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DESCRIPCION
Fragmento de anticuerpo anti-proteina pridnica
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que reconoce una proteina pridnica. La invencion
se refiere ademas a una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo y a un
método para generar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades pridnicas son enfermedades Unicas, transmisibles, neurodegenerativas, puesto que el agente
infeccioso consiste solamente en una isoforma conformacional alternativa de la proteina priénica codificada por el
hospedante, PrPSC, que se multiplica sin un acido nucleico (Prusiner, 1982; Prusiner, 1998; Safar et al., 2005). Se
cree que la multiplicacion se produce por induccion de la conformacion infecciosa en la proteina pridnica normal PrP°
(Prusiner, 1982). Las diferentes conformaciones estables o “conférmeros” de la PrP han promovido el concepto de
enfermedades conformacionales de proteinas dentro de las enfermedades neurodegenerativas, afirmando que una
proteina mal plegada o mal procesada es la causante de la patogénesis de la enfermedad (Prusiner, 2001; Taylor et
al., 2002). Aunque debido a la insolubilidad de muchas de las proteinas mal plegadas, el analisis estructural ha sido
dificil, la generaciéon de ligandos especificos para las proteinas mal plegadas ha sido clave para analizar estas
conformaciones de proteinas en su entorno celular (Leliveld y Korth, 2007). La nocién de que los conférmeros
plegados de forma alternativa u oligémeros solubles de las proteinas mas que los depdsitos de proteinas insolubles,
son decisivos en los procesos patoldgicos, ha centrado los esfuerzos en el desarrollo de ligandos especificos de
conférmero u oligédmero. Se han generado anticuerpos monoclonales (AcM) especificos de conformaciéon contra
PrPS¢ (Korth et al., 1997; Paramithiotis et al., 2003) o contra oligémeros AB que son los conférmeros patégenos
mayoritarios en la enfermedad de Alzheimer (Kayed et al., 2003), permitiendo la detecciéon de conférmeros
individuales de proteinas dentro de una poblaciéon de proteinas. Estos reactivos se han convertido en reactivos clave
en la deteccion de la presencia de estos conférmeros asociados con la enfermedad en tejidos o fluidos corporales,
como método de identificacion de individuos asintomaticos o en etapas tempranas con riesgo de desarrollar la
enfermedad pridnica (Kuhn et al., 2005; Nazor et al., 2005) o enfermedades relacionadas con el oligémero AR
(Lesne et al., 2006; Luibl et al., 2006).

El documento WO93/11155 describe la generacién de anticuerpos anti-priones, su uso en la profilaxis o tratamiento
de enfermedades prionicas y la generacion de anticuerpos anti-idiotipicos (pagina 26, lineas 33- pagina 36, linea 10
reivindicaciones 45-48). También describe péptidos que incluyen aminoacidos retro-invertidos (reivindicacion 33,
pagina 22, lineas 31-37).

Myamoto et al. (Biochemical and Biophysical Research Communications, vol.335, no.1, 2005, 197-204) describe
anticuerpos anti-PrP (3S9, 2H9) que inhiben la propagacion de priones. 3S9 reconoce un epitopo que incluye Tyr154
en la hélice 1 del PrP. 3S9 excluia totalmente PrPsc de las lineas celulares e inhibia la conversién de PrPc en PrPsc
(tabla 2, fig. 4, resultado n° 2).

Perrier et al. (J. of Neurochemistry, vol. 89, no. 2, 2004, 454-463) describe anticuerpos anti-prion que inhiben la
enfermedad prionica en cultivo celular. El anticuerpo SAF61, que muestra un efecto inhibidor, CI50 de 5 nM (fig. 2,
pagina 457, columna de la derecha) reconoce parcialmente el mismo epitopo que w226 (tablas 1,2).

El documento W02004050120 describe anticuerpos anti-PrP que inhiben priones in vivo. ICSM35 se une a la PrPc
beta y PrPsc entre los aminoacidos 91-110. ICSM18 reconoce los restos 146-159 de PrP (ejemplos 1,2). Ambos
anticuerpos reducen los niveles esplénicos de PrPsc.

Hasta ahora, no hay farmacoterapia de enfermedades neurodegenerativas dirigida a intervenir con las causas
biolégicas fundamentales de estas enfermedades. Se han llevado a cabo procedimientos de inmunizacién activos o
pasivos dirigidos a conférmeros Af} asociados con la enfermedad en el caso de la enfermedad de Alzheimer (Schenk
et al., 1999) o que protegen el conférmero del sustrato “normal” PrP° en el caso de enfermedades prionicas (White
et al.,, 2003) en modelos de ratones de estas enfermedades. Especificamente, la administracion de AcM en la
prevencion de sintomas asociados con la enfermedad en modelos de ratones tanto de enfermedad priénica como en
la enfermedad de Alzheimer (Bard et al., 2000; White et al., 2003). Aunque en el caso de los AcM anti-AB, parece
que estos pasan la barrera hematoencefalica (BHE) para prevenir la agregacion AB (Bard et al., 2000), los
anticuerpos anti-PrP para prevenir la enfermedad pridnica solo han tenido éxito después de inoculacién periférica
(intraperitoneal) cuando podian actuar en sitios periféricos de multiplicacion (Heppner et al., 2001; White et al.,
2003). Por lo tanto, aunque parece que los AcM anti-AB pasan facilmente la BHE, los AcM anti-PrP no lo hacen.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, un objetivo de la invencion es proporcionar una molécula de tipo anticuerpo que tenga permeabilidad
mejorada de la BHE y opciones terapéuticas con anticuerpos para enfermedades pridnicas.
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Segun la invencion, se proporciona un péptido que reconoce especificamente una proteina priénica, es decir, PrP°
ylo PrP*e, y que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en una region determinante de la
complementariedad (CDR) de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y/o SEQ ID NO: 13, un
péptido D retro-invertido de dicha CDR, de acuerdo con la SEQ ID NO: 2. Un péptido segun la invencién que
comprende la regiéon determinante de la complementariedad 3 de la cadena pesada (CDR3H) solo se une a PrP%¢ de
una forma especifica de la conformacion. Un péptido segun la invencién que comprende un mutante M13A o D11R
de CDR3H solo se une a PrP*® de una forma especifica de la conformaciéon. Un péptido segun la invencion que
comprende un mutante R10A de CDR3H solo se une a PrP° de una forma especifica de la conformacion. Un péptido
segun la invencién que comprende un péptido D retro-invertido de CDR3H ((D-)CDR3H) se une especificamente a
PrpS° y presenta actividad antipridnica, demostrando que estos péptidos que contienen 16 aminoacidos tienen
potencial como agentes de diagndstico y terapéuticos en enfermedades pridnicas.

Todos los péptidos segun la invencion se unen a PrP° y/o PrP*°, tienen permeabilidad mejorada en la BHE y ofrecen
nuevas opciones analiticas y terapéuticas para enfermedades pridnicas.

También se describe que la regidon determinante de la complementariedad (CDR) puede estar contenida en al
menos una region variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4. El anticuerpo o fragmento de
anticuerpo puede comprender ademas al menos una regién variable de la cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID
NO: 5. En este caso, es ventajoso que al menos una region variable de la cadena pesada y al menos una region
variable de la cadena ligera estén unidas por un péptido conector, preferiblemente (GlysSer)s. Por lo tanto, de
acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el fragmento de anticuerpo es un fragmento scFv que
comprende al menos una region variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 y al menos una
region variable de la cadena Iigera de acuerdo con la SEQ ID NO: 5. El fragmento scFv segun la invencion, se une
especificamente aPrP° y PrP° y presenta actividad antipriénica, de modo que se puede usar en el analisis y
tratamiento de enfermedades relacionadas con priones.

Con el fin de potenciar la excrecidon de un péptido recombinante segun la invencion, el péptido puede comprender
ademas al menos una secuencia sefial, preferiblemente pelB de E. coli o un péptido lider similar. Las secuencias
directoras adecuadas son también, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos especificos de tejido o especificos de
célula, que son capaces de dirigir el péptido segun la invencién a las células diana deseadas, en particular en el
cerebro. Ademas, se pueden fusionar péptidos sefial tales como secuencias de localizaciéon nuclear (SLN) con el
péptido segun la invencion, con el fin de guiarlo dentro de una célula diana, por ejemplo al nucleo. Si un péptido
segun la invencion comprende ademas al menos una secuencia marcadora, se puede facilitar la deteccion y/o
purificacion del péptido. La secuencia marcadora puede ser un marcador c-Myc y/o un marcador de polihistidina,
preferiblemente hexahistidina. Otras secuencias marcadoras pueden ser, por ejemplo, peroxidasa de rabano
picante, luciferasa o proteina verde fluorescente potenciada. Es decir, el péptido segun la invencion se puede clonar
y expresar como un péptido o proteina de fusion.

En una realizacién preferida de la invencion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun la invencion comprende
la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 6, que es un fragmento scFv que comprende al menos
una region variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 y al menos una region variable de la
cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID NO: 5.

