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DESCRIPCION
Ligandos de proteinas priones y procedimientos de uso
Campo de lainvencion

Esta invencion se refiere al campo de las interacciones proteina-ligando y mas en particular se refiere a la
identificacion de ligandos que se unen a proteinas priones y procedimientos de uso de los ligandos para detectar o
eliminar priones de muestras bioldgicas.

Antecedentes de la invencién

La proteina prion natural o celular "PrPc" esta ampliamente distribuida en todos los mamiferos y tiene una secuencia
de aminoé&cidos y una estructura de proteina particularmente bien conservadas. Se cree que los priones infecciosos
estan compuestos de una forma modificada de la proteina priéon (PrPc) celular normal y se denominan "PrPsc". Los
priones tienen algunas propiedades en comun con otros patdégenos infecciosos, pero no parece que contengan acido
nucleico. En cambio, se propone que esté implicado un cambio conformacional post-traduccional en la conversion de
PrPc no infecciosa en PrPsc infecciosa durante el que las hélices a se trasforman en laminas B. La PrPc contiene tres
hélices a y tiene poca estructura en | &minap; en cambio, PrPsc es rica en lamina 3. Se cree que la conversion de PrPc
a PrPsc conduce al desarrollo de encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) durante las que la PrPsc se
acumula en el sistema nervioso central (SNC) y se acompafiada con cambios neuropatologicos y disfuncion
neuroldgica. La PrPsc, denominada a menudo la forma "tembladera" de la proteina prién, se considera necesaria y,
posiblemente suficiente para la transmision y patogénesis de estas enfermedades neurodegenerativas transmisibles
de animales y seres humanos.

Ejemplos especificos de EET incluyen la tembladera, que afecta a ganado ovino y a cabras; la encefalopatia
espongiforme bovina (BSE), que afecta al ganado vacuno; encefalopatia transmisible del visén, encefalopatia
espongiforme felina y enfermedad consuntiva crénica (CWD) de ciervo mulo, ciervo de cola blanca, ciervo de cola
negra y alce. En seres humanos, las enfermedades EET se pueden presentar como, kuru, enfermedad
Creutzfeldt-Jakob (ECJ), Sindrome Gerstmann-Stralssler-Scheinker (GSS), insomnio letal y variante de la
enfermedad Creutzfeldt-Jakob (VECJ). Recientemente la VECJ ha aparecido en seres humanos como resultado de la
BSE epidémica en Gran Bretafia y lo mas probable es que esté provocada por el consumo de productos alimentarios
procedentes de ganado vacuno infectado con BSE o "enfermedad de las vacas locas". Un numero desconocido de
personas en el Reino Unido ingirié alimentos potencialmente contaminados con tejido nervioso de ganado vacuno
infectado con BSE durante mediados de los 80 a principios de los 90. Debido a que el periodo de incubacion para la
enfermedad contraida por via oral puede ser de mas de 20 afios en seres humanos, puede que la incidencia real de la
VECJ no se haga evidente durante muchos afios. Hasta la fecha, se sabe que més de 130 personas han contraido la
enfermedad, principalmente en el Reino Unido; sin embargo, se han notificado casos en Canada, Francia, Hong Kong,
Irlanda, Italia, y en los Estados Unidos. La exportacion de productos alimentarios de ganado bovino contaminado
desde el Reino Unido a todo el mundo indica una posible presencia global de BSE y, por consiguiente, la probabilidad
de VECJ. La deteccién de la BSE en la mayoria de los paises europeos, Japon e Israel es consistente con estas
observaciones. En consecuencia, es de profunda importancia la capacidad para detectar y retirar la proteina prién
infecciosa de una variedad de materiales incluyendo productos alimentarios.

Histéricamente, el diagnéstico de TSE se basé en la aparicion de signos clinicos de la enfermedad y sélo se pudo
confirmar por examen histolégico post-mortem del tejido cerebral. Una caracteristica de todas las EET es la falta de
una respuesta inmunitaria medible para el agente. Por tanto, no se producen anticuerpos y no se puede usar ninguna
prueba serolégica convencional para identificar a los animales infectados. Recientemente, la identificacion de la
proteina prién anormal en el cerebro ha mejorado la capacidad para hacer un diagnoéstico de la enfermedad.

Ademas de la ingestion de productos infectados de origen bovino, la transfusiéon de sangre y el trasplante de 6rganos
representan otro modo potencial de transmision de VECJ entre los seres humanos. Actualmente se desconoce la
probabilidad de transmisibilidad de VECJ en seres humanos por transfusién de sangre, pero basandose en los datos
obtenidos en modelos animales experimentales incluyendo la transmisiébn a partir de ovejas infectadas
experimentalmente por via oral con BSE y ovejas infectadas de forma natural con tembladera, parece ser una
posibilidad muy probable. A diferencia de otras EET humanas, la PrPsc esta presente en el sistema linforreticular de
los pacientes con VECJ, aumentando de este modo la probabilidad de que el agente infeccioso esté en la sangre y su
transmision a través de una transfusion de sangre. Otros factores que elevan la preocupacién sobre el riesgo de
transmisién por transfusion incluyen el nimero desconocido, pero probablemente alto, de personas expuestas a BSE
y la falta de una prueba de diagnéstico preclinico para VECJ. Ademas, parece que la virulencia de vECJ se potencia
tras la adaptacion de la especie en primates y ratones, lo que indica que la transmision de ser humano a ser humano
puede ser mas eficaz que de vaca a ser humano. Por tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar
procedimientos para prevenir la transmisién de vECJ por transfusion de sangre. Estas medidas pueden incluir la
identificacion temprana de donantes infectados y su aplazamiento, retirada e inactivacion de los agentes de EET en
productos alimentarios y sanitarios derivados de animales destinados al consumo o a la aplicacion para animales o
seres humanos, productos derivados de sangre de bovino o de seres humanos y trasplantes de 6rganos.
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Desafortunadamente, la PrPsc es extraordinariamente resistente a los procedimientos de inactivacion quimicos y
fisicos, y es dificil de conseguir un procedimiento de inactivacion.

La retirada de priones a través de la interaccion especifica con ligandos parece mas prometedora. Ya se han
identificado varios ligandos que se unen a proteinas priones. Se han rastreado colecciones de péptidos combinatorias
para ligandos que se unen a la secuencia de repeticion de octapéptido (PHGGGWGQ (SEC ID N.°: 220)) encontrada
en todas las proteinas priones mamiferas conocidas y se descubrieron una serie de ligandos, como se describe en el
documento WO 0177687. Otros materiales incluyen una variedad de polimeros, por ejemplo, polimetacrilato de
TosoBioSep, resinas de intercambio de iones generalmente (véase la patente de los Estados Unidos n.°© 5.808.011 de
Gawryl y cols.), ligandos que interaccionan con placas amiloides por ejemplo, rojo Congo (Ingrosso, L., y cols., Congo
red prolongs the incubation period in scrapie-infected hamsters. J. Virology 69: 506-508 (1995)), 4-yodo,
4-desoxi-doxorubicina (Tagliavini, F., y cols., Effectiveness of anthracycline against experimental prion diseases in
Syrian hamsters. Science 276: 1119-1122 (1997)), anfotericina B, porfirinas y ftalocianinas (Priola, S.A., y cols.,
Porphyrin and Phthalocyanine antiscrapie compounds, Science 287: 1503-1506 (2000)), metales (Stockel y cols.,
Biochemistry, 37, 7185-7193 (1998)), péptidos que interaccionan con PrP para formar complejos (véase la patente de
los Estados Unidos 5.750.361 de Prusiner y cols. y Soto, C. y cols., Reversion of prion protein conformational changes
in synthetic B-sheet breaker peptides, Lancet, 355: 192-197 (2000)), heparina y otros polianiones polisulfatados
(Caughey, B., y cols., Binding of the Protease-sensitive form of prion protein PrP to Sulphated Glycosaminoglycan and
Congo Red, J. Virology 68: 2135-2141(1994)), anticuerpos (Kascsak, R.J., y cols., Immunodiagnosis of prion disease,
Immunological Invest. 26: 259-268 (1997)), y otras proteinas, por ejemplo, plasmindgeno (Fischer, M.B. y cols.,
Binding of disease-associated prion protein to plasminogen., Nature 408: 479-483 (2000)). Actualmente, no se ha
caracterizado totalmente ningun ligando ni se ha encontrado ningun ligando que se pueda unir a un prion a partir de
una amplia variedad de medios, aunque algunos pueden ser Utiles en circunstancias especificas (véase la patente de
los Estados Unidos N.° 5.808.011 de Gawryl y cols.).

Hasta la fecha, las enfermedades EET en los seres humanos son mortales al 100%. Desafortunadamente, incluso
aunque se han notificado un nimero de compuestos, incluyendo amfotericinas, polianiones sulfatados, colorante rojo
Congo y antibiéticos de antraciclina, como agentes terapéuticos prospectivos, todos han demostrado sélo un ligero
potencial para impedir la propagacién de priones, y ninguno ha mostrado tener ningun efecto sobre la retirada de
priones pre-existentes de un huésped infectado. Por tanto, sigue habiendo una necesidad urgente de proporcionar
nuevos agentes terapéuticos.

Se cree que el ensamblaje y el desensamblaje de proteinas normalmente solubles en formas conformacionalmente
alteradas e insolubles es un proceso causativo en una variedad de otras enfermedades, muchas de las cuales son
enfermedades neuroldgicas. La relacion entre el comienzo de la enfermedad y la transicion desde la proteina normal
hasta la conformacionalmente alterada es poco conocida. Ejemplos de tales proteinas insolubles, ademas del prién
incluyen: péptido B-amiloide en placas amiloides de la enfermedad de Alzheimer y angiopatia amiloide cerebral (CAA);
depositos dea -sinucleina en cuerpos de Lewy de la enfermedad de Parkinson, tau en ovillos neurofibrilares en
demencia frontotemporal y enfermedad de Pick; superéxido dismutasa en esclerosis lateral amiotrofica; y huntingtina
en la enfermedad de Huntington.

A menudo, estas proteinas altamente insolubles forman agregados compuestos de fibrillas no ramificadas con la
caracteristica comin de una conformacion de lamina B plegada. En el sistema nervioso central, puede estar presente
amiloide en vasos sanguineos cerebrales y meningeos (depdsitos cerebrovasculares) y en el parénquima cerebral
(placas). Estudios neuropatolégicos en modelos de seres humanos y animales indican que las células préoximas a
depositos amiloides estan alteradas en sus funciones normal.

El mecanismo preciso por el que se forman las placas neuriticas y la relacién de la formacion de placas con los
procesos neurodegenerativos asociados a enfermedad son en gran parte desconocidos. Se necesitan metodologias
gque puedan separar facilmente o que puedan distinguir entre dos o mas formas conformacionales diferentes de una
proteina, por ejemplo, PrPc y PrPsc, para entender el proceso de conversion y para encontrar estructuras que
interaccionan especificamente con la forma asociada a la enfermedad. Las metodologias actuales para la separacion
0 para la distinciéon entre isoformas incluyen: la movilidad diferencial en geles de poliacrilamida en presencia de un
cadtropo tal como urea, es decir, geles con gradiente transversal de urea (TUG); sensibilidad diferencial al tratamiento
de proteasa, por ejemplo, proteinasa K (PK) y la deteccidon del producto de digestion resistente a PK de PrPsc
denominado PrPres; estabilidad de temperatura diferencial; solubilidad relativa en detergentes no iénicos; y la
capacidad de las estructuras fibrilares para unirse a determinados productos quimicos, por ejemplo, rojo Congo e
isoflavina S. Sin embargo, sigue habiendo una necesidad no cubierta de identificar reactivos de alta afinidad que sean
especificos para la proteina conformacionalmente alterada y especialmente de formas asociadas con la enfermedad.
Estos reactivos podrian ser Utiles para el desarrollo de posibles kits de diagnéstico, para la separacion y purificacion de
las distintas formas de la proteina, para la retirada de formas infecciosas de la enfermedad de agentes terapéuticos,
productos bioldgicos, vacunas y alimentos, y para el tratamiento.

Sumario de la invencion

Se proporcionan ligandos que se unen a proteinas priones y sus aplicaciones de acuerdo con las reivindicaciones. Los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375958 T3

ligandos son péptidos que se unen con selectividad y especificidad a analitos de priones. Los ligandos se pueden unir
a una o mas formas de proteina prién, incluyendo proteina prién celular (PrPc), proteina prién infecciosa (PrPsc), y
proteina priéon recombinante (PrPr). Los priones de distintas especies, incluyendo seres humanos y hamsteres, se
unen por los ligandos. También se proporcionan los ligandos de unién a proteinas priones sobre un soporte tal como
una resina o una membrana.

Los ligandos son Utiles para detectar o retirar una proteina prién de una muestra, tal como un fluido biolégico o una
muestra ambiental. Los ligandos se usan para detectar o retirar todas las proteinas priones de la muestra o se pueden
escoger selectivamente para detectar o retirar una forma Unica de proteina prién y por lo tanto, se pueden usar para
distinguir entre proteina priodn infecciosa y no infecciosa en la muestra de pacientes afectados con EET humanas y de
animales afectados con tembladera, BSE y CWD.

También se proporciona un procedimiento de tratamiento o de retardo del desarrollo de una patologia asociada a prién
en un sujeto. Por ejemplo, los ligandos de la invencion pueden ser Utiles en el tratamiento de patologias tales como
ECJ, VECJ, GSS, insomnio letal, tembladera, BSE y CWD. Estos ligandos pueden actuar inhibiendo la polimerizacion
de PrPsc o a través de la inhibicion de la interaccion de PrPsc y PrPc disminuyendo de este modo el desarrollo de
PrPsc adicional.

Se proporciona un procedimiento para la identificacién de ligandos adicionales, en particular de ligandos especificos
para las formas conformacionalmente alteradas de proteinas, algunas de las cuales estan implicadas en el desarrollo
de enfermedades. La metodologia descrita también es apropiada para el descubrimiento, la evaluacion o el rastreo de
un gran nimero de candidatos de farmacos potenciales que se unen directamente a PrPsc.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
realizaciones preferidas de acuerdo con las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1. Sefiales quimioluminiscentes de perlas de una coleccion combinatoria que une haPrPc y haPrPsc de
homogeneizado cerebral. PrPc y PrPsc se detectaron a través de la unién de un anticuerpo monoclonal especifico
(3F4) y anticuerpos secundarios conjugados de fosfatasa alcalina especificos para 3F4. La luz producida por un
sustrato quimioluminiscente especifico para fosfatasa alcalina se detect6 sobre una pelicula de autorradiografia. Las
ubicaciones de las sefiales generadas por perlas de una coleccién combinatoria estan numeradas. Los ligandos sobre
las perlas se secuenciaron posteriormente. Estas perlas no produjeron una sefial antes de la transferencia y
desnaturalizacion, pero emitieron una fuerte sefial después de la transferencia y desnaturalizacién de proteinas unidas
y marcadas con el anticuerpo 3F4 conjugado a enzima.

FIGURA 2. Union de huPrPc de extractos de cerebro humano normal a resinas de afinidad en un formato de columna.
El homogeneizado cerebral y las perlas se prepararon y se equilibraron en tampones de fosfato (PBS) o bien de citrato
fosfato dextrosa (CPD). La fuerza de la sefial en las bandas de Western es una funcién de la fuerza de union de PrPc
a la resina. El carril 1 contiene el marcador de peso molecular (PM); el carril 2, 20 ul de homogeneizado cerebral
humano normal al 0,1%. El carril 3-8, PrPc eluida a partir de perlas.

FIGURA 3. Unién de huPrPsc de extractos de cerebro humano infectado con ECJ a resinas de afinidad en un formato
de lote. La figura es una banda de Western que muestra la cantidad de prion eluido de perlas tras el contacto con un
homogeneizado que contiene huPrPsc de un paciente con ECJ esporadica. Las perlas se lavaron tras el contacto con
el homogeneizado que se tratd con PK para revelar la presencia de PrPres o bien se mantuvo sin tratar. Estos se
hirvieron en tampén que contenia SDS para liberar proteina unida, y las muestras se redisolvieron por SDS-PAGE
seguido de transferencia de bandas de Western. La union de huPrPsc y PrPc a las resinas se demostré por la
presencia de bandas especificas de PrP tras sondeo con un anticuerpo monoclonal, 3F4. Las secuencias de péptidos
estan indicadas en la parte superior del gel. Las muestras digeridas con PK se identifican como (+), las no digeridas
como (-).

FIGURA 4. Union de huPrPsc de extractos de cerebro humano infectado con ECJ a resinas de afinidad en un formato
de columna. Las secuencias de péptidos estan indicadas en la parte superior del gel. Las muestras previamente
digeridas con PK se identifican como + y las no digeridas como -. Los controles incluyeron 20 pl de homogeneizado
cerebral al 1%. PrPc y PrPsc se detectaron especificamente usando anticuerpo monoclonal 3F4 y se visualizaron por
deteccion de una sefial quimioluminiscente.

FIGURA 5. Diagrama del ajuste de la transferencia de "bandas de perlas". Las perlas se someten a ensayo en un ges
tras la incubacion con materiales de partida. La proteina unida se transfiere desde las perlas y se captura sobre la
membrana por medio de transferencia de forma capilar del tampdn como se indica.

FIGURA 6. Retirada de PrPres de RBCC infectados por distintas resinas de afinidad. Los concentrados de glébulos
rojos (RBCC) se enriquecieron con homogeneizado cerebral de hamsteres infectados con tembladera y se pasaron en
serie a través de columnas de resinas con distintos ligandos de afinidad. Las proteinas unidas a resina se analizaron
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por electroforesis en gel. El patrén de carga de gel se muestra en la tabla 11.
Descripcion detallada

En el presente documento se describen ligandos que se unen a proteinas priones y sus aplicaciones. Los ligandos son
proteinas, péptidos o polipéptidos que se unen con especificidad y afinidad a proteinas priones. Preferentemente, los
ligandos tienen un peso molecular de 6 kDa 0 menos.

