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DESCRIPCIÓN

Fragmento de anticuerpo anti-proteína priónica

Campo de la invención

La invención se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que reconoce una proteína priónica. La invención
se refiere además a una molécula de ácido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo y a un5
método para generar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Antecedentes de la invención

Las enfermedades priónicas son enfermedades únicas, transmisibles, neurodegenerativas, puesto que el agente
infeccioso consiste solamente en una isoforma conformacional alternativa de la proteína priónica codificada por el
hospedante, PrPSc, que se multiplica sin un ácido nucleico (Prusiner, 1982; Prusiner, 1998; Safar et al., 2005). Se10
cree que la multiplicación se produce por inducción de la conformación infecciosa en la proteína priónica normal PrP

c

(Prusiner, 1982). Las diferentes conformaciones estables o “confórmeros” de la PrP han promovido el concepto de
enfermedades conformacionales de proteínas dentro de las enfermedades neurodegenerativas, afirmando que una
proteína 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 proteínas mal plegadas, el análisis estructural ha sido15
difícil, la generación de ligandos específicos para las proteínas mal plegadas ha sido clave para analizar estas
conformaciones de proteínas en su entorno celular (Leliveld y Korth, 2007). La noción de que los confórmeros
plegados de forma alternativa u oligómeros solubles de las proteínas más que los depósitos de proteínas insolubles,
son decisivos en los procesos patológicos, ha centrado los esfuerzos en el desarrollo de ligandos específicos de
confórmero u oligómero. Se han generado anticuerpos monoclonales (AcM) específicos de conformación contra  20
PrPSc (Korth et al., 1997; Paramithiotis et al., 2003) o contra oligómeros Aβ que son los confórmeros patógenos
mayoritarios en la enfermedad de Alzheimer (Kayed et al., 2003), permitiendo la detección de confórmeros
individuales de proteínas dentro de una población de proteínas. Estos reactivos se han convertido en reactivos clave
en la detección de la presencia de estos confórmeros asociados con la enfermedad en tejidos o fluidos corporales,
como método de identificación de individuos asintomáticos o en etapas tempranas con riesgo de desarrollar la25
enfermedad priónica (Kuhn et al., 2005; Nazor et al., 2005) o enfermedades relacionadas con el oligómero Aβ
(Lesne et al., 2006; Luibl et al., 2006).

El documento WO93/11155 describe la generación de anticuerpos anti-priones, su uso en la profilaxis o tratamiento
de enfermedades priónicas y la generación de anticuerpos anti-idiotípicos (página 26, líneas 33- página 36, línea 10
reivindicaciones 45-48). También describe péptidos que incluyen aminoácidos retro-invertidos (reivindicación 33,30
página 22, líneas 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 propagación de priones. 3S9 reconoce un epítopo que incluye Tyr154
en la hélice 1 del PrP. 3S9 excluía totalmente PrPsc de las líneas celulares e inhibía la conversión de PrPc en PrPsc
(tabla 2, fig. 4, resultado nº 2).35

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

El documento WO2004050120 describe anticuerpos anti-PrP que inhiben priones in vivo. ICSM35 se une a la PrPc
beta y PrPsc entre los aminoácidos 91-110. ICSM18 reconoce los restos 146-159 de PrP (ejemplos 1,2). Ambos40
anticuerpos reducen los niveles esplénicos de PrPsc.

Hasta ahora, no hay farmacoterapia de enfermedades neurodegenerativas dirigida a intervenir con las causas
biológicas fundamentales de estas enfermedades. Se han llevado a cabo procedimientos de inmunización activos o
pasivos dirigidos a confórmeros Aß asociados con la enfermedad en el caso de la enfermedad de Alzheimer (Schenk
et al., 1999)  o que protegen el confórmero del sustrato “normal” PrPc en el caso de enfermedades priónicas (White45
et al., 2003) en modelos de ratones de estas enfermedades. Específicamente, la administración de AcM en la
prevención de síntomas asociados con la enfermedad en modelos de ratones tanto de enfermedad priónica como en
la enfermedad de Alzheimer (Bard et al., 2000; White et al., 2003). Aunque en el caso de los AcM anti-Aβ, parece
que estos pasan la barrera hematoencefálica (BHE) para prevenir la agregación Aβ (Bard et al., 2000), los
anticuerpos anti-PrP para prevenir la enfermedad priónica solo han tenido éxito después de inoculación periférica50
(intraperitoneal) cuando podían actuar en sitios periféricos de multiplicación (Heppner et al., 2001; White et al.,
2003). Por lo tanto, aunque parece que los AcM anti-Aβ pasan fácilmente la BHE, los AcM anti-PrP no lo hacen.

Resumen de la invención

Por lo tanto, un objetivo de la invención es proporcionar una molécula de tipo anticuerpo que tenga permeabilidad
mejorada de la BHE y opciones terapéuticas con anticuerpos para enfermedades priónicas.55
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Según la invención, se proporciona un péptido que reconoce específicamente una proteína priónica, es decir, PrPc

y/o PrPSc, y que consiste en una secuencia de aminoácidos que consiste en una región 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 según la invención que
comprende la región determinante de la complementariedad 3 de la cadena pesada (CDR3H) solo se une a PrPSc de5
una forma específica de la conformación. Un péptido según la invención que comprende un mutante M13A o D11R
de CDR3H solo se une a PrPSc de una forma específica de la conformación. Un péptido según la invención que
comprende un mutante R10A de CDR3H solo se une a PrPc de una forma específica de la conformación. Un péptido
según la invención que comprende un péptido D retro-invertido de CDR3H ((D-)CDR3H) se une específicamente a
PrPSc y presenta actividad antipriónica, demostrando que estos péptidos que contienen 16 aminoácidos tienen10
potencial como agentes de diagnóstico y terapéuticos en enfermedades priónicas.

Todos los péptidos según la invención se unen a PrPc y/o PrPSc, tienen permeabilidad mejorada en la BHE y ofrecen
nuevas opciones analíticas y terapéuticas para enfermedades priónicas.

