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DESCRIPCION
Péptidos para la discriminacion de priones
I. Antecedentes

Las enfermedades pridnicas o encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE) han captado el interés de la
comunidad cientifica, no solo porque desafiaron el pensamiento convencional acerca de la naturaleza de los agentes
infecciosos, sino también debido a la amenaza potencialmente grave que representan para la salud publica en la
seguridad de alimentos y sangre. Ademas, en los Ultimos afios se ha puesto de relieve dramaticamente la posibilidad
de la transmisién de la enfermedad entre animales y seres humanos por la aparicién epidémica de una nueva forma
de variante de la enfermedad: vCJD. La presente invencion describio el uso de péptidos sintéticos para el diagnéstico
de enfermedades de tipo Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (TSE) en animales y seres humanos.

Priones — Un agente patdgeno que causa TSE

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (TSEs) comprenden un grupo de enfermedades
neurodegenerativas fatales de rapido avance que afectan tanto a seres humanos como a animales. Las TSEs poseen
caracteristicas clinicas y neuropatolégicas que incluyen demencia devastadora, signos piramidales y extrapiramidales
con mioclono, cambios espongiformes multifocales, astrogliosis, placas de amiloide, pérdida neuronal, ausencia de
reaccion inflamatoria y usualmente se caracterizan por un largo periodo de incubacion.

Una vez se sugirié que las enfermedades de tipo TSE podrian ser causadas por "virus lentos" o viroides (Gajdusek
1977). Sin embargo, la extrema resistencia de la infectividad del scrapie a la radiacién, las nucleasas y otros reactivos
gue dafian los materiales genéticos no es coherente con la teoria del "virus". Todas estas caracteristicas "inusuales" del
agente infeccioso de TSE llevaron a que el Dr. Stanley Prusiner propusiera el concepto de "priones" en 1982 (Prusiner
1982). El prion (PrP), que significa particula infecciosa proteica libre de acidos nucleicos, es una glicoproteina presente
en seres humanos y animales. La forma celular de esta proteina (PrPC) posee dos sitios de glicosilacion con enlace a
N y un ancla GPI en el extremo C-terminal. Se ha encontrado mas comidnmente en neuronas y, en mucho menor
medida, también se ha encontrado en otras células tales como leucocitos, monocitos y plaquetas (Holada 2000). La
forma de enfermedad transmisible scrapie de la proteina pridnica (PrPSC) es una isoforma resistente a las proteasas
de su precursor celular y se encuentra predominantemente en el cerebro. En un nivel mucho menor, también se ha
encontrado en amigdala, bazo y ganglios linfaticos en pacientes con vCJD (Parizek 2001). Como resultado del
concepto de Prusiner del "prion" como agente infeccioso responsable de la enfermedad scrapie y, por extension, de
todas las enfermedades de tipo TSE, surgi6 la nocion de lo que cominmente se denomina Enfermedades Pridnicas
para describir una clase de patologias que se cree estan ligadas a esta proteina.

La enfermedad priénica humana se conoce como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) y usualmente afecta a
personas de edad avanzada. Dependiendo del fenotipo de enfermedad, (sCJD) esporadica se refiere a la mayoria
de los casos de CJD, mientras que aproximadamente el 10% son CJD familiares (fCJD). Sélo recientemente, ha
surgido una nueva variante de CJD (vCJD) que aparece en adultos jévenes. Desde 1995, se han informado mas de
100 casos. Las Enfermedades Pridnicas afectan a muchas especies de animales domésticos y salvajes, a cuyas
manifestaciones a menudo se les dan nombres Unicos, por ejemplo scrapie en ovejas y cabras (McGowan 1922),
enfermedad por consuncién cronica (CWD, Williams 1980) en cérvidos y encefalopatia espongiforme bovina (BSE, o
enfermedad de la "vaca loca", Wells 1987) en vacunos.

Caracteristicas de PrP © y PrP se

Conforme a la hipétesis de “sélo proteina” de Prusiner, el agente patdégeno transmisible que causa enfermedades
priénicas es una proteina. El principal componente del prion parece ser el PrP plegado anormalmente, designado Prps°
(isoforma "scrapie”, especifica de la enfermedad). Se cree que PrP*° se genera a partir de su contraparte normal,
PrP°, a través de un cambio en la conformacion (Cohen, 1998). Aunque aln existe ambi:gijedad con respecto al
mecanismo de la conversion, aln se acepta ampliamente que en presencia de PrP*°, el PrP® normal, actuando como
sustrato, sufre un cambio en la estructura conformacional, y se convierte en PrP%¢ a través de un proceso autocatalitico
y da como resultado una agregacion de Prps y formacién de bastones de amiloide, causando por lo tanto la muerte
celular (Hope 1986, Horwich 1997). El cambio estructural de PrP® a PrP*° esta respaldado en su mayor parte por un
cambio conformacional crucial, que involucra un aumento sustancial en la proporcién de estructura de lamina Beta de la
proteina, posiblemente con una pequefia reduccion en la proporcion de hélice alfa, indicada por el dicroismo circularg
la espectroscopia infrarroja (Pan 1993, Caughey 1991). Parece que la eficiencia de la conversion de PrP¢ en Prp*°
depende del grado de homologia de secuencia entre los dos conférmeros de PrP. Debido a este mecanismo singular,
las enfermedades pridnicas pueden transmitirse facilmente dentro de la misma especie, y cuando la homologia de
secuencia de PrP es suficiente, de especie a especie (Raymond, 2000). Por ello, si es correcto, el mecanismo de
transmision propuesto de las enfermedades pridnicas proporciona el potencial para desencadenar epidemias por
transmision de estos trastornos cerebrales entre animales y seres humanos.

La resistencia a las proteasas es otra caracteristica que distingue a PrP%® de PrP°. En las células cultivadas y en
cerebro 0 en muestras de muchos pacientes con GSS, PrP>° es mas pequefio que su precursor celular PrP°.
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Aungue el prion celular y el prion scrapie son dos isoformas del mismo producto genomico de PRNP, PrP° es
completamente degradado por tratamiento con la Proteinasa K mientras que PrP*° sufre s6lo una digestién limitada.
La digestion produce una forma de proteina denominada PrP 27-30, en la que se ha ellmlnado el extremo N-
termlnal Se ha postulado que PrP 27-30 es el nicleo Prp*° requerido para la replicaciéon de Prps albergado por
PrP°. La molécula priénica tratada con proteasa, PrP 27-30 o PrPres esta estrechamente ligada a la infectividad de
scrapie (Gabizon 1988) y proporciona evidencia adicional de que PrP* es una proteina infecciosa.