Los ligandos son utiles en procedimientos para la deteccion de proteina pribn en una muestra, tal como un fluido
biolégico humano o animal o una muestra medioambiental, asi como procedimientos para diagnosticar y tratar la
enfermedad pridnica. Por ejemplo, los ligandos de la invencién pueden ser (tiles para tratar y diagnosticar patologias
tales como ECJ, vECJ, GSS, insomnio letal, tembladera, BSE y CWD y otras EET usando sangre completa,
componentes de la sangre, células, suero, plasma, derivados de plasma, liquido cefalorraquideo, orina, lagrimas,
amigdalas, apéndice y otros. Los ligandos también pueden ser Utiles para la retirada de proteina pridon de una muestra,
tal como una muestra de sangre, componentes de la sangre, células, suero, plasma, derivados de plasma, liquido
cefalorraquideo, orina, lagrimas, amigdalas, apéndice y otros. Los ligandos se usan para detectar o retirar todas las
proteinas priones de la muestra o se pueden escoger selectivamente para detectar o retirar una forma Unica de
proteina prion y por lo tanto, se pueden usar para distinguir entre proteina prion infecciosa y no infecciosa en la
muestra.

Los procedimientos descritos se pueden usar para rastrear polimeros, compuestos sintéticos y colecciones de
compuestos sintéticos para proporcionar otros ligandos para priones.

En el presente documento también se proporciona un procedimiento para la identificacion de ligandos adicionales, en
particular de ligandos especificos para las formas conformacionalmente alteradas de proteinas, algunas de las cuales
estan implicadas en el desarrollo de enfermedades.

También se proporciona una metodologia que es apropiada para el descubrimiento, la evaluacion o el rastreo de un
gran nimero de candidatos de farmaco potenciales.

Definiciones
Los términos "un," "una" y "el/la", como se usan como se usa en el presente documento, se definen como "uno/a o
mas" e incluyen el plural a menos que el contexto sea inapropiado.

El término "3F4" se refiere al anticuerpo monoclonal especifico para formas naturales de PrPc, pero no naturales de
PrPsc o PrPres. El anticuerpo tiene especificidad para formas desnaturalizadas de PrPc, PrPsc y PrPres de hamster y
de ser humano.

Como se usa en el presente documento, los términos "composiciones derivadas de sangre" y composiciones de
sangre se usan de forma intercambiable y pretenden incluir sangre completa, concentrado de glébulos rojos, plasma,
suero, fracciones ricas en plaquetas y pobres en plaquetas, concentrados de plaquetas, glébulos blancos, precipitados
de plasma sanguineo, precipitados de fraccionamiento de plasma sanguineo y sobrenadantes, preparaciones de
inmunoglobulina que incluyen IgA, IgE, IgG e IgM, concentrados de factor de coagulacion purificado, concentrado de
fibrinbgeno, u otras composiciones distintas que proceden de seres humanos o animales. También incluye proteinas
derivadas de sangre purificada preparadas por cualquiera de los distintos procedimientos comunes en la técnica,
incluyendo intercambio de iones, afinidad, permeacion en gel, y/o cromatografia hidrofoba o por precipitacion
diferencial.

El término "coleccién combinatoria" se refiere a una coleccion de productos quimicos que se han sintetizado por
técnicas de quimica combinatoria en fase sélida. Esta definicion abarca el uso de un procedimiento de
dividir-acoplar-recombinar que genera millones de péptidos aleatorios de una longitud definida o que se puede disefiar
para incluir estructuras definidas. Los bloques de construccion pueden ser aminoacidos naturales, moléculas
sintéticas, analogos de aminoéacidos, analogos ramificados, colorantes de triazina y similares.

El término "variaciones conservadoras" o "variaciones modificadas conservadoras" de una secuencia particular se
refiere a aminoacidos u otras estructuras estrechamente relacionadas que tienen una similitud quimica sustancial.
Ademas, las sustituciones, delecciones o adiciones individuales que alteran, afiaden o eliminan un Gnico aminoacido o
un pequefio porcentaje de aminoécidos en una secuencia codificada son variaciones conservadoramente modificadas
en las que las alteraciones dan como resultado la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido quimicamente
similar. Las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares se
conocen bien en la técnica. Los seis grupos siguientes contienen cada uno aminoacidos naturales que son
sustituciones conservadoras entre si:
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1) Serina (S), treonina (T);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), lisina (K);

5) Isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), valina (V), alanina (A);
6) Fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W).

Numerosos aminoacidos no naturales también se consideran sustituciones conservadoras de aminoacidos que se
producen de manera natural. Se dice que dos polipéptidos son "idénticos"” si la secuencia de residuos de aminoacidos
en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para su correspondencia maxima tal como se describe a
continuacion. La alineacidn éptima de las secuencias para comparacion se puede llevar a cabo por el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), por el algoritmo de alineacién de homologia de
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), por la bisqueda del procedimiento de similitud de Pearson y
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTAy TFASTA en el paquete informatico para Genética de Wisconsin, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI), o por inspeccion.

El término "ligando" se refiere a una molécula a la que se une una proteina, péptido o polipéptido. Los ligandos pueden
ser preparaciones de anticuerpos, proteinas, péptidos, polipéptidos, aminoacidos, &cidos nucleicos, hidratos de
carbono, azlcares, lipidos, moléculas organicas, polimeros, y/o agentes terapéuticos putativos, y similares.

Los términos "proteina” "péptido”, "polipéptido” y "oligopéptido” se usan de forma intercambiable y se definen en el
presente documento como una cadena de aminoacidos en la que los carbonos estan ligados a través de enlaces
peptidicos formados por una reaccion de condensacion entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino de
otro aminoacido. El aminoacido terminal en un extremo de la cadena (es decir, el amino terminal) tiene un grupo amino
libre, mientras que el aminoacido terminal en el otro extremo de la cadena (es decir, el carboxi terminal) tiene un grupo
carboxilo libre. Como tal, el término "extremo amino terminal" (abreviado como extremo N-terminal) se refiere al grupo
amino libre en el aminoacido en el extremo amino terminal del péptido, o al grupo amino (grupo imino cuando participa
en un enlace peptidico) de un aminoacido en cualquier otra ubicaciéon dentro del péptido. Asimismo, el término
"extremo carboxi terminal” (abreviado como extremo C-terminal) se refiere al grupo carboxilo libre en el aminoacido en
el extremo carboxi terminal de un péptido, o al grupo carboxilo de un aminoéacido en cualquier otra ubicacion dentro del
péptido. Cuando se sintetiza en una resina por sintesis de Merrifield, normalmente el grupo carboxilo C-terminal se
acopla a la resina a través de un enlace peptidico a un grupo amino inmovilizado.

Normalmente, los amino&cidos que forman un péptido estdn numerados por orden, comenzando en el extremo amino
terminal y aumentando en la direccion del extremo carboxi terminal del péptido. Por tanto, cuando se dice que un
aminoacido "sigue" a otro, ese aminoacido esta situado mas cerca del extremo carboxi terminal del péptido que el
aminoacido "precedente"”.

El término "PrPc" se refiere a la molécula de proteina pridon natural que esta expresada de forma natural y amplia
dentro del cuerpo de los mamiferos. Su estructura esté altamente conservada y no estéd asociada con un estado de
enfermedad.

El término "PrPsc" se refiere a la forma conformacionalmente alterada de la molécula de PrPc que es la que se piensa
que podria ser infecciosa y esta asociada con enfermedades EET/pridn, incluyendo VECJ, ECJ, kuru, insomnio letal,
GSS, tembladera, BSE, CWD, y otras ETT raras de animales en cautiverio y experimentales. Tiene la misma
secuencia de aminoacidos que la PrPc celular normal, pero ha convertido algunas de las hélices a en laminasp y esta
asociada con un estado de la enfermedad.

El término "PrPres" se refiere a los derivados resistentes a proteinasa de la proteina PrPsc de 27-30 kDa que
permanecen tras la digestion parcial de de PrPsc con PK.

El término "PrPr" se refiere a la proteina prion expresada por tecnologia recombinante.

El término "PrP" se refiere a la proteina prién en general.

El término "residuo” se usa en el presente documento para referirse a un aminoéacido (D o L) o un amino&cido mimético
gue se incorpora en un oligopéptido por un enlace amida o un mimético de enlace amida. Como tal, el aminoacido

puede ser un aminoacido que se produce de manera natural o, a menos que se limite de otro modo, puede abarcar
andalogos conocidos de aminoacidos naturales que operan de forma similar a los aminoacidos que se producen de
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manera natural (es decir, miméticos de aminoacidos). Ademas, un mimético de enlace amida incluye modificaciones
del esqueleto peptidico bien conocidas por los expertos en la técnica.

El término "identidad sustancial" significa que un polipéptido comprende una secuencia que tiene en comin al menos
un 66% o mas de aminoéacidos. Otra indicacion de que las secuencias de polipéptidos son sustancialmente idénticas
es si un péptido es inmunolégicamente reactivo con anticuerpos que surgen frente al péptido dado a conocer. Por
tanto, los péptidos de la invencién incluyen péptidos y otros productos quimicos inmunolégicamente reactivos con
anticuerpos que surgen frente a los péptidos inmunogénicos dados a conocer.

El término "que puede unirse" como se usa en el presente documento se refiere a la unién de dos 0 mas moléculas
para formar un complejo entre si, por ejemplo, la unién de un ligando con una proteina o un péptido, bajo condiciones,
en la que las dos 0 méas moléculas pueden formar un complejo, tal como un complejo proteina-ligando.

Ligandos que se unen a una secuencia de aminoacidos particular de PrP

Los ligandos de unién a prién descritos en el presente documento son todos moléculas pequefias, preferentemente
péptidos. Los ligandos se unen a péptidos, polipéptidos derivados de la proteina prién, o a la molécula de prién
completa. Como se usa en el presente documento, no estd implicada ninguna longitud concreta por el término
"péptido". Preferentemente, los ligandos descritos en el presente documento se unen a una proteina prién que tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

XxYYux (SEC ID N.°: 222)

en la que x es cualquier aminoacido, yu es R 0 Q.

Més preferentemente, los ligandos se unen a una proteina pridn que tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
DRYYRD (SEC ID N.°; 2)

Los péptidos marcados que tienen una o mas de las secuencias de aminoacidos proporcionadas anteriormente son
Utiles cuando se usan para sondear colecciones combinatorias para ligandos que se unen a priones. Preferentemente,
los péptidos estan radiomarcados y acetilados en el extremo amino terminal y amidados en el extremo carboxi terminal
cuando se usan para el rastreo de colecciones para ligandos de priones.

La secuencia de aminoéacidos de los ligandos descrita en el presente documento carece de las secuencias de
aminoacidos dadas a conocer en el documento WO 01/77687, que se unen a la secuencia de repeticion de
octapéptido de la proteina prion.

Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 1 siguiente (SEC ID N.° 5-13) son ejemplos de secuencias de
aminoacidos que se unen a la SEC ID N.°: 1. Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 1 se identificaron
en una coleccién 6-mera rastreada para 6-meros que se unen a la SEC ID N.°: 1. La coleccion se construy6 con una
alanina (A) como espaciador entre la resina y los péptidos combinatorios de la coleccidn y se representa como la A
final en las secuencias que esta incluida en la tabla 1.

Tabla 1
Secuencias de seis aminoacidos que se unen ala SEC ID N.°: 1
SEC ID N.° SECUENCIA

5 KIHKFLA
6 GTHDFQA
7 KFGSTHA
8 FVNEIEA
9 GLHFKSA
10 GRVLHHA
11 QKNSEWA
12 HAYFTHA
13 WPKGAVA

El ligando es una proteina o un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que se une a la SEC ID N.%: 2. Las
secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 2 (SEC ID N.°: 14-22) son ejemplos de secuencias de aminoacidos
gue se unen ala SEC ID N.°: 2. Por lo tanto, los ligandos que tienen una o mas de las secuencias expuestas en la tabla
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2 estan incluidos en los ligandos. Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 2 se identificaron en una
coleccién 6-mera rastreada para 6-meros que se unen a la SEC ID N.°: 2. La coleccién se construyd con una alanina
(A) como espaciador entre la resina y los péptidos combinatorios de la coleccién y esta representada como la A final en
las secuencias. El aminoacido lisina (K) esta presente once veces, y el aminoacido histidina (H) est& presente siete
veces, ambos estan por encima de una distribucién promedio de tres. Por lo tanto, se prefieren seis-meros que
contienen el aminoacido lisina (K) o histidina (H). Los expertos en la técnica entenderan que los ligandos
proporcionados en el presente documento no estan limitados a aquellos que tienen las secuencias ejemplares
expuestas en la tabla 2.

Tabla 2
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a la SEC ID N.°: 2
SECIDN.° SECUENCIA

14 RPWKKAA
15 PKHIWPA
16 HKLWGVA
17 GGYKPYA
18 ENVSQNA
19 HTYYNGA
20 KKKSDHA
21 HHLKGTA
22 KKHGVWA

Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 3 siguiente (SEC ID N.°: 23-31) son ejemplos de secuencias de
aminoacidos que se unen a la SEC ID N.°: 3. Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 3 se identificaron
en una coleccion 6-mera rastreada para 6-meros que se unen a la SEC ID N.°: 3. La coleccion se construy6 con una
alanina (A) como espaciador entre la resina y los péptidos combinatorios de la coleccion y esta representada como la
A final en las secuencias. En los casos de ambigiiedad en la identificacion de la secuencia, se dan uno o mas
aminoacidos en una Unica posicion en la tabla, por ejemplo, (A/G) como se muestra en la SEC ID N.°: 29. El
aminoacido histidina (H) aparece 10 veces en estas secuencias, se encuentra en seis de los ocho péptidos, y esta muy
por encima de una distribucién promedio de tres. Todos los péptidos excepto el SEC ID N.°: 23 tienen una carga neta
positiva a pH 7.

Tabla 3
Secuencias de seis aminoacidos que se unen ala SEC ID N.°: 3
SECID N.° SECUENCIA

23 DGTQAHA
24 APHRNNA
25 HHGHNIA
26 HTWHGQA
27 HVFVTWA
28 THHFYIA
29 KLGWG(A/G)A
30 GSKKKEA

Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 4 siguiente (SEC ID N.°: 31-47) son ejemplos de secuencias de
aminoacidos que se unen a la SEC ID N.°: 4. Las secuencias de aminoacidos expuestas en la tabla 4 se identificaron
en una coleccion 6-mera rastreada para 6-meros que se unen a la SEC ID N.°: 4. La coleccion se construy6 con una
alanina (A) como espaciador entre la resina y los péptidos combinatorios de la coleccion y esta representada como la
A final en las secuencias. Los expertos en la técnica entenderan que los ligandos proporcionados en el presente
documento no se limitan a aquellos que tienen las secuencias ejemplares expuestas en esta tabla 4. En los casos de
ambigliedad en la identificacion de la secuencia, se dan uno o mas amino&cidos en una Unica posicién, por ejemplo,
(W/G) como se demuestra en la SEC ID N.°: 33. El aminoacido en la segunda posicion de la SEC ID N.°: 37 no se pudo
identificar positivamente. La secuencia "LL" (dos leucinas) aparece en las SEC ID N.% 31, 32, 41, 43 y 45 y sus
andlogos cercanos LI, VL, Il (isoleucina o valina) aparecen en las SEC ID N.°: 33, 36, 38, 40 y 44. LL no aparece en




ES 2375958 T3

ningun otro rastreo para péptidos derivados de priones o proteinas. Ademas, 15 de 17 péptidos contienen un
aminoacido aromatico, tal como fenilalanina, triptéfano o tirosina (F, W o Y). Siete secuencias de péptidos estan
cargadas neutralmente, pero tienen un grupo amino terminal positivo.

Tabla 4
Secuencias de seis aminoacidos que se unen ala SEC ID N.°: 4
SEC ID N.° SECUENCIA

31 PLLVVWA
32 WLLVGGA
33 (W/G)QVLVYA
34 RRHQRQA
35 LPWTFGA
36 IFIITA
37 P(X)IEPHA
38 EWGIIWA
39 GWYIYFA
40 TLILFHA
41 FLLSNHA
42 WQIRFFA
43 VLLVFEA
44 GWVLEIA
45 FLLIDTA
46 GFLFKFA
47 PWTIYIA

Ligandos que se unen a PrPc de hamster

El ligando es un péptido que se une con especificidad y selectividad a una o mas formas de proteinas priones
encontradas en una especie particular, tales como un ser humano u otro mamifero, tal como un hamster. A
continuacion se proporcionan ligandos ejemplares que se unen a proteina prion (PrPc), que tienen diferentes
longitudes de secuencia de aminoacidos, dos-mera, tres-mera, cuatro-mera, cinco-mera y seis-mera, tienen
preferentemente un peso molecular de 6 kDa 0 menos.

Ligandos dos-meros ejemplares que se unen a prion natural en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°:
48-50, que se enumeran en la tabla 5A. El ligando contiene el aminoacido triptéfano (W). El ligando esta cargado
neutralmente, pero tiene un grupo amino terminal con carga positiva a pH 7. El ligando es un dos-mero que contiene el
triptéfano (W). La sustitucion de naftil-alanina (na) por triptéfano también da como resultado la union de PrP en estas
secuencias. La coleccioén se sintetizd directamente sobre la resina (una resina amino Toyopearl de Tosoh Bioscience
LLC, Monctgomerville, PA) sin un espaciador. La SEC ID N.°: 50 se encontré dos veces (2x) en los rastreos.