También se describe que la región determinante de la complementariedad (CDR) puede estar contenida en al
menos una región variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4. El anticuerpo o fragmento de15
anticuerpo puede comprender además al menos una región variable de la cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID
NO: 5. En este caso, es ventajoso que al menos una región variable de la cadena pesada y al menos una región
variable de la cadena ligera estén unidas por un péptido conector, preferiblemente (Gly4Ser)3. Por lo tanto, de
acuerdo con una realización preferida de la invención, el fragmento de anticuerpo es un fragmento scFv que
comprende al menos una región variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 y al menos una20
región variable de la cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID NO: 5. El fragmento scFv según la invención, se une
específicamente aPrPc y PrPSc y presenta actividad antipriónica, de modo que se puede usar en el análisis y
tratamiento de enfermedades relacionadas con priones.

Con el fin de potenciar la excreción de un péptido recombinante según la invención, el péptido puede comprender
además al menos una secuencia señal, preferiblemente pelB de E. coli o un péptido líder similar. Las secuencias25
directoras adecuadas son también, por ejemplo, fragmentos de anticuerpos específicos de tejido o específicos de
célula, que son capaces de dirigir el péptido según la invención a las células diana deseadas, en particular en el
cerebro. Además, se pueden fusionar péptidos señal tales como secuencias de localización nuclear (SLN) con el
péptido según la invención, con el fin de guiarlo dentro de una célula diana, por ejemplo al núcleo. Si un péptido
según la invención comprende además al menos una secuencia marcadora, se puede facilitar la detección y/o30
purificación 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 rábano
picante, luciferasa o proteína verde fluorescente potenciada. Es decir, el péptido según la invención se puede clonar
y expresar como un péptido o proteína de fusión.

En una realización preferida de la invención, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo según la invención comprende35
la secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 6, que es un fragmento scFv que comprende al menos
una región variable de la cadena pesada de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 y al menos una región variable de la
cadena ligera de acuerdo con la SEQ ID NO: 5.

Son posibles péptidos que, a nivel de aminoácidos, son al menos 85%, preferiblemente 90%, más preferido 95%,
idénticos al péptido descrito antes. Básicamente, la invención comprende todos los derivados de péptido L o D que40
pueden competir con CDR3H o riCDR3H a parte de su interacción con PrPSc, y todos los péptidos L o D donde se
sustituyen entre sí aminoácidos con carga, hidrofobicidad, aromaticidad o hidroxilo equivalentes (aminoácidos
equivalentes con carga positiva: lisina y arginina, aminoácidos equivalentes con carga negativa: aspartato,
glutamato; aminoácidos equivalentes hidrófobos: alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina; aminoácidos
equivalentes alcohólicos: serina y treonina; aminoácidos equivalentes neutros: glicina y prolina).45

La invención incluye además una molécula de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en

a) moléculas de ácido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoácidos según la SEQ
ID NO: 1;

b) moléculas de ácido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoácidos según la SEQ
ID NO: 2;50

c) moléculas de ácido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoácidos según la SEQ
ID NO: 11;

d) moléculas de ácido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoácidos según la SEQ
ID NO: 12;

e)  moléculas de ácido nucleico que codifican un péptido que comprende la secuencia de aminoácidos según la SEQ55
ID NO: 13;
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Se describe además, un método para generar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que reconoce
específicamente una proteína priónica. El método comprende:

a) generar un anticuerpo que reconoce un dominio específico de la proteína priónica;

b) aislar una secuencia de aminoácidos específica de antígeno de dicho anticuerpo; y

c) generar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-idiotípico, que reconoce dicha secuencia de aminoácidos5
específica de antígeno.

El método descrito de generación 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 inmunización con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a un dominio de interacción de la PrP, que permite que una proteína priónica interaccione con10
otra proteína priónica, y usarlo como un inmunógeno para superar la autotolerancia a este antígeno.
Sorprendentemente, si el dominio específico es un dominio de interacción de la proteína priónica, el anticuerpo anti-
idiotípico reconoce PrPc y/o PrPSc y tiene actividad antipriónica. En el método, la secuencia de aminoácidos
específica de antígeno puede ser una región 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, de15
acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

La invención se refiere además a un kit que comprende el péptido según la invención y/o la molécula de ácido
nucleico según la invención.

La invención también se refiere a una preparación farmacéutica que comprende el péptido según la invención y/o la
molécula de ácido nucleico según la invención.20

El péptido según la invención o el kit según la invención o la preparación farmacéutica según la invención, se
pueden usar ventajosamente en el diagnóstico y/o tratamiento de enfermedades relacionadas con priones u otras
enfermedades, donde se ha demostrado que la manipulación de la proteína priónica mediante la unión de
anticuerpo/ligando, influye en la evolución de la enfermedad. El péptido según la invención o el kit según la invención
o la preparación farmacéutica según la invención, se pueden usar además ventajosamente con el fin de producir un25
efecto inmunoestimulador.

Descripción detallada de realizaciones varias y preferidas de la invención.

Según la invención, se proporciona un scFv activo antipriónico, de alta afinidad, que se podría expresar con altos
rendimientos como una proteína soluble dirigida al espacio periplasmático en E. coli. Debido a su actividad
antipriónica fiable, el fragmento de anticuerpo se puede usar para tratar infecciones priónicas in vivo. La proteína de30
aproximadamente 30 kDa es el fragmento de polipéptido más pequeño cuya actividad antipriónica se haya nunca
confirmado por bioensayos, después de los fragmentos Fab activos antipriónicos que son aproximadamente el doble
de grandes (Peretz et al., 2001). Los fragmentos de anticuerpo según la invención se pueden modificar fácilmente
por recombinación, si es necesario, para transportar el fragmento de unión a PrP a través de la BHE, y dirigirlo a los
sitios subcelulares de acción en el SNC y sitios periféricos de multiplicación.35

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

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 muestra un dibujo esquemático de una realización de los fragmentos de anticuerpos según la invención.
Los dominios variables de la cadena pesada y ligera de W226, conectados por un dominio conector (Gly4Ser)340
flexible, (scFv) y W226-Hc se clonaron en el vector de expresión procariota pET22b, permitiendo la secreción de los
fragmentos de anticuerpo en el periplasma por una secuencia líder pEL-B N-terminal. Además, se incluyeron
marcadores myc e his6 C-terminales. La secuencia de CDR3 de la cadena pesada en L-(CDR3H) o forma retro-
invertida (riCDR3H) se muestra debajo.

