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DESCRIPCION

Nanoesferas recubiertas de plasmindgeno como soporte directo de amplificacion ciclica de la proteina pridnica
PrPsc.

[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro de deteccion de un conférmero patégeno
de la proteina pridnica en una muestra, comprendiendo dicho procedimiento una etapa previa de captura del
conférmero patdgeno mediante puesta en contacto de la muestra con nanoesferas recubiertas de un ligando del
conférmero patdégeno, a continuacién la implementacién de una amplificacion ciclica de la proteina priénica mal
plegada directamente sobre el soporte sélido que ha capturado el conféormero patégeno, y la deteccidon de la
presencia de conférmero patdgeno. La invencién también se refiere a un kit para la implementacién de este
procedimiento.

[0002] Las enfermedades conformacionales constituyen un grupo de enfermedades no emparentadas entre
si pero que comparten los mismos mecanismos moleculares que implican la transicién conformacional de una
proteina existente (conférmero no patdégeno) hacia un plegamiento aberrante (conférmero patégeno) que conduce a
agregaciones proteicas y la formacion de depésitos tisulares.

[0003] Son ejemplos tipicos de estas enfermedades las encefalopatias espongiformes transmisibles y la
enfermedad de Alzheimer. Las encefalopatias espongiformes transmisibles son relativamente raras en seres
humanos pero fueron objeto de una atencién particular cuando se revelaron los riesgos de transmisién de la forma
bovina de la encefalopatia espongiforme al hombre, a través de la cadena alimentaria. La variante de la enfermedad
de Creutzfeldt-Jacob (VECJ) es la contrapartida humana de la encefalopatia espongiforme bovina.

[0004] A principios del afio 2010, se habian catalogado 246 casos primarios de VECJ en 11 paises diferentes.
Aunque la incidencia clinica de la vVECJ sigue siendo reducida, la prevalencia global de la enfermedad en la fase
preclinica es evaluada en 1:4000 en Reino Unido. La proteina pridnica celular normal (PrP¢), que experimenta una
transicion conformacional hacia un conférmero patdgeno anormalmente plegado (PrPSC), esta en el origen de las
encefalopatias espongiformes transmisibles. La proteina PrPSC se encuentra principalmente a nivel del cerebro y de
los érganos linfaticos de los animales infectados, pero también puede detectarse en numerosos tejidos que incluyen
el musculo esquelético, el higado, el pancreas, los rifiones, el utero y la piel.

[0005] Esta distribucion periférica de la PrPSC plantea el problema de la transmisién potencial entre individuos
de la variante de la ECJ, mediante cirugia o procedimiento médico invasivo, tal como la transfusiéon sanguinea o los
trasplantes.

[0006] Es, por lo tanto, particularmente importante poder detectar de manera sensible y especifica las
donaciones de sangre que hubieran podido ser recogidas a partir de pacientes afectados por la variante de la
enfermedad de Creutzfeldt-Jacob. El control sanitario de los alimentos de origen animal (leche, carnes) es también
importante.

[0007] De forma mas general, el desarrollo de un procedimiento altamente sensible y especifico para detectar
conférmeros patégenos de enfermedades pridnicas presenta una utilidad para el diagnoéstico de estas enfermedades
en pacientes, en particular cuando estan todavia en una fase asintomatica.

[0008] La capacidad de la proteina pridnica PrPSC de catalizar la transformacion del conformero no patégeno
en un conférmero patégeno se aprovech6 para desarrollar un procedimiento de deteccion de conféormeros patégenos
mediante amplificacion ciclica. Esta tecnologia, llamada “ampilificacién ciclica de proteinas mal plegadas” (PMCA)
también ha sido descrita por Saborio et al. (Nature, 2001,401 (6839): 810-3). La amplificacion ciclica se basa en la
conversiéon de un sustrato constituido por conférmeros no patégenos mediante cantidades no detectables de
conférmeros patdgenos, para obtener niveles de conférmeros patdgenos detectables mediante procedimientos
convencionales tales como inmunotransferencias (immunoblots). Esto se hace posible mediante la repeticion de
ciclos de incubacion del conférmero patdgeno en presencia del conférmero no patégeno, que permiten incrementar
la cantidad de conférmero patégeno, seguida de la desagregacion de los agregados formados, para hacer
accesibles a los conférmeros patdgenos para catalizar la conversion de nuevos conférmeros no patégenos.

[0009] Sin embargo, la amplificacion ciclica de la proteina PrPSC directamente a partir de la sangre, sigue

siendo dificil, particularmente debido a los grandes volumenes de muestras requeridos para permitir una deteccién y
debido a la presencia en la sangre de inhibidores de la proteina PrPSC,
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[0010] Para remediar estos problemas, los inventores intentaron desarrollar una metodologia de PMCA
mejorada, con una etapa previa de concentracion de la proteina PrPSC,

[0011] Ensayos realizados utilizando fosfotungstato de sodio o sulfato de estreptomicina, aunque condujeron
efectivamente a una concentracion de la proteina PrPSC, no permitieron a continuacion una amplificacién eficaz del
conformero patégeno PrPSC por PMCA.

[0012] Los inventores han conseguido desarrollar un procedimiento extremadamente sensible de deteccién
de la proteina PrPSC, basado en la captura del conférmero patdgeno de la proteina pridnica presente en la muestra a
analizar, con ayuda de un soporte sélido constituido por nanoesferas recubiertas de plasminégeno, seguida de la
amplificacién directa del conférmero patdégeno unido al soporte sélido mediante PMCA, a continuacion deteccion de
los conférmeros patégenos amplificados.

[0013] Recientemente se ha descrito que nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro tenian la
capacidad de unirse selectivamente a la proteina PrPSC (Miller y Supattapone, J. Virol. 12 de enero de 2011.
[Publicacion electronica previa a la impresion]). La capacidad de la proteina PrPSC de unirse a las nanoparticulas se
puso de manifiesto implementando un ciclo de amplificacion PMCA directamente sobre las nanoparticulas que se
han unido a PrPSC. Este articulo sugirid que la implementacion de una etapa de concentracion mediante unién de
PrPSC con las nanoparticulas magnéticas, acoplada a una PMCA, podria mejorar la deteccién de concentraciones
reducidas de proteinas pridnicas. Los niveles de amplificacién mostrados después de 72 horas de PMCA siguen
siendo, sin embargo, muy reducidos, no dando 5 pl de cerebro al 5% ninguna sefial sin PMCA y dando una sefal
muy débil con PMCA para la cepa RML de ratones CD1, y una sefal débil para la cepa 237 de hamster.

[0014] Por otro lado, se ha descrito que el plasmindgeno actia como un cofactor que estimula la conversion
de la proteina PrPC, estando la velocidad de produccién de PrPSC multiplicada por aproximadamente 2,5 en
presencia de 0,5 uM de plasminégeno humano en el medio de reacciéon de PMCA (Mays y Ryou, Prion. 2011; 5(1):
22-7; Mays y Ryou, FASEB J. 2010; 24(12): 5102-12).

[0015] El principio de la implementacion de una amplificacion PMCA después de concentracion de la proteina
PrPSC con ayuda de esferas recubiertas de un ligando de la proteina PrPSC ha sido descrito por los inventores
(Transfusion Clinique et Biologique 2009, 16(3): 295), sin identificar, sin embargo, la naturaleza del ligando utilizado.

[0016] Ahora bien, se han identificado varios tipos de ligando de la proteina PrPSC e incluyen particularmente
acidos nucleicos aptameros (Sayer et al., J. Biol. Chem. 2004, 279(13): 13102-13109), anticuerpos anti-ADN (Zou et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 2004, 101: 1380-1385), anticuerpos monoclonales anti-PrPSC, (Korth et al., Nature
1997, 390: 74-77, y Paramithiotis et al., Nat. Med. 2003, 9: 893-899) y ligandos polianidnicos (solicitud de patente
internacional WO 03/073106).

