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ES 2270 582 T3

DESCRIPCION

Procedimiento de purificacién de PrPres a partir de una muestra bioldgica y sus aplicaciones.

La presente invencién se refiere a un nuevo procedimiento de purificacién de PrPres a partir de una muestra
biolégica con vistas a su utilizacion para la deteccién cualitativa y/o cuantitativa de PrPres en dicha muestra.

Las encefalopatias espongiformes subagudas transmisibles estin provocadas por agentes transmisibles no conven-
cionales (ATNC), también llamados priones, cuya naturaleza precisa permanece desconocida hasta el momento. Las
ESST comprenden esencialmente la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en el hombre (ECJ o CJD por Creutzfeld-Jakob
Disease), la tembladera en cordero y cabra y la encefalopatia espongiforme bovina (EEB o BSE por bovine spongiform
encephalopaty) en los bévidos; se han puesto en evidencia otras encefalopatias en visén o ciertos animales salvajes
tales como ciervo y alce.

Estas enfermedades son de evolucion usualmente fatal y no existe, actualmente, ningilin tratamiento eficaz.

En las encefalopatias espongiformes subagudas transmisibles existe una acumulacion de una proteina del hospe-
dador, la PrP (o proteina priénica) en una forma anormal (PrPres), principalmente en el sistema nervioso central; la
PrPres se copurifica con la infecciosidad y su acumulacion precede la aparicién de lesiones histoldgicas. In vitro, es
téxica para cultivos de neuronas.

Dos propiedades bioquimicas permiten habitualmente distinguir la PrPres de la PrP normal: la PrPres es parcial-
mente resistente a las proteasas y es insoluble en agentes tensioactivos aniénicos.

Para poder detectar la PrPres presente en una muestra, es necesario someter esta dltima a diferentes operacio-
nes para enriquecer dicha muestra en PrPres eliminando la PrP normal, de manera que la PrPres pueda detectarse a
continuaciéon mediante cualquier procedimiento especifico sin conllevar:

- falsos positivos debidos a la presencia de PrP normal u otros contaminantes, o
- falsos negativos debidos a una concentracién insuficiente de PrPres en la muestra bioldgica final.

Con este objetivo, se han propuesto un cierto nimero de procedimientos de aislamiento y/o de purificacién de
PrPres. Estdn basados esencialmente en el procedimiento puesto a punto por Hilmert y Diringer (Nature, 1983, 306,
476-478) y que comprende, de manera general, una extraccién con un detergente, ultracentrifugaciones diferenciales
y un tratamiento con enzimas proteoliticas (Multhaup G. et al., EMBO J., 1985, 4, 6, 1495-1501; Takahashi K. et al.,
Microbiol. Immunol., 1986, 30, 2, 123-131; Hope J. et al., EMBO J., 1986, 5, 10, 2591-2597; Grathwohl K.U.D. et al.,
Arch. Virol., 1996, 141, 1863-1874; Kascsak R.J. et al., Immunol. Investig., 1997, 26, 259-268; R.E. Race et al., J. Gen.
Virol., 1992, 73,3319-3323; Doi et al., J. Gen. Virol., 1988, 69, 955-960; T. Muramoto et al., Am. J. Pathol., 1993, 143,
5, 1470-1479; Farquhar C.F. et al., Gen. Virol., 1994, 75, 495-504 y J. Gen. Virol., 1996, 77, 1941-1946). El documento
Nature Medecine, vol. 3,1n°9, 1996, Chen et al., pdg. 1009-1015 describe un procedimiento de purificacion de PrPres
que comprende varios ciclos de extraccién con un detergente (sarcosilo), seguido de una centrifugacién diferencial,
una ultracentrifugacién y un tratamiento con una enzima proteolitica. El documento Cell, vol. 86, 1996, Thuret e? al.,
pag. 565-576, describe un procedimiento de aislamiento de PrPres que comprende una extraccién con un detergente y
una ultracentrifugacion. Estos procedimientos tienen el inconveniente de constar de un nimero considerable de etapas
que incluyen varias ultracentrifugaciones, que son pesadas de emplear y conllevan pérdidas acumulativas de PrPres,
que conducen entonces a una sensibilidad insuficiente para obtener un umbral de deteccién y una cuantificacion finos
de PrPres.

Estos diferentes procedimientos necesitan unos aparatos de laboratorio de investigacién y un tiempo de empleo
que no son compatibles con una utilizacién sobre el terreno, en particular en mataderos.

Ahora bien, existe la necesidad de una verificacién rdpida de la ausencia o la presencia de una encefalopatia
espongiforme subaguda transmisible en el momento de sacrificio del animal.

En consecuencia, el inventor tiene como objetivo proporcionar un procedimiento de purificacién de una muestra
bioldgica, con vistas a su utilizacién para una deteccion rapida y fiable de PrPres, que sea suficientemente sencillo de
emplear para poder utilizarse sobre el terreno y especialmente en mataderos, y que responda asf a las necesidades de
la practica mejor que los procedimientos de la técnica anterior.

Efectivamente, el procedimiento segun la invencién:

- es sencillo de emplear,

- es fiable,

- es fécil de interpretar: aumenta el umbral de sensibilidad de deteccién de PrPres eliminando los falsos
positivos (PrP normal y otros contaminantes).
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y elimina los falsos negativos, puesto que permite obtener, en valor absoluto, una cantidad considerable de PrPres,
ya que es posible tratar cantidades considerables de material biolégico con un rendimiento de purificacién superior al
80%; esto es particularmente interesante en los mataderos y proporciona muestras en las que la PrPres es facilmente
detectable con los ensayos de diagndstico habituales.