La figura 2 muestra45

a) Un gel teñido con Coomassie del procedimiento de purificación que implica cromatografía de afinidad de metal
(IMAC) y posteriormente cromatografía de afinidad de PrP (muestras después de etapas de purificación individuales
como se indica). La fracción final después de la elución de la columna de afinidad de PrP es pura (flecha).

b) Un análisis con campo de flujo de flujo asimétrico de scFvW226. El scFvW226 consistía en aproximadamente
82% (p/p) de monómeros y 16% de dímeros. Las partículas mayores que se han detectado posiblemente eran50
tetrámeros (~120 kDa, ≤2%).

c. Cuantificación de la unión de scFvW226-PrP por espectroscopía de resonancia de plasmón de superficie (SPR).
PrP recombinante de ratón se inmovilizó en un chip CM5. Se inyectó scFvW226 en concentraciones en el intervalo
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de x a y con un caudal de 30 µl/min. Se registraron curvas de asociación y disociación durante 180 s. Después de
cada análisis la superficie se regeneró con NaOH 10 mM. Los cálculos de ajuste de la curva dieron una KD de 2 nM.

d. Una transferencia western de una inmunoprecipitación de homogeneizados de cerebro de ratón normales (N) e
infectados con tembladera (Sc) con scFvW226 inmovilizado. El material de partida está transferido al panel
izquierdo. El homogeneizado normal precipita por pull-down y el material precipitado por pull-down de los cerebros5
de tembladera es resistente a proteasa, indicando que scFvW226 reconoce tanto PrPc como PrPSc.

La figura 3 muestra

a) Una transferencia Western de lisados de células ScN2a tratadas por transfección con IgGκ-scFvW226
recombinante o por transferencia con líquido sobrenadante de medio condicionado de células N2a transfectadas con
IgGκ-scFvW226, no infectadas. Las células ScN2a eran (de izquierda a derecha) no tratadas, transfectadas con10
vector vacío (pCDNA 3.1.), transfectadas con IgGκ-scFv19B10 de control o IgGκ-scFvW226 durante 4 días o 7 días.
Además, se usó el medio condicionado de células N2a transfectadas con IgGκ-scFv19B10 de control, o IgGκ-
scFvW226 en las células ScN2a durante 4 días. Además, se usó scFv19B10 de control recombinante o scFvW226
generado en E. coli en una concentración 10 nM durante 7 días. La transferencia demuestra claramente que todas
las construcciones que contienen scFvW226 son activas antipriónicas.15

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 interrumpió durante 1 semana (panel superior) o 3 semanas (“experimento de
desactivación”, 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 eliminación priónica de20
scFvW226 recombinante de E. coli.

c) Una transferencia Western de lisados de células ScN2a tratados con scFvW226 recombinante de E. coli, para
determinar la concentración mínima eliminadora de priones. Las células ScN2a se trataron con diferentes
concentraciones de scFvW226 como se indica, durante una semana. Con una concentración mínima 4 nM,
scFvW226 eliminaba los priones.25

La figura 4 muestra la especificidad de conformación diferencial y actividad antipriónica de la región 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 µM (Q), con dominio de la cadena pesada recombinante (W226-Hc) de E. coli, (D-)riCDR3H sintética, o30
L-CDR3H en la concentración indicada. Solo (D-)riCDR3H tenía actividad antirpiónica con concentración 4 µM.

b) Un modelo de la representación 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 básicos y ácidos, respectivamente. Se puede
ver claramente que las posiciones de los grupos funcionales de las cadenas laterales se conservan a pesar de la
inversión de la secuencia de aminoácido. Los colores para las posiciones de átomos son rojo claro = O, azul claro =35
N, gris = C, blanco = H, amarillo = S.

c) Una transferencia Western de experimentos de precipitación pull-down de homogeneizados de cerebro de ratón
normales (N) o infectados con la tembladera (Sc) con L-CDR3H o (D)-riCDR3H inmovilizada. La digestión con
proteasa (PK) con 200 µg/ml indicaba la presencia de PrPSc. Mientras que scFvW226 podía precipitar tanto PrPC

como PrPSc (figura 2c), la región CDR3H precipitaba por pull-down solo PrPSc de una forma específica de la40
conformación, como lo hacía también el péptido (D-)riCDR3H.

La figura 5 muestra la tinción 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 µM durante 3
horas y después de lavar con PBS, se detectaron los péptidos unidos por microscopía de fluorescencia. Para
demostrar la especificidad de la unión, las células ScN2a se preincubaron con scFvW226 100 µM 30 min antes de la45
adición de péptidos (b y e). La digestión con tripsina demostró resistencia a la proteasa de (D-)riCDR3H (c) frente a
L-CDR3H (f).

La figura 6 muestra esplenocitos irradiados de ratones B10PL que servían como células presentadoras de antígeno
(APC) y/o linfocitos T CD4+ transgénicos (Tg) con receptor de linfocitos T (TCR) de MBPAc1-11 se trataron con
scFvW226 o AcM W226 y antígeno (Ag). La proliferación de linfocitos T se midió por incorporación de 3[H]-timidina.50
Las APC y/o linfocitos T específicos 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 localización de PrPc con cualquiera de estas
moléculas produjo la proliferación aumentada de los linfocitos T específicos de Ag.

La figura 7 muestra una transferencia Western de un experimento de inmunoprecipitación donde puede verse la
especificidad relativa de W226 contra priones de oveja, pero no priones de ratón. Las dos bandas más a la izquierda55
representan el material homogeneizado de oveja de entrada (N = normal; Sc = tembladera) usado para la
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inmunoprecipitación, después (de izquierda a derecha) un control sin anticuerpo, y concentraciones crecientes de
anticuerpo (Ac) como se representa. Las dos bandas de más a la derecha son de ratón como comparación. Se
puede ver que solo concentraciones altas de W226 durante la inmunoprecipitación producen la unión débil de PrPC

de homogeneizado de ovejas normales, mientras que precipita por pull-down fácilmente PrPC de homogeneizados
de cerebro de ratón.5

Ejemplos

Construcción, expresión y caracterización de scFvW226

El AcM W226 original se obtuvo de una línea celular de hibridoma generada después de inmunización con PrP
Sc

de
ratón purificada. Para el AcM de subtipo IgG1, se determinó que una constante de disociación monovalente (KD) con
PrP recombinante era 0,5 nM (por resonancia de plasmón de superficie [SPR]) y por inmunoprecipitación se detectó10
la unión tanto a PrPC como a PrPSc.

