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DESCRIPCION

Método de titulacion in vitro de un ATNC y su aplicacion en un método de evaluacion y/o control de un procedimiento de
obtencién de un producto bioldgico.

[0001] La presente invencion se refiere a un método de titulacién in vitro de un agente transmisible no convencional
(ATNC) que utiliza lineas celulares transgénicas, su aplicacion a un método de evaluacién y/o control in vitro de la
eficacia de un procedimiento de obtencién o tratamiento de un producto biolégico o de una o varias etapas de dicho
procedimiento para la eliminacion de un ATNC y su aplicacion a un método de evaluacion y/o control in vitro de un
procedimiento de descontaminacion.

[0002] Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EET) reagrupan un conjunto de enfermedades genéticas o
adquiridas caracterizadas por una degeneracion del sistema nervioso central (SNC), que en el hombre se conocen
como, entre otras, enfermedad de Creutzfeld-Jacob (ECJ) y que también afectan a numerosos mamiferos,
particularmente ovinos y bovinos (tembladera ovina y encefalopatia espongiforme bovina). Las propiedades del agente
etiologico de estas enfermedades la clasifican en lo que llamamos "agentes transmisibles no convencionales" (ATNC).
El agente causal no se conoce. Pero el sello de la enfermedad es la presencia de una proteina extracelular, llamada
proteina prién (PrP), que, durante la enfermedad, adopta una forma insoluble, resistente a las proteasas tales como la
proteinasa K, y que se acumula en las células, provocando la muerte de ellas. Esta forma anormal patégena de la PrP,
llamada PrPsc, proviene de una modificacion de la conformacion de la proteina prién PrP. No se evidencié modificacion
de la expresion del gen que codifica para la PrP, ni alteracion de su traduccion (P. Brown, Transfusion, 41, 4333-436,
2001 y D. Volkel et al, Transfusion, 41, 441-448, 2001).

[0003] La transgénesis in vitro o in vivo contribuye ampliamente al conocimiento de las EST. De este modo, los ratones
cuyo gen codifica para la PrPsc fue inactivado son muy resistentes a la infeccion experimental. En cambio, los ratones y
cultivos celulares que expresan (0 sobreexpresan) transgenes patolégicos, clonados a partir del gen de la PrP de
individuos que padecen EST familiar, o xendgenos, reproducen las enfermedades hereditarias correspondientes o son
sensibles a un inéculo proveniente de individuos infectados que pertenece a la misma especie que los transgenes. Las
lineas celulares transgénicas también se utilizan como modelo in vitro para buscar moléculas que interactien con la
transconformacion de la PrP en PrPsc.

[0004] Los datos disponibles en la actualidad no permiten demostrar que el agente transmisible responsable de las EET
se encuentre en una forma infecciosa en la sangre y los derivados sanguineos (ver referencia anterior a P. Brown). No
obstante, no podemos concluir que no esté presente, ya que esta incertidumbre resulta, por un lado, de su probable
concentracién muy baja en la sangre y, por otro, del larguisimo periodo de incubacién de la enfermedad, cuando ya esta
instalada.

[0005] Ademas, la sorprendente resistencia del ATNC impide recurrir a los procedimientos de inactivacion clasicamente
aplicados, tales como el tratamiento solvente/detergente Tween-TNBP, que demostraron su eficacia para reducir la
carga viral de derivados sanguineos, tales como las proteinas crioprecipitables del plasma (factor VIII, factor von
Willebrand, etc.). De hecho, estos se verian completamente destruidos por los procedimientos conocidos para reducir la
infectividad, por ejemplo, en presencia de NaOH 1M.

[0006] Dado que la obtencién o el tratamiento de productos bioldgicos, tales como las proteinas plasméaticas de la
coagulacion, debe incorporar etapas de eliminacién/inactivacion virales en vistas de un uso terapéutico, la industria
farmacéutica de los medicamentos derivados de la sangre busca, actualmente, evaluar el riesgo tedrico de transmision
del variante de la ECJ mediante los productos derivados de la sangre.

[0007] Por lo tanto, es necesario implementar un método de titulacion sensible, especifico y rapido, que pueda aplicarse
para evaluar el grado de eliminacién del ATNC que puede aportar una etapa o una sucesién de etapas aplicadas en el
marco de un procedimiento de purificacion de productos biolégicos o en el marco de un procedimiento de
descontaminacion de un material, especialmente de un material reutilizable.

[0008] Actualmente, el método que suele aplicarse utiliza un método de titulacion in vivo con una linea sensible de
hamsters dorados, mediante inyeccion intracerebral de diferentes diluciones de un producto a probar cargado con prién
patégeno. Segun el numero de animales afectados en los diferentes grupos correspondientes a las diluciones
efectuadas, se puede calcular un titulo de infectividad y establecer el cociente de reduccién de un procedimiento dado a
partir de una referencia no tratada. Sin embargo, este método presenta el inconveniente de ser largo, oneroso y poco
compatible con un desarrollo a escala industrial, cuya eficacia con respecto a la eliminaciéon del prién quisiéramos
conocer rapidamente.
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[0009] Sabuncu et al. (Journal of Virology, Feb. 2003, p. 2696-2700) describe la determinacion del titulo de infectividad
de extractos celulares infectados mediante titulacion al limite in vivo en ratones transgénicos TgOv que expresan el alelo
VRQ de la PrP ovina.

