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DESCRIPCION

Utilizacion del péptido sintético derivado de la proteina Zebra para el diagndstico in vivo de la reactivacion del virus
de Epstein-Barr (EBV).

La presente invencién se refiere a la utilizaciéon de un péptido sintético derivado de la proteina ZEBRA, para el
diagnostico in vitro de la reactivacion del virus de Epstein-Barr (EBV). La presente invencién se refiere
particularmente a un procedimiento para la determinacion del nivel de los anticuerpos IgG para diagnosticar la
reactivacion del EBV.

El virus de Epstein-Barr (EBV) es un virus herpes-gamma que establece una infeccion latente en los linfocitos B
humanos, que transforma de forma eficiente las células en progenies celulares linfoblastoides (LCL), y que esta
implicado en la etiologia de la mononucleosis infecciosa, linfoma de Burkitt (BL), enfermedad de Hodgkin, carcinoma
nasofaringeo (NPC) y las enfermedades linfoproliferativas en individuos inmunocomprometidos (Epstein MA &
Crawford DH, 2005; Klein G, 2005; Cohen JI, 2005).

Mientras que la infeccion primaria es acompafiada a menudo por un periodo autolimitado de enfermedad clinica, la
latencia prolongada no presenta sintomas. Después de la activacion, la transcripcion de los genes virales cambia
desde la fase latente a la fase litica, que conduce a la potenciacién de la replicacion y a la produccién virica. El virus
puede adoptar cuatro programas de latencia (latencia O, I, Il y IIl).

En los individuos sanos, la infeccion EBV latente parece estar limitada a las células B de memoria en reposo,
(Babcock et al, 1998). Los unicos productos génicos del EBV que se detectan de forma consistente en estas células
son (i) las proteinas de membrana LMP1 y LMP2A/2B latentes (i), los EBNA (Antigenos Nucleares del Epstein-Barr),
que definen un patrén de expresion génica en la latencia denominada actual (Thorley-Lawson et al, 1996).

En las biopsias del linfoma de Burkitt, sélo se expresa (latencia 1) el antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr
(EBNA1). En la enfermedad de Hodgkin, NPC y en los linfomas de las células T, se expresan (latencia ll) EBNA 1y
combinaciones variables de los tres miembros de la familia de las proteinas de membrana latentes (LMP1, LMP2 y
LMP2B). Durante la mononucleosis infecciosa aguda, en los sindromes linfoproliferativos en los individuos
inmunocomprometidos, y en LCL establecidos in vitro, se expresan (latencia Ill) la totalidad de los seis antigenos
nucleares (EBNA 1-6). Ademas, se expresan los tres LMP. Las progenies celulares infectadas por EBV son, bien
completamente no productivas de particulas virales, o contienen ademas una pequefia subpoblaciéon de células que
han cambiado espontaneamente de un estado infeccioso latente a un ciclo litico.

El mecanismo del cambio no se conoce completamente, pero uno de las primeras alteraciones detectables en la
expresion génica viral es la activacion del gen inmediato-prematuro BZLF1 de EBV, que codifica el transactivador
ZEBRA de cambio litico (Flemington et al, 1991). ZEBRA, junto con el producto proteico del gen BRLF1, inicia
entonces la cascada del ciclo litico (Feederle et al, 2000).

Los adultos EBV-positivos, inmunolégicamente sanos o inmunodeprimidos, presentan un nivel de replicacion litica
idéntico del virus EBV (Hong et al, 2005, Montone et al, 1996). Esta replicacion activa del virus es probablemente
necesaria para la persistencia a lo largo de la vida.

Mientras que los individuos inmunocompetentes pueden limitar la proliferaciéon de las células infectadas por el virus
EBV y muestran a menudo perfiles séricos estandarizados, los que muestran inmunodeficiencia congénita o
adquirida son muy susceptibles a las linfoproliferaciones asociadas al EBV.

La proteina ZEBRA (SEC ID n° 6) es un factor de transcripcion y contiene tres dominios funcionales que estan
formados por la parte amino terminal de un dominio transactivador, un dominio de unién al ADN y la parte carboxi-
terminal de la proteina, un dominio de dimerizacion.

ZEBRA es una proteina muy inmunogénica y contiene muchos epitopos que pueden ser reconocidos por los
anticuerpos. Algunos estudios dan a conocer la utilizacién de la proteina ZEBRA para detectar la reactivacion del
EBV:

Drouet et al (Drouet et al, 1999), dan a conocer la utilizaciéon de la proteina ZEBRA para la deteccion de la
enfermedad de Hodgkin. ZEBRA permite detectar en el suero de los pacientes anticuerpos dirigidos contra ZEBRA,
de forma dependiente de la dosis.

Touge et al (Touge et al, 2006) y Tedeschi et al (2006), dan a conocer la utilizacion de ZEBRA para detectar la
reactivacion de EBV en pacientes con uveitis o leucemia, respectivamente.

Dardari et al (Dardari et al, 2001), dan a conocer la utilizacién de ZEBRA y de las proteinas p54 y p138 para
potenciar la reactivacion de EBV.
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Aunque todos los documentos previos dan a conocer procedimientos que utilizan la proteina ZEBRA para detectar la
reactivacion de EBV, ninguno de estos documentos menciona que los fragmentos de ZEBRA pueden utilizarse para
proporcionar un procedimiento que detecte la reactivacion de EBV.

Entre los epitopos de ZEBRA, se han identificado dos polipéptidos principales que contienen las regiones
inmunogeénicas principales de ZEBRA, P130 ZEBRA y P125 ZEBRA. P130 ZEBRA corresponde a los aminoacidos
157 a 195 de la proteina ZEBRA, y P125 corresponde a los aminoacidos 59 a 93 de la proteina ZEBRA.

Entre los anticuerpos producidos durante el curso de la infeccion, los anticuerpos contra la proteina ZEBRA son
detectados durante un proceso particular denominado reactivacion de EBV (Maréchal et al, 1993, Joab et al, 1991,
Brousset et al. AIDS, 1994).

La serologia ha constituido una ayuda importante en el diagndstico de las infecciones por EBV, mucho antes del
descubrimiento del virus en si mismo, en 1964. La infeccion con el EBV produce un amplio espectro de anticuerpos
para los distintos antigenos, tanto estructurales como no estructurales (Henle W y Henle G, 1981).

Durante el curso de la infeccién, los niveles de anticuerpos para los distintos antigenos del EBV aumentaran y a
continuacion, disminuiran, proporcionando informacion valida con respecto al estadio de la infeccion. Las diferencias
individuales en el sistema inmunitario de los pacientes significan que ningun individuo producirda exactamente el
mismo perfil de anticuerpos en un momento dado. Sin embargo, la secuencia de la producciéon de anticuerpos
durante el curso de la infeccidn, es suficientemente constante para proporcionar util informacién diagnéstica.

La aparicion de anticuerpos anti-ZEBRA constituye un momento importante durante el diagndstico serolégico de las
pedologias asociadas con EBV y durante el seguimiento de los pacientes que presentan una disposicion para
desarrollar una patologia asociada con los pacientes inmunodeprimidos por EBV y con los pacientes que sufran
neoplasias asociadas con la infecciéon por EBV.

Algunos trabajos han descrito P130 y P125, y la utilizaciéon de sus propiedades inmunogénicas como marcadores
diagndsticos y prondsticos para la deteccion de la infeccion por EBV y durante la progresion de patologias asociadas
con la infeccién por el EBV.

El documento WO96/21155 da a conocer un procedimiento para determinar la presencia o ausencia de la proteina
P130 ZEBRA durante una infeccion primaria por EBV. Este documento d aa conocer solo la utilizacion de P130
durante las primeras etapas de la enfermedad, pero no durante el segundo repunte de ésta, por ejemplo, la
reactivacion del EBV.