Son posibles péptidos que, a nivel de aminoacidos, son al menos 85%, preferiblemente 90%, mas preferido 95%,
idénticos al péptido descrito antes. Basicamente, la invencién comprende todos los derivados de péptido L o D que
pueden competir con CDR3H o riCDR3H a parte de su interaccion con PrPSc, y todos los péptidos L o D donde se
sustituyen entre si aminoacidos con carga, hidrofobicidad, aromaticidad o hidroxilo equivalentes (aminoacidos
equivalentes con carga positiva: lisina y arginina, aminoacidos equivalentes con carga negativa: aspartato,
glutamato; aminodacidos equivalentes hidréfobos: alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina; aminoacidos
equivalentes alcohdlicos: serina y treonina; aminoacidos equivalentes neutros: glicina y prolina).

La invencion incluye ademas una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en

a) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 1;

b) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 2;

c) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 11;

d) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 12;

e) moléculas de acido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 13;
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Se describe ademas, un método para generar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que reconoce
especificamente una proteina priénica. El método comprende:

a) generar un anticuerpo que reconoce un dominio especifico de la proteina pridnica;
b) aislar una secuencia de aminoacidos especifica de antigeno de dicho anticuerpo; y

c) generar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-idiotipico, que reconoce dicha secuencia de aminoacidos
especifica de antigeno.

El método descrito de generacion de AcM anti-PrP supera el estado de la técnica anterior y el concepto previo de
que era imposible una respuesta inmunitaria eficaz contra PrP en animales no modificados genéticamente debido a
la autotolerancia. Por lo tanto, el presente método comprende la inmunizaciéon con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a un dominio de interaccion de la PrP, que permite que una proteina pridnica interaccione con
otra proteina pridnica, y usarlo como un inmundgeno para superar la autotolerancia a este antigeno.
Sorprendentemente, si el dominio especifico es un dominio de interaccién de la proteina pridnica, el anticuerpo anti-
idiotipico reconoce PrP® y/o PrP*° y tiene actividad antiprionica. En el método, la secuencia de aminoacidos
especifica de antigeno puede ser una regién determinante de la complementariedad (CDR), preferiblemente CDR3H
de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o una secuencia retro-invertida de péptido D de CDR3H, denominada riCDR3H, de
acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

La invencion se refiere ademas a un kit que comprende el péptido segun la invencion y/o la molécula de acido
nucleico segun la invencion.

La invencién también se refiere a una preparacion farmacéutica que comprende el péptido segun la invencion y/o la
molécula de acido nucleico segun la invencion.

El péptido segun la invencion o el kit segun la invencion o la preparacion farmacéutica segun la invencion, se
pueden usar ventajosamente en el diagnostico y/o tratamiento de enfermedades relacionadas con priones u otras
enfermedades, donde se ha demostrado que la manipulacién de la proteina priénica mediante la union de
anticuerpo/ligando, influye en la evolucién de la enfermedad. El péptido segun la invencion o el kit segun la invencion
o la preparacién farmacéutica segun la invencion, se pueden usar ademas ventajosamente con el fin de producir un
efecto inmunoestimulador.

Descripcion detallada de realizaciones varias y preferidas de la invencion.

Segun la invencidn, se proporciona un scFv activo antipridnico, de alta afinidad, que se podria expresar con altos
rendimientos como una proteina soluble dirigida al espacio periplasmatico en E. coli. Debido a su actividad
antipridnica fiable, el fragmento de anticuerpo se puede usar para tratar infecciones pridnicas in vivo. La proteina de
aproximadamente 30 kDa es el fragmento de polipéptido mas pequefio cuya actividad antipridnica se haya nunca
confirmado por bioensayos, después de los fragmentos Fab activos antipridnicos que son aproximadamente el doble
de grandes (Peretz et al., 2001). Los fragmentos de anticuerpo segun la invencion se pueden modificar facilmente
por recombinacion, si es necesario, para transportar el fragmento de unién a PrP a través de la BHE, y dirigirlo a los
sitios subcelulares de accion en el SNC y sitios periféricos de multiplicacion.

Se describen a continuacion varias realizaciones de ejemplo y preferidas de la invencion con detalle, con referencia
a los dibujos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un dibujo esquematico de una realizacion de los fragmentos de anticuerpos segun la invencion.
Los dominios variables de la cadena pesada y ligera de W226, conectados por un dominio conector (GlysSer)s
flexible, (scFv) y W226-Hc se clonaron en el vector de expresion procariota pET22b, permitiendo la secrecion de los
fragmentos de anticuerpo en el periplasma por una secuencia lider pEL-B N-terminal. Ademas, se incluyeron
marcadores myc e hisg C-terminales. La secuencia de CDR3 de la cadena pesada en L-(CDR3H) o forma retro-
invertida (iCDR3H) se muestra debajo.

La figura 2 muestra

a) Un gel tefiido con Coomassie del procedimiento de purificacion que implica cromatografia de afinidad de metal
(IMAC) y posteriormente cromatografia de afinidad de PrP (muestras después de etapas de purificacion individuales
como se indica). La fraccion final después de la elucion de la columna de afinidad de PrP es pura (flecha).

b) Un analisis con campo de flujo de flujo asimétrico de scFvW226. El scFvW226 consistia en aproximadamente
82% (p/p) de mondémeros y 16% de dimeros. Las particulas mayores que se han detectado posiblemente eran
tetrameros (~120 kDa, <2%).

c. Cuantificacion de la uniéon de scFvW226-PrP por espectroscopia de resonancia de plasmon de superficie (SPR).
PrP recombinante de raton se inmovilizé en un chip CM5. Se inyectdé scFvW226 en concentraciones en el intervalo
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de x a y con un caudal de 30 pl/min. Se registraron curvas de asociacion y disociacion durante 180 s. Después de
cada analisis la superficie se regeneré con NaOH 10 mM. Los calculos de ajuste de la curva dieron una Kp de 2 nM.

d. Una transferencia western de una inmunoprecipitacion de homogeneizados de cerebro de raton normales (N) e
infectados con tembladera (Sc) con scFvW226 inmovilizado. EI material de partida esta transferido al panel
izquierdo. El homogeneizado normal precipita por pull-down y el material preC|p|tado por pull- down de los cerebros
de tembladera es resistente a proteasa, indicando que scFvW226 reconoce tanto PrP® como Prpse

La figura 3 muestra

a) Una transferencia Western de lisados de células ScN2a tratadas por transfeccion con IgGg-scFvW226
recombinante o por transferencia con liquido sobrenadante de medio condicionado de células N2a transfectadas con
IgG«-scFVW226, no infectadas. Las células ScN2a eran (de izquierda a derecha) no tratadas, transfectadas con
vector vacio (pCDNA 3.1.), transfectadas con IgGk-scFv19B10 de control o IgGk-scFvW226 durante 4 dias o 7 dias.
Ademas, se uso el medio condicionado de células N2a transfectadas con IgGk-scFv19B10 de control, o IgGk-
scFVW226 en las células ScN2a durante 4 dias. Ademas, se usé scFv19B10 de control recombinante o scFvW226
generado en E. coli en una concentracion 10 nM durante 7 dias. La transferencia demuestra claramente que todas
las construcciones que contienen scFvW226 son activas antiprionicas.

b) Una transferencia Western de lisados de células ScN2a tratadas con scFvW226 recombinante de E. coli. Las
células ScN2a se trataron con diferentes concentraciones de scFvW226 como se indica, durante 1 semana.
Posteriormente, el tratamiento se interrumpié durante 1 semana (panel superior) o 3 semanas (“experimento de
desactivacion”, panel inferior). Como controles se usaron quinacrina (1000 nM) y AcM W226 de longitud entera (16
nM). La transferencia demuestra un efecto permanente, dependiente de la dosis, de eliminacién pridnica de
scFvW226 recombinante de E. coli.

c) Una transferencia Western de lisados de células ScN2a tratados con scFvW226 recombinante de E. coli, para
determinar la concentracion minima eliminadora de priones. Las células ScN2a se trataron con diferentes
concentraciones de scFvW226 como se indica, durante una semana. Con una concentracion minima 4 nM,
scFvW226 eliminaba los priones.