[0010] Ademas, suele ser necesario introducir una etapa de concentracién del agente infeccioso para aumentar la
sensibilidad de los métodos de titulacion. Ahora bien, todos los procedimientos de concentracion de agentes infecciosos
responsables de la EET copurifican PrPsc.

[0011] Por otra parte, hay métodos conocidos para la titulacién in vitro de los agentes infecciosos de las EET. Consisten
en la deteccion de la PrPsc mediante la técnica de Western-Blot (Ironside J.W. et al, J. of Thrombosis and Haemostasis,
1, 1479-1486, 2003) o de ELISA. Estas técnicas necesitan una digestion previa de la muestra que se analizara por la
Proteinasa K, o una desnaturalizacion mediante agentes caotrépicos para distinguir la proteina patolégica (PrPsc) de la
proteina normal (PrP). Recientemente, se desarrollé otro método de titulacion basado en la utilizacion de los anticuerpos
especificos de la PrPsc que no reconocen la PrP.

[0012] Las titulaciones de infectividad ligadas a los ATNC se realizan mediante inoculacion intracerebral de animales de
laboratorio, por ejemplo roedores que, previamente, permitieron la adaptacion de cepas de EET que infectan otras
especies animales o ratones transgénicos que expresan una PrP de la misma especie que la fuente de infectividad.

[0013] Algunos autores compararon el limite de deteccion de las técnicas inmunoquimicas de deteccion de la PrPsc con
el de las técnicas in vivo e in vitro (inoculacion de cultivos celulares transgénicos), con fines diagndsticos. A modo de
ejemplo, se puede mencionar la patente US 6 150 583 en la que se prevén animales transgénicos que expresan la PrP
epitope marcada.

[0014] En el caso de los virus clasicos, las técnicas de deteccion de los agentes infecciosos pueden hacerse de manera
directa, como la titulacion de la infectividad in vitro e in vivo y, de manera indirecta, mediante las etapas de amplificacion
en cadena por polimerasa de genomas virales, inoculacién in vivo seguida de la demostraciéon de seroconversiones
respecto a agentes virales caracterizados, y deteccion inmunoquimica o molecular de marcadores asociados a una
patologia.

[0015] La evaluacién de técnicas directas respecto a las técnicas indirectas es un requisito previo a su utilizacion
experimental con fines reglamentarios. De este modo, se distinguen los virus pertinentes cuya titulacion de infectividad
in vitro es valida (una cepa viral adaptada en una linea celular continua sensible y permisiva), de los virus modelos, mas
allegados a un agente patdgeno cuya propagacion in vitro no es reproducible.

[0016] Hasta el momento, la validacion experimental, respecto de los ATNC, de las etapas de inactivacion viral incluidas
en procedimientos de obtencidon o de purificacion de productos bioldgicos o de las etapas de descontaminacion de
material, sélo puede realizarse de modo directo in vivo mediante inoculacion intracerebral, por ejemplo, en roedores de
laboratorio o ratones transgénicos o, de modo indirecto in vitro, mediante detecciéon inmunoquimica de la PrPsc. En
efecto, no hay ningun acido nucleico en el material infeccioso, por lo tanto, la RCP no puede utilizarse. Ademas, la
proteina anormal in vivo no provoca la formacion de anticuerpos especificos. Por lo tanto, hay que recurrir a anticuerpos
monoclonales.

[0017] Para paliar los inconvenientes de los métodos anteriores de deteccion y titulacion de los ATNC en productos
bioldgicos, la Solicitante demostré de modo sorprendente, a pesar del gran desconocimiento que sigue existiendo
acerca del comportamiento de los ATNC, que la utilizacidon de lineas celulares transgénicas que soportan la replicacion
de un ATNC permite implementar un método de titulacion de este ATNC. Este método de titulacion puede utilizarse,
fundamentalmente, a los fines de validar la eficacia, respecto de la eliminacién del ATNC considerado, de
procedimientos de obtencién o tratamiento de productos biolégicos tales como, por ejemplo, las proteinas derivadas del
fraccionamiento del plasma sanguineo, los alimentos, los productos cosméticos o, mas generalmente, cualquier
producto que presente un riesgo para el medioambiente (por ejemplo, harinas animales). También puede utilizarse para
evaluar la eficacia de procedimientos de descontaminacién de material, como por ejemplo columnas de cromatografia.

[0018] La aplicaciéon del método de titulacion de un ATNC segun la invencion permite la determinacion del titulo absoluto
en ATNC presente en una matriz bioldgica.

