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Box 1 Obsarvations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This International Search Raport has not been established in regpect of cartain clalms under Article 17(2)(s) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
becauss they relate o sutject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Clalms Nos.:
becausas they relate to parts of the intsrnational Applicaton that da not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful International Search can be carried out, specifically:

a.[:]¢mmmsnm; '
because they are dependent claims and are not drafted in accordanca with the sscond and thisd sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continuation of itam 2 of first sheet)

This Intemational Searching Authonity found multiple inventions in this intematonal application, as follows:

see additional sheet

1. Asall additional search faes were time! d by the this Inlernational Search Raport covers all
] required ecd ly paid by the applicant, port

2 m As all searchable dalme could be searched without effort justifying an additional fee, this Authosity did not invite payment
of any additionai tee.

a. As only some of the required additional search fees were timel; the applicant, this Intemationa! Search Report
D mmonlymoeeclains!orwhlehfmmpald,apedmdl &gﬁ’s%& s

4. No required additionel search fees weore imely paid by the appileant. Consequently, this Intemational Search Raport s
Dresmmdbmelmonmtlwmmﬁomdlnmdalms;nlsmadwwmsmmx port

Remark on Protest D The additional search fees were accompenied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees,

Form PCTASA210 (continuation of first sheat (1)) (Juty 1998)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-14 (completely), 15-16 (partially),
35-37 (partfally), 38-41

Methods of separating aggregating from non-aggregating forms
of a protein based on the use of polylonic materials and
such polytonic materials.

2. Claims: 15-16 (partially), 34 (completely),
35-37 (partially)

Methods of separating PrPsc from PrPc based on the use of a
binding agent for PrPsc in the presence of an amino acid
amide of a fatty acid.

The only concept common to independent claims 1 and 34 is
the use of a binding agent specific for the aggregating form
of a protein in a method of separating the aggregating from
the non-aggregating forms of said protein.

Said common concept 1s however not novel (see for example
W0-A-02/00713 which discloses the selective binding of the
aggregating form of prion protein to plasminagen).

Thus, a technical relationship involving one or more of the
same or corresponding special technical features in the
sense of Rule 13.2 PCT 1s lacking and the requirements for
unity of invention referred to in Rule 13.1 PCT s not
fullfilled.
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BINDING OF PATHOLOGICAL FORMS OF PRIONM PROTEINS

The present invention relates to the use of protease
rasistant binding agents, typlically polylonic materials such
as polyanionic materials including pentosan polysulphate,
dextran sulphate or other polyanionic polyglycosides or
polycationic materials including polybrene, polyamidoamine

.dendrimer or poly(diallyldimethylammonium chloride), option-

ally under sslective conditions to capture the pathological
or rogue form of the prion protein PrP° and proteins which
are aimilarly aggregating abnormal forms of proteins which in
thelr normal form are not aggregated.

Prion diseases, also referred to as transmissible
spongiform encephalopathies or TSEa, have only been
recognised recently. Bovine sponglform encephalopathy (BSE)
was first reported in 1985. The first cases of variant
Creutzfeldt Jakob disease (vCJD) were reported in 1996. vCJD
iz a fatal neurodegensrative disease in humans balieved to be
caused by the consumption of BSE contaminated meat. The
incubation time between infection to clinical symptoms in the
human may be many years.

The only identified component of the prion, the agent
causing prion diseases, is PrP*, an abnormal isoform of Prp°
(PP* is also referred to as PrP™ and PrP® also referred to
as PrP™),  PprP* has previously been regarded as being
distinguished from PrP° in that it is comparatively protease
raaslistant. Recently howaver, 1t has been published that
there la a protease sensitive form of PrP", i.e. that there
is an infective form of PrP that is protease sensitive,
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It may be that the infective but proteasa sensitive
PrP* is able to aggregate (i.e. is aggregating in nature)
but not yet aggregated or at least only partially aggragated.

Both protease insensitive and protsase sensitive forma
of PrP* and core portions of PrP* left after partial
protease digestion (often referred to in the art as Prpi™¥9
are referred to herein as PrP® except where the context
indicates that a apecific ona of these is meant. Also, the
tesrm . ‘aggregating proteins’ is used to include both
aggregated protease resistant PrP" and similar forms of
other proteina as well as infective necn-aggregated or
partially aggregated forms of PrP" or other proteins, which
may include tha newly cbserwved proteass sensitive infective
Prp%.

PrP® is a GPI anchored glycoprotein of unknown function.
Although soma other markers for prion diseases have been
suggested PrP* remains not only an obligatory prion
component, but also the oaly reliabnle and universally
accepted marker for this family of diseases.

The currently favoured methodology for assaying for the

presence of PrP% is to subject a sample to proteolysis with

Proteinase K for a period sufficient to destroy PrP® and then
to determine the presence of surviving PzP** by an immuno-
assay using an antibody which is not selective for PxrP* in
the presence of PrP® (Serban et al., Neurology, Vol. 40, No.
1, Jan 1990). The use of the proteass naturally excludes the
presence of an antibody as a capture agent or as a detaction
agent during the proteolysis step. The protease must be
removed or deactivated before the antibody can be introduced.
It would be desirable to avoid this limitation on the
procedure.

/Z
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The assay depends on the complete removal of PrF° to
avold false positives and upon the conditions not baing such
as also to degrade PrP* to avold false negatives. Such
conditions of selective proteolysis need to ba developed for
each type of sample to be assayed. The senailtivity of the
resulting assay i1s limited. For instance, in assays of
bovine brain tisaue, the sensitivity may only be such that a
reliable positive result is cbtainables at about the time that

the animal would have been likely to show. clinically
.observable symptoma of BSE. Thusa, the assay has a

sensitivity limit in the region of 1 ug/ml, corresponding ta
10%-10* prion infectious units.

There 1s a need for more sensitive and specific
diagnoatic tests for prion diseases. In partlcular, an ante-
mortem test using blood or other sample types 1s regquired to
assess the disease status of a particular animal. In the
absence of such a method axtensive slaughtering of cattle is
required once an afifected animal is ildentified within a herd.
It is again vital that a diagnostic test is developed to
screen the human population and to protect individuals from
potential infection from donated blood, #urgical procedures
and organ and tisaus transplants.

US5977324 and US6221614 both describe methods of binding
PrP* using phosphotungstic acid (PTA). PTA is a non-
speclific protein precipitant that will alse bind to, and
precipitate, a wide range of proteins othar than PrP*®, The
concentration of the proteins in the sample will also greatly
affect the recovery using PTA.

Plasminogen has been reported to bind PxP* selectively
with raespect to PrP° and was proposed for use in diagnostic

S 3
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assays (Fischer et al. Nature, 2000, Nov 23, 408 (6811): 479-
83). However, this method has not proved sufficiently useful
in practice. Plasminogen is also identified in a related
disclosure, US 2002/0004586, as being a factor which
selectively binds Prp®s.

According to US 6419916 and related disclosurea, the
polyamine compound Superfect™ (a branched polyamine mixture
produced by heat induced degradation of a PAMAM dendrimer)
and other similar branched polyamines are capable of clearing
PrP" from cells in vitre. The mechanism is unclear. It is
speculated that such compounds may bind directly to Prp%
arranged as an amyloid with exposed negatively charged
moleties and induce a conformational change under acidic
conditions. It is sald that the affect cannot simply involve
binding of PrP° and inhibiting syntheals of PrP* because
existing PrxP" is cleared. The polyamine is found to make
PrP™ protease sensitive provided the pH is below 4. It is
deduced that the polyamines act in an acidic cell compartment
in the in vitro PrP® clearance experiments.

It would appear from thia work that it would be

_ speculative to conclude that such polyamines bind PrP'. A

number of other posasibilitles are advanced. No selectivity
for the binding of PrP" over PrP® is shown or suggeated.
Furthermore, it cannot be deduced that any binding that
occurs is more than transitory, just serving to alter the
conformation of PrP' go as to allow protease attack. Also,
the action of the polyamines appears to require a low pH.
Our own Iinvestigations in fact show that such dendrimer
polyamines do not bind PrP% at such low pH.

Pentosan polysulphate (poly-b-xylose-2,3-disulphonate,
PPS) is one of a range of large polysulphonated polyglyco-

Sy
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sides (PGs) (MW 8,000-12,000), Made from beechwood, it is an
inexpansive compound that has besn used for many years as an
anticoagulant similar to heparin, also a PG. PGs including
PPS and other polyanions are known to bind both PrP® and
recombinant PrP (recPrP), see for inatance Brimacombe DB et
al, Bicchem J, 1999 Sep 15; 342 pt 3, 605-13, PPS has
accordingly been proposed as a potential therapeutic agent
for preventing or treating TSE diseases. It has not however

been shown to remove axisting PrP* in vivo or in vitro.

In manufacture, sawdust from beechwobd is extracted to
produce the soluble sugar polymer of xylose (a five member
r:l:ng sugar) called pentosan. This polymer is then subjected
to a sulphation reaction using a mixture of chlorosulphonic
acid and pyridine, which results in 3 out of 4 of all the
sugar ring hydroxyla having a sulphate ester added to them.
The total sulphate content i1s then about 50-55% by welght
which is more than in heparin, in which it is about 30-35%.
The only other similar molacule that approaches this high
degres of sulphation ia dextran sulphate (40-45%). Pentosan
has quite a low MW of 3.5-7.0 K.

¥No selectivity for binding by polyanions or polycations
of PrP" with respect to binding of PrP® has been reported.
Surprisingly, we have now aestablished conditions under which

polyionic materials bind aggregated altered proteins like

PrP* and further have astablished conditions under which

such polyanions bind these abnormal forms but do not bind

their non~aggregated normal forms Jlike E'::Pf5 the binding
being sufficiently strong and under preferred conditions
sufficiently selective to be useful in assays for the
presence of the aggregated altered protein {e.g.PrP%) .
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Accordingly, there is now provided in a first aspect of
the inventlon, a process for the selective binding of an

aggregating abnormal form of a protein in the presence of the
::;n-aggregating normal form of the protein, comprising
contacting under selaective binding conditions a material
containing both said abnormal and normal forms with a
polylonic material having a binding avidity for said
aggregating form of the protein as present in the sample.
The -E:I.:;ding conditions may Ainclude the presence of a
competition agent in solution, which competition agent has a
lesser binding avidity for the abnormal form of the protein
than does the polylonic material.

The polylonic material may be in solution or may provide

a surface presenting lonic surface groups. In the latter
case, the surface may be that of a polymer having said ionic
groups covalently bonded within the structure of the polymar
or produced by modification of surface groups of the polymear.
An example of a suitable polyanionic polymer 1s Kafion, a
perfluoronated sulphonated hydrocarbon polymar available as
beads or as sheets. Polycationic polymers may also ba usad.

Alternatively, the surface is that of a substrate having
coated thereon or bonded thereto a substance presenting said
ionic groups. An sxample of a suitable polymer having such
surface groups is a non-charged plastics surface activated
with maleic anhydride and derivatised with TRIS to produce
surface carboxyl groups or with a polycationic material.
Polycations or polyanions may instead be passively coated on
polymers such as polystyrene.

In the case of a polyanionic material, whether used in
solution or coated on a solid surface, the polyanionic
material may preferably be a polyanionic peolyglycosida.
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Generally, the competition agent has a lesser density of
ionic groups than the polyionic material. Without being
bound by theory, it is likaly that the findings described in
detail herein are due to ng'grcgat:l'.ng abnormal forms of
protein having more binding sites for interaction with ienic
groups than the non-aggregating normal form of the same
protain. A compatition agent having one or a few ilonlc
groups 1s able to interact with a certain avidity with either

.the aggregating or non-aggregating forms of ths protein but a
.polyionic material is able to bind the aggregated form of the

protein simultaneously through many ionic groups, leading to
it having a higher avidity for the aggregating than for the
non-aggregating form.

Our experimental results with infectad bovine brains
indicate that both immobilised polyanions {such as dextran
sulphate) and polycations (such as polyethyleneimine) are
able to capture the abnormal form of the prion protein Prp*
in brain homogenates. The signal cbtained using an anti-pricn
protein antibody/enzyms conjugate 1is approximately 3 to §
times higher for the best polycationic capture surface than
for the best polyanionic capture surface.

In both casea the datergent Sarkosyl (N-lauroyl-
sarcosine) can act as a competition agent helpful for
improving the specificity of capture of the abnormal protein
and avoiding a signal from the normal prion protein, when

-uaing a non-speclfic anti-prion protein antibody. Also,

partially digesting the sample with trypsin substantially
increases the signal from PrP* when wusing either
polycationic or polyanionic compounds, but haa no effect on
spacificity (indicating that, under the conditions amployed,
trypsin is removing an inhibitor of polylon binding of Pre',
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rather than preferentially digesting PrP°, as has been
observed for proteinase K).

It is reported in the aclentific literature that Prp*
is natively asasociated with polyanions such as heparanas. It
is 1likely <that theas negatively charged polymers are
interacting with a positively charged region of the Prp™
structure and there could be multiple interactions with the
aggregated proteins,

We propose that a polyanion such a= dextran sulphates or
pentosan polysulphats is able to bind to the PrP* structure
with much higher avidity than native heparans and sc can
displace the endogenous compounds. Thus, highly negatively
charged polymers immobllised to a surface can capture
apecifically the abnommal prion protein. The normal prion
protein 1d non-aggregating and does not have such a high
affinity interaction with endogenous heparans or with
polyanions such as dextran sulphate. Under the assay
conditions chosen the presence of lowar a_ff.tnity anions auch
aa the detergent Sarkoayl improves the specificity of capture
still further by competing with the immobilised polyanion for

.the lower affinity PrP° interaction sites.

In contrast we suggest that a polycation cannot displace
the endogenocus heparans frem the PrP* structure. We suggest
that it musat instead complex directly with the endogenocus
heparan/PrP* aggregate - forming an lonic interaction with
the free negative charges on the heparan. So, in this
configuration the native, intact heparan/PrP* complex is
bound tightly to the immobilised polycation whilat, in the
case of an immobilised polyanion the non-native, ‘diaplaced’
PrP"™ structure is captured instead. 7This provides an
explanation for the higher signal we obtein with the best
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polycationic capture surfaces, in that competition by
polyaniona for endogenous heparans may not be 100% efficient
and so not all of the PrP* aggregates are bound by
negacively charged polymers.

Anionic capture agents may be preferable when the
aggregating protein is not axpected to be bound natively by
native heparan, e.g. when the sample is blood or serum or the
like rather than tissue.

In addition to the ionic interactions proposed, there

.may be additional hydrophobic binding betwsen other ragions

of the PrP* aggregate and the polymers employed. These will
strengthen further the binding interactions.

“Avidity”™ here is used in the usual meaning of the
overall binding strength of a molecule with many binding
slites with a multivalent hinding agent and in contrast to
*affinity”, being the binding satrangth between each
individual binding site and of the molecule and the binding
agent.

The competition agent 1f used is preferably an amino
acld amide of a fatty acid, such as n-lauroylsarcosine. Such
materials have detergency properties, but in thias context may
well simply be acting as monovalent binding agents via their
terminal COO™ group or as partially polyvalent agents through
the formation of micelles.

In a further aspect, the present invention provides a
process for the selective binding of an aggregated abnormal
form of a protein in the presence of the non-aggregated
normal form of the protein, comprising contacting a material
containing both sald abnormal and normal forms with a
polyanionic polyglycoside under conditions such as to
provide selective binding of said abnormal form.

A7
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In preferred embodiments of each aspect of the invention
sald abnormal form of a prctein is PrP™ and said normal form
is PrP°. However, the invention in all its forma is broadly
applicable to the selective binding of abnormal aggregating
forms of proteinsa.

Polycationic selective binding agents that can ba used
include polyethyleneimines, polyamines, including poly-
lysines, polyamidoamines, e.g. PAMAM dendrimers, poly-
quaternary sunines such as poly(diallyldimethylammonium
chloride) and 1,5-dimethyl-1,5-diazaundecamathylene poly-
methobromide (also known as hexadimethrine bromide or
Polybrens).

The preferred polyanionic polyglycoside is a polysul-
phonated polyglycoaide. Howevexr, other anionic sitea such as
carboxylic acld groups or phosphate groups may be used as
well or instead.

Preferably, the polysulphonated polyglycoside is pento-
san polysulphate (PPS) or dextran sulphate.

Other polyanionic pentcsan or doxtran. derivativea may be
used as the polyanionic polyglycoside.

A high level of sulphonation {(or othar anionic group) 1s
prefarred.

The levels of sulphonation of the carrageenins, dextrans
and pentosan are high. If a low proportion of the potential
sulphonation sitea is actually taken up by sulphate groups
then it may be found that the compounds do not interact with
the binding sites in the PrP% selectively.

Suitable anionic selective binding ageants may include:

Pentosan polysulphate (MW 3500-5000), Dextran sulphate
500 (MW 500,000}, Iota-carraqgmenan, Lamhda-carrageenin and

carrageenans, ©.g. Kappa-carrageenan, Heparins and heparans,
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Dextran sulphate 8 (MW 8,000), sulphonated polyglycosides
such as fucoidan, keratin sulphate,hyaluronic acid poly-
sulphate, colominic acid (bacterial polysialic acid)},
carrageenan types iii and 1iv, dermatan sulphate, heparan
sulphate, furcellaran, sulphated commerically available
polysaccharides e.g. polysorbate, sizofiran, xanthan gum,
starch, celluloase compounds, pectin, gastric mucin,
ceratonia, agars, acacia qum, BSulphated Glycoside 1,
Sulphated Glycoaide 2, N-acetyl-D-glucosamines, or Dermatan
sulphate L-iduronic acid.

. The polyionic material may be one selected to have the
ability under non-selective conditions to bind both
aggregating altered or rogue forms of a protein and also the
non-aggragating normal form of the protein as well as the
ablility to bind thes aggregating form selectively under
appropriate conditions.

The desired selectivity is obtainable by suitable
adjustment of ths reaction conditions, particularly the
presence and concentration of the competition agent, the pH
and the detergency. Preferably therefore the pH 1s ao
pelected as to provide said selective binding.

The pH le preferably from 5.6 to 9, e.g. from 7 to 9,
more preferably 8 to 9, e.g. from 8.2 to B.6, especially 6.4,
particularly when the detergents deacribed below are used.
Suitable buffers include phosphate buffers and Tris buffers.

The salt concentration is preferably not higher than
250mM and l1s preferably significantly lesa, e.g. not above
100mM.

Preferably, a detergent 1s present which promotes sald
selective binding whether by virtue of detergency or by
acting as a competition agent.
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Particularly preferred for this purpose are detergents
which are an amino acid amide of a fatty acid, e.g. n-
lauroylsarcosine or other fatty acid sarcosines. The
presence of such a detergent/competition agent is especially,
preferrad when the selective binding agent is polyanionic.

Praferably the concentration of this detergent is at
least 0.05% by weight, more preferably at leaat 0.1%,
preferably at least 0.2%, e.g. 0.2 to 2%, more preferably 0.5
to 1.5%, but greater amounts may be usad. ]

Other dstergents having a similar effect may he used,
including CHAPS, Brij, Octyl-f-glycoside, Tween 20, Triton X-
100 and Nonidet P-40. The use of high concentrations of
sodium dodecylsulphate {SDS8) is however undesirable.
Combinations of n-lauroyl sazcosine {(or similar) with other
detergenta are sultable, preferably containing 0.5 to 2%,
e.g. about 1% sarcosine detergant, e.g. with 0.5 to 2%, e.g.
about 1%, of one of the detergents listed above, particularly
Triton ¥-100 or Nonidet P-40. _

We have found that the presence of trypsin,
chymotrypsin, protelnase K, or another such protease can be

.helpful to prevent inhibition by unknown materiala of thas

binding of aggregating protein to either polyanionic or
polycationic selective binding agents. This is especially
the case where tha sample contains a relatively high level of
other proteins, such as is the case if a PrP*™ poaitive brain
sample 1is diluted with a PrP* negative brain material.
Additional matrix inhibition prevention can be obtained by
including other enzymes of a degradative nature including
Dnass and ccllagenase.
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The selective binding agent after binding to said
aggregating abnormal form cf the protein may be captured with
an immobilised capture agent and the pressnce or amount of a
complex formed between sald selective binding agent and said
capture agent may be dstermined.

Said capture agent may be a lectin (where the binding
agent ls suitable, e.g. 1s a polyglycoside) or an antibody
reactive with sald selective binding agent. Said selective
binding agent may be provided with a selactively bindable tag
moiety and sald capture agent may then bind to said tag
moiety.

Optionally and alternatively, the selective bhinding
agent is immobilised to a s0lid medium prior to exposure to
sald sample. The selective binding agent may be provided
with a selectively bindable tag molety and may be immobilised
to sald solld medium via said tag.

Where a bindable tag moisty i1s present it may for
instance be biotin, fluorescein, dinitrophencl, digoxygenin,
or (His)6.

The selective binding agent may be immobilised directly
to a solid rather than through a bindable tag. For instance
PG’'s may be diractly coupled by covalent coupling through
remaining hydroxyl groups of the PG using solid phases
derivatised with for instance epoxy or vinyl sulphons groups.

In each aspect of the invention, whether the binding of
the abnormal protein takss place befors or after the
ipmobilisation or capture of the selective binding agent, the
immobilisad selective binding agent/abnormal protein
complexes are preferably subjected to a washing step to
ramove normal protein to improve selectivity. The washing
step is preferably conducted using a solution containing a
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sald competition agent, which may be a detergent solution,
which preferably again comprises a detergent that whether by
virtue of its detergency or otherwise promotas selective
binding. This is preferably an amino amide of a fatty acid,
e.g. n-lauroyl sarcosine or another fatty acid sarcosine.
Preferably, tha concentration of the sarcosine destexgent in
the washing step is at least 0.05%, preferably at leasat 0.1%,
mozre preferably at least 0.2%, e.g. 0.2 to 2%, preferably 0.5
to 1.58%. Other detergents may also be present and the wash
is preferably buffered to a pH in the range of 5.6 to 8.4.

Said binding of PrP* (or other abmormal protein) mey be
qualitatively or quantitatively determined by conducting an
immunoassay for PrP'™ (or other aggregating protein) after
separation of bound PrP* fram unbound PrP® (or other normal
form protein).

