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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedades inducidas por priones mediante la administracion de anticuerpos anti-priones.

Enfermedades pridnicas tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), son trastornos neurodegenerativos
mortales para los que una terapia es ineficaz. Una parte de la poblacién del Reino Unido ha estado expuesto a una
cepa1'3 de priones similares a los de la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) y tienen riesgo de desarrollar la
variante CJD*.

Un distintivo de la enfermedad priénica es la transformacion de una proteina pridnica celular normal (PrP°) en una
isoforma® asociada a una enfermedad infecciosa, PrPS°.

Estudios previos in vivo dirigidos a la inhibiciéon de priones o la infeccion con priones en organismos completos, no
han tenido éxito, en particular, no han tenido éxito en la prevencion del desarrollo de la enfermedad pridnica clinica.

Cuando en la técnica anterior se han hecho intentos para neutralizar priones in vivo, éstos han sido en sistemas en
los que la replicacion de los priones no se habia iniciado. Por ejemplo, tales estudios de la técnica anterior son la
mezcla de un inéculo de prién con un agente neutralizante antes de la introduccién en el organismo, o simplemente
la introduccion de un indculo de prién en un sistema que ya esta cargado con un agente neutralizante, de tal manera
que el(los) prién(es) nunca tiene la oportunidad de establecerse o replicarse in vivo.

Estudios in vivo de compuestos conocidos por mostrar propiedades prometedoras en experimentos in vitro, ilustran
claramente que el comportamiento in vitro de tales compuestos no conduce a ningun tipo de aportacion in vivo.
Ejemplos de ello se pueden encontrar en el estudio de la quinacrina, que habia sido prometedor in vitro, pero no se
llevé a cabo por no tener ningun efecto clinico in vivo (por ejemplo, véase PNAS 2001 vol. 98 pags. 9836-41 y Ann
Neurol. 2002 vol. 52 pags. 503-6).

Ademas, no hay ningun sistema in vivo previamente conocido que haya demostrado una detencién o inhibicion
eficaz de la replicacién de los priones.

La presente invencion pretende superar el(los) problema(s) asociado con la técnica anterior.
Compendio de lainvencién

En este documento se muestra sorprendentemente que la replicacion de priones se puede inhibir eficazmente in
vivo. A diferencia de los estudios existentes, la presente invencion permite la inhibicién in vivo de poblaciones de
priones establecidas y que se replican en organismos completos.

Es una caracteristica principal de la presente invenciéon que los métodos y los usos son eficaces en la inhibicion de
la replicacion de priones que ya han entrado en la fase de replicacién. Aunque es ventajoso aplicar la presente
invencion a aplicaciones profilacticas y de inmunizacién, una ventaja clave de la presente invencion es que permite
la detencion/inhibicion de poblaciones de priones establecidas, es decir, es eficaz cuando se aplica a sujetos
después del momento de la exposicion, inoculaciéon o infeccién, por ejemplo, cuando se aplica por lo menos siete
dias (o mas tarde - véase mas abajo) después del momento de la exposicion, inoculacion o infeccion. Las técnicas
anteriores no producen este efecto ventajoso. También es una caracteristica ventajosa de la presente invencion que,
ademas de retrasar o posponer, por ejemplo mediante tiempos de incubaciéon mas largos, la presente invencion
permite la prevencién/inhibicion de la enfermedad pridnica.

En consecuencia, la invencién proporciona anticuerpos y su uso, tal y como se definen en las reivindicaciones,
capaces de reaccionar con PrP para evitar la replicacién de priones en un sujeto.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de anticuerpos de la invencién capaces de reaccionar con PrP, en el
tratamiento o la prevencion de una infeccién con priones.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un anticuerpo capaz de reaccionar con PrP en el tratamiento o la
prevencion de una neuropatologia asociada con una infeccién con priones.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un anticuerpo capaz de reaccionar con PrP en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad pridnica.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método de tratamiento de la infeccidn con priones en un sujeto que
comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo capaz de reaccionar con PrP.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método, tal y como se ha descrito anteriormente, en el que el anticuerpo
se administra después de que el sujeto haya sido expuesto a los priones.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método, tal y como se ha descrito anteriormente, en el que el anticuerpo
se administra al menos siete dias después de que el sujeto haya sido expuesto a los priones.
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En otro aspecto, la invencion se refiere a un método, tal y como se ha descrito anteriormente, en el que el anticuerpo
se administra dentro del intervalo de 120 dias después de que el sujeto haya sido expuesto a los priones.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método, tal y como se ha descrito anteriormente, en el que el anticuerpo
se administra después de al menos 4% del tiempo de incubacion total promedio para dicho sujeto.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método, tal y como se ha descrito anteriormente, en el que el anticuerpo
se administra dentro del 62% del tiempo de incubacion total promedio para dicho sujeto.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método de inmunizacién de un sujeto contra una infeccion con priones
que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo capaz de reaccionar con PrP.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a un uso, tal y como se ha descrito anteriormente, o a un método, tal y como
se ha descrito anteriormente, en donde dicho anticuerpo se produjo contra PrP 91-231.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
dicho anticuerpo reacciona con PrPse.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
dicho anticuerpo reacciona con PrP°®y con PrP*e.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
dicho anticuerpo es una IgG.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
dicho anticuerpo es ICSM 18 o un fragmento o una fusién del mismo.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
dicho anticuerpo es ICSM 35 o un fragmento o una fusién del mismo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para inhibir la replicacién de priones que comprende poner en
contacto dicho prién con el anticuerpo ICSM 18.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para inhibir la replicacion de priones que comprende poner en
contacto dicho pridn con el anticuerpo ICSM 35.

En otro aspecto, la invencion se dirige a un anticuerpo que comprende las secuencias de aminoacidos de CDRs
codificadas por la secuencia de nucleétidos de ID SECN°1 e ID SECN°2o0de ID SECN°3elID SEC N°4.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
el anticuerpo comprende secuencias de aminoacidos de CDRs codificadas por la secuencia de nucleétidos de ID
SECN°1elIDSECN°20delDSECN°3elDSECN°4,

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
el sujeto es un mamifero.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
el sujeto es un primate.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un uso o a un método, tal y como se han descrito anteriormente, en donde
el sujeto es un ser humano.

Descripcion detallada de lainvencién

En esta memoria se muestra que agentes tales como los anticuerpos monoclonales usados de acuerdo con la
invencién, inhiben la replicacién de priones in vivo. Ademas, agentes tales como los anticuerpos monoclonales
usados de acuerdo con la invencién, retrasan el desarrollo de la enfermedad pridnica.

Se muestra en este documento, utilizando un modelo murido de tembladera del cordero, que agentes tales como
AMos anti-PrP tienen efectos inhibidores sobre la replicacion de priones in vivo. Se muestra, ademas, que los niveles
de PrP%° periférica y la infectividad pridnica se reducen drasticamente, incluso cuando los anticuerpos se administran
primero en el punto de acumulacién cercano al maximo de PrpS° esplénica.

Ademas, todos los animales en los que se ha continuado con el tratamiento, se mantienen clinicamente sanos, >200
dias después de que animales equivalentes no tratados hayan sucumbido a la enfermedad. Por ello, la presente
invencion proporciona estrategias inmunoterapéuticas para las enfermedades pridnicas.

Por lo tanto, en una realizacién, la descripcién proporciona el uso de agentes, tales como anticuerpos, en la
prevencion y/o el tratamiento de la enfermedad pridnica.
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Con prevencion y/o tratamiento se pretende abarcar la detencion, la suspension, la parada, la contencion, la
congelacion, la inhibicién de la expansion, la inhibicion de la replicacion, la prevenciéon de la intensificacion o el
aumento de la carga pridnica, o un efecto similar en un sujeto. Preferiblemente, el tratamiento/prevencion de la
enfermedad incluye, al menos, el retraso, la suspension o el aplazamiento del inicio de los sintomas clinicos.

El sujeto es un organismo, preferiblemente un mamifero, preferiblemente un primate, preferiblemente un ser
humano.

Agente

El agente es una entidad que es capaz de inhibir la replicacién del(de los) pridén(es) in vivo en un sujeto. El agente
puede comprender uno o varios anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, capaces de unirse a una proteina
priénica, miméticos de los mismos o molécula(s) pequena(s) capaces de unirse a una proteina pridnica o a
combinaciones de las mismas. Preferiblemente, el agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo,
preferiblemente un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo. Preferiblemente, el agente comprende un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse a una proteina priénica.

Preferiblemente, el agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se produjo contra PrP 91-231.
Preferiblemente, el agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo que reacciona con PrP*e.
Preferiblemente, el agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo que reacciona con PrP°®y con PrP*e.
Preferiblemente, el agente es un anticuerpo o un fragmento del mismo que es una IgG.

En otra realizacion, el anticuerpo se produce preferiblemente contra PrP alfa, preferiblemente el anticuerpo se
produce contra PrP alfa 91-231.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con PrpSc.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con PrP°®y con PrpSc.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con el epitopo 146-159 de PrP.

Preferiblemente, el anticuerpo es IgG.

Preferiblemente, el anticuerpo es de la subclase 1gG1.

Preferiblemente, el anticuerpo comprende al menos las CDRs de ID SEC N° 3 y/o ID SEC N° 4.
Preferiblemente, el anticuerpo es ICSM 18 o un fragmento o una fusion del mismo.

En otra realizacion, el anticuerpo se produce preferiblemente contra PrP beta, preferentemente se produce contra
PrP beta 91-231.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con PrpSc.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con PrP°®y con PrpSc.

Preferiblemente, el anticuerpo reacciona con el epitopo 91-110 de PrP.

Preferiblemente, el anticuerpo es IgG.

Preferiblemente, el anticuerpo es de la subclase 1IgG2b.

Preferiblemente, el anticuerpo comprende al menos las CDRs de ID SEC N° 1 y/o ID SEC N° 2.
Preferiblemente, el anticuerpo es ICSM 35 o un fragmento o una fusion del mismo.

