos.

26. El método de la reivindicacion 24, en el que dicho péptido de una proteina prién consiste en una secuencia de
aminodcidos YYR.

27. El método de la reivindicacién 19, en el que dicho péptido de una proteina prién comprende un péptido sintético
que tiene la férmula:

A-Tyr-Tyr-B-(Tyr-Tyr-B),

en la que A es cualquier aminoacido o estd ausente;
en la que B es cualquier aminodacido o estd ausente; y

en la que n es de 0 a 10, inclusive; o un péptido sintético de la férmula:

A-Tyr-Tyr-B-C-Tyr-Tyr-D-Tyr-Tyr-(Tyr-Tyr-B),

en la que A es cualquier aminodcido o estd ausente;
en la que B es cualquier aminodcido o estd ausente;
en la que C es cualquier aminodcido o estd ausente;
en la que D es cualquier aminodcido o estd ausente; y
en laque nes de 0 a 10, inclusive.

28. El método de la reivindicacion 19, en el que dicho péptido de una proteina prién comprende una cualquiera de
las secuencias mostradas en SEQ ID NO: 31-33 unido a un vehiculo inmunolégico.

29. El método de la reivindicacion 28, en el que dicho péptido de una proteina prién consiste en una cualquiera de
las secuencias mostradas en SEQ ID NO: 31-33 unido a un vehiculo inmunolégico.

30. Un método para descontaminar PrP% de una muestra biolégica, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) tratar la muestra biolégica con un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 8-9 y 20 durante un
periodo de tiempo suficiente como para permitir la formacién de un complejo anticuerpo anti-PrPS:PrP¢; y

(b) recuperar dicho complejo anticuerpo anti-PrPS¢:PrP5¢ a partir de dicha muestra biolégica.

31. Un método para inhibir PrP% en una muestra biolégica aislada del cuerpo humano o animal, comprendiendo
dicho método:

tratar la muestra bioldgica con un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 8-9 y 20 durante un
periodo de tiempo suficiente como para permitir la formacién de un complejo anticuerpo anti-PrPSe:PrPs,

32. El método de cualquiera de las reivindicaciones 30 6 31, en el que dicha muestra bioldgica es un fluido corporal,
un tejido u 6rgano.

33. El método de cualquiera de las reivindicaciones 30 6 31, en el que dicha muestra bioldgica se perfunde con
dicho anticuerpo.
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34. Utilizacién de un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 8-9 y 20 en la fabricacién de un
medicamento para tratar o prevenir enfermedades causadas por priones.

35. El método de la reivindicacién 26, en el que dicho péptido de una proteina prién estd unido a un vehiculo
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Figura 3
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Figura 7
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ES 2278617 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Caprion Pharmaceuticals, Inc.

<120> PEPTIDOS DE PROTEINA PRION Y UTILIZACIONES DE ESTOS
<130> 50111 /002W02

<150> 60/140,634

<151> 1999-06-23

<160> 34

<170> FastSEQ para la Versién de Windows 4.0
<210> 1

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(4)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 1

Xaa Tyr Tyr Xaa
1

<210>2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(7)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 2

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5

<210>3

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(10)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido
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ES 2278617 T3

<400> 3

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10

<210>4

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE
<222>(1)...(13)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 4

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10

<210>5

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(16)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 5

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 5

<210> 6

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(19)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 6

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa

<210>17
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<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(22)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 7

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20

<210> 8

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(25)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 8

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25

<210>9

<211>28

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(28)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 9

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25

<210> 10
<211> 31
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(31)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 10

Xaa Tyr Tyr xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25 30

<210> 11

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(34)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 11

Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr
20 25 30

Tyr Xaa

<210> 12

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(4)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 12

Xaa Tyr Tyr Arg
1

<210> 13

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
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<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(4)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 13

Xaa Tyr Tyr Gln
1

<210> 14

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(4)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 14

Xaa Tyr Tyr Asp
1

<210> 15

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(13)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 15

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa
1 5 10

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(16)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido
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<400> 16

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

<210> 17

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(19)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 17

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa

<210> 18

<211>22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(22)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 18

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20

<210> 19

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(25)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 19

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15
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Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25

<210> 20

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(28)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 20