Las cadenas ligera y pesada variables se clonaron como un scFv en el vector pET22b que contenía peIB, incluyendo
un espaciador (Gly4Ser)3 (Huston et al., 1988) entre la cadena H y L, y un marcador C-terminal cmyc e His6 (véase
la figura 1). La secuencia líder de peIB dirigiría la proteína al espacio periplasmático de la bacteria y generaría una
proteína correctamente plegada y soluble.15

En condiciones optimizadas (véase Materiales y métodos), el rendimiento de la expresión era 10 mg de proteína
soluble por litro de cultivo bacteriano que posteriormente se purificaron por IMAC (NiNTA, Qiagen, Alemania) y
purificación por afinidad (columna de Sepharose entrecruzada con PrP recombinante de ratón; figura 2a). El
espectro de dicroísmo circular de UV lejano de scFvW22 contenía, como muchos scFv (Pledger et al., 1999),
principalmente estructura β: un cálculo de la estructura secundaria dio 6% de hélice α, 45% de lámina β, 11% de20
giros β y 39% de estructura desplegada (Lobley et al., 2002). El scFvW226 purificado era principalmente
monomérico (85%, figura 2b) y se determinó que la KD medida por SPR con PrP recombinante de ratón era 2 nM, es
decir, solo 4 veces menor que para el AcM de longitud completa (figura 2c). scFvW226 retenía la actividad de unión
a la PrP recombinante de ratón después de incubación a 60ºC o en 90% de suero a 37ºC durante 72 h, indicando
una alta estabilidad en condiciones fisiológicas. scFvW226 retenía las características de unión de su predecesor de25
longitud completa en cuanto que inmunoprecipitaba tanto la PrPC como PrPSc de homogeneizados de cerebro (figura
2d).

Se cartografió el epítopo de scFvW226 y comprendía 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 antipriónica de scFvW22630

Después, se detectó la actividad antipriónica de scFvW226. Cuando scFvW226 clonado detrás de la secuencia 
señal de IgGκ se transfectó para la secreción en células ScN2a, se observó un claro efecto antipriónico dependiente
del tiempo (figura 3a; compárese 4 días después de transfección con 7 días después de transfección). Igualmente,
cuando scFvW226 se expresó en células N2a no infectadas y el líquido sobrenadante del medio condicionado se
transfirió a células ScN2a no transfectadas después de 4 días, los priones eran eliminados (figura 3a). Un scFv de35
control obtenido de un anticuerpo que reconocía solo una subpoblación de PrP era activo antipriónico.

Cuando las células ScN2a se trataron con scFvW226 purificado generado en E. coli, se observaron efectos de
eliminación de priones con concentraciones >3,2 nM (figura 3b). Estos efectos antipriónicos eran permanentes
puesto que tres semanas después de interrumpir la administración de scFvW226 no reaparecía inmunorreactividad
resistente a PK correspondientes a la PrPSc (figura 3b, panel inferior). La concentración eficaz más pequeña que40
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 días 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 así los resultados de las células ScN2a.

Miniaturización de scFvW22645

Fragmentos más pequeños que las regiones CDR combinadas de los dominios de cadena pesada o ligera a veces
muestran actividad biológica completa (Bourgeois et al., 1998; Colby et al., 2004; Jackson et al., 1999; Kim et al.,
2006). Para los anticuerpos contra α-PrP, se ha mostrado que la cadena pesada del AcM 6H4 es suficiente para la
actividad antipriónica in vivo (Heppner et al., 2001). La clonación y expresión de solo el dominio variable de la
cadena pesada de scFvW226 que contenía las tres CDR en E. coli, y la administración a células ScN2a no consiguió50
eliminar los priones en concentraciones donde el scFvW226 entero lo haría (figura 4a). Cuando cada una de las
CDR se expresó como proteínas marcadas con cmyc e His, recombinantes, en E. coli, la tercera CDR del dominio de
la cadena pesada (CDR3H), así como la cadena ligera, presentaron unión débil a PrP recombinante de ratón por un 
ensayo de inmunoabsorción con enzimas ligadas.

55
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Tabla 1

Bioensayos de células ScN2a tratadas en ratones tg20

Construcción número de células
ScN2a (x105)

dosis del
fragmento [nM]

tiempo de
tratamiento [días]

número de
enfermos n/n0

tiempo de
incubación [días]

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 - 21 d 5/5 75 ± 2
scFvW226 2,8 300 21 d 0/5
W226-Hc 2,8 300 21 d 5/5 78 ± 3

Células ScN2a se trataron con scFv en diferentes concentraciones y durante diferentes tiempos; incluso en la
concentración más baja (10 nM) scFvW226 eliminó los priones completamente. El tratamiento con PBS (control) o el
tratamiento con W226-Hc 320 nM no eliminaron los priones.5

La CDR3H es la región más variable entre todas las CDR (Shirai et al., 1996). En muchos anticuerpos, se ha
mostrado que esta región sola presenta unión débil al epítopo (Feng et al., 1998; Heap et al., 2005; Monnet et al.,
1999). Cuando la cadena pesada de la CDR3 (CDR3H) se expresó en E. coli con un marcador cmyc e His6 o se
sintetizó sin los marcadores, y se administró a células ScN2a, no presentó actividad antipriónica (figura 4a).