Tabla 5A
Secuencias de dos aminoacidos que se unen a haPrPc
SEC ID N.° SECUENCIA
48 WH
49 WwWw
50 LW (2x)

2x indica secuencias encontradas dos veces en el rastreo

Ligandos tres-meros ejemplares que se unen a prion en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°: 51-61, que
se enumeran en la tabla 5B. Un aminoacido aromatico, F, W 0 Y aparece en todos los péptidos seleccionados excepto
en la SEC ID N.° 60. El aminoacido A aparece tres veces en la posicion mas cercana a la resina y se usé como
espaciador entre la resina y el péptido de la coleccion en algunas de las colecciones. No estan presentes ni R ni K,
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pero E aparece tres veces proporcionando una carga negativa a tres de las ocho secuencias.

Tabla 5B
Secuencias de tres aminodcidos que se unen a haPrPc
SEC ID N.° SECUENCIA

51 WNA
52 EFW
53 LPW
54 YEY
55 WPA
56 FNQ
57 YHE
58 LFA
59 NHY
60 TLG
61 WVD

Ligandos cuatro-meros ejemplares que se unen a prion en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°: 62-64,
que se enumeran en la tabla 5C. La coleccién se construyd con un espaciador de alanina entre la resina y el péptido
combinatorio y esta presente en las secuencias siguientes en la Ultima posicion. Un aminoacido aromético aparece en
la primera posicion de todos los péptidos seleccionados. Ademas, todos los péptidos seleccionados contienen un
aminoacido acido (D o E) en la tercera o cuarta posicion. WXD aparece una vez, en la que X es cualquier aminoacido.

Tabla 5C
Secuencias de cuatro aminoacidos que se unen a haPrPc
SEC ID N.° SECUENCIA
62 YWDQA
63 YVHEA
64 WFDEA

Ligandos cinco-meros ejemplares que se unen a prion en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°: 65-68,
que se enumeran en la tabla 5D. Un aminoacido aromatico y un aminoacido acido aparecen en todos los péptidos
seleccionados. D o E estan presentes en la posicion 4 6 5 de todos los ligandos. La secuencia WXD aparece en las

SEC ID N.°: 65, 67 y 68.

Tabla 5D
Secuencias de cinco aminoacidos que se unen a haPrPc
SEC ID N.° SECUENCIA
65 LQWYDA
66 YTHSEA
67 WIDYEA
68 VWIDAA

Ligandos seis-meros ejemplares que se unen a prion natural en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°:
69-100, que se enumeran en la tabla 5E. La coleccion se construy6 con un espaciador de alanina entre la resina y el
péptido combinatorio y esta presente en las secuencias siguientes en la Gltima posicién. Un aminoacido aromatico, F,
W oY aparece en la mayoria (29 de 32) de los péptidos seleccionados como ocurre con D o E (29 de 32). Ademas, 20
péptidos tienen dos aminoacidos aromaticos en su secuencia. El secuencia consenso "WXD" aparece en las SEC ID
N.°: 75, 79, 83, 86 y 89. Una secuencia que contiene una (F/W/Y)X(D/E)(F/W/Y) SEC ID N.°:)) aparece en las SEC ID
N.°: 71, 73, 77, 78, 91 y 95 y (F/W/Y)(D/E)X(F/W/Y) SEC ID N.°: )) aparece en las SEC ID N.°: 70, 72, 82, 91 y 95.
Veinticuatro de los 32 péptidos tienen un aminoacido aromatico mas un grupo acido en las posiciones 1-3; 23 tienen
una carga negativa neta en las posiciones 4-6. Veinte péptidos tienen tanto un aminoacido aromatico mas como un
aminoécido &cido en las posiciones 1-3 y también son de carga negativa neta en las posiciones 4-6.

10
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Tabla 5E
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a haPrPc

SECID N.° SECUENCIA
69 WDEAEEA
70 YDSYDDA
71 NDFIDFA
72 YEPWGSA
73 EYGDWWA
74 WDYDQEA
75 DWGDPFA
76 DWPEVWA
77 FHDFSEA
78 DTFWDYA
79 WNDLDNA
80 ASALVYA
81 LINAGGA
82 WESYVTA
83 WSDEGYA
84 YRWTGPA
85 YEDQWQA
86 EWADDNA
87 YEIDYGA
88 EFGYFDA
89 WGDEQDA
90 HEEDWAA
91 FEDFELA
92 TWGIDEA
93 WDPTDYA
94 NDKIHTA
95 FEDFFSA
96 YEWAEQA
97 THVYFLA
98 (SIT/W)XDFSDA
99 YRTPNEA
100 (GIL)RSETA

Ligandos que se unen a PrPc de hamster y PrPsc de hamster

El ligando es un péptido que se une con especificidad y selectividad a dos 0 mas formas de pridn. A continuacion se
proporcionan ligandos que se unen tanto a la proteina prién (PrPc) como a la (PrPsc) cambiada conformacionalmente.
Ligandos tres-meros ejemplares que se unen a prion en hamsteres (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°: 101-115,
gue se enumeran en la tabla 6. Un aminoacido aromatico aparece en la mayoria (15 de 18) de los péptidos
seleccionados como ocurre con D o E (15 de 18). Ademas, siete péptidos tienen dos estructuras aromaticas y un
aminoéacido &cido. La secuencia WXD aparece en las SEC ID N.°: 105 y 115. Las estructuras seleccionadas para
unirse de forma preferente a PrPsc sobre PrPc son las SEC ID N.°: 111 y SEC ID N.°: 114, teniendo ambas R en la
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posicion 3. SEC ID N.°: 101-115 se identificaron en una coleccion 3-mera porque se unen a haPrPc y/o PrPsc a partir
de homogeneizado cerebral infectado de tembladera solos (*), o bien mezclados con cerebro de hamster normal.

Tabla 6

Secuencias de tres aminodcidos que se unen a haPrPc y a haPrPsc

SEC ID N.° | Secuencia (rojo mue(:s(t)rlgru(:l?élr{:1 ;E\JeF:lrzlic fuerte) (fuerieerr:fﬂelzi?;r}llf:r:éajn?gr?naagjrrsgzye;(c)l(;’TPSC)
52 EFW* Rosa brillante Fuerte
54 YEY Rosa
101 IHN Rosa claro
102 WEY Rosa brillante
103 DYW Rosa
104 WDW Rosa
105 WQD Rosa
106 YFE Rosa
106 YFE* Rojo Fuerte
107 NYE Rosa
108 SYA Rosa claro Ninguno
109 WDL Rosa brillante Fuerte
110 WLE Rosa brillante Débil
111 VQR Rosa brillante Muy fuerte
112 YID* Rosa brillante Fuerte
113 RWD* Rosa brillante Fuerte
114 DVR* Blanco Fuerte
115 WSD* Rojo Fuerte

Ligandos que se unen a PrPc humana

A continuacién se proporcionan ligandos que se unen a proteina prion (huPrPc). Ligandos tres-meros ejemplares que
se unen a prion en humanos (haPrPc) se exponen en las SEC ID N.°: 116-139, que se enumeran en las tablas 7 Ay B.
De las secuencias trimeras (tabla 7A) W/YXD aparece en cuatro de las seis secuencias trimeras y cinco de las seis
tienen un residuo hidréfobo y un aminoacido acido.

Tabla 7
Secuencias de tres aminoacidos que se unen a huPrPc
SECID N.° SECUENCIA

116 HWD
117 WQD
118 WDD
119 WED
120 ITN
121 YED

La coleccion seis-mera se construyé con un espaciador de alanina entre la resina y el péptido combinatorio y esta
presente en las secuencias siguientes en la Ultima posicion (tabla 7B). Los aminoacidos F, W 0 Y aparecen en 13 de
los 18 péptidos 6-meros, y D 0 E en 17 de los 18 péptidos. Seis péptidos tienen un aminoacido aromatico y uno acido
en las posiciones 1-3 y también son de carga negativa neta en las posiciones 4-6. Ademas, cinco péptidos tienen dos
estructuras aromaticas y un aminoacido acido. WxD esté presente en la SEQ ID N.°: 124 y (F/W/Y)x(D/E)(F/W/Y) (SEC
ID N.°: 223) esté presente en las SEC ID N.%: 124 y 133. Excluyendo la carga de amino N-terminal, la mayoria de las
secuencias son de carga negativa neta y sélo la SEQ ID N.°: 139 lleva una carga positiva neta parcial a pH neutro. SEC
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ID N.°: 116-121 se identificaron en una coleccidn 3-mera que se une a huPrPc a partir de homogeneizado cerebral
humano normal. SEC ID N.°: 122-139 se identificaron en una coleccién 6-mera que se une a huPrPc derivado de
plasma pobre en plaquetas humanas o bien de plasma rico en plaquetas (*).

Tabla 7B
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a huPrPc
SEC ID N.° SECUENCIA
22 VADEEA
23 YYVDAA
24 QDFNLA
25 DNPIDA
26 FNEHEA
27 WGADGA
28 VIYSHA
29 HILEEA*
30 PHENFA*
31 EDNGGA
32 DSEGPA
33 FQEFTA
34 EGDEIA
35 IYAETA
36 RVRETA
37 EEPQWA*
38 EGEEFA*
39 T/L)FNIHA*

* huPrPc derivado de plasma rico en plaquetas unido

Ligandos que se unen a PrP recombinante humana

A continuacion se proporcionan ligandos que se unen a proteina prion (PrPr). Ligandos tres-meros ejemplares que se
unen a prién recombinante en seres humanos (huPrPr) se exponen en las SEC ID N.°: 54, 105,140-153, que se
enumeran en la tabla 8. Los aminoacidos W, F o Y aparecen en todos los 16 péptidos seleccionados y D 0 E en 13 de
los 16 péptidos. La secuencia consenso WXD aparece en las SEC ID N.% 105, 143 y 145. Algunos péptidos se han
identificado previamente porque se unen a PrPc y las SEC ID N.%: 149 y 153 se identificaron dos veces en este rastreo.
SEC ID N.%: 54 105, 140-153 se identificaron en una coleccién 3-mera porque se unen a huPrPr (Prionics AG, Suiza,
N.° de cat. 03-040) diluido en (*) sarcosilo al 0,5% o (**) PBS. En la tabla 8, se expusieron 2,5 mg de peso seco de
resina de una coleccién combinatoria por columna a 0,5 ug/ml de PrPr diluido en sarcosilo al 0,5% (*) o en solucién
salina tamponada con fosfato (**) que contiene BSA al 1%. Las secuencias que se encontraron dos veces en el rastreo
se indican como 2x.

Tabla 8
Secuencias de tres aminoacidos que se unen a huPrPr
SEC ID N.° SECUENCIA

54 YEY**
105 WQD* y **(2x)
140 YDW*
141 NYT*
142 SYT*
143 WAD*

13
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144 QWG*
145 WGD*
146 EYF*
147 WEH*
148 LYD*
149 DYY* *(2x)
150 FYE**
151 EYY*
152 YDY**
153 WDH** (2x)

(*)PrPr humana diluida en sarcosilo al 0,5%
(**)PrPr humana diluida en PBS
2x indica secuencias encontradas dos veces en el rastreo

Ligandos seis-meros que se unen a PrPc humana, PrPsc humana o a ambas

En la tabla 9A se proporcionan ligandos seis-meros que se unen a proteina prién (PrPc), proteina prion cambiada
conformacionalmente (PrPsc), 0 a ambas. La coleccion seis-mera se construy6 con un espaciador de alanina entre la
resina y el péptido combinatorio y esta presente en las secuencias siguientes en la Ultima posicion. Los ligandos se
pueden unir preferentemente a huPrPsc. Los ligandos ejemplares se exponen en las SEC ID N.°: 154-173, que se
enumeran en la tabla 9A. Todos los ligandos excepto la SEC ID N.°: 156 contenian un aminoacido aromético y 15 de
20 contenian un aminoé&cido acido. Aquellos con mayor especificidad por huPrPsc sobre PrPc son las SEC ID N.°: 154,
155y 156. La deteccidn de ligandos con un incremento en la especificidad para PrPsc en un homogeneizado cerebral
procedente de un paciente de ECJ esporadica se obtuvo a través de proteolisis selectiva de PrPc antes de la
transferencia de proteina desde las perlas hasta la membrana. Esta coleccién incluia el aminoacido aromatico no
natural 2-naftil-alanina (na).

Tabla 9A
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a huPrPc, huPrPsc o0 a ambas
SEC ID N.°: Secuencia

154* RES(na)NVA
155* ES(na)PRQA
156* VARENIA
157* RWEREDA
158** EWWETV
159** SVYQLDA
160** (na)HEFYGA
161** HE(na)(na)LVA
162** A(na)VPV(na)A
163** YFDYWLA
164** FE(na)HRQA
165** WRHEPAA
166%%* SS(na)KKDA
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167%+* R(na)DKEAA
168 (na)HEIFPA
169 KWYHHRA

170wxxx HWWPHNA
171 wwex HWQVFYA

172wwxx FHE(na)EIA
173wwex HADF(na)QA

* homogeneizado cerebral (huPrPsc) de ECJ esporadica al 0,5% sin tratamiento con PK

** homogeneizado cerebral de huPrPsc al 5% sin tratamiento con PK

*** homogeneizado cerebral de huPrPsc al 0,5% con tratamiento con PK, pero sin desarrollo de color
**** homogeneizado cerebral de huPrPsc al 5% con tratamiento con PK, pero sin desarrollo de color
na indica 2-naftil-alanina

Ligandos que se unen a PrPsc humana

A continuacién se proporcionan ligandos que se unen a proteina prion cambiada conformacionalmente (PrPsc). Las
colecciones seis-meras se construyeron con un espaciador de alanina entre la resina y el péptido combinatorio y se
incluyen en las secuencias siguientes en la ultima posicién. Ligandos ejemplares se exponen en las SEC ID N.°:
174-194, que se enumeran en la tabla 9B. SEC ID N.°: 188, 189, 190 y 191 mostraron todas la mayor diferenciacion de
sefial (sefial de color blanco y luz fuerte). SEC ID N.°: 174-194 se identificaron en una coleccién 6-mera que se une a
huPrPsc a partir de homogeneizado cerebral de ECJ esporadica enriquecido en plasma humano. Las perlas con
ligandos con la mayor especificidad para PrPsc fueron blancas en la tincién para PrPc, pero produjeron una fuerte
sefial quimioluminiscente tras la desnaturalizacion.

Tabla 9B
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a huPrPsc

SEC ID N.° Secuencia
174* ALHFETA
175* DDPTGFA
176* VAPGLGA
177* IFRLIEA
178* GLERPEA
179* IVVRLWA
180* WHNPHYA
181* LIYKSDA
182** EKPIFNA
183** HWSEPAA
184** GHNWKEA
185** YWHHDDA
186** GYPKENA
187** PVYWLYA
188*** FGEHTPA
139%** FQGTREA
190*** TGTNRYA
191%* KWATRYA
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192%** NSTKFDA
193*** LIYKEEA
194%** EHATYRA

* perlas de 100-300 um rastreadas con homogeneizado cerebral derivado de cerebro con ECJ esporadica (huPrPsc)
con tratamiento con PK

** perlas de 100-300 um rastreadas con huPrPsc sin tratamiento con PK

*** perlas de 65 um rastreadas con huPrPsc sin tratamiento con PK

Ligandos tres-meros gue se unen a PrPc humana, PrPsc humana o a ambas

A continuacion se proporcionan ligandos tres-meros que se unen a proteina prién (huPrPc), proteina prién cambiada
conformacionalmente (PrPsc), o a ambas. Los ligandos se pueden unir de forma preferente a huPrPsc. Los ligandos
ejemplares se exponen en las SEC ID N.%: 195-212, que se enumeran en la tabla 9C. En este rastreo, el
homogeneizado cerebral de ECJ esporadica se diluyé en CPD y se usé como fuente de huPrPsc. HYD se descubrié 3
veces en este rastreo. Las perlas rojas significaron la unién de PrPc; 8 de 13 secuencias contenian H. Los
aminoécidos F, W o Y se encontraron en las 13, y R o K aparecieron sélo una vez. Tres de cinco perlas que unieron de
forma preferente PrPsc (sefial fuerte) con relacién a PrPc (perla blanca) contenian K o R. WXD aparecio las en SEC ID
N.°: 200 y 208. Las SEC ID N.°: 195-212 se identificaron en una coleccién 3-mera que se une a huPrPc y/o huPrPsc
tratado con PK.

Tabla 9C
Secuencias de tres aminoacidos gque se unen a huPrPc, huPrPsc o a ambas (resistente a PK)
SECID N.° Secuencia
195* HND
196* HER
197* HGD
198* HSD
199* HFD
200***+* WND
201 xx+* YEH
202%x* HWD
203*x+* YHD
204xx+* YDW
205***+* WDY
206** HYD (3x)
207* HWD
208** WTD
209*+* FPK
210%** HWK
21 1% WEE
21 2% LLR

* huPrPsc al 0,5% en sarcosilo al 0,05% mas tratamiento PK

** huPrPsc al 1,0% en sarcosilo al 0,1% sin tratamiento con PK

*** huPrPsc al 1,0% en sarcosilo al 0,1% con tratamiento con PK

**** 5@ seleccionaron perlas del gel antes de la transferencia; para las SEC ID N.°: 204 y 205, las perlas incubadas en
huPrPsc al 0,1% en sarcosilo al 0,01% con tratamiento con PK se seleccionaron después del lavado y se tomaron
directamente del gel

Ligandos tres-meros gue se unen a PrPc humana, PrPsc humana o0 a ambas

A continuacién se proporcionan ligandos tres-meros que se unen a proteina pridon (PrPc), proteina prion cambiada
conformacionalmente (PrPsc), 0 a ambas. Los ligandos se pueden unir de forma preferente a huPrPsc. Los ligandos
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ejemplares se exponen en las SEC ID N.%: 147, 152, 206 213y 214, que se enumeran en la tabla 9D. Estas secuencias
se identifican en una coleccion 3-mera que se une a huPrPsc y/o huPrPc a partir de homogeneizado cerebral de ECJ
esporadica en (*) tampo6n CPD o (**) PBS.

