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DESCRIPCION

Meétodos para elaborar y utilizar complejos solubles de proteinas diana y chaperonas peptil prolil isomerasas.

La actual invencién estd relacionada con el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer (EA). Ensefia especial-
mente la produccién de un un complejo chaperona-Ag soluble y el uso ventajoso de tal complejo chaperona-AgS,
especialmente en la deteccion del AS en un inmunoandlisis, asi como su uso como inmundgeno.

Antecedentes

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno degenerativo del cerebro que se caracteriza clinicamente por
la pérdida progresiva de memoria, conocimiento, razonamiento, juicio y estabilidad emocional que conduce gradual-
mente a un deterioro mental profundo y en dltima instancia a la muerte. La EA es una causa muy comtn de deterioro
mental progresivo (demencia) en seres humanos de edad avanzada y se cree que representa la cuarta causa médica mas
comun de muerte en los Estados Unidos. La EA se ha observado en todas las razas y grupos étnicos en todo el mundo
y representa un problema de salud publica importante en el presente y en el futuro.

En Alemania se diagnostican 65.000 nuevos casos aproximadamente cada afio. Actualmente se estima que la
enfermedad afecta a entre dos y tres millones de individuos aproximadamente en los Estados Unidos solamente. La
EA es actualmente incurable. No se conoce actualmente ningln tratamiento para su prevencion eficaz o que revierta
sus sintomas o el curso de la enfermedad.

El cerebro de individuos que presentan EA muestra lesiones caracteristicas denominadas placas seniles y ovillos
neurofibrilares. Generalmente estas lesiones se encuentran en abundancia en varias areas del cerebro humano impor-
tantes para la memoria y la funcién cognitiva en pacientes con EA. Se hallan a veces en menor cantidad y con una
distribucién anatémica mds restringida en los cerebros de seres humanos de edad avanzada que no padecen manifes-
taciones clinicas de la EA. Las placas seniles y la angiopatia amiloide son caracteristicas también de los cerebros de
individuos a partir de una cierta edad que presentan trisomia del cromosoma 21 (sindrome de Down) y de la hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis de tipo holandesa (HCHWA-D).

Actualmente, un diagnéstico definitivo de la EA requiere generalmente la observacion de las lesiones ya mencio-
nadas en el tejido cerebral de los pacientes que han muerto con la enfermedad o, raramente, en las pequefias muestras
de tejido cerebral extraidas mediante una biopsia durante un procedimiento neuroquirtdrgico agresivo. El constituyente
quimico principal de las placas seniles y de los depdsitos amiloides vasculares (angiopatia amiloide) caracteristicos de
la EA y de otros trastornos mencionados anteriormente es una proteina de aproximadamente 4,2 kilodaltons (kD) de
alrededor de 39-43 aminodcidos originalmente designada como el péptido S-amiloide (AS) o algunas veces APS, AP
o B/A4. La nomenclatura AS se acepta hoy en dia generalmente para describir este polipéptido.

El AB se purificé por primera vez y se divulgé una secuencia parcial del aminoacido en Glenner, G.G., y Wong,
C.W., Biochem. Biophys. Res. Commun. 120 (1984) 885-890. El procedimiento de aislamiento y los datos de secuen-
cia para los primeros 28 aminodcidos se describen en la patente estadounidense Nim. 4 666 829. Las formas de A
de mas de 40 aminodacidos fueron divulgadas por primera vez por Kang, J., ef al., Nature 325 (1987) 733-736.

Roher, A.E., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 10836-10840 demostraron que A (1-42) es el componen-
te principal en las placas neuriticas (el 90%) con cantidades significativas de residuos aspartato isémeros y racémicos.
Los autores también demostraron que el AS (17-42) predomina también en las places difusas (el 70%), mientras que
Ap (1-40) es el constituyente principal de las placas meningovasculares, que comprende el 60% del Ag total y el AS
(1-42) representa el 75% del Ap total en los depdsitos parenquimales de los vasos.

Iwatsubo, T., et al., Neuron 13 (1994) 45-53 demostraron que las places seniles AS 42(43) positivas son los prin-
cipales tipos de AB en cerebros con EA esporadica.

Los analisis de biologia molecular y los anélisis quimicos de proteinas realizados desde hace varios afios han de-
mostrado que el AB es un fragmento pequeio de una proteina precursora mucho mayor, a la que se hace referencia
como la proteina precursora amiloide (PPA) producida por las células en varios tejidos de distintos animales, inclu-
yendo a los humanos. Los conocimientos sobre la estructura del gen que codifica la PPA han demostrado que el AS
aparece en forma de fragmento peptidico que se ha originado por escisién a partir del extremo carboxilico de la PPA
mediante una serie de enzimas denominadas «, 8y y-secretasas. Actualmente se desconoce el mecanismo bioquimico
exacto mediante el cual se escinde el fragmento AS a partir de la PPA y se deposita posteriormente en forma de placas
amiloideas en el tejido cerebral y en las paredes de los vasos sanguineos cerebrales y meningeos.

Varios indicios indican que la deposicién de AS de forma progresiva en el cerebro desempeia un papel seminal en
la patogenia de la EA y puede preceder a los sintomas cognitivos durante afios o décadas (para revision, véase Selkoe,
DJ., J. Neuropath. and Exp. Neurol. 53 (1994) 438-447; y Selkoe, D.J., Neuron 6 (1991) 487).

A pesar del progreso, que se ha hecho en entender los mecanismos subyacentes de la EA, existe la necesidad de
desarrollar métodos para su uso en el diagnéstico de la enfermedad.
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Numerosos estudios bioquimicos con microscopia electrénica y estudios immunoquimicos han divulgado el hecho
de que el Ag es muy insoluble en soluciones fisiolgicas a pH normal. Véase, por ejemplo, Glenner, G.G., and Wong,
C.W., Biochem. Biophys. Res. Commun. 122 (1984) 1131-1135; Masters, C.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82
(1985) 4245-4249; Selkoe, DJ., et al., J. Neurochem. 46 (1986) 1820-1834.

Ademds, la insolubilidad se predijo gracias a la secuencia de aminodcidos de el AB, con la que es consecuente y
que incluye una porcién de aminodcidos hidréfobos que constituye parte de la regién en la que se ancla la proteina
precursora (PPA) en la membrana lipidica de las células. Se predice que las proteinas hidr6fobas que se anclan a li-
pidos, tales como la parte A de la PPA, permanecen asociadas con las membranas o los fragmentos celulares de la
membrana, para de éste modo no estar presentes en fluidos fisiolgicos extracelulares. Los estudios ya mencionados
y muchos otros han divulgado la insolubilidad en soluciones fisioldgicas de el AS purificada nativa a partir de depd-
sitos amiloides de cerebros con EA o de péptidos sintéticos que contienen la secuencia AS. La extraccién de AS de
depdsitos amiloides cerebrales y su solubilidad subsiguiente ha requerido el uso de solventes y de desnaturalizantes
no fisiolégicos potentes.

Las soluciones salinas fisiolégicas y tamponadas que mimetizan los fluidos extracelulares de los tejidos humanos
no han podido solubilizar el AS.

En general, los inmunoandlisis se realizan a pH fisiolégico. Los polipéptidos solubles en condiciones fisioldgicas
de pH, por lo tanto, se utilizan extensivamente en varios métodos de inmunoanadlisis, como por ejemplo, en el ELISA,
(ensayo de inmunoabsorcién enzimatica), por ejemplo para el diagnéstico y cribado de ciertas enfermedades.

Debido a su insolubilidad en condiciones fisiolégicas de pH, y debido a su naturaleza adhesiva, el péptido AS es
dificil de utilizar en un inmunoanélisis, p. ej. AB es dificil de manipular en un ensayo tipo sdndwich, porque tiende a
agregarse o incluso a precipitar. Debido a su naturaleza adhesiva, AB puede originar resultados falsos causados por la
unidén inespecifica.

Aunque es posible solubilizar AS mediante reactivos caotropicos potentes o detergentes apropiados, el material
solubilizado de tal manera tiene una utilidad limitada como herramienta de diagnéstico.

La insolubilidad de AB en condiciones tamponadas fisioldgicas atribuye ademads a esta proteina el hecho de ser
un blanco muy dificil en los procedimientos (bio-)quimicos rutinarios. La gran mayoria de “la quimica utilizada en
el marcado”, es decir, los procedimientos quimicos usados para unir un marcador, p. €j., un grupo marcador a un
polipéptido, se basa en la quimica de los nucleéfilos y de este modo se restringe bastante a un intervalo de pH que
oscila entre pH 6 aproximadamente hasta un pH 8 aproximadamente y de este modo sélo funciona en condiciones
tamponadas mas o menos fisiolégicas. Estos procedimientos rutinarios, p. ej., segin lo descrito en Aslam, M. and
Dent, A., The preparation of protein-protein conjugates in “Bioconjugation”, eds. M. Aslam and A. Dent, McMi-
llan Reference, London (1998), pp. 216-363, no funcionan correctamente o son dificiles de realizar con el péptido

AB.

Por lo tanto existe una enorme necesidad de proporcionar AS en una forma facilmente soluble, una forma en la
cual AB sea, p. €j., soluble a pH fisioldgico, estable en solucidn y/o facil de producir y/o manipular.

Era el objetivo de la actual invencidn investigar si AS se puede proporcionar en una forma, que sea facilmente
soluble en condiciones fisioldgicas de pH.