La figura 4 muestra la especificidad de conformacion diferencial y actividad antipridnica de la regiéon determinante de
la complementariedad 3 del dominio de la cadena pesada (CDR3H) sola, como un péptido L y como un péptido D
retro-invertido ((D-)riCDR3H).

a) Una transferencia western de lisados de células ScN2a digeridas con PK no tratadas (n. t.), tratadas con
quinacrina 1 pM (Q), con dominio de la cadena pesada recombinante (W226-Hc) de E. coli, (D-)riCDR3H sintética, o
L-CDR3H en la concentracion indicada. Solo (D-)riCDR3H tenia actividad antirpiénica con concentracion 4 pM.

b) Un modelo de la representacion de la superficie de péptidos CDR3H linearizados con el péptido L en la parte
superior y el péptido D debajo. Los restos mostrados en azul y rojo son basicos y acidos, respectivamente. Se puede
ver claramente que las posiciones de los grupos funcionales de las cadenas laterales se conservan a pesar de la
inversion de la secuencia de aminoacido. Los colores para las posiciones de atomos son rojo claro = O, azul claro =
N, gris = C, blanco = H, amarillo = S.

c) Una transferencia Western de experimentos de precipitacion pull-down de homogeneizados de cerebro de raton
normales (N) o infectados con la tembladera (Sc) con L- CDR3H o (D)-riCDR3H inmovilizada. La digestion con
proteasa (PK) con 200 ug/ml indicaba la presencia de PrPS°. Mientras que scFvW226 podia precipitar tanto PrP°®
como Prp%* (figura 2c), la regiéon CDR3H precipitaba por pull -down solo PrP%° de una forma especifica de la
conformacioén, como lo hacia también el péptido (D-)riCDR3H.

La figura 5 muestra la tincion de células ScN2a con L-CDR3H y (D-)riCDR3H marcado con tetrametilrodamina
(TAMRA). Las células ScN2a se incubaron con (D-)riCDR3H-TAMRA (a) o L-CDR3H-TAMRA (d) 1 uM durante 3
horas y después de lavar con PBS, se detectaron los péptidos unidos por microscopia de fluorescencia. Para
demostrar la especificidad de la unién, las células ScN2a se preincubaron con scFvW226 100 uM 30 min antes de la
adicion de péptidos (b y e). La digestion con tripsina demostro resistencia a la proteasa de (D-)riCDR3H (c) frente a
L-CDR3H (f).

La figura 6 muestra esplenocnos irradiados de ratones B10PL que servian como células presentadoras de antigeno
(APC) ylo linfocitos T CD4" transgénicos (Tg) con receptor de linfocitos T (TCR) de MBPaci.11 se trataron con
scFvW226 o AcM W226 y antigeno (Ag). La proliferacion de linfocitos T se midié por incorporacion de [H]-tlmldlna
Las APC y/o linfocitos T especificos de Ag se trataron con (A) un fragmento Fv monocatenario de W226 (scFv), o
AcM W226 de longitud completa (B), o controles de isotipo (ISO). La localizacion de PrP° con cualquiera de estas
moléculas produjo la proliferacién aumentada de los linfocitos T especificos de Ag.

La figura 7 muestra una transferencia Western de un experimento de inmunoprecipitacion donde puede verse la
especificidad relativa de W226 contra priones de oveja, pero no priones de raton. Las dos bandas mas a la izquierda
representan el material homogeneizado de oveja de entrada (N = normal; Sc = tembladera) usado para la
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inmunoprecipitacion, después (de izquierda a derecha) un control sin anticuerpo, y concentraciones crecientes de
anticuerpo (Ac) como se representa. Las dos bandas de mas a la derecha son de ratén como comparacion. Se
puede ver que solo concentraciones altas de W226 durante la inmunoprecipitaciéon producen Ia union débil de PrP°®
de homogeneizado de ovejas normales, mientras que precipita por pull-down facilmente PrP® de homogeneizados
de cerebro de ratén.

Ejemplos
Construccion, expresion y caracterizacion de scFvW226

El AcM W226 original se obtuvo de una linea celular de hibridoma generada después de inmunizacién con PrP% de
raton purificada. Para el AcM de subtipo IgG1, se determind que una constante de disociacion monovalente (Kp) con
PrP recombinante era 0,5nM (por resonancia de plasmon de superficie [SPR]) y por inmunoprecipitacion se detecté
la union tanto a PrP® como a PrP%°

Las cadenas ligera y pesada variables se clonaron como un scFv en el vector pET22b que contenia pelB, incluyendo
un espaciador (GlysSer)s (Huston et al., 1988) entre la cadena H y L, y un marcador C-terminal cmyc e His6 (véase
la figura 1). La secuencia lider de pelB dirigiria la proteina al espacio periplasmatico de la bacteria y generaria una
proteina correctamente plegada y soluble.

En condiciones optimizadas (véase Materiales y métodos), el rendimiento de la expresién era 10 mg de proteina
soluble por litro de cultivo bacteriano que posteriormente se purificaron por IMAC (NINTA, Qiagen, Alemania) y
purificacion por afinidad (columna de Sepharose entrecruzada con PrP recombinante de ratén; figura 2a). El
espectro de dicroismo circular de UV lejano de scFvW22 contenia, como muchos scFv (Pledger et al., 1999),
principalmente estructura : un calculo de la estructura secundaria dio 6% de hélice a, 45% de lamina 8, 11% de
giros B y 39% de estructura desplegada (Lobley et al.,, 2002). El scFvW226 purificado era principalmente
monomérico (85%, figura 2b) y se determiné que la Kp medida por SPR con PrP recombinante de raton era 2 nM, es
decir, solo 4 veces menor que para el AcM de longitud completa (figura 2c). scFvW226 retenia la actividad de unién
a la PrP recombinante de ratén después de incubacién a 60°C o en 90% de suero a 37°C durante 72 h, indicando
una alta estabilidad en condiciones fisiolégicas. scFvW226 retenla las caracterlstlcas de unién de su predecesor de
longitud completa en cuanto que inmunoprecipitaba tanto la PrP® como PrP*° de homogeneizados de cerebro (figura
2d).

Se cartografio el epitopo de scFvW226 y comprendia la secuencia de polipéptido lineal WEDRYYREN (restos 145-
153) en la hélice 1 de PrP usando una biblioteca PepSpot library (Jerini Peptide Technology, Alemania).

Actividad antipridnica de scFvW226

Después, se detectd la actividad antipridnica de scFvW226. Cuando scFvW226 clonado detras de la secuencia
sefial de IgGk se transfectd para la secrecion en células ScN2a, se observo un claro efecto antipridnico dependiente
del tiempo (figura 3a; comparese 4 dias después de transfeccion con 7 dias después de transfeccion). Igualmente,
cuando scFvW226 se expreso en células N2a no infectadas y el liquido sobrenadante del medio condicionado se
transfirid a células ScN2a no transfectadas después de 4 dias, los priones eran eliminados (figura 3a). Un scFv de
control obtenido de un anticuerpo que reconocia solo una subpoblacién de PrP era activo antipriénico.

Cuando las células ScN2a se trataron con scFvW226 purificado generado en E. coli, se observaron efectos de
eliminacién de priones con concentraciones >3,2 nM (figura 3b). Estos efectos antipridnicos eran permanentes
puesto que tres semanas después de |nterrump|r la administracion de scFvW226 no reaparecia inmunorreactividad
resistente a PK correspondientes a la PrpS° (figura 3b, panel inferior). La concentracion eficaz mas pequefia que
eliminaba priones de células ScN2a como se ve en las transferencias Western se redujo a 4 nM (figura 3c).

Cuando los lisados de células ScN2a tratadas con scFv durante 10 dias o 3 semanas, se inocularon en ratones
indicadores tg20, concentraciones de scFvW226 tan bajas como 10 nM demostraron que anulaban los priones de
células ScN2a (tabla 1), confirmando asi los resultados de las células ScN2a.

Miniaturizaciéon de scFvW226

Fragmentos mas pequefios que las regiones CDR combinadas de los dominios de cadena pesada o ligera a veces
muestran actividad biolégica completa (Bourgeois et al., 1998; Colby et al., 2004; Jackson et al., 1999; Kim et al.,
2006). Para los anticuerpos contra a-PrP, se ha mostrado que la cadena pesada del AcM 6H4 es suficiente para la
actividad antipridnica in vivo (Heppner et al., 2001). La clonacion y expresion de solo el dominio variable de la
cadena pesada de scFvW226 que contenia las tres CDR en E. coli, y la administracion a células ScN2a no consiguid
eliminar los priones en concentraciones donde el scFvW226 entero lo haria (figura 4a). Cuando cada una de las
CDR se expres6 como proteinas marcadas con cmyc e His, recombinantes, en E. coli, la tercera CDR del dominio de
la cadena pesada (CDR3H), asi como la cadena ligera, presentaron union débil a PrP recombinante de ratén por un
ensayo de inmunoabsorcion con enzimas ligadas.
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Tabla 1

Bioensayos de células ScN2a tratadas en ratones tg20

Construccion  numero de células dosis del tiempo de numero de tiempo de
ScN2a (x105) fragmento [nM] tratamiento [dias] enfermos n/ny  incubacion [dias]

PBS 0,8 - 10 5/5 130 £ 20
scW226 0,8 10 10 0/5

scW226 0,8 30 10 0/5

scFvW226 0,8 100 10 0/5

scFvW226 0,8 300 10 0/5

PBS 2,8 - 21d 5/5 75+2
scFvW226 2,8 300 21d 0/5

W226-Hc 2,8 300 21d 5/5 78+3

Células ScN2a se trataron con scFv en diferentes concentraciones y durante diferentes tiempos; incluso en la
concentracion mas baja (10 nM) scFvW226 elimind los priones completamente. El tratamiento con PBS (control) o el
tratamiento con W226-Hc 320 nM no eliminaron los priones.