Also, once the aggregating form of the protein has been
selectively bound and optionally after the normal form has
been removed, further polyanlionic material, e.g. anicnic
polyglycoside (suitably laballed with a .tag or detectable
label) may be bound to tha already bound aggregating protein

to form a sandwich (e.g. polyglycoside—aggregated protein-

polyglycoside label) which may then be quantitated or
daetected. Selective binding conditions may not be necessary
when carrying out the second part of sandwich formation.

As mentioned above, the selective binding agent may be
immobiiised to a solid material either before or after belng
contacted with the altered protein. Separation of the sample
from the solid material may then be used to remove the normal
form of the protein from the assay leaving only the alterad
form for further determination.
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In this context, solid support materials include not
only macroscopic or handlable materials such as microtitre
plates, dipsticks and laminar flow devices, but also
microbeads and superparamagnetic microbeads, which may be
separated off by filtraticn or by magnetic capture. Biotin
or other tags may be conjugated to dextran sulphate or PP3
and like materials by standard chemical methods. About one
in ten of the sugar backbone residues in PPS is a uzcnic acid
methyl ester and this provides one route for coupling via
their carboxyl residues. Other known routes for coupling are
hydroxyl (ons in four is still free after thes sulphation
reaction), or end group reducing sugar. Blotin i3 a
convenient bindable tag molety to employ for binding of the
polyanionic material or other selective binding agent to a
solid material derivatised with avidin or a material with
avidin binding properties such as ateptavidin, Neutravidin or
Captavidin.

Other molecules g3sulitable for use &3 bindable tag
moleties will include all those which are readlly conjugated
to the polyionic material and which lend themselves to
capture by a sultable capture agent. _For inatancs, a
molacule such as fluorescein may be conjugated to PPS or like
molecules by reacting an amino fluorescelin derivative with
the uronic and side chains of pentosan polyslphate in the
presence of carbodiinide EDC{1-athyl=3-({3-dimethyl-
aminopropyl)-carbodiimide) and may be captured by a suitable
readily available antibody, which may itself be immobilised
to the solld material. Other tags auitable for antibody
capture in this way include dinitrophencl DNP, digoxygenin,
nucleic aclid or nucleic acid analog sequences, and (His)6.
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Binding agents other than antibhodies may also be used, e.q.
complemantary nucleic acid or nucleic acid analog sequences.

Alternatively however, a capture agent may be used which
selectively binds the polyionic materlal itself rather than
through a tag moiaety. For instance, polyglycosides may be
bound by a sultable lectin or by a suitable antibody.
Antibodiss for binding PPS are for instance disclosed in
Kongtawelart et al; J. Immunol. Methods 1980, Jan 24; 126{(1):;
39-49. - Standard techniques for immobilising such antibodies
are well known in the art.

Any known or in future devised method for determining
the pressnce or amount of aggregated or aggregating altered
proteins such as PrP* (without needing selectivity to
exclude the normal form such as PrP°) can be used to
determine the presence or amount of the aggregating form once
it has been selectively bound by the selective binding agent
and unbound normal forxm protein has been separated therefrom,
suitably by immobilisation of the bound and washing away of
residual unbound. Such methods include the known ELISA, RIA,
IRMA and other forms of immunoassay, for instance the method
embodied in the Bio-Rad Platelia™ BSE Detection Xit and
described in Serban et al.

Depending on the form of the assay used, it may be
desired or required to elute the captured abnormal form
protein from the selective binding agent prior to the assay.
In conducting such an elution step, the presence of a
chaotrope such as guanidine thiocynanate may be desirable at
a concantration of at least 1M, preferably 2 to 6 M, eo.g. 4
to 6 M. Alternative chaotropes may be used including urea.

Additionally or alternatively, a competition agent
having a still higher avidity may be used to displace the

26
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protein from the selective binding agent. Sodium dodecyl
sulphate (SDS) 1s suitable for this and ls preferably used at
a concentration of 0.5 to 1% by weight, preferably above
0.75%.

Other proteins that may be selectively bound and
determined according ta the invention include the B-amyloid
protein and tau protein which form plaques in Alzheimer’s
disease.

Without wishing to be bound by the following ' theory, it
is thought that PPS and similar molecules function in the
invention by binding pairs of negative sulphate groups to
palrs of positive amino acids (Lys and Arg) in the relevant
proteins or wvia the proteins’ polyhistidine metal binding
sites. Binding to the aggregated forms may be stronger dua
to the increased numbar of binding aites presented by the
aggragating protein. Suitable anionic dstergents may compete
more effectively for binding with the non-aggregating form to
enhance selectivity. Suitably, the salsctivity obtained is
such that the avidity for binding to the aggregating protein
1s at least three times that for the normal form, praferably
at least 10:1. .

In a further aspect, the inventlon includes a process
for separating PrP% from PrP° comprising selectively binding
PrP* to a binding agent in the presence of an amino acid
amide of a fatty acid. Preferred conditions for such binding
are as set out in detall above and the bound protein may be
assayed as dascribed.

The invention will be further described and illustrated
by the following examples making reference to the
accompanying drawing in which:

R7



10

15

25

30

WO 03073106 PCT/GBO3/00ESS

19
Figure 1 shows dilution curves obtained in Example 9.

Example 1: Saparation of normal prion from rogque prion
protein using biotinylated pentosan _polysulphate and
subsequent affinity capture

Introeduction

Biotin was conjugated to pentosan polysulphate using
standard chemical mathods. The biotinylated pentosan
polysulphate was allowed to bind to the rogue prion protein
in brain homogenates and after binding the pentosan poly-
sulphate/prion complexes were captured using streptavidin-
derivatised superparamagnetic beads. The captured rogue prion
was subsequently eluted from the beads and detected using the
immuno-based Bio-Rad Platelia™ BSE Detection Kit; the latter
kit ies unable to differentiate the normal and rogue prion
protein and will give a signal with both proteins. A bank of
two BSE-infected and two uninfected bovine brains were
investigated and used to demonstrate tizat the pentosan
polysulphate, under the specific conditions deacribed, could
be used to specifically capture zogue prion protein from the
brain homogenates.

Method
Praparation of the suparparamagnetic beads.

1. Juat pricr to use, 400 ul of st-reptavidin
superparamagnetic beads (Sigma-Aldrich Company Ltd., S-
2415) were washed by magnetic capturs in three
consecutive 1 ml volumes of TBST (SOmM Tris, 150 oM
NaCl, pH 7.5, 0.05% (v/v) Tween20 [Sigma-Aldrich Company
Ltd., P-7949]).
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2. The beads were finally resuspended in 4003l of TBST.
3. 1001 aliquots were prepared in four tubes and the

ligquid removed. The beads were then ready for use.

Preparation of the brain hamogenates.
1. 300-500 mg of aach brain tissue was added to the

grinding tubes containing grinding beada as supplied in
the BSE Purification KXit (Bio-Rad). The liquid
originally supplied in these tubes in the kit was
aspirated and discarded prior to use.

g. A volume of 150mM NaCl that was calculated to genarate a

S50% (w/v) brain homogenate after homogenisation was
added to sach tube.

3. The tubes were homogenised for 45 seaconds at speed

setting 6.5 on & ribolyzer (purchased from Blo-Rad}.

4. The homogenates were diluted 1:1 with 150mM NaCl.
5. 50p1 volumes of each homogenate were placed in separate

tubes.

Specific capture of the rogue prion protein
€. 10ul of 20% (w/v) WN-lauroylsarcosine (Sigma-Aldrich

Company Ltd., L-9150) was then addéd to each tube of
homogenate and mixed.

7. 50p1 of biotinylated pentosan polysulphate {10pg/ml in

distilled aterile water) was then added to each tubae,
mixed and incubated at room temperature for 30 minutes.

8. Each reaction was then added to a tube of washed

streptavidin superparamagnetic beads and incubated at
room temperature for 30 mins.

8. The beads were then washed by magnetic capture in three

1 ml volumas of TBST.

27
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Elution of the rogue prion protein and immunodetection.

l. Finally, aftar the last wash, the beads from each
reaction were resuspended in 1lOupl of Cl (supplisd with
the Bio-Rad Platelia™ BSE Detection kit).

2. 51l of 0.2% (w/v) SDS was added to each bead suapenalon
and mixed.

3.5pl of 1M guanidine thiocyanate (Sigma-Aldrich Company
Ltd., G-9277} was added to sach bead suspenaion and
mixed.

4. The reaction was heated at 100°C for 5 minutes.

5. 100pl of R6 (supplied with the Bio-Rad Platelia™ BSE
Detsction kit) was than added and mixed.

6.100pl of each eluate was then used in the Bio-Rad
Platelia™ BSE Detection kit using the protocel and
reagents supplied with this kit. Briefly, this kit
inveolves immunocapture of normal and/or rogue prion
protein and immunodetection with a horseradish
peroxidasa conjugated antibody. .

Rasults

After performing the immunodetection in the microtiter
plate-based Platelia™ assay the signal in each well was
measurad at a wavelength of 450 nm using an ELISA reader.

Brain homogenate used ODgs0
BSE-infected bovine 0.229

brain sample 1
BSE-infected bovine 0.208
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brain sample 2
Normal bovine brain 0.061
sample 1
Normal bovine brain 0.047
sample 2

The signal from the two BSE-infected brain homogenates
containing rogue prion is significantly higher than in the
uninfected normal brain homogenates. ’

Discussion
The Blo-Rad Platelia™ BSE Detaction kit cannot

differentiate between normal or rogue prion protein.
Normally, the specificity for rogue prion protein is achieved
by prior digestion of the sample with proteinase K which
removes the protease susceptible normal prion protein. Any
rogue prion protein in the sample is mora rasistant to

_ protease digestion and remains and is subsequently detectad

by the Platelia™ assay. In this experimant we have
demonstrated an alternative approach to protease digestion of
the sample. We have usad dafined conditions undar which
biotinylated pentosan polysulphate in solution can specifi-
cally bind to the rogue prion protein in the sample. The
rogus prion/pentosan polysulphate complex can then be
captursd using streptavidin superparamagnetic beads. After
washing, the rogue prion protein can subssguently be sluted
and detected in the immunoassay. Normal prion protein is not
captured by this protocol and is washed away and 1s therefore
not detected in the immuncassay. We have demonstrated that by
using this technigque we could correctly detect rogue prion

=2/
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protein in two BSE~infected bovine brains and no signal was
observed in two normal bovine brains.

Example 2: Separation of normal prion from rogue prion
protein using immobilised biotinylated pentosan polysulphate

Introduction

Biotin was conjugated to pentosan polysulphate using
standard chemical methods. The bilotinylated pentosan poly-
sulphate was used to coat streptavidin-derivatised super-
paramagnetic beads. The coated beads were then used to
spacifically capture the rogue prion protein from brain
homogenates. The <captured rogus prion protein was
subsequently eluted from the beads and detected using the
igpmuno-based Bio-Rad Platelia™ BSE Detection Xit; the latter
kit is unable to differentlate the normal and rogue prion
protein and will give a =ignal with both proteins. A bank of
three BSE-infected and threes uninfected bovine braina were
inveatigated and used to demonstrate that the pentosan
polysulphate, under the specific conditions described, could
specifically capture rogue prion protein from the brain
hemogenates.

Mathod
Preparation of pentosan polysulphate coated magnetic beads.
1. 600 pl of utrep.tavidin superparamagqnetic beads (Sigma-
Aldrich Company Ltd., S-2415) were washed by magnetic
captura in thrae consecutive 1 ml volumes of TBS (50mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5).
2. The beads were finally resuspended in 540pl of TBS and
60ul of 10mg/ml bictinylated pentosan polysulphate in

32



10

15

25

30

WO 03073106 PCT/GBU3/00858

3.

23

TBS added. The beads were incubated at room temperature
for 1 hour with gentle rocking to allow the pentosan
polysulphate to coat the beads.

After coating the beads were washed by magnetic capture
in three consecutive 1 ml volumes of 5% (w/v) bovine
albumin ({Sigma-Aldrich Company Ltd., A-7906), 50mM
phosphate buffer pH 8.4 and finally resuspended in 60pl
of the same buffer. The beads were then ready for use.

Preparation of the brain homogenates.

1.

~l

300-500 mg of each brain tissue was added to the
grinding tubes containing grinding beads as supplied in
the BSE Purification Kit (Blo-Rad). The liquid
originally supplied in these tubes in the kit was
aspirated and diacarded prior to use.

. A volumas of 150mM NaCl that was calculated to ¢gsnerate a*

50% (w/v} brain homogenate after homogenisation waa
added to sach tube.

. The tubes were homogenised for 45 seconds at speed

aetting 6.5 on a ribolyzer (purchased from Bio-Rad).
The homogenates wers diluted 5-fold with 5% (w/v) bovine
alpumin, 50mM phosphate buffar pH 8.4.

. 45p1 volumes of esach homogenate wera placed in separate

tubes.

. 5pl of 20% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate) [Sigma-

Aldrich Company Ltd., L-5750) was added to each tube and
mixed thoroughly.

450ul of 5% (w/v) bovine albumin, 50mM phosphate buffer
pH 9.4 was then added to sach and mixed.

.50l of 20% (w/v) N-lauroylsarcosine (Sigma-Aldrich

Company Ltd., L-9150) was then added and mixed.
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Specific capture of the rogue prion protein
1. 10pl of preparsd psntosan polysulphate-coated
superparamagnetic beads were added to each diluted brain
homogenate and incubated with rocking for 1 hour at room
temperature.
2. Each reaction was then washed by magnetic capture with 3
X 1l00ul veolumes of TBS.

Elution of the rogue prion protein and immuncdetectioen.

1. The beads from each resaction were resuspended in 10pl of
Cl (supplied with the Bic-Rad Platelia™ BSE Detection
kit}.

2. 5u1 of 0.2% (w/v) SDS was added to sach bead suspenaion
and mixed.

3. 551 of 1M guanidine thiocyanate (Sigma-Aldrich Company
Ltd., G-9277) was added to each bead suspension and
mixed.

4. The reaction was heated at 100°C for 5 minutes.

5. 100pl of R6 (supplied with the Bio-Rad Platelia™ BSE
Detection kit) was then added and mixed.

6. 100pl of each eluate was then used in the Blo-Rad.

7. Platelia™ BSE Detection kit using the protocol and
reagents supplied with thia kit. Briefly, this kit
involves immunocapture of normal and/or rogue prion
protein and immunodetection with a  horseradish
peroxidase conjugated antibody.

Results
After perfomning ths immunodetectien in the microtiter
plate-based Platelia™ assay the signal in each well was
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measured at a wavelength of 450 nm using an ELISA reader.

Brain homogenate used OD¢s0
BSE-infacted bovine 0.465
brain sample 1
BSE-infected bovine 0.382
brain sample 2
BSE-infected bovine 0.437
brain sample 3
Nomal bovine brain 0.060
gample 1
Normal bovine brain 0.074
sample 2
Normal bovine brain 0.066
sample 3

The signals from the three BSE-infectad brain

homogenates containing rogue prion protein is significantly

higher than in the uninfected normal brain homogenates.

Diacussion

The Bio-Rad Platelia™ 'B__SIB Datectiocn kit cannot
differentiate batwean normal or rogue prion protein.
Normally, the specificity for rogue prion protein is achieved
by prior digestion of the aa;blo with proteinase X which
removaes the protease suscaptiple normal prion protein. Any
rogue prion protein in the ahﬂpl. is mors resistant to
proteass digestion and remains and 1s subsequently detacted
by the PlateliaTM aspay. In this experiment we have
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demonstrated an alternative approach to proteass digestion of
the sampls. We have used defined conditions under which
pentosan polysulphate can specifically capture the rogue
prion protein from the sample. This captured rogue prioen
protein is eluted and detscted in the immunocassay. Normal
prion protein is not captured by tha pentosan polysulphate
and is washed away and is thersfore not detected in the
immuncassay. We have demonstrated that by using thias
technique we could correctly detect rogque prian protein in
three BSE-infacted bovine brains and no signal was observed
in three normal bovine bzains.

Example 3: Biotinylation of PPS
Principle of the method.

Approximately one in ten of the sugar residues in the
poly-xylose backbone of pentosan sulphate ia substituted
with a uronic acid residue, this in turn is substituted with
a methyl eater on some of the carboxyl grouﬁa, thus a number
of free carboxyl groupa exist in the molecule and can be
derivatised with carbodiimide to form active esters. These in
turn may be substituted with aminc species to generate an
amide bond. In this particular case, EDC and NHS are chosen
to form the active ester and blotin hydrazide is chosen as
the amino species. Two reactions were performed, a one step
reaction in which biotin hydrazide is present initially and
no NHS is added, and a second reaction in which NHS/EDC ia
allowed to react simultaneously with PS and biotin
hydrazide.

Materials
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Pentosan sulphate (Rorton Healthcare) was a gift from
Stephan Dealler

Biotin hydrazide 100mg, Plerce#21339 mw 250.33 batch
AH41461

EDC [l1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
methiodide] Sigma #16,534-4 , 1q,

NHS [N~-Hydroxyauccinimide] Sigma $H7377 5¢ mw 115.1

Dialyaia tubing mwco 3.5k Plerce § 68035

DMSO Sigma

Methoed
The twoc reactions were conducted using the following
protocols in two verasions, with and without NHS.:

Dissolve 100mg of biotin hydrazide in 6ml of DMSO in a
glass vial, this may requirs warming and/or ultrasonication.
The final concentration is thus 16.7mg/ml or 65mM. Take 1,000

mg of pentosan sulphate and dissolve in 10ml of a 50/50

mixture of DMSO and water, this can be done in a plastic
univarsal container. Dissolve 100mg of EOC in 1ml of DM3O in
a glass vial, it may need warming. Dissolve NHS ( approx 40-
50 mg) in 1.0 ml of water.

The reaction is performed in conical bottom polystyrene
universal containers, with & small circular magnetic atirrer
bar {(approx 10mm dia) on a magnetic satirrer base and fitted
with a combination pH electrode of 12mm dia ( or less).

Example 3a: Reaction without NHS

Place 5.0 ml of pentosan sulphate solution in the
reaction vessel, add 1.0 ml of biotin hydrazide solution,
stir well and record the pH. A value of 7-8 can be expected.

37—
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Add §.2 ml of EDC solution and whilst continucusly atirring,
record the pH and add 10 ul aliquots of 1 N HCl from a glass
micro-syringe and needle, recording the pH after- every
addition. Continue additions of acid until the pH is in the
range 5-§, This is necessary as the reaction generates OH
ions. The reaction should remaln clear and colourless
throughout. If any white »recipitate of biotin hydrazide is
formed, then the concentration of DMSO should be increased,
the target value 1la>/= 50%. Leave the reaction for 2-3 hours
at xoam temperature ({or overnight i1f this ia more
convenient) . ]

Record the final pH of the reactlon mixture. Add an
aqual volume of 1M NaCl ta dilute the DMS0O down to 25% and
displace ionically bound hydrazide and transfer the entire
contents to a 35em length of 2.2cm dia dialysis tubing. Note
the DMSO concentration 1s reduced to 25% to avoid damage to
the dialysis tubing, the tubing should also be teasted with
water prior to use to detect any pinholes and should be only
1/3 full to allow for swelling on dialysis. Dialyse
ovarnight against 2L of water and repeat this several times,
the more dialyais the better as pentosan sulphate tends to
strongly retain basic ions by non-covalent ionic inter-
action by virtue of its strong negative charge. Freeze dry
the dialysed solution and record the dry weight. The final
product should bs a firm white cak?a Yields can vary a lot,
but 50-60% is typical, most of tha loss occurs on dialysis,
due to MW heterogeneity of the pont':osan sulphate and loss of
specles with a MW of less than 3,500.
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Example 3b:Reaction with NHS
This reactlion is carried out essentially as above except

that 1.0 mi (44mg) of NHS is added to the reaction vial
prior to the addition of the EDC reagent which starts the
reaction. The initial pH may be in the range of 6-7 and
should be adjusted down with 1 N HC1 to approx pH 5-6.

allty Control
After calculating the recovery from the dry weight, make

up a aolution of 10 mg/ml in water and scan the spectrum from
200 to 400 nm. Peaks should be seen at 260 and 28Cnm, though
one or both may be unresolved shoulders. This adsorption is
due to pyridine residues incorporated into the molecule
during tha sulphation step. They can be used to monitor the
concantration of pentosan sulphate, eg during chromatography.
Pentosan can be monitored by UV absorption at 260nm, or at
lower concentrations by the  Toluldine Blue metachromasla
assay.

Example 4; Removal of Prion Protein from Plasma

Ramoval of the rogue prion protein

1.100 nl of prepared pentosan polysulphate-coated
superparamagnetic beads were added to one of two Prp®®
spiked <freshly prepared human plasma allquots. Both
aliquots were incubated with rocking for 1 hour at room
temperature.

2. The beads wars then removed from the spiked plasma
aliquot by magnetic capture. This supernatant, together
with the remaining plasma aliquot were then tested for
the presence of the rogue prion protein.
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Testing of the spiked aliquots for rogue prion protein.

1. The two plasma aliquots were treated with proteilnase K
under conditions that we have shown to digeat normal
prion protein but leave rogue protein intact. These
conditiona are eaally determined empirically. The
proteinase K treated samples were then teasted for the
presence of the rogue prion protein using the immuno-
based Blo-Rad Platelia™ BSE Datection kit.

Results .

After perfomming the immunodatection in the microwell
plate-based Platelia™ assay the signal in each well waa
measured at a wavelength of 450 nm using an ELISA reader.
The rogue prion protein could be readily detected in the
spiked serum sample that had not been treated with pentosan
polysulphata. In contrast the pentosan polysulphate~tresated
sample gave no signal in the test demonstating that there was
no detectable rouge prion protein remaining in this sample.

Discussion

- This exparimant demonstrates that pentoaan polysulphats
can be used to effectively remove rogue prion protein from
sanmplea of interest,

Example S:Investiqation of dat.:ggnt conditions allowing the

specific binding of pentosan polysulphate to the rogue prion
protein

vo
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Intraduction

Blotin was conjugated to pentosan pcolysulphate using
standard chemical methods. The biotinylated pentosan
polysulphate was used to coat streptavidin-darivatised
superparamagnetic beads. The coated beads were then used to
eatablish conditions of detergent under which the pentosan
polysulphate could bind the rogue priocn protein but not the
normal cellular prion protein.

Mathod

. Preparation ;::E pentosan polysulphate coated magnetic
beads.

