ES 2 566 565 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 566 565
@Int. Cl.:

GO1N 33/68 (2006.01)
GO1N 33/53 (2006.01)
GO1N 33/569  (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 20.08.2004
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 06.01.2016

E 04761667 (7)
EP 1668369

Titulo: Ensayo de proteccion de epitopos y método para detectar conformaciones de proteinas

Prioridad:

20.08.2003 US 496381 P
20.08.2003 CA 2437675
21.08.2003 US 497362 P
21.08.2003 CA 2437999

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
13.04.2016

@ Titular/es:

PROMIS NEUROSCIENCES INC. (100.0%)
1920 Yonge Street, Suite 200
Toronto, ON M4S 3E2, CA

@ Inventor/es:

CASHMAN, NEIL y
LEHTO, MARTY

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 566 565 T3

DESCRIPCION
Ensayo de proteccion de epitopos y método para detectar conformaciones de proteinas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un ensayo de proteccion de epitopos para su uso en diagnoéstico, prondstico e intervencién
terapéutica en enfermedades, por ejemplo, enfermedades que implican agregacion de polipéptidos tales como
infecciones por priones.

Antecedentes de lainvencion
Plegamiento erroneo y agregacién de proteinas

Las proteinas pueden plegarse para dar estructuras complejas y estrechamente empaquetadas. El plegamiento no
sélo es crucial para la actividad biolégica sino que la imposibilidad de que las proteinas se plieguen apropiadamente
0 permanezcan plegadas puede dar lugar a enfermedad (Dobson CM, Methods (2004) 34:4-14). El plegamiento
errbneo puede provocar en algunos casos agregacion de proteinas, lo que puede dar lugar a depdsitos
diferenciados extracelularmente (por ejemplo, placas) o intracelularmente (por ejemplo, inclusiones en el citosol o en
el nacleo).

Enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD),
enfermedad de Huntington (HD), esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y enfermedades pridnicas se caracterizan por
depdsitos neurales de proteina agregada con plegamiento erréneo. La diabetes tipo Il y el cancer también se han
vinculado al plegamiento erréneo de proteinas y es probable que haya ain enfermedades por identificar que resulten
de errores en el plegamiento de proteinas y que en algunos casos conducen a consecuencias tales como
agregacion. La naturaleza del plegamiento erréneo y cualquier agregacion en tales enfermedades no esta
normalmente bien caracterizada.

Enfermedades priénicas

Las enfermedades prionicas se han convertido en un problema sanitario importante desde el brote de la BSE o
“enfermedad de las vacas locas” (revisado anteriormente, 40, 41). La BSE se descubrié por primera vez en el Reino
Unido pero se ha extendido ahora a muchos otros paises de Europa y a Japén. En el RU solo, ha habido casi
180.000 casos de BSE, que dieron como resultado la destruccion del ganado y la posible infeccion de 3-5 millones
de cabezas estimadas. El coste total estimado para el RU superd los 2500 millones de dolares. Se cree que la BSE
se transmite entre el ganado a través de la alimentacion que contiene priones procedentes del ganado infectado, y
se cree que se transmite a los seres humanos a través de la ingesta de carne de ternera u otros productos
ganaderos de animales infectados.

Enfermedades pridnicas emergentes

Las enfermedades pridnicas son un grupo de sindromes neurodegenerativos de progresion rapida y sin tratamiento,
caracterizados neuropatolégicamente por cambio espongiforme, pérdida de células neuronales, gliosis y
acumulacién en el cerebro de polipéptido amiloide anémalo. Las enfermedades pridnicas humanas incluyen
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob clasica (CJD), que tiene formas esporadicas, iatrogénicas y familiares. Desde
1996, se ha identificado una “nueva variante” de CJD (vCJD) en el Reino Unido, Francia, la Republica de Irlanda,
Hong Kong, ltalia, los Estados Unidos y Canada (40, 41). La CJD variante puede matar a individuos de tan sélo 14
afos de edad con un periodo de incubacion desconocido. Hay pocas dudas de que la vCJID es una forma humana
de encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (42). La epidemia primaria por el consumo de ganado contaminado ha
afectado a mas de 130 individuos hasta la presentacion de este documento.

El espectro de “epidemias secundarias de vCJD” a través de sangre, hemoderivados, cirugia, odontologia, vacunas
y cosméticos es de gran preocupacion (40, 41). La deteccion de infectividad de priones en sangre en infecciones de
BSE/VCJD experimentales de ratones y ovejas (40) sugiere que existe un riesgo especial de transmision de vCJID a
través de sangre y hemoderivados. Los recientes informes de vCJD en dos receptores de un donante que
desarrollaron la enfermedad también son también alarmantes (52, 53). Canada y los Estados Unidos han ampliado
recientemente los aplazamientos de donantes de sangre con vCJD a todos los paises de Europa occidental.

Aunque se conoce la tembladera de las ovejas desde hace siglos, la enfermedad priénica en animales mas
importante en la actualidad es la BSE. Mas de 173.000 animales, principalmente de Gran Bretafia, han desarrollado
BSE sintomatica, y hasta 3 millones han entrado en el abastecimiento alimentario sin detectar. Ahora esta
notificandose BSE cada vez mas en ganado que “nacié tras la prohibicién” en 1996 de la complementacion
alimenticia con harina de carne y huesos, lo que sugiere que pueden existir rutas alternativas que impiden que la
epidemia se extinga facilmente. Otro problema alarmante es la posible transmision de BSE a las ovejas, lo que
puede exponer a poblaciones humanas adicionales a la cepa priénica de BSE/vCJD. Informes recientes muestran
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que los priones pueden replicarse en determinados grupos musculares de ovejas, animales experimentales y seres
humanos (54-57), lo que indica un posible riesgo en tejidos considerados previamente seguros para el consumo
humano.

La enfermedad consuntiva crénica (CWD) de cérvidos en cautividad y silvestres (ciervos y alces) representa otra
enfermedad pri6nica animal de aparicién reciente en América del Norte, cuyo impacto sobre la salud humana aun se
desconoce. Es evidente que las enfermedades pridnicas recientemente reconocidas suponen una amenaza para la
seguridad de alimentos, hemoderivados y tratamientos médico-quirurgicos.

Priones: Patdgenos atipicos

Las enfermedades priénicas de aparicién reciente, y la naturaleza Gnicamente polipeptidica de los priones, han
creado importantes desafios médicos, veterinarios y econémicos en todo el mundo. Hasta la fecha, las Unicas
pruebas comercializadas para detectar la infeccién por priones se han basado en muestras cerebrales post-mortem.
No existen pruebas bioquimicas para detectar priones en la sangre de animales infectados, a pesar de la deteccion
mediante estudios de transmision experimentales. El desarrollo de pruebas de diagndstico sensibles y especificas
para detectar la infeccion por priones es una tarea que supone un reto, en parte debido a la naturaleza poco comun
del agente infeccioso prionico. Los agentes infecciosos que transmiten las enfermedades prionicas difieren de otros
patdgenos en que no se ha detectado componente de &cido nucleico en los materiales infecciosos (41). Segun la
teoria de los priones desarrollada por el premio Nobel Dr. Stanley Prusiner, la infectividad reside en PrP ' una
isoforma conformacional con plegamiento erréneo del polipéptido priénico celular normal casi ubicuo PrP¢. PrP*°

de hecho la macromolécula mas prominente (o quiza la Unica) en preparauones de infectividad de priones, y no
parece que sea un sustituto fiable para la infecciéon por priones. PrP>° es parcialmente resistente a la digestion por
proteasas, escasamente soluble Y existe en un estado agregado, en contraposicion a la isoforma sensible a
proteasas, soluble, monomérica PrP° (29, 31, 43-46).

PrP*° se deriva de su isoforma celular normal (PrP ), que es rica en estructura en a-hélice, medlante un proceso
prostraduccional que implica una transicion conformacional. Aunque la estructura primaria de PrP° es idéntica a la
de PrP*, los cambios en la estructura secundaria y terciaria son responsables de las propiedades fisicoquimicas
distintas de las dos isoformas.

Una de las dificultades en la evaluacion de la seguridad de alimentos o hemoderivados de seres humanos
potencialmente infectados con priones es la falta de una prueba de diagndstico precisa para la sangre y otras
muestras bioldgicas accesibles. Actualmente, no hay ninguna prueba de diagnéstico que pueda aplicarse para
examinar animales vivos, seres humanos, sangre o hemoderivados en una fase temprana. Esto también proporciona
un problema adicional en un trasplante de érganos, afiadiendo un riesgo desconocido a los receptores de los
organos. Por tanto, como medida preventiva, paises tales como el RU ya no recurren a plasma de sus habitantes. El
riesgo de propagacion de enfermedades pridnicas ha afectado a otros paises también. Por ejemplo, los Estados
Unidos y Canadéa no aceptan donaciones de sangre de individuos que hayan residido en el RU o Francia durante
mas de 3-6 meses.

Actualmente, el diagndstico de vCJD sélo puede confirmarse tras el examen patologico del cerebro en la autopsia o
biopsia. Algunas estrategias complementarias en la deteccion de CJD temprana incluyen electroencefalogramas
(EEG), exploraciones mediante obtencion de imagenes de resonancia magnética (IRM) y pruebas en liquido
cefalorraquideo (LCR), que pueden ser utiles como marcadores “sustitutos” o “aproximados”. La ausencia de una
“prueba directa” para detectar la infeccién por priones supone un fuerte contraste con los agentes infecciosos
convencionales, tales como virus y bacterias.

Algunas pruebas que estan en proceso de comercializarse se basan en marcadores sustitutos de infeccion que son
de “segunda generacién” con respecto a los priones infecciosos reales.

La resistencia a PrP proteasa es la base de la mayoria de las pruebas de diagnéstico disponibles comercialmente
para detectar enfermedad pridnica. En las metodologias actuales, se retira una muestra de cerebro y se digiere con
proteasas que pueden eliminar PrP°, pero dejan un nudcleo resistente a proteasa de PrPS°. El fragmento de Prps°
resistente a proteasa se detecta entonces mediante inmunotransferencia (como en la prueba de Prionics) o
mediante ELISA de captura (como en las pruebas de BioRad y Enfer, y en una nueva prueba de Prionics). Sin
embargo, la digestién con proteasas es engorrosa y variable, condumendo a falsos negativos y positivos. Ademas,
hay algunas cepas de priones Que se notifica que contienen PrP*° que es infeccioso y esta agregado, pero que no
es resistente a proteasa. PrP*° sensible a proteasa también predomina tempranamente en la infeccion y en la
transmisién entre especies de la enfermedad (31).

La deteccién de fragmentos de PrP resistentes a proteasa también es la base de una prueba de diagnéstico en orina
(47) que esta desarrollando comercialmente Prionics. Sin embargo, la deteccidon de PrP resistente a proteasa en
orina sufre las mismas limitaciones que la prueba cerebral post-mortem, y tiene la desventaja adicional de requerlr Ia
precipitacion de grandes volimenes de orina, y una escasa sensibilidad (por ejemplo, detectando sélo Prps°
fases tardias de la enfermedad, no de manera presintomatica).
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Los documentos W0O00/22438 y US6.406.864 dan a conocer cada uno un método de ensayo que aisla y detecta la
presencia de una conformacion relacionada con enfermedad de una proteina (por ejemplo, PrPS “) presente en una
muestra que también contiene la conformacién no relacionada con enfermedad de la proteina (por ejemplo, PrP )
La muestra se trata (por ejemplo, se pone en contacto con proteasa) de una manera que se hidroliza la
conformacion relacionada con enfermedad yno la conformacion no relacionada con enfermedad. La muestra tratada
se pone en contacto con una pareja de unién (por ejemplo, un antlcuerpo marcado que se unea PrP%%) y la aparicién
de unién proporciona una indicacién de que esta presente PrPS°. Alternativamente el PrP de la muestra tratada se
desnaturaliza (por ejemplo, se pone en contacto con guanadlna) o se despliega. El PrP desplegado se pone en
contacto con una pareja de union y Ia apanmon de union indica la presencia de PrP*® en la muestra. En otra
realizacion, se hacen reaccionar PrP® y PrP® con un anticuerpo marcado que se une a ambas conformaciones y
una conformacion que se une soélo a la conformacion relacionada con enfermedad, y la presencia de la conformacion
relacionada con enfermedad se determina comparando las dos.

LEHTO M T et al ABSTRACTS OF THE ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR NEUROSCIENCE, SOCIETY
FOR NEUROSCIENCE, WASHINGTON, DC, EE.UU., vol. 32, 2 de noviembre de 2002 (02-11-2002), pagina del
resumen 692.9, da a conocer que el tratamiento con peroxinitrito de tejido cerebral provoco una reduccién en la
union de los anticuerpos anti-PrP 3F4 y 6H4. El peroxinitrito indujo ocultamiento de epitopos mas pronunciado en
PrP cerebral normal que en PrP con plegamiento erroneo.

Otras enfermedades neurodegenerativas

Enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Huntington,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS) y enfermedad de Parkinson/demencia por cuerpos de Lewy (PD, LBD) suponen
retos importantes para la poblacion en envejecimiento y el sistema de atencién sanitaria (revisado en 1). Se estima
gue 364.000 canadienses de mas de 65 afios de edad tienen actualmente AD diagnosticada o una demencia
relacionada (http://www.alzheimer.ca/). Con el aumento de la esperanza de vida, se espera que la incidencia de
enfermedad neurodegenerativa crezca. Para 2025, la AD afectara a tantos como a un millon de canadienses, y para
2050, este numero se duplicard.

AD, ALS y PD/LBD esporadicas estan todas asociadas con acumulacién neural de multimeros patolégicos de
polipéptidos con plegamiento erroneo (estos podrian ser posiblemente fibrillas, protofilamentos y agregados
amorfos), incluyendo el fragmento de amiloide-beta (Abeta) de la proteina precursora de amiloide (APP) en AD;
superoxido dismutasa-1 (SOD1) en ALS, y alfa-sinucleina en PD y LBD (1). Adicionalmente, la polineuropatia
amiloidética familiar (FAP) resulta de la agregacion de transtiretina para formar depésitos de amiloide. Como con las
enfermedades pridnicas, mutaciones en genes que codifican para estos polipéptidos estan asociadas con formas
familiares dominantes autosdmicas de AD, ALS y PD.

Enfermedad de Alzheimer

La AD es una enfermedad neurodegenerativa que provoca demencia comun (memoria y cognicion alteradas)
asociada con la acumulacién en el cerebro de placas extracelulares compuestas predominantemente de los péptidos
Abeta (1-40), Abeta (1-42) y Abeta (1-43), todos los cuales son productos proteoliticos de APP (revisado en 4).
Ademas, se acumulan intracelularmente ovillos neurofibrilares, compuestos principalmente por proteina tau
fosforilada de manera anémala (una proteina asociada a microtibulos neuronales), en neuronas moribundas (4). Las
formas familiares de AD pueden estar provocadas por mutaciones en el gen de APP, o en los genes de presenilina 1
6 2 (www.websiteformutaciones.com), cuyos productos proteicos estan implicados en el procesamiento de APP para
dar Abeta. Variantes alélicas de apolipoproteina E también influyen en la edad de comienzo de las formas tanto
familiar como esporédica de AD (revisado en 5). Se ha detectado Abeta en la sangre y LCR de pacientes con AD y
en controles normales (6). Abeta también esta presente en filamentos de amiloide en placas y vasculares en trisomia
21 (sindrome de Down), hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (HCHWA)-tipo holandés, y envejecimiento
cerebral normal (Mori, H et al. JBC (1992) 267: 17082-86). Se han detectado tau y tau fosforilada en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con AD y pacientes con otras enfermedades neuroldgicas (7; revisado en 8).

Esclerosis lateral amiotréfica

La ALS es una enfermedad neuromuscular mortal, con una incidencia de 1 por cada 1000 adultos, que se presenta
como debilidad progresiva, atrofia muscular y espasticidad, que se debe a la degeneracién de ~500.000 “neuronas
motoras inferiores” en la médula espinal y en el tronco encefélico, e innumerables “neuronas motoras superiores” en
la corteza cerebral. Una clave importante en la etiologia de ALS provino del hallazgo de que aproximadamente el
20% de los casos de ALS familiar (fALS) se deben a mutaciones en superdxido dismutasa-1 (SOD1) (10,11), una
enzima de defensa frente a radicales libres. Se han catalogado hasta la fecha mas de 100 mutaciones de cambio de
sentido, sin sentido y de alteracién del corte y empalme de intrones de SOD1 de fALS (12; www.alsod.org). Ratones
transgénicos que expresan SOD1 humana mutante (mtHuSOD1) desarrollan un sindrome de neuronas motoras con
similitudes clinicas y patoldgicas con ALS humana (13, 14), mientras que ratones que expresan SOD1 humana de
tipo natural (WwtHuSOD1) no desarrollan la enfermedad (13). Pueden detectarse inclusiones citoplasmaticas que
contienen SOD1 en muchas neuronas motoras con enfermedad de pacientes con ALS familiar y esporadica (15), y
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en la mayoria de los modelos de ratdn transgénico (16, 17) y cultivo tisular (18) de la enfermedad.
Enfermedad de Parkinson y por cuerpos de Lewy

La PD es un trastorno del movimiento neurodegenerativo tan sélo secundario a la AD en cuanto a la prevalencia
(~350 por 100.000 personas; 1). Se caracteriza clinicamente por rigidez, lentitud de movimiento y temblor (revisado
en 21). La mayoria de los casos de enfermedad de Parkinson son esporadicos, pero las formas tanto esporadica
como familiar de la enfermedad se caracterizan por cuerpos de Lewy intracelulares en neuronas moribundas de la
sustancia negra, una poblacién de neuronas del mesencéfalo (~60.000) que se diezman selectivamente en la PD.
Los cuerpos de Lewy estan compuestos predominantemente por alfa-sinucleina (22). Se han encontrado mutaciones
en el gen que codifica para alfa-sinucleina en pacientes con enfermedad de Parkinson familiar (revisado en 23;
www.parkinsonsmutation.com). Otro gen asociado con PD recesiva autosémica es parkin, que esta implicado en la
degradacion de alfa-sinucleina (22, 23). Se observan cuerpos de Lewy corticales difusos compuestos por alfa-
sinucleina en la enfermedad por cuerpos de Lewy (LBD), un sindrome que provoca demencia asociado con cambios
de tono parkinsoniano, alucinaciones y fluctuacion de sintomas rapida (24). La LBD puede ser la segunda forma més
comun que provoca demencia neurodegenerativa tras la AD, representando del 20 al 30 por ciento de los casos
entre personas de mas de 60 afios de edad (1, 24).