La CDR3H es la region mas variable entre todas las CDR (Shirai et al., 1996). En muchos anticuerpos, se ha
mostrado que esta region sola presenta union débil al epitopo (Feng et al., 1998; Heap et al., 2005; Monnet et al.,
1999). Cuando la cadena pesada de la CDR3 (CDR3H) se expresé en E. coli con un marcador cmyc e Hisg 0 se
sintetizo sin los marcadores, y se administré a células ScN2a, no presentd actividad antipridnica (figura 4a).

Un péptido (D-) retro-invertido de CDR3H es antiprionico activo

Los péptidos D retro-invertidos analogos de los correspondientes péptidos L son péptidos D (“invertido”) en el orden
de secuencia al revés (“retro”), que intentan imitar la topologia de las cadenas laterales del péptido L a la vez que
tiene una cadena principal diferente con resistencia a la proteolisis por L-proteasas in vivo. La uniéon de estos
péptidos al antigeno se predice que ocurre solo cuando la mayoria de las interacciones de unién derivan de
interacciones de las cadenas laterales en lugar de implicar interacciones de la cadena principal del polipéptido. Los
péptidos D ofrecen ventajas frente a los péptidos L en cuanto que tienen una semivida notablemente aumentada in
vivo (Briand et al., 1995; Guichard et al., 1994; Levi et al., 2000). Sorprendentemente, la (D-)riCDR3H presentaba
actividad antipriénica en concentraciones 4 uM donde CDR3H no tenia actividad (figura 4a). Los intentos de medir
diferentes afinidades de los péptidos por la PrP por SPR estaban limitados debido al pequefio tamafio molecular de
los péptidos; se ha calculado que las Kp de ambos péptidos esta en el intervalo de 1 - 10 yM, y no se podian
observar grandes diferencias en la union del péptido L y D.

Para caracterizar mejor las diferencias que se asociarian con la actividad antipriénica diferencial de (D-)riCDR3H en
oposicion a CDR3H, se han llevado a cabo tinciones de inmunofluorescencia de células vivas ScN2a con riCDR3H y
CDR3H marcadas con TAMRA (figura 5). Mientras que riCDR3H presentaba tincién en toda la célula, CDR3H solo
tefila compartimentos intracelulares, probablemente después de su endocitosis. scFvW226 podian competir con
ambas tinciones indicando que tanto riCDR3H como CDR3H se unian a los mismos antigenos, es decir, PrP. Como
se esperaba, solo la CDR3H podia ser digerida por tripsina (figura 5). Estos descubrimientos indicaban que la
actividad antipriénica diferencial de riCDR3H probablemente se debia a diferentes caracteristicas in vivo que incluian
el tiempo de semivida y la localizacion subcelular.

CDR3H y (D-)riCDR3H son ligandos especificos de conformacién para PrP°°

Para investigar si los péptidos de la CDR habian mantenido las caracteristicas de union a PrP, se llevaron a cabo
experimentos de precipitacion pull-down con péptidos inmovilizados en Sepharose, de homogeneizados de cerebro
de ratones normales e infectados con RML. Sorprendentemente, la CDR3H y (D-)riCDR3H precipitaron por pull-
down solo PrP de homogeneizados infectados de tembladera que después de dl%estlon con PK pusieron de
manifiesto resistencia parcial a proteasa, indicando que este conférmero era PrP™ (figura 4c) Por lo tanto,
comparado con scFvW226, Ios péptidos CDR3H cambiaban la especificidad de union y la uniéon especifica de
conformacién adquirida a PrP , ¥ esta unién parecia mediada por cadena lateral puesto que tanto CDR3H como (D-
)iCDR3H se unian a PrPSe aunque el péptido L un poco mas fuerte (figura 4c). La especificidad de conformacion
de CDR3H y (D-)riCDR3H por PrP*° podla explicar las dlflcultados de determinacién de las Kp con PrP recombinante
de ratén que se cree que se parece a PrP® mas que a PrpSe

Uso de scFvW226 o sus derivados para la deteccion especifica de cepa de priones

En la figura 7 se muestra que no todos los priones (PrPSC) son reconocidos igualmente bien por el ligando W226.
Esta caracteristica ahora se puede usar para distinguir cepas. Por ejemplo, usando W226, la tembladera de las
ovejas clasica tradicional se puede distinguir de la tembladera EEB, es decir, priones que provienen de ganado
infectado con priones y transmitidos a las ovejas. Estos priones son particularmente peligrosos para los seres
humanos. Los fragmentos de anticuerpos se pueden mutar en restos de aminoacidos individuales para aumentar el
reconocimiento especifico de cepa.
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Uso de scFvW226 o sus derivados para el disefio y construccion de proteinas de fusiéon con diagnoésticos y
actividad terapéutica mejorados

Usando la PrP*° y scFvW226 que reconoce PrP*® o la CDR3H especifica de PrP%°, se pueden hacer proteinas de
fusion que facilitan el diagnostico: se puede fusionar de forma recombinante peroxidasa de rabano picante con el
gen de estos fragmentos de anticuerpo, y usarlos para detectar priones enzimaticamente en una reaccion de una
etapa. Igualmente, estos fragmentos de anticuerpo se pueden fusionar con la proteina fluorescente potenciada
(EFP) o luciferasa para unir directamente un marcador. También puede ser ventajoso afiadir secuencias sefial
adicionales a estos fragmentos de anticuerpo, que permiten el paso mejorado a través de la barrera
hematoencefalica y/o la llegada a estructuras particulares del SNC. También es posible afiadir secuencias sefial o
secuencias de transduccion de células que permiten que el fragmento de anticuerpo recombinante llegue a
compartimentos celulares definidos. Los fragmentos de anticuerpo también se pueden combinar de forma
recombinante entre si para dar fragmentos de anticuerpo de tamario variable capaces de unirse a PrP en multiples
sitios. Esto puede conducir a una disociacion reducida del fragmento de anticuerpo de la PrP debido a la avidez
aumentada. Estas construcciones pueden ser particularmente Utiles para experimentos de inmunizacion. También se
pueden combinar fragmentos de anticuerpo derivados de scFvW226 con otros anticuerpos recombinantes o ligandos
proteinas por construccion de las respectivas proteinas de fusion; esto puede ser ventajoso puesto que combinan
caracteristicas de biodisponibilidad de ambos fragmentos.

Anticuerpos anti-idotipicos contra PrP que se une a scFvW226 (CDR3H)

Se cartografiaron los epitopos del AcM W226 de longitud completa y scFvW226 contra la hélice 1 de la protelna
prlonlca (restos WEDRYYREN). Puesto que se sabe que la hélice 1 es un sitio de interaccioén en el complejo de PrP®
/ PrP%° (Solforosi et al., 2007), se us6 el dominio de union a PrP minimo dentro de scFvW226, la reglon determinante
de la complementarledad (CDR) 3 de la cadena pesada (CDR3H) en un experimento de inmunizacién con el fin de
generar anticuerpos anti-idiotipicos contra PrP. Estos anticuerpos anti-CDR3H finalmente deberian parecerse al
dominio de hélice 1 de PrP y por lo tanto poder unirse a PrP.

Se inmunizaron ratones 129 SvEv no modificados genéticamente con CDR3H expresada o riCDR3H sintetizada
entrecruzada con KLH con adyuvante Linaris (en ambos casos un total de 3 dosis de recuerdo a lo largo de 10
semanas) y se generd el hibridoma en sus bazos por métodos convencionales. Para el raton inmunizado con
CDR3H, se generaron 28 hibridomas que segregaban anticuerpos monoclonales (AcM) que reconocian tanto el
inmunogeno como la PrP de ratdn; se generaron 8 clones que sdélo reconocian el |nmunogeno Los AcM antl PrP
tenian diferentes caracteristicas en cuanto que por inmunoprecipitacion reconocian PrP°¢ y PrP*, solo PrP o solo
PrPS®. Un clon de esta fusién es el AcM 7A7. Este anticuerpo podia inmunoprecipitar espemﬂcamente Prpse

Este nuevo método de generaciéon de AcM anti-PrP supera el estado de la técnica anterior y el concepto previo de
que era imposible una respuesta inmunitaria eficaz contra la PrP en animales no modificados genéticamente debido
a la autotolerancia. Por lo tanto, la presente invencion comprende la inmunizacion con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a un dominio de interaccion de la PrP y el uso del mismo como un inmundgeno para superar
la autotolerancia a este antigeno.

La inmunizacién de un raton con riCDR3H entrecruzado con hemocianina de lapa californiana (KLH) por un
protocolo similar al descrito antes y la fusion en el bazo para generar hibridoma por métodos convencionales, dio
como resultado igualmente anticuerpos anti-PrP de especificidades de conformacion diferenciales. Por lo tanto,
riCDR3H puede superar la autotolerancia de la respuesta inmunitaria humoral contra PrP.