Tabla 9D
Secuencias de tres aminoacidos que se unen a huPrPc, huPrPsc o a ambas
SEC ID N.° Secuencia

147* WEH
152* YDY
206* HYD
213** SYF
214** EYY

(*) homogeneizado cerebral de ECJ esporadica diluido en tampén CPD
(**) homogeneizado cerebral de ECJ esporadica diluido en PBS

Sintesis de Ligandos

Los ligandos descritos en el presente documento se pueden producir por sintesis quimica. En la técnica son comunes
una variedad de procedimientos de sintesis proteica, incluyendo la sintesis que usa un sintetizador de péptidos.
Véase, por ejemplo, Peptide Chemistry, A Practical Textbook, Bodasnsky, Ed. Springer-Verlag, 1988; Merrifield,
Science 232: 241-247 (1986). Preferentemente, los péptidos se sintetizan, se purifican y después se acoplan a una
resina 0 una membrana usada para el rastreo. De forma alternativa, los péptidos se sintetizan directamente sobre una
resina, y los péptidos unidos a la resina entonces se purifican.

Los péptidos se purifican de modo que estén sustancialmente libres de precursores quimicos o de otros productos
quimicos usados en técnicas de purificacion de péptido convencionales. El lenguaje "sustancialmente libre de
precursores quimicos o de otros productos quimicos" incluye preparaciones de un péptido en las que el péptido se
separa de precursores quimicos o de otros productos quimicos que estan implicados en la sintesis del péptido.

La sintesis quimica de péptidos facilita la incorporacion de aminoacidos modificados o no naturales, incluyendo
aminoacidos D y otras moléculas organicas pequefias. La sustitucion de uno o mas aminoacidos L en un péptido por la
correspondiente isoforma de amino&cido D se puede usar para incrementar la resistencia de los péptidos a la hidrolisis
enzimatica, y para potenciar una o mas propiedades de los péptidos activos, tales como la unién a prion o ligando. El
péptido pridn y los ligandos péptidos descritos en el presente documento pueden ser polimeros de aminoacidos L- 0 D,
0 una combinacién de ambos. También se incluyen ligandos en los que analogos de los ligandos péptidos descritos en
el presente documento estan presentes en uniones no peptidilo.

Por ejemplo, en distintas realizaciones, los ligandos péptidos son péptidos de isémeros D-retro-inversos. El término
"isébmero retro-inverso" se refiere a un isdémero de un péptido lineal en el que la direccién de la secuencia se revierte y
la quiralidad de cada residuo aminoacido se invierte.

Véase, por ejemplo, Jameson y cols., Nature, 368: 744-746 (1994). El resultado neto de combinar D-enantiomeros y
de revertir la sintesis es que las posiciones de los grupos carbonilo y amino en cada enlace amida se intercambian,
mientras que la posicion de los grupos de cadena lateral en cada carbono a se mantiene. A menos que se establezca
de otro modo, se supone que cualquier secuencia de aminoacidos L dada de la invencion se puede elaborar en un
péptido de isomero D-retro-inverso.

En la secuencia peptidica se pueden introducir otras uniones cruzadas covalentes para constrefiir la estructura del
esqueleto peptidico. Esta estrategia se puede usar para desarrollar analogos de péptidos con un incremento de la
potencia, selectividad y estabilidad. A menudo la macrociclizacién se lleva a cabo formando un un enlace amida entre
los extremos N- y C-terminales peptidicos, entre una cadena lateral y el extremo N- o C-terminal, por ejemplo, con
K3Fe(CN)6 a pH 8,5 (Samson y cols., Endocrinology, 137: 5182-5185 (1996)) o entre dos cadenas laterales de
aminoacidos. Véase, por ejemplo, DeGrado, Adv. Protein Chem., 39: 51-124 (1988).

Otros procedimientos también pueden introducir constrefiimientos conformacionales en secuencias peptidicas para
mejorar su potencia, estabilidad y selectividad. Estos incluyen el uso de C metilaminoéacidos (véase, por ejemplo,
Rose y cols., Adv. Proteina Chem., 37: 1-109 (1985)) o N metilamino&cidos a (véase, por ejemplo, Aubryy cols., Int. J.
Pept. Proteins Res., 18: 195-202 (1981)).

Si se desea, dos 0 mas ligandos péptidos pueden estar presentes en multiples copias. Pueden estar presentes copias

idénticas de uno o mas péptidos (por ejemplo, homodimeros, homotrimeros, etc.), 0 pueden estar presentes multiples
copias de péptidos que varian en la secuencia (por ejemplo, heterodimeros, heterotrimeros, etc.).
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Como alternativa, los ligandos se sintetizan usando metodologia de acidos nucleicos recombinante. Generalmente,
esto implica crear una secuencia de acidos nucleicos que codifique los ligandos, colocando el acido nucleico en un
casete de expresion bajo el control de un promotor concreto, expresando la proteina en un huésped, aislando la
proteina expresada y, si es necesario, renaturalizando la proteina. Los expertos en la técnica conocen técnicas
suficientes para guiar a un experto a través de tales procedimientos.

Una vez expresados, los ligandos recombinantes se pueden purificar de acuerdo con procedimientos estandar,
incluyendo precipitacion de sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel
y similares. Se prefieren composiciones sustancialmente puras con una homogeneidad de aproximadamente el 50 al
95%, y lo mas preferido es una homogeneidad de aproximadamente el 80 al 95% o mayor para su Uso como agentes
terapéuticos.

Opcionalmente, los ligandos se combinan en proteinas de mosaico. Normalmente, 2 a 20 de los ligandos se fusionan
en un unico polipéptido por técnicas recombinantes o sintéticas.

En procedimientos recombinantes, las proteinas de mosaico se elaboran uniendo &cidos nucleicos sintéticos o
recombinantes que codifican péptidos inmunogénicos. Estos acidos nucleicos se pueden ligar enzimaticamente (por
ejemplo, usando una enzima ADN ligasa) o sintéticamente. Alternativamente, se puede sintetizar un Unico acido
nucleico que codifica multiples péptidos ligandos. En cada caso, el acido nucleico resultante codifica mdltiples
ligandos, todos en el mismo marco de lectura. Por tanto, el polipéptido traducido comprende ligandos de unién a
priones.

Cuando los ligandos se elaboran por procedimientos sintéticos quimicos automaticos, los concatémeros de péptidos
se pueden acoplar directamente. Esto se realiza quimicamente uniendo péptidos usando procedimientos quimicos
estandar. De forma alternativa, un polipéptido se puede producir sintéticamente, lo que codifica multiples péptidos
ligandos.

Identificacién de ligandos

Ademas de los ligandos expuestos anteriormente en las tablas, se pueden identificar otros ligandos como sigue. Las
colecciones de péptidos se sintetizan y se rastrean para determinar la capacidad de unién a analitos de priones. Los
ligandos pueden ser de cualquier longitud. Sin embargo, se prefieren longitudes de dos a seis amino&cidos. Los
péptidos sintéticos se inmovilizan sobre perlas, y las perlas se empaquetan en una columna de cromatografia.
Después, el analito de prién se pasa a través de la columna y el analito unido se detecta usando procedimientos
convencionales, tales como por un anticuerpo marcado especifico para proteina prién. Las perlas a las que se ha
unido el analito se identifican como ligandos adecuados.

Uso de ligandos para retirar priones

Los ligandos que se unen a priones o a fragmentos de priones son Utiles para una variedad de aplicaciones analiticas,
preparativas y diagndsticas. Los ligandos de unién a priones se pueden inmovilizar sobre un soporte tal como una
perla 0 membrana, y se pueden usar para unir y retirar un prion de una muestra. La fase sélida a la que se unen los
ligandos se deja en contacto con la muestra, tal como un fluido biolégico, bajo condiciones suficiente para provocar la
formacion de un compuesto prién-ligando, y la proteina prién en la muestra se une al ligando. Después, la fase sélida
se separa de la muestra, retirando de este modo la proteina prién unida al ligando, que esté unido a la fase sélida, de
la muestra. Por ejemplo, en la técnica se conocen bien resinas y membranas para la retirada de contaminantes, tales
como las descritas en la patente de los Estados Unidos N.° 5.834.318 de Baumbach y cols. y en el documento WO
01/77687.

Ejemplos de muestras biolégicas incluyen, pero no se limitan a, sangre, composiciones derivadas de sangre o suero.
Otras muestras biolégicas incluyen liquido cefalorraquideo, orina, saliva, leche, fluido ductal, lagrimas o semen. Otras
muestras pueden contener colageno, extractos cerebrales y glandulares.

En la técnica se conocen muchos procedimientos para inmovilizar moléculas a una variedad de superficies solidas.
Por ejemplo, la superficie solida puede ser una membrana (por ejemplo, nitrocelulosa), una placa de microvaloracion
(por ejemplo, PVC, polipropileno o poliestireno), un tubo de ensayo (vidrio o plastico), una tira reactiva (por ejemplo,
vidrio, PVC, polipropileno, poliestireno, latex y similares), un tubo de microcentrifuga, o una perla de vidrio, de silice, de
plastico, metélica o de polimero. El componente deseado se puede unir covalentemente, o se puede unir de forma no
covalente a través de unién no especifica.

Una amplia variedad de polimeros organicos e inorganicos, tanto naturales como sintéticos, se pueden emplear como
el material para la superficie solida. Polimeros ilustrativos incluyen polietileno, polipropileno, poli(4-metilbuteno),
poliestireno, polimetacrilato, poliacrilato, poli(tereftalato de etileno), rayon, nailon, poli(butirato de vinilo), difluoruro de
polivinilideno (PVDF), siliconas, poliformaldehido, celulosa, acetato de celulosa, nitrocelulosa, y similares. Otros
materiales que se pueden emplear incluyen papel, vidrios, ceramicos, metales, metaloides, materiales
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semiconductores, cementos o similares. Ademas, se pueden usar sustancias que forman geles, tales como proteinas
(por ejemplo, gelatinas), lipopolisacaaridos, silicatos, agarosa y poliacrilamidas. También son adecuados polimeros
que forman varias fases acuosas, tales como dextranos, polialquilenglicoles o tensioactivos, tales como fosfolipidos,
sales de alquilamonio de cadena larga (12-24 atomos de carbono) y similares. Donde la superficie sélida es porosa, se
pueden emplear distintos tamafios de poro dependiendo de la naturaleza del sistema. Ademas, el péptido se puede
incorporar durante la polimerizacion de la superficie sélida.

En la preparacién de la superficie, se pueden emplear una pluralidad de diferentes materiales, por ejemplo, laminas,
para obtener diversas propiedades. Por ejemplo, se pueden usar recubrimientos de proteinas, tales como gelatina,
para evitar la unién no especifica, simplificar la conjugacion covalente y potenciar la deteccién de sefial o similares.

Si se desea una union covalente entre un compuesto y la superficie, normalmente la superficie sera polifuncional o se
podra polifuncionalizar. Los grupos funcionales que pueden estar presentes sobre la superficie y usado para la unién
pueden incluir acidos carboxilicos, aldehidos, grupos amino, grupos ciano, grupos etilénicos, grupos hidroxilo, grupos
mercapto y similares. Se conoce bien la forma de unir una amplia variedad de compuestos a diversas superficies y
esta ilustrada ampliamente en la literatura.

También se pueden separar las proteinas priones de otras proteinas en una muestra usando cromatografia por
afinidad. Los ligandos de acuerdo con la invencién se pueden unir a un soporte sélido, tal como una resina o una
membrana, y se pueden usar para unir y retirar el prion de la solucién. En este ejemplo, el ligando se puede acoplar a
un soporte solido, por ejemplo, un soporte inerte tal como una membrana o una resina, y la proteina prién se une al
agente inmovilizado. Se puede detectar el agente inmovilizado/prién por medio de anticuerpos. Si se desea, se puede
inmovilizar una o méas de la secuencias obtenidas del rastreo inicial sobre una resina, tal como polimetacrilato o
agarosa. Otros tipos de resina que se pueden usar incluyen, por ejemplo, sefarosa, agarosa reticulada, polisacaridos
reticulados compuestos, celite, PVDF, acrilato, poliestireno y celulosa. También se pueden usar membranas, tales
como, nailon y celulosa. La resina puede ser una resina de polimetacrilato.

Uso de ligandos para detectar priones

Los ligandos descritos en el presente documento, también son Utiles en un procedimiento de deteccion de la presencia
de o la cuantificacion de una proteina prion en una muestra biolégica. Una muestra biolégica tal como, pero sin
limitarse a, las mencionadas anteriormente, se pone en contacto con un ligando bajo condiciones suficientes para
provocar la formacion de un complejo entre la proteina prién y el ligando. Entonces, el complejo se detecta por
procedimientos convencionales, detectando de este modo la presencia del prién en la muestra biolégica.

El complejo se detecta marcando el ligando, combinando el ligando marcado con la muestra, y detectando el complejo
ligando-prién marcado. El ligando se marca durante la produccion del ligandos, tal como durante la sintesis peptidica,
0 se conjuga un marcador al ligando uniéndola al ligando, covalentemente o no covalentemente. De forma alternativa,
se marca una molécula de unién especifica para el ligando, tal como un anticuerpo, y el complejo se detecta
indirectamente. Se conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion y estan notificados
extensamente en la literatura, tanto en la cientifica como en la de patentes. Los marcadores adecuados incluyen
radionucledtidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos fluorescentes, restos quimioluminiscentes,
particulas magnéticas y similares.

Se puede llevar a cabo la deteccién por cualquier procedimiento conocido, tal como inmunotransferencia, analisis de
Western, ensayos de cambio de movilidad en gel, analisis de hibridacion in situ fluorescente (FISH), seguimiento de
marcadores radioactivos o bioluminescentes, resonancia magnética nuclear, resonancia paramagnética electronica,
espectroscopia de flujo detenido, cromatografia en columna, electroforesis capilar u otros procedimientos que siguen
una molécula basandose en una alteracion en el tamafio o la carga o en ambos. o El marcador o grupo detectable
concreto usado en el ensayo no es un aspecto esencial de la invencién. El grupo detectable puede ser cualquier
material que tenga una propiedad fisica o quimica detectable. Se han desarrollado bien tales marcadores detectables
y, en general, se puede aplicar cualquier marcador Util en tales procedimientos al presente procedimiento. Asi, un
marcador es cualquier composicion detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos. Marcadores Utiles en la presente invencion incluyen colorantes
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina y similares), radiomarcadores (por
ejemplo, °H, I, **s, *C 0 **P), enzimas (por ejemplo, Lacz, CAT, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y
otros, usados cominmente como enzimas detectables, tanto en EIA como en ELISA), y marcadores colorimétricos
tales como perlas de oro coloidal o de vidrio coloreado o de pléstico (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex,
etc.). El marcador se puede acoplar directa o indirectamente al componente deseado del ensayo de acuerdo con
procedimientos bien conocidos en la técnica. Como se indica anteriormente, se puede usar una amplia variedad de
marcadores, dependiendo la eleccién de un marcador de la sensibilidad necesaria, la facilidad de conjugacién del
compuesto, los requisitos de estabilidad, la instrumentacion disponible y las previsiones de eliminacion.

Los marcadores no radioactivos a menudo se unen por medios indirectos. Generalmente, una molécula de ligando

(por ejemplo, biotina) se une covalentemente a la molécula. Después, el ligando se une a una molécula anti-ligando
(por ejemplo, estreptavidina), que se puede detectar de forma inherente o bien que se une covalentemente a un
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sistema de sefiales, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente.
Se pueden usar varios ligandos y anti-ligandos. Cuando un ligando tiene un anti-ligando natural, por ejemplo, biotina,
tiroxina y cortisol, se puede usar junto con los anti-ligandos que se producen de forma natural, marcados. De forma
alternativa, se puede usar cualquier compuesto hapténico o antigénico en combinacién con un anticuerpo.

Las moléculas también se pueden conjugar directamente a compuestos generadores de sefiales, por ejemplo, por
conjugacién con una enzima o fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran principalmente hidrolasas,
en particular fosfatasas, esterasas y glucosidasas, u oxidoreductasas, en particular peroxidasas. Los compuestos
fluorescentes incluyen fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Los
compuestos quimioluminiscentes incluyen luciferina, y 2,3-dihidroftalazinadionas, por ejemplo, luminol.

Los expertos en la técnica conocen bien los medios de deteccion de marcadores. Asi, por ejemplo, cuando el
marcador es un marcador radioactivo, los medios para la deteccién incluyen un contador de centelleo o una pelicula
fotogréafica como en autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, se puede detectar excitando
el fluorocromo con la longitud de onda de luz apropiada y detectando la fluorescencia resultante, por ejemplo, por
microscopia, inspeccion visual, por medio de una pelicula fotografica, por el uso de detectores electrénicos tales como
dispositivos acoplados a carga (CCD) o fotomultiplicadores y similares. De forma similar, los marcadores enzimaticos
se detectan proporcionando sustratos apropiados para la enzima y detectando el producto de reaccion resultante.
Finalmente, los marcadores colorimétricos simples se pueden detectar simplemente observando el color asociado con
el marcador. Asi, en diversos ensayos de tira reactiva, el oro conjugado aparece a menudo como rosa, mientras que
diversas perlas conjugadas aparecen del color de la perla.

También se pueden usar los ligandos de la invencion para detectar dianas extraidas en la solucién de un material
sélido. Por ejemplo, se puede extraer una muestra sélida con un disolvente organico, acuoso o un fluido critico y se
puede poner en contacto el sobrenadante resultante con el ligando. Ejemplos de muestras soélidas incluyen productos
derivados de animales, en particular aquellos que han sido expuestos a agentes que transmiten priones, por ejemplo,
harina de huesos procedente de fuentes bovinas. En algunas realizaciones, se pueden usar ligandos para detectar la
presencia de proteina prion en el suelo. Otras muestras sélidas incluyen tejido cerebral, tejido de la cornea, heces,
harina de huesos, subproductos de vacuno, ovino, subproductos ovinos, ciervo y alce, subproductos de ciervo y alce,
y otros animales y productos derivados de animales.