La presente invencién tiene como objeto un procedimiento de purificacién de PrPres a partir de una muestra
bioldgica, caracterizado porque comprende esencialmente:

ey

@)

3

“

la incubacién durante 30 segundos a 2 horas, preferiblemente durante 30 segundos a 10 minutos, a una
temperatura inferior a 80°C, de dicha muestra bioldgica con un tampén A que comprende al menos un
agente tensioactivo, en una cantidad comprendida entre un cuarto y cuatro veces, preferiblemente entre un
cuarto y una vez y media, el peso de la muestra biolégica y, eventualmente, la incubacién previa, posterior o
simultdnea con una proteasa para formar una suspensién micelar o lamelar S1 opalescente turbia; cualquier
agente tensioactivo o mezcla de agentes tensioactivos, en las condiciones de temperatura y de cantidades
anteriormente citadas, no solubiliza la mayoria de la PrPres, que queda en suspensién, mientras que la
PrP normal se solubiliza, e incluso se destruye en caso de adicién de proteasa; dicha incubacién se realiza
preferiblemente a una temperatura inferior a 50°C en presencia de una cantidad de agente tensioactivo
comprendida entre un cuarto y una vez y media el peso de la muestra biolégica; segin la invencién, la
proteasa puede afiadirse efectivamente o bien antes de la adicién del agente tensioactivo o bien después, o
bien simultdneamente;

la adicién a dicha suspension micelar o lamelar S1 obtenida en (1) de un tampén B en una cantidad adecuada
para aclarar dicha suspension (formacién de una microemulsion o de una microsuspensién, por ejemplo),
estando constituido dicho tampén B por un disolvente o una mezcla de disolventes que no solubiliza la
PrPres y presenta una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25: se obtiene asi una suspensiéon S2
transparente al ojo desnudo;

la centrifugacién de la suspension S2 obtenida en la etapa (2); dicha centrifugacion se efectda por ejemplo
durante 2 a 10 minutos a una velocidad inferior a 20.000 g, preferiblemente a una velocidad comprendida
entre 3.500 y 17.500 g; la PrPres se encuentra en el sedimento de centrifugacién con un rendimiento de
purificacién de PrPres comprendido, sorprendentemente, entre 80 y 100%; ventajosamente, el tiempo y la
velocidad de centrifugacién pueden adaptarse para llegar al mismo resultado, a saber, la obtencién de un
rendimiento de purificacién de PrPres comprendido entre 80 y 100%, y

la solubilizacién de dicho sedimento en un tampén C que comprende al menos un agente tensioactivo tal
como se define en la etapa (1), a una concentracién comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente com-
prendida entre 0,25% y 1%, con relacion al volumen de tampdn C (p/v) y/o al menos un agente caotrépico
a una concentracién comprendida entre 0,1 M y 8 M y a una temperatura comprendida entre la tempe-
ratura ambiente y 100°C, preferiblemente igual o superior a 80°C; en dichas condiciones de temperatura,
los agentes tensioactivos anteriormente citados, preferiblemente agentes tensioactivos i6nicos y/o agentes
caotrdpicos, solubilizan la PrPres.

Dichas etapas (1) y (2) pueden realizarse simultdnea o sucesivamente; preferiblemente se realizan sucesivamente.

Segtin un modo de empleo ventajoso de dicho procedimiento, cuando la muestra bioldgica es un tejido o un érgano,
este ultimo se homogeneiza previamente a la etapa (1), por ejemplo mediante trituracién mecédnica en un tampén de
homogeneizacion constituido por un tampdén neutro tal como agua o un tampon isoténico tal como glucosa al 5%.

Segtin otro modo de empleo ventajoso de dicho procedimiento, la temperatura empleada en la etapa (a) estd com-
prendida entre la temperatura ambiente y 50°C: es preferiblemente de 37°C.

Preferiblemente, el tampén A comprende un agente tensioactivo seleccionado del grupo constituido por:

tensioactivos anidnicos tales como SDS (dodecilsulfato de sodio), sarcosilo (laurosilsarcosina), colato de
sodio, desoxicolato de sodio, taurocolato de sodio,

tensioactivos dipolares tales como SB 3-10 (decilsulfobetaina), SB 3-12 (dodecilsulfobetaina), SB 3-14,
SB 3-16 (hexadecilsulfobetaina), CHAPS y desoxiCHAPS,

tensioactivos no idénicos tales como C12ES8 (dodeciloctaetilenglicol), Triton X100, Triton X114, Tween 20,
Tween 80, MEGA 9 (nonanoilmetilglucamina), octilglucésido, LDAO (6xido de dodecildimetilamina) o
NP40, o

mezclas de tensioactivos tales como una mezcla de un agente tensioactivo i6nico y un agente tensioactivo
no iénico y, especialmente, la mezcla SDS-Tween 80 o la mezcla sarcosilo-Triton X100 o la mezcla de
dos agentes tensioactivos idnicos tal como la mezcla de SDS-desoxicolato, o una mezcla de un agente
tensioactivo iénico y un agente tensioactivo dipolar.
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Segtin otro modo de empleo ventajoso de dicho procedimiento, el tampén B se selecciona preferiblemente entre
los alcoholes C;-C¢ y las mezclas de alcohol cuya constante dieléctrica tedrica media estd comprendida entre 10 y
25. Los alcoholes o mezclas de alcoholes siguientes son particularmente preferidos: 1-butanol, 2-butanol, 2-metil-1-
propanol, isopropanol, isopropanol + pentanol, etanol + hexanol, butanol + pentanol, etc.

Se entiende por constante dieléctrica, en el sentido de la presente invencion, la constante dieléctrica estdtica &,
medida en campos estaticos o de frecuencia relativamente baja; corresponde a la relacion de desplazamiento eléctrico
D/fuerza del campo eléctrico E cuando se aplica un campo eléctrico a la solucién a una temperatura comprendida entre
293,15y 298,15 K.