Un atributo adicional, quizas asociado al aumento considerable en la estructura de Iam|na Beta y la S|multanea
resistencia a las proteasas, es Ia diferencia observada en la solubilidad entre Prps° y PrP®. Mientras PrP° es una
proteina soluble, la isoforma PrP*® es sumamente insoluble. Ademas, PrP° se encuentra unida a la superficie de las
neuronas a través de una cola GPI con ancla en la membrana (Shyng 1994) mientras que PrP™ se encuentra en el
citoplasma de las células afectadas (Taraboulos 1990) muy probablemente asociada a los compartimentos
endosémico tardio y lisosémico (Arnold 1995), y PrPS® también se localiza en agregados amorfos en fracciones
enriquecidas de cerebro infectado (Meyer 1986).

Existe evidencia cada vez mayor que indica una conexion estrecha entre la infectividad de scrapie y PrP 27-30. Aun
en las muestras mas puras, la relacion estimada de moléculas de PrP a unidades infecciosas es de mo* a 10°
(Horwich 1997, Bolton 2001). Con semejantes niveles bajos de infectividad, es posible que se requieran para la
infectividad otros componentes, co-factores o modificaciones covalentes. Los estudios transgénicos sobre la
susceptibilidad de los ratones que exgresan PrP°© quimérico de ser humano-ratdn- sugieren la presencia de al menos
un factor huésped distinto de PrP~, prowsmnalmente denominado factor X, que podria funcionar como una
chaperona molecular en la formacion de Prps° (Telling 1995).

Infectividad y Transmisibilidad de las Enfermedades Prionicas

Las enfermedades pridnicas son transmisibles. La transmisibilidad de las enfermedades pri6nicas en animales se
han establecido experimentalmente hace tiempo por inoculacion de homogenatos cerebrales de animales afectados
en animales saludables, tal como el caso del scrapie de oveja a oveja (Cuille 1936) y entre especies a cabra
(Pattison 1957), kuru y CJD de seres humanos a chimpancés (Gajdusek 1966, Gibbs 1968). El avance significativo fue
la exitosa transmision de scrapie a ratones (Chandler 1961), que facilité enormemente la investigacion de TSE
proporcionando un modelo experimental. La causa de la BSE reciente en bovinos y la nueva variante de CJD en el ser
humano (vCJD) fue considerada una consecuencia de la exposicion dietaria a la mezcla de cadaveres de ovejas con
scrapie destinados a la alimentacién de animales en el caso de BSE (Brown 1997) y a la carne de ganado vacuno
afectado con BSE en el caso de vCJID (Bruce 1997). La conexion entre vCID y BSE esta ademas respaldada por la
evidencia neuropatologica obtenida a partir de macacos adaptados a BSE, el modelo mas cercano a seres
humanos, y del estudio sobre ratones endogamicos inoculados con el agente causal de BSE y vCJD (Lasmezas
1996). Es de particular preocupacion por una posible epidemia en expansion de CWD en ciervo mula y alce en América
del Norte si CWD, como BSE, pudiera transmitirse a seres humanos que puedan estar expuestos a la enfermedad a
través de la caza o la manipulacién e ingestion de carne infectada. Se ha documentado la transmisién tragica y no
intencional de la enfermedad pridnica en seres humanos, tal como la epidemia de kuru causada por la ingestién
canibalistica de tejido cerebral de personas muertas, y la transmisién iatrogénica de CJD a través del uso de
hormonas, trasplantes de tejidos y dispositivos médicos contaminados.

No existe evidencia concluyente que indique que alguna de las enfermedades CJD esté relacionada con TSEs en
animales que puedan haber cruzado las barreras entre especies. La epidemia de kuru ha proporcionado el cuerpo
de evidencia mas importante de enfermedad priénica humana adquirida. Aunque no se ha documentado ningan
paciente con vCJD como victima de transmision de ser humano a ser humano, la conexién cercana entre BSE y
vCJD atrajo una considerable atenC|on Las preocupaciones acerca de la infeccién en seres humanos se han basado
en la observacion de que PrP*° es facilmente detectable en tejidos linforreticulares con BSE y vCJD, pero no en la
CJD clasica (Hill 1997), seguida de la presuncién de que el agente patégeno de scrapie del pasaje de oveja a bovino
puede haber alterado el ambito de los huéspedes y haberse vuelto mas adaptable al ser humano. Los precedentes
experimentales para tal comportamiento son bien conocidos: el pasaje de cepas de scrapie adaptadas a ratones a
través de hamsters alter6 su transmisibilidad en el pasaje de vuelta a ratones (Kimberlin 1987, Kimberlin 1989); las
cepas humanas de kuru o CJD no se transmitieron a hurones o cabras hasta que se pasé a través de primates o
gatos (Gibbs 1979); y una cepa bovina de BSE no se transmitié a hamsters hasta que se pasé a través de ratones
(Foster 1994). Alternativamente, si la BSE se origind en una mutacién espontanea en bovinos, los estudios
experimentales de la susceptibilidad de las especies a esta nueva cepa de encefalopatia espongiforme transmisible
(TSE) no habian avanzado lo suficiente para prever que los seres humanos no serian susceptibles.

El estudio sobre la enfermedad CJD y vCJD humana indicé que la susceptibilidad gendmica podria ser aun otro
factor que puede influir sobre la propagacion de TSE en seres humanos. Se descubrié que la mayoria de los
pacientes con CJD esporadico era homocigota para Met/Met o para Val/Val en el codéon 129 (Belay 1999). No
obstante, se ha descubierto que todos los casos informados de vCJD son homocigotos para Met/Met.