[0019] En el marco de la invencion, el término "ATNC" representa cualquier ATNC, tales como los responsables, en el
ser humano, de la ECJ familiar o esporadica, de la enfermedad de Kuru o de la variante ECJ evidenciada en personas
jovenes, o incluso los responsables, en los animales, de la tembladera ovina o la encefalopatia espongiforme bovina o
felina.
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[0020] La invencién se refiere entonces a un método de titulacién in vitro de un ATNC en un producto biolégico que
puede infectarse con este ATNC, caracterizado porque las células transgénicas estables que soportan la replicacién de
dicho ATNC se ponen en contacto con la muestra bioldgica y se cultivan durante uno o varios pasajes para amplificar la
cantidad de ATNC presente en dicho producto bioldgico mediante replicaciéon de dicho ATNC.

[0021] La eleccion especifica de una linea celular transgénica que permite aplicar la invencion, que también responde a
las exigencias y criterios definidos a continuacion, permite responder a la necesidad de cuantificar la infectividad ligada
a los ATNC en una gama de aproximadamente 4 log, es decir, de 1 a 10000 unidades infecciosas in vitro. Por ejemplo,
esto puede permitir satisfacer los criterios de validacion de la eficacia de los procedimientos de obtencién de productos
bioldgicos respecto de la eliminacion de los ATNC.

[0022] La utilizacién de dichas lineas celulares transgénicas en el método de titulacién segun la invencion presenta
numerosas ventajas, fundamentalmente la de disminuir considerablemente el tiempo de cuantificacion de un ATNC
presente en el producto bioldgico, los resultados del método de titulacion segun la invencion estan correctamente
correlacionados con los métodos in vivo de referencia. Tipicamente, se obtienen resultados de titulacion en
aproximadamente un mes y medio, mientras que los de la técnica anterior, que utiliza los hamsters dorados mediante
inoculacion intracerebral in vivo, se obtienen en un afo en el mejor de los casos y a costa de estudios complementarios
histopatolégicos fastidiosos para definir el estatus (infectado/no infectado) de los animales. Por otra parte, estas lineas
celulares ofrecen una respuesta de medicién de titulacion amplificable, reproducible y la manifestacion del poder
infeccioso del ATNC que no se revela por inmunoquimica. También presenta la ventaja de evitar la experimentacion en
numerosos animales y su eutanasia.

[0023] Este tipo de células transgénicas estables, que permiten aplicar la invencion, responden a las siguientes
exigencias y criterios.

[0024] Dado que las células nerviosas (neuronas, células dendriticas) no son, necesariamente, los mejores substratos
de transgénesis con fines de titulacion in vitro, debido a su mala adaptacioén en cultivo in vitro, se establecen lineas
celulares transgénicas combinando un tipo de células especificas y un transgén particular, mediante técnicas conocidas,
necesario para proporcionar un ambiente ideal para la replicacion del ATNC.

[0025] Vilette et al. (PNAS, Marzo de 2001, 98(7), 4055-4059) demostraron que las células epiteliales de conejo,
transgénicas y estables, que expresan la PrP ovina (transgén), son capaces de replicar la PrPsc ovina después de
infectarse con extractos que contienen PrPsc ovina. El modelo celular que construyeron, la linea Rov9, expresa de
modo inducible la PrP exdgena, lo que garantiza su mantenimiento durante el periodo de incubacién necesario para la
acumulaciéon de la PrPsc en estas células puestas en contacto con un material infeccioso. Este tipo de células
transgénicas estables que soportan la replicacion de un ATNC pueden utilizarse en el método de titulacion segun la
invencion.

[0026] Archer et al. (Journal of Virology, Ene. 2004, p. 482-490) construyeron otro tipo de linea celular estable que
soporta la replicacion de la PrPsc. Su modelo consiste en células gliales de ratéon que expresan la PrP ovina y soportan
la replicacion de la PrPsc ovina, las células MovS. Estas células se revelaron particularmente satisfactorias en el método
de titulacion segun la invencion. También se buscan otros criterios para que una linea celular transgénica se utilice, de
manera ventajosa, como substrato para la titulacion in vitro de ATNC. Estos criterios son los siguientes:

- la adecuacion entre la velocidad de replicacion o multiplicacion de las células y el tiempo de incubacién necesario para
evidenciar un aumento de la PrPsc en las células infectadas;

- la estabilidad de las células después de ponerse en contacto con el agente infeccioso que puede evidenciarse por la
ausencia de citotoxicidad de la acumulaciéon de la PrPsc en las células;

- su buena sensibilidad a la infeccién, por ejemplo, una multiplicidad de infeccion baja para obtener una acumulacion de
la PrPsc en las células expuestas al agente infeccioso.

[0027] De conformidad con la invencién, las células transgénicas estables que soportan la replicacién del ATNC se
ponen en contacto, mediante métodos conocidos en si mismos, con el producto biolégico que puede ser infectado por
este ATNC o con un material infeccioso que contiene el ATNC como material de referencia. En el marco de la invencion,
el material infeccioso representa un material bioldgico infeccioso que proviene, fundamentalmente, de extractos de
cerebros de animales infectados por un ATNC, como bovinos u ovinos.