La constante dieléctrica de los liquidos, tal como se define anteriormente, se describe mds particularmente en “CRC
Handbook of Chemistry and Physics” (Ed. David R. Lide, 75% edici6én, 1994, CRC Press).

Para una mezcla de disolventes, se entiende por constante dieléctrica tedrica media la media de las constantes
dieléctricas de cada disolvente, ponderada por su proporcién en la mezcla.

La adicién del tampén B en la etapa (2) permite, sorprendentemente, obtener rendimientos de purificacién supe-
riores al 90% con condiciones de centrifugacién de baja velocidad; permite reducir de manera significativa la cantidad
de sedimento final manteniendo un rendimiento considerable; ventajosamente, la cantidad de sedimento final es prefe-
riblemente inferior al 10% en peso de la muestra bioldgica de partida para permitir utilizarla eficazmente en el marco
de una dosificacién inmunolégica, mientras que cuando se afiade s6lo tampdn A, se dispone en las condiciones de la
técnica anterior, que imponen una ultracentrifugacion para obtener rendimientos suficientes de PrPres con vistas a una
deteccion.

Puede observarse que pueden obtenerse igualmente rendimientos de purificacion superiores al 80% haciendo variar
el tiempo y la velocidad de centrifugacion: 2 a 10 minutos a una velocidad inferior a 20.000 g o durante una duracién
reducida proporcionalmente al aumento del nimero de g.

Preferiblemente, la relacién de rendimiento de PrPres en la fase sélida/cantidad de sedimento recuperada des-
pués de centrifugacién de la suspension S2 es superior a 10, cuando la muestra de partida corresponde a 100 mg de
cerebro.

De modo igualmente preferido, el tampén C empleado en la etapa (4) comprende un agente caotrépico que se
selecciona especialmente del grupo constituido por urea y guanidina o una mezcla de estos; puede utilizarse igualmente
cualquier otro agente caotrépico.

Preferiblemente, la urea estd a una concentracién comprendida entre 0,25 y 8 M y la guanidina estd a una concen-
tracién comprendida entre 0,1 y 6 M.

Cuando el tamp6n C es una mezcla de al menos un agente tensioactivo y al menos un agente caotrépico, se selec-
ciona preferiblemente del grupo constituido por las mezclas siguientes: mezcla de SDS y urea, mezcla de sarcosilo
y urea, mezcla de desoxicolato y urea o mezcla de sarcosilo y guanidina y sarcosilo, guanidina y urea. Preferible-
mente, en la mezcla de SDS y urea, el SDS estd a 0,25-1% y la urea estd a 0,25-6 M; en la mezcla de sarcosilo y
urea, el sarcosilo estd a una concentraciéon comprendida entre 0,25 y 1% y la urea estd a una concentracién com-
prendida entre 0,25 y 8 M; en la mezcla de sarcosilo y guanidina, el sarcosilo estd a una concentracién compren-
dida entre 0,25 y 1% y la guanidina estd a una concentracién comprendida entre 0,5 M - 3 M y en la mezcla de
sarcosilo, guanidina y urea, el sarcosilo estd a una concentracién comprendida entre 0,25 y 1%, la guanidina es-
td a una concentracién comprendida entre 0,5 M - 3 M y la urea estd a una concentracién comprendida entre 2 y
6 M.

Puede utilizarse igualmente tampén de Laemmli (SDS al 4%, Tri-HCI 0,1 M, pH 8, sacarosa al 5% y S-mercap-
toetanol al 2%), especialmente para transferencias Western.

La presente invencién tiene igualmente como objeto un procedimiento de deteccién de PrPres en una muestra
bioldgica, caracterizado porque comprende:

- el tratamiento de dicha muestra tal como se define anteriormente,
- la dilucién de la muestra obtenida si es necesario, y

- la deteccion de PrPres mediante cualquier procedimiento analitico apropiado tal como un procedimiento
inmunolégico (ELISA, transferencia Western), produciendo una sefial especifica.

La etapa de dilucion anteriormente citada permite neutralizar el tampdén C con vistas a una deteccién de PrPres
mediante un procedimiento ELISA; se realiza por ejemplo con un tampén que comprende albimina, conduciendo a
una concentracion final de albimina comprendida entre 2 y 10% (p/v) o con un tampé6n basado en desoxicolato al 1%,
por ejemplo.
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Una muestra bioldgica as{ tratada contiene una concentracion eficaz de PrPres, de manera que esta dltima pueda
detectarse mediante cualquier procedimiento analitico, especialmente un procedimiento inmunolégico, directamente
en esta muestra.

Como variante, la presente invencién tiene como objeto un procedimiento de purificacion de PrPres a partir de una
muestra bioldgica, caracterizado porque comprende esencialmente:

(1) la incubacién durante 30 segundos a 2 horas, preferiblemente durante 30 segundos a 10 minutos, a una
temperatura inferior a 80°C, de dicha muestra bioldgica con un tampén A que comprende al menos un
agente tensioactivo, en una cantidad comprendida entre un cuarto y cuatro veces, preferiblemente entre un
cuarto y una vez y media el peso de la muestra bioldgica y, eventualmente, la incubacién previa, posterior
o simultdnea con una proteasa para formar una suspensién micelar o lamelar S1 opalescente turbia; segin
la invencidn, la proteasa se aflade efectivamente o bien antes de la adicién del agente tensioactivo o bien
después, o bien simultdneamente;

(2) laadicién a dicha suspensién micelar o lamelar S1 obtenida en (1) de un tampdn B en una cantidad adecuada
para formar una separacién de fases, estando constituido dicho tampén B por un disolvente o una mezcla
de disolventes que no solubiliza la PrPres y presenta una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25;

(3) la centrifugacion de la suspension obtenida en la etapa (2); dicha centrifugacién se efectiia por ejemplo
durante 2 a 10 minutos, a una velocidad inferior a 20.000 g, preferiblemente a una velocidad comprendida
entre 3.500 y 17.500 g; la PrPres se encuentra en la interfase;