Un péptido (D-) retro-invertido de CDR3H es antipriónico activo10

Los péptidos D retro-invertidos análogos de los correspondientes péptidos L son péptidos D (“invertido”) en el orden
de secuencia al revés (“retro”), que intentan imitar la topología 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 unión de estos
péptidos al antígeno se predice que ocurre solo cuando la mayoría de las interacciones de unión derivan de
interacciones de las cadenas laterales en lugar de implicar interacciones de la cadena principal del polipéptido. Los15
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 antipriónica en concentraciones 4 µM donde CDR3H no tenía actividad (figura 4a). Los intentos de medir
diferentes afinidades de los péptidos por la PrP por SPR estaban limitados debido al pequeño tamaño molecular de
los péptidos; se ha calculado que las KD de ambos péptidos está en el intervalo de 1 - 10 µM, y no se podían20
observar grandes diferencias en la unión del péptido L y D.

Para caracterizar mejor las diferencias que se asociarían con la actividad antipriónica diferencial de (D-)riCDR3H en
oposición 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 tinción en toda la célula, CDR3H solo
teñía compartimentos intracelulares, probablemente después de su endocitosis. scFvW226 podían competir con 25
ambas tinciones indicando que tanto riCDR3H como CDR3H se unían a los mismos antígenos, es decir, PrP. Como
se esperaba, solo la CDR3H podía ser digerida por tripsina (figura 5). Estos descubrimientos indicaban que la
actividad antipriónica diferencial de riCDR3H probablemente se debía a diferentes características in vivo que incluían
el tiempo de semivida y la localización subcelular.

CDR3H y (D-)riCDR3H son ligandos específicos de conformación para PrPSc30

Para investigar si los péptidos de la CDR habían mantenido las características de unión a PrP, se llevaron a cabo
experimentos de precipitación 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 digestión con PK pusieron de
manifiesto resistencia parcial a proteasa, indicando que este confórmero era PrPSc (figura 4c). Por lo tanto,35
comparado con scFvW226, los péptidos CDR3H cambiaban la especificidad de unión y la unión específica de
conformación adquirida a PrP

Sc
, y esta unión parecía mediada por cadena lateral puesto que tanto CDR3H como (D-

)riCDR3H se unían a PrPSc, aunque el péptido L un poco más fuerte  (figura 4c). La especificidad de conformación
de CDR3H y (D-)riCDR3H por PrP

Sc
podía explicar las dificultados de determinación de las KD con PrP recombinante

de ratón que se cree que se parece a PrPC más que a PrPSc.40

Uso de scFvW226 o sus derivados para la detección específica 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 característica ahora se puede usar para distinguir cepas. Por ejemplo, usando W226, la tembladera de las
ovejas clásica 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 seres45
humanos. Los fragmentos de anticuerpos se pueden mutar en restos de aminoácidos individuales para aumentar el
reconocimiento específico de cepa.
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Uso de scFvW226 o sus derivados para el diseño y construcción de proteínas de fusión con diagnósticos y
actividad terapéutica mejorados

Usando la PrPSc y scFvW226 que reconoce PrPSc o la CDR3H específica de PrPSc, se pueden hacer proteínas de
fusión que facilitan el diagnóstico: se puede fusionar de forma recombinante peroxidasa de rábano picante con el
gen de estos fragmentos de anticuerpo, y usarlos para detectar priones enzimáticamente en una reacción de una5
etapa. Igualmente, estos fragmentos de anticuerpo se pueden fusionar con la proteína fluorescente potenciada
(EFP) o luciferasa para unir directamente un marcador. También puede ser ventajoso añadir secuencias señal
adicionales a estos fragmentos de anticuerpo, que permiten el paso mejorado a través de la barrera
hematoencefálica y/o la llegada a estructuras particulares del SNC. También es posible añadir secuencias señal o
secuencias de transducción de células que permiten que el fragmento de anticuerpo recombinante llegue a10
compartimentos celulares definidos. Los fragmentos de anticuerpo también se pueden combinar de forma
recombinante entre sí para dar fragmentos de anticuerpo de tamaño variable capaces de unirse a PrP en múltiples
sitios. Esto puede conducir a una disociación reducida del fragmento de anticuerpo de la PrP debido a la avidez
aumentada. Estas construcciones pueden ser particularmente útiles para experimentos de inmunización. También se
pueden combinar fragmentos de anticuerpo derivados de scFvW226 con otros anticuerpos recombinantes o ligandos15
proteínas por construcción de las respectivas proteínas de fusión; esto puede ser ventajoso puesto que combinan
características de biodisponibilidad de ambos fragmentos.

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

Se cartografiaron los epítopos del AcM W226 de longitud completa y scFvW226 contra la hélice 1 de la proteína
priónica (restos WEDRYYREN). Puesto que se sabe que la hélice 1 es un sitio de interacción en el complejo de PrPC20
/ PrP

Sc
(Solforosi et al., 2007), se usó el dominio de unión a PrP mínimo dentro de scFvW226, la región determinante

de la complementariedad (CDR) 3 de la cadena pesada (CDR3H) en un experimento de inmunización con el fin de
generar anticuerpos anti-idiotípicos contra PrP. Estos anticuerpos anti-CDR3H finalmente deberían 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 sintetizada25
entrecruzada con KLH con adyuvante Linaris (en ambos casos un total de 3 dosis de recuerdo a lo largo de 10
semanas) y se generó el hibridoma en sus bazos por métodos convencionales. Para el ratón inmunizado con
CDR3H, se generaron 28 hibridomas que segregaban anticuerpos monoclonales (AcM) que reconocían tanto el
inmunógeno como la PrP de ratón; se generaron 8 clones que sólo reconocían el inmunógeno. Los AcM anti-PrP
tenían diferentes características en cuanto que por inmunoprecipitación reconocían PrPC y PrPSc, solo PrPC o solo30
PrPSc. Un clon de esta fusión es el AcM 7A7. Este anticuerpo podía inmunoprecipitar específicamente PrPSc.

Este nuevo método de generación 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 invención comprende la inmunización con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a un dominio de interacción de la PrP y el uso del mismo como un inmunógeno para superar35
la autotolerancia a este antígeno.