1. 600 uyl of streptavidin superparamagnetic beads {(Sigma-
Aldrich Company Ltd., S-2415) were washed by magnetic
capture in three consscutive 1 ml volumas of TBS (S0mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5).

2. The beads were finally resuspended in 540ul of TBS, 5%
(w/v) bovine albumin (BSA) (Sigma-Aldrich Company Ltd.,
A-7806)and 60pl of 1l0mg/ml Dbiotinylated pentosan
polysulphate in TBS added. The beads wers incubated at
room teamperature for 1 hour with gentle reocking to allow
the pentosan polysulphate to coat the beads.

3. After coating the beads were washed by magnetic capture
in three consecutive 1 ml volumes of, 50mM phoaphate
buffer pH 8.4, 5% (w/v) BSA and finally resuspended in
60pl of the same buffer. The beada were then ready for

use.

Preparation of the brain homogenates.
1. 300-500 mg samples of BSE-infected and normal bovine
brain tissue were addec¢ to the grinding tubes containing

&/
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grinding beads as supplied in tha BSE Purification Kit
{8io-Rad). The liquid originally supplied in these tubes
in the kit was aspirated and discarded prior to use.

A volume of 150mM NaCl that was calculated to genorate a
50% (w/v) brain homogenate after homogenisation was
added to each tube.

The tubes were homogenlised for 45 seconds at speed
setting 6.5 on a ribolyzer (purchased from Bio-Rad).

The homogenates were diluted 5-fold with 5% (w/v) BSA,
5 0mM phosphata buffer pH 8.4. )

45ul ‘'volume aliquots of each homogenate were placed in
separate tubes. ’ :

S5pl of 20% (w/v) 8SDS (sodium dodscyl sulfates) {Sigma-
Aldrich Company Ltd., L-5750) was added to each tube and
mixed thoroughly.

4501l of 5% (w/v) BSA, 50mM phosphate buffer pH 8.4 was
then added to each aliguot and mixed.

50p1 of N-lauroylaarcosine (Sigma-Aldrich Company Ltd.,
L-9150) at varioua concentrationa of detergent was then
added to various aliquota and mixed. One set (one BSE-
infected and opne uninfected brain) had no N-
lauroylsarcoaine added.

Capture of prion protein

1.

2.

10pl of prepared pentosan polysulphate-coated super-
paramagnetic beads were added to each diluted brain
homogenate and incubated with rocking for 1 hour at room
temperature.

Each reaction was then washed by magnetic capture with 3
X 100pl volumes of TBS.

/'
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Elution of the prion protein and immunodetection

1. The beads from each reactlon were resuspended in 10pl of
Cl (supplied with the Bio~Rad Platelia™ BSE Dstection
5 kit).
2.5p1 of 0.2% (w/v} SDS was added to each bead suapensaion
and mixed,
3. 5u] of 1M guanidine thiocyanate (3igma-Aldrich Company
. Ltd., G6-5277) was added to each bead suspenaion and
10 . mixed.
4. The reaction was heated at 100°C for 5 minutes.
5.100p1 of R6 (supplied with the Bio-Rad Platelia™ BSE
Daetection kit) was then added and mixad.
6. 100pl of each eluate was then used in the Bio~Rad
15 Platelia™ BSE Detection kit using the protocol and
reagents supplied with thias kit. Briefly, this kit
involves immunocapture of normal and/or rogue prion
protein and immunodetecticn with a horseradish peroxi-
dase conjugated antlbody.
20
Results )
After performing the immunodetsction in the microtiter
plate-based Platelia™ assay the signal in each well was
measured at a wavelength of 450 nm uaing an ELISA reader,

3
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Final concentratiocn of Bovine brain used ODgso
N-lauroylsarcosine in
the bead capture buffer

28 BSE-infected brain 0.52

2% Normal brain 0.14

1% BSE-infected brain 0.33

1% Normal brain 0.13

0.5% BSE-infected brain | 0.45

0.5% Normal brain 0.13

0.2% BSE-infected brain 0.41

0.2% Nozmsl brain '0.09

o% BSE-infactad brain 0.24

0% Normal brain 0.86

At all concentrations of N-lauroylsarcosine there was a
discrimination between BSE-infected and normal brain. 0.2%
N-lauraylsarcosine was the best concentratlon of detergent
and allowed the pentosan polysulphate to bind to and capture
the rogue prion protein without binding oxr capture of the
nqrnnl prion protein. In tha absance of N-lauroylsarcosine,
even though SDS detergent was present, thers was no
discrimination of pentosan polysulphate binding to rogue
prion and normal prion protein. Under these conditions the
pentosan polysulphate bound both the normal and rogue prion
protein.

Discusasion

1. The specificity of binding of pentosan pclysulphate to
rogue prion protein under these specific test conditions



10

15

20

a0

WO 03073106 PCT/GB03D0858

35

is dependent upon the presence of N-lauroylsarcosine or
similar detergents. Nithout thias detargent the pentosan
polysulphate bound to both normal and rogue prion
protein.

Example 6: Investigation of pH conditions allowing the
specific binding of pentosan polysulphate to the rogue pricn
protein

Introduction

_B:Lol:in was conjugated to pentosan polysulphate using
standard chemical methoda. The biotinylated pentosan poly-~
sulphate was used to coat streptavidin-derivatised super-~
paramagnetic beads. The coated beads were then used to
eatablish conditiona of pH under which the pentosan
pelysulphate could bind the rogue prion protein but not the
normal cellular prion protein.

Method
Preparation of pentosan polysulphate coated magnetic beads.

1. 1 ml aliquots of streptavidin superparamagnetic beads
(3igma-Aldrich Company Ltd., 8-2415) ﬁnro washed by
magnetic capture in three consecutive 1 ml volumes of
TBS (50mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5).

2. BEach aliquot of beads wers finally resuaspended in 1 ml
of TBS 5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) (Sigma-~
Aldrich Company Ltd., A-7906] and 100pl of 1i0mg/ml
biotinylated pentosan polysulphate in TBS added. The
beada were incubated at room temperaturs for 1 hour with
gentle rocking to allow the pentosan polysulphate to
coat the beaads.

vy
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3. After coating, each aliquot of beads was washed by
magnetic capture in three consecutive 1 ml volumaes of 5%
(w/v) BSA, 50mM Tris buffer pH 8.4.

4. Aliquots of beads were then resuspended in buffars of pH
5.7, 7.5, 8.4 and 5.6 all containing 5% (w/v) BSA.

Preparation of the brain homogenates in buffera of various pH

1. 300-500 mg of BSE-infected and normal bovines brain
tissue were each added to a grinding tube containing
grinding beads as supplied in the BSE Purification Kit
(Bio-Rad). The liquid originally supplied iq these tubes
in the kit was aapirated and discarded prior to use.

2. A volunme of 150mM NaCl that was calculated to generate a
50% (w/v) brain homogenate after homogenisation was
added to sach tube.

3. The tubas were homogenised for 45 seconds at aspeesd
setting 6.5 on a ribolyzer (purchased from Bio-Rad).

£&. 50pl1 of each haomogenate was diluted 5-fold in buffers of
pH 5.7, 7.5, 8.4 and 9.6 all containing 5% (w/v) BSA.

5. 45pl volumes of each diluted homogenate were placed in
saparate tubes.

6. 5p1 of 20% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate) (9igma-

Aldrich Company Ltd., L-5750) was added to each tube and
mixed thoroughly.

7. 450pl of buffer of the sams pH as the initial dilution
buffer all containing 5% (w/v) bovine albumin was then
added to sach and mixed.

8. 50l of 20% (w/v) N-lauroylsarcosine (Sigma-Aldrich
Company Ltd., L-9150) was then added and mixed.

(774
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Bead capture of the brain homogenates
1.10pl1 of prepared pentosan polysulphate-coated super-
paramagnetic beads in buffer of the corresponding pH
were added to each diluted brain homogenate and
incubated with rocking for 1 hour at rocom temperature.
2. Bach reaction was then washed by magnetic capture with 3
x 100pl volumes of TS,

Elution of the rogue prion protein and immunodetection.
1. The beads from each reaction wara resuspended in 10ul of
Cl (supplied with the Bio-Rad Platelia™ BSE Detection
kit).

2. 5pl of 0.2% (w/v) SDS was added to each bead suspension -

and mixed.

3. 5pl of 1M guanidine thiocyanate (Sigma-Aldrich Company
Ltd., G-9277) was added to ga‘ch bead suspension and
mixed.

4. Tha reaction was heated at 100° for 5 minutes.

5.100u1 of R6 (supplied with the Bio-Rad Platelia™ BSE
Datection kit) was then added and mixed.

6. 100ul of each eluate was then used in the Bio-Rad
Platelia™ BSE Detection kit using the protocol and
reagents supplied with this kit. Briefly, this kit
involves Ilmmunocapture of normal and/or rogue prien
protein and immunodetection with a horseradish
peroxidase conjugated antibody.

Rasults

After performing the immunodetection in the microtiter
plate-based Platelia™ assay the signal in each well was
measured at a wavelength of 450 nm using an ELISA reader.

Z)
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DH buffer usad| Bovine braln used OD¢so
5.7 BSE-infacted brain 0.79
5.7 Normal brain 0.30
7.5 BSE-infected brain 1.57
7.5 Normal brain 1.25
8.4 BSE-infected brain 0.42
8.4 Normal brain ¢.04
9.6 BSE-infected brain 0.08
9.6 Normal brain 0.04

At a pH of 7.5 and lower tha pentosan polysulphate-
coated beads could bind both normal and rogue prion protein.
At pHs of 9.6 and higher the pentosan polysulphate-coated
beads could not bind both forms of the prion protein. At pH
8.4 the pentosan polysulphate-coated beads captured the rogue
prion protein but did not capture the normal prion protein.
At this pH the pesntosan polysulphate shows specificity for
binding to the rogue prion protein.

Discussion

The specificity of binding under the tast conditions of
pentosan polysulphate to rogue prion protein is dependent
upon the pH. At pH 8.4 pentosan polysulphate binds rogue
prion protein but cannot bind the normal prion protein. At
piHs of 7.5 and lower both normal and rogus prion are bound
whereas at pHs of 5.6 and higher there is no binding of rogue
or normal prion protein. Therefore, for specific binding of

24
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pentosan polysulphate to rogue prion protein under these
conditions a pH close to 8.4 should be used,

Example 7 : Demonstraticn of specific capture of Prp™
(PzP*%) to_a high charge density polyanionic 1ligand using
competing lowsr charge density polyanions to selectively
inhibit binding of PrP°

Background

PrP can be bound to immobilised polyaniona. In the
absence of competing polyanlons in the capture buffer both
PrP™ and Pre° are captured. Specificity for capture of Prp™
can be achieved by including in the capture buffer a
polyanion of lower charge density than that of the capture
polyanion. In this example dextran sulphate is used as the
high charge density capture polyanion and N-lauroyl sarcosine
(wvhich forms multi-molecular detergent micellea) and pentosan
polysulphate or fucoldan are used as the weaker charge
density campeting polyanions.

Mathod .

1. Maxisorp microtitre wells were coated with dextran
sulphate (500 000 mwt) following standard procedures.

2. 100pl of braln homogenate containing lmg brain, 50mM
Tris pH 8.3, 1% (w/v) BSA, 1% (v/v) Triton X-100 were
added to the coated wells, In asome cases this capture
buffer also contained either 1% (w/v) N-lauroyl
sarcosine, fucoidan, dextran sulphate or various concen-
trations of pentosan polysulphate.

K7
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3. After incubation for 2 hours to allow capture of prion
protein, the wells were washed x3 with 50mM Tris pH 8.3,
1% (w/v) BSA, 1% {v/v) Trziton X-100.

4. The wells were then washed x3J with PBS.

5. 100pl of 5M guanidinium thiocyanate was added to each
well and incubated 5 mins at 4°C.

6. Wella were washed 3Ix with PBS and then captured prion
protein detected with the anti-~prion protein conjugate
from the Blo-rad Platelia™ BSE~detection kit following
the kit protocol.

7. Developed signal was measured in an !:I.ISA‘ reader at
OD450.
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Resaults
Competing polyanion used [BSE-infected or normal | OD450
brain
Nona BSZ-infected 0.1D
None Normal 0.15
1% (w/v) N-lauroyl BSE-infected 0.95
sarcosine
1% (w/v) N-lauroyl Normal 0.03
sarcosine
i1mg/ml pentosan BSE-infected 0.26
polysulphate
img/ml pentosan Normal 0.03
polysulphate
0.1ng/ml pentosan BSE-infectad 0.14
polysulphate
0.lmg/ml pentosan Normal 0.07
polysulphate
lmg/ml fucoidan BSE-infected 0.13
1 mg/ml fucoidan Normal 0.03
1 mg/ml dextran sulphate |BSE~-infected 0.02
1 mg/ml dextran sulphats |Normal 0.03

Diacuasion

In the absence of compating polyanion in the capture

buffar the ovarall signal 1s lower and there is no difference

in signal from infected or normal brain i.e. there i1s no

specific capture of PrP™. The signal from infected brain,
howaver, 1s increased by including a competing polyanion in
the capture buffer and the signal from the corresponding
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normal or uninfected brain is suppressed. In this example,
the best differentiation between infected and normal brain is
achieved by the use of 1% (w/v) N-laurcyl sarcosine in the
captura buffer. In addition, a differentiation between
infected and normal brain can be achieved with fucoidan or
pentosan polysulphate. With pentosan polysulphate the
differentiation can be Increased by 1increasing the
concentration of the compating polysnion, pentosan
polysulphate, in the capture buffer from 0.1 to 1 mg/ml. As a
control, if dextran sulphate is included in the capture
buffer the signal, as expected, is reduced to background as
it competes for and inhibits the binding of the PrP to the
immobilised dextran sulphate.

Example § : Demonstration of spacific capture of PrP™ to a
high charge density polyanion coated surface

Background

In this experiment it was demonstrated that Pr®™ could
be specifically captured to a2 polyanionic surface. In this
instance, the surface was provided by derivatised maleic
anhydride polystyrene. Uncharged polysorp and maxisorp wells
were used as controls. In other experiments it has baeen
demonstrated that thess uncharged surfacea can be derivatised
with polyanionic dextran asulphate and can then bind PrP™".

Method
1. Malsic anhydride activated polystyrene microplate wells
(Pexbio Science UK lLtd., Cheshire) wers derivatisead with
TBS S¢ (w/v) BSA for 60 mins at room temperature. This
generates a carboxyl charged surface on the plastic (see
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product literature). &As non-charged controls, polysorp
and maxisorp wells (Nunc) were also investigated. 1In
addition, maxisorp wells were alao coated with a
polyanionic dextran sulphate ligand uaing the procedure
deacribed in Example 9.

2. 100 pl of brain homogenates containing 1 mg infected or
uninfected brain in 50mM Tris pH 8.3, 1% (w/v} BSA, 1%
(v/v) Triton X-100, 1% (w/v) N-lauroyl sarcosina were
added to the wells.

3. After incubation for 2 hours to allow capture of prions,
the wells were washed x3 with 50 mM Tris pH 8.3, 1%
(w/v} N-lauroyl sarcosine.

4. The wells were then washad x3 with PBS.

5. 100 gl of 5M guanidinium thiocyanate was added to each
well and incubated 5 mins at 4°C.

6. Wella wera washad 3Ix with PBS and then captured prion
detected with the anti-prion conjugate from the Bio-Rad
Platelia™ BSE-detection kit following the kit protocol.

l 7. Developed signal was measured in an ELISA readar at
0oDn4so.,
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Rasults
Typa of wells used BSE-infected or normal brain |OD450
Anionic BSE-infacted 0.2
Anionic Normal 0.03
Polysorp BSE-infected 0.05
Polysorp Normal 0.03
Maxisorp BSE-infected 0.02
Maxisorp Normal 0.02
Maxisorp coated with |BSE-infected 1.0
dextran sulphate
Maxisorp coated with |{Normal 0.02

dextran sulphate

piscussion

The anionic polyatyrene surface,
used in this experiment,
Uncharged plastic did not have this effect unleas it had been

coated with a polyanionic ligand,

under the conditlons
specifically captured PrP™*.
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Example 9: Study of effects of dilution of positive brain
sample in negative sample

Matexial
Positive Sample: A 25% suspension of brain homogenate
known to be positive for Prp*s
Hegative Sample: A 25% suspension of brain homogenate
known to ba negative for Prp*° :

Preparation
Maxisorb plates were coated according to the following

coating protocol. lmg of Polybrens was coatsd onto the
platas in carbonate buffer at pH 7.4 and left overnight,
washed 3 times with PBS. The plates were then coated with
lmg of dextran sulphate in PB5S. After 6 hours, the plates
were washed 3 times with PBS, then blocked with 5% BSA by
adding 400pl of 5% BSA solution and leaving for 30 minutes.
Pllatu wers then washed 3 times with PBS and allowed to dry.
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Sample preparation
Preparation of sample dilution in negative brain

sample Method
Neat +ve 40ul of +ve sample
1/5 8yl of +ve sample + 32ul of -ve sample
1/10 5pl of +ve sample + 43ul of -ve sample
6pl of {1/10 diluted +ve sample) + S4pl
1/100 of -ve sample
20pl of (1/100 diluted +ve sample)+
1/250 30:l of ~ve sample
10pl of (1/250 diluted +ve sample)+
171000 30pl of ~va sample
Neat -ve 25p]1 of -ve sample

Praparation of sample dilution in water

sample Method
Neat +ve 40pl of +ve sample
1/5 8pl of +ve sample + 32pl of Hz0
1/10 5ul of +ve sample + 45pl of Hy0
6pl of (1/10 diluted +ve sample)+
1/100 54pl of HeO
20pl of (1/100 diluted +ve sample)+
1/250 agpl of Hy0
10pl of (1/250 diluted +ve sanmpla)+
1/1000 30pl of H0
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Sample preparation prior to running in assay
40nl of sample was mixed with 60pl of H0 and 25pl of

capture buffer, 250 mM Tris pH 8.4, 5% BSA, 5% Triton X-100,
5% sarkosyl, 1.25 mg/ml trypsin,

Assays were performed according to the following Assay
Protocol:
1. Add 100pl of sample to plate and incubate at RT for 120
. minutes.
2. Wash X 3 with 50mM Tris pHS8.4 +l%sarkosyl and X 3 with
FBS.
3. Add 100pl of 4MGuUSCM in 20% PEG and incubate for 10
minutes at 2-8°C.
4. Wash X 3 with PBS.
S.Add 100pl of Bio—-Rad Platelia™ enzyme antibody
conjugate and incubate at 2-8°C for 60 minutes.
6. Wash X 5 with Bio-Rad Platelia™ wash.
_7.Rdd 100§l of Bio-Rad Platelia™ substrate and incubate
for 30minutes in dark.
8. Add 100pl of Bio-Rad Platelia™ stop solution and read.
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Plate Layout
1 1
A Neat +ve 1/10 In H;0
B 1/5 In negative 1/100 In H30
brain
c| 1710 in negative 17250 In H:0
brain
p| 1/100 In negative 1/1000 In H30
* brain
BE| 1/250 in nagative
brain
F|1/1000 in nagative
brain
G Neat -ve
H 1/5 In H;0

The results obtained were as follows:
Dilution of 10mg of brain
homogenata in -ve brain

PCT/GBONO0RSS

‘sample ng of -ve | mg of +ve Dilution
label brain brain Factor oD
Neat +ve 0.00 10.00 1l 4
1/5 8.00 2.00 5 1.992 |
1710 9.00 1.00 10 i.252 |
17100 9.90 0.10 100 0.175
I~ 17250 9.96 .04 250 0.077
171000 9.99 0.01 1000 0.039 |
Neat -va 10.00 0.00 0 0.021
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Dilution of 10mg of brain
homogenate in Hz0
sample mg of -ve ng of +ve Dilution
label brain brain Factor oD
Neat +ve 0.00 10.00 1 4
175 0.00 2.00 5 2.371 |
1710 0.00 1.00 10 1.395
17100 0.00 0.10 100 0.145
1/250 0.00 0.04 250 0.053
171000 0.00 0.01 1000 0.016
Summary
oD
mg of +ve | Diluted in | Diluted in
brain -ya brain H20
10.00 4 1
I 2.00 1.992 2.371
1.00 1.252 1.395
0.10 0.175 0.145
0.04 0.0717 0.053
0.01 0.039 0.016
0.00 0.021 _—

=7
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Theae reaults are presented graphically in Fiqure 1,
which shows the dilution curves for dllution of poaitive
brain with respectively water and negative brain. The two
curves are essentially thes same, demonstrating that the
pressnce ©of negative brain material does not interfare with
the assay.

Example 10: Capture of agqreqated tau protein in Alzheimer’s
brain and normal age-matched controls

We bave shown that, under defined conditions, various
sealective capture agents are specific for the capture of
aggregated pathogenic priosn protein such that normal
unaggregated prion 1a not captured. The aggregated prion
protein has an extensive beta-pleated sheet atructure whereas
normal prion is mostly alpha helix in atructure. This example
deponstrates that other aggregatad Dbata-pleated shest
proteins such aa tau aggregates that are found in Alzheimer’s
Disease can similarly he selectively captured;

Method

1. 25% (w/v) homogenates of Alzheimer’s and age matched
control brains waere prepared in distilled watex.

2. 4p) of brain was made up to 100pl in Capture buffer
(50mM Tris pH 8.4, 1%(v/v) Triton X-100, 1% (w/v) N~
lauroyl sarcosine, 1% (w/v) BSA).

3. 25pl of brain was also made up to 100ul in Capture
buffer contalning 25ug Trypsin.

4. Duplicates 100pl aliquota of brain prepared as in steps 2
and 3 above were added to dextran sulphate-coated

&0
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microtiter wells and incubated for 2 hours at room
temperatura.
5. Wells were then washed three times with 50mM Tris pH
8.4, 1%(w/v) N-lauroyl sarcosina.

6. Samples were incubated with an anti-tau monoclonal
antibody in PBS 0.1% (v/v) Twean20.

7. After 1 hour at room temparature wells were washed three
times with PBS 0.1%(v/v)Tween20.

8. Immohilisad primary antibody was detactad with an anti-
mouse IgG horseradish peroxidase conjugate following

standazrd procedures.