[0028] A continuacidn, estas células se cultivan durante uno o varios pasajes para permitir que el ATNC se replique. Un
"pasaje" es el repicado de una parte de las células de un envase de cultivo a otro que contiene el medio de cultivo

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2374816 T3

nuevo. Cada pasaje permite diluir las células que ya no tienen lugar para dividirse en otro envase y el tiempo de cultivo
en una placa permite que el ATNC se replique.

[0029] De manera ventajosa y de conformidad con la invencion, las células transgénicas pueden ponerse en contacto
con al menos una dilucion del producto biolégico que puede infectarse por el ATNC en una solucién acuosa
bioldgicamente aceptable, en particular con varias diluciones, muy particularmente con diluciones seriadas o sucesivas.
Estas diluciones permiten afinar la cuantificacion de la infectividad en la muestra probada. Varias células transgénicas
replicadas pueden ponerse en contacto con la misma dilucién del producto biolégico.

[0030] Ventajosamente, el ATNC se detecta en cada pasaje, en particular mediante un método inmunoquimico conocido
por el experto en la materia, muy particularmente por Western-Blot o ELISA. Para replicar el ATNC, se requiere la etapa
de cultivo de las células transgénicas estables potencialmente infectadas por el producto bioldgico, segun cualquier
técnica conocida por el experto en la materia, por lo tanto, también se requiere para amplificar una cantidad de ATNC
insuficiente para ser detectado mediante métodos convencionales (ELISA, Western-Blot).

[0031] En particular, el ATNC titulado por el método segun la invencién es la proteina priéon patégena PrPsc, ovina,
bovina o humana.

[0032] El conjunto de los resultados de Western-blot para las diferentes diluciones y los diferentes replicados puede
analizarse mediante un método estadistico conocido por el experto en la materia, que permite establecer un titulo de
infectividad, como por ejemplo, el método de Spearman Karber (Schmidt N. J., Emmous R.W., Diagnostic Procedures
for viral, rickettsial and chlaveydial Infection, 1989, 6ta. Edicion).

[0033] De manera ventajosa, las células transgénicas estables son células epiteliales de conejo, en particular células
epiteliales de conejo de la linea Rov9 (Vilette et al.) o células gliales de ratén, en particular células gliales de ratén de la
linea MovS6 (Archer et al.).

[0034] Ventajosamente, el producto biolégico que puede contaminarse con un ATNC se elige del grupo compuesto por
los productos sanguineos y sus derivados, los alimentos, los productos cosméticos y cualquier producto que presente
un riesgo para el medioambiente.

[0035] La invencion también se refiere a la aplicacion del método de titulacion segun la invencion a un método de
evaluacioén y/o de control in vitro de un procedimiento de obtencion o tratamiento de un producto biolégico que puede
contaminarse por un agente transmisible no convencional (ATNC). Este método de evaluacion y/o control se caracteriza
porque se aplica al producto bioldgico, antes y después de dicho procedimiento, un método de titulacion segun la
invencion, como se describié anteriormente, y porque se comparan los dos valores de titulo obtenidos. Comparando las
dos medidas, se determina el grado de eliminacion o el factor de reduccion del ATNC.

[0036] En particular, el método de titulacion segun la invencion tiene la capacidad de aplicarse facilmente a cualquier
tipo de procedimiento de obtencién o purificacién de productos bioldgicos, en particular de productos sanguineos, tales
como los derivados de plasma sanguineos, utilizando, por ejemplo, las cromatografias o la nanofiltracién, en particular
las cromatografias descritas en la patente EP 0 359 593 y en la solicitud de patente WO 02092632.

[0037] De este modo, la aplicacion del método de titulacion segun la invencion permite evaluar y/o controlar la eficacia
de un procedimiento (o de una parte de un procedimiento) de obtencidén o tratamiento, incluso de purificaciéon, de
cualquier producto biolégico, que pueda contaminarse con un ATNC, en la eliminacién de este ATNC, gracias a una
titulacion que utiliza lineas celulares transgénicas especificas, favoreciendo la replicacion del ATNC, puestas en
contacto con un material infeccioso o potencialmente infeccioso que contiene el ATNC a probar. Se miden las
cantidades de ATNC antes y después del procedimiento (o de la parte del procedimiento) cuya eficacia con respecto al
ATNC se quiere apreciar. Comparando las dos medidas, se determina el grado de eliminacién del agente patégeno. De
este modo, la aplicacion del presente método puede realizarse durante un procedimiento de obtencion de un producto
biolégico o en el marco de un tratamiento de eliminacion del ATNC posterior a la obtencion del producto biolégico.