La inmunización de un ratón con riCDR3H entrecruzado con hemocianina de lapa californiana (KLH) por un
protocolo similar al descrito antes y la fusión en el bazo para generar hibridoma por métodos convencionales, dio
como resultado igualmente anticuerpos anti-PrP de especificidades de conformación diferenciales. Por lo tanto,
riCDR3H puede superar la autotolerancia de la respuesta inmunitaria humoral contra PrP.40

Con el fin de demostrar que esta estrategia de inmunización podría usarse para proteger frente a la infección
priónica, 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
últimas de recuerdo con ABM-N (Linaris, Alemania) como adyuvante. Después se inoculó a estos 5 ratones así
como a 5 controles no inmunizados por vía intraperitoneal, una dilución 10-4 de homogeneizado al 10% verificado de45
cerebro de ratón terminalmente enfermo infectado con tembladera (RML) en PBS (20 µl/ratón). Los ratones de
control murieron con un tiempo de incubación medio de 195 días. De los ratones inmunizados, un ratón sobrevivió (>
10 meses), mientras que los otros cuatro murieron con un tiempo de incubación medio de 205 días. Por lo tanto, la
CDR3H pude proteger de la enfermedad priónica. Estos procedimientos de inmunización se pueden mejorar más
proporcionando inmunógenos donde se clonan varios fragmentos de CDR3H uno detrás de otro produciendo sitios50
idénticos dobles, triples o múltiples del inmunógeno en una proteína. Estas estructuras repetitivas pueden ser
particularmente bien reconocidas por la maquinaria de procesamiento inmunitario y conducir a respuesta inmunitaria
anti-PrP aumentada. Igualmente, la riCDR3H se puede entrecruzar químicamente con una estructura de armazón de
péptido D para producir un péptido antigénico múltiple (MAP). Este MAP representa igualmente una estructura
repetitiva que favorece una fuerte respuesta inmunitaria anti-PrP.55

Actividad antipriónica de scFvW226 en ratones infectados con priones

Con el fin de demostrar los efectos terapéuticos de una estrategia de inmunización pasiva con scFvW226 contra la
enfermedad priónica en curso, se creó un experimento donde se inoculó en ratones C57/B6 por vía intraperitoneal
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una dilución 10-3 de un homogeneizado al 10% verificado de cerebro de ratón terminalmente enfermo infectado con
tembladera (RML) en PBS (20 µl/ratón). 30 días después de la inoculación, se inició 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/ratón o 1 mg de scFvW226/ratón 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 ninguno5
de los ratones tratados experimentó ninguna pérdida de peso. Hubo un efecto significativo de aumento de tiempo de
supervivencia por administración de scFvW226 o el anticuerpo de longitud entera. El experimento demostraba que
scFvW226 (o AcM W226) podían prevenir la enfermedad priónica cuando se administraba después de inoculación.

Efecto inmunoestimulador de AcM W226 y scFvW226

Para investigar si scFvW226 o el AcM W226 de longitud entera tenían efectos en la respuesta inmunitaria de10
linfocitos T, se aislaron linfocitos T de un ratón transgénico que expresaba el receptor de linfocitos T específico para
la proteína básica de mielina (MBP). Estos linfocitos T proliferarían específicamente tras encontrar el antígeno MBP
1-11, un péptido que comprende los primeros 11 restos N-terminales de la MBP. Se podía demostrar que la adición
de scFvW226 (A.) o AcM W226 (B.) aumentaba la proliferación de linfocitos T en presencia de MBP 1-11, indicando
que scFvW226 o AcM W226 tienen efectos inmunoestimuladores.15

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

20
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Tabla 2

Mutagénesis de CDR3H

En los péptidos, para cada resto posterior, el aminoácido se sustituyó por una alanina, que se cree que anula las
interacciones de cadenas laterales pero mantiene las estructuras secundarias (nº 1-12). La evaluación se hizo5
comparando la especificidad y afinidad para la precipitación 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 aquí LH3). En los péptidos derivados, para cada resto posterior, el aminoácido se sustituyó por alanina
(nº 1-12), que se cree que anula las interacciones de cadenas laterales pero mantiene las estructuras secundarias.10
También se llevaron a cabo sustituciones adicionales como se muestra en la tabla 2 (nº 13-17). La evaluación se
hizo comparando la especificidad y afinidad para la precipitación pull-down de PrPSc con la del péptido LH3 (CDR3H,
SEQ ID NO: 1). Hay tres resultados notables que sirven para estrechar más la función de las cadenas laterales del
péptido LH3 en la especificidad de PrPSc (prion-):

1. Mutagénesis de R10 a A10 (nº 8: LH3A10, SEQ ID NO: 13) anula la especificidad de PrPSc: este péptido se une a15
PrPc.

2. Los dos cambios M13A (nº 10: LH3A13, SEQ ID NO: 11) y D11R (nº 16: LH3R11, SEQ ID NO: 12) aumentan la
afinidad por PrP

Sc
.

3. Los cambios en los restos N7A (nº 5: LH3A7), D14A (nº 11: LH3A14), E9R (nº 14: LH3R9), R10D (nº 15: LH3D10)
aumentan ligeramente la afinidad por PrPSc mientras que el cambio R5D (nº 13: LH3D5) disminuye ligeramente la20
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afinidad por PrPSc.

Materiales y métodos de ejemplo

Construcciones

El hibridoma W226 que segrega el AcM IgG1 y reconoce tanto PrPC como PrPSc se ha generado por procedimiento
de fusión convencional de células de mieloma con esplenocitos de un ratón con inactivación génica de PrP (Büeler5
et al., 1992) inmunizado con PrPSc de ratón purificada. Para preparar una construcción de Fv monocatenario (scFv),
se usó ARNm purificado de hibridoma W226 para la amplificación 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 VL) y 5'-10
AAAAGCGGCCGCGGATACAGTTGGTGCAGCATC-3' (inverso de VL). Los productos de la PCR se digirieron con 
NgoMIV (VH) o BamHl (VL) y se ligaron al sitio NgoMIV y BamHI de un oligonucleótido conector que codifica un 
dominio conector (Gly4Ser)3 (Huston et al., 1988). Se eluyó un fragmento de 800 pb que correspondía al producto de 
ligado correcto, de un gel de agarosa y se amplificó usando el cebador directo de VH o inverso de VL. El producto se 
cortó con Ncol y Eagl y se ligó en el vector de expresión procariota pET22b (Novagen), permitiendo la expresión con 15
una secuencia líder pelB N-terminal y un marcador His6 C-terminal (véase la figura 1). Además se clonó un marcador
c-myc en los sitios Eagl/Xhol entre el scFv y el marcador His6. Para la construcción de solo el dominio de la cadena 
pesada (W226-Hc), se amplificó VH con los cebadores adecuados permitiendo la clonación por Ncol y Eagl en
pET22b-Myc/His6. Para la expresión eucariota de scFvW226, el ADNc de scFvW226 combinado se amplificó con un 
cebador 5’ que incluía una secuencia líder IgGκ (Donofrio et al., 2005) y se ligó por HindIII/EcoRI (W226) en20
pCDNA3.1 (Invitrogen).