Results

Results with the anti-tau antibody

Brain 1 mg brain 10mg brain
No trypasin With trypsin

Alzheimer’s 1 | 1.32 1.26

Alzheimer’'s 2 |0.65 0.62

Control 1 0.56 0.20

Control 2 0.97 0.51

Discussion

It is known that the brains from most aged individuals
contain aggregated tau but in Alzheimer’s Disease there are
more of thesa aggregates than in age matched controls. Here,

the selective capture agent is capturing theae aggregates.

In this example, trypsin digestion decreases the binding of
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the protein and reduces the signal but, under <these
conditions, dosa not reduce it to back-ground. The ratio of
signal after treatment wlth trypsin to the signal without
treatwent was much higher in the Alzheimsr’s brains than in
the controls. This suggests that there ia more protease
reslstant aggregates of tau protein in Alzheimer’s brein
compared to the age matched controls,

Example 11: The effect of titrating Trypsin on .PrP' positive

-] les

Method

Dextran sulphate coated plate:

lmg of Hexadimethrine bromide (Polybrene) (100pl of
10mg/ml in carbonate buffer pH 7.4) was coated onto Maxisorb
plates and left over night at RT®.

Each plate was then washed 3 times with PBS and coated
with lmg of Dextran Sulphate (MW 500000} (10mg/ml stock in
Tris buffer pH B.6) and left at RT® for 4hzs.

The plates wers then washed 3 times with PBS and then
blocked with 300pl of 58BSA solution in TBS and left at RT®
for 30 minutes.

The platea were thsn washed 3 times with PBS.

Capture Buffer
250mM 7Tris buffer at pH 8.4 containing 5% BSA, 5%

Sarkosyl, 5% Triton

Sample

62
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Weakly and strongly positive brains BI63 and SV10 (25%
homogenate) were treated as follows to provide samples for
assay.

25pl of brain homogenate + 25ul of capture buffer, 250
mM Tris pH 8.4, 5% BSA, 5% Triton X-100, 5% sarkosyl, + 65pl
of H:0.

To this sample 10pl of various concentrations of Trypsin
was added.

Wash Buffer
50mM Tris pH8.4 +1% sarkosyl

Method
Assay Protocol

1. Add 100pl of sample to plate and incubate at RT for 120
minutes.

"2.wash X 3 with 50mM Tria pHB.4 +1l¥sarkosyl and X 3 with
PRS.

3.Add 100pl of 4MGuSCN (in 20% PEG) and incubate for 10
minutas at 2-8°C.

4. Wash X 3 with PBS.

5.Add 100pl of Bio-Rad Platelia™ enzyme antibody
conjugate and incubate at 2-8°C for 50 minutes.

6.Wash X 5 with Blio-Rad Platelia™ wash.

7.Add 100pl of Blo-Rad Platelia™ substrate and incubate
for 30minutes in dark.

8.Add 100ul of Bio-Rad Platelia™ stop solution and read.

&5
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Rasults

S5mg of Positive

brain B163
Trypsin

(ng) oD

1000 0.135
100 0.14
25 0.169
10 0.173
1 0.068
0 0.068

Smg of Positive

braln SV10

Trypsin
(ng)

oD

—

2.858

0.894

Concluaion

The prasence of Trypsin

PCT/GB03/00838

appeara to have increased the

signal. It also appears that a broad concentration range of

Trypsin can be used without a detrimental effect on assay.
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Example 12: Demonstration of the specific binding of Prp*™ by
poly cations

Method

This example demonatrates the use of various poly
cations for specific capture of PrP%, The ligands were
eilther passively coated onto polystyrene microplates or
actively coated (i.e. bound), where appropriate, to maleic
anhydride plates.

Selective binding agent immobilisation

All the selective binding agents were immobilised
overnight at 16-25°C in 50mM carbonate buffer pH 5.6 at a
concentration of 10pg/ml., After immobilization, the wells
were washed x3 with PBS and then blocked with 5% (w/v} BSA in
PBS for 30 mins. After blocking, wells were washed x2 with
PBS beafore use. The PAMA dendrimer astarbust, poly L-lysine
and polyethyleneimine were coated onto both Maxisorp and
maleic anhydride microplates whereas the polybrean and
PDADMAC were coated onto the Maxisorp plates only.

Capture of PzrP™

1. BSE-infected bovine and uninfected bovine brains were
homogenized in distilled water following commerclally
defined protocols.

2.0.5 mg of homogenised brain was captured in ligand
coated wells in a total volume of 100pl 50mM Txis pH
8.3, 1% (w/v) N-lauroyl sarcosine, 1% (v/v) Trziton X-
100, 1% (w/v) BSA, 0.5mg/ml trypsin (porcine pancreas).
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3. After capture for 2 hours at 18-25°C the walls were
1% (w/v) N-lauroyl

washed x3 with 50mM Tris

sarcosine.

pH 8.3,

4. Tha wells wera then washed x3 with PBS and incubated for

10 mins with 100ul of

PEG E000 at 4-8°C.
5. The wells ware washad x3 with PBS and then incubated
with an anti-prion monocolonal antibody horseradish

peroxidase conjugate. .
6. After 60 mins the wells were washed x5 with PBS 0.1%
(v/v) Tween20 and 100ul TMB substrate added.
7. After 30mina the OD450 of each reaction was measured and
recorded (asee tabls below).

44 guanidinium thiocyanate, 20%

Besults
Binding Agent Pasasive Active adsorption
adsorption

Ponitive | Negative anit:l'va Negative
PAMA dendrimer 0.938 0.030 0.097 0.026
starburst
Polybreen 0.019 0.016 ND ND
Poly L-lysine 0.010 0.017 0.001 0.001
POADMAC* 1.628 0.037 ND ND
polyethyleneimine 0.118 0.030 0.402 0.055

* Aldrich 40903-0-mw

400,000 - 500,000
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Discussion

The pDADMAC and PAMR dendrimer starburst poly cations
work well as PrP*-gpecific ligands when passively coated to
polystyrene microplates. The pDADMAC works best in this
serias of binding agents. Polyathyleneimine works to some
degres when immobllised on malelc anhydride microplates
through its amino groups.

This experimant demonstrates that a variety of poly
cations can be used to specifically capture PrP* frem
infected brain under the given Capture Buffer conditions
used. These agents can be passively or actively immobilised
to pol_:ﬂtyr.ne surfaces. Other axperiments have demonstrated
that maximum eignal from 20mg of positive brain can be
achieved in the presence of 1% (w/v) N-lauroyl sarcosine in
the Captura Buffer; without N~-lauroyl sarcosine the aignal is
reduced. This illustrates that the capture agents perform
best under defined buffer conditions.

Example 13: Capture of aqgregated beta amyloid and tau in

Alzheimer’s brain and normal age-matched controls by
polycationic binding agent

Background

PDADMAC, under defined conditions, has been shown to be
specific for the capture of aggregated pathogenic prion
protein; nomal unaggregated prion is not captured. The
aggregated prion protein has an extensive beta-pleataed sheet
structure whersas normal prion 1is mostly alpha helix in
structure. It is postulated that the binding agent may
recognize othar aggregated beta-plsated shest proteins such
as beta-amyloid and tau aggregates that are found in

&7
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Alzheimsr’s disease. The experimants below were performed in
crder to investigata this hypothesls.

Meathad
1. 25%{w/v) homogenates of Alzheimer’s and age matched
control braing were prepared in distilled watar.
2.80ul of brain homogenate was made up to 100nl in
Capture buffer (50mM Tris pH 8.4, 1%(v/v) Triton X-100,
1% (w/v) N-lauroyl sarcosine, 1% (w/v) BSA) and added ta
10 polycationic-coated microwells (formed by. coating the
wells with poly (diallyldimethyl ammonium chloride)
(pDADMAC), (Aldrich Chemical Company Inc., catalogue
number 40,903-Q).
3. After incubation for 2 hours at room temperature, the
15 wells were washad three times with S50mM Tris pH 8.4,
1% {w/v) W-lauroyl sarcosine and then incubated with an
anti-tau monoclonal antibody in PFBS 0.1%(v/v)Tween20.
4. After 1 hour at room temperature wells were washad three
times with PBS 0.1%(v/v)Twean20. '
20 5. Immobilised primary antibody was datected with an anti-
mouse IgG horsaradish peroxidase conjugates following
standard procedures.
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Results
rain Classification [PD450
by brain bank
oaltive 1.85 |
JEositive 0.80
JPosit:Lve 0.61
JPoait.i.vs .45
Jlegative 0.05
Fegat.i.va FDB

5 Discussion
The polycationic binding agent enables capture of the
tau aggregates. When the captured tau is detected with the
anti-tau antibody, the Alzheimer’s disease brains all gava a
high positive slgnal whereas the negative control brains gave
10 a low negative signal. In conclusion, capturs with a
polycation under the specified conditions can enable
differentiation of Alzheimer’s disease brains from those
brains without the diseasa.

15 Example 14: Effect of different proteases and DNase on the
matrix inhibition of pDADMAC capturs of Prp™

Background
The effect of different proteases on the sffectiveneas

20 of capture of PrP'% to polycation-coated plates (formed by
coating the wells with poly (diallyldimethyl ammonium
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chlorids) {pDADMAC) , (Aldrich Chemical Company Inc.,
catalogue number 40,903-0) were investigated.

Method

1. 80pl of brain homogenate was mads up to 100pl by
addition of 20pl of Capturs buffer (250mM Trias pH 8.3,
5%(v/v) Triton X-100, 5% (w/v) N-lauroyl sarcosine, 5&
(w/v) BSA) containing different proteases and/or DNase,

2. The homogenates were then added to polycationic-coated
microwells.

3. After incubation for 2 hours at room temperature, the
wells were washed alx times with PBS. .

4. 100ul 4M Guanidine thioecyanate, 20% (w/v) PEG was added
to each wall.

5. After incubation for 10 minutes at room temperature
wells wers washed thres times with PBS.

6. 100pl of anti-prion protein horseradish peroxidase
conjugate (diluted 1:1500 in PBS 0.1% (v/v) Tweaen 20 and
5% (w/v) BSA) was addsd.

7. After 1 hour at room temperature wells were washed five

_ times with PBS 0.1%(v/v)Tween20.

8. Immobilised conjugate was detected with TMB solution
following atandard protocols.
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Resulta

Assessing effects of Chymotrypsin, Trypsin , DNase and
5 Proteinase K in Capture Buffer

Inffacted
or DNEase used bovine brain

Fo protease or DNase 0.122
hymo/Trypsin (Conc  both
§.25mg/ml) 0.139

se/Trypsin (Conc Img/ml
se, 6.25mg/ml Trypain) 3.639

ymo/Dnase (Conc 1mg/ml
ase, 6.25mg/ml Chymo) 0.616
Chymo/Dnase/Trypsin Conc
lmg /m1 Dnase, 6.25mg/ml
Chymo and Trypsin) 0.460
*rypsin(Conc 6.25mg/ml) 0.568
ymo (Conc 6.25mg/ml)} 0.171
se (Conc lmg/ml) 0.180
roteinase K (Conc 1mg/ml) 0.531
ronase (Conc 1.25mg/ml) 0.222

ronase (Conc 6.25mg/ml) 0.178
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Titrating Trypsin and Chymotrypsin concentrations in Capture

buffer

Infectad
Protsass used bovine brain
Trypsin 6.25mg/ml 0.732
Trypsin i.25mg/mi 0.726
Chymo 3.125mg/ml 0.56€
Chymo D.625mg/ml 0.433

Discussion

It has been demonatratad that the polycationic ligand
under certain conditions is specific for binding to PrP%.
However, the signal can ba reduced by matrix sffects derived
fram conatituents of the brain homogenate that can intarfere
with binding and xeduce the signal. This matrix effect can be
reducad and the signal from infected brain increased by the
use of proteases. Thia study shows that trypsin, chymotrypsin
and proteinase K are effective at removing the matrix
inhibition; pzonase (at the concentrations investigated) is
less effective. Trypsin at a concentration of 6.25-1.15 mg/ml
is equally effective whereas chymotrypsin is more effactive
as the concentration is increased. DNase has a demonstrable
but smaller effact on remcval of matrix inhibition.

22
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Example 15 : Effect of pH and salt on pDADMAC capture of
Prion Proteins

Background

The effects of pH and salt concentration on the
effectiveness of cepture of PrP% to polycation-coated plates
{formad by coating the wells with poly (diallyldimethyl
ammonium chloride) (pDADMAC), (Aldrich Chemical Company Inc.,
catalogue number 40,903-0) wers investigated

Method

1.80pl of brain homegenate was made up to 100pl by
addition of 20ul of Capture buffer (250mM Tris, see
Table for pH, S%(v/v) Triton X-100, 5% (w/v) N-lauroyl
sarcosine, 5% (w/v) BSA and 6.25mg/ml of Trypsain)
containing various concentrations of salt and adjusted
to various pHs was investigated.

2. The homogenates were then added to polycationic-coated
microwells.

3. After incubation for 2 hours at room temperature, the
wells were washed six times with PBS.

4.100pl 4M Guanidine thiocyanate, 208 (w/v) PEG was added
to sach well.

5. After incubation for 10 minutes at room temperature
wells were washed three times with PBS.

6.100pl of anti-prion protein horseradish peroxidase
conjugate (diluted 1:1500 in PBS 0.1% (v/v) Tween 20 and
5¢ (w/v) BSA) was added.

7. Aftar 1 hour at room tempsrature wells were washed five
times with PBS 0.1%(v/v)Tween20.
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8. Immabilised conjugate was detected with TMB aolution
following standard protocols and the OD450 of the
reactions measured.

5 Results
Effect of pH
Captuze Infgcted Pegetive bovioe
Suffer pi | bevioe bewin | brmis
5 0.177 0.119
6 0.082 0.1
&2 0.093 0.045
8.4 0.226 0.039
9 0.24 0.030
10 0.25 0.037
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Effect of salt

Infectad Uninfacted

Capture bovine bovine
Buffer brain brain
20mM

NaCl 0.476 0.038
T00mM

NaCl 0.361 0.039
[ 250mH

NaCl 0.191 0.028
1M NaCl 0.06 0.024
Discussion

As the pH of the Capéu:o buffar is lowered the signal
from the uninfected brain increases but the signal from tha
infected brain decreases. At pHs of greater than 8.0 the.
optimum positive to negative signal ratio is achleved.

As the salt concentration in the Captukre buffer ias
increased the signal from the infected brain progressively
dacreasss. This indicates that a low salt concentration or no
salt is the optimum condition for the PrP* capture.
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Example 16 : Effect of varying concentrations of N-lauroyl
sarcosine and protease on pDADMAC capture of PrPSc

Background

The effact of different N-lauroyl sarcosine
concentrations in the presence or absence of trypsin were
investigated on the effectivensas of capture of PrP3c to
polycation-coated plates (formed by ccating the wells with
poly (diallyldimethyl ammonium chloride) (pDADMAC), (Aldrich
Chemical Company Inc., catalogue number 40,903-0} were
investigated.

Method

1. 80pl of infected brain homogenate was made up to 100nl
by addition of 20ul of Capture buffer (250mM Tris pH
8.3, 5%(v/v) Triton X-100, 5% (w/v) BSA) contalaning
different concentrations of protease and N-lauroyl
sarcosine.

2. The homogenates were then added to polycationic-coated
microwaells.

3. After incubation for 2 hours at room temperature, the

" wells were washed six times with PBS.

4. 100pl 4M Guanidine thiocyanate, 20% (w/v) PEG was added
to esach well.

S. After incubation for 10 minutes at room temperaturs
wells were washed three times with PBS.

6. 100pl of anti-prion protein horsaeradish peroxidase
conjugate {(diluted 1:1500 in PBS 0.1% (v/v) Tween 20 and
5% (w/v) BSA) was added.

7. After 1 hour at room temperature walls were washed five
times with PBS 0.1%(v/v)Tween20,.
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8. Immobilised conjugate was detected with TMB solution
following standard protocols.

Resulta

Delorgent and

protssss usad In

Capture Buffer Concantrations of egent used | OD450
Nelsuroyl sarcosine .2_ 008
Trypein 125mg/ml

N-auroyl sarcosine | 2.8% 1.181
Trypein 1 Z8mg/mi :
N-auroyl sarcosing | 5% 2267
Trypain 128mg/mi

N-auroyl sarcosing 1 2028
Trypsin 129mgimi

N-lauroyl sarcosine | 0 0471
Trypsin S25mgiml

N-lauroyl sarcosine 259 2384
Trypsin 8.25mg/mi

N-auroyl sarcosine | 5%

_ | Trypain 8.25mg/ml 2728
N-lauroyl sarcogine | 10.0% 2083
Trypsin 8.25mg/ml
Discussion

In the absence of N-lauroyl sarcosine there is no signal
from the infected brain with low concentrations of trypsin.
At higher concentrations of trypsin, however, scme signal is
restored in the absence of N-lauroyl sarcosine.

Whilst the invention has been deacribed with particular
raference to preferred embodiments thereof it will be
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appreciated that many modifications and variations thereof
are possible within the general scope of the invention. Any
variation of the invention as explicitly claimed which would
operate in the same way to produce the same result is to be
within the protection conferred by the application.

In this specification, unless expresaly otherwise
indicated, the word ‘or’ is used in the sense of an cperator
that returns a true value when either or both of the stated
conditions is met, as opposed to the oparator ‘exclusive oz’
which raquires that only one of the conditions is met. The
word ‘cowmprising’ is used in the sense of ‘including’ rather
than in to mean ‘consisting of’. .
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1.

CLAIMS

A process for the selactive binding of an aggregating
abnormal form of a prctein in the preaence of the non-
aggregating normsl form of the protein, comprising
contacting under 'ulectivn binding conditiona a matsrial
containing both said abnormal and normal forms with a
binding agent which ias a polyicnic material having a
binding avidity for said aggregating form of said
protein as present in the sample.

A process as claimed in claim 1, wherein said selective
binding conditions include the presence of a competition
agent in asolution, which competition agent has ionic
groups having s lesser binding avidity for the abnormal
form of the protein than does the polylonic material.

A process as claimed .in claim 1 or claim 2, wherein the
binding agent 1a protease resistant.

A process as claimed in any preceding claim, wherein a
protease is present during said binding or wherein said
protein is exposed to the action of a protesase after
baing bound.

A process as claimsd in any preceding claim, wherein the
binding agent 1is a polyanionic material having a
multiplicity of anicnic groups oxr a polycationic
material having a multiplicity of cationic groups.

74
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10.

11.

1z2.

13.

70

A process as claimed in Claim 5, wherein said polyionic
material has a multipliclty of anionic groups which are
sulphate, carboxyl or phosphate groups or a multiplicity
of cationic groups which are amino groupa, imine groups
or quaternary ammonlum groups.

A process as claimed in Claim 6, wherein the asaid
polyionic material is a polyanionic polyglycosida,

A process as claimed in Claim 7, wherein the polyanionic
polyglycoside is a polysulphaonated polyglycoside.

A process as claimed in Claim 8, wherein the pglyanionic
polyglycoside ia & polyanionic pentosan derivative or
dextran derivative.

A process as claimed in Claim 9, wherein the poly-
sulphonated polyglycoside is pentosan polysulphate (PPS)

or daxtran sulphate.

A process as claimed in Claim 5, wherein said polyionic

‘material is hexadimethrine bromide, PAMAM dendrimer,

roly L-lysine, pDADMAC or polyethyleneimine.

A process as claimed in any preceding claim, wherein the
competition agent has a lesser density of ionic groups
than the polyionic material.

A process as clalmed in claim 12, wherein the
competition agent is anionic.

KO
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14.

15.

15-

17.

18.

15.

21.

71

A process aa clalmad 1in claim 13, whezein the
campetlition agent is an anionic detergent.

A process as claimed in Claim 13, -whe:e:'.n the
compatition agent is an amino acid amide of a fatty
acid.

A process as claimed in Claim 15, wherein the
competition agent is n-~lauroylsarcosine.

A process as claimed in any preceding claim, wherein the
pH is such as to promote said binding of the binding
agent to the abnormal form of the protein.

A process as claimed in Claim 17, wherein the pH ia from
8 to 9.

A process as claimed in Claim 18, wherein the pH is from
8.2 to 8.6.

A process as claimed in any preceding claim, whexain a
detergent is present which promotes binding of the
binding agent to the abnormal form of the protein.

A procesa as claimed in any preceding claim, wherein
said binding agent after binding to sald aggregated
abnormal form of the protein is captured with an
immobilised capture agent.

&/
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22.

23.

25.

27.

T2

A process as claimed in Claim 21, wherein said capture
agent is a lectin or an antibody reactive with said
binding agent.

A process as claimed in Claim 21, wherein the said
binding agent is provided with a selectively bindable
tag molety and said capture agent binds to said tag
molaty.

A prt;ceaa 23 claimed in any one of Claims 1 to 20,
wharein the binding agent is immobilised to a solid
madium prior to exposure to said abnormal form of the
protein.

A proceas as claimed in Claim 24, wherein the medium is
a substrate having said binding agent coated thereon.

A process as clajmed in Claim 24, wherein the binding
agent ls provided with a salectively bindable tag molety
and is immobillised to said solid medium via said tag
molety.

A process as claimed in Claim 23 or Claim 26, wherein
said bindable tag molety i1a bilotin, fluorescein,
dinitrophenol, digoxyrenin, a nucleic aclid or nuclelc
acid analogue sequence or (His)6.

A process as clalmed in any one of Claims 1 to 20,
wherein said bindng agent in a solid which provides a
surface having sald binding avidity.

K2
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30.

al.

32.

3.

13

A process as claimed in Claim 28, wherein the surface is
that of a polymer having lonic groups covalently bended
within the structure of the polymer or produced by
modification of surface groups of the polymex.

A process of assay for the presence of an abnormal
aggregating form of a protein in a sample, sald proceas
comprising the binding of sald abnormal form protein
according to any preceding claim followed by dete:r.:mining
the existence or amount of binding of the protein to the
binding agent.

A process as claimed in Claim 30, wherein said binding
is qualitatively or quantitatively determined by
conducting an immunoassay for the aggregating form of
the protein.

A process as claimed in claim 30 or claim 31, wherein
the binding of the abnormal aggregating form of the
protaein is conducted selectively in the presence of the
normal non-aggregating form of the protein and bound
aggregated form protein is-then separated frem non-bound
normal form protein and thersafter said determination of
the existence or amount of said binding is determined.

A process as claimed in any preceding claim, wherein
said abnormal form of a protein is PrP% and said normal
form is Pr¥°.
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36.

37.