Dardari et al (Dardari et al, 2007) describen el significado prondstico de las proteinas ZEBRA P125 y P130 durante el
carcinoma nasofaringeo (NPC). Este articulo demuestra que los anticuerpos dirigidos contra P125 se encuentran
mas en pacientes con NPC, cualquiera que sea su edad, que los anticuerpos dirigidos contra P130. Sin embargo,
este articulo no describe el uso de otras proteinas EBV como marcadores prondsticos.

El documento WO00/55622 se refiere a una composicion farmacéutica que incluye, en particular, la proteina ZEBRA
P100, para prevenir la infeccién por el virus EBV, y para evitar el desarrollo de patologias tales como el linfoma de
Burkitt, la enfermedad de Hodgkin y el carcinoma nasofaringeo.

Marechal et al (Research Virology, 1993, vol 144, n° 5, p 397-404), dan a conocer un ensayo ELISA que incluye
ZEBRA para el cribado de la reactivacién de EBV en los pacientes HIV positivos.

Hasta la fecha, no existe un procedimiento que permita de modo eficiente y rapido la deteccién de la reactivacion del
virus EBV en pacientes sanos infectados con el virus EBV o en pacientes afectos de patologias asociadas con la
infeccion por EBV.

La invencién se basa en la inesperada observacion de que los anticuerpos IgG contra la proteina ZEBRA P100
aparecen mas rapidamente que los anticuerpos contra P130 o cualquier otra proteina del virus EBV, tal como las
proteinas EBNA, VCA y EA. En particular, se descubrié sorprendentemente que el polipéptido ZEBRA P100
constituye un polipéptido inmunogénico muy eficiente, que puede utilizarse para detectar anticuerpos producidos
durante la reactivacion de EBV.

El objetivo de la invencidon consiste en proporcionar un procedimiento para detectar anticuerpos IgG contra la
proteina EBV ZEBRA durante las patologias asociadas con la reactivacion de EBV en el paciente.

La presente exposicién se refiere a la utilizacién de por lo menos un polipéptido derivado de la proteina ZEBRA que
incluye por lo menos la siguiente secuencia aminoacida representada por SEC ID n° 1, para el cribado in vitro y ex
vivo de la reactivacion del virus EBV en una muestra biolégica de un individuo afectado por una patologia asociada
con la infeccién por EBV. El polipéptido utilizado representado por SEC ID n° 1, se define por la secuencia siguiente:
-X1-P-X2-P-X3-P-X4, en la que:
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- X1 puede representar un aminoacido con la excepcion de la prolina, o una secuencia desde cualesquiera de dos
aminoacidos consecutivos a cualesquiera de diecinueve aminoacidos consecutivos, en la que el ultimo
aminoacido no es una prolina.

- X2 y X3 pueden representar independientemente entre ellos un aminoacido seleccionado a partir de los
aminoacidos conocidos, con excepcion de la prolina.

- X4 puede representar un aminoacido, con excepcion de la prolina, o una secuencia desde cualquiera de dos
aminoacidos consecutivos a cualquiera de doce aminoacidos consecutivos, en la que el primer aminoacido no es
una prolina.

La invencion se refiere a la utilizacion del fragmento ZEBRA P100 formado por la secuencia SEC ID n° 5 o SEC ID
n° 8, para el cribado in vitro y ex vivo de la reactivacion del virus EBV en una muestra bioldgica de un individuo
afectado por una patologia asociada con la infeccién por EBV.

Segun la exposicion, los aminoacidos se seleccionan de entre el grupo constituido por los veinte aminoacidos
naturales: alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, prolina, serina, triptéfano, tirosina y valina. Segun la invencion, cada aminoacido puede
también seleccionarse a partir de los aminoacidos no estandares: selenocisteina, pirrolisina, lantionina, acido
2-aminoisobutirico, dehidroalanina, acido gamma aminobutirico, ornitina y citrulina. Los aminoacidos no estandares
se forman habitualmente modificaciones en los aminoacidos estandar. Segun la invencién, los aminoacidos pueden
corresponder también a la homocisteina S-adenosil metionina y a la hidroxiprolina.

La exposiciéon se refiere asimismo a las utilizaciones de variantes o isoformas de por lo menos un polipéptido
caracterizado porque comprende la secuencia aminoacida representada por SEC ID n° 1.

La invencién no se refiere a la utilizacion de este polipéptido para el cribado in vitro y ex vivo de la reactivacion del
virus EBV en una muestra biolégica de un individuo, cuando dicho polipéptido corresponde a las secuencias de
aminoacidos SEC ID n° 4, SEC ID n° 6 y SEC ID n°® 7, que corresponden a la SEC ID n° 6, en la que los 24
aminoacidos en el extremo N, se han eliminado.

Una forma de realizacion de la exposicién se refiere a la utilizacion de un polipéptido derivado de la proteina ZEBRA
que incluye por lo menos la siguiente secuencia aminoacida: X1-P-X2-P-X3-P-X4, en la que:

X1 es -A1-A2-A3, seleccionandose A1 entre F, Y, W, A2entre S, T, Yy A3 entre G, A, V, L, |
X2 es seleccionado entre Q, N, E, D,
X3 es seleccionado entre G, A, V, L, |

X4 es B1-B2-B3-B4-, seleccionandose B1 entre E, D, N, Q, B2 entre N, Q, D, E, B3 entre G, A, V, L, |, y B4 entre F,
Y, W, X1, X2, X3.

para el cribado in vitro y ex vivo de la reactivacion del virus EBV en una muestra bioldgica de un individuo afectado
por una patologia asociada con la infeccién por EBV.

El polipéptido que corresponde al polipéptido P125 ZEBRA esta representado por SEC ID n° 4. El polipéptido P125
esta contenido en la proteina ZEBRA, y corresponde a los aminoacidos 59-93 de la proteina ZEBRA.

Cuando el polipéptido SEC ID n° 1 es un polipéptido P125 ZEBRA, X1, X2, X3 y X4 se definen como:

X1: GQLTAYHVSTAPTGSWFSA, representado SEC IDn° 2,y
X4: ENAYQAYAPQLF, representado por SEC ID n° 3,

X2:Q,y

X3: A

En el contexto de la invencién, el polipéptido -X1-P-X2-P-X3-P-X4- corresponde al polipéptido P100 ZEBRA,
representado por SEC ID n° 5. El polipéptido P100 ZEBRA corresponde a los aminoacidos 75-86 de la proteina
ZEBRA. Por tanto, la secuencia aminoacida del polipéptido utilizado es -F-S-A-P-Q-P-A-P-E-N-A-Y.

Segun la exposicion, un polipéptido derivado de la proteina ZEBRA que incluye por lo menos la siguiente secuencia
aminoacida representada por SEC ID n° 1, puede modificarse asimismo para injertar una molécula o un compuesto
que permite la deteccién, o el anclaje, de dicho polipéptido derivado de la proteina ZEBRA.

Por ejemplo, dicha molécula o compuesto puede ser biotina, estreptavidina, marcadores proteicos, moléculas
fluorescentes, utilizandose habitualmente dicha molécula o compuesto por un experto en la materia.
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De este modo, otro polipéptido especifico que puede utilizarse segun la invencion, esta representado por la
secuencia aminoacida SEC ID n°® 8 (-F-S-A-P-Q-P-A-P-E-N-A-Y-G-S-K),que corresponde al polipéptido P100 (SEC
ID n°® 5), en el que el péptido G-S-K se anade al extremo terminal C de la secuencia P-100.