[0038] La invencion también se refiere a la aplicacion del método de titulacidon segun la invenciéon a un método de
evaluacioén y/o control in vitro de un procedimiento de descontaminacion de un material. En este caso, se determina el
titulo en ATNC de un producto biolégico que contiene un ATNC por medio del método de titulacion segun la invencién. A
continuacion, se pone en contacto este producto biolégico infectado con el material por descontaminar y se le aplica el
procedimiento de descontaminacion. Por Ultimo, se determina nuevamente el titulo del producto bioldégico que se
sometio al procedimiento de descontaminacion. Se comparan las dos medidas de titulo realizadas antes y después del
procedimiento de descontaminacion para evaluar la eficacia del procedimiento de descontaminacion.
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[0039] EI producto bioldgico que contiene un ATNC proviene, por ejemplo, de extractos de cerebros de animales
infectados con un ATNC, como bovinos u ovinos.

[0040] EI material puede ser, por ejemplo, un material de purificacion, en particular, una columna de cromatografia.

[0041] EI procedimiento de descontaminacion puede ser, por ejemplo, la desinfeccidon de una columna de cromatografia
con ayuda de sosa caustica.

Ejemplo 1: Titulacién de infectividad ligada a los ATNC por cultivo celular

[0042] Para estudiar la viabilidad de un sistema de titulacion in vitro de la infectividad ligada a los ATNC, las células
MovS6 (Archer F. et al. 2004) fueron seleccionadas como células que soportan la replicaciéon de los ATNC, y la cepa de
Scrapie PG127 adaptada a los ratones transgénicos Tg301 se utilizd como fuente de infectividad (Vilotte JL et al.,
Journal of Virology, Vol. 75, n°13, p.5977-5984, 2001). El inéculo consistia en un homogenato de cerebros de ratones
infectados a 100mg/ml. Las células se cultivaban en medio DMEM + HamF-12 complementado con glutamina y suero
vacuno fetal. Las placas de titulacion se preparaban 24 horas antes de la inoculacion. Las células estaban sembradas a
razoén de 40.000 células por pocillo para un formato de 96 pocillos (experiencia n°1), y 100 000 células para placas de
24 pocillos (experiencias n° 2 y 3). Las diluciones seriadas del homogenato de cerebros de ratones se preparaban con
medio de cultivo, los pasos de diluciones eran de 10 en 10 (experiencias n°1 y n°2), o de 5 en 5 (experiencia n°3). Para
cada dilucion del inéculo se infectaban 5 pocillos por placa. Las células estaban en contacto con un determinado
volumen de inéculo (50 a 150 pl) durante un periodo que iba de 12 horas a 4 dias. El Cuadro 1 refleja las condiciones
experimentales de inoculacion y expansion de las células especificas en cada experiencia. Se arrojaba el indculo y se
reemplazaba por medio de cultivo nuevo, las células se mantenian en cultivo hasta el primer pasaje durante el cual se
realizaba un cambio de formato de placa de cultivo para conservar la mitad (experiencia n°1), o la totalidad de las
células infectadas (experiencias n° 2 y 3). Durante el procedimiento de cultivo celular, se cambiaba el medio de cultivo
una vez por semana y las células se repican con una relacion de 1 a 10, permitiendo realizar analisis en el 90% de las
células en cada pasaje. Las células recuperadas en cada pasaje se congelaban en forma de sedimentos celulares y se
conservaban a -80°C hasta su analisis mediante el método de Western Blot, para detectar la PrPsc. Cada sedimento
celular se trataba durante 2 horas, a 37°C, con Benzonase (250 unidades) en un volumen de 50 pl. A continuacion se
trataban los lisados celulares con Proteinasa K, se desnaturalizaban y analizaban mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas que habian migrado al gel se transferian a
una membrana de nitrocelulosa mediante electrotransferencia. La PrPsc presente en las membranas se detectaba
mediante incubacién con el anticuerpo 6H4 (Prionics) y con un anticuerpo secundario marcado (anticuerpos de cabra
dirigidos contra anticuerpos de ratones). Las membranas marcadas se revelaban mediante chemiluminiscencia. Una
muestra se consideraba positiva si el perfil electroforético de las tres formas de PrPsc glicosilada se veia en las
autorradiografias. Para cada analisis con Western Blot, se trataban testigos negativos (células MovS6 no infectadas)
paralelamente a las muestras. En cada uno de los pasajes celulares, se probaba el conjunto de los pocillos de placas de
cultivo. Si el conjunto de los replicados de cultivos celulares inoculados con una dilucién dada del inéculo salia positivo
para la PrPsc durante dos pasajes sucesivos, estos cultivos ya no se probaban en los pasajes siguientes. El titulo de
una muestra se calculaba al final del cultivo celular mediante el método de Spearman Karber (Schmidt NJ and Emmons
RW, Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infection 1989, 6ta. Edicion).

Cuadro 1. Condiciones experimentales de las experiencias de titulacion in vitro de la infectividad ligada a los ATNC.