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25

<210> 21

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(31)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 21

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
20 25 30

<210>22

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(34)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido
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<400> 22

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr
20 25 30

Tyr Xaa

<210> 23

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(37)

<223> Xaa = Cualquier Aminodacido

<400> 23

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr
20 25 30

Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
35

<210> 24

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<221> VARIANTE

<222> (1)...(40)

<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 24

Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
1 5 10 15

Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr
20 25 30

Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa Tyr Tyr Xaa
35 40

<210> 25

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<221> VARIANTE
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<222> (1)...(10)
<223> Xaa = Cualquier Aminodcido

<400> 25

ES 2278617 T3

Xaa Tyr Tyr Arg Arg Tyr Tyr Arg Tyr Tyr
1 5 10

<210> 26
<211> 264
<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 26
Mt
1
Het

Gly

Mat
145
val
Ila
Phe
Cvs
228
Ala

Phe

<210> 27
<211> 253
<212> PRT

His
-3
Trp Ser Asp Val

20

Trp Asn Thr Gly

val Lys Sex

Sexr lys Pro Lys

135

Gly Ala Val Val

130

Sexr Arg Pro Leu

Glu Asn Met
165

Gln Tyr Sex

180

val Lys Glu

195

Glu Thr Asp

Arg
Asp
Thr

Thx
210
Ile Thr Glan Tyr

val Ile Lau

245

Ile Phe Leau
260

Sex

Lau

<213> Homo sapiens

Ile Gly Sexr Trp Ile La&u Val Leu Phe Val Ala

10

5

Gly Leu Cys Lys Lys Arg Pro Lys Pro Gly Gly
25 30

Gly
Pro
Gln
T0

Gln
Gly
Thr
Gly
Ile
150
His
A8D
His
Ile
Gln
230
Fhe

Ile

Ser Rrg Tyr Pro
40

Gla Gly

5SS

Pro YHis

Gly Gly

Gly Gly

Pro His Gly Gly
4]
Thr

Gln Gly Gly

108

Asn Met Lys

120

Gly Leu
135

His Phe

His

Gly Gly

Gly Ser
Pro Asn
170
Phe

Arg Tyr
Gln Asn

Thr Val
200

Lys Met

215

Arg Glu

Glu
Gln

Ser Ser Pro
250

val Gly

Gly
Gly
Gly
75

Gly
g
Val
Tyx
Asp
155
Gln

Val

Ala
235
val

Gln Gly Ser Pro
45

Trp Gly Gla Pro

60

Trp Gly Gln Pro

Trp Gly Gin Pro
95
Gly Gln Trp Asn
110
Ala Gly Ala Ala
125

Met Leu Gly Ser
140

Tyr Glu Asp Arg

Val Tyx Tyr Arg

175

Ris Asp Cy= Val
130

Thr Lys Gly Glu

205

val val
220

Tyr Tyr Gln Arg

Glu Gln

Ile Leu Leu Ile
255

Gly
His
Big

80
Hie

Lys
Ala
Ala

Tyx
160
Pro

Asn
Asn
Met
Gly

240
Ser
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<400> 27

Met
1
Ser

Thr