(4) larecuperacion de la pelicula presente en la interfase;
(5) laresolubilizacién de dicha pelicula con un tampdn A sin proteasa;

(6) la centrifugacion de la suspension obtenida en la etapa (5) durante 2 a 10 minutos a una velocidad inferior
a20.000 g, preferiblemente a una velocidad comprendida entre 3.500 y 17.500 g; la PrPres se encuentra en
el sedimento de centrifugacién, con un rendimiento de purificacién de PrPres comprendido, sorprendente-
mente, entre 70 y 100%; ventajosamente, el tiempo y la velocidad de centrifugacién pueden adaptarse para
llegar al mismo resultado, a saber, la obtencién de un rendimiento de purificacién de PrPres comprendido
entre 70y 100% y

(7) la solubilizacién de dicho sedimento en un tampén C que comprende al menos un agente tensioactivo tal
como se define en la etapa (1) a una concentracién comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente com-
prendida entre 0,25% y 1%, con relacion al volumen de tampdn C (p/v) y/o al menos un agente caotrépico
a una concentraciéon comprendida entre 0,1 M y 8 M y a una temperatura comprendida entre la tempe-
ratura ambiente y 100°C, preferiblemente igual o superior a 80°C; en dichas condiciones de temperatura,
los agentes tensioactivos anteriormente citados, preferiblemente agentes tensioactivos i6nicos y/o agentes
caotrdpicos, solubilizan la PrPres.

Las cantidades de tampén B a afiadir para obtener una microemulsién, una microsuspension o una separacion de
fases se establecen con ayuda de un conjunto de tampones B, como se ilustra con el 1-butanol en la figura 1: pueden
variar en funcién del tamp6n A y de los constituyentes seleccionados para el tamp6n B.

En una variante, la etapa de solubilizacion (etapa (4) del primer procedimiento o etapa (7) del segundo procedi-
miento) en dicho tampdn C comprende el calentamiento a una temperatura igual o superior a 80°C, durante 10 minutos,
seguido de una centrifugacion, preferiblemente durante 2 a 10 minutos, a una velocidad inferior a 20.000 g, preferi-
blemente a una velocidad comprendida entre 3.500 y 17.500 g; en este caso, la PrPres se resolubiliza y se encuentra
en el sobrenadante; en dichas condiciones, se obtiene una muestra particularmente bien adaptada a una dosificacién
de PrPres mediante un procedimiento ELISA.

La presente invencidn tiene igualmente como objeto un kit de tratamiento de una muestra bioldgica, caracterizado
porque comprende ademds un tampoén de homogeneizacién de dicha muestra bioldgica, cantidades convenientes de
tampdn A, de tamp6n B y de tampdn C tales como se definen anteriormente.

La presente invencion tiene igualmente como objeto un kit de deteccidn de PrPres, caracterizado porque comprende
cantidades convenientes de tamp6n de homogeneizacién de la muestra bioldgica en la que la PrPres debe detectarse,
cantidades convenientes de tampén A, de tampén B y de tampén C tales como se definen anteriormente, asi como al
menos un anticuerpo anti-PrPres conveniente.

Ademads de las disposiciones precedentes, la invencion comprende también otras disposiciones que se deduciran
de la descripcion siguiente, que se refiere a ejemplos de empleo del procedimiento objeto de la presente invencion, asi
como a los dibujos anexos, en los que:

- la figura 1 ilustra la influencia de la cantidad de tampdn B (butanol) sobre el rendimiento de purificacién de PrPres
(en %) y la cantidad de sedimento obtenido después de centrifugacion;
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- la figura 2 ilustra la influencia de diferentes tampones B sobre el rendimiento de purificacién de PrPres (en %) y
la cantidad de sedimento obtenido después de centrifugacion;

- la figura 3 ilustra el papel de la constante dieléctrica tedrica media, tal como se define anteriormente, para
comparar diferentes mezclas de alcoholes utilizadas como tampén B;

- la figura 4 ilustra un ejemplo de deteccidon de PrPres mediante transferencia Western;

- la figura 5 ilustra la sensibilidad y el rendimiento del ensayo ELISA sobre diferentes diluciones de muestras
tratadas segun la invencion;

- la figura 6 ilustra un ensayo ELISA efectuado directamente sobre los homogeneizados, y
- la figura 7 ilustra una comparacién de diferentes tampones C.

Sin embargo, debe entenderse que estos ejemplos se dan inicamente a modo de ilustracién del objeto de la inven-
cién, de la que no constituyen en modo alguno una limitacién.

Ejemplo 1

Tratamiento de una muestra de cerebro bovino para la dosificacion de PrPres sobre el terreno: seleccion de la cantidad
de tampon B conveniente

- Se extraen 500 mg de cerebro bovino, se tritura y se homogeneiza al 25% (p/v) en una solucién de glucosa
al 5%.

Para realizar la homogeneizacidn, se introducen la extraccion de cerebro (500 mg) y 1 ml de glucosa en
tubos que comprenden bolas de cerdmica con agitacidn. Se recupera el sobrenadante (aproximadamente
1,5 ml); se aclaran las bolas en suspensién con 500 ul de glucosa y se agitan; se recupera el sobrenadante
obtenido, que se mezcla con el sobrenadante precedente (2 ml).