Se observé que las enzimas que participan en el plegamiento, p. ej., varios miembros pertenecientes a la clase
peptidil-prolil isomerasa (PPI), especialmente de la familia FKBP, no sélo poseen actividad catalitica, sino que aportan
también una mejora dréstica en la solubilidad de las proteinas amiloidogénicas, o hablando en términos més generales,
en las proteinas que tienden a agregarse, como el péptido AB. Esto se realiza mediante la formaciéon de complejos
solubles con tales proteinas que de otro modo serian propensas a la agregacion (es decir, sin formar chaperonas y en
forma aislada). E1 AB que es poco soluble o insoluble en condiciones fisiolégicas resulté ser soluble en condiciones
fisiolégicas suaves (es decir, sin la necesidad de afiadir solubilizantes tales como detergentes o agentes caotrépicos)
cuando estd presente formando un complejo con una chaperona PPI. Asi, pudimos producir, por ejemplo, los complejos
solubles A-chaperona, que estdn formados p. €j., por una proteina del péptido A (1-42) (de otro modo propensa a la
agregacién) y SlyD, FkpA u otras FKBP como chaperonas que confieren solubilidad.

Un complejo soluble formado por un péptido AS y una chaperona de la clase PPI se puede obtener, por ejem-
plo, de una sola proteina recombinante que comprende un péptido AS y una chaperona de la clase PPI. Se describe
una proteina recombinante que consta de AS y una chaperona seleccionada de la clase de chaperonas peptidil-prolil
isomerasas.

Lo mas sorprendente, una proteina de fusién que comprende un péptido AS y una chaperona PPI puede solubili-
zarse y renaturalizarse facilmente y se ha descubierto que forma un complejo intramolecular AB-chaperona soluble
que permite p. ej., el marcado conveniente de dicho complejo.

Es posible ahora proporcionar un A en una forma facilmente soluble para el uso como material estdndar en
los inmunoandlisis. Es también posible producir un complejo chaperona-AfS marcado, en el que solo se marca la
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chaperona, cerciordndose de que el antigeno AS no se modifica o se influencia negativamente (p. €j. en lo que a la
conformacion se refiere) por este marcado.

Los complejos de AS-chaperona que describimos aqui proporcionan medios convenientes de producir un péptido
Ap soluble marcado para su uso en inmunoandlisis independientemente del formato del método de deteccién que se
utilice.

Los nuevos complejos formados por AB y SlyD, por ejemplo, son ficilmente solubles, p. ej., en condiciones
fisiolégicas pueden marcarse facilmente en intervalos de pH convenientes y pueden utilizarse con muchas ventajas en
la deteccidon de AB mediante técnicas inmunoldgicas o para la inmunizacion.

Descripcion breve de las figuras
Figura 1: Espectro UV del SS-Ap (1-42) tras el plegamiento asistido por la matriz y la elucién en gradiente.

El complejo AB-chaperona que se eluye a partir de una columna de Ni-NTA (niquel-nitrilo-triacetato) con una
concentracién de imidazol de 150 mM aproximadamente en un tampén de fosfato sédico 50 mM a pH 7,8 y cloruro
sédico 100 mM. El espectro UV se estudié a una concentracidon de proteina de 36 uM. La forma del espectro (es-
pecialmente en la regién de longitud de onda >300 nm) destaca la solubilidad notable del péptido AS “en forma de
chaperona” presente en el Alzheimer.

No se observan efectos de la luz externa que indicarian fenémenos de agregacion o de asociacion. Obviamente,
el portador de la chaperona SlyD-SlyD (=SS) confiere una solubilidad excepcional al péptido A (1-42), que de otro
modo presenta una predisposicion hacia la agregacion.

Figura 2: La purificacién de SS-AS (1-42) segtin lo documentado mediante SDS-PAGE.

Se analizé el SS-Ag (1-42) mediante SDS-PAGE como se obtiene por plegamiento asistido por matriz. Las mues-
tras que aparecen son: proteina estandar M 12 de Novagen (carril 1), fraccidn insoluble tras la lisis caotrdpica (carril 2),
fraccion soluble tras la lisis caotrépica (carril 3), flujo a través de Ni-NTA (carril 5), mezcla de elucién que consta de
SS-Ap (1-42) tras el plegamiento asistido por matriz (carril 7). En los carriles 4 y 6 no se aplicaron muestras. El gel in-
dica que el SS-Ap (1-42) soluble producido mediante recombinacién estd disponible (con una pureza asombrosamente
elevada de > 90%) gracias a un protocolo de renaturalizacién/purificacién en un solo paso.

Descripcion detallada

La presente invencion estd relacionada con un método de produccién de un polipéptido de fusion recombinante
soluble formado por Ay una chaperona PPI en el que la chaperona PPI es una FKBP que posee actividad chaperona,
que incluye: la solubilizacién de dicho polipéptido y el ajuste del tampdn hasta condiciones fisioldgicas, en las que el
complejo AB-chaperona que se forma es soluble como minimo en 100 nM medidos en una solucién que tiene un pH
de 7,4 y consiste en fosfato sédico 20 mM vy cloruro sédico 150 mM.

Un péptido AS o “AB” de acuerdo con la presente invencidon puede ser cualquier fragmento del PPA de al menos
20 aminodcidos contiguos de longitud que comprende el extremo C-terminal de la molécula AS que termina en la
posicién del aminoécido 38, 39, 40, 41, 42, 0 43 de AB. Mas preferido el péptido Ap tiene una longitud de al menos
30 aminoécidos. Preferiblemente el AS es un A completo que comienza en el aminodcido uno y termina en el C-
terminal del AS. Los péptidos que terminan con los residuos de AS 40, 42 o 43, respectivamente son los extremos C-
terminal preferidos. Especialmente preferidas son las formas AS formadas por los aminodcidos 1 hasta el aminodcido
42 del AB (=ApB (1-42)) y el AB del aminodcido 1 hasta el aminodcido 43 del AS (=Ag (1-43)). En el siguiente AS se
le hace referencia también como la “proteina diana”.

Es obvio para los expertos en la materia que pueden utilizarse de manera ventajosa AS procedentes de otras especies
de mamiferos diferentes a los humanos, asi como variantes naturales o producidas sintéticamente y seran tratadas en
la presente invencion. El uso de AB procedentes del hombre y las variantes naturales de éstas son las formas de
eleccion.

Una proteina se considera “basicamente insoluble” si en un tampén que consiste en fosfato sédico 20 mM a pH
7,4, NaCl 150 mM es soluble a una concentracién de 50 nM o inferior. AS es basicamente insoluble en dicho tampé6n
y forma agregados y/o precipitados.

El complejo AB-chaperona de acuerdo con la presente invencién, sin embargo, es “soluble” en un tampén com-
puesto de fosfato sédico 20 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM. En este tampoén la proteina diana AS3, que forma el complejo
ApB-PPI-chaperona, es soluble en una concentracién de 100 nM o superior.

El término “complejo” se utiliza para indicar que el dominio del péptido que corresponde a A y el dominio
del péptido que corresponde a la chaperona interaccionan entre ellos, por lo que la chaperona confiere un efecto
solubilizante al AS.
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La produccién del complejo chaperona-proteina diana soluble empieza con unas condiciones tampén que dan
lugar a la solubilizacién, es decir con un tampén en el que ambos, la proteina diana y la chaperona son solubles. Un
tamp6n adecuado, que puede denominarse “no fisioldgico” o tampén “solubilizante”, debe cumplir el requisito de
que la protefna diana y la chaperona PPI no se desnaturalizen o al menos no se desnaturalizen de modo irreversible.
Empezando con estas condiciones tampdn, la chaperona se une a la proteina diana y se permite un cambio en las
condiciones del tampén de condiciones no fisioldgicas a fisioldgicas sin que la proteina diana precipite.

Un tamp6n apropiado (no fisioldgico), es decir, un tampdn en el que la proteina diana y la chaperona PPI son
solubles puede requerir el uso de un pH bajo o elevado o de una concentracion de sal caotrépica o de la combinacién
de éstos.

Aunque una chaperona y un péptido AB pueden utilizarse como polipéptidos separados, se ha observado que es
ventajoso unir ambas proteinas mediante enlace covalente. Tal enlace covalente es posible mediante procedimientos
quimicos que permiten obtener enlaces cruzados convencionales; preferiblemente, sin embargo, el enlace covalente se
consigue mediante la produccién de un polipéptido recombinante que comprende un péptido AS y una chaperona.

En otro modo de realizacion preferido, la presente invencidn presenta un proceso para la produccién de un complejo
ApB-chaperona soluble que comprende los pasos de solubilizacién, en condiciones tampdn apropiadas, una proteina
compuesta por un AS unido mediante recombinacién y una proteina chaperona seleccionada de la clase de las peptidil-
prolil isomerasas y posteriormente el ajuste del tampoén hasta condiciones fisiolégicas. De este modo se obtiene un
complejo intramolecular que es soluble en una concentracién de 100 nM como minimo en un tampdén que tiene un
pH de 7,4 y consiste en fosfato sddico 20 mM y cloruro sédico 150 mM. Mads preferido es este proceso si se realiza
partiendo de los llamados cuerpos de inclusion.

En el caso de la produccién de un complejo intramolecular que consiste en una chaperona PPl y A el tampdn
solubilizante es preferiblemente un tampén con una concentracién de sal caotrépica bastante elevada, p. ej., 6,0 M
de cloruro de guanidina con un pH de 7,8 aproximadamente. Tras la renaturalizacién la proteina diana adquiere su
estructura nativa y se forma el complejo intramolecular soluble.

La presente invencion presenta el uso de chaperonas derivadas de substancias que ayudan al plegamiento denomi-
nadas peptidil-prolil isomerasas cis/trans (PPIs o PPlasas) (cf. Dartigalongue, C., and Raina, S., Embo J. 17 (1998)
3968-3980). Ejemplos bien conocidos de esta familia son los denominados CypA, PpiD (Dartigalongue, C. y Raina,
S., supra; Schmid, F. X., Molecular chaperones in the life cyle of proteins, eds. A.L. Fink and Y. Goto, Marcel Decker
Inc., New York (1998), pp. 361-389), FkpA (Danese, P.N., et al., Genes Dev. 9 (1995) 387-398) y el factor desenca-
denante (Crooke, E., y Wickner, W., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 5216-5220; Stoller, G., et al., Embo J. 14
(1995) 4939-4948).