Enfermedad de Huntington y enfermedades relacionadas

La HD es un trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado por expansion de repeticiones de CAG que
codifican para poliglutamina en el extremo N-terminal de la proteina huntingtina (revisado en 48). Tramos de
poliglutamina de > 36 provocan enfermedad y repeticiones méas largas provocan un comienzo mas temprano (49,
50).

Otras enfermedades por poliglutamina tales como atrofia dentato-rubro y palido-luisiana (DRPLA) y algunas formas
de ataxia sino-cerebelosa (SCA) tienen también inclusiones intracelulares que se correlacionan aproximadamente
con regiones de muerte neuronal. Interrupciones en la repeticion de poliglutamina expandida en el producto del gen
SCA-1 dan como resultado ausencia de la enfermedad (51).

Enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer (AD), esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y
enfermedad de Parkinson/enfermedad por cuerpos de Lewy (PD, LBD) suponen retos importantes para la poblacion
en envejecimiento y el sistema de atencién sanitaria. No existen pruebas bioquimicas especificas para
enfermedades neurodegenerativas como un grupo (1,2). Puesto que las enfermedades neurodegenerativas se
consideran “diagnoésticos de exclusion”, se requiere una investigacion muy amplia para lograr un diagndstico
“clinicamente probable” para estos estados progresivos, incurables y habitualmente mortales. Se utilizan pruebas
sustitutas caras, tales como obtenciéon de imagenes neurolégicas, para aumentar la probabilidad de diagnoéstico (2).
La disponibilidad de pruebas bioquimicas especificas, sensibles y baratas para este grupo de enfermedades
devastadoras podria ahorrar posiblemente recursos financieros para los sistemas de atencion sanitaria
sobrecargados. Ademas, un diagnostico seguro de estas enfermedades en una fase sintomética mas temprana
aumenta la ventana para lograr una eficacia del tratamiento mejorada en un momento en el que la fisiopatologia de
la enfermedad es generalmente mas sensible al tratamiento (3).

Se necesitan urgentemente estrategias de diagndéstico y examen eficaces, eficientes y baratas para el diagndstico
antemortem de enfermedades neurodegenerativas humanas, dada la poblacion en envejecimiento y la presién
financiera continua sobre el sistema de atencion sanitaria.

Diabetes

También se observa agregacion de proteinas en pacientes con diabetes tipo Il. Se ha observado un aumento de la
expresion del péptido derivado de adipocitos, resistina, en pacientes con diabetes tipo 1l (Youn BS et al. J Clin
Endocrinol Metab. (2004); 89:150-6) y estudios sugieren que niveles de resistina elevados pueden desempefar un
papel en la obesidad y la resistencia a la insulina. Adicionalmente, la deposicion de polipéptido amiloide de los
islotes (también conocido como amilina) esta asociada de manera patdgena con diabetes tipo 2. Estos depositos
contienen polipéptido amiloide de los islotes, un péptido amiloidogénico Unico y estan asociados con la muerte de
células beta. Estudios recientes sugieren que las especies responsables de la muerte de células beta inducida por
amiloide de los islotes se forman de manera temprana en la formacion de amiloide de los islotes, cuando comienza
la acumulacion de polipéptido amiloide de los islotes (Hull RL et al. J Clin Endocrinol Metab. (2004) 89:3629-43). Una
prueba de diagndstico que pueda identificar polipéptido amiloide de los islotes patdgeno seria muy Util para detectar
diabetes tipo 2 en sus fases tempranas, cuando las intervenciones en la dieta y terapéuticas tienen una eficacia
maxima.

Cancer

También se considera que muchas formas de cancer son enfermedades de la conformacion de proteinas (Ishimaru
D. et al. Biochemistry (2003) 42:9022-7). Un subconjunto de neuroblastomas, carcinomas y mielomas muestran una
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acumulacion anémala de agregados de proteina p53 supresora de tumores (Butler JS et al. Biochemistry (2003) 42:
2396-403; Ishimaru D. et al. Biochemistry (2003) 42:9022-7). Esta acumulaciéon podria contribuir a la pérdida de
funcién de p53 en algunas células cancerosas (Ishimaru D. et al. Biochemistry (2003) 42:9022-7). Ensayos que
puedan detectar p53 acumulada podrian proporcionar un sistema de deteccion util para el diagnéstico y podrian
mejorar la intervencion terapéutica individualizando la intervencion terapéutica.

Sumario de lainvencion

Los inventores han desarrollado recientemente el ensayo de proteccion de epitopos (EPA), un método novedoso
gue proporciona una deteccion antemortem sensible y especifica de proteinas de enfermedad en sangre y otros
tejidos y liquidos accesibles. La invencion muestra el papel de la agregacion en enfermedades, tales como
enfermedad pridnica, y proporciona un ensayo que supera los problemas en la técnica anterior. En enfermedades
priénicas, el polipéptido priénico monomérico celular normal PrP¢ experimenta replegamiento para dar una isoforma
andmala, agregada, designada genéricamente PrPS°, Enfermedades tales como AD, PD, LBD, ALS y HD también se
caracterizan por conformaciones con plegamiento erréneo y/o agregadas de proteinas celulares. Esta propiedad la
aprovechan los métodos de la invencién para proporcionar pruebas de diagndéstico sensibles y especificas para
estas y otras enfermedades.

Segun la invencion, los métodos son utiles cuando un epitopo diana es accesible en una cualquiera de una proteina
de tipo no natural (es decir proteina de enfermedad) o una proteina de tipo natural e inaccesible en la otra. La
inaccesibilidad se debe a menudo a que la agregacioén hace que el epitopo diana sea inaccesible.

La invencién incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana es un
polipéptido de enfermedad (trastorno) o un polipéptido de tipo natural, que comprende:

- poner en contacto el polipéptido candidato con un agente de bloqueo; y

- determinar si el epitopo diana es inaccesible o accesible para la modificacion quimica por el agente de
bloqueo.

La accesibilidad o inaccesibilidad del epitopo diana es indicativa de si el polipéptido candidato es un polipéptido de
enfermedad (trastorno) o un polipéptido de tipo natural porque en una de la proteina de enfermedad (trastorno) y la
proteina de tipo natural, el epitopo diana es accesible. En el otro polipéptido el epitopo diana es inaccesible.

En una realizacion, la invencion proporciona un método de deteccién de enfermedades prionicas, por ejemplo,
determinacioén de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana esta en una conformacién de tipo natural
0 en una conformacion de tipo no natural en la que esté agregado, que comprende:

- hacer reaccionar una muestra de polipéptido (la muestra contiene normalmente Prp*° ylo PrP°, y en
muchos casos una abundancia de uno o del otro) con un agente de modificacién quimica, normalmente un
agente que reacciona quimicamente con proteinas tales como peroxinitrito, que modifica epitopos
accesibles (epitopos diana) de modo que no pueden unirse a un agente de deteccion;

- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

- detectar con sonda con agentes de deteccién, tales como un anticuerpo contra un epitopo diana, para
determinar si el polipéptido (tal como antes de la desagregacion y/o desnaturalizacion) incluia epitopos
diana inaccesibles.

PrP¢ se hace “invisible” en el ensayo, porque los epitopos en las moléculas monoméricas se bloguean para el
reconocimiento por anticuerpos mediante el agente de modificacién quimica, mientras que las moléculas de PrP%° se
“protegen” frente a la modificacién quimica en virtud de que se secuestran dentro de agregados o no estan
disponibles de otra forma para la reaccidn. Alternativamente, se bloquean epitopos en las moléculas multiméricas
para el reconocimiento por anticuerpos mediante el agente de modificacién quimica, mientras que moléculas de
PrP°® se “protegen” frente a la modificacidon quimica en virtud de una diferencia en los epitopos accesibles.

En otra realizacion, el método de deteccion de enfermedad de Alzheimer comprende:

- hacer reaccionar una muestra de polipéptido (la muestra contiene normalmente todo o parte del polipéptido
precursor de amiloide con enfermedad o A beta o tau y/o el correspondiente polipéptido de tipo natural, y en
muchos casos una abundancia de uno o del otro) con un agente de modificacion quimica, normalmente un
agente que reacciona quimicamente con proteinas tales como peroxinitrito, que modifica epitopos
expuestos de modo que no pueden unirse a un agente de deteccién;

- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y
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- detectar con sonda con agentes de deteccién, tales como un anticuerpo contra un epitopo diana para
determinar si el polipéptido antes de la desagregacion y/o desnaturalizacién incluia epitopos diana
inaccesibles.

En realizaciones adicionales, la invenciéon proporciona métodos de deteccion de enfermedades para otras
enfermedades caracterizadas por epitopos diana accesibles de manera diferencial en conformaciones de
enfermedad y de tipo natural, por ejemplo, que resultan de proteinas con plegamiento erréneo y/o agregadas tales
como enfermedad de Parkinson (PD), enfermedad por cuerpos de Lewy (LBD), enfermedad de Huntington (HD),
esclerosis lateral amiotréfica (ALS), diabetes y cancer. Estos métodos incluyen de manera similar etapas tales como
hacer reaccionar una muestra de polipéptido (por ejemplo un polipéptido de enfermedad descrito en el presente
documento) con un agente de modificacion quimica, que modifica epitopos expuestos de modo que no pueden
unirse a un agente de deteccion; luego desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y detectar con
sonda con agentes de deteccion, tales como un anticuerpo contra un epitopo diana para determinar si el polipéptido
antes de la desagregacion y/o desnaturalizacion incluia epitopos diana inaccesibles. Estas etapas se adaptan de
manera similar para otros fines, tales como examinar sangre y hemoderivados, y otros usos descritos en el presente
documento.

El método de la invencion tiene muchas ventajas con respeto a la tecnologia existente. Tal como se indico
anteriormente, la invencién se denomina opcionalmente “EPA”, que en el caso de la deteccidon de enfermedad por
proteinas priénicas es un método sencillo y eficaz para detectar proteinas de enfermedad agregadas tales como
PrP*°, la molécula patégena que se piensa que constituye la particula infecciosa en enfermedades pridnicas y
polipéptido, asociada con AD.

La invencion es util en plataformas con capacidad robdtica de alto rendimiento. Por ejemplo, EPA no depende de la
resistencia a PrP proteasa, la base de la mayoria de las pruebas de diagnostico disponibles comercialmente para
enfermedad prionica. La tecnologia de proteccion de epitopos no requiere una etapa de digestion con proteasa, lo
gue hace que sea mas sensible a la infeccion temprana. Con certeza, la ausencia de una etapa de digestion con
proteasa permite que el EPA sea mas propenso a plataformas con capacidad robética de alto rendimiento.

Ademas, los métodos de la invencidon pueden usarse para detectar cualquier proteina que exista en dos 0 méas
conformaciones, en donde uno o mas epitopos diana se ocultan en al menos una conformacion.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un método de deteccion que comprende:

- hacer reaccionar una muestra de polipéptido con un agente de modificacion quimica, normalmente un
agente que reacciona quimicamente con proteinas, que se define que modifica epitopos expuestos de
modo que no pueden unirse a agentes de deteccion;

- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

- detectar con sonda con agentes de deteccion, tales como anticuerpos contra un epitopo diana para
determinar si el polipéptido antes de la desagregacion y/o desnaturalizacion incluia epitopos diana
inaccesibles para el agente de modificaciéon quimica.

El resultado indica si el polipéptido incluye epitopos inaccesibles, lo que es indicativo del tipo de polipéptido que esta
presente (es decir proteina de tipo natural o proteina de tipo no natural).

En una realizacion, la invencién incluye un método de deteccién de si un polipéptido candidato que incluye un
epitopo diana esta en una conformacioén de tipo natural o una conformacion de tipo no natural (en una realizacion, en
la conformacion de tipo no natural, el polipéptido candidato se agrega con polipéptido agregado), que comprende:

- poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente epitopos diana
accesibles, en el que en una de la conformacién de tipo no natural o la conformacion de tipo natural, el
epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y en el que en la otra conformacion, el
epitopo diana es inaccesible y no reacciona con el agente de bloqueo. El agente de blogueo sin reaccionar
se retira del contacto con el polipéptido, por ejemplo, dejando tiempo para que el agente de bloqueo se
consuma o se degrade o elimindndolo de manera activa mediante procesos fisicos o quimicos tal como se
describe mas adelante;

- modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible; y

- poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccidon que se une selectivamente al epitopo diana
gue se convirti6 de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre
agente de deteccion y epitopo diana convertido indica que antes de la conversion el polipéptido candidato
estaba en una conformacion en la que el epitopo diana era inaccesible y en el que la ausencia de unién
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entre el agente de deteccién y el epitopo diana indica que el polipéptido estaba en una conformacion en la
gue el epitopo diana era accesible, indicando de ese modo si el polipéptido estaba en una conformacion de
tipo natural o una conformacién de tipo no natural.

La invencion también incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana
esta en una conformacién de tipo natural o una conformacion de tipo no natural, que comprende:

- poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana
accesible, en el que en la conformacién de tipo natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con el
agente de bloqueo, y en el que en la conformacion de tipo no natural, el epitopo diana es inaccesible y no
reacciona con el agente de bloqueo. El agente de bloqueo sin reaccionar se retira del contacto con el
polipéptido, por ejemplo, dejando tiempo para que el agente de bloqueo se consuma o se degrade o
eliminandolo activamente mediante procesos fisicos o quimicos tal como se describe mas adelante;

- modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible; y

- poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccion que se une selectivamente al epitopo diana
que se convirti6 de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre
agente de deteccion y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una
conformacién de tipo no natural y en el que la ausencia de unidn entre el agente de deteccion y el epitopo
diana indica que el polipéptido estaba en una conformacién de tipo natural.

La invencion también incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana
esta en una conformacién de tipo natural o una conformacion de tipo no natural, que comprende:

- poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana
accesible, en el que en la conformacién de tipo no natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con el
agente de bloqueo, y en el que en la conformacion de tipo natural, el epitopo diana es inaccesible y no
reacciona con el agente de bloqueo. El agente de bloqueo sin reaccionar se retira del contacto con el
polipéptido, por ejemplo, dejando tiempo para que el agente de bloqueo se consuma o se degrade o
eliminandolo de manera activa mediante procesos fisicos o quimicos tal como se describe mas adelante;

- modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible; y

- poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccidon que se une selectivamente al epitopo diana
gue se convirti6 de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre
agente de deteccion y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una
conformacion de tipo natural y en el que la ausencia de unién entre el agente de deteccion y el epitopo
diana indica que el polipéptido estaba en una conformacion de tipo no natural.

La invencion también incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana
que se ha hecho reaccionar con un agente de bloqueo esta en una conformacion de tipo natural o una conformacion
de tipo no natural, que comprende:

- modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible;

- poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccién que se une selectivamente al epitopo diana
que se convirti6 de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la union entre
agente de deteccion y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una
conformacién de tipo no natural y en el que la ausencia de unién entre el agente de deteccion y el epitopo
diana indica que el polipéptido estaba en una conformacién de tipo natural.

En los métodos de la invencioén, el epitopo es en muchos casos inaccesible en la conformacion con plegamiento
errébneo o de tipo no natural porque i) el plegamiento erroneo diferencial del polipéptido en comparacion con el
polipéptido plegado de tipo natural impide o reduce la reaccion entre el agente de bloqueo y el epitopo diana, ii) el
polipéptido en la conformaciéon con plegamiento erréneo se agrega consigo mismo u otros polipéptidos en la
conformacion con plegamiento erréneo impidiendo o reduciendo la reaccion entre al agente protector/de bloqueo y el
epitopo diana, y/o iii) modificaciones postraduccionales del polipéptido impiden o reducen las reacciones entre el
agente de bloqueo y el epitopo diana.

En un ejemplo, el polipéptido candidato comprende proteina prionica, la conformacion plegada de tipo natural
comprende la conformacion de proteina prionica plegada de tipo natural y la conformacion plegada erroneamente
comprende la conformacién de PrPS°. Alternativamente, la proteina plegada de tipo natural comprende la
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conformacién de APP o su producto de escision amiloide-beta, y la conformacién con plegamiento erréneo
comprende la conformacion de enfermedad de Alzheimer APP o su producto de escision amiloide-beta.

En otro ejemplo, el polipéptido candidato comprende SOD1, alfa-sinucleina, polipéptido amiloide de los islotes,
resistina o proteina p53. Los métodos y kits de la invencién descritos en la solicitud son Utiles, por ejemplo, para su
aplicacién a un polipéptido de tipo no natural que tiene una conformacién que comprende mudltiples copias de un
polipéptido agregado entre si a través de interacciones de zonas ricas en lamina beta del polipéptido. En una
realizacién el polipéptido es polipéptido que esta agregado en agregados de proteina priénica. En otra realizacion, el
polipéptido es polipéptido que esta agregado en placas de amiloide.

La invencion también incluye i) polipéptido de la invencién modificado mediante reaccién con un agente de bloqueo
enumerado en el presente documento Y ii) el polipéptido modificado mediante reaccién con un agente de deteccion.
La invencion también incluye composiciones y kits de la invencion que incluyen estos polipéptidos modificados.

El agente de bloqueo es opcionalmente peroxinitrito, perdxido de hidrogeno, pirocarbonato de dietilo (DEPC), 4-
hidroxinonenal (4HNE), un epoxido tal como conduritol-B-ep6xido y 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano, metileno o
diazirina y compuestos relacionados. En los métodos, el polipéptido se modifica opcionalmente mediante
desnaturalizacion del polipéptido, por ejemplo con calor, detergente y/o agentes caotropicos. El polipéptido se
modifica opcionalmente mediante tratamiento con un agente de desagregacion para desagregar el polipéptido de
otros polipéptidos del mismo tipo, y de otras moléculas, en el que el agente de desagregacion se selecciona
opcionalmente de al menos uno del grupo que consiste en agente caotropico (incluyendo sales de guanidina, urea o
tiourea), detergente y calor.

Resulta facilmente evidente para un experto que las etapas del método de la invencién mencionadas en el presente
documento que implican retirar el agente de bloqueo normalmente implican retirar fisica, quimicamente o de otra
forma el agente de bloqueo del polipéptido candidato para impedir su reacciéon adicional. La eliminaciéon implica
opcionalmente dejar que pase un tiempo suficiente de modo que el agente de bloqueo se retire del polipéptido
candidato al consumirse o degradarse (por ejemplo, de manera que el agente de bloqueo se vuelve inerte o se
oxida). La eliminacion implica opcionalmente afiadir un compuesto para reaccionar con cualquier exceso de agente
de bloqueo para inactivarlo. La eliminacion también implica opcionalmente la filtracion fisica del agente de bloqueo
mediante técnicas de filtracion convencionales o centrifugacion para separar el polipéptido candidato y agente de
bloqueo, o union fisica a un sustrato Util para retirar el agente de bloqueo, tal como mediante union del agente de
bloqueo o polipéptido candidato a un sustrato inmovilizado en una columna.