- Se incuban 400 ul de homogeneizado tal como se obtiene anteriormente (equivalente a 100 mg de cere-
bro/con 400 ul de tampén A que comprende una mezcla a partes iguales de 25% (p/v) de SDS y 25%
(p/v) de Tween 80 a una relacién 1/1 (v/v), asi como proteasa K (0,1 mg/ml de tampén A, o sea 0,4 mg/g
de tejido) durante 10 minutos (2 veces S min) a 37°C (etapa 1)). Como variante, el tampén A comprende
ventajosamente sarcosilo al 10% y Triton X100 al 10%; este tltimo tamp6n A, que no comprende SDS,
es mds ventajoso, puesto que no conlleva perturbaciones en la deteccion de PrPres mediante anticuerpos
especificos mediante un procedimiento de tipo ELISA.

- Se afiaden 0 a 1.000 y de butanol (tampén B) (etapa (2)).

La figura 1 muestra el rendimiento de purificacién de PrPres (%), cuantificado en transferencia Western y
la cantidad de sedimento (en mg) en funcién de la cantidad de tampdn B afiadida.

Esta figura muestra que, entre 10 y 53%, la PrPres se mantiene en suspensiéon y que, entre 30 y 50%
de butanol, se obtiene un rendimiento de purificaciéon del orden del 100% y un sedimento inferior a
10 mg.

- Se centrifuga a 3.800 g (4.000 rpm, centrifuga JOUAN) durante 10 minutos (etapa 3)), se elimina el sobre-
nadante y se disuelve el sedimento obtenido que contiene la PrPres con 80-100 ul de un tampén C (etapa
(4)) que comprende:

- obien SDS al 0,5% y urea 0,5 M,
- o0 bien un tamp6n de Laemmli,
- o bien sarcosilo al 0,5% y urea 6 M

durante 5 minutos a 100°C.

Este tratamiento permite la disolucién de la PrPres, la muestra esta directamente lista para utilizar en una dosifica-
cién de tipo inmunoldgico tal como ELISA o transferencia Western.

Para realizar una ELISA, se disuelve preferiblemente el sedimento en un tampén C que comprende sarcosilo (0,25-
1%) y urea (0,25-8 M) o SDS (0,25-1%) y urea (0,25-1 M); la muestra obtenida se diluird preferiblemente (a Y4 o %2)
después de calentamiento con un tampén que contiene albimina, conduciendo a una concentracién final de albimina
comprendida entre 2 'y 10% (p/v), o con un tampdn que contiene desoxicolato al 1%.
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Como variante, se calienta la mezcla diluida a 100°C durante 5-10 minutos, después se centrifuga durante 2 a 10
minutos a una velocidad inferior a 20.000 g, preferiblemente a una velocidad comprendida entre 3.500 y 17.500 g; se
diluye el sobrenadante entre ¥4 y ¥2 con un tampén ELISA.

En el caso presente, se realiza la cuantificacién de PrPres con transferencia Western, mediante mezcla vol/vol con
tampdn de Laemmli; la muestra diluida se deposita a continuacién sobre gel para una deteccion mediante transferencia
Western; las cantidades de PrPres detectadas se relacionan con una conjunto lineal de diluciones de PrPres purificada
en las mismas condiciones que anteriormente, a partir de un mismo homogeneizado de cerebro de vaca aquejado de
EEB en el estado terminal de la enfermedad (control positivo).

Se liberan del ruido de fondo las muestras tratadas segtin el procedimiento segin la invencidn, y permiten una
dosificacién fiable, especifica y cuantitativa de la PrPres.

El procedimiento segin la invencién permite aumentar el rendimiento de purificacién de PrPre de manera signifi-
cativa:

e Efectivamente, cuando sélo se afiade tampdén A, el rendimiento de PrPres sélo es del orden de 40%; se
observa por tanto una pérdida del orden de 60% de PrPres, especialmente por el hecho de su reparto entre
la fase sélida y la fase liquida; ademads, el sedimento es considerable. Esto explica porqué en la técnica
anterior los protocolos descritos utilizan sarcosilo, que conlleva la obtencion de sedimentos mds bajos,
pero que impone ultracentrifugaciones pesadas para tener un rendimiento suficiente.

e La etapa (2) permite aumentar el rendimiento de PrPres en la fase sélida: se obtiene un rendimiento del
orden de 80-100% en la fase solida de la suspension S2, reduciendo la cantidad de sedimento como se
precisa anteriormente.

Ejemplo 2

Tratamiento de una mezcla de cerebro bovino para la dosificacion de PrPres sobre el terreno: variante de la etapa (1)
y de la etapa (2)

- La etapa de homogeneizacidn es idéntica a la descrita en el ejemplo 1,

- acontinuacion, se incuban los 2 ml de homogeneizado obtenidos a partir de 500 mg de cerebro bovino con
2 ml de tampo6n A en las mismas condiciones que las expuestas en el ejemplo 1 (etapa (1)),

- se afiaden 3 ml de tampdn B en las mismas condiciones que las expuestas en el ejemplo 1 (etapa (2)),
- la continuacién del procedimiento es idéntica a la del ejemplo 1.
Ejemplo 3

Tratamiento de una muestra de cerebro bovino para la dosificacion de PrPres sobre el terreno: variante de la etapa
de homogeneizacion

- Se extraen 250 mg de cerebro bovino, se trituran y se homogeneizan al 25% (p/v) en una solucién de
glucosa al 5%.

Para realizar la homogeneizacion, se introducen la extraccion de cerebro (250 mg) y 750 ul de glucosa en tubos
que comprenden bolas de cerdmica con agitacién durante 40 segundos (aparato RIBOLYSER-HYBAID); se extraen
400 pl de sobrenadante y después se procede como en el ejemplo 1.

Ejemplo 4

Comparacion de diferentes tampones B frente a la relacion de rendimiento de purificacion de PrPres/cantidad de
sedimento

Se trata la muestra en las mismas condiciones que las expuestas en el ejemplo 1, con excepcién de la cantidad de
tamp6n B, que es de 600 ul.