[0017] Los inventores han demostrado de este modo, de manera inesperada, que el plasmindégeno unido a
nanoesferas permite unir los conformeros patogenos PrPSC y que estos siguen siendo accesibles para la conversion
de conférmeros no patégenos PrPC en conférmeros patégenos PrPSC,

[0018] La especificidad del plasmindgeno por la proteina PrPSC es controvertida, habiéndose descrito a la vez
que el plasmindgeno se une exclusivamente a la proteina PrPSC (véase por ejemplo Fischer et al. Nature 2000,
408(6811): 479-483; Maissen et al., The Lancet,)) mientras que otros trabajos mostraron que el plasminégeno se
unia también a la proteina PrPC (Cuccioloni et al., Proteins 2005; 58(3): 728-734).

[0019] De este modo, la solicitud WO 02/00713 describe que el plasmindgeno se une a PrPSC y que puede
emplearse en un procedimiento de concentracion de PrPSC mediante tratamiento de una muestra fluida con una fase
sélida que porta plasmindgeno.

[0020] La solicitud EP1435521 describe que el plasmindgeno permite diferenciar PrPSC de PrPC y que el
plasmindgeno unido a esferas magnéticas permite precipitar selectivamente PrPSC,

[0021] Sin haber aclarado si las esferas recubiertas de plasminégeno capturaban solamente la proteina
PrPSC o también las isoformas de PrP normal a partir de las muestras a analizar, los inventores formularon la
hipétesis de que la presencia de PrPC residual ademas de la proteina del conformero patégeno PrPSC no
representaba un problema fundamental teniendo en cuenta que la amplificacion ciclica de las proteinas mal
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plegadas realizada a continuacion utiliza la proteina PrP€ como sustrato para la amplificacion de la proteina PrPSC,

[0022] La implementacion del procedimiento de los inventores a plasmas dopados con homogeneizados de
cerebro infectado de ratones transgénicos modelos de tembladera de los ovinos (linea tg 338) permitié la deteccidn
de la proteina PrPSC en diluciones con un factor 107" de homogeneizados de cerebros infectados, que corresponden
al equivalente de una cantidad inicial de 10 pg de cerebro. De este modo, se obtuvo una sensibilidad méas elevada
que la obtenida mediante un bioensayo efectuado en la misma cepa (dilucion 108; Tixador et al., PLoS Pathog 2010,
6(4:21000859)). La sensibilidad del procedimiento desarrollado de este modo corresponderia a menos de 0,01 veces
la dosis letal media. El procedimiento de los inventores aplicado a la deteccion de la proteina priénica en glébulos
blancos de oveja, es sensible al 100%.

[0023] Por otro lado, se ha demostrado que la etapa de captura es esencial, cuando el procedimiento se
implementa en muestras de sangre, para poder detectar la proteina PrPSC en las muestras infecciosas, la PMCA
realizada sin captura previa conducia a resultados falsos negativos.

[0024] El procedimiento aplicado a la deteccion de la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob humana
permitié la deteccion de la proteina PrPSC humana en muestras de plasma humano adicionado con homogeneizados
de cerebro infectados con el equivalente de una cantidad inicial de tan solo 100 pg de cerebro.

[0025] Con respecto a la metodologia de amplificacion ciclica de proteinas mal plegadas descrita por Jones
et al. (Transfusion 2009, 49(2): 376-84) que detectaba la proteina PrPSC utilizando las plaquetas como sustrato de
amplificacion, el procedimiento segun la presente solicitud permitié obtener una sensibilidad 100 veces mas elevada.

[0026] El procedimiento in vitro de deteccién de conférmero patégeno de una proteina caracteristica de una
enfermedad conformacional descrito en la presente solicitud constituye, por lo tanto, una mejora innegable frente a
procedimientos de deteccion disponibles hoy en dia.

Definiciones

[0027] La expresion «enfermedad conformacional» designa un conjunto de enfermedades caracterizadas por
fendmenos de agregacion proteica y de depositos tisulares relacionados con la transicién conformacional de una
proteina, caracteristica de la enfermedad conformacional, entre un conférmero normal, no patégeno, y un
conférmero patdgeno.

[0028] Las enfermedades conformacionales incluyen particularmente las encefalopatias espongiformes
transmisibles.

[0029] La encefalopatia espongiforme transmisible (EET) designa las formas humanas de EET, en particular
la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (ECJ) o su variante (VECJ), la enfermedad de kuru, la enfermedad de
Gerstmann-Straussler-Scheiker (GSS) y el insomnio familiar fatal (IFF), y las formas animales de EET, en particular
la tembladera de los ovinos (0 «scrapie»), la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), la encefalopatia transmisible
del visén (ETV) y la enfermedad consuntiva cronica (ECC) del cérvido. Una encefalopatia espongiforme transmisible
es, preferentemente, la ECJ o su variante, mas preferentemente, la vECJ.

[0030] Por «proteina caracteristica de una enfermedad conformacional», se entiende una proteina que existe
normalmente en forma de un conférmero no patdégeno en un individuo sano y que puede experimentar una transicion
conformacional que conduce a un plegamiento anormal (conférmero patdgeno). El conférmero patégeno es
generalmente insoluble y forma agregados. El conférmero patégeno tiene la capacidad de interactuar
especificamente con el conférmero no patégeno y de catalizar su conversion en conférmero patégeno, garantizando
de este modo una propagacion de la transicion conformacional del conférmero patégeno al conférmero no patégeno.

[0031] La proteina caracteristica de las encefalopatias espongiformes transmisibles es la proteina pridnica
(PrP) cuyo conférmero no patogeno se denomina generalmente Prp€ y el conférmero patégeno PrPSC o PrPEST,

Procedimiento de deteccién de un conférmero patégeno de la proteina priénica
[0032] La invencién se refiere a un procedimiento de deteccién de un conférmero patégeno de la proteina

pridnica que comprende una etapa de concentracién del conférmero anormal mediante captura del conférmero
anormal presente en una muestra a analizar con ayuda de un ligando del conférmero anormal, el plasmindgeno,
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fijado sobre un soporte sélido constituido por nanoesferas, implementandose a continuacion directamente una etapa
de amplificacién ciclica de proteinas pridnicas mal plegadas sobre el soporte solido que tiene fijadas moléculas de
conférmero anormal.

[0033] La invencién se refiere, por lo tanto, a un procedimiento in vitro de detecciéon de un conférmero
patégeno de la proteina priénica (PrPSC) en una muestra, comprendiendo dicho procedimiento las etapas que
consisten en:

a) poner en contacto nanoesferas recubiertas de plasmindgeno con una muestra;

b) separar dichas nanoesferas recubiertas de plasmindégeno de la muestra;

c1) poner en contacto dichas nanoesferas recubiertas de plasmindgeno obtenidas en la etapa b) con una
preparacion que comprende el conférmero no patdégeno de la proteina prionica (PrP°);

c2) desagregar los agregados formados eventualmente durante la etapa c1);

d) detectar la presencia de PrPSC en la preparacion, siendo la presencia de PrPSC en la preparacion indicativa de
la presencia de PrPSC en la muestra;

formando las etapas c1) y c2) un ciclo que se repite al menos dos veces antes de implementar la etapa d).

[0034] Una muestra a analizar, en el sentido de la invencién, puede ser cualquier fluido o sélido alimentario,
en particular de origen animal, tal como leche, carne, y cualquier muestra bioldgica de un sujeto humano o animal.

[0035] El término «sujeto» designa un mamifero humano o no humano, tal como un bovino, un ovino, un
porcino, un cérvido, un felino, un canido, un roedor o un vison.

[0036] Una «muestra bioldgica» puede designar un fluido bioldgico, células o un tejido, como por ejemplo
sangre, linfa, orina, leche, tejido cerebral, médula espinal, tejidos o células linfaticas, o cualquier producto derivado
de una fuente humana o animal susceptible de estar contaminado por un conférmero patégeno tal como, por
ejemplo, una preparacion de hormona del crecimiento o un extracto tisular. Una muestra biolégica también puede
designar una extraccion de sangre, de plasma, o un érgano destinado a un trasplante.

[0037] Cuando la muestra es un tejido, el procedimiento segun la invencion puede implementarse sobre un
homogeneizado del tejido.