El tamafio y duracion de la epidemia de vCJD aln sigue siendo incierto. Dependiendo de las presunciones
realizadas y los calculos de modelado empleados, se propusieron diferentes predicciones. Una estimaciéon de vCJD
total prevé una cantidad de casos tan baja como 205 (Valleron 2001). Por otra parte, otra prediccion para la
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mortalidad por vCJD para los préximos 80 afios oscila entre 50 y 50.000 si la infeccién proviene sélo de BSE. Podria
elevarse hasta 150.000 si resulta que BSE infecta a la oveja y si posteriormente se permite que ingrese en la cadena
alimentaria humana (Ferguson 2002). Aunque es imposible realizar predicciones exactas si se confunden los
parametros necesarios 0 los mismos no estan disponibles, una cosa es cierta: si la infectividad de vCJD esta
presente en la sangre, cualquier prediccion se estimara por defecto. Ademas, se ha comprobado que vCJD es una
nueva entidad patologica y no simplemente el resultado de la vigilancia incrementada de CJD en seres humanos
(Hillier 2002).

Los gobiernos han adoptado medidas preventivas para eliminar la propagacion de la incidencia de BSE. En Estados
Unidos y el Reino Unido se prohibieron los alimentos a base de proteinas para rumiantes (1988). También se han
adoptado una serie de medidas para evitar que la carne potencialmente infectada ingrese en la cadena alimentaria
humana. Para reducir mas el riesgo en seres humanos, FDA y CBER han decretado una nueva politica en agosto de
2001, que posterga indefinidamente a cualquier donante que haya permanecido = 6 meses acumulativos durante los
afios 1980-1996 en el Reino Unido (FDA 2001).

Ensayo Diagnéstico de la Enfermedad Pridnica

El desarrollo de ensayos sensibles y confiables para la detecciéon de priones es absolutamente esencial para la
vigilancia de la enfermedad, la evaluacién de riesgos y cuando se combina con productos terapéuticos futuros, para
la prevencion y erradicacion de la enfermedad. Actualmente, existen basicamente tres formatos de ensayos para el
diagnéstico de enfermedades pridnicas. (1) Los bioensayos de infectividad animal ~ son por mucho el procedimiento
mas sensible para la medicién de prion infeccioso en scrapie experimental en roedores, usualmente realizados
mediante la inyeccion intracerebral de homogenatos cerebrales de animales enfermos en animales receptores. Sin
embargo, la medicion cuantitativa de la infectividad de la enfermedad pri()nica en diferentes especies animales es
limitada debido a la "barrera de especies" y existen dlferentes cepas” pridnicas que difieren en términos de patologia,
tiempo de incubacién y caracteristicas moleculares de PrP°. Por ello, este diagnostico pos-mortem costoso, que lleva
mucho tiempo de ejecucion, mayormente se utiliza como herramienta de investigacion para distinguir diferentes
cepas prionicas en roedores, y sirve como referencia para la cahbramon del material cerebral infeccioso. (2) Los
inmunoensayos actuales de PrP  se basan en la deteccion del PrP*° resistente a las proteasas, el Unico distintivo
molecular conocido de todas las enfermedades pridnicas. Durante muchos afos, la deteccién de PrPs° por
procedimientos inmunoquimicos (inmunchistoquimica y transferencia Western) ha proporcionado el diagndstico mas
exacto para las enfermedades pridnicas en animales y seres humanos (Schaller 1999, Biffiger 2002). Estos se
utilizan ampliamente para el diagnostico pos-mortem. Muchos anticuerpos monoclonales y policlonales se han dirigido
contra varias regiones de PrP para este fin, tales como los 3F4, 6H4 ampliamente utilizados descritos en Ias patentes
US4806627 y EP0861900. Sin embargo, se asegura gue sélo pocos son capaces de discriminar entre PrP°© (a menudo
presente en cantidades mucho mayores) y PrP™. Los anticuerpos monoclonales informados por Korth en 1997 y por
Paramithiotis en 2003 fueron ambos IgMs y estos anticuerpos no desarrollaron ningln ensayo de diagndstico. En
consecuenma casi todos los procedimientos inmunoquimicos actuales requieren una etapa para reducir o eliminar un
PrP usualmente por protedlisis no especifica tal como digestién con la protelnasa K (PK), previo a la deteccion de
Prps* . Semejante pretratamiento escinde los primeros 60 - 70 residuos de Prp* para producir un nuacleo PrP de 27
kDa- 30 kDa resistente a PK denominado PrP™°. Después pueden utilizarse antlcuerpos anti-PrP que reconocen la
region del extremo C-terminal remanente de la proteina para detectar el PrP*° truncado en el extremo N-terminal, o
PrP™*, presente sélo en muestras patoldgicas. Para la tincién inmunohistoquimica, las secuones de tejidos también
se pretratan, usualmente mediante hidrolisis acida para reducir el ambiente relacionado con PrPC. Por ello, PrP™ es un
sustituto del Prp° precursor en estos inmunoensayos. Entre los diferentes formatos de inmunoensayos, la
transferencia Western tiene la ventaja de revelar los patrones moleculares detallados de PrP basados en la migracion
de bandas de PrP di-, mono- y no glicosiladas. Este procedimiento también se ha utilizado ampliamente para
distinguir diferentes subtipos de PrP™® cerebrales en enfermedades priénicas de seres humanos y animales.
Ademas de la transferencia Western, ahora se han desarrollado otros formatos de ensayos para un rendimiento de
muestras mas alto, sensibilidad incrementada y mejor cuantificacion, que incluyen el ELISA tradicional,
inmunoensayo de fluorescencia de lantanidos mejorada por disociacion (DELFIA, Barnard 2000 y un procedimiento
descrito en la patente US20020137114A1) y un inmunoensayo dependiente de la conformacion (CDI) combinado
con ELISA y deteccion de fluorescencia (Safar 1998, US 20010001061A1, US20020001817A1). Sin embargo, sin
importar el formato, Prps° puede diferenciarse de PrP° solo después de la digestion obligatoria con PK, que puede
ser dificil de optimizar para las muestras bioldgicas dispares. (3) También se han descrito otros procedimientos para el
tratamiento de muestras, que incluyen inmunohistoquimica del tejido linfoide del tercer parpado para el diagnéstico
preclinico de scraple ovmo (O’'Rourke 2000, US6165784, US6261790), tratamiento quimico con fosfotungstato de sodio
para enriquecer PrP® del cerebro y de otros homogenatos tisulares periféricos (Wadsworth 2001), y deteccion de una
nueva isoforma de la proteina pridnica en la orina de animales y seres humanos infectados (Shaked 2001b,
WO00233420A2). También se documentaron otros sistemas de deteccidén, que incluyen electroforesis capilar y
espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier. Estos procedimientos alin se encuentran en su etapa inicial
de desarrollo y son técnicamente complejos. Ademas de la identificacion tradicional del prion patégeno eliminando el
prion celular seguido del recon00|m|ento de anticuerpos anti-prion no discriminatorios, se descubrieron otros reactivos
capaces de diferenciar Prp* de PrP°, tales como plasminégeno vy fibrinégeno. La evidencia suministrada sugirié que
una propiedad comun al PrP*° de varias espemes en vez de la secuencia prlmana pridnica o la estructura terciaria
especifica de las moléculas individuales de Prp* , podria ser responsable de la unién al plasminégeno (Fischer 2000,
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Maissen 2001). La aplicacion para el uso de plasmindgeno y otras proteinas séricas/plasmaticas para la captacion y
deteccion de la proteina priénica patdégena se ha descrito en los documentos WO020071 y US20010053533A1
(Aguzzi 2001).