Retirar significa impedir reacciones adicionales mediante el agente de bloqueo, por ejemplo, inactivando fisica o
quimicamente el agente de bloqueo, extrayendo el agente de bloqueo del contacto con la muestra que incluye el
polipéptido candidato o permitiendo que pase una cantidad de tiempo suficiente para que el agente de bloqueo se
consuma o se degrade.

El agente de deteccion comprende opcionalmente un anticuerpo dirigido contra un epitopo de polipéptido prionico,
un péptido de amiloide-beta, un epitopo de alfa-sinucleina o un epitopo de SOD1. El anticuerpo comprende
opcionalmente todos o parte de los anticuerpos anti-prion 6H4 y 3F4, y los anticuerpos anti-amiloide-beta 6E10 y
4G8.

Los métodos de la invencion se usan preferiblemente con mamiferos, tales como seres humanos. Ademas, los
métodos de la invencién se usan preferiblemente con mamiferos, tales como ganado. Ademas los métodos de la
invencién se usan con articulos alimenticios, articulos cosméticos, instrumentos dentales y quirdrgicos, aparatos de
aspiracion y productos farmacéuticos.

La invencion también incluye un método de someter a prueba una muestra de un animal, usando métodos de la
invencion descrita en el presente documento, para determinar si el animal tiene una enfermedad caracterizada por la
presencia de polipéptido candidato en una conformacién de tipo no natural en la muestra, en el que el polipéptido
candidato incluye un epitopo diana. Tales enfermedades se describen en el presente documento. En una
realizacién, el método comprende; determinar si el polipéptido candidato esta en i) una conformacién de tipo natural
0 ii) una conformacién de tipo no natural, mediante un método que comprende las etapas de:

poner en contacto la muestra con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana accesible en
el polipéptido candidato, en el que en la conformacion de tipo natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con
el agente de bloqueo, y en el que en la conformacion de tipo no natural, el epitopo diana es inaccesible porque el
polipéptido candidato esta agregado, no pudiendo reaccionar el polipéptido agregado y el epitopo diana con el
agente de bloqueo;

poner en contacto la muestra con un agente de conversién para modificar el polipéptido candidato para convertir
cualquier epitopo diana inaccesible en la muestra en un epitopo diana accesible;

poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccion que se une selectivamente al epitopo diana que se
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convirtié de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre agente de deteccion
y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una conformacion de tipo no natural y el
animal tiene una enfermedad y en el que la ausencia de unién entre el agente de deteccion y el epitopo diana indica
que el polipéptido estaba en una conformacion de tipo natural.

La invencién también incluye un método de la invenciéon descrito en el presente documento para examinar, por
ejemplo, sometiendo a prueba una muestra, tal como sangre o hemoderivados y otras muestras, para determinar si
la muestra comprende un polipéptido candidato en una conformacién de tipo no natural en el que el polipéptido
candidato incluye un epitopo diana. En una realizacion, el método comprende; determinar si el polipéptido candidato
esta en i) una conformacion de tipo natural o ii) una conformacién de tipo no natural, mediante un método que
comprende las etapas de:

poner en contacto la muestra con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana accesible en
el polipéptido candidato, en el que en la conformacién de tipo natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con
el agente de bloqueo, y en el que en la conformacion de tipo no natural, el epitopo diana es inaccesible y no puede
reaccionar con el agente de bloqueo;

poner en contacto la muestra con un agente de conversion para modificar el polipéptido candidato para convertir
cualquier epitopo diana inaccesible en la muestra en un epitopo diana accesible;

poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccién que se une selectivamente al epitopo diana que se
convirtié de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre agente de deteccion
y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una conformacion de tipo no natural y la
muestra comprende un polipéptido candidato en una conformacion de tipo no natural y en el que la ausencia de
unién entre el agente de deteccion y el epitopo diana indica que el polipéptido estaba en una conformacion de tipo
natural.

En otra realizacion, la invencién se refiere a un método de deteccién de si un polipéptido candidato que incluye un
epitopo diana esté en i) una conformacion de tipo natural o ii) una conformacion de tipo no natural (por ejemplo, en
el que el polipéptido se agrega en la conformacién de tipo no natural), que comprende:

poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana accesible,
en el que en la conformacion de tipo natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y
en el que en la conformacion de tipo no natural, el epitopo diana es inaccesible (por ejemplo, porque el polipéptido
candidato esta agregado) y el epitopo diana no puede reaccionar con el agente de bloqueo;

modificar el polipéptido candidato para convertir un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible; y

poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccidon que se une selectivamente al epitopo diana que se
convirtié de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre agente de deteccion
y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una conformacién de tipo no natural y en el
que la ausencia de union entre el agente de deteccion y el epitopo diana indica que el polipéptido estaba en una
conformacion de tipo natural. También se retira el agente de blogueo sin reaccionar del contacto con el polipéptido,
por ejemplo, dejando que se consuma o se degrade o retirAndolo de la reaccion mediante procesos fisicos o
guimicos.

El polipéptido candidato comprende opcionalmente proteina pridnica, la conformacion de tipo natural comprende la
conformacion de proteina priénica de tipo natural y la conformacion de tipo no natural comprende la conformacion de
PrP*. El polipéptido candidato comprende opcionalmente polipéptido amiloide-beta, proteina tau o proteina APP,
SOD1, alfa-sinucleina, proteina huntingtina, p53 o polipéptido amiloide de los islotes o resistina. El agente de
bloqueo se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en peroxinitrito, perdxido de hidrogeno, compuestos de
metileno, anhidrido succinico, epoxidos, pirocarbonato de dietilo, 4-hidroxinonenal (4HNE) y diazirina. El polipéptido
se modifica opcionalmente mediante desnaturalizacion del polipéptido. El polipéptido también se desnaturaliza
opcionalmente mediante calor y/o detergente y/o agentes caotrépicos. El polipéptido se modifica opcionalmente
mediante tratamiento con un agente de desagregacién para desagregar el polipéptido de los agregados de
polipéptido. El agente de desagregacion se selecciona opcionalmente de al menos uno del grupo que consiste en
agentes caotrépicos, detergente y calor. El detergente comprende opcionalmente SDS. El agente de deteccion
comprende opcionalmente un aptdmero o un anticuerpo, por ejemplo, dirigido contra un epitopo de polipéptido
priénico. El anticuerpo comprende opcionalmente 6H4 o 3F4. El aptdmero o anticuerpo esta dirigido opcionalmente
contra un péptido amiloide-beta. El anticuerpo comprende opcionalmente 6E10 o 4G8. La conformacién de tipo no
natural en determinadas realizaciones es indicativa de una enfermedad provocada por agregacion de proteinas, tal
como enfermedad pridnica (por ejemplo BSE o CJD), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson o
enfermedad por cuerpos de Lewy, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, cancer o diabetes.
Opcionalmente, antes de poner en contacto el agente de bloqueo con el polipéptido candidato, el polipéptido
candidato esta en una muestra que se trata previamente mediante uno o mas de los siguientes métodos: adsorcion,
precipitacion o centrifugacion. Opcionalmente, antes de poner en contacto el agente de bloqueo con el polipéptido
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candidato, el epitopo diana se mapea (es decir, el epitopo se identifica, por ejemplo, tal como se describe mas
adelante en la seccion de “Epitopos diana”). Opcionalmente, el polipéptido estd en una muestra postmortem o
antemortem seleccionada del grupo de: LCR, suero, sangre, orina, muestra de biopsia o tejido cerebral. Otro
aspecto de la invencion se refiere a un kit para detectar si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana esta
en i) una conformacién de tipo natural o ii) una conformacién de tipo no natural, que comprende un agente de
deteccién que reconoce el epitopo diana e instrucciones para al menos uno de i) mapear un epitopo diana, ii) poner
en contacto un polipéptido candidato con un agente de bloqueo vy iii) poner en contacto un polipéptido candidato con
un agente de deteccién. El kit es util para implementar un método de la invencién descrito en el presente documento.
El agente de deteccibn comprende opcionalmente un aptamero o un anticuerpo. El anticuerpo comprende
opcionalmente 6H4, 3F4, 6E10 o 4G8, opcionalmente inmovilizado en un soporte sélido. El kit comprende ademas
opcionalmente tampones y reactivos, por ejemplo, para ELISA, tal como ELISA de tipo sandwich, ELISA
fluorescente. El kit comprende ademdas opcionalmente un agente de bloqueo. El kit comprende ademas
opcionalmente un agente de desnaturalizaciéon seleccionado de al menos uno del grupo de detergentes y agentes
caotropicos. El kit comprende ademas opcionalmente un patrén de polipéptido. El kit comprende opcionalmente una
proteina de enfermedad recombinante o una proteina recombinante que imita a una proteina de enfermedad. En otra
realizacion, la invencion se refiere a un método de deteccion de si un polipéptido candidato que se ha puesto en
contacto con un agente de blogueo esta en i) una conformacién de tipo natural o ii) una conformacion de tipo no
natural, en el que el polipéptido candidato comprende al menos un epitopo diana vy, tras el contacto con el agente de
bloqueo y la eliminacion del agente de bloqueo, el polipéptido candidato se ha modificado convirtiéndose de
cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, comprendiendo el método: poner en contacto el
polipéptido con un agente de deteccion que se une selectivamente al epitopo diana que se convirtid de un epitopo
diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre el agente de deteccion y el epitopo diana
convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una conformacion de tipo no natural (por ejemplo, una
conformacion agregada) y en el que la ausencia de unién entre el agente de deteccion y el epitopo diana indica que
el polipéptido estaba en una conformacion de tipo natural. También son Utiles en este método enfermedades,
agentes de bloqueo, epitopos diana, agentes de deteccion y otros aspectos descritos en el presente documento. Las
enfermedades, los agentes de bloqueo, los epitopos diana, los agentes de deteccién y otros aspectos descritos en el
presente documento se adaptan también facilmente para los métodos descritos en parrafos precedentes, tales como
métodos para someter a prueba una muestra de un animal (tal como un ser humano, ganado, etc.) para determinar
si el animal tiene una enfermedad o examinar una muestra.

La situacion inversa a los métodos descritos en algunos de los parrafos mencionados anteriormente también se
detecta de manera util, por ejemplo, cuando la conformacion de tipo natural incluye un epitopo inaccesible y la
conformacion de tipo no natural tiene un epitopo accesible. Esta situacion también se adapta faciimente a los
métodos descritos en el presente documento, tales como diagnosticar una enfermedad o examinar muestras.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones preferidas de la invencién, se facilitan a modo de ilustracion sélo.

Breve descripcion de los dibujos
Se describen realizaciones de la invencion en relacion con los dibujos en los que:

Figura 1. PrP cerebral agregada in vitro mediante tratamiento con acido se protege frente a la modificacion mediante
peroxinitrito

Se tratdé homogeneizado de cerebro humano tratado con acido o de manera simulada con concentraciones
crecientes de peroxinitrito (ONOO) y luego se sometié a inmunotransferencia con 3F4 (panel A) o 6H4 (panel B).
Efecto del peroxinitrito sobre el epitopo de 3F4 (C) y 6H4 (D) en homogeneizado de cerebro tratado de manera
simulada (o) y con acido (e). Se barrieron las peliculas de inmunotransferencia y se determinaron las intensidades
de banda mediante el software Unscanit. Los resultados son las intensidades relativas combinadas de 3
experimentos separados.

Figura 2. PrP en cerebro de hamster infectado con tembladera se protege frente a la modificacion mediante
peroxinitrito

(A) Efecto del tratamiento con peroxinitrito sobre el epitopo de 6H4 en cerebro de hamster infectado con tembladera.
(B) Se barrié la transferencia en (A) y se determinaron las intensidades de banda relativas usando el software
Unscanit. (o) Cerebro de hamster infectado con tembladera. (o) Cerebro de hamster normal.

Figura 3. La proteccion frente a la modificacion inducida por peroxinitrito se debe a agregacién en cerebro tratado
con &cido

(A) Efecto del peroxinitrito sobre la inmunoprecipitacion (IP) de PrP en homogeneizado de cerebro tratado con acido
y de manera simulada. Se traté el homogeneizado de cerebro con peroxinitrito 10 mM seguido por incubacion
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durante 2 h a T.A. con (+) o sin (-) clorhidrato de guanidina (Gu) 2,5 M. Se sometieron a inmunoprecipitacion las
muestras resultantes con 6H4 o 3F4. Precipita mas PrP en la muestra tratada con &cido tras el tratamiento con
peroxinitrito + Gu mientras que en la muestra simulada, Gu no tiene ningun efecto. Esto sugiere que Gu puede
descomponer PrP agregada en la muestra con acido que se protege frente a la destruccién mediante peroxinitrito.
(B) Efecto del peroxinitrito sobre PrP en homogeneizado de cerebro tratado con acido y de manera simulada tal
como se mide mediante ELISA. Se tratdé el homogeneizado de cerebro con concentraciones crecientes de
peroxinitrito seguido por Gu 2,5 M. Tras una dilucién de 10 veces, se analizaron las muestras mediante ELISA de
tipo sandwich con 6H4 como Ac de captura y 3F4 como Ac de deteccidon. De manera similar a los datos de
inmunotransferencia e IP, los resultados muestran que PrP con plegamiento erréneo se protege frente a la
destruccion mediante el tratamiento con peroxinitrito, debido a agregacion.

Figura 4. Deteccion de amiloide-beta (Abeta) agregado usando EPA

El epitopo de 6E10 en la region de Abeta de APP es menos accesible para la modificacién con peroxinitrito en
cerebro con enfermedad de Alzheimer en comparacién con cerebro normal (panel A), y en homogeneizados de
cerebro que se han tratado a pH bajo para inducir agregacion de proteinas (panel B). El péptido Abeta 1-42
agregado in vitro muestra una proteccion de epitopos destacada del epitopo de 6E10 frente a la modificacién con
peroxinitrito, en comparacion con Abeta 1-42 no agregado soluble (panel C). Abeta 1-42 normal y agregado tratado
con concentraciones crecientes de peroxinitrito y luego sometido a inmunotransferencia con anticuerpo 6E10
también muestra una proteccion de epitopos destacada (panel D).

Figura 5. Deteccion de epitopos modificables mediante DEPC en SOD1

(A) Inmunotransferencia de tipo Western que muestra SOD1 soluble tratada con concentraciones crecientes de
DEPC y sometida a inmunotransferencia con anticuerpo de oveja anti-SOD1. (B) Representacion grafica de la
disminucion de la union del anticuerpo a SOD1 con la concentracién creciente de DEPC.

Figura 6. Deteccién de alfa-sinucleina agregada usando EPA (A). Inmunotransferencia de tipo Western que muestra
el efecto de concentraciones crecientes de DEPC sobre la unién del anticuerpo a alfa-sinucleina soluble e insoluble.
(B) Representacion grafica que muestra el grado de unién del anticuerpo a alfa-sinucleina normal (-) e insoluble (r).

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion proporciona un método util para la deteccion de un homologo de polipéptido relacionado con
enfermedad de un polipéptido celular normal que forma agregados o conduce de otra forma al ocultamiento de uno o
mas epitopos que no estan ocultos en el polipéptido de tipo natural o normal. La invencion reconoce la importancia
de la agregacion en la patologia de enfermedades tales como enfermedad pridnica. La invencién también se
aprovecha de este efecto de agregacion y proporciona un ensayo que supera los problemas de los ensayos de
deteccion de la técnica anterior. En una realizacion, el método de la invencion se aplica a la deteccién de PrP*° en
plasma, suero, orina u otra muestra biolégica. Los métodos de la invencidon son Utiles ademas para detectar
cualquier polipéptido que existe en dos o mas conformaciones, en donde uno o mas epitopos diana son inaccesibles
en al menos una conformacion. En una realizacion, la invencién incluye un método de deteccion de si un polipéptido
candidato que incluye un epitopo diana esta en una conformacion de tipo natural o de tipo no natural.

“Epitopo” se refiere a una parte de una secuencia de aminoacidos contiguos o no contiguos (antigeno) que se
reconoce por y a la que se une un agente de deteccién tal como un anticuerpo. Preferiblemente, el epitopo es un
epitopo lineal en un polipéptido que incluye normalmente de 3 a 10 o de 6 a 10 0 mas aminoéacidos contiguos que se
reconocen por y a los que se une un agente de deteccion. Un epitopo conformacional incluye aminoacidos no
contiguos. Algunas veces los epitopos conformacionales pueden restablecerse por si mismos tras la
desnaturalizacién mediante replegamiento parcial sobre, por ejemplo, una membrana de inmunotransferencia. El
agente de deteccién tal como un anticuerpo reconoce la estructura tridimensional. Cuando una molécula de proteina
se pliega para dar una estructura tridimensional, los aminoacidos que forman el epitopo se colocan de una manera
gue permite que el agente de deteccion reconozca y se una a los aminoacidos. En una proteina no plegada
(desnaturalizada) solo se reconoce el epitopo lineal y queda unido al agente de deteccién. Puesto que la proteina no
esta plegada antes del contacto con el agente de deteccién, el epitopo inaccesible sera normalmente un epitopo
lineal.

“Agente de bloqueo” se refiere a un agente que reduce la reactividad del epitopo, por ejemplo uniéndose al epitopo o
modificando y destruyendo la reactividad del epitopo, por ejemplo en un grupo lateral de aminoacido dentro de un
epitopo lineal, de modo que se impide que el epitopo se una al agente de deteccion (habitualmente pero no siempre
un anticuerpo). Un ejemplo de un agente de bloqueo es peroxinitrito. Otros ejemplos incluirian metileno, peréxido de
hidrégeno, pirocarbonato de dietilo, 4-hidroxinonenal (4HNE), epdxidos tales como conduritol-B-epdxido y 1,2-epoxi-
3-(p-nitrofenoxi)propano y -diazirina. Los agentes de modificacién quimica que saturan aminoacidos accesibles
criticos para el reconocimiento de epitopos en condiciones nativas son los mas utiles en las aplicaciones de
tecnologia de proteccion de epitopos. Adicionalmente, el agente de bloqueo puede fosforilar, glicosilar o modificar de
otro modo un epitopo diana. El agente de bloqueo también puede incluir péptidos, anticuerpos o fragmentos de
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anticuerpo que se unen al epitopo. El agente de bloqueo debe modificar eficazmente aminoacidos accesibles (por
ejemplo modificar al menos: el 50%, el 75%, el 90%, el 95% o el 99% de los aminoacidos accesibles).