[0038] Por «nanoesferas» se designa esferas de un didametro comprendido entre 1 y 900 nm,
preferentemente entre 10 y 750 nm, mas preferentemente entre 30 y 500 nm, mas preferentemente entre 50 y 300
nm o incluso entre 75y 150 nm.

[0039] Las nanoesferas son, preferentemente, paramagnéticas. Las nanoesferas paramagnéticas contienen
generalmente un porcentaje elevado de éxidos de hierro, por ejemplo al menos el 50% en peso, o incluso al menos
el 70% en peso. Pueden utilizarse nanoesferas paramagnéticas disponibles en el mercado, como por ejemplo las
distribuidas por Ademtech (Francia), para la implementacion de la invencion. Puede tratarse, en particular, de
nanoesferas carboxilicas superparamagnéticas tales como las esferas Carboxyl-Adembeads de la compafiia
Ademtech.

[0040] Sin desear estar vinculados por esta teoria, los inventores piensan que la utilizacién de nanoesferas
paramagnéticas es importante para la implementacién del procedimiento segun la invencion, ya que las
nanoesferas, al repelerse constantemente debido a su paramagnetismo, permanecerian mas tiempo en suspension,
favoreciendo de este modo la accesibilidad de las proteinas PrPSC capturadas a las proteinas PrPC de la mezcla de
reaccion de PMCA. En efecto, ensayos realizados con microesferas no permitieron obtener una amplificacion
satisfactoria de las proteinas PrPSC capturadas cuando las etapas de incubacion se realizan en ausencia de
agitacion.

[0041] Las nanoesferas estan recubiertas de plasminégeno, y eventualmente de al menos otro tipo de ligando
del conférmero patdgeno de la proteina pridnica.

[0042] El plasmindgeno es, preferentemente, plasminégeno humano.

[0043] Un «ligando de un conférmero patdgeno de la proteina pridnica» es una molécula que puede ser de
cualquier naturaleza, por ejemplo peptidica, proteica, acido nucleico, lipidica, i6nica, etc., y que es capaz de fijar un
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conférmero patdgeno de la proteina prionica. El ligando puede unir el conférmero patégeno preferentemente al
conférmero no patégeno, mas preferentemente puede unir especificamente el conférmero patdégeno. El hecho de
que el ligando pueda unirse a la vez al conférmero patégeno y al conférmero no patdgeno no es limitante para la
implementacion de la invencion ya que la etapa de captura del conférmero patégeno viene seguida a continuacion
por una amplificacién ciclica de proteinas mal plegadas durante la cual el conformero no patégeno constituye el
sustrato de amplificacion. Una unién preferencial o especifica del ligando al conféormero patégeno, con respecto al
conférmero no patégeno, es sin embargo preferible para evitar saturar el soporte sélido con una parte de conférmero
no patégeno, con el riesgo de reducir la eficacia de la captura del conférmero patégeno a partir de la muestra a
analizar.

[0044] Un ligando del conférmero patogeno PrPSC puede seleccionarse entre el grupo constituido por acidos
nucleicos aptameros (véase Sayer et al., J. Biol. Chem. 2004, 279(13): 13102-13109), anticuerpos anti-ADN (véase
Zou et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 2004, 101: 1380-1385), anticuerpos monoclonales anti-PrPSC, (véase por
ejemplo Korth et al., Nature 1997, 390: 74-77, y Paramithiotis et al., Nat. Med. 2003, 9: 893-899) y ligandos
polianiénicos.

[0045] Se han descrito ligandos polianidnicos apropiados en la solicitud de patente internacional WO
03/073106, e incluyen particularmente poliglucdsidos polianidnicos, en particular poliglucésidos polisulfonados,
preferentemente polisulfato de pentosano o sulfato de dextrano; politileniminas; poliaminas, particularmente
polilisinas; poliamidoaminas, por ejemplo dendrimeros poli(amidoamina); y poliaminas cuaternarias tales como
poli(cloruro de dialildimetilamonio) o polibreno (o polimetobromuro de 1,5-dimetil-1,5-diazaudecametileno o bromuro
de hexadimetrina). Se ha descrito que este tipo de ligandos se une a las proteinas PrPSC, B-amiloide y tau.

[0046] Los aptameros constituyen una clase de moléculas que representan una alternativa a los anticuerpos
en términos de reconocimiento molecular. Los aptameros son secuencias de &cidos nucleicos que tienen la
capacidad de reconocer virtualmente cualquier clase de moléculas diana con una alta afinidad y especificidad.
Dichos ligandos pueden aislarse mediante un cribado llamado SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) de un banco de secuencias aleatorias, tal como se ha descrito en Tuerk y Gold (Science.
1990 3; 249(4968): 505-10). El banco de secuencias aleatorias puede obtenerse mediante sintesis de ADN mediante
quimica combinatoria. En dicho banco, cada miembro es un oligdmero lineal, eventualmente modificado
quimicamente, que corresponde a una secuencia Unica. Las posibles modificaciones, aplicaciones y ventajas de
esta clase de moléculas fueron objeto de una revisién por Jayasena (Clin Chem. 1999 45(9): 1628-50). Los
aptameros también pueden ser de naturaleza peptidica. Consisten en una region variable conformacionalmente
constrefiida, ensamblada sobre una plataforma proteica, tal como Tiorredoxina A de E. coli, y pueden seleccionarse
a partir de bancos combinatorios mediante procedimientos de doble hibrido (Colas et al., Nature 1996, 380, 548-50).

[0047] El plasminégeno, y eventualmente el ligando del conférmero patégeno de la proteina pridnica, puede
fijarse sobre las nanoesferas paramagnéticas mediante cualquier medio conocido por el experto en la materia,
mediante unién directa o indirecta, por ejemplo mediante un medio fisico (calor, presién), o quimico mediante
creacion de enlaces covalentes o no covalentes (hidréfobos, anidnicos) por medio de grupos reactivos de tipo
carboxilo, amina o de forma pasiva, por ejemplo si el ligando es un material polianiénico y el soporte sélido esta
compuesto por poliestireno, etc.

[0048] En la etapa a) del procedimiento segun la invencion, las nanoesferas recubiertas de plasminégeno se
ponen en contacto con la muestra a analizar. Las nanoesferas se incuban en contacto con la muestra durante un
periodo suficiente y en condiciones que permiten la unién al plasminégeno de todos o parte de los conférmeros
patégenos PrPSC presentes en la muestra.

[0049] El periodo y las condiciones de incubacion pueden ser variables en funciéon de la naturaleza de la
muestra. Las condiciones y el periodo de incubacion se determinaran preferentemente de modo que el
plasmindgeno fijado sobre las nanoesferas pueda fijar un maximo de conférmero patégeno PrPSC.

[0050] La incubacion puede realizarse a cualquier temperatura, por ejemplo en frio (4-10°C), a temperatura
ambiente o a 37°C. Se implementa preferentemente a 37°C. La incubacion puede realizarse con agitacion (por
ejemplo de 1 rpm a 1400 rpm) o sin agitacion. La incubaciéon puede realizarse durante un periodo de 1 minuto a 5
dias, preferentemente durante de 5 minutos a 24 horas, preferentemente de 10 minutos a 4 horas, preferentemente
de 30 minutos a 3 horas, mas preferentemente de 1 hora a 2 horas. El periodo de incubacién es susceptible de ser
ajustado en funcién de las cantidades respectivas de conférmero patégeno de la proteina pridnica en la muestra y de
plasmindgeno fijado sobre el soporte sélido.
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[0051] Una optimizaciéon de los parametros de captura permitié alcanzar una eficacia de captura de un
rendimiento superior al 95%. Para ello se realizaron ensayos cruzados entre la cantidad de esferas a utilizar para la
captura en 500 pl de plasma y la concentracién de plasmindgeno necesaria para la funcionalizacién de las
nanoesferas. Los ensayos realizados en una amplia gama de los dos componentes permitieron observar que las
cantidades de nanoesferas y la concentracion de plasmindégeno debian definirse de manera muy fina para una
captura 6ptima. En efecto, contrariamente a las ideas preconcebidas, las cantidades maximas no son las mas
eficaces. De este modo, en el caso de nanoesferas carboxilicas paramagnéticas (Ademtech, Francia) la
amplificacion 6ptima se obtiene cuando las esferas son funcionalizadas con una cantidad de plasminégeno
correspondiente a la cantidad minima de proteina recomendada por el proveedor de nanoesferas.