Las peptidil-prolil isomerasas se subdividen en tres familias, las parvulinas (Schmid, F.X., supra; Rahfeld, J.U.,
et al., FEBS Lett. 352 (1994) 180-184), las ciclofilinas (Fischer, G., et al., Nature 337 (1989) 476-478), y la familia
FKBP (Carril, W.S., et al., J. Protein Chem. 10 (1991) 151-160). La familia FKBP posee una caracteristica bioquimica
interesante: sus miembros se han identificado originariamente gracias a su capacidad de unién a los macrolidos, p. €j.,
FK 506 y rapamicina (Kay, J. E., Biochem J. 314 (1996) 361-385).

Algunas prolil isomerasas comprenden diferentes subunidades o médulos con diferente funcidn, p. ej., un médulo
que posee actividad catalitica y un médulo que contiene la chaperona o la capacidad de unién. Tales miembros mo-
dulares de la familia FKBP son FkpA (Ramm, K., and Pluckthun, A., J. Biol. Chem. 275 (2000) 17106-17113), SlyD
(Hottenrott, S., et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 15697-15701) y el factor desencadenante (Scholz, C., et al., Embo J.
16 (1997) 54-58). Se utilizan preferiblemente los miembros de la familia FKBP de la clase PPI de chaperonas.

En otro modo de realizacion, se prefiere utilizar hom6logos derivados de organismos eucariotas y se prefiere utilizar
PPIases de origen humano, porque estas PPIasas no deberian ser reconocidas por los anticuerpos del suero en el ser
humano y asi no deberian interferir en los andlisis seroldgicos (es decir andlisis basados en la deteccidn de anticuerpos
humanos).

Es también bien sabido y se valora que no es necesario utilizar siempre la secuencia completa de una chaperona
molecular. Pueden también ser utilizados los fragmentos funcionales de las chaperonas (denominados médulos) que
todavia poseen las capacidades y las funciones necesarias (cf. WO 98/13496).

Por ejemplo, FkpA es una PPI peripldsmica que se sintetiza como una molécula precursora inactiva en el citosol
bacteriano y se desplaza a través de la membrana citopldsmica. La forma activa de FkpA (FkpA madura o FkpA
peripldsmica) carece de la secuencia sefial (aminodcidos 1 a 25) y consta asi de los aminodcidos 26 a 270 de la
molécula precursora. La informacién relevante de la secuencia en relacién a FkpA se puede obtener facilmente de las
bases de datos publicas, e.g., de “SWISS-PROT” con el nimero de accesién P 45523.

Una molécula similar a FkpA, denominada SlyD, consiste en un dominio estructurado N-terminal responsable de
las funciones cataliticas y de la chaperona y de un C-terminal sin estructurar en gran parte que es excepcionalmente rico
en residuos de histidina y cisteina (Hottenrott, S., ez al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 15697-15701). Se observé que una
variante truncada C-terminal de SlyD que comprende los aminodcidos 1-165 ejerce eficientemente sus funciones de
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solubilizacién sobre el AB. Al contrario que en el tipo de SlyD silvestre, el peligro de que se produzcan transposiciones
bisulfuro se evita con éxito en la variante de SlyD truncada (1-165) que se utiliza.

Las variantes de las chaperonas descritas anteriormente que presentan una o varias substituciones o deleciones de
aminodcidos, pueden utilizarse también para realizar un proceso de acuerdo con la presente invencion.

Por supuesto, la presente invencién no estd restringida al uso de los miembros de la clase de las peptidil-prolil
isomerasas mencionados especificamente, sino que se puede también realizar usando las chaperonas que provienen de
la misma clase de chaperonas, pero que derivan de una especie diferente de bacterias.

Las chaperonas apropiadas de fuentes alternativas y los fragmentos o los mutantes apropiados de las chapero-
nas PPI, pueden seleccionarse facilmente usando los procedimientos segin lo descrito en los ejemplos. Las fuentes
alternativas preferidas de chaperonas PPI son Yersinia pestis, Vibrio cholerae, Pasteurella multocida y Treponema
pallidum.

En un modo de realizacién preferido de acuerdo con la presente invencion, una chaperona PPlasa de unién se une
mediante recombinaciéon a un péptido AS de modo que produce una expresion elevada del producto del gen en el
citosol bacteriano. Una PPIasa de unién, como se hace referencia en la presente invencién, comprende por lo menos
la unidad funcional que media la unién al substrato péptido AS extendido (es decir, el substrato de unién o el motivo
chaperona), independientemente de su actividad PPlasa catalitica.

Se sabe (e.g., Scholz et al., supra) que las PPI modulares se unen preferiblemente a las proteinas desnaturalizadas o
parcialmente desnaturalizadas. Se ha descubierto que las PPIasas poseen la caracteristica llamativa no sélo de catalizar
el plegamiento de proteinas, sino también de formar los complejos estables con tales proteinas, de modo que les
confieren solubilidad. Sorprendentemente, las PPlasas estudiadas (tales como TF, SlyD y FkpA) se unen y de este
modo, p. €j., solubilizan péptidos AS con estructura nativa.

Existe abundancia de informacion sobre la formacién de complejos entre las biomoléculas modelo, e.g., entre un
anticuerpo y un antigeno (para revisiéon véase Braden, B.C., y Poljak, R.J., Faseb J. 9 (1995) 9-16). Generalmente,
la formacién y la disociacién de complejos ocurren en paralelo; el complejo y las partes que se unen coexisten en
equilibrio libre. Asimismo, lo mismo sucede para complejos entre las chaperonas PPI y las proteinas amiloidogenicas,
como AS, segin lo descrito en la presente invencion.

La formacién de un complejo, segin lo descrito en la presente invencidn, es una caracteristica especialmente
importante, porque un complejo entre la chaperona y AB, una proteina que por si misma es basicamente insolu-
ble, se ha observado que es facilmente soluble, p. ej., en condiciones fisiolégicas de pH. Los antigenos que son
solubles en condiciones fisiolégicas son muy utiles en aplicaciones para el diagnéstico. Pueden ser utilizados direc-
tamente, e.g., como material estindar. Ademads, pueden conjugarse con marcadores apropiados o grupos de unién
apropiados.

Como ejemplo tipico de un péptido amiloidogénico el péptido AS es extremadamente dificil de manipular y mues-
tra caracteristicas bastante inusuales. Segtn lo mencionado ya, una de las caracteristicas mas importantes de la molé-
cula Ap es su insolubilidad en condiciones fisiolégicas de pH.

Se entiende por condiciones fisioldgicas de pH aquellas que corresponden a las condiciones de concentracion de
sales y pH que existen en el plasma o el suero de animales y son definidas generalmente por un valor de pH 7,4 apro-
ximadamente y una concentracién de la sales de 150 mM aproximadamente. El complejo AB-chaperona de acuerdo
con la presente invencién es facilmente soluble en estas condiciones tampén. EI AS3 presente en en estas condiciones
es inmunoldgicamente activo, parecido asi a una estructura similar a la nativa. Mientras que AS en ausencia o sin la
aplicacién de un tratamiento previo con un detergente apropiado es basicamente insoluble en condiciones fisioldgicas
de pH (p. ej., fosfato sédico 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM), el complejo descrito de acuerdo con esta invencion es
facilmente soluble después del plegamiento segin el protocolo apropiado. El AB, que contiene el complejo novedoso,
es soluble por lo menos en una concentracién de 100 nM, preferiblemente en una concentracién de 1 uM o supe-
rior, siendo la concentracidn de eleccién 10 uM o superior. Asi, la solubilidad aumenta substancialmente desde bajas
concentraciones nanomolares a concentraciones micromolares aproximadamente.

Las condiciones de pH aplicadas para la solubilizacién y la renaturalizacién pueden modificarse segiin sea necesa-
rio y conveniente.

La concentracién total de sales del tamp6n fisiolégico no es crucial mientras se tomen precauciones para que el
complejo chaperona-Af no se disocie y AS permanezca en solucién. El tampdn fisiolégico consta preferiblemente
de por lo menos de 10 mM del sistema tampén y como maximo 200 mM. El resto de los componentes del tampén,
si los hay, pueden ser una sal sin una capacidad amortiguadora del pH significativa, e.g., cloruro sédico. El tampdn
fisioldgico tiene preferiblemente una concentracién de sal entre 20 mM y 500 mM, més preferida entre 50 mM y 300
mM y siendo la de eleccién entre 100 mM y 200 mM.

En un proceso de acuerdo con la presente invencién, el tampén fisiologico puede modificarse para que tenga un
valor de pH en el intervalo de 5,0 a 8,5; mas preferido, el pH del tamp6n oscila entre 5,5 y pH 8,3. Atn mas preferido,
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las condiciones de pH fisioldgico se definen mediante la concentracién de sales, como se han descrito anteriormente y
un valor de pH entre 6,0 y 8,0; el pH de eleccion de este tampon fisioldgico estd entre 6,5y 7,8.

Un modo de realizacién preferido, de acuerdo con la presente invencién, es un proceso de produccién de un
complejo soluble AB-chaperona, que consta de un péptido AS unido mediante recombinacién a una peptidil-prolil
isomerasa y que comprende: la solubilizacién de dicho polipéptido AB-chaperona recombinante y el ajuste del tam-
poén a condiciones fisioldgicas. Mientras que un péptido AS aislado se precipitaria espontdneamente al hacer esto,
como parte de una proteina recombinante permanece en solucién sorprendentemente en el proceso antedicho, segtiin
la presente invencion. Este importante descubrimiento es muy probablemente debido a la formacién de un complejo
intramolecular entre el péptido Ay la chaperona.