39.
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A process for separating PrP* from PrP° comprising
sslectively binding PrP™ to a binding agent in the
presencs of an amino acid amide of a fatty acid.

A process as claimed in claim 34, wherein the binding
agent ls a polylonic material.

A process as claimed in claim 34 or claim 35, wherein
the amino acid amide of a fatty acid is N-
lauroylsacrosine. ’

A process as claimed in any one of claims 34 to 36,
conducted at a pH of from 8§ to 9.

A binding agent which is & polyanionic polyglycoalde,
hexadimethrine, or a polycationic binding agent
conjugated to a bindable tag mo:.l.oty, whereby the binding
agent can be immobilised to a solid medium by the
binding of said bindable tag molety to a capture agent
on said solid medium.

‘A selective binding agent as claimed 4in Claim 38,

wherein the binding agent i1s a polysulphonated
polyglycosida.

A selective binding agent as claimead in Claim 39,
wherein the binding agent is a polysnionic pentosan
derivative or daxtran derivative.

¢4
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41. A selective binding agent as claimed in claim 38,

wherein the binding agent is a polycationic material
selected from hexadimethrine bromide, PAMAM dendrimer,
poly L~lysine, pDADMAC or polyethyleneimine.

&/
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ENLACE DE FORMAS PATOLOGICAS DE PROTEINAS DE PRION

Descripcién de la Invencién

La presente invencién se refiere al uso de agentes de
enlace resistentes a la proteasa, tipicamente, a materiales
poli-iénicos tales comc materiales polianiénicos, gue

incluyen polisulfato de pentosan, sulfato de dextrano u otros

. poliglicésidos polianiénicos ¢ materiales policatidnicos gque

incluyen polibreno, dendrimeros de poliamidoamina o
éoli(cloruro de dialildimetilamonio), opcionalmente bajo
condiciones selectivas para capturar la forma autorreactiva o
patolégica de la proteina prién PrP® y proteinas que se
agregan similarmente a las formas anormales de proteinas que
no se agregan en su forma normal.

Las enfermedades del prién, también referidas como
encefalopatias espongiformes transmisibles o. TSE, se han
reconocido recientemente. La encelopatia espongiforme bovina
(BSE) se reportd por primera vez en 1985. Los primeros casos
de la enfermedad de Jacob Creutzfeldt (vCJD) se reportaron en
1996. Se cree que la vCJD es una enfermedad neurodegenerativa
fatal en 1los humanos provocada por el consumo de carne
contaminada con BSE. El tiempo de incubacién a partir de la
infeccién hasta los sintomas clinicos en el humano, puede ser
de varios aiflos.

El danico componente identificado del pridén, el agente
REF: 158154
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que provoca las enfermedades del prién, es PrP%, una isoforma
anormal de PrP® (PzP% se refiere también como PrP™ y PrP° se
refiere también como PrP™®). El PrP ge ha considerado
previamente porque se distingue del PrPf® debido a que es
relativamente resistente a la proteasa. Sin embargo, se ha
publicado recientemente que existe una forma susceptible a la
proteasa de P:r:'P"", es decir, exiate una forma infecciosa de
PrP que es susceptible ‘a la proteasa.

Puede ser que la PrP* susceptible a la proteasa pero
infecciosa sea capaz de agregar (es. decir, se agrega en la
naturaleza) pero que todavia no Bse agrega © al mnmenos se
agrega s86lo parcialmente.

Ambas formas susceptibles a la proteasa e insensibles a
la proteasa de PrP y porciones centrales de PrP% surgen
después de -la digestiém de la proteasa parcial (referida
frecuentemente en el arte como PrP? ) raferidas en 1la
presente como PrP*® excepto cuando el contexto indica que
significa wuno especifico de estos. También, el término
“proteinas de agregacién* se usa para incluir tanto Prp*
resistentes a la proteasa agregada y formas similares de
otras proteinas, as{ como a las formas parcialmente agregadas
o no agregadas infecciosas de PrP*® u otras proteinas que
pueden incluir el PrP% infeccioso susceptible a la proteasa
observado recientemente.

El PrP° es una glicoproteina anclada al GPI con una
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funcién desconocida. A pesar de que otrog marcadores de
enfermedades del prién se han sugerido, el PrP*° permanece no
solo en el componente prién obligatorio, sino también el
marcador aceptadc universalmente y confiable sSlo para esta
familia de enfermedades.

La metodologia favorecida actualmente para el ensayo en

presencia de PrP*™ es someter una muestra a la proteolisis con

~ la proteinasa K durante un periodo suficiente para destruir

el PrP° y determinar entonces, la presencia de PrP* que
Qobrevive a un inmunoensayo usando un anticuerpe que no es
selectivo para PrP* en presencia de PrP* (Serban et al.,
Neurology, Vol. 40, No. 1, Ene 1950). El uso de la proteasa
excluye naturalmente la presencia de un anticuerpo comoc un
agente de captura o como un agente de deteccién durante la
etapa de la proteolisis. La proteasa debe eliminarse o
desactivarse antes de que el anticuerpo pueda introducirse.
Seria deseable evitar esta limitacién en el procedimiento.

El ensayo depende de la eliminacién completa de PrP° para
evitar positivos faleos y en las condiciones que tampoco son
como para degradar el PrP* para evitar negativos falasos.
Tales condiciones de proteolisis selectiva necesitan ser
desarrolladas para cada tipo de muestra que va a ser
ensayada. Be limita la sensibilidad del ensayo resultante.
Por ejemplo, en ensayos del tejido de c¢erebro bovino, la

senaibilidad puede 85lo ser tal que se obtenga un resultado
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peeitivo confiable aproximadamente en el tiempo en el que el
animal habria mostrado probablemente sintomas clinicamente
observablea de BSE. Asi, el ensayo tiene un limite de
sensibilidad en la regién de 1 pg/ml, que corresponde a 10%-
105 unidades de infeccién de priénm.

Existe 1la necesidad de ©pruebas de diagné&sticos
easpecificos y mis sensibles para las enfermedades de prién.
En particular, se requiere una prueba antes de morir usando
muestras de sangre u otros tipos de muestras de sangre para
evaluar el estadoc de 1la enfermedad de un animal en
particular. En la ausencia de tal, una vez que se identifica
un animal afectado dentro de un rebaflo, se requiere de un
método de sacrificio extensivo de ganadec vacuno. Es +vital
nuevamente, que se desarrolle una prueba diagnéstica para
seleccionar a la poblacién humana y para proteger a 1los
individucs de la infeccién potencial de eangre donada,
procedimientos quirtirgicos, Srganos y transplantes de tejido.

Ambas UB59877324 y US6221614 deacriben loas métodos de
enlace de PrP* usando &cido fosfotungstico (PTA). El1 PTA es
una proteina no especifica precipitante gque también se
enlazara a, Y precipitard a un amplio rango de proteinas
distintas de PrP'°. La concentracién de proteinas en 1la
miestra también afectarid grandemente la recuperacién usando
PTA.

Se ha informado que el plasminégeno enlaza Prp*
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selectivamente con xespecto a PrP° y se propuso usar en
ensayos diagnb6sticos (Fischer et al., Nature, 2000, Nov 23,
408 (6811): 479-83). Sin embargo, este método no ha
demostrado ser lo suficientemente Gtil en la practica. El
plasminégeno también se identifica en una descripcién
relaciocnada, la US 2002/0004586 es un factor que se enlaza
gselectivamente al Prpc,

De conformidad con la US ¥©419916 y las descripciones

relacionadas, el compuesto de poliamina Superfect” (una
mezcla de poliamina ramificada producida mediante 1la
de_gradacién inducida por calor ‘de un dendrimero PAMAM) vy
otras poliaminas ramificadae similares son capaces de
eliminar el PrP* de cé&lulas in wvitro. El mecanismo es
incierto. Se especula que tales compuestos pueden enlazarae
directamente al PrP* colocados como un amiloide con porciones
cargadas negativamente expuestas e inducir wun cambio
conformacional bajo condicionea &cidas. Se dice que el efecto
no puede involucrar simplemente el enlace de PrP% e inhibir
la sintesis de DPrP*® debido a que el PrP®® existente se
elimina. Se encuentra que la poliamina elabora PrP% sensible
a la proteasa proporciona un-pH que estd por debajo de 4. Se
deduce que las poliaminas actian en un compartimiento celular
Scido en los experimentos de depuracién de PrP5¢ in vitro.
Pareceria a partir de este trabajo, que serfa

egpeculative el concluir que tales poliaminas enlazan Prp#°.
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Se promueven un nimero de otras posibilidades. No se promueve
o suglere alguna aelectividad para enlazar PrP® en Prp°.
Ademés, no puede deducirse que cualquier enlace gque se
presente sea mds que transitorio, que sdlc sirve para alterar
la conformacién de PrP°° de manera gque se permita atacar a la
proteasa. También, la acclién de las poliaminas se presenta
para zrequerir un pH  Dbajo. De hecho, las propias
investigaciones demuestran que tales poliaminas de
dendrimeros no enlazan PrP* en tal pH bajo.

El polisulfato de pentosan (poli-b-xilosa-2,3-
disulfonato, PPS}) es uno de un rango de poliglicésidos
polisulfonados grandes (PGs) (PM 8,000~12,000). Elaborado a
partir del haya, es un compuesto econdmico que ha sido usado
durante muchos afioe como un anticoagulante similar la
heparina, también un PG. Los PG incluyen PPS y otros
polianiones gque 8son conocidos por enlazar PrP° y PrP
recombinante (recPrP), ver por ejemplo, Brimacombe DB et al,
Biochem J, 1999 Sep 15; 342 pt 3, 60S5-13. El PPS ha sido
propuesto como un agente terapSutico para prevenir o tratar
enfermedadee de TSE. Sin embargo, no se ha demostrado
eliminar el PrP° existente in vivo ¢ in vitro.

En la fabricacién, el aserrin de la haya se extrae para
producir el polimero de azlcar soluble de xilosa (un azdcar
de anillo de cinco miembros) llamado pentosan. Este p limero

se somete entonces a una reaccién de sulfatacién usando una
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mezcla de &cido clorosulfdnico y piridina, que resulta en 3
de 4 de todoe los hidroxilos de anillo del azicar, que tiene
un é&ster de psulfato agregado a ellos. El1 contenido de
sulfatos totales es entonces de 50-55% en peso que B mayor
al de la heparina, el cual es de aproximadamente de 30-35%.
La otra molécula similar que se acerca a este grado de

sulfatacién es el sulfato de dextrano (40-45%). El pentosan

_tiene un peso molecular bajo de 3.5 a 7.0 K.

No se ha reportado ninguna selectividad para enlazar
éolianiones o policationea de PrP*® con respecto al enlace de
PrP°. ‘Borprendentemente, se han establecido condiciones bajo
las cuales los materiales poli-iénicos enlazan proteinas
alteradas agregadas del tipo PrP®™ , ademis se han eatablecido
condiciones bajo las cuales tales polianiones enlazan estas
formas anormales pero que no enlazan sus formas normales no
agregadas del tipo PrP°, el enlace es suficientemente fuerte y
Be realiza bajo condiciones preferidas lo suficlentemente
selectivas para ser (Gtiles en ensayos en presencia de una
proteina alterada agregada (por e:-iemplo, PrP®s) .

Por 1o tanto, es necesario proporcionar en un primer
aspecto de la invencidn, un proceso para enlazar
selectivamente una forma anormal de agregacién de una
proteina, en presencia de la forma normal de no agregacidén de
la proteina, gque comprende ponerse en contacto bajo

condiciones de enlace selectivas, un material que ase pone en
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contactc con ambags formas, normales y anormales con un
material poli-idnico, que tiene .una avidez de enlace para
dicha forma de agregaciénm de la proteina como se presenta en
la muestra. Las condiciones de enlace pueden incluir la
presencia de un agente de competencia en eolucibén, en las
cuales el agente de competencia tiene una avidez de enlace
menor para la forma anormal de la proteina que hace el
material poli-ifnico.

El material poli-ib6nicco puede estar en solucidn o puede
proporcionar una superficie que prese'nta grupos de superficie
iSnica. En el dltimeo caso, la superficie puede ser de un
polimero gque tenga dichos grupos i6nicos enlazados
covalentemente dentro de 1la estructura del polimero o
producirse mwmediante la wmodificacién de 1los grupos de

superficie del polimero. Un ejemplo de un polimer

. polianiénico adecuado es Nafion, un polimero de hidrocarburos

sul fonado perfluorado disponible en forma de cuentas como
hojas. Pueden usarse también polimeros policatiénicos.
Alternativamente, la superficlie es de un sustr t que
estd cubierto o enlazado a una sustancia que presenta dichos
grupcos idénicos. Un ejemplo de un pé:limero adecuado que tiene
tales grupos de superficie es una superficie pléstica no
cargada, activada con anhidrido maléico y derivada con TRIS
para producir una superficie de grupos carboxilo o con un

material policatidnico. ILos policationes o polianiones pueden
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cubrirse en cambio pasivamente en polimeros tales como
poliestirenoc.

En el caso de un material polianiSnico, ya sea que se
usen en soluciones o revestidos en una superficie sé6lida, el
material polianidnico puede ser preferiblemente un
poliglicéside polianidnico.

Generalmente, el agente de competencia tiene una

. densidad menor de grupos iénicos que el material poli-idénico.

S8in limitarse a la teoria, es probable gque los resultados
descritos en detalle aqui se deba a las formas anormales de
agregacién de la proteina, que tienen mis sitios de enlace
para la interacciSn con los grupoa id6nicos que la forma
normal de no agregacién de la misma proteina. Un agente de
competencia gque tiene uno o unos pocos grupos idnicos es
capaz de interactuar con una cierta avidez ya sea c n las
formas de agregaciém o de no agregacidSn de la protefina, pero
un material poli-iSnico es capaz de enlazar la forma agregada
de la proteina simultéineamente a través de muchoa grupos
iénicos, llevando a que tengan una avidez méas aita para la
agregacifn que para la forma de no agregacién.

lLos resultados experimentales con cerebros bovinos
infectados indican que tanto los polianiones inmovilizados
(tal como sulfato de dextrano) y policationes (tales como
pelietilenimina) permiten capturar la forma anormal de la

proteina de prién PrP* en homogeneizados del cerebro. La
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sefial obtenida usando wun —conjugade de proteina de
anticuerpo/enzima de anti prién es aproximadamente de 3 a 5
vecea wiAs para la mejor superficie de captura policatibnica
que para la mejor superficle de captura polianidnica.

En ambos casog, el detergente Sarkosyl (N-laurolil-
sarcosina) puede actuar como un agente de competencia wGtil
para mejorar la especificidad de captura de la pr teina
anormal y evitar una sefial de la proteina de prién normal
cuando usa un anticuerpo anti-priém no especifico. También,
al digerir parcialmente la muesi.:ra con tripsina, ae
incrementa sustancialmente la seflal de PrP* cuando se usan
tanto compuestos policatidénicos como polianidnicos, pero no
se tienen efectos especificos (gque indiquen que baj 1las
condiciones empleadas, la tripsina elimina un inhibidor de

poliiocnes que enlaza Prr®, mSs bilen, que digieren

_ preferencialmente PrP°, como se ha observado en la proteinasa

K) .

Se informa en la literatura cientifica que el PrpP*™ gse
asocia nativamente con loa polianiones tales como los
heparanos. Es probable gque estos polimeros cargados
negativamente interactisn con una regitn cargada
poaitivamente de la estructura PrP® y que podria haber
miltiples interacciones con las proteinas agregadas.

Se propone que un polianidén tal como el sulfato de

dextrano o polisulfato de pentosan sea capaz de enlazar a la
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estructura PrP* con una avidez wmucho més alta que los
heparanos nativas y puedan desplazar los compuestos
endégencs. Asi, laos polimeros con cargada altamente negativa
inmovilizados en una superficie, puedan capturar
eapecificamente la proteina de prién anorm;:tl. La proteina
prién normal es de no agregacién y nc tiene tal interaccidn

de afinidad alta con los heparanos endbSgenos o© con los

. polianicnes tales como el sulfato - de dextrano. Bajo

condiciones de ensayo elegidas en presencia de aniones de
afinidad reducida tales como el detergente Sarkosyl mejora la
especificidad de captura todavia mis alla de competir con el
polianién inmovilizado para los sitios de interaccién de Prp**
de afinidad reducida.

En contraste, se sugiere que un policatién no pueda
desplazar a los heparancs endSgence de la estructura Prp*c. Se
sugiere que debe en cambio formar complejos directamente con
el heparano/agregado PrP®® agregado, formando una interaccién
iénica con las cargas negativas libres en el heparano. As{i,
en eata configuracién el complejo de heparano/PrP* intacto
nativo se enlaza firmemente al policatién inmovilizado aunque
en el caso de un polianidn immovilizado, se captura en lugar
de la estructura Prp' =*desplazada® no nativa. Esto
proporciona una explicacidén del porque la sefial mis alta se
obtiene con las mejores superficies de captura catidnicas, en

las gue la competencia mediante polianiones para los
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heparanos enddgencs no puede ser 1l00% eficiente y no todos
los agregados PrP*® se enlazan mediante los polimeros cargados
negativamente.

Los agentes de captura aniénicos pueden preferirse
cuando la proteina de agregacién no se espera que sea
enlazada nativamente wediante el heparanc nativo, por
ejemplo, cuando la nmuestra es sangre o un suero o similares
mis .que un tejido.

Ademis de las interacciones idnicas propuestas, pueden
haber enlaces hidrofSbicos adicionalles entre otras regiones
del agregado de PrP*® y los polimeros empleados. Estos
fortalecerfin ademfés las interacciones de enlace.

*Avidez" se usa en la presente como un significado usual
de la resistencia de enlace completo de una molécula con

muchos sitios de enlace, con un agente de enlace multivalente

'y en contraste con "“afinidad” es la resistencia de enlace

entre cada sitio de enlace individual, de la molécula y del
agente de enlace.

El agente de competencia si se usa, es preferiblemente
una amida de amino&cido de un @&cido graso, tal como n-
lauroilsarcosina. Tales materiales tienen propiedades
detergentes, pero en este contexto puede estar actuando bien
simplemente como un agente de enlace monovalente via su grupo
CO0”~ terminal © como agentes parcialmente polivalentes a

travéa de la formaci®n de micelos.
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En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un proceso para el enlace selectivo de una forma
anormal agregada de una proteinma en presencia de la forma
normal no agregada de la proteina, que comprende poner en
contacto un material que contiene dichas formas anormales y
normales con un poliglicésido polianidnico bajo condiciones

tales como proporcionar un enlace selectivo de dicha. forma

_anormal.

En las modalidades preferidas de cada aapecto de la
invencién, dicha forma anormal de una proteina es Prd* y
dicha forma normal es PrP°. §in embargo, la invencidn en todas
estas formas en ampliamente aplicable para enlazar
selectivamente formas de agregaciSn anormales de proteinas.

Los agentes de enlace selectivos policatiénic s gque
pueden usarse incluyen polietileneiminas, poliaminas gque
incluyen polilisinasg, peliamidoaminas, por ejemplo,
dendrimeros PAMAM, aminas policuaternarias tales como
poli(cloruro de dialildimetilamonio) y polimetobromuro de
1.5-dimet.‘..1-1,S-diazaundecametilehg' (también conocido como
bromuro de hexadimetrina ¢ Polibreno).

El peoliglicésido polianiénico preferido es un
poliglicésido polisulfonado. 8in embargo, pueden vusarse
también o en cambio otros sitios aniénicos tales comc grupos
&cidos carboxilicos ¢ grupos fosfato.

Preferiblemente, el ©poliglucdeido polisulfonado es
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polisulfato de pentosan (PPS) o sulfato de dextrano.

Otros derivados de dextranc © pentosan polianidnicos
pueden usarse como el poliglicéSsido polianiénico.

Se prefiere un nivel elevado de sulfonacién ({u otrxoc
grupos anidnico).

Los niveles de =sulfonacién de las carrageninas,
dextranos y pentosan son elevados. §i1i una proporcién baja de
los .sitios de sulfonacién potencial se toma actualmente por
loa grupos aulfato, entoncea puede encontrarse que 1 s
compuestos no interactGan con los aitios de enlace en el Prp5c
gselectivamente.

Los agentes de enlace ‘selectivos anidénicos pueden
incluir:

Polisulfato de pentosan (PM 3500-5000), eulfate de

dextrano 500 ({(PM 500,000), Iota-carragenina, Lambda-

_carragenina y carrageninas, por ejemplo, Kappa-carragenina,

heparinas y heparanos, sulfato de dextrano 8 (PM 8,000),
poliglicésidos sulfonados tales como fucoidan, sulfato de
queratina, polisulfato de dcido hialurdnico, &cido colominico
(dcido polisiélico bacterial), tipos de carragenina iii y iv,
sulfato de dermatano, sulfato de heparano, furcelarano,
polisaciridos disponibles comercialmente, por ejemplo,
polisorbato, sizofirano, goma xantana, almidén, compuestoc de
celulosa, pectina, mucina géstrica, ceratonia, agares, goma

de acacia, glicdsido sulfatado 1, glicSsido sulfatado 2, N-
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acetil-D-gluceosaminas ¢ &cide L-idurénico de sulfato. de
Dermatan.

El material poli-iSnicc puede ser unc seleccionado por
tener la capacidad bajo condiciones no aselectivas para
enlazar tanto las formas autorreactivas o alteradas de
agregacién de una protefna, y también la forma normal de no

agregacién de la proteina as{ como la habilidad para enlazar

la forma de agregacién selectivamente bajo condiciones

apropiadas.

La selectividad deseada se obtiene mediante el ajuste
adecuado de las condiciones de la reaccién, particularmente
la presencia y concentracién del agente de competencia, el pH
y la detergencia. Por 1.o tanto, el pH se selecciona
preferiblemente para proporcionar dicho enlace selectivo,

El pH es preferiblemente de 5.6 a 9, por ejemplo, de 7 a
9, mds preferiblemente de 8 a 9, por ejemplo, de 8.2 a 8.6,
especialmente 8.4, particularmente cuando se usan los
detergentes descritos abajo. Las sgoluciones amortiguadoras
incluyen soluciones amortiguadoras de fosfato y soluciones
amortiguadoras Tris.

La concentracién de la sal es preferiblemente no mayor
que 250 mM y preferiblemente menos significativa, por
ejemplo, no arriba de 100 mM.