Todos los ensayos de diagndstico pridnico fabricados en la actualidad utilizan tejido cerebral como fuente de
muestra. La Comision Europea en 1999 evalud 4 kits de prueba de BSE de diferentes fabricantes (Moynagh 1999).
Todos requerian un procedimiento de preparacion de muestras separado. Dependiendo de las instrucciones del kit, el
homogenato del tejido cerebral necesitaba ser procesado, incluyendo la desnaturalizacién, digestién con PK o
enriquecimiento en PrP*°. Los sistemas de deteccién de ensayos empleados en DELFA, inmunotransferencia o en
los formatos de ELISA en placas utilizaban o bien quimioluminiscencia o un sustrato colorimétrico.

Desafios al diagnéstico antemortem de la enfermedad priénica

Un problema comun a los ensayos antemortem basados en PrP*° es si PrP*° esta presente en los tejidos periféricos
o los fluidos corporales Debido a las dificultades técnicas, se dispone de pocos datos experimentales sobre la
presencia de PrP*° o su infectividad asociada en liquidos corporales, y este asunto sigue siendo controvertido. En el
modelo de scrapie de hamster, puede detectarse un bajo nivel de infectividad en sangre. Aunque la infectividad en
concentrado plaquetario rico en linfocitos procedente de la sangre de hamsters enfermos es mayor que en plasma,
esto sélo representa una porcion relativamente pequefia al compararse con los indculos sanguineos totales. La
definicion molecular de este agente infeccioso presente en la sangre no esta clara. La blsqueda de factores de
riesgo y posibles fuentes de infeccion en pacientes con CJD esporadico no reveld una conexién significativa entre la
enfermedad y la dieta, la transfusion sanguinea o recibir otro producto sanguineo. Aunque los primeros informes
indicaron la posible presencia de infectividad en sangre obtenida de pacientes con CJD después de la inoculacion
intracerebral de ratones (Manuelidis 1985, Tateishi 1985), la mayor cantidad de infectividad o PrP™® invariablemente
se encuentra en el sistema nervioso central (SNC), pero no se encuentra coherentemente en los tedeOS periféricos
en las enfermedades priénicas humanas clasicas, excepto en el caso de vCJD. La presencia de PrP® facilmente
detectable en los tejidos linforreticulares periféricos tales como amigdalas, bazo y ganglios linfaticos de pacientes
con CJD ha dado lugar a una seria preocupacion de que cantidades abundantes de PrP™® presentes en los tejidos
Ilnforretlculares podrian interactuar con el sistema circulatorio y, en consecuencia, cantidades a nivel de trazas de
Prp pueden estar presentes en la sangre de pacientes con CJD por la posible transmisién sanguinea. Otra
infectividad por TSE en sangre también se ha demostrado en diversos animales experimentales. La mayor parte de
la sangre para los estudios de infectividad se obtuvo de roedores adaptados a TSE tales como ratones y hamsters. La
BSE adaptada a ratones y vCJD adaptada a ratones se han establecido a través de la transmision intracerebral e
intravenosa. El Unico modelo de excepcién fue un estudio realizado en la oveja. En este experimento, una oveja a la
gue se le transfundié sangre total, tomada de otra oveja inoculada con lisado cerebral con BSE, desarrollé sintomas de
BSE (Houston 2000, Hunter 2002). Sin embargo, estos resultados experimentales alin necesitan ser completamente
evaluados. Se anticipa que el hallazgo de dicho agente infeccioso en sangre nos ayudaria a entender mejor la relacion
entre el Prp*° y la enfermedad TSE.

Es importante observar que el tratamiento riguroso de muestras para eliminar cantidades de fondo de PrP°© puede no
ser apropiado para otros especimenes de tejidos periféricos o liquidos corporales debido al contenido proteico
distinto, a la dificultad de aplicar este ensayo a un gran ndmero de muestras, a Ia ellmlnaC|on inevitable de
intermediarios con plegamientos de PrP® sensibles a proteasas 0 aun una fraccion de PrP® auténtico, reduciendo de
este modo la sensibilidad de deteccion. Esto puede ser especialmente importante para los ensayos que utilizan tejidos
periféricos y liquidos corporales, ya que sélo pueden estar presentes bajos niveles de Prps° (Horiuchi 1999,
Jackson1999 Swietnicki 2000). Estos temas necesitan el desarrollo de reactivos inmunolégicos con una alta afinidad
por Prp , permitiendo la deteccion especifica sin necesidad de tratamiento protealitico.