Parametros

Experiencia n°1

Experiencia n°2

Experiencia n°3

Formato de cultivo para la
inoculacion

Microplaca 96 pocillos

Placa 24 pocillos

Placa 24 pocillos

repicadas en el 1er. pasaje
(cambio de formato 6 pocillos)

Densidad celular de sembrado 40000 100000 100000
(células/pocillos)
Volumen del inéculo (pl) 50 1100 (100 pl diluido en 150
1 ml de medio fresco)
Duracion puesta en contacto 12 96 24
primaria (horas)
Afadido de medio fresco (ml) 0,2 1 (indculo vertido) 1
Incubacion secundaria (horas) 48 en presencia de 24 72
inoculo diluido, y 48 con
medio fresco
Porcentaje de células 50% 100% 100%
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Resultados

Experiencia n°1

[0043] Las dlluc:lones del homogenado de cerebros de ratones infectados por la cepa de Scrapie PG127 probadas
fueron de 10" a 10®. En el pasaje n°3, nlngun poc:|IIo de cultivo celular presentaba PrPsc. En el pasaje n°4, el 100% de
los pocillos inoculados con Ias diluciones 10™" a 10” del indculo fue positivo para la PrPsc, y el 75% de los cultlvos
infectados por la dilucion 10™ fue positivo. En el pasaje n°5, el 25% de los pocillos inoculados con la dilucion 10 fue
positivo, culminando con el establecimiento de un titulo de 6,05 log de dosis infecciosa 50% (TCIDso) por ml segun el
método de Spearman Karber. El titulo del stock no aumento durante los siguientes pasajes celulares.

Experiencia n°2

[0044] EI Cuadro 2 resume los resultados obtenidos durante la experiencia n° 2 y permite comprobar nuevamente la
evolucion del porcentaje de positividad de cada uno de los replicados de cultivo infectado por cada una de las diluciones
del in6culo (de 10° a 10" ) Se puede comprobar que el plazo de aparicién de la PrPsc en los cultivos es inversamente
propormonal a la dosis de infectividad con la que se inocularon los cultivos. De este modo, los cultivos que recibieron la
dilucién 107 del inéculo presentaban PrPsc desde el pasaje n°2, mlentras que hubo que esperar un pasaje adicional
para que el 100% de los cultivos que habian recibido la dilucion 10™dieran positivo. El titulo del inéculo calculado para
esta experiencia fue de 5,5 TCIDso/ml.

Cuadro 2 Resultados de la experiencia de titulacién n°2

Pasaje n° Numero de cultivos infectados segun la dilucién inoculada (pocillos Titulo
infectados/pocillos inoculados)
(log TCDlIse/ml)
10° 10" 10” 10° 107 Testigo neg.
1 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0
2 5/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 4,7
3 5/5 5/5 0/5 0/5 0/5 0/5 55
4 NP 5/5 0/5 0/5 0/5 0/5 55
5 NP NP 0/5 0/5 0/5 0/5 55
6 NP NP 0/5 0/5 0/5 0/5 55
NP: no probado, 100% positivo para los dos pasajes anteriores

Experiencia n°3

[0045] ElI Cuadro 3 resume los resultados obtenidos durante la experiencia n° 3 Para esta experiencia, el paso de
dilucién del inéculo se habia reducido a 1/5 y las diluciones probadas eran de 10 a 10™®%. El titulo maximo se obtenia
en el pasaje n° 6 y el titulo calculado era de 6,43 TCIDso/ml.

Cuadro 3. Resultados de la experiencia n°3

Pasaje n° Numero de cultivos infectados segun la dilucién inoculada (pocillos Titulo
infectados/pocillos inoculados)
(log TCDlsp/ml)
10 10/ 10™" 107 10°° Testigo neg.
1 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0
2 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 3,4
3 5/5 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 5,6
4 5/5 5/5 3/5 0/5 0/5 0/5 6,3
5 NP 5/5 3/5 0/5 0/5 0/5 6,3
6 NP NP 4/5 0/5 0/5 0/5 6,4
7 NP NP 4/5 0/5 0/5 0/5 6,4
NP: No probado, 100% positivo para los dos pasajes anteriores.

[0046] Los resultados de estas tres experiencias realizadas demuestran la viabilidad de una titulacién in vitro en TCIDsg
de la infectividad ligada a los ATNC. Al igual que las titulaciones in vitro de los virus convencionales por infeccién de
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cultivos celulares, las células MovS6 permiten evidenciar la acumulacién de la PrPsc en las células infectadas y
permiten detectar la cantidad de PrPsc que no puede detectarse con las técnicas inmunoquimicas en el inéculo antes de
que las células la amplifiquen. Las condiciones de ensayo del sistema de titulacion que se implementaron se
optimizaron para obtener una sensibilidad satisfactoria, superior a la de la deteccién directa de la PrPsc en el indculo
con la técnica de Western Blot, y que garantiza un margen de cuantificacion superior o igual a 4 log. Si se comparan los
resultados obtenidos durante las diferentes experiencias, se observa que las modalidades de la infeccion de las células
influyen ligeramente en los titulos del indculo calculados pero que, de un modo general, estos titulos son coherentes. En
efecto, teniendo en cuenta la dilucion del inéculo (100 pl) en 1 ml de medio de cultivo que cubre las células de la
experiencia n°2, puede considerarse que esta titulacion fue realizada con diluciones diez veces inferiores a las del
indculo inicial.