Con el fin de demostrar que esta estrategia de inmunizacién podria usarse para proteger frente a la infeccion
priénica, 5 ratones CD1 se inmunizaron 4 veces en intervalos de 2 semanas con péptido CDR3H producido y
purificado de E. coli, con las dos primeras inmunizaciones usando adyuvante ABM-ZK (Linaris, Alemania) y las dos
Ultimas de recuerdo con ABM-N (Linaris, Alemania) como adyuvante. Después se inoculd a estos 5 ratones asi
como a 5 controles no inmunizados por via intraperitoneal, una dilucion 10-4 de homogeneizado al 10% verificado de
cerebro de ratéon terminalmente enfermo infectado con tembladera (RML) en PBS (20 pl/ratéon). Los ratones de
control murieron con un tiempo de incubacién medio de 195 dias. De los ratones inmunizados, un ratén sobrevivio (>
10 meses), mientras que los otros cuatro murieron con un tiempo de incubacion medio de 205 dias. Por lo tanto, la
CDR3H pude proteger de la enfermedad pridnica. Estos procedimientos de inmunizacion se pueden mejorar mas
proporcionando inmundgenos donde se clonan varios fragmentos de CDR3H uno detras de otro produciendo sitios
idénticos dobles, triples o multiples del inmundgeno en una proteina. Estas estructuras repetitivas pueden ser
particularmente bien reconocidas por la maquinaria de procesamiento inmunitario y conducir a respuesta inmunitaria
anti-PrP aumentada. Igualmente, la iCDR3H se puede entrecruzar quimicamente con una estructura de armazon de
péptido D para producir un péptido antigénico multiple (MAP). Este MAP representa igualmente una estructura
repetitiva que favorece una fuerte respuesta inmunitaria anti-PrP.

Actividad antipriénica de scFvW226 en ratones infectados con priones

Con el fin de demostrar los efectos terapéuticos de una estrategia de inmunizacion pasiva con scFvW226 contra la
enfermedad pridnica en curso, se cred un experimento donde se inoculé en ratones C57/B6 por via intraperitoneal
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una dilucion 10-3 de un homogeneizado al 10% verificado de cerebro de ratdon terminalmente enfermo infectado con
tembladera (RML) en PBS (20 pl/ratén). 30 dias después de la inoculacién, se inicié el tratamiento intraperitoneal
con AcM W226 purificado de longitud entera o scFvW226. Nueve controles no se trataron y 5 ratones se trataron con
2 mg de AcM W226/raton o 1 mg de scFvW226/raton dos veces por semana durante un tiempo ilimitado. Hubo una
pérdida de peso constante en los ratones de control antes de la enfermedad de la tembladera, mientras que ninguno
de los ratones tratados experimentd ninguna pérdida de peso. Hubo un efecto significativo de aumento de tiempo de
supervivencia por administracion de scFvW226 o el anticuerpo de longitud entera. El experimento demostraba que
scFvW226 (o AcM W226) podian prevenir la enfermedad priénica cuando se administraba después de inoculacion.

Efecto inmunoestimulador de AcM W226 y scFvW226

Para investigar si scFvW226 o el AcM W226 de longitud entera tenian efectos en la respuesta inmunitaria de
linfocitos T, se aislaron linfocitos T de un ratén transgénico que expresaba el receptor de linfocitos T especifico para
la proteina basica de mielina (MBP). Estos linfocitos T proliferarian especificamente tras encontrar el antigeno MBP
1-11, un péptido que comprende los primeros 11 restos N-terminales de la MBP. Se podia demostrar que la adicion
de scFvW226 (A.) o AcM W226 (B.) aumentaba la proliferacion de linfocitos T en presencia de MBP 1-11, indicando
que scFvW226 o AcM W226 tienen efectos inmunoestimuladores.

Por lo tanto, la potencial aplicacion de scFvW226 o sus derivados también es contrarrestar las afecciones
inmunosuprimidas como la anemia aplasica, leucemias, o VIH/SIDA, u otras, o como inmunoadyuvante cuando la
respuesta inmunitaria en los individuos esta debilitada, por ejemplo en pacientes mayores que reciben
inmunizaciones activas.
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Tabla 2
Mutagénesis de CDR3H

. N°. Péptido Secuencia Especifici-aad Afinidad’

s YFCARWNWERDAMDYWG PP D
2. |LH3A3 | YFAARWNWERDAMDYWG PP
3. | LH3A5 YFCAAWNWERDAMDYWG e
AR | YECARANWERDAMOYWG PrPs
5. |LH3A7 YFCARWAWERDAMDYWG | Bro @
8. LH3A8 VFCARWNAERDAMDYWG |~ PrEs . '
7 |LH3AG | YECARWNWARDAMDYWG | BrP™
8 [LH3A10 | YECARWNWEADAMDYWG | . PrP®.

5. [THOATT | YFCARWNWERAANMDYWG | PrP™ _
10. |LHGA13 . | YFCARWNWERDAADYWG [ I
{77 [EFBAT4 | VFCARWNWERDAMAYWG | PE™ | ()
A2, |LH3A15 | YFCARWNWERDAMDAWG | PP™ '
13 |LH3D5 | YFCADWNWERDANDYWG | PP™ 0
4. | LH3R® VFCARWNWRRDAMDYWG G @
15 [LHaD10 | VFCARWNWEDDAMDYWG | Pre™ ' NS
6. |LH3R11 | YFCARWNWERRAMDYWG | PP™_ B

7. | LH3R14 YFCARWNWERDAMRYWG | - Pro™ -

En los péptidos, para cada resto posterior, el aminodcido se sustituyé por una alanina, que se cree que anula las
interacciones de cadenas laterales pero mantiene las estructuras secundarias (n° 1-12). La evaluacion se hizo
comparando la especificidad y afinidad para la precipitacion pull-down de PrPSc con la del péptido LH3 (CDR3H).

Mutagénesis de CDR3H

La tabla 2 muestra un experimento de mutagénesis de péptidos derivados de la SEQ ID NO: 1 (CDR3H,
denominada aqui LH3). En los péptidos derivados, para cada resto posterior, el aminoacido se sustituyé por alanina
(n° 1-12), que se cree que anula las interacciones de cadenas laterales pero mantiene las estructuras secundarias.
También se llevaron a cabo sustituciones adicionales como se muestra en la tabla 2 (n° 13-17). La evaluacion se
hizo comparando la especificidad y afinidad para la precipitacion pull-down de PrP®° con la del péptido LH3 (CDR3H,
SEQ ID NO: 1). Hay tres resultados notables que sirven para estrechar mas la funcion de las cadenas laterales del
péptido LH3 en la especificidad de Prpse (prion-):

1. Mutagénesis de R10 a A10 (n° 8: LH3A10, SEQ ID NO: 13) anula la especificidad de PrP®°: este péptido se une a
PrP°.

2. Los dos camblos M13A (n° 10: LH3A13, SEQ ID NO: 11) y D11R (n° 16: LH3R11, SEQ ID NO: 12) aumentan la
afinidad por Prpse

3. Los cambios en los restos N7A (n° 5: LH3A7) D14A (n° 11: LH3A14), E9R (n° 14: LH3R9), R10D (n° 15: LH3D10)
aumentan ligeramente la afinidad por PrP% mientras que el cambio R5D (n° 13: LH3D5) disminuye ligeramente la
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afinidad por PrP%°.
Materiales y métodos de ejemplo
Construcciones

El hibridoma W226 que segrega el AcM 1gG1 y reconoce tanto PrP® como PrP*° se ha generado por procedimiento
de fusion convencional de células de mieloma con esplenocitos de un ratén con inactivacion génica de PrP (Bueler
et al., 1992) inmunizado con PrP*° de raton purificada. Para preparar una construccion de Fv monocatenario (scFv),
se us6 ARNm purificado de hibridoma W226 para la amplificacion por PCR con el siguiente conjunto de cebadores:

5-AAAACCATGGCGGAGGTCCAGCTGCAGCAGTC-3' (directo de Vh) y 5'-
TGCCGGCCAGTGGATAGTCAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC-3' (inverso de Vh) o 5%
AAAGGATCCGACATTGTGATGACCCAGTCT-3’ (directo de \') y 5'-

AAAAGCGGCCGCGGATACAGTTGGTGCAGCATC-3' (inverso de V). Los productos de la PCR se digirieron con
NgoMIV (Vu) o BamHI (V) y se ligaron al sitio NgoMIV y BamHI de un oligonucleétido conector que codifica un
dominio conector (GlysSer)s (Huston et al., 1988). Se eluyé un fragmento de 800 pb que correspondia al producto de
ligado correcto, de un gel de agarosa y se amplificé usando el cebador directo de Vy o inverso de V. El producto se
cortd con Ncol y Eagl y se ligd en el vector de expresion procariota pET22b (Novagen), permitiendo la expresion con
una secuencia lider pelB N-terminal y un marcador Hisg C-terminal (véase la figura 1). Ademas se cloné un marcador
c-myc en los sitios Eagl/Xhol entre el scFv y el marcador Hiss. Para la construccion de solo el dominio de la cadena
pesada (W226-Hc), se amplificd Vu con los cebadores adecuados permitiendo la clonacién por Ncol y Eagl en
pET22b-Myc/Hise. Para la expresion eucariota de scFvW226, el ADNc de scFvW226 combinado se amplificé con un
cebador 5 que incluia una secuencia lider IgG¢ (Donofrio et al., 2005) y se ligdé por Hindlll/EcoRI (W226) en
pCDNAS3.1 (Invitrogen).