Ventajosamente, cuando el agente es un anticuerpo, dicho anticuerpo es un anticuerpo humanizado. La
humanizacién de anticuerpos es bien conocida en la técnica y el experto en la materia lo puede lograr con facilidad.
Por ejemplo, ICSM 18 y/o ICSM 35 pueden estar cada uno ventajosamente humanizados, con referencia a las
secuencias que codifican las CDRs que se presentan en este documento. En este sentido,

ID SEC N° 1 corresponde a ICSM35VH;
ID SEC N° 2 corresponde a ICSM35VK;
ID SEC N° 3 corresponde a ICSM18VH;
ID SEC N° 4 corresponde a ICSM181c.
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Una orientacién en cuanto a la humanizacién se puede encontrar, por ejemplo, en la bibliografia tal y como
publicaron Greg Winter et al., y las técnicas para la manipulacién y la producciéon de anticuerpos recombinantes se
pueden encontrar en Harlow y Lane “Antibodies-A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbour Press.

En una realizacion, los anticuerpos (o fragmentos) se pueden humanizar ventajosamente mediante la preparacion de
anticuerpos quiméricos.

En otra realizacion, en los anticuerpos (o fragmentos) se pueden injertar ventajosamente CDRs.

En otra realizacion, los anticuerpos (o fragmentos) se pueden humanizar totalmente de forma ventajosa, hasta el
grado que permita la tecnologia.

Composiciones farmacéuticas

La presente descripcion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del(de los) agente(s) de la presente invencién y un vehiculo, un diluyente o un excipiente
farmacéuticamente aceptable (incluyendo combinaciones de los mismos).

Las composiciones farmacéuticas pueden ser para uso humano o animal, en medicina humana y veterinaria, y
comprenderan tipicamente uno cualquiera o varios entre un diluyente, un vehiculo o un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la
técnica farmacéutica, y se describen, por ejemplo, en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co.
(A. R. Gennaro edit. 1985). La eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico se puede seleccionar segun
la via de administracion deseada y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender como vehiculo, excipiente o diluyente - o en adicién a los mismos - cualquier aglutinante(s),
lubricante(s), agente(s) de suspension, agente(s) de recubrimiento, agente(s) solubilizante.

En la composicion farmacéutica se pueden proporcionar agentes conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso
aromatizantes. Ejemplos de conservantes incluyen el benzoato de sodio, el acido soérbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico. También se pueden utilizar antioxidantes y agentes de suspension.

Puede haber diferentes requisitos para la composicion/formulaciéon, dependiendo de los diferentes sistemas de
administracion. A modo de ejemplo, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede formular para
ser administrada usando una minibomba o por una via mucosa, por ejemplo, como una pulverizaciéon nasal o0 un
aerosol para inhalar o una solucién ingerible, o por via parenteral en donde la composicion se formula mediante una
forma inyectable, para la entrega, por ejemplo, a través de una ruta intravenosa, intramuscular o subcutanea.
Alternativamente, la formulacion se puede disefar para ser administrada a través de una variedad de rutas.

Cuando el agente se va a administrar por via mucosa a través de la mucosa gastrointestinal, debe ser capaz de
permanecer estable durante el paso a través del tracto gastrointestinal; por ejemplo, debe ser resistente a la
degradacion proteolitica, estable a pH acido y resistente a los efectos detergentes de la bilis.

Cuando sea apropiado, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en forma de supositorio o
supositorio vaginal, tépicamente en forma de locion, solucién, crema, pomada o polvo fino, mediante el uso de un
parche cutaneo, oralmente en forma de comprimidos que contienen excipientes tales como almidén o lactosa, o en
capsulas u 6vulos, solos 0 en mezcla por adicion de excipientes, o en forma de elixires, soluciones o suspensiones
que contienen agentes saborizantes o colorantes, o se pueden inyectar parenteralmente, por ejemplo, por via
intravenosa, intramuscular o subcutanea. Para la administracion parenteral, las composiciones se pueden utilizar
mejor en forma de una solucidon acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, sales o
monosacaridos suficientes para volver la solucion isoténica con la sangre. Para la administracién bucal o sublingual,
las composiciones se pueden administrar en forma de comprimidos o pastillas que se pueden formular de una
manera convencional.

Si el agente es una proteina, entonces dicha proteina se puede preparar in situ en el sujeto que se va a tratar. Para
ello, secuencias de nucledtidos que codifican dicha proteina se pueden suministrar mediante el uso de técnicas no
viricas (por ejemplo, mediante el uso de liposomas) y/o técnicas viricas (por ejemplo, mediante el uso de vectores
retroviricos) de modo que dicha proteina se expresa a partir de dicha secuencia de nucleétidos.

En una realizacion preferida, el agente farmacéutico de la presente invencion se administra por via tdpica.

Por lo tanto, preferiblemente el agente farmacéutico estd en una forma que es adecuada para la administracion
tépica.

Administracion

El término "administrado" incluye la entrega por medio de técnicas viricas o0 no viricas. Los mecanismos de
administracion virica incluyen, pero no se limitan a los mismos, vectores adenoviricos, vectores viricos

adenoasociados (AAV), vectores del virus herpes, vectores retroviricos, vectores lentiviricos y vectores de
baculovirus. Los mecanismos de liberacién no viricos incluyen la transfeccién mediada por lipidos, los liposomas, los
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inmunoliposomas, la lipofectina, los anfifilos faciales catidnicos (CFA) y combinaciones de los mismos.

Los componentes de la presente descripcion se pueden administrar solos, pero generalmente se administran en
forma de una composicién farmacéutica - por ejemplo, cuando los componentes estan en mezcla por adiciéon con un
excipiente, un diluyente o un vehiculo farmacéutico adecuado, seleccionado con respecto a la via de administracion
prevista y la practica farmacéutica convencional.

Por ejemplo, los componentes se pueden administrar (por ejemplo, por via oral o topica) en forma de comprimidos,
capsulas, ovulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o colorantes,
para aplicaciones de liberacion inmediata, retardada, modificada, sostenida, con impulsos o controlada.

Si el agente farmacéutico es un comprimido, entonces el comprimido puede contener excipientes tales como
celulosa microcristalina, lactosa, citrato sdédico, carbonato calcico, fosfato calcico dibasico y glicina, agentes
disgregantes tales como almidén (preferiblemente almidéon de maiz, de patata o tapioca), glicolato sédico de
almidoén, croscarmelosa de sodio y ciertos silicatos complejos, y aglutinantes de la granulacién, tales como
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatina y goma
arabiga. Adicionalmente, se pueden incluir agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico,
behenato de glicerilo y talco.

Las composiciones sélidas de tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidon, una celulosa, azucar derivada de la leche o
polietilenglicoles de alto peso molecular. Para las suspensiones acuosas y/o elixires, el agente se puede combinar
con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de
suspension y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Las vias de administracion (entrega) incluyen, pero no se limitan a las mismas, una o varias entre: oral (por ejemplo,
como un comprimido, una capsula o como una solucién ingerible), topica, mucosa (por ejemplo, como una
pulverizacién nasal o aerosol para inhalacién), nasal, parenteral (por ejemplo, mediante una forma inyectable),
gastrointestinal, intraespinal, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intrauterina, intraocular, intradérmica,
intracraneal, intratraqueal, intravaginal, intracerebroventricular, intracerebral, subcutanea, oftalmica (incluyendo
intravitrea o intracameral), transdérmica, rectal, bucal, vaginal, epidural, sublingual.

En un aspecto preferido, la composicidon farmacéutica se administra por via tépica.

Es de entender que no todos los componentes del agente farmacéutico se tienen que administrar por la misma via.
Del mismo modo, si la composicion comprende mas de un componente activo, entonces esos componentes se
pueden administrar por diferentes vias.

Si un componente de la presente descripcion se administra parenteralmente, entonces los ejemplos de tal
administracion incluyen una o varias vias entre: las vias de administracién del componente intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intrauretral, intraesternal, intracraneal, intramuscular o subcutanea; y/o
mediante el uso de técnicas de infusion.

Para la administracion parenteral, el componente se utiliza mejor en forma de una solucién acuosa estéril que puede
contener otras sustancias, por ejemplo, sales o glucosa suficientes para volver la solucion isoténica con la sangre.
Las soluciones acuosas deben estar tamponadas adecuadamente (preferiblemente a un pH de 3 a 9), si es
necesario. La preparacion de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se realiza faciimente
mediante técnicas farmacéuticas convencionales, bien conocidas por los expertos en la técnica.

Tal y como se ha indicado, el(los) componente(s) se puede administrar por via intranasal o por inhalacion y se
administra convenientemente en forma de un inhalador de polvo seco o una presentacion de pulverizacion en
aerosol desde un recipiente presurizado, una bomba, un pulverizador o un nebulizador con el uso de un propelente
adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, un hidrofluoroalcano tal
como 1,1,1,2-tetrafluoroetano (HFA 134A®) o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA 227EA®), dioxido de carbono u
otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar
proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. El recipiente presurizado, la bomba, el
pulverizador o el nebulizador pueden contener una solucién o una suspension del compuesto activo, por ejemplo,
usando una mezcla de etanol y el propelente como disolvente, que puede contener adicionalmente un lubricante, por
ejemplo, trioleato de sorbitan. Las capsulas y los cartuchos (fabricados, por ejemplo, con gelatina) para uso en un
inhalador o insuflador, se pueden formular para contener una mezcla en polvo del agente y una base en polvo
adecuada, tal como lactosa o almidén.

Alternativamente, el(los) componente(s) se puede administrar en forma de un supositorio o pesario, o se puede
aplicar tépicamente en forma de un gel, hidrogel, locién, solucién, crema, pomada o polvo para espolvorear. El(los)
componente(s) de la presente invencion también se puede administrar por via dérmica o transdérmica, por ejemplo,
mediante el uso de un parche cutaneo. También se puede administrar a través de la via pulmonar o rectal. También
se puede administrar por la via ocular. Para el uso oftalmico, los compuestos se pueden formular como
suspensiones micronizadas en solucién salina estéril isoténica, con pH ajustado, o, preferiblemente, como
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soluciones en solucion salina estéril isotdénica con pH ajustado, opcionalmente en combinaciéon con un agente
conservante tal como cloruro de benzalconio. Alternativamente, se pueden formular en una pomada tal como
vaselina.