[0047] Estas experiencias demuestran la superioridad de la titulacién in vitro de la infectividad ligada a los ATNC
respecto al sistema clasico de titulacion in vivo que requiere la inoculacion intracerebral de un numero significativo de
roedores de laboratorio, plazos de obtencion de resultados que llevan meses y, generalmente, la confirmacién del
estatus de la infeccidn de los animales inoculados en sus cerebros mediante examen histopatolégico o con la técnica de
Western Blot. Ademas, el sistema cumple con las prescripciones que limitan la realizacién de ensayos con animales de
laboratorio en favor de métodos de sustitucién mediante cultivo celular, por ejemplo. Por ultimo, el sistema propuesto
puede aplicarse en un laboratorio P2 a diferencia de los ensayos con animales, que requieren un confinamiento en
laboratorio P3, méas oneroso y mas complejo.

Ejemplo 2: Calculo de un factor de reduccién asociado a una etapa de purificacion de un medicamento biolégico que
puede ser contaminado por un ATNC.

[0048] Para esta experiencia, se habia elegido una etapa de nandfiliracion como ejemplo de una etapa de
procedimiento de fabricacién de un producto biolégico. El filtro elegido era un filtro PLANOVA 15 N (ASAHI KASEI) de
15 nm de porosidad y 0,01 m? de superficie. El producto por filtrar elegido era albumina humana a 0,2 g/l, en tampdn
citrato trisddico dihidrato 0,01 M, glicina 0,12 M, L-lisina (monocloruro) 0,016 M, cloruro de calcio dihidrato 0,001M,
cloruro de sodio 0,17 M, osmolaridad 490-510 mosmol/kg, pH 6,90-7,10. La nanofiltracion se habia realizado bajo una
presion de 500 + 100 mbar, a 25°C. El filtro se habia equilibrado antes de la nanofiltracion del producto con 40 ml de
tampén de dilucion de la albumina humana. Se habia filtrado un volumen de 30 ml de producto por filtrar,
experimentalmente sobrecargado al 4% con homogenado de cerebros de ratén infectados por la cepa de Scrapie
PG127, y se habia filtrado un volumen de 10 ml de tampoén de equilibrado para sacar el producto del filtro. Se habian
realizado dos experiencias de nanofiltraciéon para facilitar la reproductibilidad de la etapa. El producto por filtrar
sobrecargado experimentalmente estaba preparado en cantidad suficiente para extraer una fraccién alicuota destinada
a cuantificar la infectividad presente en el producto antes de la nandfiltraciéon. Se habia recuperado un volumen total de
aproximadamente 40 ml de filtrado antes de la nanofiltracion y se habia titulado para determinar la cantidad de
infectividad en el producto después de la nandfiltracion. El material inicial sobrecargado experimentalmente y el
producto filtrado se habian diluido a 1/3 en un medio de cultivo antes de conservarse a -80°C a la espera de su
titulacion. Las muestras se habian titulado segun las condiciones experimentales de la experiencia n°3 descrita en el
primer ejemplo. Para las muestras de filtrados de las que se esperaba que no presentaran o presentaran poca
infectividad residual, se inoculd la mas pequefia diluciéon de la muestra no citotoxica en diez replicados y las siguientes
diluciones en 5 replicados como se describi6é anteriormente.

[0049] EI Cuadro 4 resume los resultados de las titulaciones de las cuatro muestras generadas durante esta experiencia
de nanofiltracion.

[0050] Las muestras de material inicial sobrecargadas presentaban titulos de 4,67 log TCIDs¢/ml para los ensayos 1y 2.
No se habia detectado ninguna infectividad residual en las muestras de filtrados. La carga de estas muestras se habia
calculado segun la ley de Poisson a 0,28 log TCIDso/ml a partir del volumen de la dilucion mas pequefia de la muestra
inoculada. La carga total presente en las muestras se calculaba multiplicando su carga por su volumen respectivo, y el
factor de reduccién se calculaba dividiendo la carga presente en el material inicial, o muestra inicial, antes de la
nanofiltracién, por la carga presente en los filtrados. Los factores de depuracion se calculaban a partir de la cantidad
calculada de infectividad afiadida a la sobrecarga experimental. La diferencia entre el factor de depuracion y el factor de
reduccion permite evidenciar, cuando es superior a un log, la interferencia del producto inicial sobre la capacidad del
sistema de titulacién para detectar infectividad en este producto. El Cuadro 5 resume estos calculos. Los factores de
reduccién asociados a la eliminacién de la infectividad presente en el homogenado de cerebro que habian servido para
sobrecargar el material inicial eran de = 4,24 y > 4,22 log para los ensayos 1y 2, respectivamente. No se habia puesto
en evidencia ninguna interferencia del material inicial mediante el calculo de los factores de depuracion.