En el caso de la produccién de AB recombinante en E. coli, el A recombinante producido se obtiene preferi-
blemente en forma de cuerpos de inclusién. Este material se solubiliza con un reactivo altamente caotrépico, p. €j.,
cloruro de guanidina 7,0 M. El polipéptido AB no estd estructurado en gran parte en estas condiciones. Al modificar el
tampon hasta condiciones fisiolégicas de pH mediante pasos apropiados, el AS en solucién adquiere lo que se percibe
como su estructura similar a la nativa. La informacién sobre las particulas que desvian la luz (como los agregados)
puede obtenerse ficilmente a partir de espectros UV estdndares.

Lo que es importante acentuar aqui es el hecho de que el péptido AB dentro del complejo péptido AB-chaperona,
segln la presente invencion, durante la transformacién a condiciones fisiolégicas de pH adopta lo que se considera
un plegamiento similar a los de la estructura nativa. Por el contrario, el péptido AB, que se ha solubilizado mediante
agentes caotropicos a pH neutro, estd en gran parte desestructurado, perdiendo asi el orden de los epitopos confor-
macionales. Es posible solubilizar también un péptido AB de modo alternativo mediante el uso de detergentes. Por
ejemplo, dodecil sulfato sédico (DSS) se ha utilizado con éxito para solubilizar AB. Sin embargo, dicho “material
solubilizado mediante SDS” no es el material de eleccidn, p. ej., para su uso en un inmunoandlisis. Ademdas (como
se ha descrito anteriormente) en dicho inmunoanélisis preferiblemente se utilizan anticuerpos que reaccionan con
los epitopos conformacionales de AS y no puede descartarse que los detergentes eliminen parcialmente los epitopos
conformacionales.

Preferiblemente, el complejo AB-chaperona de acuerdo con la presente invencion se caracteriza por el plegamiento
similar al de la forma nativa del AS que contienen. El Ag plegado como en la forma nativa en este complejo, p. €j.,
posee las caracteristicas inmunoldgicas o fisicas necesarias.

La produccién del complejo chaperona-AB soluble se inicia en condiciones de pH no fisioldgicas. El tampén “no
fisiologico” tiene que cumplir dos requisitos, que (a) el desplegamiento de AS es reversible a su estructura similar a
la nativa, y (b) el desplegamiento de la chaperona PPI es reversible a su estructura similar a la nativa. Al empezar
con estas condiciones de tampon, la chaperona se une a la proteina amiloidogénica diana y es posible un cambio de
las condiciones de pH de no fisiolgicas a mas o menos fisioldgicas, sin que el polipéptido que comprende el péptido
amiloidogénico A precipite.

Mientras las chaperonas se unen generalmente a proteinas desnaturalizadas y actdan sobre ellas, de este modo
facilitando su plegamiento correcto, la situacion en la que la presente invencién se basa es muy diferente. Diferente
desde el punto de vista de las funciones de la chaperona, en el método novedoso la chaperona parece unirse a la
proteina plegada en la forma nativa y estabiliza esta proteina en unas condiciones tamponadas en las que AS es de otro
modo insoluble y se agrega y/o precipita.

En un modo de realizacién preferido de acuerdo con la presente invencidn, la chaperona PPI se selecciona del
grupo formado por FkpA, SlyD y el factor desencadenante.

Se ha observado que FkpA o SlyD mejoran especialmente la solubilidad de AS y forman complejos bastante esta-
bles con éstos. En consecuencia, otro modo de realizacién preferido se caracteriza porque la chaperona se selecciona
del grupo que comprende FkpA y SlyD. Mds preferiblemente, la chaperona SlyD se utiliza para conferir solubilidad

al AB.

Segtin lo descrito anteriormente, los fragmentos de chaperonas se pueden utilizar también para proporcionar la
funcién deseada. En caso de las chaperonas modulares, como los FKBP, que constan de un médulo catalitico y un
médulo de unidn, se prefiere que tal fragmento al menos comprenda el dominio de unién o que tal fragmento posea
al menos una funcién comparable al dominio de unién. Un fragmento funcional preferido de la chaperona PPI es, por
ejemplo, EcSly D (1-165) que deriva de E. coli. Los homélogos SlyD que corresponden a EcSlyD representan también
modos preferidos de realizacién de acuerdo con la invencién en tramite.

FKBPI12 es un miembro de la familia FKBP presente en humanos y comprende bédsicamente el dominio catalitico
isomerasa de una PPIasa. Ya que carece de un dominio de unién adicional al polipéptido, presenta una afinidad de unién
reducida significativamente hacia substratos de proteina desplegados o parcialmente desplegados en comparacién con
otros miembros de la familia FKBP. Se ha demostrado que el desplegamiento y el plegamiento de FKBP12 es un
proceso reversible (Egan, D. A., et al., Biochemistry 32 (1993) 1920-1927; Scholz, C., et al., J. Biol. Chem. 271
(1996) 12703-12707). Se observa que el plegamiento y el desplegamiento de FkpA (25-270) y SlyD (1-165) no son
tampoco reversibles, de modo que se satisface un requisito primordial del proceso descrito aqui.
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Un complejo soluble de la chaperona AS puede prepararse también mezclando la chaperona PPI (p. ej., producido
por técnicas de recombinacion) y el AS obtenido mediante sintesis peptidica convencional o producido de mediante
recombinacién. Sin embargo, tal como se describe anteriormente, preferiblemente se obtiene A facilmente en una
forma soluble mediante el tratamiento apropiado de un polipéptido recombinante que comprende una chaperona PPI

y AB.

En un modo de realizacién preferido, la presente invencién muestra un complejo que es soluble al menos en 100
nM en una solucién que presenta un pH de 7,4 y estd formada por fosfato sédico 20 mM y cloruro sédico 150 mM, que
comprende un AS y una chaperona peptidil-prolil isomerasa, en el que el A y la chaperona peptidil-prolil isomerasa
estan unidas mediante enlace covalente.

La formacién de complejos es un proceso dindmico en el que la disociacién y la reasociacion sucede en paralelo.
Esto se cumple para la asociacion intermolecular e intramolecular (p. €j., en un constructo de fusion) entre, p. €j., SlyD
y AB. Ya que AP precipita a partir de una solucién tampén fisioldgica, las concentraciones de ambos componentes
deben ser elegidas para asegurar que esté presente s6lo una concentracién de AS en forma libre no critica o en la que
no se formen agregados y que la mayoria de AB esté unida y estabilizada en forma de un complejo A-chaperona.

Se ha observado que una proporcion de 1:1 (AS respecto a la chaperona PPI) es suficiente para formar el complejo
soluble si ambos dominios se unen mediante enlaces covalentes. Proporciones molares mds ventajosas entre AS y la
chaperona son 1:1y 1:2.

Un complejo soluble que comprende un péptido AS y una chaperona PPI unidos mediante recombinacién represen-
ta un modo de realizacién muy preferido de acuerdo con la presente invencién. El de eleccion es un péptido AS que se
selecciona del grupo formado por AS (1-40), AB (1-42) y AB (1-43) y que compone dicho polipéptido recombinante.

El cambio de condiciones fisioldgicas de pH a condiciones no fisioldgicas se puede conseguir de diferentes maneras
para una proteina recombinante que comprende al menos un dominio A y al menos un dominio PPI-chaperona. Se
obtienen facilmente complejos intramoleculares soluble entre el dominio AS y, p. €j., el dominio SlyD mediante
el ajuste de las condiciones de pH no fisiolégicas a condiciones fisioldgicas mediante la didlisis, dilucién rapida
o plegamiento asistido por matriz. El plegamiento asistido por matriz es un método preferido. La solucién que se
obtiene de este modo, que comprende el complejo AB-chaperona soluble puede utilizarse directamente para realizar
mds modificaciones.

Preferiblemente el péptido recombinante, de acuerdo con la presente invencién, comprende un dominio AS y un
dominio chaperona. En otro modo de realizacién preferido, la presente invencion estd relacionada con una proteina
recombinante que comprende al menos un dominio AS 'y al menos dos dominios PPI-chaperona. Se prefieren también
los polipéptidos recombinantes que comprenden un dominio AS y dos PPI-chaperona.

El polipéptido recombinante utilizado para obtener un complejo A-chaperona soluble, de acuerdo con la presente
invencidn, se expresa mediante técnicas de biologia molecular estdndares. Preferiblemente el gen correspondiente a
la chaperona se localiza en el marco en direccién 5’ del gen de la proteina diana, en un vector de expresién que
comprende la informacién genética de AS y de la chaperona y también opcionalmente la informacién genética de una
secuencia de union peptidica apropiada. La E. coli es un huésped preferido para la produccién a gran escala de tal
proteina de fusién recombinante.

En un modo de realizacién preferido, la presente invencién muestra un complejo soluble que comprende un AS
y una chaperona seleccionada de la clase de chaperonas peptidil-prolil isomerasa. Mds preferiblemente, la parte del
polipéptido recombinante de la chaperona PPI carece del péptido de sefial de exportacion (de la molécula precursora
correspondiente) y corresponde a la chaperona PPI madura. Ya que en este modo de realizacion preferido la proteina
recombinante carece de una secuencia sefial funcional, el producto del gen se acumula en el citosol bacteriano.

Una caracteristica llamativa del Ag comprendido, p. €j., en un SlyD-AB producido mediante recombinacién es su
solubilidad excepcional en comparacién con el AS “sin chaperona”. Es interesante que el “material caotrépico” (es
decir SlyD-AgB en Cloruro de guanidina 6,0-7,0 M) pueda plegarse de diferentes maneras, que produzcan todas ellas
una forma similar a la nativa soluble y termodindmicamente estable. El plegamiento se consigue a alto rendimiento
mediante didlisis y dilucién rdpida, asi como mediante cromatografia de exclusién por tamafio renaturalizante o por
plegamiento asistido por matriz. Estos hallazgos sugieren que en esta forma con enlaces covalente, el polipéptido de
fusién AB-SlyD es una proteina mas termodindmicamente estable que metaestable.