Segun la exposicion, los términos "polipéptidos " y "péptidos" significan fragmentos de una proteina, constituidos, por
lo menos, por dos aminoacidos. Por extension, "polipéptido de la proteina ZEBRA", significa un fragmento de la
proteina ZEBRA, constituido, al menos, por SEC ID n° 1.

Segun la exposicion, "variante" se define como un polipéptido que difiere del polipéptido de referencia, pero
conserva las propiedades esenciales. Las variantes y los polipéptidos de referencia comparten secuencias
aminoacidas similares, con, por ejemplo, el 90% de identidad aminoacida, preferentemente, el 95% de identidad
aminoacida, y mas preferentemente, el 99% de identidad aminoacida. Por "isoforma", se hace referencia segun la
descripcién, a un polipéptido que difiere del polipéptido de referencia con propiedades esenciales conservadas,
siendo codificadas dichas isoformas por productos génicos que provienen del corte y empalme alternativo de un
mismo gen o por productos que provienen de la expresion de varios genes homoélogos de cuyas secuencias han
divergido.

La utilizacién de la exposicidon permite determinar la presencia o ausencia de anticuerpos IgG dirigidos contra el
polipéptido ZEBRA descrito anteriormente, en una muestra bioldgica de un individuo.

En una forma de realizacion, la exposicion se refiere también a la utilizacion de por lo menos un polipéptido derivado
de la proteina ZEBRA, para el cribado in vitro y ex vivo de la reactivacion del virus EBV en una muestra bioldgica de
un individuo que estd afectado por una patologia asociada con la infeccién por EBV, en la que las patologias
asociadas con la infecciéon por EBV se seleccionan de entre el grupo constituido por tumores especificos del
huésped inmunocomprometido, tumores del huésped inmunocompetente y el sindrome viral relacionado con EBV.

La muestra bioldgica de la invenciéon es un fluido corporal, preferentemente sangre o plasma. El fluido corporal
podria ser eventualmente saliva, orina o linfa. Cualquier otro fluido corporal podria ser considerado en la invencion.

Segun la invencion, las patologias asociadas con la infeccion por EBV se definen como patologias durante las
cuales el virus EBV se encuentra en las células huéspedes virales.

Tres etapas distintas representan la infecciéon por el virus EBV: primoinfeccién, etapa de latencia y reactivacion.
Segun la invencion, las patologias asociadas con la infeccion por EBV describen preferentemente la reactivacion
viral, pero no excluyen la etapa de latencia. Sin embargo, la invencién no comprende las patologias que
corresponden a la primoinfeccién por el virus EBV.

El individuo que esta afectado por la patologia asociada con la infeccidon por EBV desarrolla los sintomas
caracteristicos de la enfermedad, bien conocidos por los expertos en la materia. Los sintomas caracteristicos de la
enfermedad estén determinados por el conocimiento fisiopatoldgico y clinico de la enfermedad (Henle W y Henle G,
1981).

En la invencion, los términos "patologia”, "enfermedad", dolencia y "forma maligna", se utilizan de modo uniforme
para definir un estado anormal de un organismo en el que sus funciones estan alteradas.

Las patologias que se describen en la presente invencion estan relacionadas con la infeccion por EBV. Mas
particularmente, se refieren a patologias asociadas con alteraciones del sistema inmunitario, que conducen a la
susceptibilidad con respecto a las infecciones oportunistas.

- Los tumores especificos para el huésped inmunocomprometido que se definen en la invencién, comprenden
enfermedades linfoproliferativas de las células B y tumores de las células musculares lisas.

- Los tumores del huésped inmunocompetente, que se definen en la invencidén, comprenden patologias asociadas
con la infeccidn, tanto de las células mononucleares como de las epiteliales, tales como el linfoma de Hodgkin
como el de Burkitt y de células no B, tales como las células T y las NK del linfoma y del carcinoma nasofaringeo
(NPC).

La invencion se basa también en la observacion, realizada en el contexto de la presente invencion, respecto a un
procedimiento para la determinacioén in vitro y ex vivo de la presencia o de una cantidad de por lo menos un
anticuerpo que reconoce especificamente el polipéptido -X1-P-X2-P-X3-P-X4- (SEC ID n° 1), o variantes o isoformas
de dicho polipéptido, en el que:

- X1 puede representar un aminoacido con la excepcion de la prolina, o una secuencia desde cualesquiera de dos
aminoacidos consecutivos a cualesquiera diecinueve aminoacidos consecutivos, en la que el ultimo aminoacido
no es una prolina.
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- X2 y X3 pueden representar independientemente entre ellos un aminoacido seleccionado a partir de los
aminoacidos conocidos, con excepcion de la prolina.

- X4 puede representar un aminoacido, con excepcion de la prolina, o una secuencia desde cualquiera de dos
aminoacidos consecutivos a cualquiera de doce aminoacidos consecutivos, en la que el primer aminoacido no es
una prolina.

Dicho anticuerpo puede encontrarse presente en una muestra bioldgica de un individuo afectado por una patologia
asociada con la infeccion por EBV.

Segun la invencion, el procedimiento no esta relacionado con la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o
cantidad de por lo menos un anticuerpo que reconoce especificamente al polipéptido P125 ZEBRA (SEC ID n° 4), o
los polipéptidos SEC ID n° 6 o SEC ID n° 7. En una forma de realizacioén preferida, se da a conocer un procedimiento
para la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o cantidad de por lo menos un anticuerpo que anteriormente
descrito, en el que dicho anticuerpo reconoce especificamente SEC ID n° 1, en el que:

X1 es -A1-A2-A3, seleccionandose A1 deentre F, Y, W, A2deentre S, T,YyA3deentre G, A, V, L, |
X2 es seleccionado de entre Q, N, E, D,
X3 es seleccionado de entre G, A, V, L, |

X4 es B1-B2-B3-B4-, seleccionandose B1 de entre E, D, N, Q, B2 de entre N, Q, D, E, B3 deentre G, A, V, L, |, y B4
deentre F, Y, W, X1, X2, X3.

La infeccidn se refiere también a un procedimiento para la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o cantidad
de por lo menos un anticuerpo que reconoce especificamente los polipéptidos SEC ID n° 5, SEC ID n° 8, pudiendo
dicho anticuerpo encontrarse en una muestra biolégica de un individuo que esté afectado por una patologia asociada
a la infeccién por EBV.

En una forma de realizacion preferida, la invencion da a conocer un procedimiento para la determinacion in vitro 'y ex
vivo de la presencia o cantidad de por lo menos un anticuerpo que se ha descrito anteriormente, en el que dicho
anticuerpo reconoce especificamente los polipéptidos SEC ID n° 5, que corresponden al polipéptido P100 ZEBRA.

Segun la invencidn, la determinacion de la presencia de por lo menos un anticuerpo, indica que si un anticuerpo
puede detectarse en una muestra biolégica, el anticuerpo se considera como presente en la muestra bioldgica. Por
el contrario, si dicho anticuerpo no puede ser detectado mediante el procedimiento de la invencion, se considera que
el anticuerpo no se encuentra en la muestra biolégica.

Por anticuerpo, se define en la invencion la totalidad de las moléculas inmunoldgicas que se producen mediante las
inmunoglobulinas de las células B (lg). Entonces, segun la invencién, la totalidad de las inmunoglobulinas solubles e
insolubles, tales como IgG, IgM, IgA e IgD, pueden detectarse. Segun la invenciodn, se detectan preferentemente los
anticuerpos IgG.

Con respecto a la determinacion de la cuantificacion de la cantidad de por lo menos un anticuerpo, es conocido que,
en la invencion, se mide la cantidad de dicho anticuerpo.