“Epitopo accesible” es un epitopo diana que esté disponible para reaccionar con un agente de bloqueo en métodos
de la invencion. Por ejemplo, un epitopo que esta disponible para reaccionar con un agente de blogueo es un
epitopo accesible. Tras reaccionar con un agente de bloqueo, se impide que el epitopo accesible se una al agente
de deteccion (tras esta etapa de reaccion, el epitopo que se ha reaccionado puede denominarse epitopo
bloqueado).

“Anticuerpo” pretende incluir anticuerpos completos y fragmentos de los mismos que también reaccionan
especificamente con uno o mas epitopos de proteina, tales como epitopos de proteina de enfermedad. Los
anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas convencionales y examinarse los fragmentos para determinar su
utilidad de la misma manera tal como se describe a continuaciéon. Por ejemplo, pueden generarse fragmentos
F(ab’)2 tratando un anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab’)2 resultante puede tratarse para reducir los puentes
disulfuro para producir fragmentos Fab’.

“Aptamero” significa una macromolécula tal como una molécula de péptido, ARN o ADN que puede interaccionar
especificamente con una diana de proteina o péptido.

“Epitopo inaccesible” significa que la modificaciéon del epitopo diana mediante el agente de bloqueo quimico se
impide o se reduce significativamente (por ejemplo se reduce en al menos: el 50%, el 75%, el 90% o el 95%), por
ejemplo, mediante plegamiento erréneo diferencial en relacion con el polipéptido de tipo natural, mediante
agregacion de polipéptido con plegamiento erréneo o mediante modificaciones postraduccionales del polipéptido. En
algunos casos, el epitopo inaccesible se convierte en un epitopo accesible eliminando el impedimento (por ejemplo
plegamiento erréneo o agregacion) que impide o reduce significativamente la modificacion del epitopo diana
mediante el agente de bloqueo. El epitopo inaccesible que se convierte en un epitopo accesible también puede
denominarse “epitopo revelado”.

“Agente de deteccidon” se refiere a un agente que se une a un epitopo y que puede detectarse, tal como un
anticuerpo especifico para epitopos de polipéptidos priénicos que pueden usarse para detectar con sonda la
muestra que contiene el polipéptido. El agente de deteccion se usa tras desplegarse el polipéptido de manera que la
deteccion se une preferentemente a los epitopos no bloqueados, no modificados.

“Proteina de enfermedad o polipéptido de enfermedad” se refiere a un polipéptido asociado con un estado de
enfermedad o trastorno en donde la conformacion modular o de orden superior del polipéptido difiere de la
conformacion de tipo natural o sin enfermedad e incluye mutantes, variantes y versiones polimorficas del mismo.
Una proteina de enfermedad o polipéptido de enfermedad también puede denominarse proteina o polipéptido de
conformacion de tipo no natural. La conformacion modular se refiere a cambios conformacionales en la estructura
tridimensional de una Unica molécula de proteina. La conformacion de orden superior se refiere a cambios
conformacionales en la estructura tridimensional de muchas moléculas de proteina agregadas entre si. La
agregacion puede consistir en una o mas proteinas diferentes y puede asociarse con moléculas distintas de
proteinas. Los polipéptidos candidatos de tipo natural y de tipo no natural, incluyendo proteinas o polipéptidos de
enfermedad, también incluyen proteinas recombinantes, tales como polipéptidos expresados de manera celular (es
decir bacterias, usando sistemas de baculovirus, etc.) y polipéptidos traducidos in vitro.

“Conformacion plegada de tipo natural” se refiere a la conformacion plegada de tipo natural de una proteina en un
estado sin enfermedad o sin trastorno.

“Conformacion con plegamiento erréneo” se refiere a la conformacion plegada de un polipéptido en un estado de
enfermedad o trastorno en donde la conformacion difiere de la conformacién de tipo natural. La diferencia en la
conformacion es como resultado de plegamiento diferencial. El plegamiento diferencial puede provocar agregacion
de proteinas.

“Conformacion de tipo natural” se refiere a la conformacién de un polipéptido en su estado habitual o normal o en un
estado de referencia o deseado y puede incluir polipéptido en un estado sin enfermedad o trastorno.

“Conformacion de tipo no natural” se refiere a una conformacion de polipéptido que difiere de la conformacién del
polipéptido de tipo natural y puede incluir una conformacion de polipéptido en una enfermedad o un trastorno, en
donde la conformacion difiere de la conformacion de tipo natural. La diferencia en la conformacién puede ser como
resultado de plegamiento diferencial, agregacion de polipéptidos o modificacion postraduccional diferencial en
comparacion con el polipéptido de tipo natural. En el case de agregacion de polipéptidos, la agregacion puede
impedir la accesibilidad del epitopo en vez de la conformaciéon cambiada.

Enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer (AD), esclerosis lateral amiotréfica (ALS) y

enfermedad de Parkinson/demencia por cuerpos de Lewy (PD, LBD) suponen retos importantes para la poblacién en
envejecimiento y el sistema de atencién sanitaria. No existe una prueba bioquimica especifica para enfermedades
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neurodegenerativas como grupo (1, 2). AD, ALS y PD/LBD esporadicas estan todas asociadas con acumulacion
neural de multimeros patolégicos de polipéptidos con plegamiento erréneo (tales como fibrillas, protofilamentos y
agregados amorfos), incluyendo el fragmento Abeta de la proteina precursora de amiloide (APP) en AD; superéxido
dismutasa-1 (SOD1) en ALS, y alfa-sinucleina en PD y LBD (1). Como con las enfermedades pridnicas, mutaciones
en genes que codifican para estos polipéptidos propensos a agregacion estan asociadas con formas familiares
autosémicas dominantes de AD, ALS y PD. La deteccion de agregados de polipéptidos con plegamiento erréneo
asociados con enfermedad permite pruebas de diagndstico antemortem sensibles y especificas para enfermedades
neurodegenerativas.

Para ello, los inventores han inventado el “ensayo de proteccion de epitopos” (EPA), una tecnologia innovadora para
la deteccion de polipéptidos agregados en tejidos y liquidos biolégicos accesibles, tales como sangre y LCR, que
sirven como “sumideros” para los agregados liberados desde neuronas moribundas. El método consiste
opcionalmente en:

- hacer reaccionar una muestra con un agente de modificacion quimica;
- desagregar y desnaturalizar los polipéptidos tratados;

- detectar con sonda la muestra con agentes de deteccion tales como anticuerpos contra epitopos
especificos bloqueados mediante el modificador quimico; y

- detectar polipéptidos unidos a agente (por ejemplo, mediante ELISA).

Los polipéptidos solubles normales en la muestra se vuelven “invisibles” en el ensayo, porque no se detectan
epitopos accesibles mediante un agente de deteccion (por ejemplo bloqueados para el reconocimiento por
anticuerpos), mientras que una proporcion de polipéptidos en los agregados se “protegen” frente a la modificacion
guimica en virtud de su secuestro interior, y todavia estan disponibles para su deteccién mediante un agente de
deteccién (por ejemplo anticuerpo de union) tras la desagregacion.

Los métodos de la invencién son Utiles para diagnosticar enfermedades caracterizadas por plegamiento erréneo y/o
agregacion de polipéptidos tales como en las enfermedades mencionadas anteriormente o para enfermedades o
trastornos caracterizados por polipéptidos con epitopos diana accesibles de manera diferencial por lo demas en
conformaciones de proteina de enfermedad y de tipo natural.

Los presentes inventores también han encontrado que el tratamiento de polipéptido priénico de raton recombinante
(rmPrP) a bajo pH en presencia de bajas concentraciones de agentes desnaturalizantes provoca que el polipéptido
adquiera un contenido aumentado de l&minas beta, reminiscente de la isoforma de polipéptido pridnico asociado con
enfermedad con plegamiento erréneo, PrP®°. Esta conversién de rmPrP esta asociada con un aumento de la
accesibilidad al disolvente de cadenas laterales de tirosina®. Los inventores han encontrado que el tratamiento de
homogeneizado de cerebro normal con acido y agentes desnaturalizantes provoca que PrP se vuelva insoluble en
detergente (29). Con el fin de detectar con sonda la accesibilidad en superficie de tirosinas y otros residuos en Prp°
normal y con plegamiento erréneo, se tratd tejido cerebral humano normal y con plegamiento erréneo por acido con
el compuesto de nitracion quimica peroxinitrito. El tratamiento con peroxinitrito de tejido cerebral provocé una
reduccion de la unién de los anticuerpos anti-PrP 3F4 y 6H4 tal como se mide mediante inmunotransferencia,
inmunoprecipitacién y ELISA. El bloqueo de epitopos inducido por peroxinitrito era mas pronunciado en PrP de
cerebro normal que en PrP con plegamiento erroneo, mostrando un efecto protector de la agregacion. Se
observaron hallazgos similares en cerebro de hamster normal e infectado con tembladera, en las que los epitopos
de 3F4 y 6H4 de PrP de cerebro con tembladera se protegieron parcialmente frente a la modificacion inducida por
peroxinitrito. La inmunoprecipitacion de cerebro tratado con peroxinitrito con anticuerpos anti-nitrotirosina sugiere
gue o bien PrP se nitra en los residuos de tirosina o bien otro polipéptido en proximidad a PrP se nitra e
inmunoprecipita conjuntamente PrP.

Por consiguiente, la invencion incluye un método de determinacion de la agregacion de polipéptidos, incluyendo pero
sin limitarse a PrP*°, que comprende:

. hacer reaccionar una muestra con un agente de modificacion quimica en donde tal agente podria ser, pero
sin limitarse a, peroxinitrito

. desagregar y/o desnaturalizar la muestra modificada quimicamente con calor, detergente o agentes
caotrépicos; y

. detectar con sonda con anticuerpos especificos para epitopos de polipéptidos pridnicos.

Los inventores han mostrado ademas que los métodos de la invencién son (tiles para detectar proteinas de
enfermedad de Alzheimer.
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En una realizacion, el método de deteccion de enfermedad de Alzheimer comprende:

- hacer reaccionar una muestra de polipéptido (la muestra contiene normalmente la totalidad o parte de una
proteina o un polipéptido de enfermedad tal como polipéptido precursor amiloide o amiloide-beta o tau y/o el
polipéptido de tipo natural correspondiente, y en muchos casos una abundancia de uno u otro) con un
agente de maodificacion quimica, normalmente un agente de blogueo tal como peroxinitrito, que modifica
epitopos expuestos de modo que no pueden unirse a un agente de deteccion;

- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

- detectar con sonda con agentes de deteccién, tales como un anticuerpo contra un epitopo diana para
determinar si el polipéptido antes de la desagregacion y/o desnaturalizacion incluia epitopos diana
inaccesibles.

Filamentos en placa o vasculares que contienen Abeta también estan asociados con estados tales como trisomia 21
(sindrome de Down), hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (HCHWA)-tipo holandés y envejecimiento
cerebral normal (Mori, H et al. JBC (1992) 267: 17082-86). Por consiguiente, en una realizacion, la deteccion de
proteina de enfermedad Abeta es pronéstico de enfermedades HCHWA-tipo holandés o envejecimiento cerebral
normal.

Ademas, los métodos de la invencién pueden combinarse con otros métodos de diagndstico tales como
exploraciones mediante obtencion de imagenes de resonancia magnética (MRI) o tomografia computerizada (CT)
para confirmar el diagnéstico.

Los métodos de la invencion son Utiles para detectar una diana que incluye proteina o polipéptido que existe en dos
0 mas conformaciones, en donde uno o mas epitopos diana estan ocultos en al menos una conformacion.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un método de deteccion que comprende:

- hacer reaccionar un polipéptido con un agente de modificacién quimica, normalmente un agente de
bloqueo, que se define que modifica epitopos expuestos de modo que no pueden unirse a agentes de
deteccion;

- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

- detectar con sonda con agentes de deteccion, tales como anticuerpos contra un epitopo diana para
determinar si el polipéptido antes de la desagregacion y/o desnaturalizacion incluia epitopos diana
inaccesibles para el agente de modificacién quimica.

El resultado indica si el polipéptido incluye epitopos inaccesibles, lo que es indicativo del tipo de polipéptido que esta
presente (es decir proteina de tipo natural o de tipo no natural).

La invencion también incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana
que ha reaccionado con un agente de bloqueo esta en una conformacién de tipo natural o una conformacion de tipo
no natural, que comprende:

- modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible; y

- poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccién que se une selectivamente al epitopo diana
que se convirtid de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre el
agente de deteccion y el epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una
conformacién de tipo no natural y en el que la ausencia de union entre el agente de deteccién y el epitopo
diana indica que el polipéptido estaba en una conformacion de tipo natural.

En otra aplicacion, la invencion también incluye un método de deteccion de un polipéptido modificado de manera
intrinseca, en el que la modificacion protege al epitopo diana frente a la reaccién con el agente de deteccion, que
comprende:

- poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente un epitopo diana
accesible, en el que en una de la conformacién de tipo no natural o la conformacién de tipo natural, el
epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y en el que en la otra conformacion, el
epitopo diana es inaccesible y no reacciona con el agente de bloqueo;

- hacer reaccionar la muestra con un agente que elimina la modificacion intrinseca del epitopo diana de
polipéptido modificado de manera intrinseca;
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- desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

- detectar con sonda con un agente de deteccion, tal como anticuerpos contra el epitopo diana, para
determinar si el polipéptido candidato es un polipéptido modificado de manera intrinseca.

Agentes de modificacion quimica

El agente de modificacién quimica de la invencion comprende cualquier compuesto quimico (incluyendo un agente
bioldgico) que modifica residuos de epitopos diana de manera que el epitopo se vuelve invisible mediante los
métodos de la invencion (es decir, no se detecta mediante el agente de deteccién o se reduce la deteccién). Por
ejemplo, el peroxinitrito modifica preferentemente tirosina, serina, metionina, histidina y triptéfano asi como cisteina y
otros aminoéacidos (25, 26). DEPC maodifica preferentemente histidinas (37), y el anhidrido succinico modifica
preferentemente residuos que comprenden aminas. Los epoxidos, incluyendo conduritol-B-epdxido y 1,2-epoxi-3-(p-
nitrofenoxi)propano) son un grupo de reactivos usados ampliamente para la “inhibicion suicida” de cadenas laterales
de grupo carboxilo, tales como los residuos cataliticos de aspartil proteasas (19, 20). El peroxido de hidrégeno y el
metileno también son Utiles. Los compuestos quimicos pueden modificar el epitopo diana oxidando, nitrando,
reduciendo o modificando de otro modo el epitopo. Ademas, el epitopo puede modificarse mediante un agente de
modificacién quimica que es un grupo fosfato (mediante fosforilacion), o un grupo glicosilo (mediante glicosilacién),
y/u otro grupo quimico que oculta el epitopo diana.

Por consiguiente, en una realizacion, el agente de modificacién quimica se elige del grupo de peroxinitrito, DEPC,
peroxido de hidrégeno, anhidrido succinico, metileno y epo6xidos (conduritol-B-epéxido y 1,2-epoxi-3-(p-
nitrofenoxi)propano y/o variantes relacionadas de los mismos.

Tras reaccionar con polipéptido candidatos, se elimina el agente de modificacion quimica. Resulta facilmente
evidente para un experto que las etapas del método de la invencion mencionadas en el presente documento que
implican eliminar el agente de bloqueo normalmente implican eliminar fisica, quimicamente o de otro modo el agente
de bloqueo del polipéptido candidato para impedir su reaccion adicional. La eliminacién implica opcionalmente dejar
que pase un tiempo suficiente de modo que el agente de bloqueo se retire del polipéptido candidato al consumirse o
degradarse (por ejemplo, de manera que el agente de bloqueo se vuelve inerte o se oxida). La eliminacién implica
opcionalmente afiadir un compuesto para que reaccione con cualquier cantidad de agente de bloqueo en exceso
para inactivarlo. La eliminacién también implica opcionalmente la filtracion fisica del agente de bloqueo mediante
técnicas de filtracion convencionales o centrifugacion para separar el polipéptido candidato y agente de bloqueo, o la
union fisica a un sustrato Util para eliminar el agente de bloqueo, tal como mediante unién del agente de bloqueo o
polipéptido candidato a un sustrato inmovilizado en una columna.

Eliminar significa impedir reacciones adicionales mediante el agente de bloqueo, por ejemplo, inactivando fisica o
quimicamente el agente de bloqueo, extrayendo el agente de bloqueo del contacto con la muestra que incluye el
polipéptido candidato o permitiendo que pase una cantidad de tiempo suficiente para que el agente de bloqueo se
consuma o se degrade.

La modificacion quimica de un epitopo diana conduce al ocultamiento de un epitopo frente al reconocimiento por
anticuerpos. En una realizacién, el tratamiento con un agente de bloqueo tal como peroxinitrito conduce a la
destruccion de epitopos en proteinas monomeéricas pero no epitopos en proteinas agregadas tales como proteinas
de enfermedad o polipéptidos de tipo no natural.

Tratamiento previo

Los métodos de la invencion también contemplan el tratamiento previo de la muestra para potenciar la deteccion
mediante EPA. Por ejemplo si se observa una disminucién de la deteccion de proteinas agregadas tales como
priones en sangre u orina, se emplean facilmente estrategias de limpieza previa para potenciar la deteccion con
detergentes, agentes de precipitacion y adsorbentes tales como los usados normalmente en ensayos ELISA
comerciales que conoce un experto en la técnica. También pueden tratarse previamente muestras de polipéptido
con agentes tales como detergentes o guanidina o calor. Finalmente las muestras pueden concentrarse o limpiarse
previamente mediante métodos tales como centrifugacion. Por consiguiente, en una realizacion, las muestras se
tratan previamente antes de emplear un método de la invencion.