El polipéptido recombinante SlyD-AS comprende dos dominios de proteinas con requisitos de plegamiento di-
ferentes. Ya que el protocolo de purificacién incluye un paso de desnaturalizacion inicial, es imprescindible que el
plegamiento de la chaperona sea reversible. De hecho, existen datos procedentes de métodos espectroscopicos del
desplegamiento reversible y plegamiento de SlyD y AB en el complejo proteico unido mediante enlaces covalentes.

Se prefiere también un polipéptido recombinante que sea soluble al menos en 100 nM en una solucién que tiene
un pH de 7.4 y estd compuesta por fosfato sédico 20 mM y cloruro sédico 150 mM, que comprende un AS, un péptido
de unién y una chaperona peptidil-prolil isomerasa.
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La secuencia del péptido de unién de este polipéptido recombinante se selecciona para asegurar una asociacién
intramolecular 6ptima del AS y el dominio chaperona utilizado. Preferiblemente, esta secuencia de unién es de unos
20 aminoécidos de longitud aproximadamente y comprende aminodcidos que proporcionan flexibilidad y solubilidad,
como por ejemplo, glicina y serina. Preferiblemente la secuencia de unién es de 10 a 50 aminodacidos de longitud. M4s
preferiblemente entre 12 y 40 aminodcidos de longitud y la de eleccién es la secuencia de unién que consta de 15 a
35 aminodcidos. El AB y la chaperona estdn siempre préximos (manteniéndose unidos, p. €j., mediante un conector
adecuado). En un modo de realizacion preferido el polipéptido recombinante consta de FkpA maduro o SlyD truncado
(aminodcidos 1-165) unido a su proteina diana via un conector flexible. Esto, como indican los datos, aporta un efecto
estabilizador adicional.

Se ha observado que A sorprendentemente, como parte del complejo intramolecular entre na chaperona PPI y
ApB, es soluble y estable. La mejora en la estabilidad de AB en tal complejo aporta ventajas adicionales. Por ejemplo,
es posible de obtener muy facilmente una molécula recombinante AB-chaperona completamente renaturalizada. La
proteina recombinante se solubiliza inicialmente mediante un tratamiento con agentes caotrépicos (p. €j., cloruro de
guanidina). Puede obtenerse una proteina completamente renaturalizada que comprende los dominios para proteinas
unidos covalentemente simplemente mediante el paso del material solubilizado a través de una columna de filtracién
en gel, equilibrada con una solucién tamp6n fisiolégica adecuada.

El plegamiento asistido por matriz puede aplicarse también facilmente y de manera muy ventajosa, véase el Ejem-
plo 2 y la Figura 2. En ellos se muestra que con un paso de renaturalizacién adecuado y una purificacion facil se
obtiene una proteina de fusién SlyD-SlyD-Ag soluble con una pureza del 90% aproximadamente.

Es una caracteristica muy importante del complejo, de acuerdo con la presente invencion, que el AS en tal complejo
Ap esté presente en forma soluble en condiciones fisioldgicas de PH, p. €j., a pH 7,4 en un tamp6n formado por fosfato
20 mM y cloruro sédico 150 mM. De modo distinto al AS libre el AB que forma tal complejo no se adhiere o presenta
predisposicion hacia la agregacion. Esta es una ventaja enorme en las aplicaciones terapéuticas y diagnésticas. En un
modo de realizacién preferido, la presente invencidn hace referencia a una composicién de reactivos que es soluble
en condiciones fisiologicas de pH, que comprende un complejo intramolecular formado por un péptido AB y una
chaperona seleccionada de la clase de chaperonas peptidil-prolil isomerasa.

Un complejo soluble que comprende Af con estructura plegada similar a la nativa y una chaperona seleccionada
de la clase de chaperonas peptidil-prolil isomerasa representa un modo de realizacién muy preferido de la presente
invencion.

En lo referente a la inmunizacion con AS, es bastante obvio el progreso realizado al proporcionar un AgS “soluble y
similar al nativo”. Por primera vez se encuentra disponible un A8 soluble y similar al nativo en condiciones fisiolégicas
de pH.

En un modo de realizacion preferido, el complejo soluble como se ha descrito se utiliza para producir una com-
posicion de reactivos para su uso en forma de medicamento. La composicién de reactivos comprende el complejo
Ap-chaperona junto con excipientes aceptables fisiol6gicamente y si es necesario aditivos adecuados y/o substancias
auxiliares convencionales.

Otro modo de realizacién preferido, de acuerdo con la presente invencidn, estd representado por la formacién de
una composicion de reactivos que comprende un complejo AS-chaperona y el uso de tal composicidn para provocar una
respuesta inmunitaria en un mamifero. El complejo descrito tiene disponibles muchos mds epitopos A que cualquier
otro inmundgeno AS conocido. Por lo tanto se espera que el nuevo inmundgeno induzca una respuesta inmunitaria
mucho mayor.

Con respecto a los procedimientos diagnésticos las ventajas evidentes de los complejo AB-chaperona solubles de
acuerdo con la presente invencion son, p. €j., el aumento de estabilidad de un péptido AB, en condiciones fisiolégicas
de pH, y/o el aumento de la sensibilidad en el diagnéstico, y/o el aumento de la cantidad de epitopos conformacionales
presentes y/o la posibilidad de marcar facilmente el complejo AS-chaperona.

En lo que al marcado se refiere, el modo y la estrategia utilizada en el acoplamiento quimico puede ahora selec-
cionarse seglin sea necesario. En el caso de los polipéptidos, estdn disponibles técnicas quimicas de acoplamiento
dirigidas hacia los residuos -SH,-NH, o -COO~ asi como el grupo -OH de la tirosina, el grupo imidazol de la histidina,
o los grupos imino heterociclicos del triptéfano. Se conocen varias técnicas quimicas de acoplamiento adecuadas para
cada uno de estos grupos funcionales (Aslam, M. and Dent, A., supra). Las técnicas quimicas rutinarias de acopla-
miento de proteinas requieren que la proteina sea soluble en las condiciones de pH en las que se trabaja, p. €j., dentro
de un intervalo de pH de 5 a 8,5 aproximadamente.

Los grupos marcadores o grupos efectores como los grupos de unién a fase sélida son marcages bien conocidos.
Un complejo AB-chaperona soluble marcado representa otro modo de realizacién preferido de acuerdo con la presente
invencion.

El grupo marcador puede seleccionarse entre cualquier grupo marcador detectable conocido, tales como los colo-
rantes, grupos marcadores luminescentes, como los grupos quimioluminiscentes, p. ej., ésteres de acridina o dioxeta-
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nos, o colorantes fluorescentes, p. ej., fluoresceina, cumarina, rodamina, oxazina, resorufina, cianina y derivados de
éstos. Otros ejemplos de grupos marcadores son los complejos metélicos luminiscentes, como el rutenio o complejos
de europio, enzimas, p. €j., como los que se utilizan en el ELISA o en CEDIA (inmunoanélisis donador con una enzima
clonada, p. ej., EP-A-0 061888) y radioisétopos.

Los grupos efectores comprenden, por ejemplo, una de las dos partes que forman una pareja que se une gracias a
que presentan afinidad biolégica. Al realizar un ensayo, el grupo efector interacciona especificamente y preferiblemen-
te de modo no covalente con la otra parte que forma la pareja de unién afin biol6gicamente. Los ejemplos de parejas de
unioén adecuadas son los haptenos o antigeno/anticuerpo, biotina o andlogos de la biotina como la aminobiotina, imi-
nobiotina o destiobiotina/avidina o estreptavidina, sacarosa/lecitina, dcido nucleico o andlogo de 4cido nucleico/acido
nucleico complementario y receptor/ligando, p. €j., receptor de hormona esteroidea’hormona esteroidea. Las parejas
de unién preferidas comprenden los haptenos, antigenos y hormonas. Los haptenos como la digoxina y biotina y los
andlogos de éstos son especialmente preferidos.

Los expertos en la materia conocen bien los inmunoandlisis. Los métodos para realizar tales ensayos, asi como
las aplicaciones practicas y los procedimientos aparecen resumidos en los libros de texto relacionados. Ejemplos de
estos libros de texto son Tijssen, P., Preparation of enzyme-antibody or other enzyme-macromolecule conjugates,
en: “Practice and theory of enzyme inmunoassays”, eds. R.H. Burdon y v. P.H. Knippenberg, Elsevier, Amsterdam
(1990), pp. 221-278) y varios volimenes de “Methods in Enzymology”, eds. S.P. Colowick, N.O. Caplan, Academic
Press (1980)), los volimenes 70, 73, 74, 84, 92 y 121 tratan especialmente los métodos de deteccidon inmunoldgicos.

La presente invencion revela el uso de un complejo chaperona-AgS soluble en un inmunoandlisis. El complejo
soluble que comprende Af y una chaperona PPI se usa preferiblemente como material estdndar en un inmunoanalisis
para la deteccién del péptido AB. En otro modo de realizacién preferido, un complejo soluble marcado que comprende
APy una chaperona PPI se utiliza en un inmunoandlisis para la deteccién de anticuerpos contra Ag.

El nuevo complejo chaperona-Ap proporciona la posibilidad de separar la chaperona de tal complejo y no requiere
la modificacién del antigeno (AB). Generalmente, se acepta que la modificacién de un polipéptido con una segunda
fraccién quimica, por ejemplo, el acoplamiento de un marcador a esa molécula, incluye el riesgo de que afecte nega-
tivamente al polipéptido. Por ejemplo, el epitopo que se investiga puede estar afectado, o este marcado puede causar
una unién no especifica. De acuerdo con la presente invencion, es posible ahora derivar especificamente la chaperona
hacia un complejo chaperona-Ag.