Descubrimiento de un nuevo reactivo de captura para la deteccion de PrP ¢

Se acepte 0 no la hipétesis de "s6lo proteina” o "s6lo prion”, existen esfuerzos continuos en marcha por buscar agentes
o moléculas distintas del prion que puedan contribuir con la patogénesis de la enfermedad prionica. Esta busqueda esta
impulsada por muchas preguntas sin respuestas. Por ejemplo, la proteina pridnica smtetlzada libre de cualquier
contamlnacmn no provoca la enfermedad; el mecanismo que desencadena la conversion de PrP° normal a la isoforma
patégena PrP* no se conoce. Otra pregunta no resuelta incluye los diferentes fenotipos de la enfermedad prionica
observados en animales y seres humanos, definidos por el periodo de incubacién de la enfermedad, el nivel de
glicosilacion y los patrones de lesion. Después de un pasaje serial en ratones endogamicos homocigotos para un Unico
genotipo de PRNP, todas las cepas de scrapie retuvieron su perfil de enfermedad original. Estas observaciones llevaron
a los investigadores a preguntarse si las cepas fenotipicas variadas fueron dominadas por diferentes isoformas
conformacionales del mismo precursor priénico celular, o si existe otro factor que determine el fenotipo de la cepa
heredable. En realidad, el PrP™ de los modelos de conversion in vitro formados en reacciones libres de células nunca
ha demostrado constituir nueva infectividad por TSE en animales (Caughey 2003). Estas preguntas llevaron a muchos
a creer que existe un elemento faltante, apodado "proteina X" segun sugirié Prusiner, alin no descubierto.

Se propuso la presencia de una molécula de ARN o ADN fuertemente unida en la particula del prion para explicar la
propagacion de diferentes cepas del agente de scrapie con diferentes fenotipos en animales homocigotos para el gen
PRNP (Weissmann 1991). El andlisis de priones de scrapie altamente purificados mediante electroforesis en gel con
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reenfoque de retorno reveld el pequefio tamafio de los acidos nucleicos remanentes (Kellings 1992). En un informe
reciente, sin embargo, Narang indicé que animales inoculados con ADNss purificado de cerebros de hamster con
scrapie mezclados con prion no patégeno desarrollaron la enfermedad clinica (Narang 2002). Sobre la base de estos
haIIazgos postulo que la "proteina accesoria" codificada por el ADNss puede estar involucrada en la conversion de
PrP® a PrP>°. Sobre la base de esos estudios de conformauon y conversion in vitro, se llegé a la hipétesis de que el
ADN actuaria como un guardian de la conformacion de PrP*° asi como un catalizador para facilitar la conversion y
agregamon de PrP%° (Cordeiro 2001). Muy recientemente, se informé que la transformacién estequiométrica in vitro de
PrP® en Prp™® requiere moléculas de ARN especificas (Deleault 2003). El anticuerpo monoclonal ant| acido nuclelco
desarrollado por Ortho-Clinical Diagnostics que puede capturar de forma discriminada Prp* pero no PrP°©
(documentos US60/434.627, US60/446.217) es otra evidencia que demuestra la asociacion de PrP* con los acidos
nucleicos.

Se sabe que el PrP*° aislado de cerebro enfermo esta también asociado con una variedad de glicanos. Ellos
incluyen unidades de glucosa unidas por enlaces 14 en bastones de priones, esfingolipidos, polisacaridos y otros
componentes de membrana de agregados de Prp* (Appel 1999, Klein 1998), y proteoglicano sulfatado en placas
priénicas de amiloide (Snow 1990), una propiedad que se ha explotado en la inmunochistoquimica, donde se ha
demostrado que la uniébn mediante anticuerpos contra sulfato de heparano (anti-HS) y anticuerpos contra el
proteoglicano de sulfato de heparano (anti-HSPG) se correlaciona con el PrP anormal tan pronto como 70 dias
después de la infeccion y a lo largo del transcurso de la enfermedad (McBride 1998). A través de un mecamsmo que
tal vez es diferente de aquél mediante el que los acidos nucleicos participan en la conversion del PrP® a PrP*, el
gllcano tamblen convierte la proteina pridnica celular a la conformaciéon de lamina-Beta. La conversion in vitro de
PrP a Prp*° yen experlmentos de reconstitucion de la infectividad pridnica, los glicanos sulfatados han demostrado
gue o bien facilitan la conversion o intensifican la infectividad (Wong 2001, Shaked 2001a, Diaz-Nido 2002). Con el
prion recombinante de longitud completa GST y el fragmento priénico GST, Warner recientemente demostro la unién
directa del prion recombinante a la heparina y al sulfato de heparano (Warner 2002). La region peptidica 23-52 de la
secuencia priénica fue positiva en todos las pruebas de unién de HS y HSPG. Debido a que el péptido no logré
competir con el prion de longitud completa por la unién a la heparina, el autor sugirié que podria haber otro sitio de
uniéon al GAG importante en el PrP® intacto. Otra observacion mteresante es que se ha informado que el
plasminégeno se une al PrP*® obtenido de cerebro pero no al PrP°. Aunque no se ha demostrado que el
plasminégeno posea una directa interaccion con PrP*°, se sugiere un sitio de unién dentro de la region Kringle del
plasmindgeno, una regién que posee una conocida aflnldad por la heparina. Otra observacion digna de destacar es
qgue los GAGs de diferentes especies (bovina y porcina) o de diferentes 6rganos (pulmon, rifion e intestino) han
mostrado diferentes afinidades por la unién al prion. La diferencia en afinidad puede deberse a la propia secuencia
priénica, o puede depender de la presencia de una unidad de azlcar particular en los GAGs probados.

En vista de estas observamones se propuso que un numero de péptidos fuera diseflado para ca turar
selectivamente Prp*° pero no PrP a través de la afinidad de los péptidos por la conformacion tnica de PrP> o a
moléculas asociadas con PrP*’. Estos se detectaron por su capacidad para identificar y capturar PrP*® de
homogenatos de cerebros enfermos mediante inmunoprecipitacion sin pretratamiento con proteasa.

(1) Péptidos del dominio de union a la heparina/sulf  ato de heparina:

Glicanos (GAG) tales como la heparina y el sulfato de heparina se asouaron con agregados am|I0|des de Prps°
Debido a que la afinidad de asociacion fue mucho mayor en GAG: :Prps° que en GAG: PrP es posible utlllzar
péptidos caracterizados como dominio de union a glicanos para capturar selectivamente PrPs° pero no PrP. Por
esta razon, se sintetizaron péptidos descritos como dominio de unién a la heparina o al sulfato de heparina: (1)
WQPPRARI de fibronectina carboxilo-terminal (Woods 1993, Hines 1994) (2) NWCKRGRKNCKTH del precursor de la
proteina amiloide (Small 1994), (3) NYKKPKLG del factor de crecimiento de fibroblastos N-terminal (FGF)-1 (Lou 1996)
y (4) KDFLSIELVRGRVK del dominio G C-terminal de la cadena alfa 1 de laminina (Yoshida 1999).