Péptidos

La CDR3H que corresponde a la secuencia NH2-YFCARWNWERDAMDYWG-COOH (cédigo de aminoacidos de
una letra, SEQ ID NO: 1) y el péptido D retro-invertido [(D-)iCDR3H] que corresponde a la secuencia NH2-
gwydmadrewnwracfy-COOH (codigo de aminoacidos de una letra, convenio de mindsculas para péptidos D, SEQ ID
NO: 2) se sintetizaron sin marcar o unidos por el N terminal a 6-carboxi-tetrametilrodamina (TAMRA) por JPT
Peptide Technology (Berlin, Alemania).

Expresion y purificacion de proteinas

La expresion de scFvW226 o W226-Hc se indujo en bacterias Rosetta BL21 (ADE3) (EMD, Novagen Brand,
Madison, WI): las bacterias se desarrollaron a 37°C hasta alta densidad (DOsgo >2,0) en un fermentador de 2 litros
(MoBiTec, Gottingen, Alemania) y se enfriaron sobre hielo antes de la induccién con IPTG 0,5 mM a 15°C durante la
noche. Los sedimentos celulares se lisaron en Tris 20 mM a pH 8,0, T-X100 al 1%, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM,
MgCl, 20 mM, PMSF 1 mM, lisozima 1 mg/ml y DNasa 500 U. Los lisados se clarificaron por centrifugacion y la
proteina soluble en el liquido sobrenadante se purifico mediante columnas Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania).
Después de la carga, la columna se lavo con 10 volimenes de columna (VC) de Tris 20 mM a pH 8,0, NaCl 500 mM,
T-X100 al 1%, imidazol 5 mM, 10 VC de Tris 20 mM a pH 8,0, NaCl 500 mM, TX-100 al 1%, imidazol 20 mMy 10 VC
de Tris 20 mM a pH 8,0, NaCl 1000 mM, imidazol 5 mM. Las proteinas unidas se eluyeron con Tris 20 mM a pH 8,0,
NaCl 300 mM, imidazol 300 mM, dando una pureza de aproximadamente 60% para scFvW226 y 90% para W226-
Hc. El scFvW226 eluido se purific6 mas hasta >95% de pureza por cromatografia de afinidad usando PrP
recombinante de raton (Korth et al., 1999) acoplada a NHS-Sepharose (Amersham) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. De la columna de afinidad, scFvW226 se eluyd con glicina 100 mM a pH 2,5y se
neutralizd inmediatamente con Tris 100 mM a pH 8,8. Finalmente, los fragmentos de anticuerpo purificados se
dializaron dos veces contra PBS. Se midi6 la masa de scFvW226 por espectrometria de masas y se encontré que
era idéntica a la calculada.

Experimentos de precipitacion pull-down

scFvW226, W226-Hc, riCDR3H y CDR3H se acoplaron a NHS-Sepharose. Homogeneizados de cerebro de ratén al
10% preparados a partir de ratones C57BL/6 o C57BL/6 infectados con RML (Chandler, 1961) se diluyeron 1:10 en
Tris HCI 20 mM a pH 8,0, NaCl 150 mM, sarcosilo al 0,3% y se preclarificaron por centrifugacion durante 15 min a
22.000 x g. Se incubd 1 ml de los mismos con 20 pl de perlas cargadas a 4°C durante la noche. En un experimento
de control positivo, se usaron 5 ug de PrP recombinante de ratén en el mismo tampdn. Después de incubacion, las
perlas se lavaron dos veces en tampoén IP1 (Tris 50 mM a pH 7,5, NaCl 150 mM, NP40 al 1%, DOC 0,5%), tampdn
IP2 (Tris 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM, NP40 al 0,1%, DOC al 0,05%) y tampon IP3 (Tris 50 mM a pH 7,5, NP40 al
0,1%, DOC al 0,05%). Cuando era necesario, las perlas también se incubaron con 4 ug de Proteinasa K (Merck,
Darmstadt, Alemania) en 20 pl de tampdn IP3 antes de elucion de la PrP unida con 2 x tampon de carga a 95°C. Los
eluatos se separaron en gel de Tris HCI al 4%-20% (Biorad, EE.UU.) y la PrP se detecto por transferencia Western
usando el AcM W226.
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Analisis de dicroismo circular (CD)

Se registraron los espectros de CD de UV lejano (195-250 nm) usando un espectrometro Jasco J-810. Condiciones
de la muestra: proteina 3 yM en NaPO4 20 mM a pH 7,5, EDTA 0,2 mM a temperatura ambiente (cubeta de 2 mm).
Condiciones de barrido: velocidad de barrido 20 nm/min, sensibilidad100 mdeg, paso 0,2 nm, ancho de banda 1 nm,
tiempo de respuesta 2 s, 40 acumulaciones.

Fraccionamiento con campo de flujo asimétrico (aFFF)

Sistema: Eclipse 2 equipado con HELEOS, Optilab Rex (Wyatt Technologies, EE.UU.) y un detector de longitud de
onda multiple (Agilent, EE.UU.). Programas de ordenador: Eclipse 2.5 y Astra 5.3.1.4. Condiciones: el scFvW226 se
separ6 en Tris-HCI 10 mM a pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM con un flujo de canal de 1 ml/min. usando un
espaciador de 490 uym y una membrana de celulosa con corte de exclusidon de peso molecular de 5 kDa. Esquema
de flujo: inyeccién de muestra (50 pl/75 pg) — enfoque (2 min, flujo transversal 3 ml/min (V)) — 12 fase de elucién
(20 min, V lineal 2 ml/min) — 22 fase (5 min gradiente de V 2,0-0,15 ml/min) — 32 fase (5 min V desconectado).

Anadlisis de resonancia de plasmoén de superficie (SPR)

Las cinéticas de union se determinaron en un Biacore 1000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia). Se diluyé PrP
recombinante de ratéon (1 yM) en NaOAc 10 mM pH 4,5 y se inmovilizd en chip CM5 activado con EDC/NHS
Biacore) con 5 pl/min. Después de inmovilizacion y bloqueo con etanolamina, el chip se lavé con NaOH 50 mM hasta
obtenerse una sefial estable. La densidad de superficie final eran aproximadamente 2000 UR. Todos los analisis de
SPR cinéticos se llevaron a cabo con un flujo de PBS de 5 pl/min y se inyectaron fragmentos de anticuerpo en
diferentes concentraciones en el intervalo de x a y nM. La asociacion y disociacion se registraron durante 180 s
respectivamente. Después de cada ciclo, la superficie se regenerd con a x s pulsos de NaOH 50 mM. Los datos
cinéticos se calcularon usando el programa de ordenador BlAevaluation 4.1 segin un modelo de unién 1:1
(Langmuir).

Ensayo de inhibicién de PrPS°
Inhibicion por fragmentos de anticuerpo purificados

Células ScN2a (Bosque y Prusiner, 2000; Butler et al., 1988) se desarrollaron en MEM, complementado con L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/mly FCS al 10%. Para el tratamiento, las células ScN2a
se sembraron en placas de 60 mm y se incubaron con fragmentos de anticuerpo durante 7 dias. Después de 3 dias,
se cambio el medio/fragmentos de anticuerpo. Las células se lisaron en 500 pl de tampdn de lisis (Tris HCI 50 mM a
pH 8,0, NaCl 150 mM, T-X100 al 0,5%, DOC al 0,5%) y se trataron cantidades iguales de lisatos con proteinasa K
(20 pg/ml) durante 30 min a 37°C. Después de detener la digestion con proteasa con PMSF 100 uM, la PrP®® en 400
pl de tampdn de lisis se sedimentd a 100.000 x g en un rotor TLA-55 una ultracentrifuga Optima (BeckmanCoulter,
EE.UU.). La PrP* se detecté después de separacion en un gel de Tri-HCI al 4% - 20% (Biorad, EE.UU.) por
transferencia Western usando AcM W226.