Deteccion de proteinas o polipéptidos agregados o con plegamiento erréneo
Los inventores han encontrado un método que detecta polipéptidos que tienen epitopos diana que son accesibles
para la deteccidon en una conformacién e inaccesibles en otra mediante la modificacién de epitopos inaccesibles

mediante un agente de modificacion. Los inventores han identificado varios epitopos que son Utiles como epitopos
diana en los métodos de la invencion. Se identifican otros epitopos diana tal como se describe a continuacion.
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Epitopos diana

Se identifican epitopos diana para polipéptidos que existen en dos 0 mas conformaciones en las que los epitopos
gue pueden detectarse mediante agentes de deteccion tales como anticuerpos, aptameros o péptidos, son
accesibles en una conformacion e inaccesibles en la otra conformacion. Cuando se encuentra que un epitopo esta
bloqueado frente a la deteccién por un agente de bloqueo en una conformacién del polipéptido, el epitopo es un
epitopo diana. Para identificar epitopos diana, se elige un agente de deteccién tal como un anticuerpo. Si el agente
de deteccién es un anticuerpo, es preferiblemente un anticuerpo monoclonal aunque también pueden utilizarse
anticuerpos policlonales. El epitopo, que puede ser un epitopo lineal o no lineal, y que se reconoce especificamente
por el anticuerpo, es opcionalmente un epitopo conocido. Se elige un agente de modificaciéon quimica candidato tal
como peroxinitrato. Si se conoce el epitopo reconocido por el agente de deteccion, el agente de moadificacién
guimica candidato se elige preferiblemente basandose en su capacidad para modificar residuos de aminoacido en el
epitopo diana. Por ejemplo, el peroxinitrito modifica preferentemente residuos de tirosina e histidina con cierta
modificacién de cisteina y otros aminoéacidos. El peroxinitrito se elige opcionalmente como agente de modificacion
quimica si estan presentes tirosinas y/o histidinas en el epitopo diana. Se hacen reaccionar alicuotas de una
muestra que comprende polipéptido de tipo natural y alicuotas de una muestra que comprende polipéptido de tipo no
natural con concentraciones crecientes del agente de modificacion quimica elegido. Cada muestra comprende uno o
méas de polipéptido recombinante, extractos celulares o muestras de tejido que se sabe que expresan el polipéptido
en la conformacién o bien de tipo natural o bien de tipo no natural. Preferiblemente, las muestras de polipéptido
tienen concentraciones similares de polipéptido. La muestra de polipéptido de conformacion de tipo no natural se
obtiene alternativamente tratando un polipéptido en conformacién de tipo natural con un agente, tal como acido, que
induce la conversion a una conformacioén de tipo no natural.

Cada muestra de polipéptido se desnaturaliza y/o se desagrega para convertir cualquier supuesto epitopo diana
inaccesible en un epitopo diana accesible. Cada muestra de polipéptido se pone en contacto entonces con el agente
de deteccion elegido. Se realiza la deteccion usando técnicas conocidas en la técnica tales como ELISA e
inmunotransferencia de tipo Western. Se comparan la cantidad de sefal generada por el agente de deteccion para
una muestra que comprende polipéptido en una conformacién de tipo natural tratada con agente de proteccion y
para una muestra que comprende polipéptido, en una conformacién de tipo no natural tratada con agente de
protecciéon. Una diferencia en la deteccion en una o mas concentraciones de agente de modificacion quimica indica
que el epitopo esta protegido en una conformacion e indica ademas que el epitopo es un epitopo diana. Una
diferencia a lo largo de un intervalo de concentraciones de agente de modificacion quimica indica que el epitopo
diana es util para EPA. El proceso se repite con diferentes agentes de bloqueo y/o agentes de deteccion y se
identifican epitopos diana. Habitualmente, se normaliza y se valora el agente de bloqueo y se realizan experimentos
usando un modificador quimico “universal” tal como metileno®*%° gue opcionalmente produce una proteccion mas
uniforme y completa del epitopo diana.

Por consiguiente en un ejemplo, un método de identificacién de un epitopo diana en un polipéptido que tiene dos o
mas conformaciones en las que el epitopo diana es accesible para la deteccién en una conformacion e inaccesible
en otra conformacion, comprende:

— hacer reaccionar una muestra que comprende polipéptido en una conformacion de tipo natural y una
muestra que comprende polipéptido en una conformacion de tipo no natural normalmente con una o mas
concentraciones de un agente de modificacion quimica;

— desnaturalizar y/o desagregar cada muestra para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un
epitopo diana accesible;

—  poner en contacto las muestras con un agente de deteccion; y

— comparar la sefial generada por el agente de deteccion para muestras que comprenden polipéptido en una
conformacion de tipo natural tratadas con agente de modificacion quimica y para muestras que
comprenden polipéptido en una conformacion de tipo no natural tratadas con agente de modificacion
quimica, en las que una diferencia en la deteccion entre la muestra que comprende polipéptido de tipo
natural y la muestra que comprende muestra de tipo no natural indica que el epitopo esta protegido en una
conformacién e indica ademas que el epitopo es un epitopo diana.

Condiciones para EPA

Los experimentos de valoracion con peroxinitrito, perdxido de hidrégeno y metileno (basandose en la fotélisis con luz
UV de la diazirina precursora) u otros agentes de modificacion, son Utiles para mejorar las condiciones para la
proteccion de epitopos.

Se hacen reaccionar opcionalmente muestras que se sabe que contienen polipéptidos en dos o mas
conformaciones, incluyendo proteinas de enfermedad, usando inmunotransferencia y ELISA. En cada caso, se
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preparan las muestras y opcionalmente se mezclan con concentraciones crecientes del agente de modificacion y se
procesan, por ejemplo, mediante inmunotransferencia, ELISA y/o fluorescencia con resolucion temporal. Esto define
el tipo y la concentracion de agente quimico que permiten la maxima distincién entre proteinas monoméricas y
agregadas incluyendo proteinas de enfermedad. Experimentos informativos adicionales pueden implicar el uso de
proteina de enfermedad (tal como proteinas prionicas tratadas con acido o proteinas p53 mutantes y otras proteinas
enumeradas en esta solicitud) recombinante (de tipo no natural) y proteina normal (de tipo natural) en lugar de
muestras que contienen proteinas de enfermedad.

En algunos casos, las proteinas de enfermedad pueden tener diferentes propiedades para la modificacion quimica
que las que tienen las proteinas de enfermedad recombinantes, y las proteinas de enfermedad en un tipo de
muestra (tal como tejido cerebral) pueden presentar diferentes propiedades de modificacion quimica que las
proteinas de enfermedad que circulan en la sangre, o que pueden detectarse en orina. Un experto en la técnica
identificara facilmente las condiciones éptimas para priones enddégenos usando técnicas conocidas.

El EPA logra una utilidad comercial superior detectando proteinas de enfermedad en tejidos y liquidos biologicos
para lo que no existe una tecnologia actual. Algunas proteinas de enfermedad tienen una abundancia muy baja. Por
ejemplo, los priones tienen una abundancia muy baja (10-100 priones/ml mediante ensayo biol6gico), y PrP
resistente a proteasas en orina so6lo puede detectarse de manera intermitente/esporadica mediante precipitacion de
grandes volumenes de fluido. Ademas, cualquier andlisis de sangre futuro debe enfrentarse a altas concentraciones
de proteina de tipo natural (es decir para Prp°© (normalmente 10° veces mas que para PrPSC)) y “bloqueo” por
proteinas plasmaticas heterélogas. Usando el régimen optimizado de modificacion quimica y el sistema DELFIA-
TRF, los umbrales de sensibilidad para EPA en sangre y orina se determinan opcionalmente usando:

1. Plasma y orina de animal y ser humano “con adiciones conocidas” con una valoraciéon de proteina de
enfermedad;

2. Plasma y orina de animales con enfermedad modelo que expresan una proteina de enfermedad.

Los liquidos biolégicos clinicamente accesibles por vias no invasivas proporcionan un sustrato para una prueba
antemortem practica para el diagndstico y el examen de enfermedades que implican proteinas de enfermedad
agregadas en seres humanos y animales. Los métodos de esta invencion también son utiles en pruebas
postmortem. Un experto en la técnica determina facilmente si el EPA con valoracidon “con adiciones conocidas de
proteina de enfermedad” en sangre y orina normales revela sefiales de DELFIA-TRF similares con respecto a la
misma valoracion de proteina de enfermedad en tampdn, mostrando que el EPA se no ve afectado por “factores de
bloqueo” en estos liquidos bioldgicos. El “bloqueo” preferente de proteina de enfermedad por proteinas heterélogas
puede potenciar realmente la proteccion de epitopos frente a agentes de modificacién quimica. Si se observa una
disminucion de la deteccidon de proteina de enfermedad en sangre u orina, se emplean facilmente estrategias de
limpieza previa para potenciar la deteccidon de proteina de enfermedad, por ejemplo, con detergentes, agentes de
precipitacion y adsorbentes usados normalmente en ensayos ELISA comerciales que conoce un experto en la
técnica.

En una realizacion, los métodos de la invencion implican la deteccion de epitopos diana en polipéptidos con
plegamiento erréneo o agregados. En otra realizacion, la invencion proporciona un método para mejorar u optimizar
la deteccion de polipéptidos que pueden existir en 2 0 mas conformaciones. En otra realizacion, la deteccion de
polipéptidos con plegamiento erroneo y/o agregados es indicativa de enfermedad (proteinas de enfermedad). En
otra realizacidn, se detectan los polipéptidos usando agentes de deteccion tales como anticuerpos, aptameros o
péptidos que se unen especificamente a epitopos de polipéptidos que pueden modificarse quimicamente. En otra
realizacién, estos polipéptidos son proteinas de enfermedad. Los anticuerpos frente a epitopos de proteina
candidatos son anticuerpos disponibles comercialmente o se preparan facilmente por un experto en la técnica e
incluyen fragmentos de anticuerpo y anticuerpos de cadena sencilla. Todos los métodos mencionados anteriormente
se implementan facilmente usando las etapas descritas en esta solicitud.

Anticuerpos

La invencién contempla el uso de anticuerpos conocidos como agente de unién incluyendo biotina-3F4 y 3F4 y 6H4
gue reconocen proteinas de enfermedad pridnicas. 3F4 reacciona frente al epitopo MKHM y 6H4 reacciona frente al
epitopo DYEDRYYRE. Adicionalmente, 6E10 que reconoce Abeta, reacciona frente al epitopo EFRHDS (residuos 3-
8).

En la siguiente tabla se enumeran otros anticuerpos y los epitopos reconocidos (si se conocen) que se usan
opcionalmente con los métodos de la invencién.
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Tabla. Anticuerpos Utiles para detectar para detectar proteinas de enfermedad

Proteina Anticuerpo Mono/poli Epitopo Empresa
4G8 Monoclonal Eentro de aa 18-22 de Abeta Signet
umano
6E10 Monoclonal Eentro de aa 3-8 de Abeta Signet
umano
ab2539 Policlonal NA Abcam
Abeta - —
Abeta-NT Policlonal NA QED Bioscience
DE2B4 Monoclonal Dentro de aa 1-17 de Abeta Acris antibodies
humano
NBA-104E Monoclonal Ee”tro de aa1-16 de Abeta | gy oscuen
umano
4D6 Monoclonal Desconocido Acris antibodies
ab6162 Policlonal NA Abcam
LB509 Monoclonal Desconocido Zymed
. i Dentro de aa 91-99 de a-sin .
Alfa-sinucleina |Syn-1 Monoclonal humana BD Biosciences
Dentro de aa 87-110 de a-sin -
Syn-204 Monoclonal humana Lab Vision
Dentro de aa 121-125 de a- -
Syn-211 Monoclonal sin humana Lab Vision
Anti-Tau-1’ de Dentro de aa 95-108 de tau .
. Monoclonal Biomeda
raton humana
Anti-Tau-2.de |y 6ci0nal Desconocido Stressgen
raton
Dentro de aa 141-178 de tau
Tau T14 Monoclonal humana Zymed
T46 Monoclonal Dentro de aa 404-441 de tau Zymed
humana
Tau-2 Monoclonal Desconocido Acris antibodies
Tau-5 (ab3931) |Monoclonal Desconocido Abcam
SOD1 de raton | Monoclonal Desconocido Sigma-aldrich
SOD.l de Policlonal Desconocido Stressgen
sSoD1 conejo
SOD1 derata |Policlonal Desconocido Stressgen
SOD1 de oveja |Policlonal Desconocido OxisResearch

Se preparan anticuerpos frente a epitopos de proteina de enfermedad usando técnicas conocidas en la técnica. Por
ejemplo, usando un péptido de una proteina de enfermedad que incluye un supuesto epitopo diana, se preparan
antisueros policlonales o anticuerpos monoclonales usando métodos convencionales. Puede inmunizarse un
mamifero (por ejemplo, un ratén, hamster o conejo) con una forma inmunogénica del péptido que provoca una
respuesta de anticuerpos en el mamifero. Las técnicas para conferir inmunogenicidad en un péptido incluyen
conjugacién con portadores u otras técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, la proteina o el péptido se
administran en presencia de adyuvante. Puede monitorizarse el avance de la inmunizacién mediante la deteccion de
titulos de anticuerpo en plasma o suero. Se usan opcionalmente procedimientos de ELISA convencionales u otros
procedimientos de inmunoensayo con el inmundgeno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos. Tras la
inmunizacion, pueden obtenerse antisueros y, si se desea, anticuerpos policlonales aislados de los sueros.

Para producir anticuerpos monoclonales, opcionalmente se recogen células productoras de anticuerpos (linfocitos)

de un animal inmunizado y se fusionan con células de mieloma mediante procedimientos convencionales de fusion
de células somaticas, inmortalizando por tanto estas células y produciendo células de hibridoma. Tales técnicas se
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conocen hien en la técnica, (por ejemplo, la técnica del hibridoma desarrollada originariamente por Kohler y Milstein
(Nature 256, 495-497 (1975)) asi como otras técnicas tales como la técnica del hibridoma de células B humanas
(Kozbor et al.,, Immunol. Today 4, 72 (1983)), la técnica del hibridoma del VEB para producir anticuerpos
monoclonales humanos (Cole et al. Monoclonal Antibodies in Cancer Therapy (1985) Allen R. Bliss, Inc., paginas 77-
96), y examen de bibliotecas combinatorias de anticuerpos (Huse et al.,, Science 246, 1275 (1989)). Pueden
examinarse de manera inmunoquimica las células de hibridoma para la produccion de anticuerpos especificamente
reactivos con el péptido y pueden aislarse los anticuerpos monoclonales.

También se contemplan dentro del alcance de la invencién derivados de anticuerpos quiméricos, es decir, moléculas
de anticuerpo que combinan una region variable de animal no humano y una regién constante humana. Las
moléculas de anticuerpo quiméricas incluyen, por ejemplo, el dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de un
raton, una rata, u otras especies, con regiones constantes humanas. Los métodos convencionales usados para
preparar anticuerpos quiméricos que contienen la regiéon variable de inmunoglobulina que reconoce epitopos de
proteina de enfermedad de la invencion (véanse, por ejemplo, Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 81, 6851
(1985); Takeda et al., Nature 314, 452 (1985), Cabilly et al., patente estadounidense n.° 4.816.567; Boss et al.,
patente estadounidense n.° 4.816.397; Tanaguchi et al., publicacion de patente europea EP171496; publicacién de
patente europea 0173494, patente del Reino Unido GB 2177096B).

Se generan facilmente anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo, especificos tales como, pero sin limitarse a,
anticuerpos monoclonales Fv de cadena sencilla reactivos frente a epitopos de proteina de enfermedad examinando
bibliotecas de expresién que codifican para genes de inmunoglobulina, o partes de los mismos, expresados en
bacterias con péptidos producidos a partir de las moléculas de &cido nucleico de proteinas de enfermedad. Por
ejemplo, se expresan fragmentos Fab completos, regiones VH y regiones FV en bacterias usando bibliotecas de
expresion en fago (véanse por ejemplo Ward et al., Nature 341, 544-546: (1989); Huse et al., Science 246, 1275-
1281 (1989); y McCafferty et al. Nature 348, 552-554 (1990)). Alternativamente, se usa un raton SCID-hu, por
ejemplo el modelo desarrollado por Genpharm, para producir anticuerpos o fragmentos de los mismos.

Anticuerpos especificamente reactivos con epitopos de proteina de enfermedad, o derivados, tales como
conjugados enzimaticos o derivados marcados, son Utiles para detectar epitopos de proteina de enfermedad en
diversas muestras (por ejemplo materiales bioldgicos). Son Utiles como reactivos de diagnostico o prondstico y se
usan facilmente para detectar anomalias en el nivel de expresién de proteinas, o anomalias en la estructura y/o
ubicacion temporal, tisular, celular o subcelular de epitopos de proteina de enfermedad. También son (utiles
inmunoensayos in vitro para evaluar o monitorizar la eficacia de terapias particulares. Los anticuerpos de la
invencién también pueden usarse in vitro para determinar el nivel de expresidon de un gen de un polipéptido que
existe en dos o mas conformaciones tal como una proteina de enfermedad en células modificadas mediante
ingenieria genética para producir la proteina de enfermedad.

Los anticuerpos son utiles en cualquier inmunoensayo conocido que se basa en la interaccion de unién entre un
determinante antigénico de los epitopos de proteina de enfermedad y los anticuerpos. Ejemplos de tales ensayos
son radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos (por ejemplo ELISA incluyendo ELISA de tipo sandwich),
inmunofluorescencia, inmunoprecipitacion, aglutinacion en latex, hemaglutinacién y pruebas histoquimicas. Los
anticuerpos son utiles para detectar y cuantificar la proteina de enfermedad en una muestra para determinar su
papel y diagnosticar la enfermedad provocada por la proteina de enfermedad.

En particular, los anticuerpos de la invencion son Utiles en andlisis inmunohistoquimicos, por ejemplo, a nivel celular
y subcelular, para detectar una proteina de enfermedad, localizarla en células y tejidos particulares, y en ubicaciones
subcelulares especificas, y cuantificar el nivel de expresion.

Se conocen técnicas citoquimicas en la técnica para localizar antigenos usando microscopia 6ptica y electrénica
para detectar polipéptidos tales como proteinas de enfermedad. Generalmente, un anticuerpo de la invencion se
marca opcionalmente con una sustancia detectable y se localiza el polipéptido reconocido en tejidos y células
basandose en la presencia de la sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias detectables incluyen, pero no se
limitan a, los siguientes: radioisétopos (por ejemplo, *H, **C, *s, *#|, **11), marcadores fluorescentes (por ejemplo,
FITC, rodamina, fésforos de lantanidos), marcadores luminiscentes tales como luminol; marcadores enzimaticos (por
ejemplo, peroxidasa del rabano, beta-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa), grupos
biotinilo (que pueden detectarse mediante avidina marcada por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador
fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse mediante métodos 6pticos o colorimétricos), epitopos de
polipéptidos predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias de pares de
cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de uniéon a metales, colas epitépicas).
En algunas realizaciones, se unen marcadores a través de brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir
el posible impedimento estérico. También pueden acoplarse anticuerpos con sustancias electrodensas, tales como
ferritina u oro coloidal, que se visualizan facilmente mediante microscopia electrénica.