Péptidos

La CDR3H que corresponde a la secuencia NH2-YFCARWNWERDAMDYWG-COOH (código de aminoácidos de 
una letra, SEQ ID NO: 1) y el péptido D retro-invertido [(D-)riCDR3H] que corresponde a la secuencia NH2-
gwydmadrewnwracfy-COOH (código de aminoácidos de una letra, convenio de minúsculas para péptidos D, SEQ ID 25
NO: 2) se sintetizaron sin marcar o unidos por el N terminal a 6-carboxi-tetrametilrodamina (TAMRA) por JPT 
Peptide Technology (Berlin, Alemania).

Expresión y purificación de proteínas

La expresión de scFvW226 o W226-Hc se indujo en bacterias Rosetta BL21 (λDE3) (EMD, Novagen Brand, 
Madison, WI): las bacterias se desarrollaron a 37ºC hasta alta densidad (DO600 >2,0) en un fermentador de 2 litros 30
(MoBiTec, Gottingen, Alemania) y se enfriaron sobre hielo antes de la inducción con IPTG 0,5 mM a 15ºC 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, 
MgCl2 20 mM, PMSF 1 mM, lisozima 1 mg/ml y DNasa 500 U. Los lisados se clarificaron por centrifugación y la 
proteína soluble en el líquido sobrenadante se purificó mediante columnas Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania). 
Después de la carga, la columna se lavó con 10 volúmenes de columna (VC) de Tris 20 mM a pH 8,0, NaCl 500 mM, 35
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 mM y 10 VC
de Tris 20 mM a pH 8,0, NaCl 1000 mM, imidazol 5 mM. Las proteínas 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 eluído se purificó más hasta >95% de pureza por cromatografía de afinidad usando PrP 
recombinante de ratón (Korth et al., 1999) acoplada a NHS-Sepharose (Amersham) de acuerdo con las 40
recomendaciones del fabricante. De la columna de afinidad, scFvW226 se eluyó con glicina 100 mM a pH 2,5 y se 
neutralizó inmediatamente con Tris 100 mM a pH 8,8. Finalmente, los fragmentos de anticuerpo purificados se 
dializaron dos veces contra PBS. Se midió la masa de scFvW226 por espectrometría de masas y se encontró que 
era idéntica a la calculada.

Experimentos de precipitación pull-down45

scFvW226, W226-Hc, riCDR3H y CDR3H se acoplaron a NHS-Sepharose. Homogeneizados de cerebro de ratón al 
10% preparados a partir de ratones C57BL/6 o C57BL/6 infectados con RML (Chandler, 1961) se diluyeron 1:10 en 
Tris HCl 20 mM a pH 8,0, NaCl 150 mM, sarcosilo al 0,3% y se preclarificaron por centrifugación durante 15 min a 
22.000 x g. Se incubó 1 ml de los mismos con 20 µl de perlas cargadas a 4ºC durante la noche. En un experimento 
de control positivo, se usaron 5 µg de PrP recombinante de ratón en el mismo tampón. Después de incubación, las 50
perlas se lavaron dos veces en tampón IP1 (Tris 50 mM a pH 7,5, NaCl 150 mM, NP40 al 1%, DOC 0,5%), tampón 
IP2 (Tris 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM, NP40 al 0,1%, DOC al 0,05%) y tampón 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 µg de Proteinasa K (Merck, 
Darmstadt, Alemania) en 20 µl de tampón IP3 antes de elución de la PrP unida con 2 x tampón de carga a 95ºC. Los 
eluatos se separaron en gel de Tris HCl al 4%-20% (Biorad, EE.UU.) y la PrP se detectó por transferencia Western 55
usando el AcM W226.
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Análisis de dicroísmo circular (CD)

Se registraron los espectros de CD de UV lejano (195-250 nm) usando un espectrómetro Jasco J-810. Condiciones 
de la muestra: proteína 3 µM 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.5

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 múltiple (Agilent, EE.UU.). Programas de ordenador: Eclipse 2.5 y Astra 5.3.1.4. Condiciones: el scFvW226 se 
separó en Tris-HCl 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 µm y una membrana de celulosa con corte de exclusión de peso molecular de 5 kDa. Esquema 10
de flujo: inyección de muestra (50 µl/75 µg) → enfoque (2 min, flujo transversal 3 ml/min (Vx)) → 1ª fase de elución
(20 min, Vx lineal 2 ml/min) → 2ª fase (5 min gradiente de Vx 2,0-0,15 ml/min) → 3ª fase (5 min Vx desconectado).

Análisis de resonancia de plasmón de superficie (SPR)

Las cinéticas de unión se determinaron en un Biacore 1000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia). Se diluyó PrP 
recombinante de ratón (1 µM) en NaOAc 10 mM pH 4,5 y se inmovilizó en chip CM5 activado con EDC/NHS 15
Biacore) con 5 µl/min. Después de inmovilización y bloqueo con etanolamina, el chip se lavó con NaOH 50 mM hasta 
obtenerse una señal estable. La densidad de superficie final eran aproximadamente 2000 UR. Todos los análisis de 
SPR cinéticos se llevaron a cabo con un flujo de PBS de 5 µl/min y se inyectaron fragmentos de anticuerpo en 
diferentes concentraciones en el intervalo de x a y nM. La asociación y disociación se registraron durante 180 s 
respectivamente. Después de cada ciclo, la superficie se regeneró con a x s pulsos de NaOH 50 mM. Los datos 20
cinéticos se calcularon usando el programa de ordenador BIAevaluation 4.1 según un modelo de unión 1:1 
(Langmuir).