Inhibicion de fragmentos de anticuerpos expresados en células

Células ScN2a se dividieron en placas de 60 mm el dia antes de la transfeccion para obtener una confluencia de
50% y se transfectaron 1,3 pg de plasmido pcDNA que codificaba scFvW226 o scFv de control con HiPerfect
(Qiagen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 4 dias, las células se lisaron y se
analizo la PrP®® como se ha descrito antes, o se transfirieron a una placa de 100 mm y se incubaron durante 3 dias
adicionales antes de la lisis. Ademas, células N2a no infectadas se transfectaron de la forma descrita, y después de
4 dias, se transfiri6 medio condicionado a las células ScN2a recién sembradas, que posteriormente se incubaron
durante otros 4 dias.

Bioensayo

Se llevaron a cabo dos experimentos de tratamiento separados para determinar la presencia de priones después del
tratamiento con scFvW226 o AcM W226 de longitud entera por inoculacion en ratones tg20 (Fischer et al., 1996): las
células ScN2a se desarrollaron en placas de 60 mm y se trataron con 10 nM, 30 nM, 100 nM o 300 nM durante 10
dias con dos divisiones y renovaciones de scFvW226. En un segundo experimento, las células ScN2a se
desarrollaron en placas de 60 mm y se trataron con W226-scFv o W226-Hc 320 nM. Después de 3 semanas de
tratamiento, incluyendo dos pasos, las células se recogieron mediante raspado, se lavaron en PBS, se contaron y se
volvieron a suspender en 100 pyl de PBS, seguido de 5 ciclos de congelaciéon/descongelacion. Para ambos
experimentos, se inyectaron 20 pl de lisatos correspondientes a 0,8 o 2,8x10e5 células, via i.c. en 5 ratones tg20
para cada condicién de tratamiento.

Tincion inmunofluorescente de células ScN2a

Células ScN2a vivas se lavaron con PBS y, en una de las condiciones, se preincubaron con medio que contenia
scFvW226 100 uM durante 30 min a t.a. Posteriormente, se afiadié riCDR3H o CDR3H marcada con TAMRA 1 uM
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digerida con tripsina o no digerida. La digestion con tripsina se llevd a cabo con 100 ug de tripsina durante 3 h a
37°C. Después de incubacién con péptidos marcados durante 3 h, las células se fijaron con paraformaldehido al 4%
y se lavaron tres veces con PBS antes de inspeccion.

La proteina prionica, PrP, existe en varias conformaciones estables, con preferencia de una conformacion, PrPSC,
asociada a enfermedades neurodegenerativas transmisibles. La localizacion de PrP por ligandos de alta afinidad ha
probados ser una forma eficaz de prevenir infecciones prionicas periféricas. Aqui, se han generado fragmentos
monocatenarios recombinantes de los dominios variables (scFv) de un anticuerpo monoclinal en E. coli,
originalmente generados contra Prps° purificada y que reconocen tanto PrP® como PrP*°. Este fragmento scFv tenia
una constante de disociacion (Kp) con la PrP recombinante de 2 nM y eliminaba priones en células ScN2a en
concentracion 4 nM, como se demostré por bioensayo. La expresion recombinante de solo su regiéon determinante
de la complementariedad 3 de la cadena pesada (CDR3H) conducia al reconocimiento especifico de conformacion
de solo PrP®® en solucién, sin embargo, se perdia la actividad antipriénica. La sintesis del péptido D retro-invertido
de CDR3H reintegraba la actividad antipriénica. Por lo tanto, 1. scFvW226 es hasta ahora el polipéptido mas
pequefio con actividad antipriénica probada por bioensayo, y 2. la especificidad de conformacion diferencial se
puede regular orquestando la participacion de diferentes CDR.

Experimentos de mutagénesis

Se sintetizaron péptidos en JPT Peptides (Berlin, Alemania) con >70% de pureza y se purificaron por HPLC. Los
péptidos se acoplaron a NHS-Sepharose por su amina libre N-terminal y se usaron en un experimento de
precipitacion pull-down como se ha descrito antes. Después se llevdo a cabo la evaluacion comparando la
especificidad y afinidad por la precipitacion pull-down de PrPSc con el péptido CDR3H (denominado también LH3).
Los resultados de esta investigacion se citan en la tabla 2.
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Ala

Ser

Gly

Tyr

Ser

100

Ala

Tyr

Pro

Gly

Met

Arg

Phe

Leu

ASn

85

Asn

val

Trp

Pro

Ser
165

Asp Ile val Met Thr
1 .. 5

Asp Gln Ala Ser Ile
20

ser Gly ggr Pro His

Pro Gln Leu Leu Ile

50

Ala
Pro
Thr
Glu
70

Glu
Thr
Tyr
Gly

Ser

Gjy

GIn

Ser

Leu

Tyr

Met

Gly

Gly

55

Trp

Lys

Ala

Phe

Ala

Thr
40

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

120

GIn
135

Gly

Thr
Cys

Asn

Asp.
150

Gly

Tyr

Gly

Pro

Arg

.Trp

40

Arg
55

val

ES 2557901 T3

Glu
25

ser
Gly
Gly
Lys
Met
105
Ala
Thr

Pro

Gly

Leu

ser
25

Tyr

ser

val
val
val
Glu
%
Glu
Arg
ser
Leu

ser
170

ser
10

Ser

Leu

Asn

Gln

Asn

Ser

Ile

Leu

Leu

Trp

60

Tyr

75

Lys
Leu
Trp

val

Ala

155

Asp

Leu

Gln

Gln

Arg

Ala
Arg

Asn

Thr.
140

Gly

Ile

Pro

Ser

Lys

#he

"~ 60

18

GIn GIn
30

ser Cys
45 .
val Lys

Pro Arg

Thr-Leu

ser Leu
110

Trp Glu
12

va1'$er

Gly Gly

val Met

val ser

Lteu Glu
30

Pro Gly

45

Ser Gly

Ser

Lys

Gln

ser

Thr

95

Thr

Arg

ser

Gly

Thr-

175

Leu
15

Ser

Gln

vat

Gly
Thr
Arg
Gly
80

Ala
Ser
Asp

A]a

ser

160

GIn

Gly
Ser
ser

Leu.
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Asp Arg Phe
65

Ser Arg val
Thr His val

Arg Ala Asp
115

<210>6
<211> 311
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> scFv

<400> 6

¥et Lys Tyr

Ala GIn Pro

Ala Glu Leu

35
Gly
50

Ser

Ile Gln

65

Gly

Asn Thr Tyr

Asp Lys Ser

Glu Ser

115

Asp

Ala Met

130

Asp

Thr Thr

145

Gly Gly Gly

Tyr-:

Pro

ser Gly ser

70

Ala Glu
85

Glu

Pro Trp Thr
100

Ala Ala Pro

Leu Leu Pro

Ala
20

Met Ala

Ala Arg Pro

Ser pPhe Thr

Glu
70

Gly Leu

Asn Glu

Tyr
85

Ser Asn Thr

100

Ala val Tyr

Tyr Trp Gly

Ser
i50

Pro

ser Gly

165

Gly

Gly

ASp

Phe

Thr

Thr

Met

Gly

Gly

55

Trp

Lys

Ala

Phe

GlIn

135

Asp

Gly

ser
Leu
Gly

val
120

Ala
Ala
Thr
40

Tyr
Ile
Phe
Tyr
cys
120
Gly

Tyr

Gly

ES 2557901 T3

Gly
Gly
Gly

Ser

Ala
Glu
Ser
Gly
Gly
Lys
Met
105
Aja
Thr

Pro

Gly

Thr
val
90

Gly

Ala

Ala

10

val

val

val

Glu

Gly

90

Glu

Arg

ser

Leu

Ser
170

Asp Phe Thr Leu
75

Tyr Phe Cys Leu

Thr Lys Leu Glu

ATa

Gly
GlIn
Asn
ser
Ile
75

Lys
Leu
Trp
val
Ala

155

Asp

Leu

Leu

Leu

Trp

60

Tyr

Ala

Arg

Asn

Thr

140

Gly

Ile

19

Leu

Glin

ser

45

val

Pro

Thr

ser

Trp

val

Gly

val

110

Leu

GlIn

30

Cys

Lys

Arg

Leu

Leu

110

Glu

ser

Gly

Met

Gln
Gln

95

Ile

Leu

15

ser

Lys

Gln

ser

Thr

95

Thr

Arg

Ser

Gly

Thr
175

Ile
80
Ile

Lys

Ala
Gly
Thr
Arg
&
Ala
ser
Asp
Ala
ser

160

GlIn
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15

Thr Pro

Cys Arg

Asn Trp

210

val
225

Gly Ser

Asp Leu
Phe Gly

val
290

Thr

Glu His

305

<210>7
<211> 821
<212> ADN

Leu
ser
195
Tyr
Ser
Gly
Gly
Gly
2

Ser

His

Ser Leu

180

ser Gln

Leu GlIn

Asn Arg

Thr Asp

245

val
260

Tyr
Gly Thr
'A1a Ala

His His

Pro
ser
Lys
%5
phe
Phe
Lys
Glu

His
310

val

Leu

Pro

215

Ser

Thr

cys

Leu

Glu

295

His

Ser

Glu

200

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

280

Gln

ES 2557901 T3

Leu

185

Ser

Gln

val

Gln

Gln

265

Ile

Lys

Gly

ser

Ser

Leu

Ile

250

Ile

Lys

Leu

Asp
ser
Pro
ASp
ser
Thr
Arg

Ile

Gln

Gly

Gln

220

Arg

Arg

His

Ala

ser
300

Ala

Tyr

205

Leu

Phe

val

val

Asp

285

Glu

ser

190

Pro

Leu

Ser

Glu

Pro
270

Ala

Glu

Ile

His

Ile

Gly

Ala

Trp

Ala

Asp

ser

Leu

Tyr

Ser

240

Glu

Thr

Pro

Leu

<213> Mus musculus

<400> 7

aaaaccatgg
tcagtgaagt
gtgaagcaga
ggtactaact
agcacagcat
acaagagact
tctgcagaga
ggaggtggct
cctgtcagtc
agtaatggaa
ctgatctaca