La cantidad de anticuerpo se mide utilizando un protocolo clasico de cuantificacion, en el que la cantidad del
anticuerpo se compara con, por lo menos, dos muestras de control. Estas muestras de control se representan
mediante, por lo menos, una muestra negativa y otra muestra positiva de control. El valor asociado a la medicion de
la cantidad del anticuerpo, es nulo en la muestra negativa de control. y el valor asociado con la medicion de la
cantidad del anticuerpo, es positivo en la muestra positiva de control. De esta forma, si el anticuerpo esta ausente de
la muestra bioldgica, el valor de la cuantificaciéon es nulo. Por otra parte, si el anticuerpo esta presente, el valor de la
cuantificacion es superior a cero. La presencia o la cantidad de anticuerpos, puede determinarse mediante
cualquiera de los protocolos rutinarios que se utilizan habitualmente en la técnica.

Segun el procedimiento de la exposicion, los polipéptidos son reconocidos especificamente por lo menos por un
anticuerpo que puede encontrarse en una muestra bioldgica de un individuo. Cuando se encuentra el anticuerpo, el
reconocimiento se denomina especifico, lo que significa que el anticuerpo interacciona sélo con dicho polipéptido; o
las variantes o isoformas de los polipéptidos, pero no interacciona con otro polipéptido.

La exposicién describe un procedimiento que permite detectar, en una muestra bioldgica, un anticuerpo IgG que
reconoce especificamente el péptido formado por una secuencia SED ID n° 1.

La invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion, en una muestra bioldgica, de anticuerpos que
reconocen especificamente polipéptidos que corresponden a SEC ID n°5 o0 SEC ID n° 8.

6
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El procedimiento que se da a conocer en la invencién incluye, en una forma de realizacion especifica, dos etapas
por lo menos:

a. el contacto de una muestra biolégica de un paciente con, por lo menos, un polipéptido, preferentemente un
polipéptido seleccionado entre el grupo formado por SEC ID n° 8 y SEC ID n° 5.

b. la deteccion de la formacién de un inmunocomplejo entre dicho polipéptido y un anticuerpo que puede
encontrarse en dicha muestra bioldgica.

Opcionalmente, puede afiadirse al procedimiento una etapa suplementaria. Esta etapa suplementaria permite la
cuantificacion de la cantidad del inmunocomplejo formado con la cantidad conocida del inmunocomplejo formado por
las muestras de control. Esta cuantificacion puede llevarse a cabo segun un protocolo rutinario, por ejemplo,
comparando el valor del inmunocomplejo formado, con los valores de inmunocomplejos conocidos, definiendo
dichos valores de inmunocomplejos conocidos una curva estandar.

El procedimiento segun la invencién no considera la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o cantidad de
por lo menos un anticuerpo que reconoce especificamente al polipéptido P125 ZEBRA (SEC ID n° 4), o de los
polipéptidos SEC IDn°6 0 SEC ID n° 7.

El término "inmunocomplejo" (también denominado "complejo antigeno-anticuerpo” describe el resultado de la
interaccion entre un epitopo (antigeno) con un anticuerpo dirigido contra el epitopo. Dicho antigeno implicado en la
invencién corresponde a los polipéptidos descritos anteriormente formados por secuencias aminoacidas SEC ID n° 5
y SEC ID n° 8. La deteccion de dicho inmunocomplejo se lleva a cabo con anticuerpos monoclonales o policlonales
que reconocen especificamente dichos anticuerpos que pueden estar presentes en la muestra bioldgica del
individuo. Este reconocimiento es directo.

Durante el procedimiento de deteccion, los anticuerpos que se utilizaron para ésta, son sefialados habitualmente con
un marcador. Los marcadores utilizados para la sefializacion de los anticuerpos se seleccionan entre los marcadores
que se utilizan habitualmente por los expertos en la materia, seleccionandose en particular marcadores radio-
isotopicos, enzimas, agentes fluorescentes, agentes luminiscentes, particulas magnéticas. La deteccion del
inmunocomplejo formado se lleva a cabo con procedimientos convencionales conocidos en la técnica anterior, como
ELISA, inmunohistoquimica y citoquimica, inmunoprecipitacion, transferencia Western y cualquier otro procedimiento
inmunoldgico. Los procedimientos preferidos de la invencién son ELISA y la inmunocromatografia.

El procedimiento de la presente invencidn consiste en poner en contacto la muestra biolégica de un individuo,
pudiendo dicha muestra bioldgica contener por lo menos un anticuerpo, con polipéptidos de la invencion, es decir,
polipéptidos formados por las secuencias aminoacidas SEC ID n° 5y SEC ID n° 8.

Cuando dicha muestra bioldgica del individuo contiene un anticuerpo que puede reconocer dichos polipéptidos,
puede formarse un inmunocomplejo.

Este inmunocomplejo se detecta utilizando anticuerpos que reconocen especificamente los anticuerpos contenidos
en la muestra biolégica, denominados también anticuerpos de deteccion.

Este inmunocomplejo puede cuantificarse eventualmente, comparando la cantidad de inmunocomplejo formado con
la cantidad de los complejos de control. Estos complejos de control se obtienen utilizando cantidades conocidas de
anticuerpos que reconocen especificamente los polipéptidos de la invencién.

El procedimiento de la invencion permite, por tanto, determinar si la muestra biologica contiene anticuerpos dirigidos
contra los polipéptidos que se han descrito en la invencion. La presencia de los anticuerpos permite determinar que
el individuo, si la muestra bioldgica fluye, esta afectado por una patologia asociada con la reactivacion del virus EBV.

En una forma de realizacion preferida, la invencion da a conocer un procedimiento para la determinacién ex vivo e in
vitro de la presencia o cantidad de por lo menos un anticuerpo, en el que el polipéptido es inmovilizado sobre un
soporte, preferentemente sobre una placa de microtitulacion.

En una forma de realizacion preferida, la invencion describe un procedimiento para determinar la presencia de
anticuerpos que pueden hibridizarse especificamente con los polipéptidos descritos anteriormente, en el que el
procedimiento es un ensayo ELISA. Por tanto, los polipéptidos que se utilizan para capturar anticuerpos contenidos
en la muestra bioldgica, se fijan a un soporte. Los soportes que habitualmente son utilizados por el experto en la
materia incluyen perlas y placas. Mas particularmente, los polipéptidos que se utilizan en la invencién se unen
preferentemente al fondo de una placa de microtitulacion.

En una forma de realizacion preferida, la deteccion del anticuerpo descrito en el procedimiento de la invencion,
corresponde al fragmento Fc del anticuerpo, que puede encontrarse en la muestra bioldgica del individuo.
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Segun la invencion, los anticuerpos de deteccion pueden interaccionar con la cadena Fc de los anticuerpos
contenidos en la muestra bioldgica del individuo.

Asimismo, la exposicidon describe un equipo ELISA para la determinacion "in vitro y ex-vivo" de la reactivacion del
EBV en un individuo, que incluye por lo menos un polipéptido seleccionado de entre el grupo constituido por SEC 1D
n°® 1, donde X1 es seleccionado entre un aminoacido, con la excepcién de prolina, o una secuencia aminoacida que
incluye, por lo menos, de 2 a 19 aminoacidos, en la que el Ultimo aminoacido no es una prolina X2 y X8,
independientemente entre ellos, corresponde a un aminoacido con excepcion de la prolina, en el que el primer
aminoacido no es una prolina, y X4 es seleccionado entre un aminoacido, con la excepcién de prolina, o una
secuencia aminoacida que comprende por o menos de 2 a 12 aminoacidos, o SEC ID n° 5, o SEC ID n° 8, y sus
variantes e isoformas, inmovilizados en un soporte que permite un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), siendo dicho
soporte un soporte habitual utilizado en la técnica, tal como las perlas, las placas ELISA y las placas de
microtitulacion.