Preferiblemente, est& presente un detergente que

promueve dicho enlace selectivo ya sea en virtud de su
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detergencia © mediante su comportamiento como un agente de
competencia.

Se prefiere particularmente para este propbésito,
detergentes que son una amida de amincdcido derivada de un
dcido graso, por ejemplo, n-laurilsarcosina u otras
sarcosinas de Acldos grasos. Se prefiere especialmente la
presencia de tal agente detergente/competencia cuando el
agente selectivo es polianiénico.

Preferiblemente, la concentracién de este detergente es
al menos de 0.5% en peso, mis preferiblemente al menos de
0.1%, preferiblemente al menos de 0.2%, por ejemplo, de 0.2 a

2%, mis preferiblemente de 0.5 a 1.5% pero pueden usarse

cantidades més grandes.

Pueden usarse otros detergentes que tienen un efecto
gimilar, que incluyen CHAPS, Octil-B-glicéaido, Tween 20,
Triton X-100 y Nonidet P-40. Sin embargo, es indeseable el
uso de concentraciones altas cie dodecilsulfato de sodio
(SDS). Las combinaciones de sarcosina de n-laurcil (o
similar) con otros detergentes son adecuadas, preferiblemente
que contengan de 0.5 a 2%, por ejemplo, de aproximadamente 1%
de detergente de sgarcosina, por ejemplo, con 0.5 a 2%, por
ejemplo, de aproximadamente 1% de uno de los detergentes
listados arriba, particularmente Triton X-100 o Nonidet P-440.

Se ha encontrado que la presencia de tripsina,

quimotripsina, proteinasa K u otra proteasa puede ser fitil
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para evitar la inhibicién mediante materiales desconocidos
del enlace de la proteina de agregacidn a ambos agentes de
enlace selectivos policatidnicos o polianiénicos. Este es
egpecialmente el caso en dénde la muestra contiene un nivel
relativamente alto de otras proteinas tales como en el caso
en el que una muestra de cerebro negativa PrP* ge .diluye con

un material de cerebro del PrP* negativo. La prevencién de la

inhibicién de matriz adicional puede obtenerse incluyendo

otras enzimas de una naturaleza degradante que incluyen Dnasa

Yy 'colagenasa.

El agente de enlace selectivo después de enlazarse a
dicha forma anormal de agregacién de la proteina puede
capturarse con un agente de captura inmovilizado y puede
determinarse la presencia o cantidad de un complejo formado
entre dicho agente de enlace selectivo y dicho agente de
captura.

Dicho agente de captura puede ser una lectina {(cuando el
agente de enlace es adecuado, por ejemplo, es un
poliglicéaido), o un anticuerpo reactivo con dicho agente de
enlace selectivo. Dicho agente de enlace selectivo puede
proporcionarse con una porcién de etiqueta enlazada
selectivamente y dicho agente de captura puede entonces
enlazarse a dicha porcién de etiqueta.

Opcionalmente y altermativamente, el agente de enlace

gelective se inmoviliza a un medio 88lido previo a 1la
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expoaicién de dicha muestra. El agente de enlace selectivo
puede ser proporcionado con una porcidn de etiqueta enlazable
Y puede ser inmovilizado al medio sélido via la etiqueta.

Cuando se presenta una porcién de etigqueta enlazable
puede ser por ejemplo, biotina, fluorescina, dinitrofenol,
digo:;:igenina o (His)e.

El agente de enlace selectivo puede ser inmovilizado
directamente a un €8lido mde bien a través de una etiqueta
enlazable. Por ejemplo, la_'PG puede acoplarse directamente
mediante un acoplamiento covalente- a través de grup s
hidroxilo restantes del PG usando fases s&lidas derivadas
mediante por ejemplo, grupos epoxi o vinil sulfona.

En cada aspecto de la invencién, ya sea que el enlace de
la proteina anormal tenga lugar antes o después de 1la

inmovilizacifn o captura del agente de enlace gelectivo, los

. complejos de proteina anormal/agente de enlace selectivo

inmovilizados se someten preferiblemente a una etapa de
lavado para eliminar la proteina normal para mejorar la
selectividad. La etapa de lavado se conduce preferiblemente
usando una eolucidén que contiene el agente de competencia,
que puede sger una 8golucién de detergente, gque comprende
preferiblemente de nuevo un detergente ya sea en virtud de su
detergencia o que por otra parte promueve un enlace
selectivo. Se prefiere una amino amida derivada de un é&cido

graso, por ejemplo, sarcosina n-lauroilo u otra sarcosina de
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dcido grasc. Preferiblemente, la concentraci{_m del detergente
de sarcosina en la etapa del lavado es al menos de 0.5%
preferiblemente al menos de 0.1%, mAs preferiblemente al
menos de 0.2%, por ejemplo, de 0.2' a 2%, preferiblemente de
0.9 a 1.5%. Otros detergentes pueden estar presentes y el
lavado se amortigua preferiblemente a un pH en el rango de
5.6 a 8.4.

El enlace de PrP* (u otra proteina anormal) puede ser
cualitativamente ¢ cuantitativamente determinado mediante la
conduccién de un inmunoensayo de PrP%* .{ u otra proteipna de
agregacién) después de la separacién de enlacea de PrP* a
partir de un no enlace de PrP* (u otra proteina en forma
normal) .

También, una wvez gque la forma de agregacién de la
proteina ha sido unida selectivamente y opcionalmente después
la forma normal ha sido eliminada, el material polianiénico
adicional, por ejemplo, poliglicSeido anisdnico (etiguetado
adecuadamente con una etiqueta o etiqueta detectable) puede
unirse ya a la proteina de agregacidn de unién para formar un
intercalado (por ejemplo, una etiqueta de poliglicéasidos de
protefina agregada con poliglicésidos) que pueden entonces ser
cuantificados o detectados. Las condiciones selectivas pueden
no ser necesariae cuando se lleve a cabo la segunda parte de
la formacién del intercalado.

Como se mencloné arriba, el agente de enlace selectivo
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puede ser inmovilizado a2 un material 8é6lido ya sea a:;tes o
después de estar en contacte con la proteina alterada. la
separacién de la muestra del material sflidoc puede entonces
usarse para eliminar la forma de proteina del ensayc que deja
solamente la forma alterada para una determinacién adiciaonal.
En. egte contexto, los materiales de soporte s6lidos
incluyen no solo materialgs manipulables o© macroscépic s
tales como placas de microtitulacidn, dispositivos de flujo
laminar y tiras reactivas, sino también microperlas vy
microperlas supermagnéticas, que pue&en separarse lmediante
filtracién o mediante captura magnética. La bilotina u otras
etigquetas pueden conjugarse a un sulfato de dextrano o PPS y
materiales semejantes mediante métodos gquimicos est&ndar.
Aproximadamente uno en diez de los regiduos de la columna de

azicar en PPS es un éster de metilo de é&dcido urénico y

proporciona una forma de acoplamiento via sus residuos

carboxilo. Otras formas conocidas de acoplamiento son
hidroxilo (uno en cuatro se encuentra aln libre después de la
reaccién de sulfataciém), o al final de la reduccién del
azicar. La biotina es una porcién de etiqueta enlazable
conveniente empleada para enlazar el material polianidnico u
otro agente de enlace selective a un material s6lido derivado
con avidina o un material con propiedades para enlazar
avidina tales como estreptavidina, neutravidina, o

captavidina.
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Otras moléculas adecuadas para usarse como porci nes de
etiqueta enlazables incluir&n todos aquellas que ya estan
conjugadas al material poli-iénico y que se prestan para
capturar un agente de captura adecuado. Por ejemplo, umna
molécula tal como fluoresceina puede conjugarse a PPS o
moléculas similares haciendo reaccionar un derivado de

fluoresceina con las cadenas laterales y urfnicas del

polisulfato de pentosan en presencia de carbodiimida EDC(1-

‘etil-3-{3-dimetil-aminopropil) ~carbodiimida) Y puede

ca'lpturarse mediante un anticuerpo adecuado disponible
facilmen-te, que se puede inmovilizar al material sélido.
Otras etiquetas adecuadas para capturar el anticuerpo en esta
forma incluyen dinitrofenol DNP, digoxigenina, &cido nucleico
o secuencias andlogas de &cido nucleico y (His) 6. Pueden
usarse otros agentes de enlace en lugar de los anticuerpos,
por ejemplo, secuencias anilecgas a los &cidos nucleicos o
&cidos nucleicos complementarios.

Sin embargo, puede usarse alternativamente un agente de
captura que se enlace selectivamente al material poli-idnic
en lugar de que lo haga a través de una porcifn de etiqueta.
For ejemplo, los poliglict6sidos pueden unirse mediante una
lectina adecuada © mediante un anticuerpo adecuado. Los
anticuerpos para enlazar PPS se describen por ejemplo en
Kongtawelert et al., J. Immunol. Methods 1950, Enero 24;

126(1); 30-49. Las técnicas estédndar para inmovilizar tales
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anticuerpos son bien conocidas en el arte.

Cualquier método conocido o inventado en el futuro para
determinar la presencia o cantidad de proteinas alteradas de
agregacién o agregadas tales como PrP*¢ (sin necesidad de
seleccionar o excluir la forma normal tal como PrP*) puede
usarse para determinar la presencia o cantidad de la forma de
agregaclén una vez que se han unido selectivamente al agente
de enlace selectivo y la proteina en forma normal no unida ha
sido separada de alli, adecuadamente mediante - la
inmovilizacién del enlace y lavado fuera del no enlace
residual. Tales métodos incluyen el wmétodo conocido ELISA,
RIA, IRMA y otras formas de inmunoensayo, por ejemplo el
método incluye el kit de deteccién BSE Platelia™ Bio-Rad
deBcrito en Berban et al.

Dependiendo de la forma del ensairo usado, puede desearse

o requerirse fluir la proteina en forma anormal capturada a

'partir del agente de enlace selectivo previo al ensayo. Al

llevar a cabo tal etapa de elucifn, puede ser deseable que
la presencia de un caotropo tal como tiocianato de guanidina
tenga una concentracién de al menos 1M, preferiblemente de 2
a &§ M, por ejemplo, de 4 a 6 M. Pueden usarse caotropos
alternativos que incluyan urea.

Adicionalmente o alternai:ivamente, puede usarse un
agente de competencia Que tenga una avidez afin mis alta para

desplazar la proteina del agente de enlace Bselectivo. El
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sulfato dodecilo de sodio (SDS) es adecuado para esto y se
usa preferiblemente una concentracién de 0.5 a 1% en peso,
preferiblemente arriba de 0.75%.

Otras proteinas que pueden unirse selectivamente vy
determinarse de acuerdo a la ihwencién, incluyen la proteina
f-amiloide y la proteina tau que forma placas en la
enfermedad de Alzheimer.

Sin el deseo de apegarse a la aiguiente teoria, se
piensa que el PPS y las moléculas similares funcionan en la
irivencién mediante pares de enlace de grupos sulfato
negativos a pares de aminodcidos positivos (Lys y Arg) en las
proteinas relevantes o via los sitios de enlace de metal de
polihistidina de 1las protefnas. El enlace a las formas
agregadas puede ser mids fuerte debido al nGmero incrementado
de B8itios de enlace presentados por la proteina de
agregacién. Los detergentes anibdnicos adecuados pueden
competir mids efectivamente para enlkznrse con la forma de no
agregacién para aumentar la selectividad. Convenientemente,
la selectividad obtenida es tal que la avidez para enlazarse
a la proteina de agregacién es al menos tres veces qu la
forma normal, preferiblemente al menos de 10:1.

En un aspecto adicional, la invencién incluye un proceso
para separar PrP* de PrP° que comprende enlazar Prp*™
selectivamente a un agente de enlace en presencia de una

amida de aminodcido de wun 4&cido graso. Lae condiciones
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preferidas para tal enlace se establecen en detalle arxiba y
la proteina de unidn puede ser ensayada como se describe.

La invencidn se describirid e ilustraréd adicionalmente
mediante los siguientes ejemplos haciendo referencia a los
dibujos acompaifiantes en los cuales:

La figura 1 muestra las curvas de dilucién contenidas en

el Ejemplo 9.

Ejemplo 1: Separacién de prifn normal a partir de proteina de

pridén autorreactiva usando polisulfato de pentosan

biotinilado y una captura de afinidad subsiguiente.

Introduccifn

La biotina se conjugé al polisulfato de pentosan usando
métodos quimicos esténdar. El polieulfato de pentosan
biotiniladc pe permitié enlazar a la proteina de prién
autorreactiva en homogenatos del cerebro y después de enlazar

los complejos de polisulfato/prién de pentosan se capturaron

‘usando cuentas supermagnéticas derivadas de estreptavidina.

El prifn autorreactivo capturado se eluyd posteriormente a
partir de las cuentas y s8Be detectaron usando el kit de
deteccién BSE Platelia™ Bio-Rad inmuno basado; el dGltimo kit
es incapaz de diferenciar la protefina de prién autorreactiva
y normal y proporcionaréd una sefial con ambas protefnas. Un
banco de dos BSE infectadoas y dos cerebroa bovinos no
infectados s8se investigé y se uad para demostrar gue el

polisulfato de pentosan bajo las condiciones especificas
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descritas podria usarse para capturar especificamente la

proteina de pri6n autorreactiva de los homogeneizados del

cerebro.
Mé&todo

Preparacifn de las perlas superparamagnéticas

1. Justo antes de usarse, 400 ul de perlas
superparamagnéiticas de estreptavidina (Sigma-Aldrich Company
_Lt'.d., s-2415) se lavaron mediante la captura magnética en
tres volimenes de 1 ml consecutivo de TBST (50 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7.5, 0.05% (v/v) Tween 20 [Sigma-Aldrich Company
Ltd., p-7949].

2. Las perlas se suspenden nuevamente en 400 ul de TBST.

3, Se preparan alicuotas de 100 pl en cuatro tub s y el
liquido eliminado. Las perlas estuvieron entonces listas para
usarse.

Preparacién de los homogeneizados del cerebro.

l. Se afiaden 300-500 mg de cada tejido del cerebro a los
‘tubos de molienda que contienen perlas de molienda
suministradas en el kit de deteccifn de purificacién
BSE (Bio-Rad). El liquido suministrado originalmente
en estog tubos en el kit se aspird y se descarté
previo al uso.

2. Un volumen de NaCl de 150 mM se calculd para generar
un homogeneizado de cerebro (p/v) al 50% después de
la homogenizaci6n se afladié a cada tubo.
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3. Los tubos se homogeneizaron durante 45 segundos con
velocidades establecidas de 6.5 en un ribolizador
(adquirido por Rio-Rad)}.

4. Los homogeneizados se diluyeron 1:1 con NaCl 150 mM.

5. Los volimenea de 50 ul de cada homogeneizado se
colocaron en tubos por separado.

Captura especifica de la proteina de prién autorreactiva

€. 10 ul de N-lauroilsarcosina al 20% (p/v) (Sigma-
Aldrich Company Ltd., L-9150) se afiadieron entonces a
cada tubo del homogeneizado y se mezclaron.

7. 50 ul de polisulfato de pentosan biotiniladoe (10

pg/ml} en agua estéril destilada) se afiadieron
entonces a cada tubo, se mezclaron y se incubaron a
la temperatura ambiente durante 30 minutos.

8. Cada reaccién se afiadié entonces a un tubo de perlas
superparamagnéticas de estréptavidina lavadas y se
incubaron a la temperatura ambiente durante 30
minutos.

9. Las perlas se lavaron entonces mediante la captura

magnética en tres voltimenes de 1 ml de TBST.

Elucidn de la proteina de pxidén autorreactiva y la

inmunodeteccidn.

l. Finalmente, después del (Gltimo lavado, las perlas de

cada reaccién se suspendieron nuevamente en 10 pl de
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polisulfato de pentosan (PPS) o sulfato de dextrano.

Otros derivados de dextrano o pentosan polianidnicos
pueden usarge como el poliglicSsido polianidnico.

Se prefiere un nivel elevado de sulfonacién (u otro
grupos aniénico).

Loga niveles de . sulfonacién de las carrageninas,
dextranos y pentosan son elevados. Si una proporcién baja de
los .sitios de sulfonacifén potencial se toma actualmente por
los grupos sulfato, entonces puede encontrarse gque los
compuestos no interactGan con los sitios de enlace en el Prp*°
selectivamente.

Los agentes &e enlace selectivos aniénicos pueden
incluir:

Polisulfato de pentosan (PM 3500-5000), sulfatc de

dextrano 500 (PM 500,000), Iota-carragenina, Lambda-

_carragenina y carrageninas, por ejemplo, Kappa-carragenina,

heparinas y heparanos, sulfato de dextrano 8 (PM 8,000),
poliglicésidos sulfonados tales como fucoidan, sulfato de
queratina, polisulfato de &cido hialurdnico, &cido colominico
(8cido polisifilico bacterial), tipos de carragenina 1iii y iv,
sulfato de dermatano, =sulfato de heparano, furcelarano,
polisaciridos disponibles conercialmente, por ejemplo,
polisorbato, eizofirano, goma xantana, almidén, compuesto de
celulosa, pectina, mucina géstrica, ceratonia, agares, goma

de acacia, glicdsido sulfatado 1, glicS6sido sulfatado 2, N-
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Homogeneizado de QDyxp
cerebro usado
Muestra 1 del 0.229
cerebro bovino
infectado con BSE
cerebro bovino 0.208
infectado con BSE
Muestra de cerebro 2
Cerebro de bovino normal 0.061
Muestra 1
Cerebro de bovino normal 0.047
Muestra 2

La seflal de los dos homogeneizados de cerebro infectados
con BSE que contiene el priéﬁ autoreactivo es
significativamente superior gque en los homogeneizados de
cerebro normal no infectados.

Discusién

El kit de deteccién Bio-Rad Plantelia™ BSE no se puede
diferenciar entre la proteina de prién normal o
autorreactiva. Normalmente la especificidad para la proteina
de prién autorreactiva s= logra la digestiétn previa de la
muestra con la proteina saca que retira la proteasa
susceptible de la proteina de priSn normal. Cualguier
proteina de prién autorreactiva en la muestra es més

resistente a la digestion de la proteasa y permanece y gue
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detecta posteriormente por el ensayo Platelia™. En este
experimento hemos demostrado un método alternativo para la
digestién de proteasas de °‘la muestra. Hemos usados
condiciones definidas bajo las cuales el peclisulfato de
pentosan biotinilado en solucibn, se puede enlazar
especificamente a la protefna de pri6m autorreactiva en la
muestra. El complejo de pelisulfato de pentosan/prién
autorreactivo luego se pueden capturar usando perlas
t.aupezparamagnéticaa de estreptavidina. Después de lavar la
proteina de prién autorreactiva se puede eluir posteriormente
y detectarse en el inmuncensayo. La proteina de prién normal
no se captura por este protocolo y se lava completamente y
por lo tanto no Be detecta en el inmunoensayo. Se ha
demostrado que por el uso de esta té&cnica se puede detectar
correctamente la proteina de prién autorreactiva en 1los
cerebros de bovino infectados con BSE, y no se observa sefial
en los cerebros de bovino normal.

Ejemplo 2: Separacidén del prién normal de la proteina de

pridn autorreactiva usando polisulfato de pentosan

biotinilado inmovilizado.

Introduccisdn

Se conjugd la biotina al pelisulfato de pentosan usando
métodos quimicos esténdar. El1 polisulfato de pentosan
biotinilado se usa para recubrir las perlas

superparamagnéticas derivadas de estreptavidina. Luego se
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usan las perlas recubiertas para captura especificamente las
protefna de prién autorreactivas de homogeneizadc de cerebro.
La prot.eina de prién autorreactiva capturada se eluye
posteriormente de las pexlas y Be detecta usando el kit de
detecci6én Bio-Rad-Platelia™ inmuncbasado; el dltimo kit no
puede diferenciar la proteina de prién autorreactiva y la
normal, y dari una sefial en ambas proteinas. Se investigaron
un banco de tres cerebros de bovino :i_.n:Eectados con BSE vy tr s
cerebros no infectados, y se usaron para demostrar que el
pelisulfate de pentosan bajo las condiciones especificas
descr;ltas, pusde capturar especificamente las proteina de
prién autorreactiva de los homogeneizades de cerebro.
Método _

Preparacién de ©perlas magn&ticas de cubiertas con
polisulfato de pentosan.

1. 600pul de perlas superparamagnéticas de
-estreptadivina (Sigma Aldrich Company Ltd., S-2415) se
lavaron por la captura magnética en tres volimenes
consecutivog de 1ml de TBS (50Mm Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5).

2. Las perlas ge volvieron a suspender finalmente en

540pl e TBS y 60pl de polisulfato de pentosan biotinilado
iomg/ml en el TBS agregado. Las perlas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora, al hacer vibrar para
permitir que el poligulfato de pentosan recubra las perlas.

3. Después de recubrir las perlas se lavaron con
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captura magnética en tres volimenes congecutivos de 1ml de
albidmina de bovino al 5% (p/v) (Sigma-Aldrich Company Ltd.,
A-7906), solucifn amortiguadora de fosfato S50mM pH 8.4 y se
volvieron a suspender finalmente en 60ul de la misma solucién
amortiguadora. Luego estuvieron listas para usc las perlas.

Preparacifn de los homogeneizados de cerebro.

1. 300-500 mg de cada tejido de cerebro se agreg.aron a
los tubos de molienda que contienen perlas de molienda como
se suministra en el kit de purificacién BSE (Bio-Rad). El
liquido suministrado originalmente en estos tubos en el kit
se aspird y se descartd previo al uso.

2. Un wvolumen de 150nM NaCl gque 8e calculd§ para
generar un homogeneizado de cerebro 50% (p/v) -después de la
homogeneizacidn se agregé a cada tubo.

3. Se homogeneizaron los tubos por 45 segundos a un
ajuste de velocidad de 6.5 en un ribolizador (adquirido de
Bio-Rad) . '

4. Lose homogeneizados e diluyeron 5 veces con
alblimina de bovino 5% (p/v) solucién amortiguadora de Fosfato
50mM pH 8.4.

5. Se colocaron voliimenes de 45ul de cada homogeneizado
en tubos por separado.

6. Spl de SDS al 20% (p/v) (dodecil aulfato de sodio)
(Sigma Aldrich Company Ltd., L-5750) me agregaron a cada tubo

Y Be mezclaron completamente,
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7. 450ul de albimina de bovino 5% (p/v), solucidn
amortiguadora de fosfato S50mM pH 8.4 luego se agregd y cada
unc se mezclo.