tcagggacag

tactgctttc

aaacgggctg

<210> 8
<211> 480
<212> ADN

cggatgtgaa
tgtcctgcaa
ggcctggaca
tcaatgagaa
acatgcaaet
ataggtacgc
gtcagtcctt
ctggcggtag
ttggagatca
acacctatrt
aagtttccaa

atttcacact

aaggttcaca

atgctgcacc

<213> Mus musculus

<400> 8

gcttcaggag
ggctrctgge
aggccttgag
gttcaagagc
cagcagectg
ctggtttgct
cccaaatgtc
cggatccgat
agcctccate
agaatggtac
ccgattttct

caagatcagc

tgttcegtac

aactgtatcc

tctggggcetg
tacaccttca
tggattggag
aaggccacac
acatctgagg
tactggggcc
ttccececteg
gttttgatga
tcttgcagat
ctgcagaaac
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggag

cggecgettt

aactggtgaa
ccagctacta
agattaatcc
tgactgtaga
actctgcggt
aagggactét
ccggcggagg
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

gggggaccaa
t

20

gcctggggct
tatgtactgg

tagcaatggt

caaatcctcec
ctattactgt
ggtcactgtc
cggttcaggc
actctccctg
cattgtacat
TCccaaagetc
tggcagtgga
gggagtttat

gctggaaata

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
821
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15

20

atgaaatacc
atggccatgg
tcagtgaacc
gtgaagcagc
aatacttact
aacacggcgt
gcaagatgga
gtctcctcag
<210>9

<211> 369
<212> ADN

tgctgccegac
cggaggtcca
tgtcttgtaa
gaattggaca
acaatgagaa
acatggagct
actgggaaag

cCaaaacgac

<213> Mus musculus

<400> 9

gacattgtga
atctcttgca
tacctccaga
tctggggtec
agcagagtgg
tggacgttcg
tccgeggec
<210> 10

<211> 936
<212> ADN

tgacccaaac
ggtctagtca
aaccaggcca
tagacéggtt
aggctgagga
gtggaggcac

<213> Artificial

<220>

<223> scFv Myc-His (H6/L5)

<400> 10

atgaaatacc
atggccatgg
tcagtgaacc
gtgaagcagc

aatacttact

tgctgccgac
cggaggtcca
tgtcttgtaa
gaattggaca

acaatgagaa

cgctgctgct
gctgcageag
gacttctggc
gggecttgag
gttcaagggc
ccgcagectg
ggatgcaatg

acccccatct

tccactctec
gagccttgaa
gtctccacaa
cagtggtagt
tttgggagtt

caagctggaa

cgctgetget
gctgcageag
gacttctgge
gggccttgag
gttcaagggc

ES 2557901 T3

ggtctgctgce
tctggagctg
tacagcttca
tggattggag
aaggccacac
acatctgagg
gactactggg

gactatccac

ctgcctgtea
agcagtagtg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgec

atcaaacggg

ggtctgetge
tctggagetg
tacagcttca
tggattggag
aaggccacac

tcctegetgce
agctggcgag
caggctatgg
agatttatcc
tgactgcaga
actctgcggt
gtcaaggaac

tagccggegg

gtcttggaga
gatatcccca
acagggtttc
cagatttcac
tccaaattac

ctgatgetge

tcctegetge
agctggcgag
caggctatgg
agatttatcc
tgactgcaga

21

ccagceceggeg
gcctgggact
tgtaagttgg
tagaagtggt
caaatcctcc
ctatttctgt
ctcagtcacc

aggcggttca

tcaagcctcc
tttgaactgg
caaccgattt
actgcaaatc
acatgtcccg

accaactgta

ccagccggeg
gcctgggact
tgtaagttgg
tagaagtggt

caaatcctcec

60
120
180
240
300
360
420
480

60
120
180
240
300
360
369

60
120
180
240
300
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20

25

30

35

aacacggcgt
gcaagatgga
gtctcctcag
ggcggaggtg
ctgcetgtca
agcagtagtg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgec
atcaaacggg

gaagaagatc

<210> 11
<211> 17
<212> PRT

acatggagct
actgggaaag
ccaaaacgac
gctetggegg
gtcttggaga
gatatcccca
acagggtttc
cagatttcac
tccaaattac
ctgatgcetgc

tcgagcacca

<213> Artificial

<220>

ccgcagectg
ggatgcaatg
acccccatct
tggcggatcec
tcaagectee
tttgaactgg
caaccgattt
actgcaaatc
acatgtcccg
accaactgta

ccaccaccac

<223> mutante M13A de CDR3H

<400> 11

ES 2557901 T3

acatctgagg
gactactggg
gactatccac
gacattgtga
atctcttgea
tacctccaga
tctggggtec
agcagagtgg
tggacgttcg
tccgeggecg

cactga

actctgcggt
gtcaaggaac
tagceggcgg
tgacccaaac
ggtctagtca
aaccaggcca
tagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac
aagaacagaa

ctatttctgt
ctcagtcacc
aggcggttca
tccactctcc
gagccttgaa
gtctccacaa
cagtggtagt
tttgggagtt
caagctggaa

actgatcagc

Tyr Phe Cys Ala érg Trp Asn Trp Glu éag Asp Ala Ala Asp Igr Trp
1

Gly

<210> 12
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> mutante D11R de CDR3H

<400> 12

Tyr Phe Cys Ala Arg Trp Asn Trp Glu ?69 Arg Ala Met Asp Igr Trp
1 5

Gly

<210> 13
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>mutante R10A de CDR3H

<400> 13

Tyr Phe Cys Ala Arg Trp Asn Trp Glu éga Asp Ala Met Asp Igr Trp
. 5 .

Gly

22

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936
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REIVINDICACIONES

1.- Péptido que reconoce especificamente una proteina priénica, que consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada de un grupo que consiste en:

una region determinante de la complementariedad (CDR) segun la SEQ ID NO: 1,
una region determinante de la complementariedad (CDR) segun la SEQ ID NO: 11,
una region determinante de la complementariedad (CDR) segun la SEQ ID NO: 12,
una region determinante de la complementariedad (CDR) segun la SEQ ID NO: 13,y
un péptido D retro-invertido de dicha CDR segun la SEQ ID NO: 2.

2.- Péptido segun la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos una secuencia sefial y/o marcadora.
3.- Una molécula de acido nucleico seleccionada de un grupo que consiste en

a. moléculas de acido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1;

b. moléculas de acido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 2;

c. moléculas de acido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 11;

d. moléculas de acido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 12; y

secuencia de

o

e. moléculas de acido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 13.

4.- Kit que comprende el péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, y/o la molécula de acido nucleico
segun la reivindicacion 3.

5.- Preparacién farmacéutica que comprende el péptido segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, y/o la
molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 3.

6.- Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o el kit segun la reivindicaciéon 4, o la preparacion
farmacéutica segun la reivindicacion 5, para usar en el diagnostico y/o tratamiento de enfermedades relacionadas
con priones.

7.- Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o el kit segun la reivindicacion 4, o la preparacion
farmacéutica segun la reivindicacion 5, para usar para producir un efecto inmunoestimulador.
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n.t. quinacrina scFvW226 W226
[nM]) 1000 3,232320 16
PK - * - 4+ -+ F o+ - %

1 semana después
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3 semanas después
de tratamiento

quinacrina n.t. scFvW226

[nM] 1000 02505 1 2 4

PK - + - + + + + + +
43— a

. . 1semana después
“* de tratamiento
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Fig. 4

n.t. Q W226-Hc (DJriCDR3H  L-CDR3H
[uM] 1724 '"o5 1 2 4051 2 4
43 - . - t

L-CDR3H

(D)HCDR3H

: Ensayq pull-down

"'L-CDR3H  (D-JriCDR3H _sin péptido_"
N Sc N Sc' NSc N Sc'N Sc N S¢c N Sc N Sc
B e

- — .'.--__:_‘_,-____-_. . A_y o _”.____ _'_ L
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