El equipo ELISA que se da a conocer en la invencion, puede también contener materiales que permiten la deteccion
de la formacion del inmunocomplejo. Entonces, el equipo descrito anteriormente puede contener opcionalmente, por
ejemplo, anticuerpos de deteccion que reconocen la cadena constante de inmunoglobulinas (fragmento Fc) de los
anticuerpos humanos. Dichos anticuerpos de deteccion se marcan con agentes utilizados habitualmente en la
técnica tales como marcadores radioisotdpicos, enzimas, agentes fluorescentes, particulas magnéticas.

Los ejemplos 1 a 5y las figuras 1 a 2 siguientes ilustran la invencion.

La figura 1 representa el alineamiento de la secuencia aminoacida del polipéptido P125 ZEBRA y sus polipéptidos
P98, P99, P100 y P101. El nimero se basa en el niumero de la proteina ZEBRA completa.

La figura 2 representa el perfil de reactividad seroldgica de 8 pacientes con reactivacion EBV. Los polipéptidos P98,
P99, P100 y P101, derivados del polipéptido P125 ZEBRA, revistieron la placa de microtitulacion. Se determiné la
inmunorreactividad midiendo la absorbancia a 405 nm. El eje X representa respectivamente P98 (59-70), P99 (67-
78), P100 (75-86), y P101 (83-95). El eje Y representa la absorbancia relativa en nandémetros. Los anillos
representan a cada paciente.

Ejemplo 1: Reactividad de P100 comparada con los polipéptidos P98, P99 y P101.

Antecedentes:

En las solicitudes previas de la patente, se ha demostrado que el péptido derivado de P130 ZEBRA es €eficiente para
determinar la primo infeccion por EBV en pacientes, y que el péptido derivado de P125 ZEBRA es eficiente para
determinar la reactivacion de EBV en pacientes afectados por el carcinoma nasofaringeo.

Para simplificar el ensayo inmunoldgico y reducir el coste de la produccion peptidica, los inventores analizaron la
inmunogenicidad de los péptidos derivados de P125 ZEBRA, generandose 4 polipéptidos a partir del péptido P125
ZEBRA, es decir, los polipéptidos P98, P99, P100 y P101. El alineamiento secuencial entre P98-P101 se muestra en
la figura 1.

Los sueros de pacientes que presentan una activacion del ciclo litico de EBV, se ensayaron mediante la prueba
ELISA, para determinar la reactividad P98-P101. Estos pacientes se consideran afectados por la infeccién activa por
EBV, ya que los anticuerpos contra la proteina completa ZEBRA pueden detectarse en su suero.

ELISA:

Los pocillos de las placas de microtitulacion se revisten con el antigeno de la siguiente forma:

- Los péptidos se aplican a cada pocillo en la proporcion de 100 ng/100 pl (diluidos en tampén 50 mM carbonato-
bicarbonato, pH 9,6).

- La placa se deja incubar durante la noche a 37°C.

- Las placas se lavan 3 veces con fosfato-tampon Tween al 0,1% (PBST), pH 7,4.
- El suero diluido se aplica a los pocillos en la proporcion de 100 ul/pocillo.

- Seincuban los sueros durante 1 hora a 37°C, seguido por 3 lavados con PBST.

- Se afaden 100yl del conjugado anti -IgG humano/peroxidasa. Los conjugados IgG/peroxidasa se diluyen (en
PBST) segun las instrucciones del fabricante.
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- LalgG/peroxidasa se incuba durante 30 minutos a 37°C, seguido por lavado con PBST.

- La visualizacidon de la peroxidasa se lleva a cabo utilizando una solucién de tetrametilbencidina (al 0,5%) y
peréxido de hidrogeno (0,05%) en tampén citrato pH 4 (100 pl/pocillo). La dura@n de la reaccion es de 10
minutos, protegida de la luz.

- Lareaccion se detiene afiadiendo a cada pocillo una solucion de acido sulfurico 1N.

- Lalectura se lleva a cabo en un espectrofotometro y la absorbancia se mide a 450 nm (Asso).

La inmunorreactividad de los polipéptidos P98-P101 se indica en la figura 2.

Interpretacion

El suero de cada paciente se ensaya segun el ELISA descrito anteriormente. Todos los pocillos de microtitulacion
que contienen polipéptidos P98, P99 o P101, muestran un nivel escaso de reactividad con los 8 sueros ensayados
(absorbancia 405 mn bajo 0,5). Por el contrario, todos los sueros ensayados poseen una gran afinidad con el
polipéptido P100, y muestran un aumento de la absorbancia de 7 veces comparados con P98-P99 y P101.

Por tanto, en el polipéptido P125 ZEBRA, soélo el polipéptido P100 posee una reactividad eficiente para la
antiproteina ZEBRA completa.

Ejemplo 2: Reactividad de P100 comparada con los antigenos EA, VCA y EBNA de EBV.
Antecedentes:

En los protocolos de trasplantes, los pacientes son tratados con terapias inmunosupresoras para facilitar el injerto, e
inmunizar contra el rechazo de éste.

Sin embargo, durante estos tratamientos, algunos pacientes con una infeccidon latente por EBV muestran una
reaccion de éste, debida a la reduccion de la eficiencia del sistema inmunitario.

Por tanto, el seguimiento de la reactivacion del EBV es indispensable en pacientes de riesgo.

El diagnéstico in vitro que se utiliza habitualmente se basa en la deteccidon de anticuerpos dirigidos contra las
proteinas viricas VCA, EA y EBNA EBV.

Una reactivacion del virus EBV (o infeccion secundaria) se define por la presencia de algunos anticuerpos dirigidos
contra:

- VCA (> 1:320) y
- EA (> 1:40).

La presencia de estos anticuerpos puede detectarse simultaneamente con la presencia (o pre-existencia cuando ha
sido posible establecerla) de los anticuerpos dirigidos contra EBNA (>1:10).

Al contrario, una infeccion latente se define por:

- la ausencia de anti-VCA IgM y
- la ausencia de

- anti-EA IgG (<1:10),

- anti-VCA IgG (<1:10) y

- anti-EBNA IgG (<1:10).
Para simplificar, y reducir el coste de los diagnodsticos de la reactivacién de EBV, la presencia de anticuerpos anti-
P100 se evalua en pacientes afectados o no, con una patologia asociada con una reactivacion por EBV, y se
compara con los marcadores previamente utilizados: EBNA, EA y VCA. Ademas, también se lleva a cabo la
correlacion entre la presencia de anticuerpos anti-P100 y el status patoldgico del paciente.
Pacientes:

Se ensayaron sueros de una cohorte de 19 pacientes (de 1 a 19) con reactivacion por EBV, evaluandose la
presencia de anticuerpos dirigidos contra péptidos inmunogénicos del virus EBV.

Los sueros se diluyeron a 1/100 en PBS (1M NaCl)-suero fetal de ternera al 5%-tampo6n Tween al 0,1% (PBSST).
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La deteccion de los anticuerpos anti-P100 y de los anticuerpos anti-ZEBRA (que reconocen la proteina de fusién,
completa, GST-ZEBRA), se lleva a cabo en ambos sueros de:

- pacientes trasplantados con reactivacion por EBV (pacientes n° 1 a n® 15).
- pacientes sanos con reactivacion por EBV (n° 16 an® 19), y
- donantes de sangre sanos con infeccion latente (n° 20 a n° 22).

El ensayo se lleva a cabo con el ELISA que se ha descrito en el ejemplo 1.