Los reactivos de las técnicas de diagndstico en el campo de los ensayos de unién especifica, como los inmunoa-
ndlisis, normalmente se obtienen mejor en forma de un equipo, que contiene el agente o agentes de union especifica
y los reactivos auxiliares necesarios para realizar el ensayo. Consecuentemente, la presente invencion hace referencia
también a un equipo inmunolégico que comprende al menos una composicién de reactivos que contiene un complejo
ApB-chaperona, de acuerdo con la presente invencion y reactivos auxiliares para realizar una determinacién respecto
a AB. Preferiblemente la composicién de reactivos que comprende el complejo AB-chaperona se obtiene en forma
liquida.

En otro modo de realizacién, un complejo soluble que comprende AS y una chaperona PPI pueden utilizarse
también para provocar una respuesta inmunitaria en un sujeto, tal como un ser humano o un animal. Los complejos
solubles pueden administrarse a un sujeto en forma de composiciones, tales como aquellas que pueden contener un
excipiente o vehiculo. Tales composiciones pueden incluir también un adyuvante. Ejemplos de adyuvantes convencio-
nales incluyen, aunque no se limitan a éstos, adyuvante incompleto de Freund, adyuvante completo de Freund, Merck
65, AS-2, alumbre, fosfato de aluminio, geles minerales como el hidréxido de aluminio y substancias activas en la
superficie como la lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa
californiana y dinitrofenol. Otros adyuvantes ttiles incluyen, aunque no se limitan a éstos, polisacdridos de la capsula
bacteriana, dextrano, IL-12, GM-CSF, ligando CD40, IFN-y e IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-10, IL-13, IL-18 o cualquier
citocina o fragmento de DNA bacteriano.

Puede administrarse una dosis (administracién) de una composicién que contenga un complejo soluble. Sin em-
bargo, después de la primera administracién se puede continuar con una dosis de recuerdo, en una, dos, tres veces o
mas. El nimero de dosis administradas a un sujeto depende en parte de la respuesta del sujeto a la composicién que
contiene el complejo soluble. Un nimero de dosis adecuado incluye cualquier nimero necesario para inmunizar a un
animal contra el complejo soluble.

Una segunda administracién (recuerdo) de la composicién que contiene el complejo soluble puede administrarse
entre los 7 dias y 1 afo aproximadamente después de la primera administracién. El periodo de tiempo entre la primera
y la segunda administracion puede oscilar entre los 14 dias hasta los 6 meses, 21 dias y 3 meses, frecuentemente entre
aproximadamente los 28 dias y los 2 meses después de la administracion inicial. Una tercera administracion (segunda
dosis de recuerdo) puede administrarse entre aproximadamente entre los 14 dias y los 10 afios después de la primera
administracion, p. €j., entre aproximadamente los 14 dias y los 3 afios, frecuentemente entre aproximadamente los
21 dias y un 1 afio, muy frecuentemente entre aproximadamente los 28 dias y los 6 meses después de la primera
administracién. Las dosis de recuerdo posteriores pueden administrase en intervalos de 2 semanas o 1 mes, 3 meses o
6 meses hasta intervalos de 10 afios.
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Normalmente, se administrard la cantidad de complejo soluble a un sujeto que sea suficiente para inmunizar un
animal contra un antigeno (es decir, “una dosis efectiva desde el punto de vista inmunolégico” o “una dosis efectiva
desde el punto de vista terapéutico”). Una cantidad adecuada para lograr “una dosis efectiva desde el punto de vista
inmunolégico” dependerd en parte del peso y del estado de la salud general del paciente y el juicio del médico que
prescribe u otro personal cualificado.

La dosis efectiva del complejo soluble se puede formular en los modelos animales para alcanzar una induccién de
una repuesta inmunitaria; tales datos se pueden utilizar para optimizar facilmente la administracién en los seres huma-
nos en base a los datos en animales. Normalmente, una dosis estard entre aproximadamente 1 fg y aproximadamente
100 ug, frecuentemente entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente 100 ug, mas frecuentemente entre aproxi-
madamente 1 ng y aproximadamente 50 ug y generalmente entre aproximadamente 100 ng y aproximadamente 50 ug.
En algunos modos de de realizacidn, la dosis oscila entre aproximadamente 1 fg y aproximadamente 100 ug por kg de
peso del sujeto, frecuentemente entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente 100 pg, mds frecuentemente entre
aproximadamente 1 ng y aproximadamente 50 ug, y generalmente entre aproximadamente 100 ng y aproximadamente
50 ug por kg de peso del sujeto.

Las composiciones que contienen el complejo soluble de la invencién se pueden administrar por diferentes vias y
en varias formas. Una composicién compleja soluble puede incluir los vehiculos y los excipientes, tales como tam-
pones, los carbohidratos, manitol, las proteinas, los polipéptidos o los aminoécidos tales como glicina, antioxidantes,
bacterioestaticos, quelantes, agentes de suspension, espesantes y/o conservantes; agua, aceites, soluciones salinas, so-
luciones acuosas de dextrosa y glicerol, otras sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segtin lo necesario
para la aproximacién a condiciones fisioldgicas, tales como neutralizantes, agentes para el ajuste de la tonicidad,
humectantes, etc... Se puede también incorporar un coadyuvante convencional en la composicion.

Aunque se puede utilizar cualquier vehiculo conveniente para administrar las composiciones de la invencion, el tipo
de vehiculo variard dependiendo de la forma de administracién. Los compuestos se pueden también encapsular dentro
de liposomas. Las microesferas biodegradables son convenientes en algunos casos como vehiculos; por ejemplo, como
los que se describen en la patente estadounidense nimero 5 942 252.

La esterilizacion de las composiciones es conveniente, como las que se consiguen por ejemplo mediante técnicas
convencionales, tales como filtracion estéril. Las soluciones acuosas que resultan se pueden acondicionar en envases
para su uso directamente o se pueden liofilizar.

Las composiciones que contienen el complejo soluble de la invencién se pueden administrar por diferentes vias, que
incluyen inyeccion (e.g., intradérmica, subcutdnea, intramuscular, intraperitoneal), inhalacién, administracion topica,
supositorios, mediante el uso de parches transdérmicos o por via oral.

Cuando la administracién es mediante inyeccion, las composiciones se pueden formular en soluciones acuosas,
preferiblemente en soluciones tampdn fisioldgicas, tales como la solucién de Hanks, la solucién de Ringer, solucién
tamp6n formada por fosfato 20 mM y cloruro sédico 150 mM (pH 7.4) o en una solucién tampén salina fisioldgica.
La solucién puede contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, la composicién puede presentarse en la forma del polvo para su reconstitucién con un vehiculo con-
veniente antes de su uso, e.g., agua apirégena estéril. Las composiciones que se administran por inhalacién pueden pre-
sentarse en forma de aerosol en envases presurizados o como nebulizador en los que se emplea un propulsor adecuado,
p. €j., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de los aerosoles
a presion, la dosis unitaria puede proporcionarse gracias al uso de una valvula que libere una dosis exacta. Las cdpsulas
y los cartuchos de, p. €j., gelatina, para su uso en un inhalador o un insuflador se pueden formular con una mezcla del
polvo de proteinas y una base adecuada para el polvo, tal como la lactosa o el almidén. Para la administracién tdpica,
las composiciones se pueden formular como soluciones, geles, ungiientos, cremas, suspensiones y similares y se cono-
cen bien en la materia. En algunos modos de realizacion, la administracion se efectua mediante un parche transdérmico.
Las composiciones en supositorios se pueden formular con bases convencionales para su elaboracion.

Cuando la administracién es oral, una composicién se puede formular ficilmente al combinar la composicién
con excipientes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes s6lidos incluyen el manitol, la lactosa, el estearato del
magnesio, etc.; tales excipientes permiten la formacién de los comprimidos, de las pildoras, de las grageas, de las
cépsulas, de los liquidos, de los geles, de los jarabes, de las mezclas, de las suspensiones etc., para ingestion. Tales
formulaciones pueden ser polvos, cdpsulas y comprimidos; los excipientes adecuados incluyen rellenos compuestos
de azicares, preparaciones de celulosa, agentes de granulacion y agentes aglutinantes.

Los métodos para la produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales, que incluyen los fragmentos de unién
(e.j., F(ab)2) y las versiones de cadena simple son bien conocidas. Sin embargo, muchos antigenos son incapaces de
provocar una respuesta adecuada de los anticuerpos. En un modo de realizacién, una composicién que contiene un
complejo soluble de la invencidn y un antigeno se administra a un animal, que provoca de este modo una respuesta
inmunitaria en el animal. Los anticuerpos policlonales y monoclonales se preparan posteriormente mediante técnicas
estandard.

Los ejemplos, las referencias, el listado de la secuencia y las figuras siguientes se proporcionan para ayudar a la
comprension de la presente invencidn, el alcance verdadero de la cual se expone en las reivindicaciones adjuntas.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion de un vector de expresion SS-AB (1-42)

El gen que codifica la chaperona SlyD se ha aislado mediante procedimientos de clonacién rutinarios a partir del
cromosoma de E. coli (Ec). Para su expresion mediante recombinacion se ha generado una construccién de DNA
que codifica para los aminodcidos del 1 al 165 de SlyD (= EcSlyD). Se ha construido un vector de expresion que
comprende dos veces EcSlyD(1-165) (=SS) como pareja de fusion y AB (1-42) como proteina diana.

Los siguientes pasos de clonacidn se realizaron en base al pldsmido de expresiéon pET24a de Novagen (Madison,
WI, EUA). El vector se digerié con Ndel y Xhol y se insertd un casete semisintético que comprende el tindem EcSlyD

y AB(1-42):

Nde 1 BamH Xho I
I
EcSIyD L |EcSIyD L AB(1-42)

L = (GGGS)S5000-Linker

El inserto del plasmido resultante se secuencid y se observé que codificaba la proteina de fusion deseada.