[0052] De este modo, preferentemente, las nanoesferas, en particular las nanoesferas paramagnéticas,
utilizadas en el marco de la invencion, estan recubiertas de plasminégeno a razén de 10 a 30 pug de plasminégeno
por mg de nanoesferas, mas preferentemente a razén de 10 a 20 pg de plasmindgeno por mg de nanoesferas, de la
forma mas preferente a razon de 10 pg de plasminégeno por mg de nanoesferas.

[0053] Del mismo modo, para los volimenes de nanoesferas carboxilicas paramagnéticas funcionalizadas
mediante el plasmindgeno utilizadas para la captura, la sefial 6ptima se obtiene con 10 pl de nanoesferas al 1% (es
decir 10 pl de una suspension de nanoesferas a 1 mg de nanoesferas por ml de suspension). Una disminucion de
sefial se observa cuando se utilizan 20 pl y finalmente la sefial desaparece cuando la captura se realiza con 30 pl de
las nanoesferas funcionalizadas por el plasminégeno. Del mismo modo, cuando se utilizan cantidades decrecientes
de nanoesferas funcionalizadas por el plasmindgeno, la sefial disminuye cada vez mas cuando se utilizan 5 pl de
nanoesferas para la captura y después con 2,5 pl de nanoesferas.

[0054] De este modo, preferentemente, las nanoesferas recubiertas de plasmindégeno se ponen en contacto,
en la etapa a) del procedimiento segun la invencién, con una muestra a una proporcién de 2,5 a 90 pl de una
suspension de nanoesferas al 1% (peso/volumen) para de 50 a 500 pl de muestra, mas preferentemente una
proporcion de 5 a 50 pl de una suspension de nanoesferas al 1% (peso/volumen) para de 250 a 500 pl de muestra,
de la forma mas preferente una proporcién de 8 a 12 pl de una suspension de nanoesferas al 1% (peso/volumen)
para de 450 a 500 pl de muestra.

[0055] De este modo, una fijacion éptima del conférmero patogeno PrPSC sobre nanoesferas recubiertas de
plasmindgeno puede realizarse, por ejemplo, poniendo 500 pl de muestra de plasma en contacto con 10 pl de una
suspension de nanoesferas (en particular nanoesferas carboxilicas paramagnéticas) al 1% (peso/volumen)
recubiertas a razén de 10 pg de plasminégeno/mg de nanoesferas, e incubadas a 37°C durante dos horas.

[0056] Al final de la etapa a), las nanoesferas recubiertas de plasmindgeno se separan de la muestra (etapa
b)). Esta etapa puede implementarse recogiendo las nanoesferas por imantacion o por centrifugado.
Ventajosamente, las esferas recogidas pueden lavarse.

[0057] Las nanoesferas recogidas de este modo después de la separacion de la muestra portaran moléculas
de conférmero patégeno PrPSC unidas al plasmindgeno, si la muestra analizada comprendia proteinas PrPSC.

[0058] Puede utilizarse inmediatamente para proceder a la amplificacion ciclica de las proteinas priénicas mal
plegadas o almacenarse en frio, por ejemplo a 4°C, antes de la utilizacion.

Amplificacion ciclica de las proteinas pridnicas mal plegadas

[0059] La amplificacion ciclica de las proteinas priénicas mal plegadas se implementa utilizando directamente
el conférmero patdégeno PrPSC unido a las nanoesferas por medio de su ligando, el plasminogeno.

[0060] Esta amplificacion se implementa repitiendo de manera ciclica las etapas que consisten en:
c1) poner en contacto dichas nanoesferas obtenidas en la etapa b) con una preparaciéon que comprende dicho
conférmero no patdégeno PrPC; y

c2) desagregar los agregados formados eventualmente durante la etapa c1).

[0061] La tecnologia de amplificacion ciclica de las proteinas mal plegadas es conocida por el experto en la
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materia y se ha descrito particularmente en la solicitud de patente internacional WO 2002/004954.

[0062] La «preparacion que comprende dicho conformero no patdogeno PrPC» puede ser, por ejemplo, un
homogeneizado de cerebro o de tejido linfatico, o un fluido bioldgico, tal como sangre completa, plasma, etc., o un
lisado celular de un individuo sano, preferentemente procedente de un individuo de la misma especie que el
individuo del que proviene la muestra bioldgica a analizar (por ejemplo un homogeneizado de cerebro humano sano
si se analiza una muestra biologica humana). La preparacién que comprende dicho conférmero no patégeno PrP¢
puede ser también una solucion que comprende conformero no patégeno PrPC extraido y eventualmente purificado,
sintético o recombinante.

[0063] Ventajosamente, el conférmero no patdogeno PrPC utilizado puede estar marcado, de manera
radiactiva o fluorescente, de cara a la etapa de deteccion posterior.

[0064] Preferentemente, en la etapa c1), la cantidad de conférmero no patégeno PrPC utilizada esta en
exceso con respecto a la cantidad de conformero patdogeno PrPSC fijada a las nanoesferas.

[0065] Generalmente, la proporcion inicial de conférmero no patégeno PrPC con respecto a conférmero
patégeno PrPSC, si esta presente, unido a las nanoesferas, sera superior a 100:1, preferentemente superior a
1000:1, y mas preferentemente superior a 1000000:1.

[0066] Las etapas c1) y c2) se implementan preferentemente en condiciones fisioldgicas (pH, temperatura y
fuerza ionica), eventualmente en presencia de inhibidores de proteasas y de detergente. Las condiciones se
seleccionan preferentemente para permitir a los conférmeros patogenos PrPSC, unidos a las nanoesferas por medio
de plasminégeno, convertir los conformeros no patégenos PrPC, en conférmeros patdégenos PrPSC, formando de este
modo agregados u oligémeros de conférmeros patégenos PrPSC.

[0067] Las condiciones precisas de incubacion y el periodo de incubacién podran ser ajustados por el experto
en la materia.

[0068] Por ejemplo, la etapa c1) puede implementarse durante de 1 minuto a 5 dias, preferentemente durante
de 1 minuto a 24 horas, preferentemente durante de 5 minutos a 6 horas, mas preferentemente durante de 10
minutos a 4 horas, mas preferentemente durante de 20 minutos a 2 horas, mas preferentemente durante de 30 a 90
minutos, mas preferentemente durante de 30 a 60 minutos. La incubacién puede realizarse a cualquier temperatura,
por ejemplo en frio (4-10°C), a temperatura ambiente o a 37°C. Se implementa preferentemente a 37°C. La
incubacién puede realizarse con agitacion (por ejemplo de 1 rpm a 1400 rpm) o sin agitacion.

[0069] La etapa c2) de desagregacion puede realizarse mediante cualesquiera medios conocidos por el
experto en la materia, tales como el tratamiento con disolventes (en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS),
acetonitrilo, dimetilsulféxido, urea, acido prefluoroacético diluido, acido formico diluido, etc.), la modificacion de los
parametros fisicoquimicos de la preparacion, tales como pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica y
procedimientos fisicos, tales como sonicacion, irradiacion laser, congelacion, descongelacion, prensa francesa,
incubacién en autoclave, alta presion, mezcla, etc. Preferentemente, la desagregacion se implementa por
sonicacion.

[0070] La etapa c2) se realiza de modo que al menos una parte de los agregados eventualmente formados
durante la etapa c1) se desagregue. La duracion de la etapa c2) podra ser determinada por el experto en la materia
en funcién del medio de desagregacion utilizado. La etapa c2) durara generalmente entre 1 segundo y 1 hora. Sin
embargo, puede estar prevista una duracién superior. Si la desagregacién se realiza por sonicacion, la duracién de
la etapa c2) podra ser, por ejemplo, de 1 segundo a 10 minutos, preferentemente de 2 segundos a 5 minutos,
preferentemente de 5 segundos a 2 minutos, preferentemente de 10 segundos a 1 minuto, méas preferentemente de
20 a 40 segundos.