Cada dilucién sérica se ensaya por duplicado, por una parte contra el antigeno peptidico, y por otro lado contra los
pocillos sin antigeno (pocillos de control).

El valor final adoptado para la absorbancia, por lo tanto, es el valor resultante de la diferencia entre la absorbancia
promedio de los pocillos que contienen el antigeno y la absorbancia promedio de los pocillos de control (AA). La
tabla 1 siguiente muestra el ensayo de los 22 distintos sueros.

Tabla 1. Deteccién de los anticuerpos dirigidos contra el polipéptido P100 derivado de ZEBRA, y GST ZEBRA en
sueros de pacientes trasplantados (con reactivacion por EBV). (+) indica una reactividad positiva. (-) indica una
reactividad negativa.

Inmunofluorescencia indirecta (titulo de anticuerpos) ELISA ZEBRA (promedio AA)
Cason® [ Anti-VCAIgG | Anti-EA IgG [ Anti-EBNA IgG | Anti-ZEBRA P100 IgG | Anti-GST ZEBRA IgG
1 1280 20 80 1,678 (+) 1,910 (+)
2 640 40 20 1,060 (+) 1,235 (+)
3 640 20 80 0,187 (-) 0,676 (+)
4 640 80 20 1,870 (+) 1,188 (+)
5 320 40 80 0,000 (-) 0,615 (+)
6 1280 1280 160 1,432 (+) 2,047 (+)
7 320 20 10 1,560 (+) 2,143 (+)
8 320 40 20 0,880 (+) 1,782 (+)
9 1280 320 20 0,930 (+) 2,074 (+)
10 1280 80 40 0,000 (-) 2,068 (+)
11 640 80 80 0,670 (+) 1,459 (+)
12 320 80 20 0,500 (+) 1,401 ()
13 1280 1280 160 0,580 (+) 1,732 ()
14 640 40 40 0,000 (-) 2,120 (+)
15 320 20 20 0,650 (+) 1,663 (+)
16 320 40 10 1,100 (+) 2,256 (+)
17 160 20 40 1,870 (+) 2,750 (+)
18 1280 20 40 0,700 (+) 1,940 ()
19 160 20 160 1,590 (+) 2,861 (+)
20 20 <10 20 0,000 (-) 0,000 (-)
21 160 <10 20 0,000 (-) 0,242 (-)
22 80 <10 20 0,000 (-) 0,101 (-)

Interpretacion:

En esta cohorte de 15 pacientes trasplantados con reactivacién del EBV, 13 pacientes presentan una reactividad
significativa utilizando polipéptidos ELISA P100 ZEBRA. Sélo 2 pacientes (paciente n° 5 y paciente n° 14) (aunque
estan presentes anticuerpos anti-VCA, anti-EBNA y anti-EA, lo que indica la reactivacion de EBYV), tienen una
respuesta negativa a la presencia de anticuerpos anti EBV P100 ZEBRA.

Por tanto, la deteccion de la reactivacion EBV utilizando el polipéptido P100 ZEBRA, proporciona unos resultados
satisfactorios con una eficiencia del 87%.

La reactividad P100 ZEBRA de los sueros proporcionados por pacientes sanos afectados por la reactivacion de EBV
da lugar a resultados similares, ya que la totalidad de los 3 pacientes que se sometieron a ensayo eran positivos.

Como control, los donantes de sangre, sanos (con infeccion latente por EBV), presentan sueros que no reaccionan
con el polipéptido P100 ZEBRA. Por tanto, los polipéptidos P100 ZEBRA pueden utilizarse facilmente para detectar
eficientemente en los pacientes la reactivaciéon de EBV, siga o no al trasplante. El péptido P100 ZEBRA es
especifico, ya que no experimenta reaccion cruzada con los sueros que se originan a partir de los pacientes EBV
negativos o de los pacientes que presentan una infeccion latente por EBV.

10
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Ejemplo 3: Estudio cinético de los anticuerpos anti-P100 comparados con los anticuerpos anti-VCA, anti-EA
y anti-EBNA

Antecedentes
La deteccion rapida de la reactivacion del EBV constituye una rapida etapa para poder trabajar con los pacientes.

Hasta la fecha, solo se investiga la elevacion sérica de los anticuerpos EA, de los anticuerpos VCA y de los
anticuerpos EBNA. Es bien conocido que la deteccion de IgG sigue a la de IgM.

Por tanto, se comparé la cinética de los anticuerpos anti-EA, anti-VCA y anti-EBNA, y, asimismo, los anticuerpos anti
P100 ZEBRA.

El ZEBRA ELISA corresponde al ELISA al que se ha descrito en el ejemplo 1.

Se ensayaron 2 pacientes, y corresponde a dos pacientes que se habian sometido a un trasplante. La muestras
séricas se recogieron en el dia 0, que corresponde al dia del comienzo del protocolo del injerto.

Después de la cirugia, las muestras séricas se recuperaron recurrentemente entre los 10 y 120 dias o a los 210
dias.

La presencia de anti-EA, VCA, EBNA y P100 ZEBRA IgG se evalla a los 120 dias (paciente n° 1) o a los 210 dias
(paciente n° 2). Los resultados se indican en la tabla 2 siguiente.

Tabla 2: Seguimiento de la infeccion activa por EBV de dos pacientes trasplantados. (+) indica una reactividad
positiva. (-) indica una reactividad negativa.

Inmunofluorescencia indirecta (titulo de anticuerpos) ELISA ZEBRA (promedio AA)
Cason® [Anti-VCA IgG [Anti-EA IgG [Anti-EBNA IgG |Anti-ZEBRA P100 IgG  |Anti-ZEBRA P130 IgM
Paciente n° 1

dia 0 <10 <10 <10 0,000 (-) 0,514 (+)
dia10 [<10 <10 <10 0,000 (-) 0,849 (+)
dia20 [10 <10 <10 1,035(+) 1,479 (+)
dia40 |80 10 <10 0,900 (+) 1,453 (+)
dia 65 160 20 <10 0,700 (+) 1,656 (+)
dia 120 320 20 <10 0,538 (+) 1,470 (+)
Paciente n° 2

dia 0 <10 <10 <10 0,000 (-) 0,000 (-)
dia 10 <10 <10 <10 0,000 (-) 0,000 (-)
dia 20 <10 <10 <10 0,000 (-) 0,333 (+)
dia 30 <10 <10 <10 0,000 (-) 0,541 (+)
dia35 [<10 <10 <10 0,000 (-) 0,721 (+)
dia55 [10 <10 <10 0,986 (+) 1,520 (+)
dia 90 80 10 <10 1,122 (+) 1,828 (+)
dia 160 [1280 20 <10 0,692 (+) 2,025 (+)
dia 180 [1280 40 <10 0,580 (+) 1,900 (+)
dia 210 [1280 80 <10 0,643 (+) 1,473 (+)

Interpretacion:

Paciente n° 1: Este paciente presenta una infeccion activa por EBV antes de someterse a la cirugia, ya que en el dia
0, IgM contra P130 se detectan significativamente.

Después de la cirugia, se detecta significativamente la infeccién activa por EBV en el dia 20 con el polipéptido P100
ZEBRA, pero sélo con el polipéptido VCA en el dia 40. En verdad, en el dia 10, el titulo de anticuerpos IgG anti-VCA
no es significativo para diagnosticar una infeccion activa por EBV, ya que el valor es préximo al valor negativo del
umbral.

En este caso, el polipéptido P100 ZEBRA da lugar a un resultado significativo con respecto a la infeccion activa por
EBV 10 dias antes de la deteccion que se utiliza habitualmente de los anticuerpos anti-EA, anti-EBNA y anti-VCA.