La secuencia de 4cido nucleico del casete que se inserté (= SEQ ID NO:1) se muestra a continuacion.

CATATGAAAGTAGCAAAAGACCTGGTGGTCAGCCTGGCCTATCAGGTACGT
ACAGAAGACGGTGTGTTGGTTGATGAGTCTCCGGTGAGTGCGCCGCTGGA
CTACCTGCATGGTCACGGTTCCCTGATCTCTGGCCTGGAAACGGCGCTGGA
AGGTCATGAAGTTGGCGACAAATTTGATGTCGCTGTTGGCGCGAACGACGC
TTACGGTCAGTACGACGAAA . ACCTGGTGCAACGTGTTCCTAAAGACGTATT
TATGGGCGTTGATGAACTGCAGGTAGGTATGCGTTTCCTGGCTGAAACCGA
CCAGGGTCCGGTACCGGTTGAAATCACTGCGGTTGAAGACGATCACGTCG
TGGTTGATGGTAACCACATGCTGGCCGGTCAGAACCTGAAATTCAACGTTG
AAGTTGTGGCGATTCGCGAAGCGACTGAAGAAGAACTGGCTCATGGTCAC
GTTCACGGCGCGCACGATCACCACCACGATCACGACCACGACGGTGGCGG
TTCCGGCGGTGGCTCTGGTGGCGGAAGCGGTGGCGGTTCCGGCGGTGGCT

CTGGTGGCGGTAAAGTAGCAAAAGACCTGGTGGTCAGCCTGGCCTATCAG
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GTACGTACAGAAGACGGTGTGTTGGTTGATGAGTCTCCGGTGAGTGCGCC

GCTGGACTACCTGCATGGTCACGGTTCCCTGATCTCTGGCCTGGAAACGGC
GCTGGAAGGTCATGAAGTTGGCGACAAATTTGATGTCGCTGTTGGCGCGAA
CGACGCTTACGGTCAGTACGACGAAAACCTGGTGCAACGTGTTCCTAAAGA

CGTATTTATGGGCGTTGATGAACTGCAGGTAGGTATGCGTTTCCTGGCTGA

AACCGACCAGGGTCCGGTACCGGTTGAAATCACTGCGGTTGAAGACGATC

ACGTCGTGGTTGATGGTAACCACATGCTGGCCGGTCAGAACCTGARAATTCA

ACGTTGAAGTTGTGGCGATTCGCGAAGCGACTGAAGAAGAACTGGCTCAT

GGTCACGTTCACGGCGCGCACGATCACCACCACGATCACGACCACGACGG

TGGCGGTTCCGGCGGTGGCTCTGGTGGCGGATCCGGTGGCGGTTCCGGCG

GTGGCTCTGGTGGCGGTGACGCTGAATTCCGTCACGACTCCGGTTACGAA

GTTCACCACCAGAAACTGGTTTTCTTCGCTGAAGACGTTGGTTCCAACAAA

GGTGCTATCATCGGTCTGATGGTTGGTGGTGTTGTTATCGCTCTCGAGCAC

CACCACCACCACCACTGA

La secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion que resulta (=SEQ ID NO:2) se proporciona a continuacion:

1 MKVAKDLVVS LAYQVRTEDG VLVDESPVSA PLDYLHGHGS LISGLETALE
51 GHEVGDKFDV AVGANDAYGQ YDENLVQRVP KDVFMGVDEL QVGMRFLAET

101 DQGPVPVEIT AVEDDHVVVD GNHMLAGQNL KFNVEVVAIR
EATEEELAHG

151 HVHGAHDHHH DHDHDGGGSG GGSGGGSGGG SGGGSGGGKV
AKDLVVSLAY

201 QVRTEDGVLV DESPVSAPLD YLHGHGSLIS GLETALEGHE
VGDKFDVAVG

251 ANDAYGQYDE NLVQRVPKDV FMGVDELQVG MREFLAETDQG
PVPVEITAVE

301 DDHVVVDGNH MLAGOQNLKEN VEVVAIREAT EEELAHGHVH
GAHDHHHDHD

351 HDGGGSGGGS GGGSGGGSGG GSGGGDAEFR HDSGYEVHHQ
KLVFFAEDVG

401 SNKGAIIGLM VGGVVIALEH HHHHH

13
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Ejemplo 2
Produccion y purificacion de la proteina de fusion SS-AB (1-42)

Las células E. coli BL21(DE3) que albergan el pldsmido de expresion se cultivaron en medio LB con la adicién
de canamicina con una OD600 (densidad 6ptica a 600 nm) de 1 y se indujo la sobreexpresion en el citosol mediante
la adicién de isopropil-B-D-tiogalactosido (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mM en una temperatura de 37°C
durante el crecimiento. Tras cuatro horas a partir de la induccion, se recogieron las células mediante centrifugacion (20
min a 5000 x g), se congelaron y se almacenaron a -20°C. Para la lisis celular, el sedimento congelado se resuspendié en
Tris/HCI 50 mM a pH 8,5 y hidrocloruro de guanidina 7,0 M, imidazol 5 mM a temperatura ambiente y la suspensién
resultante se sometié ademds al tratamiento con un homogenizador Polytronic® PT3100 (Kinematica). Después de la
centrifugacién (20000 x g, 4°C, 30 min) y la filtracién, el lisado se aplicé en una columna de Ni-NTA (niquel-nitrilo-
triacetato) equilibrada previamente en el tampén de lisis ya mencionado.

Después de un paso de lavado en exceso (>20 volimenes de columna de tampén de lisis), el tampdn de lisis
caotrépico se reemplazé con fosfato sédico S0 mM a pH 7.8 y cloruro sédico 100 mM para permitir que la proteina
unida a la matriz se plegara. Al menos se aplicaron 10 volimenes de columna de solucién tampdn para el plegamiento
para evitar una concentracién de hidrocloruro de guanidina caotrdépica o que interfiriera. Finalmente, la proteina de
fusién nativa se eluy¢ al aplicar un gradiente de imidazol de 5 mM a 500 mM en fosfato sédico 50 mM a pH 7,8 y
cloruro sédico 100 mM. Se evalué la pureza de las fracciones con contenido en proteinas mediante una electroforesis
con dodecil sulfato sédico y un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se mezclaron.

De modo sorprendente, SS-AS (1-42) eluye en forma de proteina soluble. A pesar de que la A (1-42) es notoria-
mente hidréfoba, el expectro UV de la proteina de fusion producida de manera recombinante con un plegamiento en la
matriz no indica ninguna tendencia hacia la formacién de agregados. Como se muestra en la Fig. 1, los valores basales
del espectro de absorcion UV de SS-AS en condiciones fisioldgicas de pH casi equivalen a la abscisa (por encima de
310 nm) e indican de este modo que no existen particulas que desvien la luz que resulta debido a fenémenos de auto-
asociacion o agregacion. De hecho, la forma del espectro representado en la Fig. 1 sugiere un polipéptido de fusién
soluble y facil de manipular que comprende el péptido AB (1-42) que deberia ser util como herramienta de diagndstico
(p. €j. como estdndard en un inmunoandlis de Af8) o como inmundgeno.

En resumen, el método descrito en este documento facilita la produccién adecuada mediante recombinacién de
Ap en forma soluble y en grandes cantidades (rendimiento > 20 mg proteina de fusién/g de peso hiimedo de masa de
celulas E. coli). La proteina de fusién SS-ApS (1-42) eluye con aproximadamente 150 mM de imidazol de la columna
Ni-NTA. La pureza de las fracciones mezcladas que contienen la proteina de fusién se analizaron mediante una elec-
troforesis con dodecil sulfato sédico y un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Como muestra la SDS-PAGE la pureza
del polipéptido de fusién como se obtiene en un paso Unico combinado de purificacion y renaturalizacién excede el
90% tras aplicar un protocolo de cromatografia en un paso (cf. Figura 2).
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccién de un polipéptido de fusién recombinante soluble que comprende un Ay una FKBP
que poseen actividad chaperona y que incluye:

la solubilizacién de dicho polipéptido,
y el ajuste de la solucién tampdn hasta condiciones fisiolégicas,

en el que el complejo AB-chaperona formado es al menos soluble en 100 nM, como se determina en una solucién
que posee un pH de 7,4 y esta formada por fosfato sédico 20 mM vy cloruro sédico 150 mM.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la FKBP que posee actividad chaperona se selecciona del grupo
formado por SlyD, FkpA y el factor desencadenante.

3. El método de la reivindicacién 2, en el que la chaperona FKBP es SlyD.

4. Un polipéptido de fusién recombinante que es soluble al menos en 100 nM en una solucién que posee un pH de
7,4 y esta formada por fosfato sédico 20 mM y cloruro sédico 150 mM, que comprende:

un AB y una FKBP que posee actividad chaperona.

5. Un polipéptido de fusién recombinante que es soluble al menos en 100 nM en una solucién que posee un pH de
7,4 y esta formada por fosfato s6dico 20 mM y cloruro sédico 150 mM, que comprende:

un Ag,

un péptido de unién y

FKBP con actividad chaperona.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el polipéptido de fusién recombinante
soluble de acuerdo con la reivindicacién 4 o el polipéptido recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que

el péptido Ap se selecciona del grupo formado por AB (1-40), AB (1-42) y AS (1-43).

7. El uso de un polipéptido de fusion recombinante A5-chaperona de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5 en un
inmunoandlisis.