[0071] La sucesion de las etapas c1) y c2) constituye un ciclo. Para la implementacién del procedimiento
segun la invencion, las etapas c1) y c2) se implementan sucesivamente al menos dos veces, es decir que el
procedimiento comprende la repeticion de al menos dos ciclos.

[0072] El nimero de ciclos a realizar puede ser determinado por el experto en la materia para obtener una
amplificacion suficiente del conférmero patogeno PrPSC, para permitir su deteccion posterior.
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[0073] El numero de ciclos implementado en el procedimiento relacionado con la invenciéon puede estar
comprendido, por ejemplo, entre 2 y 1000, preferentemente entre 20 y 500, mas preferentemente entre 50 y 350,
mas preferentemente entre 80 y 240.

[0074] En particular, la etapa c1) puede implementarse durante de 20 minutos a 2 horas, por ejemplo durante
de 30 a 120 minutos, o entre 30 y 90 minutos, o incluso entre 30 y 60 minutos, la etapa c2) implementarse por
sonicacion durante de 10 segundos a 1 minuto, por ejemplo durante de 20 a 40 segundos y el numero de ciclos
puede estar comprendido entre 50 y 350, por ejemplo entre 50 y 100 por ronda de amplificacion. La desagregacion
puede realizarse preferentemente con ayuda de un sonicador Misonix 4000, con una potencia comprendida entre el
60y el 80%.

[0075] Las condiciones 6ptimas de amplificacion en muestras de plasma dopado con homogeneizados de
cerebro han sido identificadas como 30 minutos de incubacién, 20 segundos de sonicacion al 80% de potencia y 80
ciclos, pudiendo repetirse esta amplificacién si la cantidad de conférmero patdégeno obtenida es demasiado pequefia
para permitir una deteccidn sensible.

[0076] De forma muy clasica, la amplificacion de la proteina PrPS¢ por PMCA implementa ciclos en los que la
etapa c1) dura 30 minutos.

[0077] Los inventores han constatado, sin embargo, que si, en el primer ciclo de amplificacién por PMCA, el
periodo de incubacién de la etapa c1) es de solamente 30 minutos para muestras a analizar extremadamente
concentradas en proteina PrPSC, |la conversion de proteina PrPC presente en la mezcla de reaccion de PMCA (es
decir comprendiendo dicha preparacion el conférmero no patégeno PrPC) puede no ser suficiente para iniciar
eficazmente la amplificacion por PMCA. En este caso, después de la etapa ¢2) de desagregacion, es posible que no
quede suficiente proteina PrPSC apta para garantizar la conversién conformacional de la proteina PrPC y que, al final,
la proteina PrPSC presente en la muestra no pueda detectarse. La prolongacién de la duracion de la etapa c1) del
primer ciclo de amplificacién, por ejemplo a aproximadamente 90 minutos, permite descartar el riesgo de resultado
falso negativo.

[0078] De este modo, ventajosamente el procedimiento segun la invencién comprende:

- un primer ciclo de amplificacién en el que la etapa c1) se implementa durante de 60 a 120 minutos,
preferentemente durante de 80 a 100 minutos, més preferentemente durante aproximadamente 90 minutos,
pudiendo realizarse la etapa c2) en las condiciones tal como se han descrito anteriormente, preferentemente
mediante sonicacion durante de 10 segundos a 1 minuto, mas preferentemente durante de 20 a 40 segundos, y a
continuacion

- uno o varios ciclos de amplificacion en los que las condiciones de implementacion de las etapas c1) y c2) son
tal como se han descrito anteriormente. Por ejemplo, la etapa c1) puede implementarse durante de 30 a 60
minutos y/o la etapa c2) puede implementarse mediante sonicacion durante de 20 a 40 segundos. El niumero de
estos ciclos puede estar comprendido entre 49 y 99 por ronda de amplificacion. La desagregacion puede
realizarse preferentemente con ayuda de un sonicador Misonix 4000, con una potencia comprendida entre el 60
y el 80%.

[0079] Al final de la amplificacién ciclica, se detecta la presencia o la cantidad de conférmero patégeno
presente en la preparacion.

Deteccion

[0080] La deteccion del conférmero patogeno PrPSC puede estar precedida por una etapa d1) de destruccion
o de eliminacion del conférmero no patégeno PrPC, también presente en la preparacion al final de la etapa c2).
Siendo los conformeros patdgenos PrPSC generalmente insolubles, incluso en presencia de detergente no
desnaturalizante, y siendo resistentes a las proteasas, esta etapa puede realizarse tipicamente mediante tratamiento
con una o varias proteasas, tales como proteinasa K, tripsina, etc., o mediante centrifugado para separar los
conférmeros patogenos PrPSC insolubles de los conformeros no patdgenos solubles.

[0081] La deteccion de conférmero patégeno PrPSC presente en la preparacion, eventualmente tratado como
se indica en la etapa d1), puede realizarse mediante cualquier procedimiento apropiado. A titulo de ejemplos no
limitantes, pueden utilizarse los siguientes procedimientos de deteccion:
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- electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de transferencia de Western;

- inmunoensayo, en particular ELISA directo, indirecto, de tipo sandwich, utilizando anticuerpos dirigidos contra la
proteina prionica, preferentemente especificos del conférmero patégeno;

- ensayos radiactivos o fluorescentes: la utilizacion de conférmero no patégeno marcado (de forma radiactiva con
3H, 14C, 35S, 25|, etc., o de manera fluorescente, con cualquier fluoréforo apropiado) para la amplificacion ciclica
permite obtener, mediante transicion conformacional, el conférmero patdégeno PrPSC neoformado marcado que
puede detectarse y cuantificarse;

- utilizacion de chips de proteinas, sensores velocimétricos, biosensores electroquimicos, etc.

[0082] A modo de ilustracion, la deteccion de la proteina PrPSC puede realizarse como se describe en el
ejemplo 1 mediante separacion por SDS-PAGE e inmunotransferencia con ayuda de anticuerpos monoclonales anti-
PrP (por ejemplo el anticuerpo monoclonal 3F4 anti-PrP humana o el anticuerpo monoclonal 6D11 anti-PrP ovina).

[0083] La deteccion de la presencia de dicho conférmero patégeno PrPSC en la preparacion es indicativa de
la presencia del conférmero patogeno PrPSC en la muestra analizada.

[0084] Cuando el procedimiento segun la invencién se implementa sobre una muestra bioldgica de un sujeto,
la deteccion de la presencia de dicho conférmero patdgeno en la etapa d) es indicativa de una enfermedad pridnica
o encefalopatia espongiforme transmisible (EET) en el sujeto. El procedimiento constituye entonces un
procedimiento de diagndstico in vitro de una enfermedad EET. Si la muestra es una extraccion, por ejemplo de
sangre, de plasma o de un érgano, la deteccién de la presencia de dicho conférmero patégeno PrPSC en la etapa d)
indica entonces que la extraccion de sangre o plasma es inapropiada para la transfusion, o el 6rgano es inapropiado
para el trasplante, ya que es potencialmente infeccioso como vector de una EET.

[0085] Cuando el procedimiento segun la invencién se implementa sobre una muestra que es un fluido o
solido alimentario, la deteccion de la presencia de dicho conformero patégeno PrPSC en la etapa d) es indicativa de
una muestra contaminada por el conférmero patdégeno PrPSC, inapropiada para el consumo, ya que es
potencialmente infecciosa como vector de una EET.

[0086] La etapa d) puede comprender la cuantificacion de dicho conférmero patogeno PrPSC,
Kit de deteccién de un conférmero patégeno de la proteina pridnica
[0087] La invencion también se refiere a un kit para la implementacion del procedimiento segun la invencién.
[0088] Dicho kit puede comprender:
- nanoesferas, preferentemente paramagnéticas;
- plasmindégeno, preferentemente humano
- eventualmente otro tipo de ligando del conférmero patdégeno de la proteina pridnica;
- una cantidad conocida del conférmero no patégeno PrPC;
- y eventualmente instrucciones para la implementacion de un procedimiento tal como se ha descrito

anteriormente.