8. 50ul de N-lauroillsarcosina (p/v) al 20% (Sigma-
Aldrich Company Ltd., L-9150) luego se agregs y se mezclS.
Captura especifica de la proteina de prién autorreactiva

1. 10ul de perlas superparamagnéticas recublertas con
polisulfato de pentosan- preparado, 8se agregaron a cada
homogeneizado de cerebro diluido y se incubaron ‘al hacer
vibrar por 1 hora a temperatura ambient-e.

2. Luego se lavé cada reaccién por captura magnética
con 3 X 100ul volUmenes de TBS.

Elucién de la protefna de prién autorreactiva e

inmunodeteccidn.

1. Las perlas de cada reaccién se volvieron a

suspender en 10ul de C1 (suministrado por el kit de deteccidn

Bio-Rad Platelia™ BSE).

2. sopl de 0.2% (p/v) 8SDS se agregaron a cada
suspensidén de perlas y se mezclaron.

.3. S5pl de tiocionato de guanidina 1M (Sigma Aldrich
Company Ltd., G-9277) se agregaron a cada suspensitn de
perlas y ee mezclaron.

4, La reaccién se calentd a 100°C por 5 minutos.

5. 100pl de R6 (suministrado con el kit de deteccidn

Bio-Rad Plantelia™ BSE) luego se agregd y se mezcls.



10

15

20

25

| ///

33

6. 100ul de cada eluato luego se usd en el Bio—Raq.

7. El kit de deteccién Platelia™ BSE usando el
protocolo y reactivo suministrado con este kit. Brevemente,
este kit involucra la inmunocaptura de la proteina de pridn
normal vy autorreactiva, y la inmunodeteccién con un
anticuerpo conjugado de peroxidasa de raiz de ribano.

Resultados

Despuéa de efectuar la inmunodeteccién en el ensayo
Platelia™ basado en placas de microtitulacién, se midié la
sefial en cada pozo a una longitud de onda de 450 nm usando un

vector ELISA.

Homogeneizado de cerebro usado CDys0

Muestra 1 de cerebro de bovino 0.465
infectado con BSE
Muestra 2 de cerebro de bovino 0.382
infectado con BSE
Muestra 3 de cerebro de bovino 0.437

infectado con BSE

Muestra 1 de cerebro de bovino 0.060
normal
Muestra 2 de cerebro de bovino 0.074
noxrmal
Muestra 3 de cerebro de bovino 0.066
normal
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Las sefiales de 1los tres homogeneizados de cerebro
infectados con BSE que contiene 1la protefna de prién
autorreactiva, es significativamente superior que en los
homogeneizados de cerebro normales no infectados.

Discusién

El kit de deteccién Bio-Rad Platelia™ BSE no puede
diferenciar entre la proteina de priSn autorreactiva o
normal. Normalmente la especificidad para la proteina de
prién autorreactiva se logra por la digestifn previa de la
muestra con la proteina K que retira la proteina de prién
normal susceptible a la proteasa. Cualquier proteina de prién
autorreactiva en la muestra es mis resistente a la digestién
de la proteasa y permanece y se detecta posteriormente por el
ensayo de Platelia™. En este experimento se ha demostrado un
método alternativo para la digestidén de la proteasa de la
miestra. Se ha usado definidas bajo las cuales el polisulfato
de pentosan puede capturar especificamente la proteina de
prién autorreactiva de la muestra. Esta proteina de pridén
autorreactiva capturada pe eluye vy detecta en el
inmunoensayc. La proteina de priém normal no se captura por
el polisulfato de pesntosan se lava completamente y no se
detecta por lo tanto en el inmunoensayo. Se ha demoatrado que
por el uso de esta técnica se puede detectar correctamente la
proteina de prién autorreactiva entre tres cerebros de bovino

infectados con BSE y no se cobserva sefilal en tres cerebros de
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bovino normal.

Ejemplo 3: Biotiniliaci&én de PPS

Principio del método.

Aproximadamente uno de diez residuos de azicar en la
egstructura de poli-xilosa del sulfato de pentosan se
gsubstituye con un residuc de &cido urénico, esto a su vez se
substituye con un éster de metilo en alguno de los grupos
carboxilo, asi existe un nimero de grupos carboxilo librea en

la molécula y sBe pueden derivar en carbodiimida para formar

‘&steres activos. Eatos a su vez se pueden substitulr con

especies amino para generar un enlace de amida. En este caso
particular EDC y NHS se escogen para formar el é&ster activo y
la hibrazida de biotina se escogen como la especie amina. Se
efectuaron dos reacciones, una reaccién en una etapa en la
cual eatd presente la hidrazida de biotina inicialmente y no
se agrega en NHS, y una segunda reaccién en la cual NES/EDC
se deja reaccionar aimulténeamente con PS e hidrazida de
biotina.

Materiales

Sulfato de pentosan (Norton Healthcare) fue un obsequio
de Stephen Dealler.

Hidrazida de biotina 100mg, Pilerce#21339 pm 258.33 lote
AH41461

EDC [1-etil-3-(3-dimetilamimopropil) carbodiimida

metyoduro] S8igma #16,534-4, 1g,
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NHS [N-hidroxisuccinimidal] Sicma # H7377 5 pm 115.1
tuberfa de diflisis mwco 3.5K pierce # 68035 DMSO Sigma
Método

Se efectuaron las dos reacciones usando los siguientes
protocolos en dos versionea con NHS.

Disolver 100mg de hidrazida de biotina en 6 mli de DMSO
en un vial de vidrio, esto puede requerir calentamiento y/o
ultrasonicacién. La concentracién final es asf 16.7 mg/ml o
65Mm. Tomar 1, 000 mg de sulfato de pentosan y disolver en 1.0
ml de una mezcla 50/50 de DMSO vy agua' esto se puede usar en
un recipiente pldstico universal. Disolver 100 mg de EDC en
lml de DMSO en wun vial de +vidrio, se puede necesitar
calentamiento. Disolver NHS (aproximadamente 40-50mg n 1.0
ml de agua).

La reaccifn se efecta en recipientes universales de
poliestireno de fondo cbnico con una barra agitadora
magnética circular pequefia (aproximadamente 10mm de difmetro)
sobre una base agitadora magnética y ajustada con una
combinacién de electrodo de pH 12mm difmetro (o menos).

Ejemplo 3a: Reaccifén sin NHS

Colocar 5.0 ml de una asolucién de sulfato de pentosan en
el recipiente de reaccién, agregar 1.0 ml de solucién de
hidrazida de biotina agitar bien y registrar el PH. Se puede
esperar un valor de 7 a 8.

Agregar 0.2 ml de solucién EDC y mientras que agita
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continuamente registrar el pH y agregar alicuota de 10 pl de
HCL 1N desde una micro jeringa de wvidrio y aguja, registrar
el pH después de cada adiciém. Continuar las adicionea del
4cido hasta que el Ph esta en el rango de 5-6. Esto es
necesgrio ya que la reaccién genera iones de OH. La reaccidn
debe permanecer transparente e incolora a 1lo largo. Si se
forma cualquier precipitado blanco de hidrazida de biotina,
entonces se debe incrementar la concentracién de DMSO, el
valor objetivo es >/=50%. Dejar la reaccifn por 2 a 3 horas a
temperatura ambiente (o durante la noche @i esto es méias
conveniente) .

Registrar el pH final de la mezcla de reacciém. Agregar
un volumen de NaCl 1M para diluir el DMSO hasta 25% y
desplazar la hidrazida enlazada iSnicamente y transferir leos
contenidos completos a un tubo de dillisis de 35 cm -de
longitud de 2.2 cm de didmetro. Observar que la concentracién
de DMSO se reduce hasta 25% para evitar el dafio de la tuberia
de diflisis, la tuberia también se debe probar con agua
previo al usc para detectar algunas perforaciones y debe
estar solamente en un tercio lleno para permitir el aumento
de volumen con la diflisis. Dializar durante la noche dos
litroe de agua y repetir esto variae veces, entre mayor
di&dlisis mejor lo que tiende el sulfato de pentosan para
retener fuertemente los iones bésicos por interaccidn idnica

no covalente en virtud de su carga negativa fuerte. Secar por"
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congelacién la solucién dializada y registrar el peso seco.
El producto final debe ser una torta blanca firme. Los
rendimientos pueden variar demasiado pero es tipico 50-60%,la
mayoria de la pérdida sucede con la diflisis debido a 1la
heterogeneidad de peso molecular del sulfato del pentosan y
la pérdida de especies con un peso molecular menor a 3,500.

Ejemploc 3b: Reaccidn con HNS

Esta reaccién se efectia esencialmente como anterior
excepto que 1.0 ml (44mg) de NHS ‘'se agregan al wvial de
reaccién previo a la adicién del reactivo EDC que comienza la
reaccién. El pH inicial puede estar en el rango de 6-7 y se
debe ajustar a la baja con HCl 1 N hasta aproximadamente pH
5-6.

Control de calidad

Después de calcular la recuperacién de peso seco,
reponer una solucién de 10 mg/ml en agua Yy escanear el
espectro de 200 a 400 nm. Los picos se deben observar a 260 y
280 nm aungue uno © ambocs pueden ser bordes sin resolver.
Esta adsorcién se debe a los residuos de piridina
incorporados en la molécula durante la etapa de sulfatacién.
Pueden usarse observar la concentracién de sulfato de
pentosan por ejemplo, durante cromatografia. El1 pentosan se
pueden monitorear por absorcidfn UV a 260nm o concentraci nes
inferiores por un ensayo de metacromasia de azul de

toluidina.
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'_E_jg_rplo 4: Remocién de la proteina del pridn del plasma.

Remocién de la proteina del pridn autorreactiva.

1. 100ul de perlas superparamagnéticas recubiertas con
polisulfato de pentosan preparado ge agregaron a una de dos
alicuotas de plasma humano preparadas recientemente com pic s
de PrP%. Se incubaron ambas alicuotas con hielo en cubos por
una hora a temperatura ampiente.

2. Las perlas luego se retiraron -de la alicuota de
plasma con picos con captura wmagnética. Este sobrenadante
junto con la alicuota de plasma remanente luego se probé para
la presencia de la proteina de prifn autorreactivo.

Prueba de las alicuotas con picog para la proteina de pridn
autorreactiva.

l. Las dos alicuotas de plasma se trataron c¢on la
proteinasa K bajo condiciones que han demostrado digerir la
proteina de prifn normal pero dejan intacta la proteina
autorreactiva. Estas condiciones se aaterminan facilmente de
manexa empirica. Las rmuestras tratadas con la proteinasa K
luego se probaron para la presencia de la proteina de prién
autorreactivo usando el kit de deteccién Bio-Rad Platelia™
BSE inmunobasado.

Resultados.

Después de efectuar la inmunodeteccién en el ensayo de
micropozos Plantelia™ basado en placas, se midié la seflal en

cada pozo en una longitud de onda de 450nm usando un vector
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ELISA. La proteina de pridn autorreactiva se pueden detectar
f&cilmente en la mueatra de suerc con picos que no habia sido
tratada con polisulfato de pentosan. En contraste la muestra
tratada con polisulfato de pentosan no dio sefial en la prueba
demostrando que no habia proteina de prién autorreactiva
detectable que permanecia en esta muestra.

Diacusién

Este experimento dJdemuestra que el polisulfato de

pentosan se puede usar para retirar efectivamente la proteina
g ————————

de prién autorreactiva de las muestras de interés.

Ejemplo 5: InvestigaciSn de las condiciones detergentes que

permiten el enlace especifico de peolisulfato de pentosan a la

proteina de prifén autorreactiva.

Introduccldén

Se conjugé la biotina a polisulfato de pentosan usando
métodos quimicos esténdar. El polisulfato de pentosan
biotinilado ge usd para recubrir las perlas
superparamagnéticas derivadas de estreptadivina recubiertas.
Las perlas recubiertas 1luego se usaron para establecer
condiciones detergentes bajo las cuales se puede enlazar el
pelisulfato de pentosan a la proteina de prién autorreactiva
pero no a la proteina de priSn celular normal.

Método
Preparacién de perlas magnéticas recubiertas con

polisulfato de pentosan.
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1. 600 Hl de perlas superparamagnéticas de
estreptadivina (Sigma Aldrich Cowmpany Ltd., 8-2415) se
lavaron por captura magnética en tres volUmenes consecutivos
de 1 ml de TBS (S50Mm Tris, 150mM NaCl, PH 7.5).

2. Be volvieron a suspender finalmente las perlas en

540yl de TBS alb(mina de bovine al 5% (p/v) (BSA) (Sigma-

Aldrich Company Ltd., A-7906) y 60ul de polisulfato de
pentosan biotiniladc 10mg/ml en TBS agregado. Las pez:las se
incubaron a temperatura ambiente por 1 hora con hielo en
cul;os moderados para permitir que el polisulfato de pentosan
recubriera las perlas.

3. Degpués de recubrir las perlas se lavaron por captura
magnética en tres volimenes consecutivos de 1 ml de solucidn
amortiguadora de fosfato 50mM pH 8.4, SY (p/v) BSA vy
finalmente se volvieron a suspender en 60ul de la misma
gsolucién amortiguadora. Las perlas .luego estuvieron listas
para usar.

Preparacién de los homogeneizados de cerebro.

1. 300-500mg muestras de tejido de cerebro de bovino
normal e infectado con BSE se agregaron a los tubos de
molienda que contienen perlas de molienda comoc se suministran
en el kit de purificacién de BSE (Bio-Rad). El1 1liquido
originalmente suministrado en estos tubos en el kit se asplr6
y descartd previo al uso.

2. Un volumen de 150Mm NaCl que se calculd para generar
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un homogeneizado de cerebro 50% (p/v) después de
homogeneizacién se agregd a cada tubo.

3. lLos tubos se homogeneizaron por 45 segundos &a un
ajuste de velocidad d;a 6.5 en un ribolizador (adquirido de
Bioc-Rad).

4. Los homogeneizados se diluyeron 5 veces con 5% (p/v)
BSA, 50Mm solucién amortiguadora de fosfato pH 8.4.

5. Alicucotas de volumen de 45ul de cada homogeneizado se
colocaron en tubos por separado.

6. 5ul de 20% (p/v) 8DS (dodecil sulfato de sodio)
(Sigma-Aldrich'Company Ltd., L-5750) se agregaron a cada tubo
Y se mezclaron completamente.

7. 450pul de 5% (p/v) BSA, solucibn amortiguadora de
fosfato 50mM pHE 8.4 luego se agregaron a cada alicuota y se
mezclarorn.

B. 50ul de N-laurcilsarcosina (Sigma-Aldrich Company
Ltd., L-9150) a diversas concentraciones de detergente luego
se agregaron a diversas allcuotas y se mezclaron. En conjunto
{un cerebro infectado con BSE y un cerebro no infectado) no
tuvieron N-lauroilsarcosina agregada.

Captura de la proteina del pridn

1, 10 pl de perlas superparamagnéticaa recubiertas con
polisulfato de pentosan preparado se agregaron a cada
homogeneizado de cerebro diluido y se incubaron en hielos por

una hora a temperatura ambiente.
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2. Luego se lavé cada reaccién por captura magnética con

tras volGmenes de 100 pl de TBS.

Elucidén de la proteina de prién e inminodeteccién.

1. Las perlas de cada reaccién se volvieron a suspender

en 10 pl de C1 (suministradoc con el kit de deteccién Bio-Rad

‘Platelia™ BSE).

2., 5 yl de 0.2% (p/v) SDS se agregarcn a cada suspensién
de perlas y se mezclaron.

3. 5ul de tiocianato de guanidina 1M (Sigma-Aldrich
Com.pany Ltd., G-5277) se agregaron a cada suspensién de
perlas y se mezclaron.

4. La reaccién se calenté a 100 C por 5 minutos

5. 100 pl de R6 (suministrado con un kit de deteccién de
Platelia™ BSE Bico-Rad) luego se agregf y mezclé.

6. 100 pl de cada eluato luego Be usd en el kit de
deteccifn de Platelia™ BSE Bio-Rad. usando el protocolo y
reactivos suministrados por este kit. Brevemente, este kit
involucra la inmunocaptura de la proteina de prién normal y/o
autorreactiva y la inmunodetecciém con un anticuerpo
conjugado de peroxidasa de raiz de r&bano.

Resultados

Después de efectuar la inmunodeteccién en el enasyo
bagado en placas de microtitulaciém Platelia™, la sefial en
cada pozo se midié a una longitud de onda de 450 nm usando un

lector ELISA.
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Concentracién final Cerebro de boviﬁo usado ODaso
de N-lauroilsarcosina en
la solucidn
amortiguadora de captura
de perlas
2% Cerebro infectado con BSE 0.52
2% Cerebro normal 0.14
1% Cerebro infectado con BSE 0.33
1% Cerebro normal 0.13
0.5% Cerebro infectado con BSE 0.45
0.5% Cerebro normal 0.13
0.2% Cerebro infectado con BSE 0.41
0.2% Cerebro normal 0.09
0% Cerxebro infectado con BSE 0.24
0% Cerebro normal 0.86

En todas las concentraciones de N-lauroilsaroccina hay
una discriminacién entre el cerebro infectado con BSE y
normal. N-lauroilsarcosina al 0.2% fue la mejor concentracién
de detergente y permitié gque el polisulfato de pentosan se
uniera y capturara la proteina pridén autorreactiva sin unirse
¢ capturar la proteina prién normal. En ausencia de N-
lauroilsarcosina, aunque estd presente el SDS detergente, no
hubo discriminacién del polisulfato de pentosan enlazado a la

proteina prién normal y prién autorreactiva. Bajo estas
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condiciones, el polisulfato de pentosan une tanto la proteina
prién normal y autorreactiva.
Discusién

1. La especificidad de la unién del polisulfato de
pentosan a la protefna prién autorreactiva bajo esgtas
condiciones de prueba eapecificasdepende de la presencia de
N-lauroilsarcosina ° detergentes gimilares. Sin este
detergende, el polisulfato de pentosan se une tant a la
proteina pridSn normal y autorreactiva.

Ejeﬁplo 6€: Investigacién de lags condiciones de pH que

permiten el enlace especifico del polisulfato de pentosan

para la proteina pridm autorreactiva

Introduccidn

La biotina se conjuga al polisulfato de pentosan usando
métodos de quimica esténdar, El polisulfato de pentosan
biotinjlado s®e usa para cubrir 1las @perlas super-
paramagnéticas derivadas de estreptavidina, Las perlas
recubiertas se usan entonces para establecer condici nes de
pH bajo las cuales el polisulfato de pentosan podrd unir la
proteina prién autorreactiva, pero no la proteina prién
celular normal.

Método

Preparacién de las perlas magnéticas recubiertas de

pelisulfato de pentosan.

1. 1 ml de alicuotas de perlas superparamagnéticas de
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estreptavidina {(Sigma-Aldrich Company Ltd., §-2415) se lavan
por captura magnética en tres volimenes consecutivos de 1 ml
de TBS (Tris SOmM, NaCl 150mM, pH 7.5).

2. Cada alicuota de perlas se vuelve a sBuspender
finalmente en 1 ml de alblmina de suero de bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich Company Ltd., A-7906) TBS al 5% (p/v), y se
agregé 100pl de polisulfato de pentosan biotinilado en TBS.
Lag perlas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora
al hacer vibrar suave para permitir que el polisulfato de
pentosan cubra las perlas.

3. Después de recubrir, cada alfcuota de perlas se
lavé por captura magnética en tresa volimenes de 1 ml
consecutivos de 5% (p/v) de BSA, solucidén amorgiguadora Tris
S0mM pH 8.4.

4. Se vuelven a suspender entonces alicuotas de perlas
en soluciones amortiguadoras de pH 5.7, 7.5, 8.4 y 9.6 todas
éontienen 5% (p/v) de BSA.

Preparacién de homogeneizados de cerebro en soluciones

amortiquadoras de varios pH

1. 300-500 mg de tejido de cerebro de bovino n rmal e
infectado con BSE se agregaron cada uno a un tubo de molido
gue contiene perlas de molido como se suministra en el Kit de
Purificacién BSE (Bio-Rad) . El liquido originalmente
suministrado en estos tubos en el kit se aspira y se descarta

antes del uso.
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2. Un volumen de NaCl 150mM que ae calcula para
generar un homogeneizado de cerebro de 50% (p/v) despuéa de
la homogenizacién se agregf a cada tubo.

3. Los tuboa se homogenizaron durante 45 segﬁndos a
una velocidad colocada a 6.5 en un ribolizador (adquirido de
Bio-Rad) .

4. Se diluyeron S50yl de cada homogeneizado S5 veces en
sc?luciones amortiguadoras de pH 5.7, 7.5, 8.4 y 5.6 todas
contienen 5% (p/v) de BSA.

" 5. Se colocaron  volfimenes de  45pl de cada
homogeneizado diluido en tubos separados.

6. Se agregaron a cada tubo 5pl de SDS (sulfato
dodecil de sodio) al 20% (p/v) (Sigma-Aldrich Company Ltd.,
L-5750) y se mezcl6 a fondo.

7, Se agreqd entonces 450pul de la Bolucién
amortiguadora del mismo pH como la solucién amortiguadora de
dilucién inicial, todas conteniendo 5% (p/v) de albtimina de
bovino a cada una, y se mezclé.

8. Se agreg6 entonces 50ul de N—lauro_i.lsarcosina al
20% (p/v) (Sigma-Aldrich Company Ltd., L-9150) y se mezcl§.

Captura de perlas de los homogeneizados de cerebro

1. Se agregaron 10 ul de perlas super-paramagnéticas
recubiertas c¢on polisulfato de @pentosan en solucién
amortiguadora del correspondiente pH a cada homogenesizado de

cerebro diluido, y se incubaron al hacer vibrar durante 1
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2, Cada reaccién se lavdé entonces por captura
magnética con 3 x 100yl de volimenes de TBS.

Elucién de la proteina de prién autorreactiva e
inmunodeteccién.

1. Lag perlas de cada reaccidn se vuelven a suspender
en 104l de Cl1 (suministrado con el kit de deteccién BSE Bio-
Rad Platelia® BSE).

2. Se agregaron 5ul de SDS al 0.2% (p/v}) a cada
suspensién de perla y se mezcld. '

3. Se agregaron 5ul de tiocianato de guanidina 1M
(Sigma-Aldrich Company Ltd., &-%277) a cada suspensifén de
perlas y se mezclds.