El anticuerpo o la muestra pueden inmovilizarse sobre un portador o soporte sélido que puede inmovilizar células,

anticuerpos etc. Por ejemplo, el portador o soporte puede ser nitrocelulosa, o vidrio, poliacrilamidas, gabros y
magnetita. EI material de soporte puede tener cualquier configuracién posible incluyendo esférica (por ejemplo
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perla), cilindrica (por ejemplo superficie interior de un pocillo o tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla),
0 plana (por ejemplo lamina, tira de ensayo). También pueden emplearse métodos indirectos en los que se amplifica
la reaccién antigeno-anticuerpo primaria mediante la introduccion de un segundo anticuerpo, que tiene especificidad
para el anticuerpo reactivo frente a epitopos de proteina de enfermedad. A modo de ejemplo, si el anticuerpo que
tiene especificidad frente a un epitopo de polipéptido tal como un epitopo de proteina de enfermedad es un
anticuerpo de IgG de conejo, el segundo anticuerpo puede ser gamma-globulina de cabra anti-conejo marcada con
una sustancia detectable tal como se describe en el presente documento.

Cuando se usa un marcador radiactivo como sustancia detectable, pueden localizarse proteinas de enfermedad
mediante autorradiografia. Pueden cuantificarse los resultados de la autorradiografia determinando la densidad de
particulas en las autorradiografias mediante diversos métodos 6pticos, o mediante el recuento de los granos.

Aptameros

Los aptameros también son utiles en los métodos de la invencién para detectar polipéptidos tales como proteinas de
enfermedad. Los aptameros son macromoléculas que pueden reconocer dianas tales como proteinas con alta
especificidad y sensibilidad.

Los aptameros de acido nucleico son pequefias moléculas aisladas de bibliotecas combinatorias mediante un
procedimiento denominado evolucion sistémica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial (SELEX)
(revisado en Cerchia L et al, FEBS Letters 528 (2002) 12-12). Usando esta tecnologia, pueden identificarse
aptdmeros que se unen a proteinas con alta especificidad y selectividad de diana. Las afinidades pueden ser
comparables a interacciones de antigeno-anticuerpo. Se ha mostrado la discriminacion entre proteina nativa y
desnaturalizada (Bianchini et al. Immunol Methods (2001) 252:191-97) haciendo que los aptameros sean agentes de
deteccion utiles para los métodos de la invencién.

Los aptameros de péptidos, también conocidos como paptdmeros, proteinas con inserto de tiorredoxina o
pertubdgenos son proteinas artificiales en las que se expresa un péptido insertado en una superficie expuesta al
disolvente de una proteina estructuralmente estable que funciona como armazoén (Crawford M. et al. Brief Funct
Genomic Proteomic. 2003 Apr;2:72-9). Los aptameros de péptidos pueden funcionar de manera similar a los
anticuerpos y tienen constantes de disociacion que son comparables a, y a veces mejores que, las de los
anticuerpos. Pueden usarse para detectar con sonda proteinas inmovilizadas sobre nitrocelulosa (Crawford M. et al.
Brief Funct Genomic Proteomic. 2003 Apr;2:72-9). Se ha mostrado que los aptdmeros de péptidos presentan
diferentes afinidades por pequefios cambios, tales como diferencias de un solo aminoéacido, que hacen que sean
Utiles para la deteccion de polipéptidos que existen en dos o mas conformaciones, tales como proteinas de
enfermedad que presentan diferentes conformaciones de plegamiento o agregacion.

Por consiguiente, en una realizaciéon de la invencion, se usan aptdmeros de acido nucleico y/o péptidos con los
métodos de la invencién para distinguir entre proteinas de conformacion de tipo natural y de enfermedad. En una
realizacion, la proteina de enfermedad es una proteina prionica. En otra realizacion, la proteina de enfermedad es
amiloide-beta. En otra realizacion, la proteina de enfermedad es proteina tau. En otra realizacion, la proteina de
enfermedad es alfa-sinucleina. En otra realizacion, la proteina de enfermedad es SOD-1.

Desnaturalizacion y desagregacion

En los métodos, el polipéptido se modifica opcionalmente desnaturalizando el polipéptido, por ejemplo con calor,
detergente y/o agentes caotropicos. El polipéptido se modifica opcionalmente mediante tratamiento con un agente
de desagregacién para desagregar el polipéptido de otros polipéptidos del mismo tipo, y de otras moléculas, en los
gue el agente de desagregacion se selecciona opcionalmente de al menos uno del grupo que consiste en agentes
caotropicos, detergente y calor. Los agentes caotropicos pueden incluir, pero no se limitan a, tales como sales de
guanidina, urea y tiourea.

Los inventores han mostrado que el tratamiento de proteinas con clorhidrato de guanidina aumenta la cantidad de
proteina protegida detectable.

La combinacién de métodos de desagregacion puede dar como resultado una desagregacion optimizada. Por
ejemplo, la ebulliciébn de muestras en tampon de carga de dodecilsulfato de sodio (SDS; también conocido como
laurilsulfato de sodio) puede aumentar la solubilizacion de polipéptidos tales como proteinas de enfermedad,
aumentando los epitopos disponibles para interaccionar con el agente de deteccion. Por ejemplo, la ebullicion de
muestras en tampén de carga de SDS da como resultado una solubilizacién potenciada, y permite la deteccion de
epitopos protegidos mediante ELISA de tipo sandwich. El sistema de ensayo ELISA de tipo sandwich puede
identificar proteina de enfermedad agregada en muestras de homogeneizado de tejido si las muestras se llevan a
ebullicién en tampén de carga de SDS tras tratamiento con peroxinitrito. A concentraciones de peroxinitrito mayores
de 8 mM, hay 2,5-3 veces como mucho de PrP detectada en la muestra tratada con acido en comparacién con la
muestra tratada de manera simulada. Por consiguiente, en una realizacion la muestra se lleva a ebullicion en carga
de SDS tras el tratamiento con agente de modificacion y antes de la deteccién con un agente de deteccién tal como
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un anticuerpo.

ELISA de dos puntos por fluorescencia con resolucién temporal (TRF), y fluoroinmunoensayo de disociacion
aumentada por lantanidos (DELFIA)

Tal como se mencioné previamente, pueden emplearse técnicas de ELISA mediante los métodos de la invencion. El
ELISA de dos puntos por fluorescencia con resolucién temporal que emplea la tecnologia de fluoroinmunoensayo de
disociacién aumentada por lantanidos (DELFIA) es 1000 veces mas sensible que las técnicas de ELISA
convencionales y puede usarse con los métodos de la invencion para detectar polipéptidos agregados in vitro, en
tejido neural de modelos de neurodegeneracion en ratén transgénico, y en muestras cerebrales de pacientes con
AD, ALS, PD y LBD humanos.

El ensayo DELFIA usa un trazador marcado con lantanido quelado, tal como europio (Eu) y fluorescencia con
resolucion temporal (TRF) para medir la sefial de salida (33). El beneficio de los quelatos de lantanidos es que su
fluorescencia es intensa y dura hasta 200.000 veces mas tiempo que la de fluoréforos convencionales, lo que
permite la captura de sefial tras haber desaparecido la fluorescencia de interferencia inespecifica (particularmente
critica para muestras biolégicas, que pueden presentar fluorescencia intrinseca considerable, cuya emision es de
vida corta comparativamente). Los sistemas basados en DELFIA pueden medir tan sélo 100 fmol/pocillo de Eu (33).

En una realizacién de la invencién, se emplean un agente de modificacién quimica y un anticuerpo en un sistema de
DELFIA TRF en placa de 96 pocillos de tipo “sandwich” de deteccion por captura sensible en la deteccién de
proteinas especificas de enfermedad agregadas descritas en el presente documento, tales como Abeta, tau, SOD1,
huntingtina, alfa-sinucleina, polipéptido amiloide del islote, resistina 'y p53.

Un EPA de dos puntos aumenta la especificidad para la deteccion de proteinas secuestradas en agregados de una
muestra clinica. En una realizacion, estdn presentes dos o mas epitopos modificables quimicamente en cada
polipéptido de prueba, lo que aumentaria la especificidad de pruebas de diagndstico que empleasen esta tecnologia
(por ejemplo, el uso en ELISA de dos puntos). En una realizacion, los epitopos modificables quimicamente se
modifican mediante el mismo producto quimico. En otra realizacion, los epitopos se modifican mediante uno de dos
0 mas productos quimicos diferentes. Los epitopos modificados pueden reconocerse por el mismo anticuerpo o
pueden reconocerse por dos 0 mas anticuerpos diferentes. Para uso clinico y comercial, el EPA debe ser sensible y
especifico para polipéptidos agregados in vitro e in vivo. Con anticuerpos y regimenes de modificacién quimica
optimos, y el sistema DELFIA-TRF, EPA puede detectar 10°- 10° moléculas de polipéptidos solubles. Esto puede
corresponder a un unico agregado de polipéptido, si estos agregados son de tamafio similar a agregados de
proteina pridnica en enfermedad (35, 36).

Por consiguiente, en una realizacion, el sistema DELFIA-TRF EPA puede usarse para identificar proteinas de
enfermedad que tienen una abundancia muy baja, de tan sélo un Unico agregado de polipéptido.

Aplicaciones de diagndstico y examen

Se necesitan urgentemente estrategias de diagnostico y examen eficaces, eficientes y econdmicas para el
diagndstico antemortem de enfermedades neurodegenerativas humanas, dado el envejecimiento de la poblacién y
presion financiera continuada sobre el sistema de atencion sanitaria. EI EPA obtendréa utilidad clinica mediante la
deteccién de agregados de polipéptido en tejidos y liquidos bioldgicos relevantes y accesibles, para lo que existe
una tecnologia actual. En una realizacién, los métodos de la invencion se usan para diagnosticar a individuos que
tienen una enfermedad relacionada con proteina de enfermedad. En una realizacion, la invencion se usa para
diagnosticar a individuos que tienen una enfermedad neurodegenerativa. En otra realizacién, la invencion se usa
para diagnosticar a individuos que tienen una enfermedad neurodegenerativa seleccionada del grupo que
comprende enfermedades priénicas, AD, HD, ALS y PD. En una realizacién adicional, los métodos de la invencion
se usan de manera postmortem para determinar si el individuo tenia una enfermedad relacionada con proteina de
enfermedad.

Los métodos de la invencion se usan para detectar si un ser humano tiene una enfermedad relacionada con proteina
de enfermedad. En otra realizacién, los métodos se usan para detectar si un animal no humano tiene una
enfermedad relacionada con proteina de enfermedad. En una realizacion adicional, el animal no humano es uno del
grupo que comprende ganado, ovejas y cérvidos. En otra realizacion, los métodos de la invencién se usan para
detectar si el ganado tiene una enfermedad relacionada con proteina de enfermedad.

En una realizacion, los métodos de la invencién se usan para detectar proteinas de enfermedad en muestras
bioldgicas. Las muestras biolégicas pueden comprender liquidos biologicos, tales como LCR, suero, sangre,
lagrimas, exudados peritoneales u orina, 0 muestras de tejido tales como biopsias o tejido cerebral. Las muestras en
una realizacién son muestras antemortem. En otra realizaciéon, son muestras postmortem.

Los métodos de la invencién son Utiles para cuantificar la deteccion de la forma soluble de proteinas relacionadas
con enfermedad tales como Abeta, tau, SOD1 huntingtina, alfa-sinucleina, polipéptido amiloide del islote, resistina y
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proteina p53.

En otra realizacion, se usa EPA para determinar la sensibilidad y especificidad de la deteccién de agregados en
homogeneizados de cerebro (APP mutante humana) y LCR (34) de ratén CRNDS8 vy ratones transgénicos SOD1
mutantes para G93A humano (13).

En otra realizacion, la invencion se usa para determinar la sensibilidad y especificidad de la deteccion de agregados
en homogeneizados de cerebro humano normal (tratado y sin tratar a bajo pH) y congelado enfermo (AD, ALS, PD,
LBD).

Los métodos de la invencidn se usan en una realizacion para garantizar preparaciones derivadas de sangre o tejidos
de mamifero o que implican procesos en los que sangre o tejidos de mamifero entran en contacto con
preparaciones, estan libres de proteinas de enfermedad. En una realizacién, la preparacion es un producto
farmacéutico. En otra realizacion, la preparacion es una vacuna. En una realizacién adicional, la preparacion es un
cosmético. En una realizacién, las preparaciones se someten a prueba para detectar proteinas priénicas. En otra
realizacién, las preparaciones se someten a prueba para detectar amiloide-beta. En otra realizacion, las
preparaciones se someten a prueba para detectar proteina tau. En otra realizacion, las preparaciones se someten a
prueba para detectar alfa-sinucleina. En una realizacion adicional, las preparaciones se someten a prueba para
detectar SOD-1.

En otra realizacion, los métodos de la invencién se usan para examinar sangre y hemoderivados (por ejemplo,
fracciones sanguineas tales como plasma sanguineo o compuestos aislados o fabricados a partir de sangre) usados
para transfusiones u otros procedimientos médicos para detectar proteinas de enfermedad. En otra realizacion, la
invencion se usa para examinar trasplantes de érganos para detectar proteinas de enfermedad. En una realizacion,
las preparaciones se examinan para detectar proteinas pridnicas. En otra realizacion, las preparaciones se
examinan para detectar amiloide-beta. En una realizacién, las preparaciones se examinan para detectar proteina
tau. En otra realizacion, las preparaciones se examinan para detectar alfa-sinucleina. En una realizacion adicional,
las preparaciones se examinan para detectar SOD-1.

La invencién también es util para garantizar que las fuentes de alimentos estan libres de proteinas de enfermedad.
En otra realizacidn, los métodos de la invencidn se usan para someter a prueba productos comestibles derivados de
mamiferos tales como carnes y productos carnicos; y productos lacteos. Es particularmente importante examinar
alimentos posiblemente contaminados con tejido neural (tales como “carne separada mecanicamente”, y carnes
despiezadas que contienen ganglios de la raiz dorsal u otro tejido neural) para detectar contaminacion priénica.

Los instrumentos que se usan para procedimientos invasivos también pueden ser una fuente de transmision de
enfermedad. En una realizacién, se someten a prueba instrumentos usados para procedimientos médicos y
quirdrgicos para detectar la presencia de proteinas de enfermedad usando métodos de la invencion. En otra
realizacién, se someten a prueba instrumentos usados para higiene dental para detectar la presencia de proteinas
de enfermedad.

En una realizacion adicional, la invencion proporciona métodos para garantizar que han sido satisfactorios métodos
de descontaminacion para eliminar proteinas de enfermedad y tejidos que contienen proteina de enfermedad. En
una realizacién, los métodos de la invencién se usan para evaluar procedimientos de descontaminacion en una
planta procesadora de carne. En otra realizacién, los métodos de la invencibn se usan para evaluar la
descontaminacion en una planta procesadora de alimentos. En otra realizacién, se someten a prueba instrumentos
usados para cirugia u odontologia para detectar la presencia de proteinas de enfermedad.

Aplicaciones de prondstico

Puede monitorizarse de manera periodica la conversion de proteinas prionicas, polipéptido relacionado con
enfermedad de Alzheimer u otro polipéptido de enfermedad/trastorno en un sujeto a lo largo del tiempo (por ejemplo
en un primer momento y un segundo momento al menos una semana o al menos un mes tras el primer momento)
para identificar, por ejemplo, niveles aumentados o disminuidos de PrPC o niveles aumentados o disminuidos de
PrP*® en el sujeto. Los métodos de la invencion también son Utiles para medir el nivel de un sujeto de PrP o
Prps° para determinar la respuesta del sujeto a la terapia farmacolégica. La disminucion de los niveles de proteina
priénica en el sujeto a lo largo del tiempo indica una respuesta positiva a la terapia farmacolégica. Se usan los
mismos métodos con otra proteina de enfermedad o trastorno.

Puesto que muchas enfermedades neurologicas estan asociadas con proteinas agregadas, son Utiles métodos
similares para estas enfermedades y sus proteinas agregadas, incluyendo, pero sin limitarse a: esclerosis lateral
amiotréfica (superoxido dismutasa 1), enfermedad de Alzheimer (amiloide-beta), enfermedad de Parkinson (alfa-
sinucleina), enfermedad de Huntington (huntingtina), cancer (p53), diabetes (por ejemplo, polipéptido amiloide del
islote y resistina) y otros enfermedades que implican plegamiento, agregacion o modificacion postraduccional
andmalos de la proteina. Una prueba de este tipo es Uutil en el liquido cefalorraquideo y otros liquidos corporales
ademas de la sangre periférica. En la enfermedad de Alzheimer, el estado de agregacion del péptido amiloide-beta
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se monitoriza opcionalmente determinando la accesibilidad de dos epitopos detectados por los anticuerpos
monoclonales 6E10 y 4G8, ademas de otros epitopos de amiloide-beta, usando los métodos descritos en esta
solicitud, por ejemplo, con un anticuerpo anti-6E10 o anti-4G8 (agente de deteccién) conocidos en la técnica.

Identificacion de inhibidores de conversion priénica

Puesto que la invencion es Util para detectar diferencias entre polipéptidos, la invencion incluye ademas un ensayo
para evaluar si un compuesto candidato puede inhibir o estabilizar la conversion priénica o la formacion de otros
polipéptidos de enfermedad o trastorno, tales como amiloide-beta, tau y APP en enfermedad de Alzheimer, SOD1 en
esclerosis lateral amiotréfica, alfa-sinucleina en la enfermedad de Parkinson y por cuerpos de Lewy, huntingtina en
enfermedad de Huntington, polipéptido amiloide del islote y resistina en diabetes y p53 en cancer. La invencion
también incluye compuestos para inhibir o estabilizar la conversién prionica (o conversion de otros polipéptidos de
enfermedad o trastorno) identificada mediante los métodos descritos en la solicitud. La disminucién de la conversion
de proteina en un sustrato intermedio de proteina pridnica o Prps° (u otros polipéptidos de enfermedad o trastorno)
muestra que el compuesto candidato es Util para tratar la enfermedad priénica.

Los ensayos de la invencion son Utiles para examinar compuestos candidatos para determinar si inhiben la
formacion de PrPS° (o la formacién de otros polipéptidos de enfermedad o trastorno de la proteina de tipo natural).
Puede ponerse en contacto la proteina con un compuesto candidato in vivo o in vitro y luego usarse en los métodos
de la invencién para determinar si la proteina de tipo natural se ha convertido en PrP*° o si PrP*° se ha convertido en
la proteina de tipo natural. Se usan métodos similares con respecto a otros polipéptidos de enfermedad o trastorno.
Las proteinas recombinantes son Utiles para identificar inhibidores de la agregacion.

Por tanto, la invencién también proporciona métodos para identificar sustancias que inhiben la conversion en

PrP*° (por ejemplo, conversion en proteina pridnica de la proteina de tipo natural o del producto intermedio en PrP %)
gue comprende las etapas de:

— hacer reaccionar un polipéptido y una sustancia candidata, y

— determinar si la proteina se ha convertido en PrP*° usando los métodos de la invencion.