Paciente n°® 2: Este paciente es un paciente sin una infeccion activa por EBV antes de la cirugia, ya que en el dia 0,
los anticuerpos IgM contra P130 eran indetectables.

11
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Después de la cirugia, se detectd significativamente una infeccion activa por EBV en el dia 55 con el polipéptido
P100 ZEBRA, pero solo en el dia 90 con el polipéptido VCA. Verdaderamente, en el dia 55, el titulo IgG de
anticuerpos anti-VCA no es significativo para diagnosticar una infeccion activa por EBV, ya que el valor esta cercano
al valor negativo del umbral.

En este caso, el polipéptido P100 ZEBRA proporciond un resultado significativo con respecto a la infeccion activa
por EBV 30 dias antes de la deteccién utilizada habitualmente de los anticuerpos anti-EA, anti-EBNA y anti-VCA.

Estos resultados con respecto al seguimiento después de una cirugia de dos pacientes trasplantados, demuestran la
deteccidn precoz de los anticuerpos P100 ZEBRA en comparacion con los anticuerpos contra VCA, EA y EBNA.

Ejemplo 4: Reactividad de P100 comparada con los antigenos EA,VCA, EBV y P125.

Se ensayan los sueros de una cohorte de 5 pacientes (1 a 5) con reactivacion de EBV, evaluandose la presencia de
anticuerpos dirigidos contra péptidos inmunogénicos del virus EBV.

Los sueros se diluyen hasta 1/100 en PBS (1M NaCl)-suero fetal de ternera al 5%-tampon Tween al 0,1% (PBSST).
La deteccién de anticuerpos anti-P100 y anti P125 se lleva a cabo en ambos sueros a partir de:

- pacientes con reactivacion de EBV (pacientes n°® 1 a n° 5),y
- donantes de sangre, sanos, con infeccion latente (n° 6).

Los resultados se representan en la tabla 3 siguiente.
Tabla 3: Deteccion de anticuerpos dirigidos contra el polipéptido P100 derivado de ZEBRA y el polipéptido P125

derivado de ZEBRA en sueros de pacientes (con reactivacion de EBV).(+) indica una reactividad positiva, (-)indica
una reactividad negativa.

Inmunofluorescencia indirecta (titulo de anticuerpo) ELISA ZEBRA (promedio AA)

Paciente n° [Anti-VCA IgG |Anti-EA IgG  [Anti-EBNA IgG  |Anti-ZEBRA P100 IgG |Anti-ZEBRA P125 IgG
1 160 20 40 2,456 (+) 1,870(+)

2 320 20 20 1,924 (+) 1,200 (+)

3 160 20 10 1,789 (+) 1,540 (+)

4 1280 20 40 1,400 (+) 0,700 (+)

5 160 20 160 2,670 (+) 1,590 (+)

6 20 <5 20 0,150 (-) (0,000) (-)

Interpretacion:

En esta cohorte de 5 pacientes con reactivacion EBV, todos los pacientes presentan una reactividad significativa

utilizando los polipéptidos ELISA P100 ZEBRA y P125 ZEBRA.

Como control, el donante de sangre sano (con una infeccion latente por EBV) posee un suero que no reacciona

significativamente con el polipéptido P100 ZEBRA.

Ademas, el polipéptido P100 ZEBRA permite una deteccion de la reactivacion de EBV significativamente mas

importante (entre 1.3x para el paciente 1 a 2x para el paciente 4) que la deteccién con el polipéptido P125.

El péptido P100 ZEBRA es especifico, ya que no reacciona cruzadamente con el suero que se origina de los

pacientes EBV negativos o de los pacientes con una infeccion latente por EBV.

Por tanto, P100 es mas eficiente que P125 para la deteccion de la reactivacion de EBV.

Ejemplo 5: ELISA utilizando el polipéptido P100 modificado (mP100; SEC ID n° 8)

El ELISA que incluye al mP100 es el siguiente:

mP100 esta biotinilado en el extremo C.
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Revestimiento:

El polipéptido mP100 se diluye a una concentracion final de 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,62, 0,31, 0,155, 0,0775 pug/ml en
PBS o en un tampon Carbonato/Bicarbonato (K.,CO3; 140 mM, CaHCO3 240 mM, pH 9,5). Se depositaron 100 pl de
cada dilucion en los pocillos de las placas, recubriéndose dichos pocillos con estreptavidina. Las placas se incubaron
por la noche a 4-8°C en una atmdésfera humeda.

Lavados:

A cada pocillo se le afiadié PBS-tween al 0,05%, y los pocillos se lavaron 3 veces.

Saturacioén (bloqueo)
Se afiadieron 300 pl/pocillo de PBS-tween al 0,05%-BSA al 2%, incubandose las placas 1h a 37°C.

Ensayo:
Los sueros diluidos se depositaron en los pocillos, y la placa se incubé 1h30min, a 37°C.

Como control, se anadieron a los pocillos, por duplicado, 100l del anticuerpo monoclonal anti -P125 (1,45 mg/ml)
diluido 1000 veces en PBS-tween al 0,05%-BSA (1%)-SVF(5%).

Lavados:
Se afiadié PBS-tween al 0,05% a cada pocillo, y los pocillos se lavaron 3 veces.

Anticuerpo secundario (IgG (H+L) de cabra anti fosfatasa alcalina de ratén (AP)):

IgG se diluy6 1/2000 en PBS-Tween al 0,05% - BSA (1%) - SVF (5%) (0,5%). 100 pl de la dilucbn se afiadieron a
cada pocillo. Se incub6 la placa 1h30 min a 37°C.

Lavados: Se afadié PBS-tween al 0,05% a cada pocillo, lavandose los pocillos 3 veces.

Revelado (pNPP):

Se prepard pNPP (5 mg/ml) en tampdn de dietanolamina (dietanolamina 0,097M, MgCl, 1 uM, pH 9,5). Se utilizaron
100 pl/pocillo de la solucidn de dietanolamina. Se llevé a cabo el revelado en la oscuridad durante 30-90 minutos. La
reaccion se detuvo afiadiendo 50 pl de NaOH 3N por pocillo.

DO:

Las placas se leyeron a 405 nm y 620 nm (referencia).

Con el péptido P100 modificado, se obtuvieron resultados similares a los alcanzados en los ejemplos 1-4 con el
polipéptido P100.
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Listado de secuencias

<110> University Joseph Fourier DROUET, Emmanuel

<120> Utilizacion del péptido sintético derivado de la proteina Zebra para el diagnéstico in vitro de la reactivacion del

virus de Epstein-Barr (EBV).
<130> WOB 07 CS UJF P125

<150> EP 08 290 224.8
<151> 2008-03-10

<160> 8
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Xaa = todos los aminoacidos, excepto Pro

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido, excepto Pro

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido, excepto Pro

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido, excepto Pro

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido, excepto Pro

<400> 1

Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro Xaa
1 5

<210> 2

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein-Barr

<400> 2

Gly Gln Leu Thr Ala Tyr His Val Ser Thr Ala Pro Thr Gly Ser Trp

1 5 10

Phe Ser Ala

<210> 3
<211>12
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein-Barr

<400> 3

Glu Asn Ala Tyr Gln Ala Tyr Ala Pro Gln Leu Phe
1 S 10

<210> 4

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein-Barr

<400> 4

Gly Gln Leu Thr Ala Tyr His Val Ser Thr Ala Pro Thr Gly Ser Trp
1 5 10 15

Phe Ser Ala Pro Gln Pro Ala Pro Glu Asn Ala Tyr Gln Ala Tyr Ala
20 25 30

Pro Gln Leu Phe
35

<210>5

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein-Barr

<400> 5

Phe Ser Ala Pro Gln Pro Ala Pro Glu Asn Ala Tyr
1 5 10

<210> 6

<211> 245

<212> PRT

<213> Virus de Epstein-Barr

<400> 6

Met Met Asp Pro Asn Ser Thr Ser Glu Asp Val Lys Phe Thr Pro Asp
1 5 10 15

Pro Tyr Gln Val Pro Phe Val Gln Ala Phe Asp Gln Ala Thr Arg Val
20 25 30

Tyr Gln Asp Leu Gly Gly Pro Ser Gln Ala Pro Leu Pro Cys Val Leu
35 40 45
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Trp Pro Val Leu Pro Glu Pro Leu Pro Gln Gly Gln Leu Thr Ala Tyr
50 55 60