Tyr
TZp

65
rp

Sar
Ala
Het

Tyx
145

val

His

Ala Asn Leu
Asp Leu Gly
20
Gly Gly Ser
as
Pro Pro
50
Gly Gln

Gln
Pro

Gly Gln Pro

Gln Trp Asn
100
Gly Ala Rla
115
Leu Gly Ser
130
Glu Asp Arg

TYY Tyr Rxg

Asp Cys Val
180

Thr Lys Gly Glu

195

val Val Glu Gln

210

Tyr Tyr Gln Arg

228

Ile Leu Leu Ile

<210> 28
<211> 256
<212> PRT

<213> Ovis aries

Gly
5
Leu
Arg
Gly
His
His

85
Lys
Ala

Ala

Asn
Met
Gly

Sex
245

ES 2278617 T3

Cye Trp Met

Cys Lys Lys
Tyr Pro Gly
40

Gly Gly Gly
55

Gly Gly Gly

70

Gly Gly Gly

Pro Ser Lys

Ala Gly Ala
120
Met Ber Axg
135
Tyr Arg Glu
159
Met Asp Glu

Ile Thr 1le

Leu Val Leu
10

Axg Pro Lys
25
Gln Gly Ser

Trp Gly Gln

Trp Gly Gln
75
Trp Gly Gln
5Q
Pra Lys Thr
105
Val Val Gly

Pro lle Ile
Asn Met Ris

155
Ser Asn
170

Tyx

Lys
185

Phe
Pro
Pro
Pro
Pro
Gly
Asn
Gly
His
140
Arg

Gln

Val
Gly
Gy
45

His
His
Gly
Met
Leu

228
Phe

Tyr

Asn

Gln HMis Thr val

Ala Thr Trp
15

Gly Trp 2Asn

30

Gly Asn Arg
Gly Gly Qxy

Gly Gly Gly

Lys His Mmt
110

Gly Gly Tyr
Gly Ser Asp

Pro Asn Gln
160
Asn Phe Val
175
Thr Thr Thr
190

Phe Thr Glu Thr Asp Val Lys Met Met Glu Arg

200

205

Cys 1le Thx Gla Tyx Glu Azrg Glu Ser Gln Ala

215

220

Ber Ser Met Val leu Phe Ser Ser Bro Pro Val

230

235

230

Phe Leu Ile Phe Leu Ile Val Gly

250

10
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<400> 28

Mat
1
Met
aly
Gly
Gly
€5
Gly
Gly
Lys
Gly
Gly
145
Pro
Asn
Thr
Met
Ser

223
Pro

<210> 29
<211> 254
<212> PRT

Val Lys Ser

Trp Ser Asp
20
Trp Asu Thr

Gly Gly Trp
Gly Gly Trp

Sexr Ris Ser
100
Hiz Val Ala
118
Gly Tyr Met
130
Asn A=p Tyx

Asn Gln Val

Phe Val His
180
The Thr Thr
1595
Glu Arg Val
210
Gln Ala Ty

Pro Val Ile

<213> Mus musculus

<400> 29

Gly

Leu

Gln

Val Glu Gln

215
6in Arg
230

leu Ile

Ty

Leu
245

Met Ala Asn Leu Gly Tyzr Trp

1

5

Thr Asp Val Gly Leu Cys Lys

20

Thr Gly Gly Ser Arg Tyr Pro

35

ES 2278617 T3

Sex Trp lle
10
Cys Lys Lys
25

arg Tyr Pro
40

Gly Gly Gly
His Gly Gly
His
LYS
Ala

120
Ala

Ty=r
Pro
Asn
Asn
200
Met
Gly

Ser

Leu
10

Lys
25

Leu

Arg Pro

Gly

Gly Trp
60

Gly
75

Gly
Lys
Ala
htg

Glu
15%
val
Glu
Thx
Val

23S
Ile

Val

Gln

Trp
Gly

val
bra
140
Asn
TyT
Lys
Thr
Gln
220
1le

Phe

Leu ARla Leu Phe

Gly Gln Gly Ser Pro

40

Tyr Pro Pro Gln Gly Gly Thr Trp Gly Gln Pro His

11

Leu

Lys
Gly
45

Gly
Gly
Trp
Lys

val
125
Lau

Met
Ser

Gin

Asp
205
Tyr
Leu

Leu

Phe Val Ala
1s

Pro Gly

30

Sex

Gy
Qly

Gln Pro His
Pro His
30

Gly Gly

gRg

110

Gly Gly Leu

Ile Hig Phe

160
Gln Asn
175
His Thr
150

Ile

val

Lys Ile

Gln Arg Glu

Pha Ser Ser

240
Gly

Ile Val

25%

val Thr Met Trp

15

Arg Pro Lys Pro Gly Gly TIp Asn

30

Gly Gly Asn Arg

45
Gly

Gly Gly Trp
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50
Gly Gin Pro His
63
Gly Gln Pro His