8. Un equipo que comprende al menos una composicion de reactivos que comprende un polipéptido de fusién

recombinante soluble de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5 y reactivos auxiliares para realizar una determinacién
cuantitativa de AB.
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figura 1
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Figure 2
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cat atg aaa gta gca aaa gac ctg gtg gtc agc ctg gec tat cag

Met Lis Val Ala Lis Asp Leu Val Val Ser Leu Ala Tir Gin Val

5

10

cgt aca gaa gac ggt gtg ttg gtt gat gag tct ccg gtg agt

Arg Tre Glu Asp Gli Val Leu Val Asp Glu Ser Pro Val Ser

25

30

ctg gac tac ctg cat ggt cac ggt tcc ctg atc tct ggc ctg

15

gcg

gaa

Leu Asp Tir Leu His Gli His Gli Ser Leu Ile Ser Gli Leu Glu Thr

gta

48

1
ccg 96
Pro

20
acg 144

35

gcg ctg gaa ggt
ggc 192

Ala Leu Glu Gli
Gli 50

gcg aac gac gct
gtt

240

Ala Asn Asp Ala
Val 65

cct aaa gac gta

cat gaa

His Glu

tac ggt

Tir GIli

ttt atg

gtt

Val

cag

Gln

70

ggc

40

ggc gac

Gli Asp

55

tac gac

Tir Asp

gtt gat

aaa

Lis

gaa

Glu

gaa

45

ttt gat gtc

Fen Asp Val

60

aac ctg gtg

Asn Leu Val

75

ctg cag gta

gct

Ala

caa

Gln

ggt

gtt

Val

cgt

Arg

atg
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ES 2294 196 T3

cgt

288

Pro Lis Asp Val Fen Met Gli Val Asp Glu Leu Gln Val Gli Met
Arg 80 85 90 95

ttc ctg gct gaa acc gac cag ggt ccg gta ccg gtt gaa atc act
gcg 336

Phe Leu Ala Glu Tre Asp Gln Gli Pro Val Pro Val Glu Ile Tre
Ala 100 105 110

gtt gaa gac gat cac gtc gtg gtt gat ggt aac cac atg ctg gcc
ggt 384

Val Glu Asp Asp His Val Vval Val Asp Gli Asn His Met
Leu Ala Gli 115 120 125

cag aac ctg aaa ttc aac gtt gaa gtt gtg gcg att cgc gaa gcg
act 432

Gln Asn Leu Lis Fen Asn Val Glu Val Val Ala Ile Arg Glu Ala
Tre 130 135 140

gaa gaa gaa ctg gct cat ggt cac gtt cac ggc gcg cac gat cac
cac 480

Glu Glu Glu Leu Ala His Gli His Val His Gli Ala His Asp
His His 145 150 155

cac gat cac gac cac gac ggt ggc ggt tcc ggc ggt ggc tct ggt
ggc 528

His Asp His Asp His Asp Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli
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Gli

gca

ggt

Gli

cat

His

cat

His

tac

Tir

160

gga
576
Gly

180

aaa
624

Lys
195

gtg
672
Val

210

ggt
720

Gly

225

gaa
768
Glu

240

ggt

agc

Ser

gac

Asp

ttg

Leu

cac

His

gtt

Val

cag

ggt

Gli

ctg

Leu

gtt

Val

ggt

Gli

ggc

Gli

tac

ES 2294 196 T3

165

170

175

ggc ggt tcc ggc ggt ggc tet ggt ggc ggt

Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli

gtg gtc agc ctg

Val Val Ser Leu

185

gcc

Ala

200

tat cag gta

Tir Gln Val

gat gag tct ccg gtg agt gcg ccg

Asp Glu Ser Pro

215

tce ctg atc tct

Ser Leu Ile Ser

230

gac aaa ttt gat

Asp Lis Fen Asp
245

gac gaa aac ctg

Val

ggc

Gli

gtc

Val

gtg

Ser Ala Pro

220

ctg gaa acg

Leu Glu Tre

235

gct gtt ggc

Ala Val Gli

250

caa cgt gtt

cgt

Arg

205

ctg

Leu

gcg

gcg

Ala

cct

190

aca

Tre

gac

Asp

ctg

Leu

aac

aaa

Lis

gaa

Glu

tac

Tir

gaa

Glu

gac

Asn Asp

255

aaa gac

gta

Val

gac

Asp

ctg

Leu

ggt

Gli

gct

Ala

gta



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ttt

Fen

gaa

Glu

cac

His

ttc

Lis

gct

Leu

cac

Asp

ES 2294 196 T3

816
Gly Gln Tir Asp Glu Asn Leu Val Gln Arg Val Pro Lis Asp Val

260 265 270

atg ggc gtt gat gaa ctg cag gta ggt atg cgt ttc ctg gct
acc 864

Met Gli Val Asp Glu Leu Gln Val Gli Met Arg Fen Leu Ala
Tre 275 280 285

gac cag ggt ccg gta ccg gtt gaa atc act gcg gtt gaa gac gat
912

Asp Gln Gli Pro Val Pro Val Glu Ile Tre Ala Val Glu Asp Asp

290 295 300

gtc gtg gtt gat ggt aac cac atg ctg gcc ggt cag aac ctg aaa
960
Val Val val Asp Gli Asn His Met Leu Ala Gli Gln Asn Leu

Fen 305 310 315

aac gtt gaa gtt gtg gcg att cgc gaa gcg act gaa gaa gaa ctg
1008
Asn Val Glu Val Val Ala Ile Arg Glu Ala Tre Glu Glu Glu

Ala .320 325 330 335

cat ggt cac gtt cac ggc gcg cac gat cac cac cac gat cac gac
1056
His Gli His Val His Gli Ala His Asp His His His Asp His

His 340 345 350
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ES 2294 196 T3

gac ggt ggc ggt tcc ggc ggt ggc tct ggt ggc gga tce
ggt ggc ggt 1104

Asp Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli
Gli Gli 355 360 365

tcc ggec ggt ggc tct ggt ggc ggt gac get gaa ttc cgt cac gac
tcc 1152
Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Asp Ala Glu Fen Arg His

Asp Ser 370 375 380

ggt tac gaa gtt cac cac cag aaa ctg gtt ttc ttc gct gaa gac
gtt 1200

Gly Tir Glu Val His His Gln Lis Leu Val Fen Phe Ala Glu Asp
Val 385 390 395

ggt tcc aac aaa ggt gct atc atc ggt ctg atg gtt ggt ggt gtt
gtt 1248
Gly Ser Asn Lis Gli Ala Ile Ile Gli Leu Met Val Gli Gli Vval

Val 400 405 410 415

atc gct ctc gag cac cac cac cac cac cac tga 1281
Ile Ala Leu Glu His His His His His His

420 425

<210>2

<211> 425

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: codifica para una proteina de fusion
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ES 2294 196 T3
<400> 2
Met Lis Val Ala Lis Asp Leu Val Val Ser Leu Ala Tir Gin Val

Arg 1 5 10 15

Tre Glu Asp Gli Val Leu Val Asp Glu Ser Pro Val Ser Ala Pro

Leu 20 25 30

Asp Tir Leu His Gli His Gli Ser Leu Ile Ser Gli Leu Glu

Tre Ala 35 40 45

Leu Glu Gli His Glu Val Gli Asp Lis Fen Asp Val Ala Val
Gli Ala 50 55 60

Asn Asp Ala Tir Gli Gln Tir Asp Glu Asn Leu Val Gln Arg Val

Pro 65 70 75 80

Lys Asp Val Fen Met Gli Val Asp Glu Leu Gln Val Gli Met Arg

Fen 85 90 95

Leu Ala Glu Tre Asp Gin Gli Pro Val Pro Val Giu Ile Tre Ala

val 100 105 110

Glu Asp Asp His Val Val Val Asp Gli Asn His Met Leu Ala
Gli Gln 115 120 125
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ES 2294 196 T3

Asn Leu Lis Fen Asn Val Glu Val val Ala Ile Arg Glu

Ala Tre Glu 130 135 140

.Glu Glu Leu Ala His Gli His Val His Gli Ala His Asp His

His His 145 150 155 160

Asp His Asp His Asp Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli
Gli Gli 165 170 175

Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Lis Val

Ala Lis 180 185 190

Asp Leu Val Val Ser Leu Ala Tir Gln Val Arg Tre Glu Asp

Gli val 195 200 205

Leu Val Asp Glu Ser Pro Val Ser Ala Pro Leu Asp Tir Leu

His Gli 210 215 220

His Gli Ser Leu Ile Ser Gli Leu Glu Tre Ala Leu Glu Gli

His Glu 225 230 235 240

Val Gli Asp Lis Fen Asp Val Ala Val Gli Ala Asn Asp Ala

Tir Gli 245 250 255

Gln Tir Asp Glu Asn Leu Val Gln Arg Val Pro Lis Asp Val Fen

Met 260 265 270

Gli Val Asp Glu Leu Gln Val Gli Met Arg Fen Leu Ala Glu Tre
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Asp

His

Fen

Ala

Asp

Gli

Asp

Val

Val

ES 2294 196 T3

275 280 285

Gln Gli Pro Val Pro Val Glu Ile Tre Ala Val Glu Asp Asp
Val 290 295 300

Val Val Asp Gli Asn His Met Leu Ala Gli Gln Asn Leu Lis
Asn 305 310 315 320

Val Glu Val Val Ala Ile Arg Glu Ala Tre Glu Glu Glu Leu
His 325 330 335

Gli His Val His Gli Ala His Asp His His His Asp His
His Asp 340 345 350

Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Ser Gli
Gli Ser 355 360 365

Gli Gli Gli Ser Gli Gli Gli Asp Ala Glu Fen Arg His
Ser Gli 370 375 380

Tir Glu Val His His Gln Lis Leu Val Fen Phe Ala Glu Asp
Gli 385 390 395

400

Ser Asn Lis Gli Ala Ile Ile Gli Leu Met Val Gli Gli val
Ile 405 410 415

Ala Leu Glu His His His His His His

420 425
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