His Val Ser Thr Ala Pro Thr Gly Ser Trp Phe Ser Ala Pro Gln Pro

Ala Pro Glu Asn Ala Tyr Gln Ala Tyr Ala Ala Pro Gln Leu Phe Pro
85 90 95

Val Ser Asp Ile Thr Gln Asn Gln Gln Thr Asn Gln Ala Gly Gly Glu
100 105 110

Ala Pro Gln Pro Gly Asp Asn Ser Thr Val Gln Thr Ala Ala Ala Val
115 120 125

Val Phe Ala Cys Pro Gly Ala Asn Gln Gly Gln Gln Leu Ala Asp Ile
130 135 140

Gly Val Pro Gln Pro Ala Pro Val Ala Ala Pro Ala Arg Arg Thr Arg
145 150 155 160

Lys Pro Gln Gln Pro Glu Ser Leu Glu Glu Cys Asp Ser Glu Leu Glu
165 170 175

Ile Lys Arg Tyr Lys Asn Arg Val Ala Ser Arg Lys Cys Arg Ala Lys
180 185 190

Phe Lys Gln Leu Leu Gln His Tyr Arg Glu Val Ala Ala Ala Lys Ser
195 200 205

Ser Glu Asn Asp Arg Leu Arg Leu Leu Leu Lys Gln Met Cys Pro Ser
210 215 220

Leu Asp Val Asp Ser Ile Ile Pro Arg Thr Pro Asp Val Leu His Glu
225 230 235 240

Asp Leu Leu Asn Phe
245

<210>7

<211> 221

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein Barr (Zebra delta N 24)

<400> 7

Ala Phe Asp Gln Ala Thr Arg Val Tyr Gln Asp Leu Gly Gly Pro Ser
1 5 10 15
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Gln

Pro

Ser

Tyr

65

Gln

Thr

Gln

Ala

Glu

145

Ala

Arg

Leu

Arg

Ala

Gln

Trp

50

Ala

Thr

Val

Gly

Ala

130

Glu

Ser

Glu

Leu

Thr
210

<210> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Derivado de la proteina Zebra del virus de Epstein-Barr

<400> 8

Phe Ser Ala Pro Gln Pro Ala Pro Glu Asn Ala Tyr Gly Ser L

1

Pro

Gly

Phe

Ala

Asn

Gln

Gln

115

Pro

Cys

Arg

val

Lys

195

Pro

Leu

20

Gln

Ser

Pro

Gln

Thr

100

Gln

Ala

Asp

Lys

Ala

180

Gln

Asp

Pro

Leu

Ala

Gln

Ala

85

Ala

Leu

Arg

Ser

Cys

165

Ala

Met

val

S

Cys

Thr

Pro

Leu

70

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

150

Arg

Ala

Cys

Leu

val

Ala

Gln

55

Phe

Gly

Ala

Asp

Thr

135

Leu

Ala

Lys

Pro

His
215

Leu

Tyr

40

Pro

Pro

Glu

Val

Ile

120

Arg

Glu

Lys

Ser

Ser

200

Glu
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Trp

25

His

Ala

val

Ala

val

105

Gly

Lys

Ile

Phe

Ser

185

Leu

Asp

Pro

val

Pro

Ser

Pro

90

Phe

Val

Pro

Lys

Lys

170

Glu

Asp

Leu

10

Val

Ser

Glu

Asp

75

Gln

Ala

Pro

Gln

Arg

155

Gln

Asn

Val

Leu

Leu

Thr

Asn

60

Ile

Pro

Cys

Gln

Gln

140

Tyr

Leu

Asp

Asp

Asn
220

18

Pro

Ala

45

Ala

Thr

Gly

Pro

Pro

125

Pro

Lys

Leu

Arg

Ser

205

Phe

Glu

30

Pro

Tyr

Gln

Asp

Gly

110

Ala

Glu

Asn

Gln

Leu

190

Ile

Pro

Thr

Gln

Asn

Asn

95

Ala

Pro

Ser

Arg

His

175

Arg

Ile

1

V4]
S

Leu

Gly

Ala

Gln

80

Ser

Asn

Val

Leu

Val

160

Tyr

Leu

Pro
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacion del fragmento ZEBRA P 100 constituido por la secuencia SEC ID n° 5 0 SEC ID n° 8, para el cribado in
vitro y ex vivo de la reactivacion del virus EBV en una muestra bioldgica de un individuo afectado por una patologia
asociada con la infeccién por EBV.
2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que las patologias asociadas con las infecciones por EBV se
seleccionan de entre el grupo que comprende: tumores especificos para el huésped inmunocomprometido, tumores
del huésped inmunocompetente y el sindrome virico relacionado con EBV.
3. Procedimiento para la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o cantidad de por lo menos un anticuerpo
que reconoce especificamente el polipéptido constituido por SEC ID n° 5 o0 SEC ID n° 8, pudiendo dicho anticuerpo
estar presente en una muestra biolégica de un individuo afectado por una patologia asociada con la infeccién por
EBV.

4. Procedimiento para la determinacion in vitro y ex vivo de la presencia o cantidad de por lo menos un anticuerpo
segun la reivindicacién 3, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

a. poner en contacto la muestra bioldgica de dicho paciente con dicho polipéptido,

b. detectar la formacién de un inmunocomplejo entre dicho polipéptido y dicho anticuerpo que puede estar presente
en dicha muestra bioldgica, y

c. cuantificar opcionalmente la cantidad del inmunocomplejo formado.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que el polipéptido se inmoviliza sobre un soporte, preferentemente
una placa de microtitulacion.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 4 6 5, en el que dicha deteccién se lleva a cabo utilizando un anticuerpo
que puede detectar el fragmento Fc de dicho anticuerpo.

7. Kit ELISA para la determinacion in vitro y ex vivo de la reactivacion de EBV en un individuo, que comprende:

- por lo menos un polipéptido constituido por la secuencia aminoacida SEC ID n° 5, o SEC ID n°:8, inmovilizado
en una placa ELISA, y

- opcionalmente, unos anticuerpos que reconocen el fragmento Fc de los anticuerpos humanos.
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Figura 1: Alineamiento secuencial entre los péptidos P125, P98, P99, P100 y P101
derivados de ZEBRA.

P125 G QLTAYHVSTA PTGSWESAPQ PAPENAYQAY APOQLF
P98 G QLTAYHVSTA P-—————=——— ——meee— e ——— e

P99 - -———- STA PTGSWFSA-—— ———————
P100 - —————————— ————— FSAPQ PAPENAY-—— —————
P101 - - = - ENAYQAY APQLF

I I I I
60 70 80 90
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Figura 2: Respuesta serolégica (IgG) contra los polipéptidos P98, P99, P100 y P101
derivados del polipéptido P125 ZEBRA con respecto a los pacientes diagnosticados
de reactivacion EBV positivo
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