Para la aplicacién tépica sobre la piel, el(los) componente(s) se puede formular como una pomada adecuada que
contiene el compuesto activo suspendido o disuelto, por ejemplo, en una mezcla con uno o varios de los siguientes
componentes: aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, propilenglicol, compuesto de polioxietilen
polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Alternativamente, se puede formular como una locién o una crema
adecuadas, suspendidas o disueltas, por ejemplo, en una mezcla de uno o varios de los siguientes componentes:
aceite mineral, monoestearato de sorbitan, un polietilenglicol, parafina liquida, polisorbato 60, cera de ésteres
cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

Ventajosamente, el agente se administra de forma que se ponga en contacto con tejido(s) en el que se pueden
acumular los priones. Esto se puede realizar convenientemente mediante la inyeccion directa de una formulacion
adecuada en el sujeto.

Aproximadamente el 0,1% de agente administrado a un sujeto, se puede transportar pasivamente al liquido
cefalorraquideo. Esta proporcion puede variar dependiendo del modo exacto de administracion y de la naturaleza
exacta del agente. Ventajosamente, las técnicas se pueden utilizar con el fin de aumentar esta proporcion.
Ventajosamente, se puede realizar una aplicacion directa del agente en el liquido cefalorraquideo.

Claramente, es ventajoso que el agente se ponga en contacto con tejidos neuronales en los que se sabe que se
acumulan los priones. Por ejemplo, es ventajoso que el agente se administre de una manera tal que se ponga en
contacto con los tejidos cerebrales. Cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) es un problema conocido en la técnica
y una persona experta en la técnica lo puede superar.

Por ejemplo, el agente se puede administrar directamente en el cerebro. Esto podria llevarse a cabo mediante una
infusién directa usando un depdsito de Ommaya que se extiende en el ventriculo lateral, de una manera similar a la
utilizada en el tratamiento de canceres metastasicos, tales como el cancer testicular.

En otro ejemplo, el agente puede estar unido, preferiblemente unido covalentemente, a un péptido portador tal como
un ligando para el receptor de la transferrina, tal como un AMo anti-receptor de transferrina o transferrina o una parte
del mismo. En una realizaciéon preferida, esta union se consigue mediante la fusiéon del agente, tal como un
anticuerpo, con el portador, tal como la transferrina. Esto puede conseguirse ventajosamente mediante la produccion
y la expresiéon de una fusién de gen recombinante que codifica la transferrina y el anticuerpo o el fragmento de
interés. De esta manera, el agente se puede administrar al sujeto a través de cualquier via adecuada y el(los)
mecanismo(s) de transporte propio del sujeto permitira que el agente cruce la barrera hematoencefalica mediante la
accion del receptor de transferrina.

En otro ejemplo, el agente se puede administrar en el cerebro mediante el uso de virus neurotréficos no virulentos.
Uno o varios de estos virus se inoculan en el sujeto o infectan al mismo. La barrera hematoencefalica es capaz de
permitir el transporte pasivo del agente como un anticuerpo en el cerebro. Estos regimenes pueden basarse
simplemente en sistemas conocidos, tales como los utilizados en el aclaramiento de virus alfa y/o virus de la
influenza, desde el cerebro utilizando anticuerpos. El(los) agente(s) de acuerdo con la presente invencion, tales
como anticuerpos anti-PrP, tal y como se describen en este documento, se sustituyen simplemente por los
anticuerpos antiviricos utilizados en las técnicas existentes.

Temporizacién de la administracién

Es una ventaja que el agente pueda ser administrado después de la exposicion a los priones.

Preferiblemente, el agente se administra tan pronto como sea adecuado, después de la exposicion a los priones.
Preferiblemente, el agente se administra antes de la aparicion de los sintomas clinicos.

Preferiblemente, el agente se administra antes de la neuroinvasion (es decir, antes de que los priones hayan
colonizado el cerebro).

Preferiblemente, el agente se administra antes de la neuroinvasion periférica (es decir, antes de que los priones
hayan colonizado la médula espinal y/o los nervios periféricos.)

Preferiblemente, el agente se administra dentro de un periodo de 120 dias desde la exposicién, preferiblemente
dentro de un periodo de 117 dias desde la exposicion, preferiblemente dentro de un periodo de 100 dias desde la
exposicion, preferentemente dentro de un periodo de 80 dias desde la exposicién, preferentemente dentro de un
periodo de 60 dias desde la exposicion, preferentemente dentro de un periodo de 40 dias desde la exposicion,
preferentemente dentro de un periodo de 30 dias desde la exposicion, preferentemente dentro de un periodo de 20
dias desde la exposicion, preferentemente dentro de un periodo de 7 dias desde la exposicion.

Mas preferiblemente, la temporizacién de la administracion se expresa en términos de un porcentaje del periodo de
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incubacién total (periodo de incubacién promedio). Esto permite tener en cuenta los tiempos de incubacién de
diferentes especies y se realizan los ajustes necesarios en la temporizacion de la administracion. Ventajosamente, el
tiempo total promedio de incubacion para el ratén de 195 dias, es un ajuste con referencia a los Ejemplos.

Preferiblemente, el agente se administra dentro del 62% del tiempo total de incubacidn, preferiblemente dentro del
60% del tiempo total de incubacion, preferiblemente dentro del 52% del tiempo total de incubacion, preferiblemente
dentro del 41% del tiempo total de incubacion, preferiblemente dentro del 31% del tiempo total de incubacién,
preferiblemente dentro del 21% del tiempo total de incubacion, preferiblemente dentro del 16% del tiempo total de
incubacion, preferiblemente dentro del 11% del tiempo total de incubacion, preferiblemente dentro del 4% del tiempo
total de incubacién.

Si el momento exacto de la exposicidn a los priones no es conocido, entonces sera evidente que se debe utilizar un
tiempo estimado de exposicion a los priones en la estimacion de los tiempos totales de incubacion, y por lo tanto la
temporizacion de la administracion.

Niveles de dosis

Normalmente, un médico determinard la dosis real que sera la mas adecuada para un sujeto individual. El nivel
especifico de la dosis y la frecuencia de la dosificacion para cualquier paciente particular, puede variar y dependera
de una variedad de factores que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica
y la duracién de la accién de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud en general, el sexo, la dieta, el modo
y el tiempo de administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad de la afeccion
particular y el individuo sometido a terapia.

Dependiendo de la necesidad, el agente se puede administrar con una dosis de 0,01 a 30 mg/kg de peso corporal,
tal como de 0,1 a 10 mg/kg, mas preferiblemente de 0,1 a 1 mg/kg de peso corporal. Preferiblemente, la dosificacion
se puede estimar de acuerdo con las dosificaciones utilizadas en los ejemplos adjuntos. Por ejemplo, dosificaciones
de 500 pg a 2 mg por administracion por ratén (con un peso de aprox. 25-30 g, con mayor frecuencia aprox. 30 g),
se pueden extrapolar para sujetos con pesos diferentes, tales como primates, especialmente seres humanos,
empleando sus pesos y calculando de forma correspondiente.

Formulacion

El(los) componente(s) se pueden formular en una composicion farmacéutica, mezclando con uno o varios entre un
vehiculo, un diluyente o un excipiente adecuado, mediante el uso de métodos que son conocidos en la técnica.

Sal farmacéuticamente activa

El agente se puede administrar como una sal farmacéuticamente aceptable. Tipicamente, una sal
farmacéuticamente aceptable se puede preparar facilmente mediante el uso de un acido o una base deseados,
segun sea apropiado. La sal puede precipitar en la solucion y se puede recoger por filtracion o se puede recuperar
evaporando el disolvente.

Tratamiento

Se debe apreciar que, en este documento, todas las referencias a un tratamiento incluyen uno o varios tratamientos
curativos, paliativos y profilacticos. Preferiblemente, el término tratamiento incluye por lo menos un tratamiento
curativo y/o un tratamiento profilactico.

El tratamiento puede ser de una o varias enfermedades priénicas (incluyendo la infeccién con priones), o una
dolencia relacionada.

Terapia
Los agentes se pueden utilizar como agentes terapéuticos - es decir, en aplicaciones de terapia.

Al igual que con el término "tratamiento”, el término "terapia" incluye efectos curativos, efectos de alivio y efectos
profilacticos.

La terapia puede ser en seres humanos o en animales.

La terapia puede incluir el tratamiento de una o varias enfermedades prionicas/infeccién con priones, o una dolencia
relacionada.

Homologia de secuencia

Los fragmentos, mutantes, alelos y otros derivados de las secuencias de interés, conservan preferiblemente una
homologia sustancial con dicha secuencia. Tal y como se usa en la presente memoria, "homologia" significa que las
dos entidades comparten suficientes caracteristicas para que la persona experta determine que son similares.
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Preferiblemente, la homologia se utiliza para referirse a la identidad de secuencia. Por lo tanto, los derivados de las
secuencias de interés conservan preferiblemente una identidad de secuencia sustancial con dicha secuencia.

En el contexto de la presente descripcidn, una secuencia homdloga se interpreta de modo que incluya cualquier
secuencia que es al menos 60, 70, 80 o 90% idéntica, preferiblemente al menos 95 o 98% idéntica, a lo largo de al
menos 5 residuos o bases, preferiblemente 8, 10, 15, 20, 30, 40, o incluso mas residuos o bases, con la secuencia
de interés, por ejemplo, tal y como se muestra en el listado de secuencias en este documento. En particular, la
homologia deberia considerarse tipicamente con respecto a aquellas regiones de la secuencia de interés que
pueden ser conocidas por ser funcionalmente importantes, es decir, las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), en lugar de secuencias adyacentes no esenciales, tales como regiones estructurales,
excepto, por supuesto, cuando los residuos estructurales contribuyen a la complementariedad, en donde estos
residuos se considerarian también funcionalmente importantes. Las comparaciones de la homologia se pueden
realizar a simple vista, o mas habitualmente, con la ayuda de programas de comparacion de secuencias, facilmente
asequibles. En algunos aspectos de la presente invencion, no se utilizan penalizaciones por hueco cuando se
determina la identidad de secuencia.