Gln Trp Aan Lys
100
Gly Ala Ala Ala
118
Leu Gly Ser Ala
130

Qly

Gly
85

Gly
70
Gly

Pro Ser

Ala Gly

Nat

Ser

Glu Asp Arg Tyr Tyr Axg

145

150

Tyr Tyr Arg Preo Val Rsp

165

Asp Cys Vel Asn Ile Thr

180

Lys Gly Glu Asn Phe Thr

195

Vval Glu Gln Met Cys Val

210

Tyr Asp Gly Axrg Arg Ser

228

230

Vval 1lle Leu Leu Ile Sar

<210> 30
<211> 254
<212> PRT

<213> Mesocricetus auratus

<400> 30

Met Ala Asn

Asp Val

Gly Gly
35

Pro Pro

50

Gly Gla

20

Pro

ga3 4 # @~

Gly Gln Pro
Asn
100
Ala

Gla Trp

Gly Ala

118
Leun Gly
130

Ser

His
180

Thy
15%

Val
210

TyT Tyr Rsp Gly Arg Arg Ser

225

<210> 31

245

S

Bis
Ris
85

Lys
Ala

Ala

165

Gly Leu Cys
Sexr Arg TyT
Gln Gly Gly

Gly
20

Gly
Pro
Ala

Met

Glu Asp Arg Tyr Tyx

150

Tyr Tyx Arg Pro Val
Asp Cyg Val Asn Ile
Lys Gly Glu Asm Phe

Val Glu Gln Met Cys

ES 2278 617 T3

55
Ser Trp

Gly Trp
Lys Pro

Ala Val
120
Arg Pro
135
Glu Asn

Bln Tyr
Ila Lyn

Gla Thr
200

Thr Gln

215

Sax Ser

Phe Lau

Lau Ser Tyr Trp Leu

Lys Lys

Pro Qly
40

Gly Thx

55

Gly Gly

Gly Gly

Sex Lys

Ala
120

Arg

Glu

Gly

Sy
135
Axg

Rsp Gln

Thr Ile
Glu
200
Thr

Thr

Thr
218

230
val Ile Leu Leu Ile Ser Phe Leu Ile Phe Leu Met Val Gly
245

Gly
Gly
Lys
108
Val
Mat
Met
Ser
Gln

188
Asp

Thr

Ile

Lau

hrg
25
Gln

Trp
Trp
Trp

Pro
105
Val
Pro
Agn
Tyx

Lys
185

Gln
Gln

90
Thr

Ile

170
Hig

Val
Gln
Val

Phs
250

Ala
10

Pxo
Gly
Gly
Gly
Gly
90

Lys
val
Met
Met
Asn

170
Gln

fro
s

Gly
Asn
Gly
His

185
Gln

Lys
Lys
Let

aas
Lau

Lys
Ser
Gln
Gln
75

Gin
Thx
Gly
Met
Asn
155
Asn

His

Thr Asp lle

Gln

TYT

Sex Ala Val

25

12

Gln

Leu

§0
Hig

Gly
Leu
Leu
Phe
140
Asn
val
Mat
Glu
220

Fha

Ile

Phe
Pro
Pro
Pro
60

Pro
Gly
Asn
Gly
His
140
Arg
Gin
Thy
Lys
Lys

220
Phe

235

¢

Gly Gly Ser Trp
BO
Gly Tar Hig Asa
85

Lys His Val Ala
110

Gly Gly Tyr Met

12%

Gly Asm Asp Trp

Pro Asn Gln Val

160

Asn Phe Val Eis

175

Thxr Thr Thr

Thr
1590

Glu

Thr

Met
205
Ser

Arg Val

Gln Ala Tyx
Pro

240

Saxr Ser Pro

Val Gly

val Ala

Gly Gly
Gly
45

His

Gly

Gly Qy

His Gly Gly
80
Rin

Gly Gly

Metr Lys Met
110

Leu Gly

125

Phe

Tyxr

A3

Gly
Pro Gln
160
Phe Val
175

Thr

Agn
val Thr
180
Iie Met
205

Glu

Glu Axg

Ser Gln

Sexr Ser Pro Pro

240
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ES 2278617 T3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 31

Tyr Tyr Arg Arg Tyr Tyr Arg Tyr Tyr
1 5

<210> 32

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 32

Cys Tyr Tyr Arg
1

<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 33

Cys Tyr Tyr Arg Arg Tyr Tyr Arg Tyr Tyr
1 5 10

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 34

Cys Lys Tyr Glu Asp Arg Tyr Tyr Arg Glu
1 5 10

13
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