Se realizan opcionalmente métodos similares para identificar compuestos que estabilizan el estado pridnico de tipo
natural, o se unen a PrP%° y bloquean la conversién de isoformas de PrP recrutables.

La invencién también proporciona métodos para identificar sustancias que inhiben la conversién en polipéptidos de
enfermedad o trastorno (por ejemplo la conversién de la proteina de tipo natural en la proteina amiloide-beta, tau o
APP en la enfermedad de Alzheimer y otras proteinas y enfermedades descritas en esta solicitud) que comprenden
las etapas de:

— hacer reaccionar un polipéptido y una sustancia candidata, y

— determinar si la proteina se ha convertido en la proteina amiloide-beta o APP en la enfermedad de
Alzheimer usando los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencion proporciona un método de identificacion de sustancias que revierten la formacion de
Prps° que comprende las etapas de:

— hacer reaccionar un polipéptido y una sustancia candidata, y

—  determinar si la PrP*° se ha convertido en la proteina de tipo natural usando los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método de identificacion de sustancias que revierten la formacién de
proteina amiloide-beta o APP en la enfermedad de Alzheimer que comprende las etapas de:

— hacer reaccionar un polipéptido y una sustancia candidata; y

— determinar si la proteina amiloide-beta o APP en la enfermedad de Alzheimer se ha convertido en la
proteina de tipo natural usando los métodos de la invencion.

Se usan los mismos métodos con otros polipéptidos asociados con enfermedades y trastornos descritos en esta
solicitud.

Pueden someterse a prueba muestras biolégicas y bibliotecas disponibles comercialmente para detectar sustancias

tales como proteinas o pequefias moléculas organicas que se unen a una proteina. Los inhibidores se dirigen
preferiblemente hacia dominios especificos de proteinas de enfermedad tales como proteina pridnica. Para lograr
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especificidad, los inhibidores deben seleccionar como diana las secuencias Unicas y/o caracteristicas
conformacionales de la proteina de enfermedad.

Deteccion de conformacion de proteinas

La invencion incluye un método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana es un
polipéptido de conformacion de tipo no natural o un polipéptido de conformacion de tipo natural, que comprende:

— poner en contacto el polipéptido candidato con un agente de bloqueo; y

— determinar si el epitopo diana es inaccesible o accesible para la modificacion quimica mediante el agente
de bloqueo.

La accesibilidad o inaccesibilidad del epitopo diana es indicativa de si el polipéptido candidato es un polipéptido de
conformacion de tipo no natural o un polipéptido de conformacion de tipo natural porque en una de la proteina de
tipo no natural y la proteina de tipo natural, el epitopo diana es accesible. En el otro polipéptido, el epitopo diana es
inaccesible.

En una realizacion, la invencién incluye un método de deteccién de si un polipéptido candidato que incluye un
epitopo diana esté en una conformacion de tipo natural o una conformacion de tipo no natural, que comprende:

— poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente el epitopo diana
accesible, en el que en una de la conformacién de tipo no natural o la conformacién de tipo natural, el
epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y en el que en la otra conformacién, el
epitopo diana es inaccesible y no reacciona con el agente de bloqueo;

— retirar el agente de bloqueo sin reaccionar del contacto con el polipéptido (por ejemplo, permitiendo que el
agente de bloqueo se consuma o degrade en la muestra que comprende el polipéptido candidato o
mediante procesos de retirada fisicos o quimicos);

— modificar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en un epitopo diana
accesible; y

— poner en contacto el polipéptido con un agente de deteccidon que se une selectivamente al epitopo diana
que se convirtié del epitopo diana inaccesible al epitopo diana accesible, en el que la unién entre el agente
de deteccion y el epitopo diana convertido indica que antes de la conversion el polipéptido candidato estaba
en una conformacion en la que el epitopo diana era inaccesible y en el que la ausencia de union entre el
agente de deteccion y el epitopo diana indica que el polipéptido estaba en una conformacion en la que el
epitopo diana era inaccesible, indicando de ese modo si el polipéptido estaba en una conformacién de tipo
natural o una conformacién de tipo no natural.

Un polipéptido puede tener mas de dos conformaciones. Por ejemplo un polipéptido puede existir en una
conformacién de tipo natural, en una conformacion benigna de plegamiento erréneo, agregada o de otro modo de
tipo no natural no asociada con enfermedad, y una conformacién asociada con enfermedad (es decir, agregada en
estructuras de orden superior). Los métodos de la invencién pueden aplicarse para distinguir cada uno de estos
estados a través del uso de uno o mas agentes de modificacion quimica y/o uno o mas agentes de deteccion tales
como anticuerpos.

Deteccion de polipéptidos modificados intrinsecamente

La invencion también proporciona un método de deteccion de polipéptidos que existen en dos o0 mas
conformaciones en las que los epitopos diana en una de las conformaciones se modifican mediante un mecanismo
intrinseco. El mecanismo intrinseco puede incluir la modificacion intracelular y/o postraduccional de un polipéptido tal
como fosforilacion y/o glicosilacion o una modificacién que resulta de un aditivo usado en un procedimiento. La
modificacién intrinseca bloquea un epitopo diana ocultandolo de la deteccion con un agente de deteccion. La
muestra de polipéptido se hace reaccionar con un agente de bloqueo que reacciona con el epitopo diana disponible
en el polipéptido que no se modifica de manera intrinseca. Entonces se elimina la modificacién intrinseca. Por
ejemplo si la modificacién intrinseca es fosforilacion, el polipéptido se trata con una fosfatasa que elimina la
fosforilacion y convierte el epitopo diana inaccesible en el polipéptido modificado de manera intrinseca previamente,
en el epitopo accesible. El polipéptido se detecta entonces con un agente de deteccion tal como un anticuerpo.

Por consiguiente en una realizacién, la invencién proporciona un método de deteccion de epitopos diana
modificados de manera intrinseca en un polipéptido que tiene dos o mas conformaciones, que comprende;

— poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo que bloquea selectivamente el epitopo diana
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accesible, en el que en una de la conformacién de tipo no natural o la conformacién de tipo natural, el
epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y en el que en la otra conformacion, el
epitopo diana es inaccesible y no reacciona con el agente de bloqueo;

— hacer reaccionar la muestra con un agente que elimina la modificacién intrinseca del epitopo diana del
polipéptido modificado de manera intrinseca;

— desagregar y/o desnaturalizar el polipéptido en la muestra; y

— detectar con sonda con un agente de deteccion, tal como anticuerpos contra el epitopo diana, para
determinar si el polipéptido candidato es un polipéptido modificado de manera intrinseca.

En una aplicacion, los métodos de la invencién pueden usarse para detectar si polipéptidos presentes en productos
alimenticios se han modificado quimicamente mediante los procedimientos de fabricacién. Por ejemplo, pueden
someterse a prueba productos lacteos para detectar la presencia de formaldehido, que se usa como agente
bacteriostatico. El formaldehido formila la gamma(2)-caseina (Pizzano R. et al J. Agric Food Chem (2004) 52:649-
54) ocultando epitopos modificados de la posterior deteccion mediante el agente de deteccion.

Kits

Los métodos descritos en el presente documento se realizan opcionalmente utilizando kits de diagnéstico
preenvasados que comprenden los reactivos necesarios para realizar cualquiera de los métodos de la invencién. Por
ejemplo, los kits incluyen normalmente al menos un &cido nucleico, péptido o anticuerpo especificos descritos en el
presente documento, que se usan convenientemente, por ejemplo, en entornos clinicos, para examinar y
diagnosticar a pacientes y para examinar e identificar aquellos individuos que expresan una proteina de
conformacion de enfermedad. Los anticuerpos del kit pueden comprender anticuerpo completo, fragmentos de
anticuerpo, anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo monoclonal y/o anticuerpo policlonal. Los kits también incluyen
opcionalmente al menos un agente quimico para modificar epitopos reconocidos por un anticuerpo o aptadmero. El kit
se basa opcionalmente en tecnologia ELISA tal como ELISA de tipo sandwich y DELFIA y puede emplear
detergentes, agentes de precipitacién (tales como acido fosfotingstico) y adsorbentes usados normalmente en
tecnologia ELISA y conocidos por un experto en la técnica. El kit también incluira instrucciones detalladas para llevar
a cabo los métodos de la invencion. Las proteinas recombinantes son Utiles para patrones en Kkits.

Todos de tales ensayos pueden adaptarse y optimizarse para una plataforma sencilla de alto rendimiento.
Los siguientes ejemplos no limitativos son ilustrativos de la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

El peroxinitrito reacciona de manera diferente con PrP_en homogeneizado de cerebro normal y tratado con acido o
con tembladera

Cuando se incuba homogeneizado de cerebro a pH 3,5 en presencia de guanidina, PrP se vuelve insoluble en
detergente y es mas susceptible a plegamiento erréneo con respecto a una isoforma resistente a PK en presencia
de Prp%° (29). Esta PrP tratada con é&cido es un “pribn modelo” que tiene parcialmente plegamiento erréneo y/o
agregacion que se asemeja a las caracteristicas de PrP*°. Cuando se incuba homogeneizado de cerebro simulado
(o) y tratado con &cido (e)con concentraciones crecientes de peroxinitrito y luego se somete a inmunotransferencia,
hay menos PrP reconocida tanto por 3F4 (figuras 1A y C) como por 6H4 (figuras 1B y D) en homogeneizado de
cerebro tratado de manera simulada que en homogeneizado de cerebro tratado con &acido. La PrP en el
homogeneizado de cerebro tratado con acido esta protegida frente a la modificacién mediante peroxinitrito.

Ejemplo 2

La PrP en cerebro de hamster infectado con tembladera esté protegida frente a la modificacién mediante peroxinitrito

El fendmeno de proteccion de epitopos para “priones modelo” observado en el ejemplo 1 también se observé para
proteina prionica con plegamiento erroneo de enfermedad auténtica en cerebro de hamster infectado con
tembladera (Ha) (figuras 2A y B). Como con los priones modelo, los epitopo de 3F4 y 6H4 de PrP en el
homogeneizado de cerebro Ha™° estan protegidos frente a la modificacion mediante peroxinitrito. Queda claro que
los “priones modelo” y HaPrp* comparten caracteristicas que proporcionan proteccion frente a la modificacion
quimica mediante peroxinitrito, tal como plegamiento erréneo o agregacion diferencial.
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Ejemplo 3

La agregacién es responsable de la reduccién en modificacién de epitopos inducida por peroxinitrito de PrP_con
plegamiento erréneo

Para mostrar que la proteccion de epitopos de cerebro tratado con acido y con tembladera se debia a agregacion, se
trataron muestras con peroxinitrito y luego se incubaron con o sin guanidina antes de la inmunoprecipitacion. El
tratamiento de las muestras con guanidina disocia los agregados de PrP (43-45) que protegen el polipéptido frente a
la modificacion mediante peroxinitrito. La incubacion de cerebro tratado de manera simulada con guanidina 2,5 M
tras el tratamiento con peroxinitrito no mostré un aumento de los epitopo de 3F4 y 6H4 tal como se revela mediante
inmunoprecipitacién (figura 3A, carriles 1-4). Sin embargo, cuando se incubd con guanidina homogeneizado de
cerebro acido tratado con peroxinitrito, hubo un aumento de PrP que pudo detectarse mediante inmunoprecipitacion
con inmunoperlas con 3F4 y 6H4 (figura 3A, carriles 5-8). Esto muestra que la guanidina puede disociar agregados
de homogeneizado de cerebro tratado con acido y liberar PrP que esta protegida frente a la modificacién mediante
peroxinitrito. Se usaron otros medios de solubilizaciéon de agregados de PrP y la ebullicibn de muestras en tampén
de carga de SDS dio como resultado la mayor solubilizacién observada hasta la fecha.

Ejemplo 4

Optimizaciéon de los parametros de EPA

Los experimentos de valoracion con peroxinitrito, peréxido de hidrégeno y metileno (basandose en la fotdélisis con luz
UV de la diazirina precursora) u otros agentes de modificacion, identifican las condiciones Optimas para la proteccion
de epitopos en:

1. “Priones modelo” de cerebro normal de hamster y ser humano, usando inmunotransferencia y ELISA con
fluorescencia convencional.

2. Priones infecciosos de cerebro de hamster y ser humano, usando andlisis de inmunotransferencia y
fluorescencia con resolucion temporal

En cada caso, se preparan homogeneizados de cerebro y se mezclan con concentraciones crecientes del agente de
modificacién y se procesan tal como se describe (inmunotransferencia y fluorescencia con resolucion temporal)
Esto define el tipo y la concentracién de agente quimico que permite la maxima distincion entre protelnas pridnicas
monoméricas y agregadas. Experimentos control |nformat|vos adicionales incluyen usar PrP® de hamster
recombinante en tampon y en cerebro de raton deficiente PrP ", y mediante cerebro de ratén normal e infectado
con tembladera (PrP murina es 6H4+y 3F4-).

En algunos casos, los priones infecciosos pueden tener diferentes propiedades para la modificacién quimica que las
que tienen los “priones modelo”, y los priones cerebrales pueden presentar diferentes propledades para la
modificacién quimica que las que tienen los priones endégenos que circulan en la sangre, o PrP*° detectable en
orina de animales infectados. Un experto en la técnica identificara las condiciones 6ptimas para detectar priones
enddgenos auténticos usando técnicas conocidas.

Ejemplo 5

EPA adaptado para un sistema de ELISA fluorescente

Se adapt6 el ensayo de proteccion de epitopos para PrP agregada para un sistema de ELISA de tipo sandwich
fluorescente usando 6H4 como anticuerpo de captura y 3F4 como anticuerpo de deteccion (figura 3B). El sistema de
ensayo ELISA de tipo sandwich puede identificar PrP agregada en homogeneizado de cerebro tratado con acido
pero solo si las muestras se llevan a ebullicién en tampoén de carga de SDS tras el tratamiento con peroxinitrito. A
concentraciones de peroxinitrito mayores de 8 mM, hay 2,5-3 veces como mucho de PrP detectada en la muestra
tratada con acido en comparacién con la muestra tratada de manera simulada.

Ejemplo 6

Deteccién de un Unico prién cerebral

Se ha estlmado que un Unico prion cerebral comprende 10°-10° moléculas de PrP%°. Se ha logrado la deteccion de
10%-10° moléculas de PrP recombinante usando ELISA con fluorescencia convenuonal El ensayo usado es
aproximadamente 1000 veces mas sensible para la deteccion de un Unico pridn; la sensibilidad necesaria se
proporciona mediante el fluoroinmunoensayo de disociacion aumentada por lantanidos (DELFIA). DELFIA usa un
trazador marcado con lantanido quelado, tal como europio (Eu) y fluorescencia con resolucion temporal (TRF) para
medir la sefial de salida. El beneficio de los quelatos de lantanidos es que su duracién de fluorescencia es 200.000
veces mas larga que la de fluoréforos convencionales, lo que permite la captura de sefial tras haber desaparecido la
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fluorescencia de interferencia inespecifica (particularmente critica para muestras biolégicas, que pueden presentar
fluorescencia intrinseca considerable).

Los sistemas basados en DELFIA pueden medir tan s6lo 100 fmol/pocillo de Eu que es >1000 veces mas sensible
que los ensayos ELISA convencionales, que detectan priones individuales mediante EPA. El lector de placas de 96
pocillos para TRF para el sistema DELFIA lo fabrica Wallac-Victor (Perkin-Elmer), y se usa para automatizar el
analisis de muestras.
Usando un modificador quimico éptimo y condiciones 6ptimas, se proporciona un ensayo en placa de 96 pocillos de
captura sensible para la deteccién de priones de hamster y ser humano, usando el sistema DELFIA TRF. Esto se
usa para:

1. Caracterizar, optimizar y cuantificar la deteccién de proteina priénica recombinante mediante TRF.

2. Determinar la sensibilidad de DELFIA-TRF para priones cerebrales de hamster y de ser humano.
Ejemplo 7

Deteccién de proteinas pridnicas en liguidos bioldgicos

El EPA logra utilidad comercial detectando PrP%° en tejidos y liquidos bioldgicos para lo que no existe una tecnologia
actual. Los priones sanguineos tienen una abundancia muy baja (10-100 priones/ml mediante ensayo biolégico), y
sélo puede detectarse PrP resistente a proteasas en orina de manera intermitente/esporadica mediante precipitacion
de grandes volimenes de fluido. Ademas, cualquier andlisis de sangre futuro debe enfrentarse a altas
concentraciones de PrP° (10° veces mas que PrP*%) y “bloqueo” por proteinas plasmaticas heterélogas. Usando el
régimen optimizado de modificacién quimica y el sistema DELFIA-TRF, se determinan los umbrales de sensibilidad
para EPA en sangre y orina usando:

1. Plasma y orina de hamster y ser humano “con adiciones conocidas” con una valoracion de priones de
h&mster 263K;

2. Plasma y orina de hamsteres sirios infectados “de manera endégena” con enfermedad pridnica con 263K

Los liquidos biolégicos clinicamente accesibles por vias no invasivas proporcionan un sustrato para una prueba
antemortem practica para el diagnéstico y el examen de infeccién pridnica en seres humanos y animales. Los
métodos de esta invencion también pueden usarse en pruebas postmortem. Un experto en la técnica determina
facilmente si EPA con valoracién con “adiciones conocidas de priones” en sangre y orina normales revela sefiales de
DELFIA-TRF similares a las de la misma valoracion de priones en tampdn, mostrando que el EPA no se ve afectado
por “factores de bloqueo” en estos liquidos biolégicos. De manera interesante, el “bloqueo” preferente de Prp*° por
proteinas heterdlogas puede potencial realmente la proteccién de epitopos frente a agentes de modificacion
guimica. Si se observa una disminucion de la deteccion de priones en sangre u orina, se emplean facilmente
estrategias de limpieza previa para potenciar la deteccion de PrP=° con detergentes, agentes de precipitacion y
adsorbentes usados normalmente en ensayos ELISA comerciales que conoce un experto en la técnica.

Se someten a prueba plasma y orina de ser humano y bovinos y otros liquidos corporales usando condiciones de
EPA optimizadas y se compararon con muestras de la variante humana CJD y BSE, respectivamente. Aunqgue el
anticuerpo monoclonal 6H4 reconoce PrP de todas las especies relevantes, otros anticuerpos (disponibles
comercialmente) se usan para el sistema DELFIA TRF para ganado, ovejas y cérvidos, que carecen del epitopo de
3F4. Otros anticuerpos y epitopos utiles en métodos descritos en esta solicitud resultaran facilmente evidentes a los
expertos en la técnica.