La figura 2 ilustra las relaciones obtenidas en transferencia Western con diferentes tampones B: pentanol, butanol,
mezcla de isopropanol + pentanol, mezcla de etanol + hexanol, isopropanol y etanol; las mezclas se realizan vol/vol.
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Ejemplo 5

Comparacion de las constantes dieléctricas de diferentes mezclas y su influencia sobre el rendimiento de purificacion
de PrPres y la cantidad de sedimento

Se realiza el procedimiento en las condiciones expuestas en el ejemplo 4. La figura 3 ilustra los resultados ob-
tenidos: en el caso en que el tampén B sea una mezcla de alcoholes, el volumen de cada alcohol se calcula en
funcién de su constante dieléctrica y de la constante dieléctrica teérica de la mezcla deseada (por ejemplo 17) y
referido a 600 ul de volumen total de alcohol. Por ejemplo, para la mezcla hexanol/etanol, se obtiene la férmula
siguiente:

1B3y+25(1-y)=17

representando y el porcentaje de hexanol, siendo 13 la constante dieléctrica del hexanol y siendo 25 la constante
dieléctrica del etanol.

Para una constante dieléctrica tedrica media de 15 o menor, se observa una separacion de fases.
Ejemplo 6
Deteccion de PrPres mediante transferencia Western
*Protocolo

1) Incubacién a 37°C, 2 veces 5 min, de 400 mg de homogeneizado de cerebro de vaca al 25% (peso/volumen)
y de 400 ml de tampo6n A que comprende 400 ul de una mezcla a partes iguales (v/v) de SDS al 25% (p/v)
y Tween 80 al 25% (v/v) (50/50) y de proteasa K (PK) a 0,1 mg/ml de tampén A,

2) Se afiaden 600 ul de tamp6n B (salvo muestras de los carriles 7 y 8: 1.000 ul de tampén B), constituido por
1-butanol,

3) Se centrifuga a 15.000 rpm durante 5 min (aproximadamente 17.000 g),

4) Se retoma el sedimento de centrifugacién en 100 ul de tampén de Laemmli que contiene 4% de SDS y se
calienta a 100°C durante 5 min.

*Transferencia Western

Se utilizan las muestras obtenidas para realizar una electroforesis SDS-PAGE y se transfieren a membrana de
nitrocelulosa en las condiciones descritas por Towbin ef al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 4350-4354) o por
Lasmézas et al., (J. Gen. Virol., 1996, anteriormente citado).

Antes de depositarse sobre el gel de electroforesis, se han diluido las muestras 1/20 en un testigo negativo, produ-
cido en las mismas condiciones que las expuestas en el ejemplo 1 a partir de un homogeneizado de vaca sana, a causa
de la amplitud de las sefiales (gel de poliacrilamida al 12% cargado con el equivalente a 10 mg (10 ul) de cerebro,
correspondiente a 9,5 mg de cerebro de vaca sana y 0,5 mg de cerebro de vaca infectada).

La inmunodeteccién de PrPres se ha realizado con el antisuero JBO0O7 (R. Demaimay et al., J. Virol. 1997, 71,
12, 9685-9689 a 1/5.000, y las Ig de cabra anti-conejo conjugadas con peroxidasa (1/2.500). Se ha revelado la inmu-
norreactividad mediante quimioluminiscencia (ECL, Amersham), y se ha cuantificado y visualizado sobre peliculas
autorradiograficas como se ilustra en la figura 4.

La figura 4 ilustra los resultados obtenidos y corresponde a la curva propanol/hexanol de la figura 3A.

En esta figura, los carriles 1 a 6 corresponden a muestras tratadas empleando como tampén B diferentes mezclas
de propanol/hexanol, conduciendo a diferentes constantes dieléctricas tedricas medias; los carriles 8 y 9 correspon-
den a muestras bioldgicas sometidas a un procedimiento que emplea como tampén B 1.000 ul de butanol (punto
53% de la figura 1); se observa en este caso que el conjunto de PrPres se encuentra en la interfase; los carriles 9
y 10 corresponden a muestras biolégicas sometidas a un procedimiento que emplea como tampén B 600 ul de bu-
tanol (punto 43% de la figura 1); se observa en este caso que el conjunto de PrPres se encuentra en el sedimento
(carril 10), mientras que en un testigo negativo, tratado en las mismas condiciones (carril 9), no se observa ninguna
sefal.
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Ejemplo 7
Dosificacion ELISA de PrPres a partir de una muestra obtenida segiin la invencion
Se prepara una muestra en las condiciones siguientes:

- Se extraen 400 mg de cerebro bovino, se trituran y se homogeneizan al 20% en una solucién de glucosa al
5% (1,6 ml) en las mismas condiciones que las expuestas en el ejemplo 1,

- se incuban a 37°C durante 10 min (2 veces 5 min con agitacién intermedia), 500 ul del homogeneizado
obtenido con 500 ul de tampén A que comprende sarcosilo al 10% y Triton X100 al 10%, asi como proteasa
K (80 pg/ml),

- se afiaden 500 ul de tampén B (butanol),

- se centrifuga a 15.000 rpm con un rotor que permite obtener 17.608 g durante 5 min, se obtienen los mismos
resultados con un tiempo de centrifugacién de 4 min a 20.627 g,

- se elimina el sobrenadante y se disuelve el sedimento obtenido que contiene la PrPres con 100 1 de tamp6n
C que comprende urea 6 M y sarcosilo al 0,5% durante 5 min a 100°C,

- se centrifuga a 15.000 rpm con un rotor que permite obtener 17.608 g durante 5 min, se obtienen los mismos
resultados con un tiempo de centrifugacién de 4 min a 20.627 g. Se diluye el sobrenadante 1/3 con tamp6n
EIA (tampodn fosfato con 0,5% de desoxicolato).