De forma alternativa, los complejos prién-ligando se pueden tratar con PK. PrPc es altamente sensible a PK, mientras
que PrPsc se digiere parcialmente para formar PrPres. Por si misma, la molécula PrPres es altamente resistente a
proteolisis. Por tanto, el tratamiento con PK digerird PrPc, y convertird PrPsc sensible a PK en PrPres. Después de la
retirada de PK, la PrPres se puede desnaturalizar y detectar por anticuerpos, tales como 3F4.

Los ligandos de acuerdo con la invencion se pueden usar para la concentracion selectiva de PrPsc sobre PrPc.

Uso de ligandos para cuantificar priones

Un complejo ligando-prién o, de forma alternativa, un anticuerpo para el ligando o complejo ligando-prién, se puede
detectar y cuantificar por cualquiera de un nimero de medios bien conocidos para los expertos en la técnica. Estos
incluyen procedimientos bioquimicos analiticos tales como espectrofotometria, radiografia, electroforesis,
electroforesis capilar, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia de hiperdifusion y similares, y distintos procedimientos inmunoldgicos tales como reacciones de
precipitacion de fluido o de gel, inmunodifusion (individual o doble), inmunoelectroforesis, radioinmunoensayos (RIA),
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes y similares.

Reduccién de unién no especifica

Un experto en la técnica apreciara que a menudo es deseable reducir la unién no especifica en los ensayos y durante
la retirada de analito de una muestra. Cuando el ensayo implica un ligando u otro agente de captura inmovilizado sobre
un sustrato sélido, es deseable minimizar la cantidad de unidn no especifica para el sustrato solido. Los expertos en la
técnica conocen bien los medios de reduccién de esta unién no especifica. Normalmente, esto implica recubrir el
sustrato con una composicion proteinica. En particular, se usan ampliamente las composiciones de proteinas tales
como seroalbdmina humana y bovina (BSA), leche en polvo no grasa y gelatina.

Otros formatos de ensayo

También se puede usar el analisis de bandas de Western para detectar y cuantificar la presencia de proteina prién en
una muestra. Esta técnica generalmente implica separar productos de muestra por electroforesis en gel sobre la base
de peso molecular en presencia de SDS, transferir las proteinas separadas a un soporte sélido adecuado (tal como un
filtro de nitrocelulosa, un filtro de nailon o un filtro de nailon derivatizado), e incubar la muestra unida con los ligandos
descritos en el presente documento. Los ligandos se unen especificamente a un péptido pridn fijado sobre un soporte
sélido. Estos ligandos se marcan directamente o, de forma alternativa, se pueden detectar posteriormente usando
anticuerpos marcados que se unen especificamente al ligando.
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Otros formatos de ensayo incluyen inmunoensayos de liposomas (LIA), que usan liposomas disefiados para unirse a
moléculas especificas (por ejemplo, ligandos) y liberar reactivos o marcadores encapsulados. Después, los productos
guimicos liberados se detectan de acuerdo con técnicas de estandar.

Composiciones farmacéuticas

Los ligandos descritos en el presente documento son Utiles en aplicaciones terapéuticas y profilacticas para el
tratamiento de EET provocadas por infeccion de un mamifero con organismos priones. Por ejemplo, se proporciona un
procedimiento de tratamiento de EET en un mamifero administrando al mamifero una cantidad eficaz de una
composicion farmacéutica que contenga un vehiculo farmacéutico aceptable y un ligando sintético o aislado, como se
describe en el presente documento. El ligando puede prevenir la polimerizacion de PrPsc a través de la inhibicién de la
union de PrPsc a PrPsc. Ademas, puede prevenir la inhibicion de la union de PrPsc a PrPc disminuyendo asi la
conversion mediada por PrPsc de PrPc a PrPsc retrasando de este modo la aparicion de sintomas clinicos. Ademas,
los ligandos por si mismos se pueden modificar por la adicién de un agente reactivo para dirigir esa molécula al lugar
de acumulacion de PrPsc. Tales composiciones son adecuadas para su uso en una variedad de sistemas de
suministro de farmaco.

Las enfermedades que se van a tratar de acuerdo con el procedimiento incluyen, pero no se limitan a, BSE,
encefalopatia transmisible del visén, encefalopatia espongiforme felina, CWD, ECJ, GSS, insomnio letal y vVECJ.

Las composiciones farmacéuticas estan destinadas para la administracion parenteral, tépica, oral o local.
Preferentemente, las composiciones farmacéuticas se administran por via parenteral, por ejemplo, por via
intravenosa, subcutanea, intradérmica, intranasal o intramuscular. Por tanto, la invencion proporciona composiciones
para administracion que comprenden una solucion de los agentes descritos anteriormente disuelta o suspendida en un
vehiculo aceptable, preferentemente un vehiculo acuoso. Se pueden usar una variedad de vehiculos acuosos, por
ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina al 0,4%, glicina al 0,3%, acido hialurénico, adhesivo de fibrina y
similares. Estas composiciones se pueden esterilizar por técnicas de esterilizacion bien conocidas, convencionales, o
se pueden filtrar de forma estéril. Las soluciones acuosa resultantes se pueden envasar para su uso como tal, o se
pueden liofilizar, combinéandose la preparacion liofilizada con una solucion estéril antes de la administracién. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables requeridas para aproximar las
condiciones fisiologicas, tales como ajuste del pH y agentes de tamponacion, agentes de ajustes de la tonicidad,
agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina, etc.

Para composiciones sélidas, se pueden usar vehiculos sélidos no toxicos que incluyen, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sddica, talco, celulosa, glucosa,
sacarosa, carbonato de magnesio, y similares. Para la administracion oral, se forma una composiciéon no toxica
farmacéuticamente aceptable incorporando cualquiera de los excipientes empleados normalmente, tales como los
vehiculos mencionados anteriormente, y, en general, aproximadamente del 1% al 95% del principio activo y mas
preferentemente a una concentracion de aproximadamente del 25% al 75%.

Para la administracion en aerosol, los polipéptidos se administran preferentemente en forma finamente dividida junto
con un tensioactivo y un propelente. Por supuesto, el tensioactivo ha de ser no toxico, y preferentemente soluble en el
propelente. Representativos de tales agentes son los ésteres o ésteres parciales de acidos grasos que contienen
desde 6 hasta 22 atomos de carbono, tales como acidos caproico, octanoico, laurico, palmitico, esteérico, linoleico,
linolénico, olestérico y oleico con un alcohol polihidrico alifatico o su anhidrido ciclico. Se pueden emplear ésteres
mezclados, tales como glicéridos mezclados o naturales. También se puede incluir un vehiculo, si se desea, como con,
por ejemplo, lecitina para la administracion intranasal.

La cantidad administrada variara dependiendo de lo que se estd administrando, el estado del mamifero que recibe el
tratamiento y el modo de administracion. En las aplicaciones terapéuticas, se administran composiciones a un
mamifero que ya padece de infeccién de priones en una cantidad suficiente para inhibir la propagacion de los priones,
o al menos para detener parcialmente los sintomas de la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada
para llevar a cabo esto se define como "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades eficaces para este uso
dependeran de la gravedad de la enfermedad, la composicién concreta y el peso y el estado general del receptor. En
general, la dosis estara en el intervalo de aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 5 mg por dia,
preferentemente de aproximadamente 100 mg por dia, para un paciente de aproximadamente 70 kg.

Ademas, se puede introducir ADN o ARN que codifica los ligandos en mamiferos para obtener la respuesta terapéutica
deseada al ligando que codifica el acido nucleico.

La invencion se describird con mayor detalle a modo de ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se ofrecen con
fines ilustrativos, y no estan destinados ni para limitar ni para definir la invencion de ninguna manera.
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Ejemplo 1
Identificacién de ligandos de unién a priones

Los ligandos de union a priones descritos en las tablas expuestas en el presente documento se identificaron como
sigue.

Sintesis de coleccién de péptidos

Se sintetizaron los péptidos y las colecciones de péptidos Utiles para la identificacion de los ligandos de union a priones
descritos en el presente documento por Peptides International (Louisville, KY) o bien por Commonwealth
Biotechnologies (Richmond, VA) directamente sobre resina amino Toyopearl (TosoBioSep, Montgomeryville, PA)
usando quimica de Fmoc estandar basada en los procedimientos descritos por Buettner, y cols. 1996. Las densidades
de péptidos logradas con el esquema anterior estuvieron normalmente en el intervalos de 0,1-0,5 mmoles/gramo de
resina. Se sintetizaron colecciones que comprendian 1, 2, 3, 4, 5 y 6 aminoacidos. Se sintetizaron las colecciones de
aminoacidos 4, 5 y 6 sobre Toyopearl de amino y contenian una mezcla de tBoc y Fmoc alanina como espaciador
entre el aminoé&cido y el grupo amino sobre la resina. Se sintetizaron los péptidos a partir de de la Fmoc alanina y se
acetilo el tBoc. La presencia de "A" se encontré6 a menudo en la primera posicidon de esta coleccion, junto con el
aminoacido amino terminal del ligando. Probablemente esto fue debido a la desacilacion parcial durante la sintesis
peptidica, la desproteccion y/o la degradacion de Edman durante la secuenciacion.

En algunas realizaciones, se inmovilizan perlas individuales, llevando cada una miltiples copias de un Unico ligando,
en agarosa después del contacto previo con una solucién que contenia PrP. Puesto que se puede sintetizar un gran
numero de ligandos sobre la superficie de las perlas, es posible producir un nimero enorme de perlas, cada una de las
cuales lleva tedricamente un Unico ligando. Se rastrean estos ligandos usando los procedimientos descritos para
modelos iniciales. Una vez se ha identificado un modelo, se sintetizan ligandos adicionales (sub-colecciones)
basandose en el ligando modelo. El rastreo de estas sub-colecciones puede conducir a ligandos adicionales con
caracteristicas mejoradas. A través de un procedimiento de iteracién de sintesis y rastreo es posible identificar
ligandos preferidos.

Rastreo de la unién de colecciones de péptidos

Se colocaron diversas cantidades de perlas (5-500 mg de perlas secas) de una coleccion en una columna de
cromatografia desechable Bio-Spin® (Bio-Rad Laboratories, N.° de cat. 732-6008), y se lavaron con 20 voliumenes de
columna (VC) de MeOH al 20% en H,O para retirar posibles impurezas y disolventes organicos usados en sintesis
peptidica. Después, se lavaron las perlas y se equilibraron usando 20 CV de 1xTBS, pH 7,6 (1x TBS se prepar6 por
dilucién 10-veces de 10x TBS, BioSource International, Camarillo, CA N.° de cat. 616US-000). Después se detuvo el
flujo y se suspendieron las perlas en 1 ml de 1xTBS recién preparado y se dejaron hinchar durante 15 minutos
adicionales. Se extrajo el TBS por gravedad y se cerrd la columna. Para prevenir la unién no especifica del material de
prueba a la resina, se aplicé una solucion de 1 ml de caseina Blocker™ en TBS (Pierce, Rockford, Il. N.° de cat. 37532)
con BSA al 0,5% afiadido (Sigma, N.° de cat. A-7030) a las perlas. Después de cubrir ambos extremos de la columna,
se realizo el bloqueo durante la noche a 4°C, bajo agitacion suave. Se extrajo la solucion de bloqueo, y se afadié 1 ml
de material de prueba que contenia PrPr, PrPc y/o PrPsc a la resina. Se cerr6 la columna herméticamente en ambos
extremos, se coloco en posicidn horizontal, y se agité suavemente a temperatura ambiente, durante tres horas. Se
extrajo el material que contenia PrP y se lavaron las perlas bajo gravedad, se condujo con 10 ml de TBS que contenia
Tween 20 al 0,05% seguido de 10 ml de TBS.

Deteccién de PrPc unida

Se realizd la deteccién de PrPc normal usando anticuerpos monoclonal de ratén 3F4 (Signet, Dedham, MA) diluido
1:8.000 en TBS que contenia caseina al 1%. El anticuerpo monoclonal se une a haPrPc, huPrPc y huPrPr, pero no
tiene ninguna, o tiene extremadamente poca, afinidad para haPrPsc o huPrPsc; sin embargo, si se une a haPrPsc y
huPrPsc desnaturalizada. Se afiadid un mililitro de anticuerpo 3F4 diluido a las perlas a partir de una coleccién
combinatoria expuesta previamente a material que contenia PrPc. Se agitaron suavemente las perlas con 3F4 a
temperatura ambiente, durante una hora. Se extrajo la soluciéon conteniendo que contenia anticuerpo no unido y se
lavaron las perlas con 10 ml de TBS y 10 ml de TBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Después, se incubaron las perlas
en 1 ml de IgG anti-ratén de cabra marcada con fosfatasa alcalina (y) (KPL, Gaithersburg, MD N° de cat. 741806.)
diluida 1:2.000 en caseina al 0,5%/BSA al 0,5% en TBS. Se llev6 a cabo la incubacién con agitacion suave durante 1
hora a temperatura ambiente. Se extrajo la solucidn que contenia anticuerpo secundario no unido y se lavaron las
perlas con 10 ml de TBS y 10 ml de T-TBS. A continuacion, se preparé 1 ml de solucién de ImmunoPure Fast, un
sustrato para fosfatasa alcalina (Pierce, Rockford, IL, N.° de cat. 34034) como se describe por el fabricante y se aplico
a las perlas. Se procedio a la incubacion a temperatura ambiente durante aproximadamente 15 minutos o hasta que
las perlas comenzaron a volverse de color rosa claro, y aparecieron unas pocas perlas de color rojo oscuro. Se extrajo
la solucion de sustrato y se lavaron las perlas con 10 ml de TBS.
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Deteccién de perlas con union a PrP y embebidas en agarosa

Se realizo la identificacién de perlas con unién a PrP embebidas en agarosa como sigue. En primer lugar, se prepar6
la capa base de agarosa cubriendo la superficie de una bandeja de 49 cm con 9 ml del agarosa al 1% (Life
Tecnologies, Grand Island, DRINE, N.° de cat. 15510-027) disuelta en agua, que previamente se fundid y se enfrid
hasta aproximadamente 60°C. Se dejé solidificar la agarosa. Se pusieron en contacto las perlas con material de
prueba que contenia proteina prion y se lavd en TBS, como se describe anteriormente. A continuacién, se ajusto la
concentracion de las perlas de acuerdo con la concentracion deseada de las perlas en el gel. Se encontré una buena
propagacion de las perlas a 1,9 mg de equivalentes de peso seco/ml. Se afiadieron 90 ul de suspensioén de perlas a
800 ul de agarosa de bajo punto de ebullicion al 0.5% (BioWhittaker, Rockland, ME N.° de cat. 50111) que se habia
disuelto en agua, se fundié y se enfrid hasta aproximadamente 40°C. Se agit6 la mezcla suavemente en vortex muy
brevemente y se vertié sobre la superficie de la capa base. Se colocé una alicuota de material que contenia PrP
directamente en el gel en su esquina y sirvi6 como control positivo para los siguientes procedimientos. Se dejé
solidificar el gel a 4°C.

Deteccién quimioluminiscente de perlas con unién a PrP_embebidas en agarosa

Después de embeber las perlas en el gel, se afiadié una solucion de CDP-Star (Appied Biosystems, Bedford, MA N.°
de cat. MS100R) para cubrir la superficie de los geles que después se incubaron durante 5 minutos, como se describe
en el protocolo de instrucciones del fabricante. Se extrajeron los geles del exceso de solucién de sustrato, después se
colocé sobre un transparencia, sellada en una bolsa de plastico y se expuso a la pelicula de autorradiografia durante
30 minutos. Las peliculas identificaron la ubicacion de PrPc o PrPr por alineacién de puntos con perlas rojas en el gel.
Posteriormente, se usaron estas peliculas para alinear peliculas, peliculas adicionales obtenidas después de la
transferencia de desnaturalizacion de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa.

Protocolo para la transferencia de proteinas a partir de perlas embebidas a membrana de nitrocelulosa.

Esta metodologia de transferencia eluye proteinas de las perlas y las transfiere a través de accién capilar sobre
nitrocelulosa 0 membrana de PVDF. Una porcidn de papel de filtro de 3MM actla para absorber por capilaridad el
tampon de transferencia (que puede ser cualquier tampén que sea adecuado para las necesidades concretas del
experimento) desde un depésito a través del gel. Se humedecié previamente la mecha de 3MM con tampén de
transferencia y se coloc6 sobre una superficie con los extremos del papel inmersos en el depdsito de tampoén. Se
coloca el gel, con el lado de agar blando hacia arriba, sobre la mecha de 3MM, asegurandose que no quedan burbujas
entre el papel y el gel. Se humedece una porcién de membrana (nitrocelulosa estandar de ECL, Hybond Amersham,
Alemania, N.° de cat. RPN303D) cortada a la medida del gel en el tampdén de transferencia y se coloca en la parte
superior del gel. Se paso sobre la membrana una pipeta para eliminar las burbujas. Después, se colocaron dos piezas
de papel de 3MM humedecido previamente sobre la membrana y se les pasé una pipeta para retirar las burbujas de
aire. Se colocan un montén de toallitas de papel secas u otro papel absorbente sobre la parte superior, y se pesa con
un peso de 300 g. Se puede proceder a la transferencia el tiempo que sea necesario.