(2) Péptidos "condensados” Kringle:

La region Kringle estuvo involucrada en la union selectiva del plasminégeno al PrP%°. También se supo que la regién
Kringle tuvo una actividad de union a la heparina/sulfato de heparina (Mizuno 1994) para la que estuvieron
involucrados aminoacidos cargados positivamente (tales como Arg y Lys) (Soeda 1989). En una publicacion separada,
se descubrié que dos tripéptidos conservados "YYR", 0 mas bien tres "YYX" discontinuos de la secuencia pridnica
segln se sugirié, interactuaron con Prps° pero no interactuaron con Prp°© (Paramithiotis 2003, WO0078344A1).
Resulté interesante descubrir que en la secuencia del plasminégeno humano habia cuatro secuencias Tyr-Arg-Gly en
cuatro de cinco regiones Kringle (regiones Kringle 1, 3, 4 y 5); habia seis secuencias Tyr-Arg o Arg-Tyr o Arg-Lys en
el plasminégeno. Ademas, varios residuos de Tyr, Arg o Lys distantes se acercaron estrechamente mediante
puentes disulfuro formados en las asas Kringle (Figura 1). Sobre la base de estas observaciones, se postulé que los
aminoacidos Tyr, Arg y Lys de la region Kringle del plasminégeno y de la secuenua prionica, posiblemente a través
de una interaccion con el glicano que estaba asociado con el complejo PP, podrian explicar la unién selectiva al
PrP*. Por esta razén, se sintetizaron dos péptidos "condensados Kringle" YRGYRGYRGYRG e
YRGRYGYKGKYGYRG.
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(3) Péptidos de union a acidos nucleicos:

Los acidos nucleicos son otra categoria de moléculas que se asocian con los agregados de PrP*°. Se han utilizado
anticuerpos anti-ADN de manera efectiva para captar el PrP%°. Las histonas son un grupo de proteinas que se sabe
se unen al ADN nuclear. Por ello, se sintetizaron tres péptidos (1) AQKKDGKKRKRSRKESYSIYV de H2B(21-41), (2)
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA de H3(1-21) y (3) SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKYVLR de H4(2-24) para evaluar su
capacidad para captar Prps

Il. Sumario de la invencién

El objeto de la presente invencidn es proporcionar una manera pertinente de aislar, concentrar y monitorear la
proteina pridnica patdgena relacionada con la enfermedad TSE. La descripcion desvelé ocho péptidos (peptldo -1,
péptido-2, péptido-3, péptido-5, péptido-6, péptido-7, péptido-8 y péptido-9) y su capacidad de capturar PrP%® de un
homogenato cerebral de un animal y un ser humano infectado con la enfermedad pridnica. Estos ocho péptidos no
captan la protelna prionica celular del |nd|V|duo gue no padece la enfermedad pridnica. La evidencia provista en apoyo
de esta invencion demostré que el PrP° esta asociado con gran afinidad a muchas otras moléculas tales como
acidos nucleicos y glicanos, segun se investigo. La eV|denC|a también demostré que la asociacion era fuerte, resistente
al tratamiento de digestion con PK, y que Prps° pudo aislarse facilmente mediante péptidos a través del
reconocimiento de tal pareja de union asociada.

La presente |nvenC|on se refiere al uso del péptido, que consiste en la secuencia NWCKRGRKNCKTH (SEC ID N °;
6) para capturar PrP*® mediante glicanos o acidos nucleicos asociados de alta afinidad en el complejo Prps°
combinacién con cualquier anticuerpo especifico de secuencia de prion para la deteccion de PrP* conforme a Ias
reivindicaciones.

En otro aspecto, la presente publicacion se refiere a los péptidos, como se ha descrito con anterioridad, que se unen
preferentemente a la proteina priénica patdégena, pero no a la forma celular normal de la proteina priénica.

En otro aspecto, Ia presente publicacion se refiere a los péptidos, como se ha descrito con anterioridad, para la
deteccion de PrP°® a través del reconocimiento de alta afinidad de glicanos o &acidos nucleicos asociados en
combinacién de anticuerpos especificos de secuencia de prion.

En otro aspecto, la presente publicacion se reflere a los péptidos, como se ha descrito con anterioridad, para aislar,
purificar, capturar, eliminar y controlar PrP*°en produccion reactiva biol6gica.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a kits para determinar la presencia de PP, gue comprenden los
péptidos de la presente invencién para capturar o detectar pasos en el procedimiento de la muestra conforme a las
reivindicaciones.

En otro aspecto, la presente publicacion se refiere a kits para determinar la presencia de anticuerpos de Prp*°
producidos en respuesta a los glicanos o acidos nucleicos asociados a alta afinidad como una pareja de unién con
una proteina prionica patégena.

AuUn en otro aspecto, la presente publicacion se refiere a anticuerpos anti- PrP=° y su produccion usando dichos
glicanos o aC|dos nucleicos, que pueden interactuar con y/o asociarse con Prps® y Su uso para detectar complejo
glicano:: PrP*° o acido nucleico::PrP*° e infecciones de enfermedad pridnica.

En otro aspecto, la presente publicacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento no riguroso de las
muestras, que representa digestién con glicanasa o nucleasa para el beneficio del uso de los péptidos descritos
como se ha descrito con anterioridad.

IIl. Descripcion Detallada

Preparacion de homogenato cerebral:

Se obtuvieron lisados cerebrales de hamster normal y con scrapie de Baltimore Research y Education Foundation
como homogenatos de tejido de cerebro completo al 10% en PBS (p/v). El lisado ademas se traté afiadiendo 1/10
volumen de tampo6n de homogenato con detergente 10X, compuesto por desoxicolato de sodio al 5% e Igpal CA-630
al 5% (equivalente a NP-40) en PBS, incubando a 4C durante 1 hora, seguido de centrifugacién a 1000g durante 10
minutos. Se recolectd el sobrenadante resultante y se utilizé en el ensayo.