La identidad de secuencia relativa se puede determinar con programas informaticos que pueden calcular el
porcentaje de identidad entre dos o mas secuencias, usando cualquier algoritmo adecuado para determinar la
identidad utilizando, por ejemplo, parametros por defecto. Un ejemplo tipico de este tipo de programa informatico es
CLUSTAL (véase, Thompson et al., 1994 (NAR 22:4673-80) o]
http://www.psc.edu/general/software/packages/clustal/clustal.html). Ventajosamente, el algoritmo BLAST se emplea
con parametros establecidos para los valores por defecto. El algoritmo BLAST se describe con detalle en
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.html, que se incorpora en esta memoria como referencia. Otros programas
informaticos utilizados para determinar la identidad y/o la similitud entre secuencias incluyen, pero no estan limitados
a los mismos, el paquete de programas GCG (Devereux et al., 1984 Nucleic Acids Research 12:387), FASTA
(Atschul et al., 1990 J Mol Biol. 403-410) y el conjunto de herramientas de comparacion GENEWORKS.
Preferiblemente, las comparaciones de secuencias se realizan utilizando el algoritmo simple de busqueda BLAST,
proporcionado en http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

Aunque en general los métodos mencionados en este documento son bien conocidos en la técnica, se puede hacer
referencia en particular a Sambrook et al., “Molecular Cloning, A Laboratory Manual” (1989) y Ausubel et al., “Short
Protocols in Molecular Biology” (1999) 42 ed., John Wiley & Sons, Inc.

Breve descripcion de las Figuras

Fig. 1: Transferencias Western de Prps° digerida con proteinasa K, precipitada con acido fosfotingstico procedente
de bazos de ratones 60 dias después de la infeccion (pi) con tembladera de RML. Los ratones fueron inoculados por
via intraperitoneal, excepto en el panel j. Cada carril contiene PrPSe procedente de un ratén individual. Ter; PrP Se
esplénica agrupada, procedente de ratones que sucumben a la tembladera terminal (195 + 5 dias pi). a,
Inmunoprecipitacion de PrP procedente de cerebro de ratén infectado con tembladera, empleando anticuerpos ICSM
o BRIC. PK; proteinasa K. b-e, ICSM 18 e ICSM 35 inducian reducciones sustanmales en los niveles de PrP%°
esplénica cuando el tratamiento se iniciaba 7 o 30 dias pi. f Densitometria de PrP* en transferencias Western.
ICSM 18 inducia una mayor reduccién en los niveles de PrP%® en los bazos, que ICSM 35, mientras que BRIC 126
no tuvo ningun efecto (*P<0,001 en comparacién con bazos no tratados). g, ICSM 18 aclaraba eficazmente PrP*°

el tratamlento comenzaba 7 o 30 dias pi. h, ICSM 18 inducia una reducciéon dependiente de la dosis en los nlveles
de PrP%® en los bazos, tal y como se determiné mediante densitometria de las transferencias Western (*P<0,001,
ANOVA en comparamon con el tratamiento con anticuerpo testigo). i, ICSM 35 inducia una inhibicion mas eficaz de
la acumulacion de PrP° cuando el tratamiento se iniciaba 7 dias en lugar de 30 dias pi. j, ICSM 18 e ICSM 35
inhibian la acumulacion de PrP®° en ratones inoculados por via intracerebral.

Fig. 2: a-h, Tincién inmunohistoquimica de bazos con anticuerpos anti-PrP 60 dias después de la inoculacién
intraperitoneal (i.p.) con tembladera de RML: a, El bazo de un ratén infectado con tembladera muestra una
inmunorreactividad relativamente débil de PrP con ICSM 18 en las células dendriticas foliculares en varios centros
germinales. No hay inmunorreactividad de PrP en el bazo después del tratamiento del animal con ICSM 18 (b) o
ICSM 35 (c) o en los testigos sin inocular (d). e, La inmunotincién con ICSM 35 revela una fuerte inmunorreactividad
de PrP en los centros foliculares en los bazos de ratones infectados con tembladera. f, Después del tratamiento con
ICSM 18, muy pocos foliculos son inmunorreactivos hacia PrP y g, No hay foliculos positivos detectables después
del tratamiento con ICSM 35. No hay foliculos positivos en bazos testigos (h). Barra de escala = 100 pm.

Fig. 3: a-d, Transferencias Western de PrP%¢ en homogeneizados de cerebro (ay c) o PrP tratada con proteinasa K,
precipitada con acido fosfotingstico procedente de bazos (b y d). Los niveles de PrPS¢ estaban ausentes (a-c) o se
redujeron significativamente (d) en el cerebro y el bazo de ratones tratados con ICSM 18 o ICSM 35 a partir de 7
dias pi y se sacrificaron 250 dias pi. Ratones tratados con anticuerpos (Ab) BRIC testigos, sucumbieron a la
tembladera después de 195 dias pi. PK; proteinasa K. e, Analisis inmunohistoquimico de poblaciones de células
inmunes del bazo. Secciones de bazo congeladas procedentes de ratones 60 dias pi, se inmunotifieron (depdsitos
marrones) con antisueros contra linfocitos T (CD4 o CD8), linfocitos B (CD19) o células dendriticas foliculares (CDF-
M1). No se observaron diferencias en las poblaciones de CDF o linfocitos entre los ratones sin tratar, los tratados
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con ICSM 35, ICSM 18 y BRIC 222 (tratados a partir de 7 dias pi). La columna de mas a la derecha muestra paneles
con un aumento mayor (mayor aum.) de los centros germinales en la columna adyacente (menor aum.). La
microfotografia de BRIC 222 de la columna de mas a la derecha representa un testigo de anticuerpo no primario.
Barra de escala= 100 um.

Figura 4. Los ratones se pesaron semanalmente a partir de 17 semanas (panel a) o 22 semanas (panel b) después
de la inoculacion intracerebral o intraperitoneal de tembladera. La pérdida de peso fue evidente después de la
inoculacion intracerebral en todos los ratones, excepto en el grupo inoculado con PBS, pero no en los ratones
inmunizados pasivamente con ICSM 18 o ICSM 35 a partir de 7 o 30 dias después de la inoculacién intraperitoneal
(pi) de priones de tembladera de RML. Los ratones sin tratar y tratados con BRIC 126 pierden peso de forma
constante a partir de 22 semanas pi hasta la muerte por enfermedad tembladera terminal (sin tratamiento; 197 + 5
dias pi, BRIC 126; 195 + 7 dias pi) (confirmado por transferencia Western de PrP® ).

Figura 5. Inmunotincién de PrP° en muestras de bazo procedentes de ratones tratados durante 30 dias con 2 mg de
ICSM 35 o ICSM 18, administrado dos veces a la semana por via intraperitoneal. Un bazo completo (2 pl de un
homogeneizado al 10%) procedente de ratones individuales tratados o sin tratar, se inmunotransfirié y se detecto la
PrP° usando ICSM 18 biotinilado. Cada carril se obtiene a partir de un solo ratén y es representativo de los tres
ratones en cada grupo.

Ejemplos
Métodos generales:

Inoculacion de ratones FVB/N con inéculo de priones de RML. Con los priones del laboratorio Rocky Mountain (RML)
se hicieron pases en ratones FVB/N y el inéculo de prién se prepar6é a partir de cerebros de ratones enfermos
terminales (tiempo de incubacién hasta la tembladera terminal, 153 + 4 dias). Los cerebros se homogeneizaron en
PBS (10% p/v) con 1% de BSA usando un Ribolyzer (Hybaid). EI homogeneizado se centrifugd durante 5 min a 500
X g y el material sobrenadante se agrupé y se congeld a -80° C hasta su uso. El titulo infeccioso del homogenelzado
agrupado se determin6é como 8,1 log DLso/g de cerebro mediante un ensayo de infectividad con ratones®® tga20
indicadores. Ratones FVB/N fueron inoculados por via intracerebral con 30 pl, o por via intraperitoneal con 100 pl de
1% de homogeneizado.

Bioensayos de la infectividad. Los ensayos se realizaron en homogeneizados de bazo al 1%.

Partes alicuotas de 30 pl fueron inoculadas por via intracerebral en grupos de 3 o 4 ratones tga20 por bazo, tres o
cuatro bazos por régimen de tratamiento. El tiempo de incubacion hasta la tembladera terminal se determiné y los
titulos de infectividad se calcularon utilizando la ecuacién y = 11,45-0,088x (para RML 4. 12 en donde y es el titulo
infeccioso (log DLso), y x es el tiempo de incubacion (en dias) hasta la enfermedad terminal®

Inmunizacioén pasiva. A los grupos de ratones se les inyecté dos veces a la semana por via intraperitoneal, 2 mg (a
menos que se |nd|que otra cosa) de anticuerpos monoclonales ICSM 18, ICSM 35, testlgo de isotipo 1I9G+ (BRIC 222
que reconoce CD44? ) o testigo de isotipo 19G2, (BRIC 126 que reconoce CD47? ) en PBS. En los animales se
controlaron diariamente los sintomas clinicos de tembladera® y se pesaron semanalmente a partir de 17 semanas
después de la inoculacién ic o 22 semanas después de la inoculacion ip. Los signos clinicos en los ratones no
tratados se observaron primero, aproximadamente 4 semanas antes de la enfermedad terminal (dia de la muerte) e
incluian pelo burdo/decoloracion, pérdida de peso progresiva, bradicinesia (movimiento lento), rigidez de la cola,
distonia (pie corchete), cifosis (espalda encorvada), ataxia y estupor. Los pesos de los ratones infectados con
tembladera (sin tratar) se redujeron antes de la enfermedad terminal a partir de 3 y 4 semanas, respectivamente, en
los ratones inoculados por ic e ip (Figura 4). La confirmacién de la enfermedad tembladera se realiz6 por analisis de
transferencia Western de PrP*° en el tejido cerebral y en algunos casos mediante inmunohistoquimica convencional
de PrP.

Inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion de PrP a partir de los tejidos cerebrales de murido, utilizando
anticuerpos ICSM y BRIC, se realizé tal y como se ha descrito.

Analisis con transferencia Western. Los bazos se homogeneizaron en PBS al 10% p/v y PrPSe preC|p|to en 500 pl de
homogenelzado usando acido fosfotingstico sédico (NaPTA) tal y como se ha descrito prewamente El sedimento
de PrP%° se resuspendio en 20 pl de tampdn de sarcosilo al 2%, se traté con proteinasa K (50 pug/ml, 50 min, 37°C),
se hirvieron en tampén de la muestra (5 min) y 15 ul de partes alicuotas (equivalente a ~2 mg de homogeneizado de
bazo) se sometieron a electroforesis a través de geles de SDS-PAGE al 16%. Los homogeneizados cerebrales se
diluyeron hasta el 1% (peso/vol) en PBS, se trataron con proteinasa K (50 ug/ml durante 60 min, 37°C) y se
sometieron a electroforesis como para los bazos. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF mediante
transferencia semiseca, se bloquearon con TBST/leche descremada al 5%, se incubaron con ICSM 18 biotinilado
(0,1 pg/ml) y se revelaron mediante quimioluminiscencia mejorada (Amersham). La semicuantificacion se realizé por
analisis densitométrico, utilizando el programa MacBas versién 2.5. Se examinaron por lo menos 3-5 ratones de
cada grupo de tratamiento. Las barras en Ias graficas son las desviaciones estandar. Para normalizar la sefial de
PrP° entre las transferencias, 10 pl de PrpS° precipitada procedente de bazos agrupados de ratones afectados con
tembladera terminal (Ter), se cargaron en cada gel. La medicion densitométrica de PrpS° procedente de bazos
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tratados y sin tratar, se comparé con la muestra estandar de PrpS° y se ajustd a intensidades relativas.

Histologia e inmunohistoquimica. Para la inmunohistoquimica de PrP%°, los bazos y los cerebros se fijaron en formol
al 10%. La infectividad de los priones se inactivd por inmersién en acido formico al 98% vy se fijé posteriormente en
formal durante 24 horas. Los tejidos se deshidrataron en alcoholes graduados y xileno, se embebieron en parafina,
se cortaron secciones con un espesor nominal de 3 ym y se tifieron con hematoxilina y eosina. Después de la
recuperacion del antigeno sometiendo a microondas durante 15 min, las secciones se inmunotifieron con ICSM 18 o
ICSM 35 biotinilados en un aparato de tincion automatizada Ventana (www.ventanamed.com). Para la tincion de las
células inmunitarias, los bazos se congelaron sobre hielo seco en OCT. Se secaron al aire, las secciones
congeladas (8-10 uym) se fijaron en acetona durante 10 min, se secaron al aire durante 15 min y se inactivaron las
peroxidasas endogenas durante 10 min con 0,1% de H»O,. Después de lavar en PBS, las secciones se
inmunotifieron para estudiar el marcador de las células dendriticas foliculares, CDF-M1 (1:50), los linfocitos T, CD4 y
CD8a o los linfocitos B, CD19 (todos 1:100, adquiridos en Pharmingen) y se visualizaron mediante incubacion con
IgG de cabra anti-rata biotinilada (1:50) y estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP)/DAB. Las
secciones fueron contrastadas con hematoxilina y se montaron para observacién microscépica. Para los testigos, se
omitieron los anticuerpos primarios.

ELISA de anticuerpos ICSM en suero de raton. Se recubrieron placas con 96 pocillos para ELISA con PP alfa
de ratén recombinante (10 pg/ml) en tampén de recubrimiento de ELISA (bicarbonato de sodio 35 mM, carbonato de
sodio 15 mM, pH 9,4) y se incubaron durante 1 h a 37°C. Las placas se lavaron tres veces con PBS mas 0,05% de
Tween 20 (PBST), se bloquearon con suero de ternera fetal al 10% en medio RPMI y se incubaron con 50 ul de
muestras de suero de raton diluidas en serie durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados, una dilucién 1/5000
de una IgG anti-raton conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma), se afiadié durante 30 min a 37°C
y se lavaron otras tres veces. Las placas se revelaron con tampén OPD antes del andlisis espectrofotométrico (490
nm). ICSM 35 o ICSM 18 diluidos en serie, se midieron en paralelo para construir curvas de calibracion estandar.

Ejemplo 1: Produccién de agentes para uso en la inhibicién de priones

PrP®"?*' humana recombinante, plegada en conformaciones®®

t / alfa o beta, se utilizé para producir anticuerpos
monoclonales en ratones'® Prnp”® que no toleran PrP°.

ICSM 35, un AMo de IgGap producido contra PrP beta, con alta afinidad tanto hacia PrP° y PrP®® de murido (Fig. 1a)
reconoce una region entre los residuos de aminoacidos 91-110.

ICSM 18 (isotipo IgG1), producido contra PrP alfa, reconoce los residuos 146-159 de PrP de murido y tiene menor
afinidad hacia PrP>° (Fig. 1a).

Produccién de anticuerpos monoclonales. Se produjeron anticuerpos monoclonales ICSM 35 e ICSM 18. Los AMos
ICSM y BRIC se purificaron de forma idéntica por afinidad, a partir del material sobrenadante del cultivo, se
concentraron y se almacenaron en forma de soluciones estériles sin proteina vehiculo a 4°C. Los AMos se utilizaron
sin diluir o diluidos en PBS antes de su uso in vivo.

Ejemplo 2: Uso de anticuerpos anti-PrP en la inhibicién de priones in vivo

Ratones FVB/N fueron expuestos por via intraperitoneal (ip) a homogeneizado de cerebro con tembladera de RML,
obtenido a partir de ratones con enfermedad terminal tembladera y tratados con ICSM 35, ICSM 18 o anticuerpos
testigos de isotipo BRIC 126 (IgG2,) y BRIC 222 (IgG+), mediante inyeccion ip dos veces por semana (2 mg por
inyeccion) a partir de 7 o 30 dias después de la inoculacion (pi).

ELISA de anticuerpos ICSM en suero de ratén

Los niveles séricos en ratones tratados con ICSM 35 e ICSM 18 (4 ratones/grupo) se cuantificaron mediante ELISA,
30 dias después de comenzar con inyecciones intraperitoneales de 2 mg dos veces por semana. Los niveles séricos
de ICSM 35 e ICSM 18, 4 dias después del ultimo tratamiento, fueron 460 + 50 y 398 + 38 ug/ml, respectivamente
(media + DE). La diferencia no era significativa (P<0,10, ANOVA).

Por lo tanto, el andlisis de ELISA después de 30 dias de tratamiento con AMos no revel6 diferencias significativas
entre los niveles de los AMos ICSM 35 o ICSM 18 en el suero.

Las transferencias Western de PrP*° tratada con proteinasa K, precipitada con acido fosfotungstico, procedente de
bazos de ratones 60 dias pi, revelaron que el tratamiento a partir de 7 dias pi con ICSM 35 o ICSM 18, pero no con
anticuerpos BRIC, inhibia fuertemente la acumulacion de PrP*° en el bazo (Fig. 1b-d).

El analisis a lo largo del tiempo de la acumulacion de PrPS° periférica en los ratones, confirmé que PrPS° era
detectable en el bazo a los 7 dias, y se estabilizd 30-40 dias después de la exposicion periférica, tal y como se ha
descrito'? anteriormente.

El tratamiento de ratones infectados con tembladera con ICSM 35 o ICSM 18, a partir de 30 a 60 dias pi, daba como
resultado una reduccién sustancial en los niveles esplénicos de PrPS en comparacién con los testigos sin tratar o
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con ratones tratados con el anticuerpo de isotipo testigo (Fig. 1e).

ICSM 18 reducia los niveles de PrP®® en un 99 + 1% y 96 + 3% (media mas/menos desviacién estandar, *P<0,001,
analisis de la varianza (ANOVA)) despues del tratamiento a partir de 7 o 30 dias pi, respectivamente (Fig. 1f). ICSM
35 también reducia los niveles de PrP®® en un 90 + 8% y 75 + 3% (*P <0,001, ANOVA) durante los mlsmos periodos
de tratamiento, mientras que el anticuerpo de isotipo testigo no alteré los niveles de Prps° (Fig. 1f). Las
inmunotransferencias se sondaron con ICSM 35 en lugar de ICSM 18, ya que el anticuerpo primario producia
resultados indistinguibles.

El tratamiento de los ratones a partir de 7 o 30 dias pi con ICSM 18 produjo de manera consistente una pérdida casi
completa de la PrP ¢ detectable en los bazos, mediante transferencia Western (Fig. 1g) y este efecto era
dependlente de la dosis (Fig. 1h). El tratamiento con ICSM 35 a partir de 7 dias pi reducia los niveles esplénicos de
PrP° con una eficacia similar a ICSM 18.

Cuando el tratamiento con ICSM 35 comenzaba a los 30 dias pi, la inhibicion de la replicacion de PrP®° era
sustancial, pero posiblemente incompleta (Fig. 1i). Esto puede reflejar diferencias en la afinidad o la avidez de ICSM
35 e ICSM 18 hacia PrP normal y PrP relacionada con la enfermedad, tal y como se muestra en la Fig. 1a.

Se obtuvieron resultados analogos cuando ratones inoculados por via intracerebral (ic) fueron tratados con ICSM 18
o ICSM 35 (Fig. 1j). Como ICSM 18 reconoce el epitopo 146-159 de PrP, estos datos concuerdan con que los
residuos 132 a 156 que incorporan la hélice 1 de PrP de ratén, tienen un papel crucial en la rephcamon 71318 e los
priones.

Secciones de tejido obtenidas a partir de bazos fijados con formol a los 60 dias pi, fueron examinadas mediante
inmunohistoquimica convencional de PrP, utilizando ICSM 18 e ICSM 35 (Fig. 2a-h). Ambos AMos se aplicaron a
secciones esplénicas adyacentes para asegurar que el anticuerpo unido in vivo no bloqueaba falsamente el AMo
detector. ICSM 18 produjo una tincion débil de PrP*° en los bazos de ratones sin tratar, infectados con tembladera
(Fig. 2a), mientras que ICSM 35 desarroll6 una tincién intensa de PrP°, asociada principalmente con los centros
germinales (Fig. 2e).