Protocolo para la deteccién de quimioluminiscencia (ECL)

Se retiran las membranas de la parte superior de los geles, se aclaran y se colocan en recipientes de plastico con 10 ml
de leche libre de grasa, seca al 5% (p/v) de Giant Fod Inc., Landover, MD en TBS mas Tween (T-TBS). Se incuban las
membranas con la leche con agitaciéon suave durante hasta 16 horas a 4°C, o dos horas a temperatura ambiente, para
prevenir la unién no especifica de los anticuerpos a las membranas. Después del bloqueo con leche, se incuban las
membranas con 10 ml de una diluciéon 1:8.000 de anticuerpo primario, 3F4, en leche al 5% en TBS mas Tween
(T-TBS). Se deja que la incubacién continde con agitacion suave durante 1,5 horas a temperatura ambiente (20-25°C).
Después, se desecha la solucion de anticuerpo primario y se lavan las membranas dos veces con T-TBS, después se
lavan durante 15 minutos en T-TBS, después dos veces durante cinco minutos en T-TBS recién preparado. Se
realizan todos los lavados con agitacion suave. Después se incuba cada membrana durante 1,5 horas a temperatura
ambiente con agitacion suave con 10 ml de una dilucion 1:10.000 de anticuerpo secundario marcado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (KPL, Gaithersburg, MD) en leche al 5% en T-TBS. Después, se desecha la solucién de
anticuerpo secundario y se aclaran las membranas y se lavan como antes. Algunos experimentos usaron anticuerpo
secundario marcado con fosfatasa alcalina para la deteccién de anticuerpo primario.

La deteccion quimioluminiscente se lleva a cabo preparando "sustrato quimioluminiscente” (Supersignal, Pierce
Rockford Il N.° de cat. 34080) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se afiaden diez mililitros de la mezcla a
cada membrana, proteina hacia arriba. Se removié suavemente a mano el sustrato durante cinco minutos, y se
retiraron las membranas saturadas con sustrato y se colocan sobre papel de filtro de 3MM para extraer rapidamente,
después se envuelven en protector de hojas (Boise Cascade Office Products, N.° L2A9113-NG). Se expone el lado de
proteinas de la membrana a la pelicula de autorradiografia durante distintos periodos de tiempo y se desarrollan las
peliculas.
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Deteccién de aglutinantes trimeros especificos para PrPsc a partir de cerebro de Hamster con tembladera

Se pueden aprovechar diferentes propiedades bioquimicas entre PrPc y PrPsc y la union de anticuerpos, esto es, 3F4,
para rastrear para proporcionar ligandos que se unan selectivamente a PrPsc. El anticuerpo monoclonal 3F4 se une a
PrPsc desnaturalizada con una afinidad considerablemente mayor que para PrPsc no desnaturalizada. (Safir, J. y cols.
Eight Prion Strains Have PrPsc Molecules With Different Conformations. 1998. Nature Medicine 4: 1157-1165)

Se prepararon homogeneizados al diez por ciento (p/v) de cerebros de hamsteres infectados con tembladera en PBS
y se almacenaron congelados a -80°C (cortesia del Dr. Robert Rohwer, VA Medical Center, Baltimore). Antes de
usarlos, se descongelaron sobre hielo himedo, y se solubilizaron 1,2 ml (no infectados) y 0,5 ml (infectados) de
homogeneizados en presencia de sarcosilo a una concentracion final de sarcosilo al 0,5% (p/v) con agitacion suave
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las muestras a 14.000 rpm durante cinco minutos, y se
recogieron los sobrenadantes que contenian PrPc (no infectada) y una mezcla de PrPc y PrPsc (infectadas). Se
sobrerrepresenté PrPsc en el tejido cerebral de hamster infectado con tembladera con relaciéon a PrPc. Se prepararon
cinco mililitros de material cerebral para analisis combinando 1 ml de homogeneizado cerebral al 10% de hamster
normal en sarcosilo al 0,5% con 0,33 ml de material cerebral infectado con tembladera y 3,67 ml de tamp6n TBS
(Pierce, Rockford, IL) que contenia un 1% de caseina y un 1% de BSA (Sigma, St. Louis, MO). La proporcién final
homogeneizado cerebral normal con respecto al infectado con tembladera fue de 3:1, lo que dio cantidades de PrPcy
PrPsc aproximadamente muy equivalentes.

Se puso en contacto este material con la coleccion de perlas de trimeros y se proces6 de acuerdo con los
procedimientos. Después del lavado, se trataron diversamente las perlas. En un procedimiento, éstas se incubaron
con PK para digerir la PrPc unida a las perlas, en otro, éstas se tifieron para determinar la presencia de PrPc. Esto se
llevd a cabo por incubacién de las perlas con anticuerpo 3F4, lavando, afiadiendo después anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa especifico para 3F4, lavando y afiadiendo un sustrato de fosfatasa, para visualizar las perlas
que se unen a PrPc, a 3F4, a anticuerpo secundario o a fosfatasa. Asi, las perlas que se unieron a PrPc eran rojas.
Una vez embebidas en el gel, se afiadié un segundo sustrato quimioluminiscente especifico para fosfatasa, en algunos
experimentos, para producir una sefial luminica a partir de las perlas rojas. PrPc, PrPsc y PrPres se transfirieron desde
la agarosa, como se describe anteriormente en presencia de guanidinio 6 M/HCI, lo que también provocé la
desnaturalizacién de la proteina prién. La desnaturalizacion e inmovilizacién de PrPsc sobre la membrana de captura
facilité la inmunodeteccion de PrPsc, asi como de PrPc. Después de la alineacién de estos puntos con las perlas
previamente tefiidas, son posibles diferentes poblaciones de perlas. Las perlas que se unieron directamente a
reactivos de deteccion tales como 3F4 y las que se unieron a PrPc méas PrPsc, o PrPc sola, se tefiirian de color rojo.
Las perlas que se unieron sélo o de forma preferente a PrPsc producirian una sefial sobre la membrana, pero no
deberian tefiirse de color rojo. Estas se seleccionaron como perlas especificas para PrPsc aunque se sometieron a
prueba adicionalmente como perlas que podrian unirse tedricamente tanto a PrPc como/o a PrPsc en un sitio sobre la
proteina prién que prevenia la unién de 3F4. En la figura 1, las perlas de la coleccién de trimeros que no produjeron la
sefial en la primera detecciéon quimioluminiscente (antes de la etapa de desnaturalizacion), pero que produjeron la
sefial en la segunda deteccién quimioluminiscente (después de la etapa de desnaturalizacion), y por lo tanto, eran
candidatas para la secuenciacion, se asignaron con ndmeros.

Se dan distintas versiones de la metodologia descrita en este ejemplo en las tablas expuestas en el presente
documento.

Por ejemplo, en las tablas 10 Ay B, a continuacion, se realizo el rastreo de colecciones 6-meras (100-300 um y 65 um)
en presencia de material cerebral con ECJ esporadica enriquecido en plasma humano normal. Se expusieron las
perlas a homogeneizado cerebral al 0,5% enriquecido en plasma humano normal recogido en CPD, y después se
trataron con 100 pg/ml de PK. Para confirmar que PK no digiere totalmente los péptidos de las perlas, se trataron las
resinas con caseina al 1% (p/v) y seroalbumina humana al 5% (p/v) y 100 ug/ml de PK antes de la secuenciacion.

Tabal 10A
Secuencias de seis aminoacidos gue se unen a huPrPc, huPrPsc o0 a ambas

SEC ID N.°: Material rastreado Secuencia Color de la perla trazrggl;ﬁggr]a?ii;zizén
154 huPrPsc sin PK* RES(na)NVA Blanco Fuerte
155 * ES(na)PRQA Blanco Fuerte
156 * VARENIA Blanco Fuerte
157 * RWEREDA Rosa Fuerte
158 HuPrPsc sin PK** EWWETV Blanco Medio
159 *x SVYQLDA Blanco Medio
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160 ** (na)HEFYGA Blanco Medio
161 o HE(na)(na)LVA Blanco Medio
162 o A(na)VPV(na)A Rosa Medio
163 ** YFDYWLA Rosa Medio
164 o FE(ha)HRQA Rosa Medio
165 ** WRHEPAA Rojo Medio
166 huPrPsc +PK*** SS(na)KKDA Blanco Medio
167 rokk R(na)DKEAA Blanco Medio
168 huPrPsc +PK**** (na)HEIFPA NA Medio
169 Forkk KWYHHRA NA Medio
170 Forkk HWWPHNA NA Medio
171 Forkk HWQVFYA NA Medio
172 Forkk FHE(na)EIA NA Medio
173 Forkk HADF(na)QA NA Medio

* homogeneizado cerebral de ECJ esporadica al 0,5% (huPrPsc) sin tratamiento con PK
** huPrPsc al 5% sin tratamiento con PK

*** huPrPsc al 0,5% con tratamiento con PK, pero sin desarrollo de color

**x huPrPsc al 5% con tratamiento con PK, pero sin desarrollo de color

“NA” indica que no se hizo, na indica naftil-alanina

Tabla 10B
Secuencias de seis aminoacidos que se unen a huPrPsc
SECID N.° Material rastreado Secuencia Color de la perla tras%izi;!:jurgrl]iizc;:ién

174 HuPrPsc +PK* ALHFETA Blanco Débil
175 * DDPTGFA Blanco Débil
176 * VAPGLGA Blanco

177 * IFRLIEA Blanco Débil
178 * GLERPEA Blanco Débil
179 * IVVRLWA Rosa Débil
180 * WHNPHYA Rosa Débil
181 * LIYKSDA Rosa Débil
182 huPrPsc sin PK** EKPIFNA Blanco Débil
183 *x HWSEPAA Rojo Débil
184 *x GHNWKEA Rosa Fuerte
185 *x YWHHDDA Rosa Fuerte
186 * GYPKENA Rosa Fuerte
187 *x PVYWLYA Blanco Fuerte
188 huPrPsc sin PK *** FGEHTPA Blanco Débil
189 oxk FQGTREA Blanco Fuerte
190 e TGTNRYA Blanco Fuerte
191 e KWATRYA Blanco Fuerte
192 e NSTKFDA Rosa Fuerte
193 e LIYKEEA Rosa Fuerte
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194 Fkk EHATYRA Blanco Fuerte
215 (Control) Fhkk DRDLTFA Blanco Ninguno
216 (Control) Frkk HNWWIIA Blanco Ninguno
217 (Control) rkkk EVKIGNA Blanco Ninguno

* perlas de 100-300 um rastreadas con homogeneizado cerebral con ECJ esporadica (huPrPsc) con tratamiento con
PK

** perlas de 100-300 um rastreadas con huPrPsc sin tratamiento con PK

*** perlas de 65 um rastreadas con huPrPsc sin tratamiento con PK

**** perlas de control demuestran falta de digestion significativa del ligando tras incubacién con PK en ausencia de PrP

En la tabla 10C, a continuacidn, se realizé el rastreo de la coleccién 3-mera en presencia de homogeneizado cerebral
preparado a partir de un paciente con ECJ esporadica (huPrPsc) y se trataron las perlas con PK antes de la
inmunodeteccion de aglutinantes especificos para PrP. En este ensayo, se incubaron 10 mg de resina por columna
con 1 ml de homogeneizado cerebral al 0,5% (p/v) o al 1% (p/v) diluido en CPD y que contenia sarcosilo al 0,05% o al
0,1% (v/v), respectivamente, y 0,2 mM del inhibidor de proteasa (PMSF). Se realizaron lavados apropiados descritos
en el protocolo general, y se trataron las perlas con 1 ml de PK (100 ug/ml) a 37°C durante una hora. Después, se
siguieron los procedimientos generales descritos anteriormente. Las secuencias obtenidas en dos experimentos se
enumeran en la tabla 10C. La concentracion apropiada de material de homogeneizado cerebral presente durante la
incubacién esta indicada para cada grupo de secuencias.

En la tabla 10D, se incub6 resina de una coleccién combinatoria en la cantidad de 5 mg de peso seco por columna con
1 ml de homogeneizado cerebral al 0,1% (p/v) diluido en PBS o CPD y que contenia sarcosilo al 0,01% (v/v) y 0,2 mM
de PMSF. Se realizaron todos los procedimientos de acuerdo con los protocolos mencionados anteriormente.

Tabla 10C
Secuencias de tres aminoacidos que se unen a huPrPc, huPrPsc o0 a ambas
SEC ID N.° Material rastreado Secuencia Color de la perla trasscizzarlwle:;jur?;ﬂizcaa::ién

195 huPrPsc +PK* HND Blanco Medio
196 * HER Rojo Medio
197 * HGD Rojo Fuerte
198 * HSD Rojo Fuerte
199 * HFD Rojo Fuerte
200 Fhkk WND Rojo Ninguno
201 Fhkk YEH Rojo Ninguno
202 Fhkx HWD Rojo Ninguno
203 Fhkx YHD Rojo Ninguno
204 Fhkx YDW Rojo Ninguno
205 Fhkx WDY Rojo Ninguno

218 (Control) Frkkk SIvV Blanco Ninguno

219 (Control) Fhkkk AYP Blanco Ninguno
206 huPrPsc sin PK** HYD (3x) Rojo Fuerte
207 *x HWD Rojo Fuerte
208 *x WTD Rojo Fuerte
209 huPrPsc +PK*** FPK Blanco Medio
210 ok HWK Blanco Medio
211 ok WEE Blanco Medio
212 ok LLR Blanco Medio

* huPrPsc al 0,5% en sarcosilo al 0,05% mas tratamiento PK
** huPrPsc al 1,0% en sarcosilo al 0,1% sin tratamiento con PK
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*** huPrPsc al 1,0% en sarcosilo al 0,1% con tratamiento con PK
**** se seleccionaron perlas del gel antes de la transferencia
**xx se tomaron perlas después del lavado

3x indica secuencias detectadas tres veces

Tabla 10D
Secuencias de tres aminoacidos que se unen a huPrPc, huPrPsc o a ambas
SEC ID N.° Material rastreado Secuencia Color de la perla trassdeeﬁsarllla:?unrq;ﬂizc;cién
147 huPrPsc en CPD* WEH Rojo Fuerte
152 * YDY Rojo Fuerte
206 * HYD Rojo Fuerte
213 huPrPsc en PBS** SYF Blanco Débil
214 *k EYY Rojo Fuerte
Ejemplo 2

Rastreo secundario de ligandos

Los siguientes ejemplos proporcionan informacion sobre el rastreo secundario de ligandos seleccionados a partir de
diversas colecciones durante el rastreo primario para confirmar ademas que los ligandos se unen a PrP.

La union de PrPc de cerebro humano normal a resinas de trimeros se muestra en la figura 2. Se usaron diez mg de
cada resina (amino, HYD (SEC ID N.°: 206)), RWD (SEC ID N.°: 113), SYA (SEC ID N.°: 108), SYF (SEC ID N.°: 213),
y YEY (SEC ID N.°: 154)), por columna. La resina de amino es el polimero base a partir del que se sintetizan los
péptidos y tiene alguna afinidad por la proteina pridn. Se equilibraron las resinas con PBS o bien CPD a pH 7,4. Se us6
tejido cerebral humano normal congelado como fuente de huPrPc. En primer lugar, se descongel6 sobre hielo
hdamedo. Se solubilizé6 una muestra de homogeneizado cerebral al 10% preparada en PBS o en CPD con sarcosilo al
1% y aclarada por centrifugacion a 14.000 rpm durante cinco minutos. Se recupero el sobrenadante y se diluyé 100
veces hasta una concentracion final de homogeneizado cerebral y sarcosilo del 0,1% y 0,01%, respectivamente. Se
aplicé un mililitro de este material a la columna y se recogi6 el flujo continuo. Se lavaron las perlas con 20 ml de PBS o
CPD, y se us6 1 mg de perlas (peso seco) para la evaluacion de la unién a PrPc por bandas de Western, como se
describe a continuacion.

Después del lavado, se suspendié aproximadamente 1 mg de equivalente en peso seco de perlas en 100 ul de
tampon, y se calienta al 100°C para 10 minutos en 30 ul de tampon Laemmli que contenia B-mercaptoetanol al 2%. Se
centrifugaron las perlas a 14.000 rpm durante un minuto, y se evalué el sobrenadante por transferencia de bandas de
Western y sondeo para PrP. Se redisolvieron las muestras sobre gel Bis-Tris al 12% de NuPAGE (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) bajo condiciones de desnaturalizacion reducida, y se sometieron a
electrotransferencia a una membrana nitrocelulosa (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se
visualizaron bandas de PrP especificas usando anticuerpo monoclonal 3F4 diluido 1:10.000. Se desarrollaron las
bandas usando el sistema de deteccion SuperSignal West Pico (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) que contenia un
reactivo quimioluminiscente para la deteccién de peroxidasa de rdbano picante. Se registraron las sefiales sobre una
pelicula X-Omat™ Blue XB-1 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, (SEC ID N.°; 113), SYA (SEC ID N.°: 108),
WEY (SEC ID N.°: 102), WSD (SEC ID N.°: 115), YID (SEC ID N.°: 112), YFE (SEC ID N.°: 106), YEY (SEC ID N.°:
154), y WQD) por columna que se usé y se proceso de acuerdo con el protocolo general descrito anteriormente. se
equilibraron las columnas con PBS, pH 7,4. Se us0 tejido cerebral congelado de un paciente con ECJ espontanea para
la preparacion de PrPsc. También contenia PrPc. Se prepar6 una muestra de homogeneizado cerebral al 10% en PBS
tratada con sarcosilo al 1% y aclarada por centrifugacion a 14.000 rpm durante cinco minutos. Se recuperé el
sobrenadante y se diluyd 100 veces hasta una concentracion final de homogeneizado cerebral y sarcosilo del 0,1% y
0,01 %, respectivamente. Se aplicd un mililitro de este material a las perlas y se incubd a temperatura ambiente en un
formato en lotes durante tres horas. Después se lavaron las perlas con 20 ml de PBS, y se incub6 1 mg de perlas (peso
seco) con PBS o con PK (100 (ug/ml) en PBS a 37°C durante una hora. Estas condiciones digieren totalmente la PrPc.
Por tanto, esto ayudd a discriminar entre los ligandos especificos para PrPsc y PrPc. El procesamiento habitual de las
perlas para bandas de Western se siguié como se describe en el ejemplo 1.