Ejemplo 8

Deteccién de amiloide-beta (Abeta) agregado usando EPA

El péptido amiloide-beta (Abeta) es un producto de escisiébn normal del procesamiento proteolitico de la proteina
precursora de amiloide (APP). El Abeta se acumula en placas diferenciadas en regiones afectadas del cerebro con
enfermedad de Alzheimer, y desencadena la muerte neuronal y gliosis observadas en esta enfermedad. El Abeta en
placas se agrega y es rico en la estructura de lamina beta, a diferencia de la regién Abeta de APP expresada por
células normales. Usando la tecnologia de proteccion de epitopos, se demostré que el epitopo de 6E10 en la regién
Abeta de APP es menos accesible para la modificacion mediante peroxinitrito en el cerebro con enfermedad de
Alzheimer en comparacion con cerebro normal (figura 4, panel A). De manera similar, el epitopo de 6E10 esta
parcialmente protegido en homogeneizados de cerebro que se han tratado a bajo pH para inducir agregaciéon de
proteinas (figura 4, panel B). El péptido Abeta 1-42 agregado mediante incubacion durante la noche a 1 mg/ml en
agua muestra proteccion de epitopos destacada del epitopo de 6E10 para la modificacion mediante peroxinitrito, en
comparacién con Abeta 1-42 no agregado soluble (figura 4, panel C). Un ejemplo adicional de este fendmeno se
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presenta en la figura 4, panel D que muestra Abeta 1-42 normal (o) y agregado (e) tratado con concentraciones
crecientes de peroxinitrito, sometido a inmunotransferencia con anticuerpo 6E10.

El epitopo de 6E10 de APP tampoco esta disponible para la modificacion mediante peroxinitrito en homogeneizados
de cerebro con AD y en homogeneizados de cerebro normales agregados mediante bajo pH, pero el cerebro normal
sin tratar no muestra esta proteccion (figura 4, paneles A y B), mostrando interaccién molecular in vivo de APP con
una molécula de bloqueo de dominio de Abeta (quiza el propio Abeta; ref. 9).

La deteccion mediante EPA sensible y especifica de Abeta agregado en liquidos bioldgicos (tales como sangre y
liquido cefalorraquideo), o proteccién de epitopos de Abeta en APP en células y tejidos, proporciona una prueba de
diagnostico antemortem para la enfermedad de Alzheimer. Los métodos de la invencion descritos en esta solicitud
se usan para esta prueba de diagnéstico.

Deteccion de proteina tau agregada mediante EPA

Las neuronas moribundas liberan proteinas intracelulares tales como tau en el LCR (39) y es probable que en ultima

instancia en sangre. Se realizan directamente estudios de tau en muestras de cerebro incluyendo muestras de
pacientes con Alzheimer y cerebro de control.

Ejemplo 9

Deteccién de superdxido dismutasa 1 (SOD1) agregada mediante EPA

Se detectan inclusiones citoplasmaticas que contienen SOD1 en muchas neuronas motoras enfermas de pacientes
con ALS familiar y esporéadica (15), y en la mayor parte de modelos de ratén transgénico (16, 17) y de cultivo tisular
(18) de la enfermedad. SOD1 humana puede agregarse in vitro. Ademéas, SOD1 puede modificarse mediante
anhidrido succinico y DEPC. Puede aprovecharse esta propiedad mediante la tecnologia de EPA para discriminar
entre proteina SOD1 agregada y sin agregar.

Se agregd SOD1 purificada de eritrocitos humanos (Sigma) en una reaccion de oxidacion catalizada por metal. Se
trat6 SOD1 soluble con concentraciones variables de DEPC, se desnaturaliz6 con calor, y se sometid a
inmunotransferencia con anticuerpos anti-SOD1. La inmunotransferencia de tipo Western muestra que
concentraciones crecientes de DEPC estan asociadas con disminuciones en la union a anticuerpo en SOD1 soluble
(figura 5) mostrando que estan disponibles sitios para la modificacion mediante un agente de bloqueo.

Se usan anticuerpos contra SOD1 seleccionados a priori por su utilidad en EPA para distinguir SOD1 agregada
especifica de enfermedad de SOD1 de tipo natural. Los factores relevantes incluyen:

1) seleccionar un epitopo en la superficie molecular del dimero nativo para que sea accesible para la
modificacién quimica en el estado soluble nativo;

2) identificar un epitopo lineal para optimizar la deteccién en el estado desnaturalizado en inmunotransferencias
y ELISA;

3) inmunogenicidad;
4) cardcter unico para SOD1;y
5) presencia de aminoacidos acidos (Glu y Asp) que se modifican facilmente mediante epoxidos.

Las cinco secuencias de SOD1 que cumplen estos criterios son: 22QKESNG27; 51EDNTAGCTSAG0;
74PKDEERHV81; 89ADKDG93; y 127GKGGNEQSTK136 (en negrita: cadenas laterales solvatadas).

Adicionalmente la secuencia de bucle electrostatico y bucle de unién a zinc de SOD1 humana son secuencias
accesibles en superficie y estan implicadas en la formacién de agregados (Elan, J. et al. Nature Structural Biology
(2003) 10:461-67).

Estas secuencias son:

Bucle electrostatico de SOD1 humana: Asp Leu Gly Lys Gly Gly Asn Glu Glu Ser Thr Lys Thr Gly Asn Ala Gly Ser

Bucle de unién a zinc de SOD1 humana: Asn Pro Leu Ser Arg Lys His Gly Gly Pro Lys Asp Glu Glu

Ejemplo 10

Deteccién de alfa-sinucleina agregada mediante EPA
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La mayor parte de los casos de enfermedad de Parkinson son esporadicos, pero las formas tanto esporadica como
familiar de la enfermedad se caracterizan por cuerpos de Lewy intracelulares en neuronas moribundas de la
sustancia negra, una poblacion de neuronas del mesencéfalo (~60.000) que estan diezmadas selectivamente en
PD. Los cuerpos de Lewy se componen predominantemente de alfa-sinucleina (22). Se han encontrado mutaciones
en el gen que codifica para alfa-sinucleina en pacientes con enfermedad de Parkinson familiar (revisado en 23). Otro
gen asociado con PD autosémica recesiva es Parkin, que esta implicada en la degradacién de alfa-sinucleina (22,
23). Se observan cuerpos de Lewy corticales difusos que se componen de alfa-sinucleina en la enfermedad de
cuerpos de Lewy (LBD), un sindrome que provoca demencia asociado con cambios de tono parkinsoniano,
alucinaciones y rapida fluctuacion sintomatica (24).

El epitopo de Syn-1 se bloquea opcionalmente mediante modificacién quimica de alfa-sinucleina recombinante con
DEPC (reactivo con histidina), y se protege parcialmente la alfa-sinucleina agregada in vitro frente al bloqueo de
epitopos mediante DEPC (figura 6).

La alfa-sinucleina agregada in vitro esté protegida frente a la modificacion mediante DEPC mientras que la proteina
normal no lo esta. Se incubd alfa-sinucleina mutante A53T tres mg/ml a 37°C durante tres dias para la agregacion.
Se aplico la reaccion de agregacion a ultracentrifugacion. Se trataron proteina normal antes de la agregacion (que
contenia alfa-sinucleina soluble) y la resuspension del sedimento de la ultracentrifugacion (que contenia alfa-
sinucleina insoluble) con concentraciones variables de DEPC, se desnaturalizaron con calor, y se sometieron a
transferencia con anticuerpo frente a Syn-1 de BD Biosciences. La figura 6A muestra que concentraciones
crecientes de DEPC se asocian con una disminucion gradual en la unién a anticuerpo en alfa-sinucleina normal. La
alfa-sinucleina insoluble muestra pocos cambios en la unién a anticuerpo con concentraciones crecientes de DEPC
hasta que las concentraciones de DEPC alcanzan 1 mM. Se presenta una representacion grafica de estos hallazgos
en la figura 6B. El grado de unién a anticuerpo para alfa-sinucleina normal tratada con DEPC (-) disminuye
gradualmente de forma global pero méas rapidamente a mayores concentraciones de DEPC. Por otra parte, la alfa-
sinucleina insoluble () muestra pocos cambios en el grado de unién a anticuerpo. El dltimo punto de datos a DEPC
0,01 M para alfa-sinucleina insoluble aumenta debido al oscurecimiento de la pelicula.

Ejemplo 11

Deteccién de proteinas agregadas en LCR

Se ha cuantificado Abeta depositado de manera extracelular en LCR y sangre de pacientes con AD y controles
normales (6-8). Se han detectado proteinas neuronales intracelulares, tales como alfa-sinucleina, en LCR y sangre
(37, 38). Las neuronas moribundas liberan proteinas intracelulares 14-3-3, enolasa especifica de neuronas, tau y
alfa-sinucleina en el LCR (39), y es probable que en Ultima instancia en sangre. Una proporcién de proteina liberada
en la enfermedad est4 en forma agregada. Se aplica la tecnologia de EPA para determinar la proporcion de
agregados de polipéptido en muestras de LCR de pacientes con AD, ALS, PD y LBD. Se mide la sefial para
polipéptidos desagregados antes y después del tratamiento quimico, representando los epitopos “total’ y “protegido”,
respectivamente, para determinar la proporcién de polipéptido en el estado agregado. Usando los AcM y regimenes
de modificacién quimica optimizados, y el sistema DELFIA-TRF, se determina la sensibilidad de EPA en:

1. LCR normal “con adiciones conocidas” con polipéptidos agregados in vitro.

2. LCR de pacientes con AD, ALS, PDy LBD.
Se determina la proporcion de polipéptidos agregados en una muestra de LCR, aunque constituya solo 10°-10°
moléculas. Se emplean opcionalmente detergentes, agentes de precipitacién (tales como acido fosfotingstico) y
adsorbentes usados normalmente en ensayos ELISA comerciales para enriquecer para especies relevantes. Los
liquidos bioldgicos clinicamente accesibles por vias no invasivas proporcionan un sustrato ideal para una prueba
antemortem practica para el diagnostico y el examen de enfermedades neurodegenerativas.
Materiales y métodos
PrP de hamster recombinante (rhaPrP) y 6H4 procedian de Prionics. PrP humana recombinante (rhuPrP) procedia
de Roboscreen. Biotina-3F4 y 3F4 procedian de Signet. 3F4 reacciona contra MKHM y 6H4 reacciona contra
DYEDRYYRE. El anticuerpo 6E10 anti-Abeta (de Signet) reacciona contra EFRHDS (residuos 3-8).
En la tabla 1 anterior, se proporcionan otros anticuerpos y los epitopos reconocidos, si se conocen.

Preparacion de APP y PrP con plegamiento erréneo con acido.

Se us6 PrP con plegamiento erréneo con acido como “priones modelo” en este estudio y se preparé como en (29).
En resumen, se mezclaron 100 pl de homogeneizado de cerebro al 10% con un volumen igual de GdnHCI 3,0 M
(concentracion final de 1,5 M) en PBS a pH 7,4 o pH 3,5 ajustado con HCI 1 N, seguido por rotacién a temperatura
ambiente. Tras incubacién durante 5 h, se precipitaron con metanol las muestras con 5 volimenes de metanol
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enfriado con hielo y se resuspendieron los sedimentos en 100 pl de tampén de lisis. Se designaron las muestras
tratadas a pH 7,4 como muestras tratadas de manera simulada.

Tratamiento con peroxinitrito de homogeneizados de cerebro

Se agitd en vortex una alicuota (18 pl) de homogeneizado de cerebro normal o con plegamiento erréneo/enfermo
mientras se afiadian 2 pl de peroxinitrito en NaOH 100 mM/H,0, 60 mM para dar una concentracion de peroxinitrito
final de 0-15 mM. Tras agitar en vértex durante 15 s mas, se sometieron las muestras a inmunotransferencia de tipo
Western, inmunoprecipitacion o ELISA de tipo sandwich.

Tratamiento con DEPC de SOD1 de eritrocitos

Se agrega SOD1 purificada de eritrocitos humanos (Sigma) en una reaccién de oxidacién catalizada por metal que
consiste en SOD1 40 uM, acido ascorbico 4 mM y CuCl, 0,2 mM en tampdén Tris-acetato 10 mM (pH 7) a 37°C
durante tres dias. Se tratan el sobrenadante sometido a ultracentrifugacién (que contiene SOD1 soluble) y la
resuspension de sedimento (que contiene SODL1 insoluble) con concentraciones variables de DEPC (de 100 pM a
0,1 M), se desnaturalizan con calor y se someten a inmunotransferencia con anticuerpo anti-SOD1.

Inmunotransferencia de tipo Western

Se llevan a ebullicibn muestras en tampén de carga de SDS (Tris 62 mM (pH 6,8), glicerol al 10%, SDS al 2%, beta-
mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0,01%) durante 5 min y se separan sobre geles de poliacrilamida con
Tris-glicina al 12% seguido por transferencia a Hybond-P. Se detecté PrP usando 3F4 (1:50000) 6H4 (1:10000) o
6E10 (1:1000) como anticuerpos primarios y anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con HRP (1:10000) como
anticuerpo secundario seguido por exposicion a ECL-Plus y visualizacidon mediante exposicion a pelicula X-OMAT de
Kodak. Se cuantificaron las intensidades de las bandas usando el software UnScan-IT.

Inmunoprecipitacion

Se incubaron muestras con 50 ul de perlas magnéticas Dynal M-280 (100 ug/ml) conjugadas con Ac en un volumen
final de 1 ml de tampdn de unidn (NP-40 al 3%; Tween-20 al 3%) durante 3 h a temperatura ambiente con rotacion.
Se lavaron las perlas en tampon de lavado (NP-40 al 2%; Tween-20 al 2%) 3 veces y se llevaron a ebullicién en
30 ul de tampon de carga de SDS sin beta-mercaptoetanol durante 5 min. Se analizaron los sobrenadantes
mediante inmunotransferencia de tipo Western tal como se describi6é anteriormente.

ELISA de tipo sandwich

Se unié el anticuerpo de captura (6H4; 1:5000 en tampdn de unién de bicarbonato 50 mM, pH 9,6) a una placa
opaca de 96 pocillos (Nunc Maxisorp) mediante incubacion durante la noche a 4°C. Tras el bloqueo con BSA al 1%
en TBST al 0,05% durante 2 h, se lavaron las placas 3 veces en TBST y se incubaron durante la noche a 4°C con
concentraciones patréon de rhuPrP o rHaPrP junto con homogeneizados de cerebro desconocidos. Se lavaron las
placas 3 veces y se incubaron con el anticuerpo de deteccioén biotina-3F4 (1:5000) a T.A. durante 1 h. Tras el lavado
3 veces, se afiadid avidina-HRP (1:5000) y se incub6 durante 30 min a T.A. Tras una etapa de lavado final (3 veces)
se reveld la placa con sustrato fluorescente Quantablu durante 10-90 min a T.A. y se determinaron las intensidades
de fluorescencia con una excitacion de 325 nm y emisién de 420 nm. La invencidn no se limita a los ejemplos dados
a conocer.

Por la presente se hace referencia a las publicaciones, patentes y solicitudes de patente, incluyendo la solicitud
estadounidense n.° 60/496.381 (titulada Methods of Detecting Prion Protein (Cashman & Lehto), presentada el 20 de
agosto de 2003 la solicitud estadounidense n.° 60/497.362 (titulada Epitope Protection Assay (Cashman & Lehto),
presentada el 21 de agosto de 2003 y las solicitudes canadienses correspondientes n.” 2.437.675 y 2.437.999.
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REIVINDICACIONES

Método de deteccion de si un polipéptido candidato que incluye un epitopo diana esta en i) una
conformacion de tipo natural o ii) una conformacién de tipo no natural, que comprende:

poner en contacto el polipéptido con un agente de bloqueo seleccionado de peroxinitrito, peréxido de
hidrégeno, anhidrido succinico, conduritol-B-epoxido, 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano, pirocarbonato de
dietilo y 4-hidroxinonenal (4HNE) que bloquea selectivamente un epitopo diana accesible, en el que en la
conformacién de tipo natural, el epitopo diana es accesible y reacciona con el agente de bloqueo, y en el
gue en la conformacién de tipo no natural, el epitopo diana es inaccesible porque el polipéptido candidato
esta agregado y el epitopo diana no puede reaccionar con el agente de bloqueo;

retirar el agente de blogueo sin reaccionar del contacto con el polipéptido;

desnaturalizar y/o desagregar el polipéptido candidato para convertir cualquier epitopo diana inaccesible en
un epitopo diana accesible; y

poner en contacto el polipéptido con un anticuerpo que se une selectivamente al epitopo diana que se
convirtié de un epitopo diana inaccesible en un epitopo diana accesible, en el que la unién entre anticuerpo
y epitopo diana convertido indica que el polipéptido candidato estaba en una conformacién de tipo no
natural y en el que la ausencia de unién entre el anticuerpo y el epitopo diana indica que el polipéptido
estaba en una conformacion de tipo natural

en el que el polipéptido candidato comprende polipéptido amiloide-beta, proteina APP, SOD1 o alfa-
sinucleina.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido candidato comprende proteina APP.
Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido candidato comprende polipéptido amiloide-beta.
Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido candidato comprende SOD1 o alfa-sinucleina.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el agente de bloqueo se selecciona
del grupo que consiste en peroxinitrito y pirocarbonato de dietilo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el polipéptido se desnaturaliza y/o se
desagrega con calor, detergente y/o un agente caotropico.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5 60 6, en el que el polipéptido candidato
comprende polipéptido amiloide-beta y el anticuerpo comprende 6E10 que reacciona frente a un epitopo
dentro de los aminoacidos 3-8 de amiloide-beta humano, o el anticuerpo comprende 4G8 que reacciona
frente a un epitopo dentro de los aminoacidos 18-22 de amiloide-beta humano.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 4 a 6, en el que el polipéptido candidato es
superéxido dismutasa 1 SOD1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 4 a 6, en el que el polipéptido candidato es alfa-
sinucleina.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la conformacion de tipo no natural es
indicativa de una enfermedad neurodegenerativa.

Método segun la reivindicacién 10, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad por cuerpos de Lewy y esclerosis lateral
amiotrdfica.

Método segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que antes de poner en contacto el
agente de bloqueo con el polipéptido candidato, el polipéptido candidato estd en una muestra que se trata
previamente mediante uno o mas de los siguientes métodos: adsorcion, precipitacion o centrifugacion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el polipéptido estd en una muestra
postmortem o antemortem seleccionada del grupo que consiste en LCR, suero, sangre, orina, muestra de
biopsia y tejido cerebral.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 5a 7 6 10 a 13, en el que dicho polipéptido
candidato comprende polipéptido amiloide-beta o APP y dicho agente de blogueo es peroxinitrito.
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