La inmunotincién de PrP*° se redujo sustancialmente en bazos de ratones tratados con ICSM 18 e ICSM 35 cuando
se marcaban con ICSM 18 (Fig. 2b y c) o ICSM 35 (Fig. 2f, 2g y 5) como anticuerpo primario.

Cuantificacion de los centros germinales con PrPS° en ratones tratados con anticuerpos ICSM

Se cuantificé el numero de centros germinales que eran positivos para PrPS, obtenidos a partir de cada bazo
(enmascarado para el tratamiento). Se examinaron al menos 6 secciones de 3 bazos en cada grupo de tratamlento
La tincion de ICSM 35 revel6 que 24 + 10% (media + DE) de los centros germinales eran positivos para PrP® en los
bazos sin tratar (testigo positivo) y esta se redujo a 1 £ 3% y 3% * 4 en bazos tratados con ICSM 35 y en bazos
tratados con ICSM 18, respectlvamente (P<0,0005, ANOVA). Se observaron reducciones analogas de centros
germinales positivos para PrP*° después de la tincion con ICSM 18.

Como era de esperar, los centros germinales positivos para PrP ¢ no se observaron en secciones esplénicas
procedentes de ratones sin exponer a priones de RML (Fig. 2d y h). Un bioensayo de homogeneizados esplénicos
procedentes de ratones tratados con ICSM 18 e ICSM 35, mostrd, respectivamente, una reduccion logaritmica de
1,5-3,5 y >4 en los titulos infecciosos, en comparacién con los testigos (Tabla 1).

Ejemplo 3: Tratamiento/prevencién de la enfermedad pridnica en sujetos
La evidencia de un beneficio clinico acompafiante se presenta en este Ejemplo.
El tratamiento es efectivo si se inicia antes de la aparicién de la tembladera clinica (Tabla 1).

Los ratones que fueron inoculados por via intraperitoneal con tembladera de RML y se trataron con ICSM 35 o ICSM
18 (2 mg dos veces por semana) a partir de 7 y 30 dias pi, sobreviven durante mucho mas tiempo que los ratones no
tratados o los ratones tratados con anticuerpo de isotipo testigo (Tabla 1).

La supervivencia media para los ratones no tratados inoculados por via ip era de 197 + 5 dias. Todos los ratones
tratados con ICSM 18 o ICSM 35 a partir de 7 o 30 dias después de la exposicion ip, sobrevivieron mas de 400 dias
pi en el momento en que se preparaba este manuscrito (Tabla 1); una extensiéon del periodo de incubacién de al
menos 100% (P<0,001, ANOVA). Ademas, no se observaron signos clinicos de tembladera (tal y como se describen
en la seccion Métodos) o de pérdida de peso (Figura 4) en estos ratones.

Pesos corporales en ratones tratados con el anticuerpo ICSM y en ratones testigos

Ratones sin tratar, inoculados por via intracerebral e intraperitoneal desarrollaron signos clasicos de tembladera
(véase la seccion Métodos para los signos clinicos), incluyendo una pérdida de peso progresiva hasta la muerte (Fig.
4a y b). El tratamiento con ICSM 18 o ICSM 35 fracasé en la prevencion de la pérdida de peso en los animales
inoculados por via ic (Fig. 4a). Por el contrario, los ratones inoculados por via ip, tratados con ICSM 18 o ICSM 35,
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todavia no han mostrado ningun signo clinico (>400 dias) o pérdida de peso (>385 dias) después de la exposicion a
RML (Fig. 4b). Los pesos corporales de los ratones sin tratar y de los ratones tratados con anticuerpo de isotipo
testigo, se redujeron significativamente (un promedio de 7,4 gramos por ratén en el momento de la muerte, P<0,007,
ANOVA, en comparacioén con los ratones tratados con ICSM) a partir del dia 154 pi hasta la muerte por tembladera
(Fig. 4b).

Por lo tanto la presente invencion proporciona métodos para el tratamiento y la prevenciéon de la enfermedad
priénica.

Se examinaron tejidos de ratones inoculados por via ip, tratados con ICSM 18 0 ICSM 35, a partir de 7 dias pi y sin
signos clinicos de tembladera (se sacrificaron 250 dias pi). Aqui Ia PrP no era detectable en el cerebro después de
cualquier tratamiento y solo se observaron bajos niveles de PrPS® en los bazos de ratones tratados con ICSM 35
(Fig. 3a-d). No se observé una disminucion de la inmunotincién de PrP® en las muestras de bazos procedentes de
ratones tratados con ICSM 35 o ICSM 18, en comparacion con los testigos sin tratar (Fig. 5).

Esto ilustra la eficacia de la invencion en la inhibicién de la replicacion de priones in vivo.

Del mismo modo, no se observé PrP*° en el cerebro desg)ues del tratamiento con ICSM 35, a partir de 30 dias pi y se
analiz6 230 dias pi. Se observaron altos niveles de PrP™ en cerebros y bazos procedentes de ratones tratados con
anticuerpo BRIC y de ratones sin tratar que sucumbieron a la tembladera después de la inoculacién por via ip (Fig.
3a-d). Estos hallazgos fueron confirmados por analisis histopatologicos y un bioensayo de la infectividad de estos
tejidos esta en curso.

Ejemplo 4: Inhibicion de la replicacién de priones

Este Ejemplo ilustra la inhibicidon de la replicaciéon de priones de acuerdo con la presente invencion. Ademas, se
muestra que este efecto es debido a la inhibicion de la replicacion de los priones, en lugar de a una pérdida general
de PrP.

Hemos examinado si la inmunizacion pasiva con AMos anti-PrP afectaba a las poblaciones de células inmunes, ya
que el agotamlento selectivo de tipos celulares PrP”* podria haber contribuido tedricamente a la pérdida de deteccion
de PrP*¢ en los bazos de ratones tratados con anticuerpos, descritos en el Ejemplo 3'®"7.

Citometria de flujo

Poblaciones de linfocitos T y linfocitos B esplénicos se analizaron por citometria de flujo (Tabla 2). No se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de las poblaciones de linfocitos T y B procedentes de ratones tratados
con ICSM 35 o ICSM 18, en comparacion con los testigos con anticuerpos BRIC (prueba t de Student apareada).

Tabla 2 Analisis por citometria de flujo de poblaciones de linfocitos T y B esplénicos procedentes de ratones tratados
con ICSM 35 o ICSM 18.

Tratamiento con anticuerpo® CD3" (%)° CD19" (%)
Sin tratar 428 +3,4 43,4 +41
ICSM 18 48,7+ 3,0 37,626
ICSM 35 48,1+3,9 40,1+3,6
BRIC 126 46,0+5,0 411+59
BRIC 222 47,6 £ 5,1 37,0+ 4,6
“Los ratones (n = 4/grupo) fueron tratados con 2 mg de anticuerpo ICSM o BRIC dos veces a la semana durante
30 dias.
® Los esplenocitos se recogieron y las suspensiones de células individuales se realizaron por dispersién suave.

Partes alicuotas de 2 x 10° células procedentes de cada bazo se incubaron con cantidades saturantes de anti-CD19-
isotiocianato de fluoresceina y anti-CD3-ficoeritrina conjugadas directamente (ambas IgG1) (Pharmingen, GB) y se
analizaron mediante citometria de flujo en un instrumento FACS de Calibur (Becton Dickinson, GB). La proporcion de
linfocitos B (CD19") y linfocitos T (CD3") en las poblaciones de células mononucleares esplénicas seleccionadas, se
determino utilizando el programa CellQuest y la significacion de las diferencias observadas se analizé mediante
ANOVA. <1% de las células eran doble positivas.

No se observaron diferencias en las poblaciones de linfocitos T y B esplénicos entre los ratones sin tratar inoculados
con tembladera y los ratones tratados con anticuerpos (examinados a los 60 dias pi), tal y como se determiné por
inmunotincién de secciones de tejido con criostato (Fig. 3e, véase también la Tabla 2).

Las celulas dendrltlcas foliculares (CDFs) son un sitio importante de acumulacion de Prps° después de la infeccion
penfenca 8 con priones. La inmunotincion de secciones de bazo procedentes de ratones sin tratar, revelé células
CDF-M1" dispersas entre los centros germinales o en pequefios grupos dentro del centro germinal (Fig. 3e). Por el
contrario, los bazos tratados con anticuerpo ICSM o BRIC revelaban frecuentemente un mayor nimero de células
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CDF-M1" agrupadas estrechamente dentro del centro germinal (Fig. 3e). Estos datos muestran claramente que el
tratamiento prolongado con anticuerpos anti-PrP no induce la supresion del tipo celular CDF en el bazo y muestran
que la reduccion sustancial de los niveles de PrP observados en los bazos tratados con AMos anti-PrP, es debida
a la inhibicion directa de la produccién de PrP®°. Esto se ilustra adicionalmente mediante inmunotransferencia de
PrP° inalterada en homogeneizados de bazo procedentes de ratones tratados con ICSM 35 o ICSM 18 (Figura 5).

Ejemplo 5: Cartografiado de epitopos y métodos més detallados
Resumen:

Las enfermedades pridnicas son un grupo de trastornos neurodegenerativos invariablemente fatales que incluyen la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en los seres humanos, la tembladera en ovinos y caprinos, y la encefalopatia
esponglforme bovina en el ganado bovino. El agente infeccioso o prién se compone en gran parte de una |soforma
anormal (PrP °) de una proteina celular normal codificada por un hospedador, PrP°. La conversion de PrP° a PrpS°
es un proceso dinamico y por razones que no estan claras, la distribucion del cambio espongiforme y la deposicién
de PrP*° varia entre las cepas de priones. Una explicacion para esto podria ser que la eficacia de la transformacion
en cualquier region dada del cerebro, depende de interacciones favorables entre las conformaciones de PrP° y la
cepa del pridon que se esta propagando dentro de ella. Sin embargo, la identificacién de conformaciones especificas
de PrP° ha estado hasta ahora obstaculizada por la falta de paneles adecuados de anticuerpos que discriminan
subespecies de PrP° en condiciones naturales. En este estudio, mostramos que los anticuerpos monoclonales
producidos contra la proteina pridbnica humana recombinante, plegada en las conformaciones alfa o beta, muestran
una heterogeneidad sorprendente en su especificidad hacia los truncamientos y las glicoformas de PrP° de cerebro
de ratén. A continuacion, mostramos que algunas de estas isoformas de PrP® se expresan de forma diferente en
ciertas regiones del cerebro del ratén. Esto sugiere que la variacién en la expreS|on de las conformaciones de PrP°
en diferentes regiones del cerebro, puede dictar el patrén de deposicion de Prps° y la vacuolizacién, caracteristico
para diferentes cepas de priones.