La unién de PrPsc en un homogeneizado cerebral tomado de un paciente con ECJ esporadica para resinas en un
formato de flujo continuo se muestra en la figura 4. Se usaron cincuenta miligramos de cada resina (amino, RWERED
(SEC ID N.°: 157), LW (SEC ID N.°: 50), EYY (SEC ID N.°: 214), HYD (SEC ID N.°: 206)), RWD (SEC ID N.°: 113), SYA
(SEC ID N.°: 108), SYF (SEC ID N.°: 213) y YEY (SEC ID N.°: 154)) en el experimento. Se uso la placa de filtro de 96
pocillos Captiva (CaptiVac Vacuum System, ANSYS Technologies, Inc, N.° de cat. 796) en lugar de columnas
individuales. Se prepararon resinas de acuerdo con el protocolo general descrito anteriormente. Se equilibraron las
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resinas con CPD a pH 7,4. Se uso tejido cerebral congelado de un paciente con ECJ esporadica como fuente de
huPrPc y huPrPsc. Se prepard una muestra de homogeneizado cerebral al 10% en CPD tratada con sarcosilo al 1% y
aclarada por centrifugacion a 14.000 rpm durante cinco minutos. Se recupero el sobrenadante y se diluy6 diez veces
para dar una concentracion final de homogeneizado cerebral y sarcosilo del 1% y 0,1 %, respectivamente. A cada
pocillo, se aplicaron 250 pul de este material. Se dejé pasar el material a través de la resina bajo gravedad con un
tiempo de contacto de aproximadamente cuatro minutos y se recogi6 el flujo continuo. Se lavaron las resinas con 2,5
ml de CPD. Se incub6 un miligramo de perlas (peso seco) con PK (100 ug/ml) a 37°C durante una hora. El
procesamiento habitual de las perlas para bandas de Western se siguié como se describe anteriormente.

Aungue se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
en la préactica o realizacion de pruebas de la presente invencion, anteriormente se describen procedimientos y
materiales adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias citadas
mencionadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad. Ademas, los materiales,
procedimientos y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Se proporciona la descripcion anterior para describir distintas realizaciones con relacién a la invencion.
Ejemplo 3
Visualizacion de PrPc unida a resinas

Para visualizar la unién de PrPc a resinas de afinidad, se unié homogeneizado cerebral normal a resina DVR de amino
(SEC ID N.°: 114) en formato de columna, y se visualiz6 la localizacién de la proteina en el interior y en el exterior de
las perlas por un sustrato cromogénico. Se empaqueté una columna de 0,5 ml de DVR de ligando de afinidad (SEC ID
N.°: 114), que se sintetizé sobre resina de amino Toyopearl 650-M, en una columna PIKSI (ProMetic Biosciences Ltd,
Montreal, Quebec, Canada). A la columna se aplicaron 1,5 ml del homogeneizado cerebral de hamster normal (HaBH)
al 1% diluido en un tampon de trabajo (TT) (citrato 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,0) a un caudal de 0,5 ml/min, que se
controlé con una bomba peristéaltica. Después de cargar HaBH, se lavaron las columnas con 5 ml de TT. Se retiraron
las perlas de la columna, se cortaron con una cuchilla para dejar expuesto el interior de las perlas, y se incubaron con
anticuerpo primario 3F4 diluido 1:4000 en tampdn de caseina al 1% (Pierce, Rockford, IL) durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacién a través de rotacion. Se lavaron las perlas con TBS, pH 7,4 (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EE.UU.) y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con rotacién con un anticuerpo anti-raton
de cabra secundario marcado con fosfatasa alcalina (KPL, Gaithersburg, MD) diluido 1:1000 en caseina al 1%. Se
lavaron las perlas con 10 ml de TBS a pH 7,4, seguido de 5 ml de TBS a pH 9,5. Se incubaron las perlas con sustrato
de fosfatasa alcalina BCIP/NBT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante varias horas y se observd bajo un
estereomicroscopio. La superficie exterior de las perlas se tifié de color marrén/azul, pero la superficie interior
permanecio de color blanco, lo que indica que la proteina se uni6 al exterior de las perlas.

Ejemplo 4
Retirada de PrPsc de concentrados de glébulos rojos

Se enriquecieron concentrados de glébulos rojos (RBCC) con homogeneizado cerebral de hamsteres infectados con
tembladera en 6rdenes de magnitud de concentraciones mas altas que las que es probable encontrar de forma
enddgena en la sangre de animales infectados. Se hicieron pasar los RBCC enriquecidos en sucesién a través de
columnas de resinas con distintos ligandos de afinidad para evaluar la capacidad de los ligandos de afinidad para
unirse y retirar PrP, cuando estan presentes a alta concentracion, de RBCC.

Se leucorredujeron diez unidades de concentrados de glébulos rojos de tipo O negativo (RBCC) sobre filtros Pall
Leukotrap (Pall, East Hills, NY), se almacenaron y se enriquecieron con homogeneizado cerebral de hamster con
tembladera al 0,1% en sarcosilo al 0,1%. Se afiadié el enriquecido a 2 ml/min, con agitacion. Se subdividieron los
RBCC enriquecidos en 10 partes iguales de 300 ml cada una en bolsas de transferencia (Fenwal Products, Baxter
Healthcare Corporation, Deerfild, IL).

Se ajustaron en serie cinco columnas, conteniendo cada una 10 ml de una resina especifica, de modo que el flujo a
través de la columna uno, que contenia material no unido se aplic6 a la columna dos. Esto continué hasta que las 5
columnas estuvieron expuestas a los RBCC. A través de la columna uno, se hicieron pasar 300 ml de RBCC
enriquecido, se recogio el flujo continuo, y se paso por la columna dos y, asi consecutivamente, hasta que todas las
columnas estuvieron expuestas a los RBCC. Se recogieron las perlas en la columna, y se lavo una muestra de 100 pl
de perlas, y se dividié en dos porciones. Se incubd una porcion con proteinasa K (en la tabla 11, la muestra incubada
con proteinasa K esta indicada como +PK, la muestra no incubada con proteinasa K esta indicada como -PK) a 1
mg/ml durante 1 h a 37°C. Se eluyeron las proteinas que se unieron tanto a las perlas +PK como a las -PK de las perlas
hirviendo en tampon de muestra 2X (NuUPAGE, Helixx Tecnologies Inc., Toronto, Ontario, Canadd). Se carg6 cada
muestra en la cantidad de 10 ul sobre un gel Bis-Tris SDS-PAGE al 12% (Invitrogen) y se sometio a electroforesis
durante 45 min. Se transfirieron las proteinas del gel a una membrana y se detect6 la proteina PrP en una banda de
Western usando anticuerpo PrP anti-humano de raton 3F4 como anticuerpo primario, anticuerpo conjugado con
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fosfatasa alcalina anti-raton de cabra como como anticuerpo secundario, y se detectd con deteccion
quimioluminiscente Western Breeze (Invitrogen). Las bandas sobre el gel, obtenidas eluyendo la proteina unida a
resina, indican la presencia de PrPres sobre las perlas que derivaban del flujo continuo de la columna previa (o
material de partida en el caso de la columna 1).

PrPres se encontré sobre perlas a partir de las columnas 1-5 para el control negativo, resina SYA acetilada (Ac-SYA)
(SEC ID N.°: 108), indicando que esta resina no se unié a PrPsc. PrPres se encontré en altas cantidades en la columna
1, y en menores cantidades en la columna 2 para DVR (SEC ID N.°: 114) y SYA (SEC ID N.°: 10), con s6lo con una
pequefia cantidad de PrPres presente sobre las perlas a partir de la columna 3. Este indicé que estas resinas retiran
toda la PrPres hasta el limite de deteccion de la banda de Western en 3 columnas, o 30 ml de resina. Las resinas
YVHEA (SEC ID N.°: 63) y (D)ES(na)PRQ-EACA (SEC ID N.°: 226-EACA) también muestran menores cantidades de
PrPres en las columnas de 1 a 3; sin embargo, hay méas PrPres unido a la columna 3 que en las dos columnas previas.
Se encuentra una cantidad equivalente de PrPres en cada columna de WFVEA (SEC ID N.%: 225), indicando que esta
resina se une a una pequefia cantidad de PrPres en cada columna, pero no se une y retira toda la proteina prion hasta
el limite de deteccion. Como el enriquecimiento fue varias veces mayor que la cantidad de PrP que se ha observado de
forma enddégena en la sangre de los animales, estos resultados indicaron que algunas de estas resinas tenian la
capacidad para retirar la mayoria, si no todo, de la PrPres enddgena presente en la sangre.

Tabla 11
Patron de carga de gel para electroforesis de muestras en el ejemplo 4

Resinas DVR (SEC ID N.°: 114), YVHEA (SEC ID N.°: 63),

. ] .
Resinas SYA & Ac-SYA (SEC ID N.%: 10) (D)ES(na)PRQ (SEC ID N.%: 226), WFDEA (SEC ID N.°: 225)

1.MWM .MWM

2. Columnan?1-PK

2. Columnan.°1-PK

3. Columnan.1+PK

3. Columnan.1+PK

4, Columnan.° 2 - PK

4. Columnan.° 2 - PK

5. Columnan.° 2 + PK

5. Columnan.° 2 + PK

6. Columna n.° 3 - PK

6. Columnan.®° 3 - PK

7. Columnan.° 3 + PK

7. Columnan.° 3 + PK

8. Columna n.° 4 - PK

8. Columnan.° 4 - PK

9. Columnan.°4 + PK

9. Columnan.° 4 + PK

10. Homogeneizado cerebral con tembladera - PK

10. Columna n.5 - PK

(1:100)
11. Homogeneizado cergbral con tembladera - PK 11. Columna n®5 + PK
(1:10)
12. Homogeneizado cerebral con tembladera - PK 12. Homogeneizado cerebral con tembladera - PK
(1:2) (1:100)
13. Material de prueba cerebral con tembladera - PK 13. Homogeneizado C?{?ﬁ;?' con tembladera - PK

14. Material de prueba cerebral con tembladera + PK

14. Homogeneizado cerebral con tembladera - PK
(1:2)

15.MWM

15. Material de prueba cerebral con tembladera - PK

16. Material de prueba cerebral con tembladera + PK

17. MWM

MWAM indica los marcadores de peso molecular

Listado de secuencias

Sélo las secuencias 14, 18, 20-22 forman parte de la invencion

<110> Cruz Roja Americana
Universidad Estatal de Carolina del Norte
<120> Ligandos de proteinas priones y procedimientos de uso
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<130> 51821-295083 (51821-0101WP)
<150> US 60/430.423

<151> 2002-12-03

<160> 226

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 5
<212> PRT
<213> prion sp.
<400> 1
Arg Tyr Pro Gly Gln
1 5
<210> 2
<211> 6
<212> PRT
<213> prion sp.
<400> 2
Asp Arg Tyr Tyr Arg Asp
1 5
<210> 3
<211> 6
<212> PRT
<213> prion sp.
<400> 3
@ln Ala Tyr Tyr Gln Arg
1 5
<210> 4
<211> 6
<212> PRT
<213> prion sp.
<400> 4
Gln Val Tyr Tyr Arg Pro
1 5
<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 5
Lys Ile His Lys Phe Leu Ala
1 [
<210> 6
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 6
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Gly Thr His Asp Phe Gln Ala

1 5
<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 7
Lys Phe Gly Ser Thr His Ala
1 5
<210> 8
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 8
Phe Val Asn Glu Ile Glu Ala
1 5
<210> 9
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 9
Gly Leu His Phe Lys Ser Ala
1 5
<210> 10
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 10
Gly Arg Val Leu His His Ala
1 5
<210> 11
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 11
Gln Lys Asn Ser Glu Trp Ala
1 5
<210> 12
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 12
His Ala Tyr Phe Thr His Ala
1 5
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<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 13

Trp Pro Lys Gly Ala Val Ala
1 5

<210> 14

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 14

Arg Pro Trp Lys Lys Ala Ala
1 5

<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 15

Pro Lys His Ile Trp Pro Ala
1 5

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213 >  Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 16

His Lys Leu Trp Gly Val Ala
1 5

<210> 17

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 17

Gly Gly Tyr Lys Pro Tyr Ala
1 5

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 18

Glu Asn Val Ser Gln Asn Ala
1 5

<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213 > Secuencia artificial
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<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 19
His Thr Tyr Tyr Asn Gly Ala
1 5
<210> 20
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 20
Lys Lys Lys Ser Asp His Ala
1 s
<210> 21
<211> 7
<212> PRT
<213 > Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 21
His His Leu Lys Gly Thr Ala
1 5
<210> 22
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 22
Lys Lys His Gly Val Trp Ala
1 5
<210> 23
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 23
Asp Gly Thr Gln Ala His Ala
1 5
<210> 24
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 24
Ala Pro His Arxg Asn Asn Ala
1 5
<210> 25
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
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<400> 25

His His Gly His Asn Ile Ala
i . 5

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 26

His Thr Trp His Gly Gln Ala
1 5

<210> 27

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 27

His Val Phe Val Thr Trp Ala
1 5

<210> 28

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 28

Thr His His Phe Tyr Ile Ala
1 5

<210> 29

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)
<223> Xaa en la posicién 6 = Ala o Gly

<400> 29

Lys Leu Gly Trp Gly Xaa Ala
1 5

<210> 30

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 30

Gly Ser Lys Lys Lys Glu Ala
1 5

<210> 31

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> ligando de unién a priones
<400> 31
Pro Leu Leu Val Val Trp Ala
1 5
<210> 32
<211> 7
<212> PRT
<213 >  Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 32
Trp Leu Leu Val Gly Gly Ala
1 5
<210> 33
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MIS C_FEATURE
<222> 12)..(v)
<223> Xaa en la posicién 1 = Trp o Gly

<400> 33

Xaa Gln val Leu Val Tyr Ala
1 S

<210> 34

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 34

Arg Arg His Gln Arg Gln Ala
1 5

<210> 35

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 35

Leu Pro Trp Thr Phe Gly Ala
1 5

<210> 36

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 36

Ile Phe Ile Ile Ile Thr Ala
1 5

<210> 37

<211> 7

<212> PRT

<213 >  Secuencia artificial
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<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 2)..2)

<223> Xaa en la posicién 2 se desconoce

<400> 37

Pro Xaa Ile Glu Pro His Ala
1 5

<210> 38

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 38

Glu Trp Gly Ile Ile Trp Ala
1 5

<210> 39

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 39

Gly Trp Tyr Ile Tyr Phe Ala

1 5

<210> 40

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 40

Thr Leu Ile Leu Phe His Ala
1 5

<210> 41

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 41

Phe Leu Leu Ser Asn His Ala
1 5

<210> 42

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 42

Trp Gln Ile Arg Phe Phe Ala
1 5

<210> 43

<211> 7

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 43
Val Leu Leu Val Phe Glu Ala
1 5
<210> 44
<211> 7
<212> PRT
<213 >  Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 44
Gly Trp Val Leu Glu Ile Ala
1 5
<210> 45
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 45
Phe Leu Leu Ile Asp Thr Ala
1 5
<210> 46
<211> 7
<212> PRT
<213 >  Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 46
Gly Phe Leu Phe Lys Phe Ala
1 5
<210> 47
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 47
Pro Trp Thr Ile Tyr Ile Ala
1 5
<210> 48
<211> 2
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 48
Trp His
1
<210> 49
<211> 2
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> ligando de unién a priones
<400> 49

Trp Trp

1
<210> 50
<211> 2
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 50

Leu Trp

1
<210> 51
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 51

Trp Asn Ala

1
<210> 52
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 52

Glu Phe Trp

1
<210> 53
<211> 3
<212> PRT
<213 > Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 53

Leu Pro Trp

1
<210> 54

<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 54

Tyr Glu Tyr

1

<210> 55

<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
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55

Pro Ala

56

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
56

Phe Asn Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

57

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
57

Tyr His Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Leu
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

58

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
58

Phe Ala

59

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
59

Asn His Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

60

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
60

Thr Leu Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

61

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
61
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Trp Val Asp

1
<210> 62
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 62
Tyr Trp Asp Gln Ala
1 5
<210> 63
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 63
Tyr Val His Glu Ala
1 5
<210> 64
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de union a priones
<400> 64
Trp Phe Asp Glu Ala
1 5
<210> 65
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 65
Leu Gln Trp Tyr Asp Ala
1 5
<210> 66
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 66
Tyr Thr His Ser Glu Ala
1 S5
<210> 67
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
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<400> 67

Trp Ile Agp Tyr Glu Ala
1 5

<210> 68

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 68

Val Trp Ile Asp Ala Ala
1 5

<210> 69

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 69

Trp Asp Glu Ala Glu Glu Ala
1 5

<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 70

Tyr Asp Ser Tyr Asp Asp Ala
1 5

<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 71

Asn Asp Phe Ile Asp Phe Ala
1 5

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 72

Tyr Glu Pro Trp Gly Ser Ala
1 5

<210> 73

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 73
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Glu Tyr Gly Asp Trp Trp Ala

1 5
<210> 74
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 74
Trp Asp Tyr Asp Gln Glu Ala
1 5
<210> 75
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 75
Asp Trp Gly Asp Pro Phe Ala
1 5
<210> 76
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 76
Asp Trp Pro Glu Val Trp Ala
1 5
<210> 77
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 77
Phe His Asp Phe Ser Glu Ala
1 5
<210> 78
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 78
Asp Thr Phe Trp Asp Tyr Ala
1 5
<210> 79
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 79
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Trp Asn Asp Leu Asp Asn Ala

1 5

<210> 80

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 80

Ala Ser Ala Leu Val Tyr Ala
1 )

<210> 81

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 81

Leu Ile Asn Ala Gly Gly ala
1 5

<210> 82

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 82

Trp Glu Ser Tyr Val Thr Ala
1 5

<210> 83

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 83

Trp Ser Asp Glu Gly Tyr Ala
1 - 5

<210> 84

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 84

Tyr Arg Trp Thr Gly Pro Ala
1 5

<210> 85

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 85
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Tyr Glu Asp Gln Trp Gln Ala