[0089] Preferentemente, dicho kit comprende nanoesferas ya recubiertas de plasminégeno y eventualmente
de dicho al menos un tipo de ligando del conférmero patogeno PrPC.

[0090] El kit puede comprender, ademas, al menos un medio de desagregacion, como por ejemplo al menos
un disolvente o un aparato de desagregacion fisica tal como un sonicador, un laser, etc.

[0091] El kit puede comprender, ademas, al menos un medio de deteccion tal como uno o varios anticuerpos
dirigidos contra la proteina pridnica, preferentemente al menos un anticuerpo especifico del conférmero patdgeno.

[0092] Las instrucciones contenidas en el kit pueden precisar en particular como implementar la sucesiéon de
las etapas de captura del conférmero patdgeno, de amplificacion ciclica de las proteinas mal plegadas y de
deteccion.

Procedimiento de descontaminacion de una muestra biolégica
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[0093] Las nanoesferas recubiertas de plasminégeno también pueden utilizarse para capturar las proteinas
prionicas PrPSC presentes en una muestra bioldgica para descontaminarla librandola de las proteinas PrPS¢ que
contiene.

[0094] De este modo, la invenciéon también se refiere a un procedimiento de descontaminacién de una
muestra biologica susceptible de contener el conformero patégeno de la proteina pridnica (PrPSC), comprendiendo
dicho procedimiento las etapas que consisten en:

a) poner en contacto nanoesferas, preferentemente paramagnéticas, recubiertas de plasminégeno con una
muestra;

b) separar dichas nanoesferas paramagnéticas recubiertas de plasminégeno de la muestra;

c) recoger la muestra descontaminada de este modo.

[0095] En la etapa a) de este procedimiento, las nanoesferas recubiertas de plasminégeno se ponen en
contacto con la muestra a analizar y se incuban en contacto con la muestra durante un periodo suficiente y en
condiciones que permiten la union al plasmindgeno de todos los conférmeros patdégenos PrPSC presentes en la
muestra.

[0096] El periodo y las condiciones de incubacién pueden ser variables en funciéon de la naturaleza de la
muestra.
[0097] La incubacion puede realizarse a cualquier temperatura, por ejemplo en frio (4-10°C), a temperatura

ambiente o a 37°C. Preferentemente se implementa a 37°C. La incubacion puede realizarse con agitacion (por
ejemplo de 1 rpm a 1400 rpm) o sin agitacion. La incubacion puede realizarse durante un periodo de 1 minuto a 5
dias, preferentemente durante de 10 minutos a 24 horas, preferentemente de 30 minutos a 8 horas, preferentemente
de 1 a 4 horas, mas preferentemente de 2 horas a 3 horas. El periodo de incubacion es susceptible de ser ajustado
en funcién de las cantidades respectivas de conférmero patégeno de la proteina pridnica en la muestra y de
plasminégeno fijado sobre el soporte sdlido.

[0098] Las nanoesferas recubiertas de plasmindégeno pueden separarse de la muestra (etapa b)) por ejemplo
recogiendo las nanoesferas mediante imantacién si las esferas son paramagnéticas o por centrifugado.

[0099] La descontaminacion de la muestra biolégica tratada de este modo puede controlarse implementando
un procedimiento in vitro de deteccion de un conférmero patdgeno de la proteina pridnica (PrPSC) en una muestra tal
como se ha definido anteriormente, para asegurarse la ausencia de conférmero patégeno de la proteina priénica en
la muestra.

[0100] Las definiciones y condiciones descritas en relacién con el procedimiento de deteccion de un
conférmero patdgeno de la proteina pridnica segun la invencion, son aplicables también al kit de deteccion de un
conférmero patégeno de la proteina pridnica y procedimiento de descontaminacion de una muestra definidos
anteriormente.

[0101] La invencion se describira con mas detalle considerando los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Materiales y procedimientos

Preparacion de las muestras

[0102] Se extrajo sangre completa de voluntarios humanos en tubos de recogida que contenian EDTA
(Etablissement Frangais du Sang - Pyrénées, Méditerranée) después de haber obtenido el consentimiento informado
por escrito de cada donante de sangre, de acuerdo con la ley francesa (Cédigo de salud publica, articulo L. 1243-3).
A continuacion, el plasma se aisld y se recogio después de centrifugado a 1500 g durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

[0103] Se recogi6 sangre completa de cuatro ovejas sanas y cuatro ovejas infectadas de forma natural por la

tembladera, en la fase terminal de la enfermedad (INRA/Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse - Francia). Las
ovejas expresaban el alelo V136R154Q171 de la PrP ovina. Los glébulos blancos sanguineos de oveja (SWBC) se
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prepararon a partir de la capa leucocitaria obtenida después del centrifugado a 2000 g durante quince minutos a
temperatura ambiente. Los glébulos rojos residuales fueron eliminados de la capa leucocitaria mediante lisis en
NH4CI 155 mM, KHCO310 mM, EDTA 1 mM (pH 8) durante 20 minutos en hielo, seguida de un centrifugado a 1500
g durante 10 minutos a 4°C. A continuacion, se lavaron los SWBC con PBS pH 7,4 y alicuotas de 107 SWBC
clarificados mediante PBS se almacenaron a -80°C.

[0104] Se prepararon plasmas dopados de la siguiente manera: 500 yl de plasma de donantes humanos
sanos se doparon con diluciones en serie a la décima (de 10 a 10-'") de homogeneizados de cerebro infectado
mediante la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (VECJ), o de homogeneizados de cerebro infectado con
la tembladera (cepa 127S) procedentes de ratones transgénicos con genes ovinos (linea tg338). Los
homogeneizados de cerebro infectado (IBH) se prepararon al 10% (peso/volumen) en glucosa al 5% (es decir una
dilucion 10°").

Captura de la proteina priénica
Recubrimiento de esferas magnéticas con plasminégeno humano (PIg)

[0105] Segun los estudios publicados por Fischer et al. (Nature, 2000, 408 (6811): 479-483), se utilizd
plasminégeno humano como ligando eficaz para la captura de las proteinas pridnicas. Esferas caboxilicas
nanomagnéticas (Ademtech France) se recubrieron y almacenaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
En resumen, las esferas se recubrieron de plasminégeno humano (Fluka Sigma-Aldrich) por agitacién durante 2
horas a 37°C. La cantidad de ligando o6ptima a utilizar se evalué poniendo a prueba tres concentraciones de
plasmindgeno: 10, 20 y 30 pg/mg de esferas, siendo 10 pg/mg de esferas la concentracién mas baja recomendada
por el fabricante. Después de una etapa de bloqueo a 37°C con una solucién de albumina a 0,5 mg/ml, las esferas
se almacenaron a 4°C en la solucién de almacenamiento de Ademtech.

Captura de la proteina priénica mediante las nanoesferas recubiertas de plasminégeno

[0106] Los plasmas dopados (500 pl) se mezclaron volumen a volumen con un tampén de lisis/union (tampdn
LB: PBS 2X, NP40 al 6%, Tween 20 al 6%) antes de la incubacion con las esferas recubiertas de plasmindgeno a
temperatura ambiente durante 90 minutos. La cantidad de esferas a utilizar para cada muestra se evalué poniendo a
prueba diferentes condiciones (2,5, 5, 10, 20, 30, 40, 60 y 90 pl de esferas con plg al 1%). Después una etapa de
lavado con PBS, las esferas magnéticas se aislaron para amplificacion PMCA posterior.

[0107] Para la captura de PrPEST a partir de los SWBC, las células se incubaron en primer lugar en hielo
durante 30 minutos con 500 pl de tampdn LB. Después del centrifugado a 1000 g a 4°C durante 2 minutos, el
sobrenadante se recogid y se mezclé con 500 pl de tampdn LB antes de la incubacién con las nanoesferas
recubiertas de plasminégeno como se ha descrito anteriormente.