Tejido de cerebro bovino normal y con BSE fue provisto por Veterinary Laboratories Agency (VLA), RU. Tejido
cerebral de vCJD humana y de demencia de cuerpos de Lewy fue provisto por National CJD Surveillance Unit
(NCJDSU), RU. El tejido cerebral fue procesado de la misma manera (o en forma similar) que la preparacion del
homogenato de cerebro de hamster.

Péptidos sintéticos:
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Nueve péptidos fueron sintetizados mediante ResGen (actualmente una division de Invitrogen Corporation), o se
adquirieron de Upstate Group, Inc. Cada péptido se marcd con biotina en la Lisina C-terminal portadora de un
espaciador de aminohexanoilo (K(Lc)), o en el extremo N-terminal a través de un espaciador de aminohexanoilo
(AMCAP).

ID del Péptido Secuencia de péptidos |Origen de la secuencia
preparada por

Péptido Uno* WQPPRARIG-K(Lc)- | ResGen Fibronectina

Biotina

Péptido Dos: Biotina -AMCAP - | ResGen Precursor de la proteina amiloide
NWCKRGRKNCKTH

Péptido Tres*: Biotin a-AMCAP - | ResGen Factor de crecimiento de
NYKKPKLG fibroblastos (FGF)-1

Péptido Cuatro*: Biotina- AMCAP- | ResGen Cadena A de Laminina
KDFLSIELVRGRVK

Péptido Cinco*: YRGYRGYRGYRG- | ResGen Kringle-A “condensado”
K(Lc)-Biotina

Péptido Seis*: | ResGen Kringle-B “condensado”
YRGRYGYKGKYGYRG-K(Lc)-

Biotina

Péptido Siete*: | Upstate Histona humana 2B

AQKKDGKKRKRSRKESYSIYV-
GGK(Lc)-Biotina

Péptido Upstate Histona humana 3
Ocho*:ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA-
GGK(Lc)-Biotina

Péptido Nueve*: | Upstate Histona humana 4
SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR-
GSGSK(Lc)-Biotina

Péptido Diez*: Biotina -AMCAP- | ResGen Proteina VP16, HSV-2
TIADRYYRETAR

*estos péptidos se enumeran solo con fines de ilustracion.
El péptido biotinilado se disolvié en PBS a razén de 1mg/mL y se conservé a -20C hasta su uso.
Conjugacion del péptido biotinilado a perlas magnét icas de estreptavidina :

Se lavaron dos veces con PBS 0,5 ml de cuentas de Estreptavidina Dynabeads® M- 280 (Dynal Biotech, NY, EEUU,
Cat. # 112,06) y las cuentas se aislaron del tampén con el iman (Dynal Magnetic Particle Concentrator, MPC). Se
afnadieron 100ug de péptido y 1mL de PBS a las cuentas lavadas. Se realiz6 la incubacion con rotacién a 37°C
durante 1-2 horas. Las cuentas se aislaron del tampon con el MPC, se lavaron dos veces con 1 ml de PBS (BSA al
0,1%), y se sometieron a rotacion durante 5 minutos a temperatura ambiente mientras se lavaban. Las cuentas
conjugadas al péptido se bloquearon posteriormente durante 2 horas, a 37T con Biotina 1 mM en Tris-HC1 0,2 M, pH
8,0, que contenia BSA al 0,1%. Las cuentas posteriormente se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS (BSA al 0,1%) y
una vez con 1 ml de PBS (BSA al 0,1%, Tween 20 al 1%), incubando cada vez durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Las cuentas después se lavaron una vez con 1 ml de PBS (BSA al 0,1%) y después se conservaron en
1ml de PBS (azida de sodio al 0,05%) a 4.

Digestion con proteinasa K:

Condiciones para la digestion con PK del lisado cerebral: se suspendi6é el homogenato cerebral en tampén PBS con o
sin detergente no iénico. La concentracion total de proteina del homogenato no super6 los 2,5 mg/ml. Se afiadido PK
(Roche Diagnostics, IN, EEUU, Cat. # 1373196) a una concentracion final de 50ug/mL. La incubacion se realizé a
37T durante 0,5 a 1 hora. La digestion se interrum pi6 afiadiendo Pefabloc SC (Roche Diagnostics, IN, EEUU, Cat.#
1585916) a una concentracion final de 4mM.

Inmunoprecipitacion (IP), electroforesis no reductor a y deteccion por inmunotransferencia de PrP se,
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Las cuentas magnéticas conjugadas al péptido se utilizaron para capturar PrP*° del homogenato cerebral mediante
inmunoprecipitacién. El procedimiento de IP consiste en el siguiente protocolo: mezclar 50uL de las cuentas
conjugadas al péptido con el homogenato cerebral tratado con PK o no tratado con PK en un total de 1 ml de tampén
IP (Tween20 al 3% e Igpal CA-630 al 3% en PBS) e incubar a 25T durante 2,5 horas con rotacién — Separar las
cuentas utilizando el dispositivo MPC y lavar las cuentas 3 veces de 30 segundos generando remolinos con tampén
de lavado IP (Tween20 al 2% e Igpal CA-630 al 2% en PBS) — Eluir el Prp capturado calentando las cuentas con
tampdn de muestra NUPAGE durante 10-15 minutos. La muestra eluida de la captura por IP se cargé en un gel Bis-Tris
NuPAGE® al 4-12% (Invitrogen, CA, EE.UU., Cat. # NP0302) y se someti6 a electroforesis no reductora a 200V
durante 45 minutos. El procedimiento de inmunotransferencia se realizd de la siguiente manera: transferir las
proteinas separadas en el gel a una membrana de 0,2um de PVDF (Invitrogen, Cat. # LC2002) a 30V durante 60
minutos — Bloguear la membrana con Caseina en TBS Blocker ™" (Tween20 al 0,05%) (Pierce Chemical Corp., IL,
EE.UU., Cat. # 37532) a 25T durante 1 hora con agitacién o a 4T durante toda la noche. — Como anticuerpo
primario, usar 3F4 (Signet, MA, EEUU, Cat. # 9620-02) a una dilucion de 1:3000 o 6H4 (Prionics AG, Suiza, Cat. # 01-
011) a una dilucion de 1:5000 para detectar PrP®°. Incubar la membrana con anticuerpo primario diluido en Caseina
Blocker " al 10% en tampo6n TBST (Tri-Cl 25mM, NaCl 0,2M, Tween20 al 0,2%, pH 8,0) a 25T durante 1 hora con
agitacion. — Lavar 3X 5 minutos con tampén TBST con agitacion. — Incubar la membrana con IgG (H+L) anti-raton
policlonal de cabra conjugada con peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA, EE.UU., Cat. #
115-035-003) a una dilucién de 1:10.000 a 1:30.000 en Caseina Blocker " al 50% en tampén TBST a 25T durante 1
hora con agitacion. — Lavar 6X 5 minutos con tampon TBST con agitacion. — Afadir sustrato para
quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences, NJ, EE.UU., Cat.# RPN2109) o sustrato para quimioluminiscencia
SuperSignal West Dura (Pierce) en la membrana para desarrollar durante 5 minutos. — Tomar la imagen mediante
exposicion a pelicula Bio Max MR-2 (Kodak, NY, EE.UU.) o al sistema ChemiDoc Gel Documentation System (Bio-
Rad, CA, EEUU).