Para efectuar la ELISA, se deposita la muestra obtenida a razén de 100 ul por pocillo por duplicado sobre una
placa recubierta con un primer anticuerpo anti-PrP (8G8, ref. Kraseman et al., Molecular Medecine 1996), después
se incuba, se lava y se revela con un segundo anticuerpo anti-PrP (12F10, ref. Kraseman et al., 1996) acoplado a
acetilcolinesterasa (ref. Grassi et al., J. Immunol. Methods 1989). Se incuba con el sustrato de acetilcolinesterasa,
después se hace la lectura a 415 nm durante 1 min 6 30 min, después de adicién del sustrato (reactivo de Ellmann).

Los resultados presentados en la figura 5 se refieren a un homogeneizado al 20% (peso/volumen) de cerebro de vaca
clinicamente aquejado de EEB, diluido a 1/10, 1/100, 1/1.000 o 1/10.000 en un homogeneizado al 20% (peso/volumen)
de cerebro de vaca sana.

Se tratan entonces las muestras en las condiciones descritas anteriormente y se ensayan con un ensayo EIA con el
anticuerpo 8G8 como captura y el anticuerpo 12F10 como anticuerpo de deteccion.

Se ensayan las muestras diluidas en el tampdn de depdsito EIA (diluciones a 1/3, después de 3 en 3).

La figura 5 ilustra los resultados obtenidos (densidad Optica de la sefial en funcidn de la dilucién final del homo-
geneizado, a saber, dilucién en el homogeneizado negativo x dilucién en el tamp6n EIA); la curva semilogaritmica
presenta un aspecto sigmoidal, observado cldsicamente en todas las dosificaciones de tipo EIA. Ademds, ha de ob-
servarse una buena superposicion de las curvas obtenidas a partir de los homogeneizados a 1/10, 1/100 y 1/1.000.
Finalmente, el nivel de sensibilidad del ensayo permite detectar este cerebro positivo diluido a 1/10.000.

En la figura 6, se ha ensayado otro homogeneizado a 1/1.000 mediante la técnica EIA o bien después de tratamiento
como se describe anteriormente, (con una concentraciéon de PK de 400 ng/mg), o bien después de tratamiento de
los homogeneizados directamente mediante concentraciones diferentes de PK. Se deduce que el tratamiento directo
de los homogeneizados mediante PK sin purificacién da o bien sefiales elevadas de los testigos negativos por bajas
concentraciones de PK (destruccion incompleta de PrPc), o bien sefiales bajas por vacas positivas con concentraciones
elevadas de PK. Este ejemplo subraya por tanto el caricter indispensable del tratamiento de los homogeneizados tal
como se ha descrito anteriormente para obtener una deteccion correcta de la PrPres.

Ejemplo 8

Comparacion de diferentes tampones C
El protocolo de tratamiento de la muestra utilizada es el del ejemplo 7.
La figura 7 ilustra los resultados obtenidos.

La guanidina parece aportar mds y la combinacién urea-guanidina parece la mds interesante (sabiendo que la urea
se soporta mejor por el ensayo ELISA).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de purificacién de proteina priénica en forma anormal (PrPres) a partir de una muestra biolégica,
caracterizado porque comprende:

ey

@

3
“

la incubacién durante 30 segundos a 2 horas, a una temperatura inferior a 80°C, de dicha muestra biolégica
con un tampén A que comprende al menos un agente tensioactivo, en una cantidad comprendida entre un
cuarto y cuatro veces el peso de la muestra bioldgica para formar una suspension S1;

la adicion a dicha suspension S1 obtenida en (1) de un tampdén B en una cantidad adecuada para aclarar
dicha suspension mediante la formacién de una microemulsién o de una microsuspension, estando consti-
tuido dicho tampdn B por un disolvente o una mezcla de disolventes que no solubiliza la PrPres y presenta
una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25;

la centrifugacién de la suspension S2 obtenida en la etapa (2); y

la solubilizacién de dicho sedimento en un tampén C que comprende al menos un agente tensioactivo del
mismo tipo que el de la etapa (1), a una concentraciéon comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente com-
prendida entre 0,25% y 1%, con relacién al volumen de tampdn C (p/v) y/o al menos un agente caotrépico
a una concentracién comprendida entre 0,1 M y 8 M y a una temperatura comprendida entre la temperatura
ambiente y 100°C, preferiblemente igual o superior a 80°C.

2. Procedimiento de purificacién de proteina priénica en forma anormal (PrPres) a partir de una muestra bioldgica,
caracterizado porque comprende:

ey

@)

3
“
®
(6)
(N

la incubacién durante 30 segundos a 2 horas, a una temperatura inferior a 80°C, de dicha muestra biolégica
con un tampén A que comprende al menos un agente tensioactivo, en una cantidad comprendida entre un
cuarto y cuatro veces el peso de la muestra biol6gica para formar una suspensién S1;

la adicién a dicha suspensién S1 obtenida en (1) de un tamp6n B en una cantidad adecuada para formar una
separacion de fases, estando constituido dicho tamp6én B por un disolvente o una mezcla de disolventes que
no solubiliza la PrPres y presenta una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25;

la centrifugacién de la suspension obtenida en la etapa (2);

la recuperacién de la pelicula presente en la interfase;

la resolubilizacién de dicha pelicula con un tampén A sin proteasa;

la centrifugacién de la suspension obtenida en la etapa (5), y

la solubilizacién de dicho sedimento en un tampén C que comprende al menos un agente tensioactivo del
mismo tipo que el de la etapa (1), a una concentracién comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente com-
prendida entre 0,25% y 1%, con relacion al volumen de tampdn C (p/v) y/o al menos un agente caotrépico

a una concentracion comprendida entre 0,1 M y 8 M y a una temperatura comprendida entre la temperatura
ambiente y 100°C, preferiblemente igual o superior a 80°C.

3. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, caracterizado porque cuando la muestra biolégica
es un tejido o un drgano, este ultimo se homogeneiza previamente a la etapa (a) en un tampén de homogeneizacién
seleccionado del grupo constituido por tampones neutros y tampones isoténicos.

4. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la duracién de la
incubacién estd comprendida preferiblemente entre 30 segundos y 10 minutos.

5. Procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el tampdén A y/o el
tamp6n C comprenden un agente tensioacivo seleccionado del grupo constituido por:

tensioactivos anidnicos tales como SDS (dodecilsulfato de sodio), sarcosilo (laurosilsarcosina), colato de
sodio, desoxicolato de sodio, taurocolato de sodio,

tensioactivos dipolares tales como SB 3-10 (decilsulfobetaina), SB 3-12 (dodecilsulfobetaina), SB 3-14,
SB 3-16 (hexadecilsulfobetaina), CHAPS y desoxiCHAPS,

tensioactivos no idénicos tales como C12ES8 (dodeciloctaetilenglicol), Triton X100, Triton X114, Tween 20,
Tween 80, MEGA 9 (nonanoilmetilglucamina), octilglucésido, LDAO (6xido de dodecildimetilamina) o
NP40, o

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2270 582 T3

- mezclas de tensioactivos tales como una mezcla de un agente tensioactivo iénico y un agente tensioactivo
no iénico, una mezcla de dos agentes tensioactivos iénicos o una mezcla de un agente tensioactivo iénico
y de un agente tensioactivo dipolar.

6. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la temperatura empe-
lada en la etapa (1) estd comprendida entre la temperatura ambiente y 50°C, preferiblemente a 37°C.

7. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque en la etapa (1) la
cantidad de agente tensioactivo presente en el tampdén A estd comprendida preferiblemente entre un cuarto y una vez
y media el peso de la muestra bioldgica.

8. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la etapa (1) consta de la
incubacién de la muestra bioldgica con una proteasa de forma previa, posterior o simultdnea a la incubacién de dicha
muestra biolégica con el tampdn A.

9. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el tampén B se selec-
ciona del grupo constituido por alcoholes C3-C6 y mezclas de alcoholes cuya constante dieléctrica teérica media estd
comprendida entre 10 y 25.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9, caracterizado porque se prefieren los alcoholes o mezclas de al-
coholes siguientes: 1-butanol, 2-butanol, 2-metil-1-propanol, isopropanol, isopropanol + pentanol, etanol + hexanol,
butanol + pentanol.

11. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la centrifugacién de
la etapa (3) y de la etapa (5) se realiza durante 2 a 10 minutos a una velocidad inferior a 20.000 g, preferiblemente a
una velocidad comprendida entre 3.500 y 17.500 g.

12. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque el tampén C com-
prende como agente caotrépico un agente que se selecciona del grupo constituido por urea y guanidina o una mezcla
de éstas.

13. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque la etapa de solubi-
lizacién (etapa (4)) del procedimiento segun la reivindicacion 1 o etapa (7) del procedimiento segun la reivindicacién
2) en dicho tampén C comprende el calentamiento a una temperatura igual o superior a 80°C durante 5 a 10 minutos,
seguido de una centrifugacion.

14. Procedimiento de deteccidon de PrPres en una muestra bioldgica, caracterizado porque comprende:
- el tratamiento de dicha muestra biolégica segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,y
- la deteccién de PrPres mediante cualquier procedimiento analitico apropiado.

15. Procedimiento segtin la reivindicacién 14, caracterizado porque comprende una etapa de dilucién de la mues-
tra bioldgica.

16. Kit de tratamiento de una muestra biolégica con vistas a la purificacién de PrPres a partir de dicha muestra,
caracterizado porque comprende, ademas de un tampoén neutro en una cantidad que permita la homogeneizacién de
dicha muestra bioldgica:

- un tampoén A que comprende al menos un agente tensioactivo en una cantidad comprendida entre un cuarto
y cuatro veces el peso de la muestra bioldgica,

- un tamp6én B constituido por un disolvente o una mezcla de disolventes, que no solubiliza la PrPres y
presenta una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25, en una cantidad adecuada para aclarar una
suspensién obtenida por la incubacién de la muestra bioldgica en el tampdn A;

- un tamp6n C que comprende al menos un agente tensioactivo del mismo tipo que el del tampén A, a una
concentracién comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente comprendida entre 0,1% y 5%, preferible-
mente comprendida entre 0,25% y 1%, con relacién al volumen del tampén C (p/v) y/o al menos un agente
caotrépico a una concentraciéon comprendida entre 0,1 M y 8 M, en una cantidad suficiente para permitir la
solubilizacién de la PrPres.

17. Kit de deteccion de PrPres, caracterizado porque comprende:

- un tampodn neutro en una cantidad que permite la homogeneizacion de la muestra bioldgica en la que la
PrPres debe detectarse,
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un tampoén A que comprende al menos un agente tensioactivo en una cantidad comprendida entre un cuarto
y cuatro veces el peso de la muestra bioldgica,

un tampén B constituido por un disolvente o una mezcla de disolventes que no solubiliza la PrPres y
presenta una constante dieléctrica comprendida entre 10 y 25, en una cantidad adecuada para aclarar una
suspensién obtenida por la incubacion de la muestra bioldgica en el tampdn A;

un tamp6n C que comprende al menos un agente tensioactivo del mismo tipo que el del tampén A, a una
concentracion comprendida entre 0,1% y 5%, preferiblemente comprendida entre 0,25% y 1%, con relacién
al volumen de tampén C (p/v) y/o al menos un agente caotrépico a una concentracion comprendida entre
0,1 My 8 M, en una cantidad suficiente para permitir la solubilizacién de la PrPres.

al menos un anticuerpo anti-PrPres que permite la detecciéon de PrPres.

12
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densidad optica (405 nm)
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