PMCA (Protein Misfolding Amplification Assay, ensayo de amplificacion de proteinas mal plegadas)
Preparacion de los sustratos de PMCA:

[0108] Los homogeneizados de cerebro normal (NBH) de ratones transgénicos para PrP humana (alelo M'%°,
linea tg650) (Beringue et al., PLoS One 2008, 3 (1): e1419) o para PrP ovina (alelo VRQ, linea tg338) (Laude et al.,
C. R. Biol. 2002, 325 (1): 49-57) se utilizaron como sustrato PrP¢ para PMCA. Los cerebros se recogieron a partir de
animales sacrificados con COz y se perfundieron con PBS que contenia 5 mM de EDTA. Los cerebros se aclararon
en PBS frio y se congelaron inmediatamente en hielo seco antes del almacenamiento a largo plazo a -80°C. Los
cerebros se homogeneizaron a continuacion a una concentracién del 10% (peso/volumen) con el tampon de
lisis/conversion (tampon CB) compuesto por NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, cdctel de inhibidores de proteasas
(Roche) en PBS (pH 7,2). Los homogeneizados se centrifugaron a 2000 g durante 20 segundos para retirar el
grueso de los materiales del cerebro. El sobrenadante se congelé a -80° C en alicuotas de uso Unico hasta la
utilizacion.

PMCA

[0109] La proteina pridnica capturada se mezcld con 90 pl de NBH al 10%. A continuacién, se implemento
una amplificacion automatica mediante PMCA utilizando el Misonix 4000 (Misonix, NY, EE. UU.). Cada ciclo estaba
compuesto por una etapa de incubacion (37°C) y por una etapa de sonicacion. Previamente, los parametros de
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PMCA siguientes se habian optimizado: periodo de incubacion por ciclo (30 y 60 minutos, o incluso 90 minutos para
el primer ciclo), periodo de sonicacion por ciclo (20 y 40 segundos), nivel de potencia (60, 70, 80%) y nimero de
ciclos de PMCA (50, 80, 100) por ronda. Después de la primera ronda de PMCA, el producto de reaccion se diluyd
en sustrato fresco (1/10) y se repitid la PMCA. Esta técnica se conoce como PMCA en serie (sPMCA). El producto
de esta segunda ronda de PMCA también puede diluirse y someterse a PMCA, y asi sucesivamente, permitiendo
una amplificacion indefinida de PrPEST,

Digestion mediante proteinasa K (PK)

[0110] Los productos amplificados (muestras de 18 pl) se digirieron con PK a 200 pg/ml durante una hora a
45°C. La reaccion se interrumpié mediante adicion de fluoruro de metilfenil sulfonio 5 mM. Las muestras se
desnaturalizaron a continuacion a 100°C en un tampoén para muestra SDS-PAGE (SDS al 2%, Tris/HCI 100 mM pH
7,4 y azul de bromofenol al 0,5 %) y se almacenaron a -80°C.

SDS-PAGE e inmunotransferencias

[0111] Las muestras proteicas se pusieron a migar en geles NUPAGE al 12% (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
Francia) a 200 voltios, y se electrotransfirieron sobre membranas de PVDF (Millipore, Molsheim, Francia). Después
de bloqueo con leche desnatada al 5% en un tampén TBS-Tween 20 al 0,05 %, las transferencias se sondearon con
anticuerpos monoclonales anti-PrP, 3F4 MAb o 6D11 MAb (Signet/Proteogenix, lllkirch, Francia) para la deteccion de
la proteina priénica humana y ovina, respectivamente.

[0112] Las transferencias se desarrollaron utilizando un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén unido a
peroxidasa y el sustrato quimioluminiscente Luminol (reactivo ECL, Amersham Bioscience, Francia).

Materiales del Instituto nacional para patrones y controles biolégicos (NIBSC)

[0113] ElI NIBSC puso a disposicion una serie de reactivos de referencia preparados a partir de muestras de
cerebro procedente de humanos a los que se les realizé la autopsia (www.nibsc.ac.uk/cjd/brainsamples.html). Los
reactivos de referencia de cerebro se obtuvieron a partir del Centro de Recursos CJD en forma de homogeneizados
al 10% (peso/volumen) en sacarosa 0,25 M.

[0114] Se pusieron a prueba dos paneles. El panel 1 estaba compuesto por 20 muestras de plasma negativo
que incluian 10 plasmas seleccionados aleatoriamente distribuidos en duplicados. El panel 2 era un panel con
enmascaramiento compuesto por duplicados de dilucién de cerebro vCJD en plasma normal, y por controles
negativos que incluian cerebro normal afiadido al plasma y plasma negativo en solitario (4 series de 24 tubos
numerados de A a X).

Ejemplo 2: Optimizacion de la tecnologia de captura basada en plasminégeno/sPMCA utilizando material de
cerebro infectado por la tembladera

[0115] Los parametros de PMCA se optimizaron utilizando homogeneizados de cerebro normal e infectado
por la tembladera procedentes de ratones transgénicos para PrP ovina (alelo VRQ, linea tg338) para la reaccién
PMCA. La PMCA se evalu6 en primer lugar cruzando los parametros de numero de ciclos, incubacién, sonicacion y
potencia del Misonix. Una ronda de 80 ciclos de PMCA (incubacién de 30 minutos, sonicaciéon de 20 segundos,
potencia 80%) permitio la deteccion de PrPEST en la dilucion IBH 108 por inmunotransferencia (n=3 a partir de 2 IBH
diferentes). El nivel de sefial observado era similar al obtenido para la dilucion 10 no amplificada, indicando un nivel
de amplificacion de 5 log mediante la primera ronda de PMCA. Cuando las muestras amplificadas se diluyeron 10
veces en NBH fresco y se sometieron a una segunda ronda de 80 ciclos de PMCA, una sefal de deteccion
especifica de PrPEST se detect6 de manera reproducible hasta la dilucion 10-'° (n=3 a partir de 2 IBH diferentes),
indicando una amplificacion de 7 log. No se detecté ninguna sefal con los cerebros no infectados amplificados de
manera similar (n=3 a partir de 2 IBH diferentes).

[0116] Estando la PMCA optimizada, los parametros de captura de la PrPEST por las nanoesferas recubiertas
de plasmindgeno se optimizaron a continuacidon (concentraciéon de plasmindégeno y volumen de esferas). Una
dilucion de IBH con la tembladera a 10 se diluyé en plasma humano (500 pl) y se mezclé con diferentes volimenes
de esferas con diferentes concentraciones de plasminégeno antes de la amplificacion PMCA. La sefial mas intensa
de PrPEST se observo cuando se utilizaron la concentracion mas baja de plasminégeno, a 10 ug plasmindgeno/mg de
esferas, y el volumen mas bajo de esferas, 10 pl de esferas/500 pl de plasma dopado.
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[0117] Utilizando estas condiciones, PrPEST pudo detectarse en diluciones de IBH a 10 afiadidas a 500 I de
plasma humano. La sefial parecia ser similar a la obtenida cuando se utilizo una dilucion de IBH 10 directamente
para sembrar el sustrato PMCA, sugiriendo que la etapa de captura por las nanoesferas recubiertas de
plasmindgeno era eficaz. Los dos controles negativos (500 pl de plasma humano mezclados con nanoesferas
recubiertas de plasminégeno antes de PMCA) seguian siendo negativos.

Ejemplo 3: validacion del ensayo combinado de nanoesferas recubiertas de plasminégeno/sPMCA sobre un
panel de sangre de ovejas sanas e infectadas

[0118] A continuacion se verific6 que las condiciones experimentales utilizadas permitian detectar
especificamente nPrPEST en SWBC infectados por la tembladera. Después de una ronda de PMCA (80 ciclos), no se
detectd ninguna sefial especifica de PrPEST por inmunotransferencia en las 4 muestras infectadas de SWBC.
Después de una segunda ronda, uno de los 4 SWBC infectados mostré una sefial positiva. Después de una tercera
ronda de PMCA, se detectd una sefial PrPEST intensa en la totalidad de los 4 SWBC infectados, mientras que en las
muestras SWBC procedentes de ovejas sanas, no se detectd ninguna sefal. La deteccién de los SWBC de ovejas
infectadas por la tembladera y negativas se reprodujo 3 veces.