La proteina prionica celular (PrP°) se expresa en casi todos los sitios y se conserva en varias especies de mamiferos
(Oesch et al., 1991). A pesar de que los mayores niveles de PrP° se encuentran en las neuronas (Bendheim et al.,
1992), su papel fisiologico exacto sigue siendo desconocido y ratones transgénicos carentes de PrP° (PrnpO/O) tienen
poca anormalidad fenotipica (Bueler et al., 1992). PrP° puede tener un papel fisioldgico en la diferenciacion neuronal
(Wion et al., 1988), la transmisién sinaptica (Collinge et al., 1994) y un trabajo reciente muestra su alta afinidad hacia
el cobre (Jackson et al., 2001). PrP° esta anclada en la superficie celular por un resto de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
carboxi-terminal (Stahl et al., 1990). Se han identificado dos sitios de glicosilacidon no obligatoria, ligadas a Asn, en
los residuos 180y 196 y un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina en 178 y 213 en PrP° (Caughey, 1993). La
PrP° madura y totalmente glicosilada de raton migra a 33-35 kDa sobre geles electroforéticos y su equivalente no
glicosilada a 27 kDa (Haraguchi et al., 1989). En el cerebro humano, también se han identificado otras 2 proteinas
priénicas truncadas amino-terminales, que son el resultado de una escision proteolitica endégena. Sus formas no
glicosiladas migran respectivamente, a 18 kDa y 21-22 kDa (Jimenez-Huete et al., 1998).

Las enfermedades pridnicas son enfermedades neurodegenerativas transmisibles, invariablemente fatales que
incluyen la tembladera en ovejas y cabras, la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) en bovinos y la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) en humanos. El agente infeccioso o prién se compone principalmente de PrP®, una
isoforma de PrP° insoluble en detergente y resistente a la proteasa (Prusiner, 1982). La adquisicion de reS|stenC|a a
la proteasa se explica por la conversion posterior a la traduccion y autocatalltlca de la PrP°, desde una conformacion
en gran medida alfa-helicoidal, a una rica en lamina beta (PrP ). Dentro de las especies, el fenotipo de la
enfermedad no es uniforme y las “cepas” de priones se pueden diferenciar basandose en el periodo de incubacion y
los cambios neuropatolégicos que inducen en lineas endogamicas de ratén infectadas de forma experimental.
Actualmente, la oplnlon predominante es que la diversidad de cepas se determina por variaciones en la
conformacion de PrP*¢ o en la composicion de la glicoforma (Bessen y Marsh, 1994; Collinge et al., 1996; Telllng et

al., 1996). Neuropatologicamente, la variacion regional precisa en la vacuolizacién y la deposicion de PrPSe sugiere
una orientacion especifica de la cepa, en determinadas pobIaC|ones neuronales (Bruce et al., 1994a). Sin embargo,
queda por explicar cémo, durante la propagacion del prion, PrP% se acumula selectlvamente en algunas regiones
del cerebro y en otras no. Una hipdtesis atractiva seria que conformaciones alternativas de PrP%° interaccionan de
forma mas o menos eficaz con subespecies o isoformas de PrP°, expresadas de forma diferencial en ciertas
regiones del cerebro. El objetivo de este ejemplo fue determinar, por tanto, si existe tal variacion anatéomica en la
expresion de las isoformas de PrP°en el sistema nervioso central (SNC).

Produccién de anticuerpos

Primero producimos y caracterizamos un nuevo panel de anticuerpos monoclonales (AMos) que muestran una
afinidad diferencial hacia las formas truncadas y glicosiladas de PrP° natural, y luego lo utilizamos para estudiar la
distribucion anatémica de estas isoformas heterogéneas de PrP° en secciones recién congeladas de cerebro de
ratén. Este trabajo indica que de hecho existen diferencias cualitativas en la expresion de PrP° en el cerebro normal,
lo que apoya la nocion de que tales diferencias pueden dictar el patron de deposicion de PrpSe y de vacuolizacion,
caracteristico de diferentes cepas de priones.
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Produccion de los anticuerpos ICSM

Todos los experimentos con ratones se han realizado cumpliendo nuestras directrices institucionales ¥ del Ministerio
de Interior. Ratones FVB-N PrnpO’0 fueron inmunizados por via subcutanea con 50-100 ug de PrP®"?*! recombinante
humana, plegada ya sea en la conformacién alfa (para producir ICSM 1 a 26) o beta (para producir ICSM 35)
(Jackson et al., 1999b) en adyuvante, los dias 0, 21, 42, y, finalmente, reforzados por via intraperitoneal el dia 50
con 50 pg en PBS. Tres dias mas tarde, los ratones fueron sacrificados y las suspensiones de células individuales
de esplenocitos se crioconservaron. Estas se descongelaron después y se fusionaron a continuacion con células
NSO no secretoras, utilizando tecnologia convencional y los hibridomas se seleccionaron posteriormente para
estudiar la reactividad con PrP alfa o beta y con PrP natural. Los hibridomas positivos se clonaron varias veces hasta
que se estabilizaron.

ELISA con péptidos

Placas de ELISA de union elevada se recubrieron con 50 pl de una solucion de 10 yg/ml de péptidos solapantes con
15 a 20-meros de PrP de raton y humanos en tampoén de recubrimiento de ELISA (bicarbonato de sodio 35 mM,
carbonato de sodio 15 mM, pH 9,4). Las placas se incubaron durante 1 h a 37°C y después se lavaron 3 veces con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) - 0,05% de Tween. Después de bloquear con RPMI suplementado con
10% de suero de ternera fetal, se afadieron 50 pl del AMo relevante (como material sobrenadante del cultivo),
durante 1 h a 37°C. Después de 3 lavados con PBS-Tween, se afiadié una dilucion 1/5000 de una IgG anti-raton
conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma, Reino Unido), durante 30 min a 37°C y se lavé 3 veces
mas. La placa se reveld a continuacion con tampon OPD vy la reaccién se detuvo con acido sulftrico 3 M, antes del
analisis espectrofotométrico.

Inmunoprecipitacion de PrP° de murido

Tejidos cerebrales procedentes de tres ratones FVB/N y FVB/N Prnp®° (Zurich | (Biler et al., 1992)) se
homogeneizaron (10% de p/v en PBS) con un homogeneizador Dounce, y se centrifugaron a 1000 x g. El material
sobrenadante se almacené a -80°C hasta su uso posterior. Para la inmunoprecipitacion, los homogeneizados
cerebrales se diluyeron hasta 0,5% en tampodn de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, cloruro sédico 150 mM, 1% de
Nonidet P40, 0,5% de desoxicolato de sodio) con una mezcla de inhibidores de proteasa (Roche Biochemicals, GB).
La solucion se incubd a continuacion (dilucion 1:1) con 10 yg/ml de AMos ICSM purificados en PBS o con material
sobrenadante del hibridoma puro, durante 2 h, a 4°C en un rotador. Los testigos negativos consistian en la omisidn
del AMo de captura o IgG; (28-14-8S, un AMo anti-MHC H-2D" (Ozato et al., 1980) y testigos de isotipo 1gGzp, (Avent
et al.,, 1988). Los complejos inmunes se adsorbieron a continuaciéon durante una noche a perlas de proteina G-
agarosa (Biomedicals Roche, Reino Unido) a 4°C en un rotador. Las perlas se lavaron a continuacion con tampones
con alto o bajo contenido en sales, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Después del ultimo lavado,
las perlas se resuspendieron en tampon de Laemmli (Laemmli, 1970), se calentaron a 100°C durante 5 min para
separar/desnaturalizar la proteina unida y las perlas se sedimentaron y el material sobrenadante se eliminé.

Inmunoprecipitacion secuencial de PrP° de ratén

Para agotar el homogeneizado de cerebro de PrP° de longitud completa, 0,5% de homogeneizado de cerebro se
incubd (diluciéon 1:1) con 50 pg/ml de ICSM 35 purificado (véanse los resultados) durante 3 h, a 4°C en un rotador.
Los complejos inmunes se adsorbieron a continuacion durante una noche a perlas de proteina G-agarosa a 4°C en
un rotador. Las perlas se sedimentaron después y los fragmentos de PrP° contenidos en el material sobrenadante se
inmunoprecipitaron (dilucién 1:1) con 10 yg/ml de AMos ICSM purificados o con material sobrenadante, antes de la
adsorcion a la proteina G, tal y como se ha descrito anteriormente.

Desglicosilacién enzimatica de PrP° inmunoprecipitada

Un parte alicuota de 10-20 pl de la PrP°® inmunoprecipitada y desnaturalizada posteriormente, se digirié con 1000 U
de PNGasa recombinante (New England Biolabs, Reino Unido) durante 2 horas a 37°C, en 1% de Nonidet P40 y el
tampon del propietario. Las proteinas desglicosiladas se precipitaron a continuacion, en 3 volimenes de acetona fria
y se resuspendieron en 10-20 pl de tampdon Laemmli.