Ensayo de inhibición de PrPSc

Inhibición por fragmentos de anticuerpo purificados

Células ScN2a (Bosque y Prusiner, 2000; Butler et al., 1988) se desarrollaron en MEM, complementado con L-25
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y 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 días. Después de 3 días, 
se cambió el medio/fragmentos de anticuerpo. Las células se lisaron en 500 µl de tampón de lisis (Tris HCl 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 µg/ml) durante 30 min a 37ºC. Después de detener la digestión con proteasa con PMSF 100 µM, la PrPSc en 400 30
µl de tampón de lisis se sedimentó a 100.000 x g en un rotor TLA-55 una ultracentrífuga Optima (BeckmanCoulter, 
EE.UU.). La PrPSc se detectó después de separación en un gel de Tri-HCl al 4% - 20% (Biorad, EE.UU.) por 
transferencia Western usando AcM W226.

Inhibición de fragmentos de anticuerpos expresados en células

Células ScN2a se dividieron en placas de 60 mm el día antes de la transfección para obtener una confluencia de 35
50% y se transfectaron 1,3 µg de plásmido pcDNA que codificaba scFvW226 o scFv de control con HiPerfect 
(Qiagen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 4 días, las células se lisaron y se 
analizó la PrP

Sc
como se ha descrito antes, o se transfirieron a una placa de 100 mm y se incubaron durante 3 días 

adicionales antes de la lisis. Además, células N2a no infectadas se transfectaron de la forma descrita, y después de 
4 días, se transfirió medio condicionado a las células ScN2a recién sembradas, que posteriormente se incubaron 40
durante otros 4 días.

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 inoculación 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 45
días 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 µl de PBS, seguido de 5 ciclos de congelación/descongelación. Para ambos 
experimentos, se inyectaron 20 µl de lisatos correspondientes a 0,8 o 2,8x10e5 células, vía i.c. en 5 ratones tg2050
para cada condición de tratamiento.

Tinción inmunofluorescente de células ScN2a

Células ScN2a vivas se lavaron con PBS y, en una de las condiciones, se preincubaron con medio que contenía 
scFvW226 100 µM durante 30 min a t.a. Posteriormente, se añadió riCDR3H o CDR3H marcada con TAMRA 1 µM
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digerida con tripsina o no digerida. La digestión con tripsina se llevó a cabo con 100 µg de tripsina durante 3 h a 
37ºC. Después de incubación con péptidos marcados durante 3 h, las células se fijaron con paraformaldehído al 4% 
y se lavaron tres veces con PBS antes de inspección.

La proteína priónica, PrP, existe en varias conformaciones estables, con preferencia de una conformación, PrPSc, 
asociada a enfermedades neurodegenerativas transmisibles. La localización de PrP por ligandos de alta afinidad ha 5
probados ser una forma eficaz de prevenir infecciones priónicas periféricas. Aquí, se han generado fragmentos 
monocatenarios recombinantes de los dominios variables (scFv) de un anticuerpo monoclinal en E. coli, 
originalmente generados contra PrPSc purificada y que reconocen tanto PrPC como PrPSc. Este fragmento scFv tenía
una constante de disociación (KD) con la PrP recombinante de 2 nM y eliminaba priones en células ScN2a en 
concentración 4 nM, como se demostró por bioensayo. La expresión recombinante de solo su región determinante 10
de la complementariedad 3 de la cadena pesada (CDR3H) conducía al reconocimiento específico de conformación 
de solo PrPSc en solución, sin embargo, se perdía la actividad antipriónica. La síntesis del péptido D retro-invertido
de CDR3H reintegraba la actividad antipriónica. Por lo tanto, 1. scFvW226 es hasta ahora el polipéptido más 
pequeño con actividad antipriónica probada por bioensayo, y 2. la especificidad de conformación diferencial se 
puede regular orquestando la participación de diferentes CDR.15

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
precipitación pull-down como se ha descrito antes. Después se llevó a cabo la evaluación comparando la 
especificidad y afinidad por la precipitación pull-down de PrPSc con el péptido CDR3H (denominado también LH3).20
Los resultados de esta investigación se citan en la tabla 2.
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REIVINDICACIONES

1.- Péptido que reconoce específicamente una proteína priónica, que consiste en una secuencia de aminoácidos 
seleccionada de un grupo que consiste en:

una región determinante de la complementariedad (CDR) según la SEQ ID NO: 1,
una región determinante de la complementariedad (CDR) según la SEQ ID NO: 11,5
una región determinante de la complementariedad (CDR) según la SEQ ID NO: 12,
una región determinante de la complementariedad (CDR) según la SEQ ID NO: 13, y
un péptido D retro-invertido de dicha CDR según la SEQ ID NO: 2.

2.- Péptido según la reivindicación 1, que además comprende al menos una secuencia señal y/o marcadora.

3.- Una molécula de ácido nucleico seleccionada de un grupo que consiste en10

a. moléculas de ácido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de 
aminoácidos según la SEQ ID NO: 1;

b. moléculas de ácido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de 
aminoácidos según la SEQ ID NO: 2;

c. moléculas de ácido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de 15
aminoácidos según la SEQ ID NO: 11;

d. moléculas de ácido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de 
aminoácidos según la SEQ ID NO: 12; y

e. moléculas de ácido nucleico que codifican un fragmento de anticuerpo que consiste en la secuencia de 
aminoácidos según la SEQ ID NO: 13.20

4.- Kit que comprende el péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, y/o la molécula de ácido nucleico 
según la reivindicación 3.

5.- Preparación farmacéutica que comprende el péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, y/o la 
molécula de ácido nucleico según la reivindicación 3.

6.- Péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o el kit según la reivindicación 4, o la preparación 25
farmacéutica según la reivindicación 5, para usar en el diagnóstico y/o tratamiento de enfermedades relacionadas 
con priones.

7.- Péptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o el kit según la reivindicación 4, o la preparación 
farmacéutica según la reivindicación 5, para usar para producir un efecto inmunoestimulador.
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