[0119] Por comparacion, la implementacion del procedimiento sPMCA en SWBC infectados por la
tembladera, sin etapa previa de captura, no permitié detectar la proteina PrPEST,

Ejemplo 4: Evaluacion y validacion del ensayo de nanoesferas recubiertas de plasminégeno/sPMCA sobre
muestras humanas

[0120] Optimizaciones similares de la PMCA se implementaron utilizando los homogeneizados de cerebro
humano vCJD y homogeneizados de cerebro normal procedentes de ratones transgénicos para PrP humana (alelo
M'29, linea tg650), como se ha descrito para la PMCA ovina, y los parametros que dan la amplificaciéon 6ptima para
la PMCA humana se identificaron como exactamente los mismos (80 ciclos, 30 minutos de incubacion, 20 segundos
de sonicacion, potencia 80%).

[0121] Después de la captura de la PrPEST en plasmas humanos dopados por adicion de diluciones a 1/10 de
IBH vCJD (10 a 10°), una primera ronda de PMCA permitio la deteccion de la proteina en las diluciones IBH a 106,
Esto indicaba una amplificacién de aproximadamente 3 log comparada con la sefial obtenida a partir de la dilucion
103 no amplificada.

[0122] Después de una dilucion a 1/10 de las muestras amplificadas con NBH frescos, se realizaron una
segunda y una tercera ronda de 80 ciclos de PMCA. Esto permitio la deteccion de una sefial especifica de PrPEST
hasta las diluciones 107 y 10" respectivamente, indicando un factor de amplificacion de 4 y 6 log. La sensibilidad del
ensayo se confirmo repitiendo este ensayo a partir de tres IBH diferentes, siendo uno de ellos el panel NIBSC "blue
capped brain tissue vCJD codon 129M/M" (Ref NHBY0/0003).

[0123] Esta prueba que combina la captura basada en el plasminégeno del prién en muestras de sangre
humana y la amplificacion PMCA se evallo a continuacién poniendo a prueba paneles suministrados por el NIBSC.
Todas las muestras del panel 1 (muestras negativas) se pusieron a prueba como negativas (20/20) conduciendo a
una especificidad del 100%.

[0124] Los resultados del analisis con enmascaramiento de las 80 muestras del panel 2 fueron analizados por
el comité NIBSC y se obtuvo una sensibilidad de una dilucion de 10 para los homogeneizados de cerebro vECJ
afiadidos al plasma (tabla 1). Las 32 muestras de control del panel 2 se pusieron a prueba todas como negativas y
confirmaron la especificidad del 100% (total 52/52).
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Tabla 1: Evaluacion de la prueba de deteccién de PrPEST sobre un panel humano con enmascaramiento (NIBSC)

Material bioldgico Diluciones Positivos
102 4/4
103 4/4
104 4/4
Plasma dopado de cerebro con vVECJ 10 3/8
106 1/4
107 0/4
108 0/8
10~ 4/4
102 0/4
Plasma dopado de rata con vECJ 103 0/8
104 0/4
10 0/4
102 0/4
Plasma dopado de cerebro de control 103 0/4
104 0/4
101 0/4
Plasma dopado de rata de control 102 0/4
Plasma de control -- 0/16
Total positivo 20/96
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro de deteccion de un conférmero patégeno de la proteina pridnica (PrPSC) en una
muestra, comprendiendo dicho procedimiento las etapas que consisten en:

a) poner en contacto nanoesferas recubiertas de plasminégeno con una muestra;

b) separar dichas nanoesferas recubiertas de plasminégeno que portan la PrPsc eventualmente presente, de la
muestra;

c1) poner en contacto dichas nanoesferas recubiertas de plasmindgeno que portan la PrPSC eventualmente
presente, obtenidas en la etapa b) con una preparaciéon que comprende conférmero no patégeno de la proteina
pridnica (PrPC);

c2) desagregar los agregados formados eventualmente durante la etapa c1);

d) detectar la presencia de PrPSC en la preparacion, siendo la presencia de PrPSC en la preparacion indicativa de
la presencia de PrPSC en la muestra;

formando las etapas c1) y c2) un ciclo que se repite al menos dos veces antes de implementar la etapa d).

2. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que la etapa d) es precedida por una etapa d1)
de destruccion o eliminacion de la proteina PrPC presente en la preparacion al final de la etapa c2).

3. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1 6 2, en el que las nanoesferas son nanoesferas
paramagnéticas recubiertas de plasminégeno a razén de 10 a 30 ug de plasminégeno/mg de nanoesferas.

4. Procedimiento in vitro segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las nanoesferas
recubiertas de plasmindgeno se ponen en contacto con la muestra en la etapa a) a una proporcion de: 2,5 a 90 ml
de suspension de nanoesferas al 1% (peso/volumen) para de 50 a 500 ml de muestra.

5. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa a) se
realiza con agitacion y la desagregacion de la etapa c2) se realiza mediante sonicacion.

6. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende las etapas
que consisten en:

a) poner en contacto nanoesferas paramagnéticas recubiertas de plasminégeno con una muestra, a razén de 10
a 30 g de plasmindgeno/mg de nanoesferas paramagnéticas;

b) separar dichas nanoesferas paramagnéticas recubiertas de plasmindgeno que portan la PrPSC eventualmente
presente, de la muestra;

c1) poner en contacto, durante de 20 minutos a 2 horas, dichas nanoesferas paramagnéticas recubiertas de
plasmindgeno que portan la PrPSC eventualmente presente, obtenidas en la etapa b), con una preparacion que
comprende conférmero no patégeno de la proteina pridnica (PrPC);

c2) desagregar por sonicacion los agregados eventualmente formados durante la etapa c1) durante de 10
segundos a 1 minuto;

d) detectar la presencia de PrPSC en la preparacion, siendo la presencia de PrPSC en la preparacion indicativa de
la presencia de PrPSC en la muestra;

formando las etapas c1) y c2) un ciclo que se implementa de 50 a 350 veces antes de implementar la etapa d).

7. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:
- un primer ciclo de amplificacién en el que la etapa c1) se implementa durante de 60 a 120 minutos y la etapa
c2) se implementa mediante sonicacion durante de 10 segundos a 1 minuto, y a continuacion
- uno o varios ciclos de amplificacién en los que la etapa c1) se implementa durante de 30 a 60 minutos.

8. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 7, que comprende:
- un primer ciclo de amplificacion durante el cual la etapa c1) se implementa durante de 80 a 100 minutos, y la
etapa c2) se implementa mediante sonicacion durante de 20 a 40 segundos, y a continuacion
- de 49 a 99 ciclos de amplificacion durante los cuales la etapa c1) se implementa durante de 30 a 60 minutos, y
la etapa c2) se implementa mediante sonicacién durante de 20 a 40 segundos.

9. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha muestra es
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una muestra biolégica de un sujeto y la deteccion de la presencia de PrPSC en la etapa d) es indicativa de una
enfermedad, encefalopatia espongiforme transmisible, en el sujeto.

10. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 9, en el que la encefalopatia espongiforme transmisible
es la enfermedad de Creutzfeld Jacob o su variante.

11. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha muestra es
un fluido o solido alimentario y la deteccién de la presencia de PrPSC en la etapa d) es indicativa de un fluido o sdlido
alimentario contaminado por el conférmero patogeno PrPSC,

12. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha muestra
es, o procede de, una extraccion de sangre, de plasma o de un organo y la deteccidn de la presencia de PrPSC en la
etapa d) es indicativa de una extraccion de sangre o plasma inapropiada para transfusion, o de un dérgano
inapropiado para trasplante.

13. Procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la etapa d)
comprende la cuantificacién de dicho conférmero patégeno.

14. Utilizacién de un kit que comprende:
- nanoesferas paramagnéticas;
- plasmindgeno;
- una cantidad conocida de conférmero no patégeno de la proteina priénica PrPC,
para la implementacion de un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. Utilizacion de un kit segun la reivindicacién 14, que comprende ademas al menos otro ligando de un
conférmero patogeno de la proteina prionica PrPSC,
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