Inmunotransferencias

Muestras de proteinas inmunoprecipitadas (desglicosiladas o no) se dejaron migrar en geles de poliacrilamida al
12%, se electrotransfirieron a membranas de PVDF (Millipore, Reino Unido) y se inmunotransfirieron con 0,2 pg/ml
de ICSM 18 biotinilado, evitando la deteccion del anticuerpo de la inmunoprecipitacion. Después de varios lavados
con PBS-Tween, se afiadio 1/10000 de dilucion de estreptavidina-HRP (Sigma, Reino Unido). La inmunorreactividad
se visualizé con un kit de quimioluminiscencia mejorado sobre peliculas autorradiograficas (ECL+, Amersham, Reino
Unido). Los marcadores del peso molecular biotinilados (Amersham) se utilizaron para correlacionar con precision la
movilidad electroforética del inmunoprecipitado con su peso molecular.

Inmunohistoquimica de PrP° de ratén
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Estudios inmunohistoquimicos se realizaron en cinco ratones FVB/N y FVB/N Prnpo’0 (Zurich I). Los ratones fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital. Los cerebros se extrajeron rapidamente, se embebieron en
compuesto OCT y se congelaron sobre hielo seco. En un criostato se cortaron secciones de 8 um, se fijaron en
acetona durante 10 min y se secaron al aire. La peroxidasa enddgena se inactivd durante 30 minutos con una
solucién al 0,3% de H»,O» en metanol. Después de lavar en PBS, se bloque6 la unién no especifica de anticuerpos
con suero de cabra normal durante 30 min. Las secciones se tifieron después durante 1 h, ya sea con 10 pg/ml de
AMos ICSM o con material sobrenadante de hibridoma puro. Estas concentraciones fueron optimizadas para la
union especifica, utilizando secciones equivalentes de ratéon sin PrP. Después de lavar en PBS, se afadié una
dilucién 1/100 de IgG anti-ratén conjugada con HRP (Sigma, Reino Unido) durante 45 min. La actividad de la
peroxidasa se reveld con tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobenzidina durante 3-10 min (Sigma, Reino Unido). Las
secciones se contra-tifieron con hematoxilina (Harris, Reino Unido), se montaron y se cubrieron para la observacion
microscopica.

Nomenclatura

La numeracién de los residuos de PrP se corresponde a PrP de ratén a lo largo de todo el estudio.
Resultados

Cartografiado de epitopos de los anticuerpos monoclonales ICSM

Los AMos ICSM 1 a 26 se obtuvieron en ratones FVB/N Prnp®® inmunizados con PrP?"?*" humana recombinante,
producida en E. coli y replegada en una conformacion similar a PrPC,gpredominantemente alfa-helicoidal (Jackson et
al., 1999a). ICSM 35 se obtuvo después de la inmunizacién con PrP 1231 recombinante humana, replegada en una
conformacioén beta (PrP beta) (Jackson et al., 1999a). Por consiguiente, los epitopos de todos estos AMos deben
estar entre el codon 91 y 231 (Fig. 1A). Para definirlos ain mas, se realizd6 un ELISA de péptidos con péptidos
solapantes de 15 a 20-meros de raton y ser humano, que cubren esta secuencia. Se mostré que ICSM 18 se unia
fuertemente al péptido 146-159, una region central que abarca la primera hélice a de PrP° (Riek et al., 1996). ICSM
15 y 17 reconocian una region similar, entre los residuos 140 y 159, aunque ICSM 15 no reconoce PrP° murida (Fig.
2F). ICSM 35 reconocia un péptido entre los residuos 96 y 109 (Fig. 1A). Ninguno de los otros AMos ICSM utilizados
en este estudio reconocian péptidos sintéticos absorbidos a placas de ELISA o inhibian la union del AMo a una
proteina recombinante, en ensayos de competicidon, lo que sugiere que sus epitopos son dependientes de la
conformacion.

Sumario de los Ejemplos

En esta memoria se describe por primera vez que la replicaciéon periférica sustancial de priones se puede suprimir
con eficacia mediante inmunizacién pasiva. Es importante destacar que el tratamiento comenzé posteriormente al
inicio de la replicacion periférica del grién y, en el caso del grupo de tratamiento de 30 dias pi, durante la fase
estabilizada de acumulacion' de PrP*°. El tratamiento continuado ha retrasado la aparicion de tembladera en mas
de un 100% del periodo de incubacion habitual en ratones FVB/N de tipo silvestre, lo que ilustra un
tratamiento/prevencion eficaz de la enfermedad pridnica, de acuerdo con la presente invencion. Por el contrario, las
intervenciones terapéuticas previas solo muestran un beneficio si el tratamiento comienza antes o inmediatamente
después del dia de la inoculacion'®? | lo que refleja una neutralizacién aislada del indculo en contraposicion con la
inhibicion de la replicacion de los priones de acuerdo con la presente invencion.

Es posible que la transferencia pasiva de estos anticuerpos anti-PrP tenga un efecto reducido tardio en el periodo de
incubacién, cuando se han desarrollado los signos clinicos o en sujetos inoculados por via ic, lo mas probable es
que refleje una translocacion inadecuada del anticuerpo anti-PrP a través de la barrera hematoencefalica (BHE)25. El
transporte hematoencefalico de los agentes de la presente invencidon se ha descrito anteriormente en la seccidon de
“administracion”.

Ademas, no se encontraron pruebas de reacciones autoinmunes en los sujetos. Si se encontrara cualquiera de estos
problemas, por ejemplo, en el tratamiento de seres humanos con ECJ o con otras enfermedades pridnicas, con
formas humanizadas de estos anticuerpos y/u otros anticuerpos monoclonales anti-PrP, se pueden adoptar
estrategias inmunosupresoras sin apartarse del espiritu o del alcance de la invencion.
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Aungue la invencién se ha descrito con respecto a realizaciones preferidas especificas, debe entenderse que la
invencion tal y como se reivindica no debe limitarse erroneamente a dichas realizaciones especificas. En efecto, se
entiende que diversas modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencion, que son obvias para
los expertos en quimica, biologia o campos relacionados, estan dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.
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LISTA DE SECUENCIAS

SEC ID NO: 1 - ICSM35VH

ATGGAATGGACCTGGGTCATTCTCTTCCTCCTGTCAGTAACTGAAGGTGT
CCACTCCCAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTG
GGGCCTCAGTGRAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACATLCAGTAAC
TCCTGGATGAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGGAAAGGTCTTGAGTGGAT
TGGACGGATTTATCCTGAATATGGACATGCTGACTACAATGGGAAGTTCG
AAGGCAAGGCCACACTGACTGCTGACAGATCCTCCAGCACAGCCTACATG
CACCTCAGCAGCCTGACGTCTGAGGACTCTGCGGTCTACTTCTGTGCACG
AGCCCCACTACGGTACCCCTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTC

TCACAGTCTCCTCA
SEC ID NO: 2 - ICSM35VK

ATGGTGTCCACAGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGG
TACCAGATGTGATATCCAGATGACaCAGACTTCATCCTCCCTGTCTGCCT
CTCTGGGAGACAGAGTCTCCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACATTTCC
AATTATTTARACTGGTATCAGCAGAaACCAGATGGAACTGTTAAACTCCT
GATCCACTACACATCAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCAAGGTtCAGTG
GCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTCTCTCACCATTAGCCACCTGGAGGAA
GAAGATATTGCCACTTACTTTTGCCAACAGGGTAATGCGcTTCCTCCGAC
GTTCGGTGGCGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

SEC ID NO: 3 - ICSM18VH

ATGGAATGGAGCTGGGTTTTCCTCTTCCTCCTGTCAGGAACTGCAGGTGT
CCTCTCTGAGGTCCAGCTACAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTG
GGTCTTCAGTGAAgATATCCTGCAAGGCATCTAGAAACACATTCACTGAC
TATAACTTGGACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGARAGACACTTGAGTGGAT
TGGAAATGTTTATCCTAACARTGGTGTTACTGGCTACAACCAGAAGTTCA
GGGGTAAGGCCACACTGACTGTAgGACAAGTCCTCCAGCACAGCCTACATG
GAGCTCCACAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCCCT
TTATTACTACgATgTCTCTTACTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACTGTCT
CTGCA
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SEC ID NO: 4 — ICSM181c

ATGGATTTACAGGTGCAGATTATCAGCTTCCTGCTAARTCAGTGCCTCAGT
CATAATATCCAGAGGACARATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGT
CTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGT
GTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCARRAAG

ATGGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCA
GTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGTATGGAG

GCTGAAGATGCTGCCACTTATTTCTGCCACCAGTGGAGAARGTAACCCATA
CACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCAC
CAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGT
GCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGT
CAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTT
GGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTC
ACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGC
CACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGGGAG
AGTGTTAGTGA
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende las secuencias de aminoacidos de CDRs
codificadas por la secuencia de nucledtidos de ID SEC N° 3 e ID SEC N° 4.

2. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende las secuencias de aminoacidos de CDRs
codificadas por la secuencia de nucleétidos de ID SEC N° 1 e ID SEC N° 2.

3. Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para uso como
medicamento.

4. Uso de un anticuerpo o de un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad pridnica.

5. Uso de un anticuerpo o de un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una neuropatologia asociada con una
infeccion con priones.

6. Uso de un anticuerpo o de un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de una infeccién con priones.

7. Uso de un anticuerpo o de un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la replicacion de priones.

8. Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, para uso en un método de
tratamiento de una enfermedad pridnica.

9. Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, para uso en un método de
tratamiento de una neuropatologia asociada con una infeccién con priones.

10. Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, para uso en un método de
tratamiento de una infeccién con priones.

11. Anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, para uso en un método de
tratamiento de la replicacion de priones.

12. Un método para inhibir la replicacion de priones in vitro que comprende poner en contacto dicho prién con
un anticuerpo o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

13. Un anticuerpo o un fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3u 8 a 11, o un uso
segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, o un método segun la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo
reacciona con PrP*°.

14. Un anticuerpo o un fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 o un anticuerpo o
un fragmento del mismo para uso en las reivindicaciones 8 a 11, o un uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4
a 7, o un método segun la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo reacciona con PrP°y con PrP*e.

15. Un anticuerpo o un fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 0 un anticuerpo o
un fragmento del mismo para uso en las reivindicaciones 8 a 11, o un uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4
a 7, o un método segun la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo es una IgG.
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