Descripcion de las figuras:

Figura 1: Secuencia de Plasminégeno Humano y region  es Kringle. Existen 4 secuencias YRG en 4 de 5 regiones
Kringle (rectangulos negros). Existen 6 secuencias YK, RY, RK (rectangulos blancos). Existen muchos Y, R o K
alrededor de varios puentes disulfuro de asa Kringle (circulos negros).

Figura 2: Captura por IP e inmunotransferencia de P P> de hamster. Se cargaron homogenato de cerebro de
hamster normal (4 ul) y con scrapie (3 ul) directamente en gel o se sometieron a inmunoprecipitacion utilizando
perlas magnéticas de estreptavidina conjugadas con péptido biotinilado. Se detectd el PrP mediante
inmunotransferencia utilizando 3F4. El lisado con scrapie se digirié con PK para carga directa. EIl homogenato para
la captura por IP no se traté con PK.

Figura 3: Captura por IP e inmunotransferencia de PrP S¢ de BSE. Se afadio homogenato de cerebro de vacuno
normal (10ul) o de BSE (5ul) en 1mL de tampén IP, sometiéndose a inmunoprecipitacion con cuentas de péptido. El
PrP inmunoprecipitado después se traté con PK y se analiz6 mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia, se detecto
mediante 6H4. El PrP capturado del homogenato de cerebro con BSE fue PrP®° auténtico ya que el tratamiento con
PK (50 ug/ml durante 1 hora a 37<C) genera los fragme ntos de PrP™® del nicleo resistente a PK. Los homogenatos
cerebrales clarificados de BSE y los de control normales también se incubaron en ausencia (-) o presencia (+) de
PK (50 ug/ml durante 1 hora a 37<C) y se cargaron dir ectamente en gel de SDS como controles.

Figura 4: Inmunocaptacion de PRP ¢ de cerebros de vCJD mediante péptidos.  Se utilizaron las cuentas
conjugadas al péptido para la inmunoprecipitacion de PrP en 5 ul de homogenatos cerebrales clarificados de
pacientes afectados por demencia de cuerpos de Lewy (LBD) o por vCJD (99/090). Los inmunoprecipitados después
se analizaron mediante SDS-PAGE (gel al 4-12%) y transferencia Western utilizando anticuerpo anti-PrP 3F4. Se
cargaron directamente 5ul de homogenato de LBD no tratado y 5 ul de homogenato cerebral de vCJD tratado o no
tratado con PK en gel de SDS para indicar el contenido pridnico.

IV. Ventajas.

La presente invencion utiliza un géptido para capturar PrP°® mediante el reconocimiento de moléculas asociadas de
alta afinidad en el complejo PrP> tales como glicanos y acidos nucleicos. Debido a la estrecha asociacion de estas
moléculas sélo con PrP** pero no con PrP°, la presente invencién proporcioné un medio pertinente para la deteccion
de PrP*° sin requerir la digestién con PK u otro procedimiento de modificacién de proteinas. Se anticipa que las
condiciones suaves conservaran la estructura original y la conformacion de la proteina priénica patégena, brindando de
este modo la oportunidad de determinar la presencia del verdadero PrP*°, minimizando la generacion de PrP*° debido
al tratamiento riguroso de las muestras.

El uso de péptidos sintéticos ofrece ventajas en cuanto a que muestran la especificidad de unién pero también se
pueden manipular facilmente en el recubrimiento directo de una fase sélida como asi también pueden conjugarse para
ligarse a ciertos reactivos de sefializacion dados, tales como peroxidasa de rabano (HRP), o pueden adoptarse en otro
formato de ensayo de diagnéstico deseado.
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REIVINDICACIONES
procedimiento para la deteccion in vitro de Prp*° gue comprende:

poner en contacto una muestra con un péptido, que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEC ID
N.°. 6 (NWCKRGRKNCKTH), y un anticuerpo especifico del prion, en la que el péptido y el anticuerpo
especifico del prion se unen al PrP, y detectar PrP°.

procedimiento para la deteccion in vitro de PrPs° que comprende:

proporcionar un soporte sélido que posee unido al mismo un péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 6 (NWCKRGRKNCKTH) y un anticuerpo especifico del prion, en la que el
péptido o el anticuerpo especifico del prion se une al PrP>,

poner en contacto el soporte sélido con una muestra,
lavar el soporte para eliminar cualquier muestra no unida,

poner en contacto el soporte soélido con el otro soporte del péptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N.°: 6 (NWCKRGRKNCKTH) o el anticuerpo especifico del prion, y

realizar una etapa de deteccion para determinar si PrP*° esta unido al soporte sélido.
kit para la deteccion de Prp*° gue comprende

un soporte sélido que posee unido al mismo un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N.°%: 6 (NWCKRGRKNCKTH) o un anticuerpo especifico del prion, y

el otro soporte del péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N.%2 6
(NWCKRGRKNCKTH) o el anticuerpo especifico del prion.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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