Cuadro 4.
nanofiltracion.

ES 2374816 T3

Resultados de las titulaciones de las muestras generadas durante la evolucion de una etapa de

Muestra

Ultimas diluciones
positivas

Ndmero de cultivos
infectados/numero de
cultivos inoculados

Titulo (log TCIDsg/ml)

Muestra inicial ensayo 1 1/3 125 1/15 625 4/51/5 4,67
Filtro ensayo 1 Puro 0/10 <0,28*
Muestra inicial ensayo 2 1/3 125 1/15 625 3/5 2/5 4,67
Filtrado ensayo 2 Puro 0/10 <0,28*

*: no se detectd infectividad: limite de deteccion calculado por la ley de Poisson.

Cuadro 5. Calculo de los factores de reduccién asociados a la etapa de nanofiltracion 15 nm evaluada mediante
titulacién in vitro.

Muestra Titulo (log Volumen (ml) Carga total Factor de Factor de
TCIDso/ml) (log TCIDso/ml) depuracion reduccion
(log)* (log)®
Stock inicial ensayo 6,43 1,21° 6,51
1
Muestra inicial 4,67 30 6,14
ensayo 1
Filtrado ensayo 1 <0,28° 41,9 <1,90 >4,61 24,24
Stock inicial ensayo 6,43 1,28° 6,54
2
Muestra inicial 4,67 30 6,14
ensayo 2
Filtrado ensayo 2 <0,28° 443 <1,92 24,62 24,22
a: calculado a partir de la carga total en la sobrecarga experimental.
b: calculado a partir de la carga inicial medida en el material inicial.
c: volumen considerando la extraccion de la fraccién alicuota destinada a la titulacion de la muestra inicial.
d: no se detectd infectividad: limite de deteccién calculado por la ley de Poisson
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REIVINDICACIONES

1. Método de titulacién in vitro de un agente transmisible no convencional (ATNC) en un producto biolégico, en el que
las células transgénicas estables que soportan la replicacion de dicho ATNC estan en contacto con dicho producto
bioldgico y se cultivan durante uno o varios pasajes para amplificar la cantidad de ATNC presente en dicho producto
bioldgico mediante replicaciéon de dicho ATNC.

2. Método de titulacidn segun la reivindicacion 1, en el que las células transgénicas estables se cultivan en presencia de
al menos una dilucién del producto bioldgico en una solucién acuosa biolégicamente aceptable.

3. Método de titulacion segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el ATNC se detecta en cada pasaje.

4. Método de titulacidon segun la reivindicacion 3, en el que el ATNC se detecta en cada pasaje mediante un método
inmunoquimico.

5. Método de titulacion segun la reivindicacion 4, en el que el ATNC se detecta en cada pasaje mediante Westem-blot.
6. Método de titulacién segun la reivindicacion 5, en el que el titulo del ATNC se mide aplicando un método estadistico.

7. Método de titulacion segun la reivindicacién 6, en el que el titulo del ATNC se mide aplicando el método de
Spearman-Karber.

8. Método de titulacién segun la reivindicacion 4, en el que el ATNC se detecta en cada pasaje mediante ELISA.

9. Método de titulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el ATNC corresponde a una forma
patégena del prion proteina PrPsc.

10. Método de titulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células transgénicas estables son
células epiteliales de conejo.

11. Método de titulacién segun las reivindicaciones 9 y 10, en el que las células transgénicas estables son células
epiteliales de conejo de la linea Rov9.

12. Método de titulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células transgénicas estables son
células gliales de raton.

13. Método de titulacion segun las reivindicaciones 9 y 12, en el que las células transgénicas estables son células gliales
de raton de la linea MovS6.

14. Método de titulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el producto bioldgico se elige del
grupo constituido por los productos sanguineos y sus derivados, los alimentos, los productos cosméticos y los productos
que presentan un riesgo para el medioambiente.

15. Método de evaluaciéon y/o de control in vitro de un procedimiento de obtenciéon o tratamiento de un producto
bioldégico que puede contaminarse con un ATNC, en el que se aplica a dicho producto bioldgico, antes y después de
dicho procedimiento, un método de titulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y se comparan los dos
valores de titulos obtenidos.

16. Aplicacién de un método de evaluacion y/o control segun la reivindicacion 15 a un procedimiento de purificacion de
productos sanguineos y sus derivados.

17. Aplicacion segun la reivindicaciéon 16, en la que el procedimiento de purificacién representa las cromatografias o la
nanofiltracion.

18. Método de evaluacién y/o control in vitro de un procedimiento de descontaminacion de un material, en el que el
material por descontaminar se pone en contacto con un producto biolégico que contiene un ATNC y en el que se aplica,
a dicho producto bioldgico, antes y después de dicho procedimiento, un método de titulacion segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, y se comparan los dos valores de titulo obtenidos.
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