1 5
<210> 86

<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 86

Glu Trp Ala Asp Asp Asn Ala
1 1)
<210> 87

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 87

Tyr Glu Ile Asp Tyr Gly Ala
1 5

<210> 88

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 88

Glu Phe Gly Tyr Phe Asp Ala
1 5

<210> 89

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 89

Trp Gly Asp Glu Gln Asp Ala
1 5

<210> 90

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 90

His Glu Glu Asp Trp Ala Ala
1 5

<210> 91

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<400> 91
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Phe Glu Asp Phe Glu Leu Ala

1 5
<210> 92
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 92
Thr Trp Gly Ile Asp Glu Ala
1 5
<210> 93
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 93
Trp Asp Pro Thr Asp Tyr Ala
1 5
<210> 94
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 94
Asn Asp Lys Ile His Thr Ala
1 )
<210> 95
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 95
Phe Glu Asp Phe Phe Ser Ala
1 5
<210> 96
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 96
Tyr Glu Trp Ala Glu Gln Ala
1 5
<210> 97
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 97
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Thr His Val Tyr Phe Leu Ala

1l S
<210> 98

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> 1)..(1)
<223> Xaa en la posicion 1 es Ser, Thro Trp

<400> 98
Xaa Asp Phe Ser Asp Ala
1 5
<210> 99
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 99
Tyr Arg Thr Pro Asn Glu Ala
1 S
<210> 100
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MIS C_FEATUR E
<222> 1)..(1)
<223> Xaa en la posicion 1 es Gly o bien Leu

<400> 100
Xaa Arg Ser Glu Thr Ala
1 5
<210> 101
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 101
Ile His Asn
1
<210> 102
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 102
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Trp Glu Tyr

1
<210> 103
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 103

Asp Tyr Trp

1
<210> 104
<211> 3
<212> PRT
<213>Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 104

Trp Asp Trp

1
<210> 105
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 105

Trp Gln Asp

1
<210> 106
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 106

Tyr Phe Glu

1
<210> 107
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 107

Asn Tyr Glu

1
<210> 108
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> ligando de unién a priones
<400> 108

Ser Tyr Ala

1
<210> 109
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 109

Trp Asp Leu

1
<210> 110
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 110

Trp Leu Glu

1
<210> 111
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 111

Val Gln Arg

1
<210> 112
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 112

Tyr Ile Asp

1
<210> 113
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 113

Arg Trp Asp

1
<210> 114
<211> 3
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 114

Asp Val Arg

1
<210> 115
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 115

Trp Ser Asp

1
<210> 116
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 116

His Trp Asp

1
<210> 117
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 117

Trp Gln Asp

1
<210> 118
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 118

Trp Asp Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

119

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
119

Trp Glu Asp

1

<210>

120
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<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 120
Ile Thr Asn
1
<210> 121
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 121
Tyr Glu Asp
1
<210> 122
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 122
Arg Val Ala Asp Glu Glu Ala
1 5
<210> 123
<211> 7
<212> PRT
<213 > Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 123
Glu Tyr Tyr Val Asp Ala Ala
1 5
<210> 124
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 124
Trp Gln Asp Phe Asn Leu Ala
1 5
<210> 125
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 125
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Tyr Asp Asn Pro Ile Asp Ala

1 5
<210> 126
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 126
Tyr Phe Asn Glu His Glu Ala
1 5
<210> 127
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 127
Glu Trp Gly Ala Asp Gly Ala
1 5
<210> 128
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 128
Asp Val Ile Tyr Ser His Ala
1 5
<210> 129
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 129
Trp His Ile Leu Glu Glu Ala
1 5
<210> 130
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 130
Asn Pro His Glu Asn Phe Ala
1 5
<210> 131
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> ligando de unién a priones

<400> 131

His Glu Asp Asn Gly Gly Ala
i 5

<210> 132

<211> 7

<212> PRT

<213 > Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 132

Ser Asp Ser Glu Gly Pro Ala
1 5

<210> 133

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 133

Glu Phe Gln Glu Phe Thr Ala
1 5

<210> 134

<211> 7

<212> PRT

<213 >  Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 134

Gln Glu Gly Asp Glu Ile Ala
1 5

<210> 135

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 135

Asp Ile Tyr Ala Glu Thr Ala
1 5

<210> 136

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 136

Asp Arg Val Arg Glu Thr Ala
1 5

<210> 137

<211> 7
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 137
Phe Glu Glu Pro Gln Txp Ala
1 5
<210> 138
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 138
Phe Glu Gly Glu Glu Phe Ala
1 5
<210> 139
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MIS C_FEATURE
<222> 1)..(v)
<223> Xaa en la posicién 1 es Thr o bien Leu

<400> 139
Xaa Phe Asn Ile His Ala
1 5
<210> 140
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 140
Tyr Asp Trp
1
<210> 141
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 141
Asn Tyr Thr
1
<210> 142
<211> 3
<212> PRT
<213> .Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 142
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Ser Tyr Thr

1
<210> 143
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 143
Trp Ala Asp
1
<210> 144
<211> 3
<212> PRT
<213 > Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 144
Gln Trp Gly
1
<210> 145
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 145
Trp Gly Asp
1
<210> 146
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<4 00> 146
Glu Tyr Phe
1
<210> 147
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de union a priones
<400> 147
Trp Glu His
1
<210> 148
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> ligando de unién a priones
<400> 148
Leu Tyr Asp
i
<210> 149
<211> 3
<212> PRT
<213 >  Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 149
Asp Tyr Tyr
1
<210> 150
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 150
Phe Tyr Glu
1
<210> 151
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 151
Glu Tyr Tyr
1
<210> 152
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 152
Tyr Asp Tyr
1
<210> 153
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 153
Trp Asp His
1
<210> 154
<211> 7
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicién 4 es 2-naftil-alanina

<400> 154

Arg Glu Ser Xaa Asn Val Ala
1 5

<210> 155

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MIS C_FEATURE
<222> 3.3
<223> Xaa en la posicion 3 es 2-naftil-alanina

<400> 155

Glu Ser Xaa Pro Arg Gln Ala
1 5

<210> 156

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 156

Val Ala Arg Glu Asn Ile Ala
1 5

<210> 157

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 157

Arg Trp Glu Arg Glu Asp Ala
1 5

<210> 158

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 158

Glu Trp Trp Glu Thr Val
1 5

<210> 159

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 159
Ser Val Tyr Gln Leu Asp Ala
1 5
<210> 160
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> 12)..(1)
<223> Xaa en la posicién 1 es 2-naftil-alanina

<400> 160

Xaa His Glu Phe Tyr Gly Ala
1 5

<210> 161

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MIS C_FEATUR E

<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es 2-naftil-alanina
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicién 4 es 2-naftil-alanina

<400> 161

His Glu Xaa Xaa Leu Val Ala
1 5

<210> 162

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es 2-naftil-alanina
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es 2-naftil-alanina

<400> 162
Ala Xaa Val Pro Val Xaa Ala
1 5

<210> 163

<211> 7

<212 > PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones
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<400>
Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp

<210>
<211>
<212>
<213 >
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

ES 2375958 T3

163
Phe Asp Tyr Trp Leu Ala
5
164
Z
PRT

Secuencia artificial
ligando de unién a priones

MISC_FEATURE

3)..03

Xaa en la posicién 3 es 2-naftil-alanina
164

Glu Xaa His Arg Gln Ala

5

165

7

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones

165
Arg His Glu Pro Ala Ala
5
166
7
PRT

Secuencia artificial
ligando de unién a priones

MISC_FEATURE

3) ..

Xaa en la posicién 3 es 2-naftil-alanina
166

Ser Xaa Lys Lys Asp Ala

5

167

-

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones

MIS C_FEATURE

2 ..

Xaa en la posicion 2 es 2-naftil-alanina
167

Xaa Asp Lys Glu Ala Ala

5

168

7

PRT

Secuencia artificial
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<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 1 es 2-naftil-alanina

<400> 168
Xaa His Glu Ile Phe Pro Ala
1 5

<210> 169

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 169
Lys Trp Tyr His His Arg Ala
1 S

<210> 170

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 170
His Trp Trp Pro His Asn Ala
1 5

<210> 171

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 171

His Trp Gln Vval Phe Tyr Ala
1 5

<210> 172

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)
<223> Xaa en la posicion 4 es 2-naftil-alanina

<400> 172
Phe His Glu Xaa Glu Ile Ala
1 5

<210> 173

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<220>

<221> MISC_FEATURE
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<222> (5)..(5)
<223> Xaa en la posicion 5 es 2-naftil-alanina

<400> 173

His Ala Asp Phe Xaa Gln Ala

1 5

<210> 174

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 174

Ala Leu His Phe Glu Thr Ala
1 5

<210> 175

<211> 7

<212> PRT

<213 >  Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 175

Asp Asp Pro Thr Gly Phe Ala
1 5

<210> 176

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 176

Val Ala Pro Gly Leu Gly Ala
1 S

<210> 177

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 177

Ile Phe Axg Leu Ile Glu Ala
1 5

<210> 178

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 178

Gly Leu Glu Arg Pro Glu Ala
1 5 )
<210> 179

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 179
Ile Val Val Arg Leu Trp Ala
1 5
<210> 180
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 180
Trp His Asn Pro His Tyr Ala
1 5
<210> 181
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 181
Leu Ile Tyxr Lys Ser Asp Ala
1 5
<210> 182
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 182
Glu Lys Pro Ile Phe Asn Ala
1 5
<210> 183
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 183
His Trp Ser Glu Pro Ala Ala
1 5
<210> 184
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 184
Gly His Asn Trp Lys Glu Ala
1 5
<210> 185
<211> 7
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 185

Tyr Trp His His Asp Asp Ala
1 5

<210> 186

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 186

Gly Tyr Pro Lys Glu Asn Ala
1 5

<210> 187

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 187
Pro Val Tyr Trp Leu Tyr Ala
1 5

<210> 188

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 188

Phe Gly Glu His Thr Pro Ala
1 5

<210> 189

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ligando de unién a priones

<400> 189

Phe Gln Gly Thr Arg Glu Ala

1 5
<210> 190
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 190
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Thr Gly Thr Asn Arg Tyr Ala

‘1 5
<210> 191
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 191
Lys Trp Ala Thr Arg Tyr Ala
1 5
<210> 192
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 192
Asn Ser Thr Lys Phe Asp Ala
1 5
<210> 193
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 193
Leu Ile Tyr Lys Glu Glu Ala
1 5
<210> 194
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 194
Glu His Ala Thr Tyr Arg Ala
1 5
<210> 195
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 195

His Asn Asp
1

63



10

15

20

25

30

35

40

45

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

His
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

ES 2375958 T3

196

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones

Glu Arg

197

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
197

Gly Asp

198

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
198

His Ser Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

199

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
199

His Phe Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

200

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
200

Trp Asn Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

201

3

PRT

Secuencia artificial
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<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 201
Tyr Glu His
1
<210> 202
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 202
His Trp Asp
1
<210> 203
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 203
Tyr His Asp
1
<210> 204
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia atrtificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 204
Tyr Asp Trp
1
<210> 205
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 205
Trp Asp Tyr
1
<210> 206
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 206
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<211>
<212>
<213 >
<220>
<223>
<400>
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Tyr Asp

207

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
207

His Trp Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Trp
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

208

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
208

Thr Asp

209

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
209

Phe Pro Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

210

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
210

Trp Lys

211

3

PRT

Secuencia artificial

ligando de unién a priones
211
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Trp Glu Glu

1
<210> 212
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 212
.Leu Leu Arg
1
<210> 213
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 213
Ser Tyr Phe
1
<210> 214
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 214
Glu Tyr Tyr
1
<210> 215
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 215
Asp Arg Asp Leu Thr Phe Ala
1 5
<210> 216
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 216
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His Asn Trp Trp Ile Ile Ala

1 5
<210> 217
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 217
Glu Val Lys Ile Gly Asn Ala
1 5
<210> 218
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 218
Ser Ile Val
1
<210> 219
<211> 3
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 219
Ala Tyr Pro
1
<210> 220
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<400> 220
Pro His Gly Gly Gly Trp Gly Gln
1 5
<210> 221
<211> 5
<212> PRT
<213> prion sp.
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 4.4

<223> Xaa en la posicién 4 es Gly, Pro o Asn
<400> 221
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Arg Tyr Pro Xaa Gln

1 5
<210> 222
<211> 6
<212> PRT
<213> prion sp.
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 12)..(1)

<223> Xaa en la posicién 1 es cualquier aminoéacido
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es cualquier aminoacido
<220>

<221> Ml SC_FEATURE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Arg o Gin

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6) .. (6)

<223> Xaa en la posicién 6 es cualquier aminoacido
<400> 222

Xaa Xaa Tyr Tyr Xaa Xaa

1 5
<210> 223
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 12)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es Phe, Trp, o Tyr
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es cualquier aminoacido
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es Asp 0 Glu
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 4.4

<223> Xaa en la posicién 4 es Phe, Trp, o Tyr

<400> 223
Xaa Xaa Xaa Xaa
1
<210> 224
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ligando de unién a priones
<220>
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<221> MISC_FEATURE

<222> 0)..(2)

<223> Xaa en la posicion 1 es Phe, Trp o Tyr
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> 2)..(2)

<223> Xaa en la posicién 2 es Asp o Glu
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> 3)..(3)

<223> Xaa en la posicién 3 es cualquier aminoacido
<220>

<221> MIS C_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicién 4 es Phe, Trp o Tyr

<400> 224
Xaa Xaa Xaa Xaa
1
<210> 225
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Ligando de union a priones
<400> 225
Trp Phe Val Glu Ala
1 5
<210> 226
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Ligando de unién a priones
<220>

<221> MIS C_FEATURE
<222> 4)..(4)
<223> Xaa = 2-naftil-alanina

<400> 226
Asp Glu Ser Xaa Pro Arg Gln
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando de unién a prién, en el que el ligando es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

PKHIWP;
HKLWGV;

GGYKPY;y

HTYYNG;

en el que el ligando se puede unir a un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos DRYYRD (SEC ID N.°: 2); y
en el que el ligando tiene un peso molecular de menos de 6 kDa.

2. Un ligando de unién a prién, en el que el ligando es un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en

RPWKKA,
ENVSQN;
KKKSDH;
HHLKGT;
KKHGVW;
PKHIWP;
HKLWGV;
GGYKPY;y
HTYYNG.

3. Un ligando de unién a prién, en el que el ligando es un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC. ID N.°: 14, 18, 20, 21y 22.

4. Un ligando de unién a prion tal como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, en el que el ligando esta
unido a un soporte solido.

5. Un ligando de unién a pridn tal como se reivindica en la reivindicacion 4, en el que el soporte sdlido se selecciona del
grupo que consiste en membranas y resinas.

6. Un procedimiento in vitro de deteccion de una proteina prion en una muestra, que comprende:

poner en contacto la muestra con un ligando que se puede unir a una 0 mas proteinas priones, un fragmento de la
misma, o un péptido derivado de la misma bajo condiciones suficientes para provocar la formacién de un complejo
entre la proteina prién, el fragmento de la misma, o el péptido derivado de la mismay el ligando, en el que el ligando es
un péptido que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en RPWKKA; PKHIWP;
HKLWGV; GGYKPY; ENVSQN; HTYYNG; KKKSDH; HHLKGT; y KKHGVW; en el que el ligando tiene un peso
molecular de menos de 6 kDa; y

detectar el complejo en la muestra.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que la muestra es una muestra biol4gica.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste en
sangre completa, globulos blancos, células mononucleares, concentrado de plaquetas, sangre, plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, orina, saliva, leche, fluido ductal, lagrimas, semen, heces, amigdalas, ganglios linfaticos, colageno,

extracto cerebral y extractos glandulares.

9. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el ligando se une a un soporte sélido antes de ponerse en contacto
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la muestra.

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 9, en el que el soporte sélido se selecciona del grupo que consiste en
membranas y resinas.

11. El procedimiento de la reivindicaciéon 9, en el que el soporte sélido es una resina seleccionada del grupo que
consiste en polimetacrilato, agarosa, sefarosa, agarosa reticulada, polisacaridos reticulados compuestos, celite,
polivinilo D, acrilato fluoruro, poliestireno y celulosa.

12. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el soporte sélido es una resina de polimetacrilato.

13. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el soporte sdélido es una membrana seleccionada del grupo que
consiste en nailon y celulosa.

14. Un procedimiento in vitro de retirada de una proteina prién de una muestra, que comprende:

poner en contacto la muestra con un ligando que se puede unir a uno 0 mas péptidos o polipéptidos derivados de una
proteina prién seleccionada del grupo que consiste en PrPc, PrPsc y PrPr, bajo condiciones suficientes para provocar
la formacion de un complejo entre la proteina prién y el ligando, en el que el ligando es un péptido que tienen una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en RPWKKA; PKHIWP; HKLWGV; GGYKPY;
ENVSQN; HTYYNG; KKKSDH; HHLKGT; y KKHGVW; en el que el ligando tiene un peso molecular de menos de 6
kDa; y

retirar el complejo de la muestra.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que la muestra es una muestra bioldgica.

16. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en
sangre completa, globulos blancos, células mononucleares, concentrado de plaquetas, sangre, plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, orina, saliva, leche, fluido ductal, lagrimas, semen, heces, amigdalas, ganglios linfaticos, colageno,

extracto cerebral y extractos glandulares.

17. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que el ligando se une a un soporte sélido antes de ponerse en
contacto la muestra.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el soporte sélido se selecciona del grupo que consiste en
membranas y resinas.

19. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el soporte solido es una resina seleccionada del grupo que
consiste en polimetacrilato, agarosa, sefarosa, agarosa reticulada, polisacaridos reticulados compuestos, celite,
polivinilo D, acrilato fluoruro, poliestireno y celulosa.

20. El procedimiento de la reivindicaciéon 17, en el que el soporte sélido es una resina de polimetacrilato.

21. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el soporte sélido es una membrana seleccionada del grupo que
consiste en nailon y celulosa.
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FIGURA 1
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