4. La reaccién se calent® a 100°C durante 5 minutos.

5. Se agregaron entonces 100ul de R6 {(suministrade con
el kit de deteccidén Bio-Rad Platelia® BSE) y se mﬁzclé.

6. Se usaron entonces 100ul de cada eluido en el kit
de deteccién Bio-rad Platelia® BSE usando el protocolo y
reactivos suministradosa con este kit. Brevemente, este kit
involucra la inmunocaptura de la proteina prién autorreactiva
y/o normal y la inmunodeteccifn con un anticuerpo.conjugado
de peroxidasa de raiz de ribano.

Resul tados

Después de realizar la inmunodeteccién en el ensaye

Platelia® basade en la placa microtitulada, la seifial en cada
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pozo se midid a una longitud de onda de 450 mm usando un

lector ELISA.

pH de solucibn Cerebro de bovino ODy450
amortiguadora usada usado
5.7 cerebro infectado 0.79
con BSA
5.7 Cerebro normal 0.30
7.5 cerebro infectado 1.57
con BSE
7.5 Cerebro normal 1.25
8.4 cerebro infectado 0.42
conn BSE
8.4 Cerebro normal 0.04
9.6 cerebro infectado 0.08
con BSE
9.6 Cerebro normal 0.04

A un pH de 7.5 y menor, las perlas recubiertas de
polisulfato de pentosan podrén unirse a la proteina tanto
normal como autorreactiva. A pH de 9.6 y sbBuperiores, las
perlas recubiertas de polisulfato de pentosan podrdn no
unirse a ambas formas de proteina de prién. A un pH de 8.4,
las perlas recubiertas con polisulfato de pentosan capturan
la proteina prifn autorreactiva, pero no capturan la proteina

prién normal. A este pH, el polisulfato de pentosan muestra
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autorreactiva.
Discusidn

La especificidad de unirse bajo las condiciones de
prueba del polisulfato de pentosan a la proteina prién
autorreactiva, depende del pH. A pH 8.4, el polisulfato de
pentosan une la proteina prifn autorreactiva pero no une la
proteina prién normal. A pH de 7.5 y menores, las prién tanto
normal como autorreactiva se unen, mientras que a pH de 9.6 y
superiores, estas no se unen a - la proteina prién
autorreactiva o normal. Por lo tanto, para unidn eapecifica
de polisulfato de pentosan a la prote:[r;a prién &sepera bajo
estas condiciones, deberé& usarse un pH cercano al 8.4.

Ejemplo 7: Demostracifn de captura especifica de PrpP™ {PxP*°)

a un ligando polianidnico de alta dengidad de carga usando

polianiones de menor densidad de carga cogpeﬁente para

inhibir selectivamente el enlace de PrP°

Antecedentes

El PrP puede unirse para polianiones inmovilizados. En
ausencia de polianicnes competentes en la solucién
amortiguadora de captura, se capturan tanto el PrP™* como el
PrP°. La especificidad para 1la captura de PrP™" puede
realizarse al incluir en la solucidn amortiguadora de captura
un polianién de una densidad de carga mis baja que el

polianién de captura. En este ejenmplo, se usa el sulfato de
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dextrano como el polianidn de captura de alta densidad de
carga y N-laurcil sarcogsina (que forma micelas de detergente
multi-moleculares) y polisulfato de pentosan o fucoidan se
usan como los polianiones competentes de densidad de carga
débil.
Método

l. BSe recubren pozos de Maxisorp microtitulados éon
sulfato de dextrano (500 000 mpesc) siguiendo procedimientos
esténdar.

T 2. Se agregaron 100ul de homogeneizado de cerebro que
contiene 1mg de cerebro, Tris 50mM pH 8.3, BSA al 1% (p/v),
Triton X-100 al 1% (v/v) a los pozos recubiertos. En algunos
casos, esta solucifn amortiguadora de captura también
contiene ya sea N-lauroil sarcosina al 1% (p/v), fucoidan,
sulfato de dextrano o varias concentraciones de poligulfato
de pentosan.

3. Después de la incubacién .durance 2 horas para
permitir la captura de la proteina prién, loa pozos se
lavaron x3 con Tris 50mM pH 8.3, BSA al 1% (p/v), Triton X-
100 al 1% (v/v).

4. Los pozoa se lavaron entonces x3 con PBS.

5. Se agregaron 100yl de tiocianato de guanidina a
cada pozo y se incubd 5 minutos a 4°C.

6. Losa pozos se lavaron 3x con PBS y luego la proteina

pridn capturada detectada con el c¢onjugado de proteina anti-
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prién del kit de deteccién de BSE Bio-rad Platelia® siguiendo

el protocolo del kit.

7. S8e midi6é el desarrollio de la seflal en un lector

ELISA a OD450.

Resultados
Polianidén de competencia [Cerebro normal o infectado|0D450
usado con BSE
Ninguno Infectado con BSE 0.10
Ninguno Normal 0.15
N-lauroil sarcosina al Infectado con 8SE 0.95
1% (p/v)
N-lauroll sarcosina al Normal 0.03
1% (p/v)
lmg/ml de polisulfateo de |Infectado con BSE 0.26
pentosan
1mg/ml de polisulfato de |Normal 0.03
pentosan
0.1 mg/ml de polisulfato |Infectado con BSE 0.14
de pentosan
0.1 mg/ml de polisulfato |[Normal 0.07
de pentosan
1 mg/ml de fucoidan Infectado con BSE 0.13
1 mg/ml de fucoidan Normal 0.03
1 mg/ml de sulfato de Infectado con BSE 0.02
dextrano
1 mg/ml de sulfato de Normal 0.03
dextrano
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Discusiéfn

En ausencia del polianién de competencia en la solucidn
amortiguadora de captura, la sefial general es menor y por ello
no hay diferencia en la geflal del cerebro normal o infectado,
esto es, no hay una captura especifica de PrP™". La sefial del
cerebro infectado, sin embargo, se incrementa al incluir un
polianién de .compel:encia en la B8olucién amortiguadora de
captura y la sefial de cerebros normales o no infectados
correspondientes se suprime. En eete ejemplo, la mejor
diferenciacién entre el cerebro noxrmal e infectado se realiza
por el uso de la N-lauroil sarcosina al 1% (p/v) en la aolucién
amortiguadora de captura. Ademis, puede realizargse una
diferenciacién entre el cerebro normal e infectado con fucoidan
o polisulfatc de pentosan. Con polisulfato de pentosan, 1la
diferenciacién puede incrementarse al incrementar la
concentracién del polianién de competencia, polisulfat de
pentosan, en la solucién amortiguadora de captura desde 0.1
hasta 1 mg/ml. Como el control, s8i se incluye sulfat de
dextrano en la solucién amortiguadora de captura, la eeilal.
como se espera, se reduce al respaldo como se completa para e

inhibe la unién del PrP al sulfato de dextrano inmovilizado.

Ejemplo 8: Demostracidén de captura especifica de PrP™ para una
superficie de recubrimiento de polianidn de alta densidad de carga

Antecedentesg

En este experimento se demuestra que el PrP™" podra
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capturarse especificamente a una superficie polianibénica. En
eate caso, la superficie se proporciona al derivar el
poliestirenc de anhidrido maléico. Se usan pozos de polisorp
y maxisorp como controles. En otros experimentos, se ha
demostrado que estas superficies descargadas pueden derivarse
con sulfato de dextrano polianiénice y pueden entonces unir
el Pxrp™,
Método

1. Se derivan los pozos de microplaca de poliestireno
activado con anhidrido maléico (Perbio S8Science UK Ltd.,
Cheshire) con TBS BSA al 5% (p/v) durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Esto genera una superficie cargada con
carboxilo en el pléstico (ver literatura del producto). C mo
controlea no cargados, los pozos de polisorp y maxisorp
(Nunc) también se investigan. Ademds, los pozos de maxisorp
también se recubren con un ligando de sulfate polianiénico de
dextrano usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 9.

2. Se agregan a los pozos 100ul de homogeneizados de
cerebro que contiene 1 mg de cerebro infectado o no infectado
en Tris SOmM pH 8.3, BSA al 1% (p/v), Triton X-100 (v/v) al

1%, N-lauroll sarcosina al 1% (p/v).
3. Después de 1la incubacién durante 2 horas para

permitir la captura de priones, los pozos se lavaron x3 con

tris 50mM pH 8.3, N-lauroll sarcosina al 1% (p/v).

4. Los pozos se lavaron entonces x3 con PBS.
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5. Se agregaron 100ul de tiocianato de guanidina 5M a

cada pozo y se incubd 5 minutos a 49C.

6. Los pozos se lavaron 3x con PBS y luego se capturo

el prién detectado con el conjugado anti-prién del kit de

deteccién de BSE Bio-Rad Platelia® siguiendo el protocolo del

kit L]

7. Se midié el desarrcllo de la sefial en un lector

ELISA a OD450.

Resultados
Tipé de pozos usados [Cerebro normal o infectado con BSE|OD450
Aniénico Infectadeo con BSE 0.2
Anidnico Normal 0.03
Polisorp Infectado con BSE 0.05
Polisorp Normal 0.03
Maxisorp Infectado con BSE o.oé
Maxisorp Normal . 0,02
Maxisorp recubierto|Infectado con BSE 1.0
con sulfato de
dextrano
Maxisorp recubierto|Normal 0.02
con sulfato de
dextrano
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Discusién

La superficie de poliestireno anifénica, bajo las
condiciones usadas en este experimento, especificamente
capturan el PrP™, El pléstico no cargadoc no tiene este
efecto, salvo que Be recubra con un ligando polianidnico.

Ejemplo 9: Estudio de los efectos de la dilucién de muesatra

de cerebro positivo en muestra negativa

Material
Muestra positiva: Una suspensidn del 25% de
homogeneizado de cerebro conocido por ser positivo para Prp".
Muestra Negativa: Una suspensién del a5% de
homogeneizado de cerebro conocido por ser negativo para PrP™.

Preparacién

Placas de maxisorb se recubzren de conformidad con el
siguiente protocolo de recubrimiento. Se recubrié 1 mg de
Polibreno en Jas placas en solucién amortiguadora de
carbonato a pH 7.4 y se dejé durante la noche, se lavdé 3
veces con PBS. Las placas se recubrieron entonces con lmg de
sulfato de dextrano en PBS. Después de 6 horas, las placas se
lavaron 3 veces con PBS, luego se bloquearon con BSA al 5% al
agregar 400pul de solucién de BSA el 5% y se dejé durante 30
minutos. Las placas ge lavaron entonces' 3 veces con PBS y se

permitid que se secaran.
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Preparacién de muestra

Preparacién de muestra de dilucién en cerebro negativo

Muestra Mécodo
+ve puro 404l de muestra +ve
1/5 8ul de muastra +ve + 32il de muestra -ve
1/10 Sul de muestra +ve + 45ul de muestra -ve
1/100 6pl de {(muestra +ve 1/10 diluida) + 54pl de
- muestra -ve
1/250 20l de (muestra +ve 1/100 diluida) + 30ul de
muestra -ve
1/1000 10pl de (muestra +ve 1/250 diluida) + 30ul de
miestra -ve
-ve pura 25l de muestra -ve

Preparacifén de dilucifén de muestra en agua.

Muestra Método
+ve puro 40ul de muestra +ve
1/5 8ul de muegtra +ve + 32ul de muestra H;0
1/10 Sul de muestra +ve + 45ul de muestra H;0
1/200 6l de (muescra +ve 1/10 diluida) + 54pl de H.0
1/250 20ul de (muestra +ve 1/100 diluida) + 30pl de .Hy0
1/1000 10pl de (mueatra +ve 1/250 diluida) + 30pl de H;0
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Preparacién de muestra antes de correr en el ensayo

40p]l de la muestra se mezclaron con §0ul de HO y 25ul de
solucidén amortiguadora de captura, Tris 250mM pH 8.4, BSA al
5%, triton X-100 al 5%, sarkosil al 5%, 1.25 mg/mi de
tripsina.

Los ensayos se realizan de conformidad con el siguiente
protocolo de ensayo:

1. Agregar 100ul de la muestra a la placa e incubar a

temperatura ambiente durante 120 minutos.

2. Lavar X 3 con tris SOmM pH8.4 +l%sarkosil y X 3 con

3. Agregar 100pul de 4MGuSCN en PEG al 20% e incubar

durante 10 minutos a 2-8°¢C,

q. Lavar X 3 con PBS.

5. Agregar 100ul de conjugado de anticuerpo de enzima
Bio-Rad Platelia® e incubar a 2-8°C durante 60 minutos.

6. Lavar X § con lavado Bio-Rad Platelia®,

7. Agregar 100ul de substrato Bio-Rad Platelia® e
incubar durante 30 minutos en la oscuridad.

8. Agregar 100pl de solucin de detencién Bio-Rad

Platelia® y leer.
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Disposicién de la Placa

1

1l

+vVe puro

1/10 en H;O

1/5 en cerebro negativo

1/10 en H,0

1/10 en cerebro negativo

1/250 en H,0

1/100 en cerebro negativo

1/1000 en H,0

1/250 en cerebro negativo

1/1000 en cerebro negativo

-ve puro

m QW WU N ow

1/5 en H0

Los resultados obtenidos son como sigue:

Dilucién de 10mg de cerebro homogeneizado en cerebro -ve.

Etiqueta de ng de mg de Factor de (0]
muestra cerebro -ve |cerebro +ve| dilucién
+Vve Ppuro 0.00 10.00 1l 4
1/s 8.00 2.00 5 1.592
1/10 9.00 1.00 10 1.252
1/100 9.90 0.10 100 0.175
1/250 95.96 0.04 250 0.077
1/1000 9.99 0.01 1000 0.039
-ve puro 10.00 0.00 0 0.021
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Dilucién de 10 mg de homogeneizado de cerebro en H;0.

Etiqueta de mg de mg de Factor de oD
mueatra cerebro -ve |cerebro +ve dilucién
+ve puro 0.00 10.00 1 4
1/5 0.00 2.00 5 2.377
1/10 0.00 1.00 10 1.395
1/100 0.00 0.10 100 0.145
1/250 0.00 0.04 250 0.053
1/1000 0.00 0.01 1000 0.016
Resumen
oD

mg de cerebro +ve

Diluciédn en cerebro

Dilucidn en Hy0

=ve

10.00 4 4
2.00 1.9%2 2.377
1.00 1.252 1.395
0.10 0.175 0.145
0.04 0.077 0.053
0.01 0.039 0.016
0.00 0.02,. | @ meeee--

1,

Estos resultados se presentan gri&ficamente en la Figura

los

cuales

muestran las cuxvas de dilucién para 1la
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dilucién de cerebro poaitivo con reapectivamente agua Yy
cerebro negativo. Las dos curvas son esencialmente las
mismas, demoatrando que la presencia de material de cerebro
negativo no interfiere con el ensayo.

Ejemplc 10: Captura de la proteina tau agregada en cerebro

con Alzheimer y controles agrupados por edad normales

Se ha mostrado que, bajo condiciones definidas, varios
agentes de captura selectivos soln egpecificos para la captur
de proteina prién patogénica agregada de tal manera qu no se
captura el prién no agregado normal. La proteina prién
agregada tiene una eatructura de l&mina de pliegues beta,
mientras que la prién normal es mayormente de hélice alfa en
egtructura. Este ejemplo demuestra que otras proteina de
limina de pliegues beta agregadas, tales como agregados tau
que se encuentran en la enfermedad de Alzheimer, pueden
similarmente capturarse de manera selactiva.

Método

1. 25% (p/v] de homogeneizados de Alzheimer y cerebros
de control agrupados por edad, se prepararon en agu
destilada.

2. 4u]l del cerebro se hacen hasta 100pul en solucidn
amortiguadora de captura (Tris SOmM pH 8.4, 1%(v/v) Triton X-
100, 1% (p/v) N-lauroil sarcosina, 1% {(p/v) BSA).

3. 25u]l de cerebro se hace también hasta 100pl en

solucién amortiguadora de captura gque c¢ontiene 25ug de
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Tripsina.

4, Se agregan alicuotas duplicadas de 1l00xl de cerebro
preparadas como en las etapas 2 y 3 de arriba, a pozos
microtitulados recubliertes con sulfato de dextrano y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.

5. Los pozos se lavan entonces tres veces con Tris
50mM pH 8.4, 1% (p/v) N-lauroil sacosina.

6. Las muestras 8e incuban - con un anticuerpo
monoclonal anti-tau en PBS 0.1%(v/v)Tween20.

7. Después de 1 hora a temperatura ambiente, los pozos
se lavaron tres veces con PBS 0.1%(v/v)Tween20.

8. Se detectd el anticuerpo primario inmovilizado con
un conjugado de peroxidasa de raiz de rabano IgG anti-ratén
siguiendo les ‘procedimientos estiandar.

Resultados

Resgsultados con el anticuerpo anti-tau

Cerebro 1 mg cerebro sin|l0 mg cerebro con
tripsina tripsina

Alzheimer 1 1.32 1.26

Alzheimer 2 0.85 0.62

Contreol 1 0.56 0.20

Control 2 0.97 0.51
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Discusidn

Se conoce gque los cerebrps de la mayoria de los
individuos de edad contienen tau agregado, perc en la
enfermedad de Alzheimer hay mis de estos agregados que en los
controles agrupados por edad. Aqui, el agente de captura
selectivo captura estos agregados. Bn este ejemplo, 1la
digestién de tripsina reduce la unién.de la proteina y reduce
la sefial, pero, bajo estas condiciones, no reduce su
respaldo. La relacién de gefial después del tratamientc con
tripaina para la sefial sin tratamiento, fue mucho mayor en
los cerebros de Alzheimer ﬁue en log contro}es. Esto sugiere
que hay mis agregados resistentes a la proteasa de la
proteina tau en el cerebro de Alzheimer en comparacidn con
los controles agrupados por edad.

Ejemplo 11: E1 efecto de trituracién de tripsina en muestras

de PrP®*® pesitivo

Método

Placa recubierta de sulfato de dextrano:

1 mg de bromuro de hexadimetrina (Polibreno) (100ul de
10mg/ml en solucidn amortiguadofa de carbonato pH 7.4) Bse
regubrié en placas Maxisorb y sBe dejé durante la noche a
temperatura ambiente.

Cada placa se lavd entonces 3 veces con PBS y se
recubrid con 1lmg de sulfato de dextrano (BPM 500000) (10mg/ml

golucién de almacenamiento en solucién amortiguadora Trie pH
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8.6) y se dejé a temperatura ambiente durante 4 horas.

Las placas se lavaron entonces 3 vecea con PBS y luego
se blogquearon con 300yl de scolucién de BSA al 5% en TBS y se
dejé a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Las placas se lavan entonces 3 veces con PBS.

Sclucisn amortiguadora de captura

Solucién amortiguadora Tris 250mM a pH 8.4 que contiene
BSA al 5%, sarkosil al 5%, triton al 5%.

Muestra

Se trataron cerebroe débilmente y fuertemente positivos
BI63 y SV10 (homogeneizado al 25%) como sgigue, para
proporcionar muestras para ensayo.

251 de homogeneizado de cerebro + 25p]1 de sBolucién
amortiguadora de captura, Tris 250mM pHB8.4, BSA al 5%, Triton
X-100 al 5%, sarkasoil al 5%, + 65ul ée H20.

A esta ®muestra se le agregd 10l de varias

concentraciones de tripsina.

Solucitn amortiguadora de lavado

Trie 50mM pHB.4 + sarkosil al 1%
Método
Protocolo de ensayo

1. Se agregd 100 pl de mueatra a la placa y se incubd a
temperatura ambiente durante 120 minutos.

2. Se lavé X 3 con 50mM Tris pHB8.4 +sarkosil al 1% y X 3

con PBS.
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3. Se agregd 100 pl de 4MGUSCN (en 20% PEG) y se incubd

durante 10 minutos a 2-89C.

4. Se lav X 3 con PBS.

5. Se agregS 100 pl de conjugado de anticuerpo de enzima

Bio-Rad Platelia™ y se incubd a 2-8°C durante 60 minutos.

6. Se lavd X5 con lavado Bio-Rad Platelia™.

7. Se agregs 100 pl de substrato Bio-Rad Platelia™ y se

ingubé durante 30 minutos en la oscuridad.

8. Se agreg® 100 pl de solucién de detencidn Bio-Rad

Platelia™ y se leySs.

Resultados

5 mg de cerebro positivo Bi63

Tripsina (;g) oD
1000 0.135
100 0.1l4
25 0.169
10 0.173
1 0.068
0 0.068

5 mg de cerebro positivo 8SV10

Tripsina (pg) oD
25 2.858
(4] 0.854




10

15

20

25

66 /_9’2/

Conclusién

la presencia de tripsina aparece para incrementar 1la
sefial. También aparece que un amplio rango de concentracidén de
tripsina puede usarse sin un efecto en detrimento en el ensayo.

Ejemplo 12: Demostracitén del enlace especifico de Prp*® por

policationes

Método

Este ejemploe demuestra el uso de va_rios pelicationes para
la captura especifica de PrP%°. Los ligandos se recubren ya sea
pasivamente en microplacas de poliestireno o se recubren
activamente (esto es, se unen), donde sea apropiado, a placas
de anhfdrido maléico. .

Inmovilizacifn del agente de enlace selectivo

Todos los agentes de enlace Belectivo se inmovilizan

durante la noche a 16-25°C en solucién amortiquadora de

carbonato 50mM pH 9.6 a una concentracién de 10pg/ml. Después
de la inmovilizacién, las paredes se lavan x3 con FBS y luego
se blogquean con BSA al 5% (p/v) en PBS durante 30 minutos.
después de bloquear, los pozos Be lavan x2 con PBS antes de
usarse. El dendimetro Starbust PAMA, poli L-lisina vy
polietilenimina 8se recubrieron en tanto Maxisorp como
microplacas de anhidridoc maléico, mientras que el polibrenoc y
pDADMAC se recubren sélo en placas de Maxisorp.

captura de Prp*c

1. Se homogenizan cerebros de bovina ne infectadeos y
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de bovino infectados con BSE en agua destilada siguiendo los
protocolos definidos comercialmente.

2. 0.5 mg del cerebro homeogeneizado se capturd en los
pozos recubiertos de ligando en un volumen total de 100
Tris SOmM pH 8.3, 1% (p/v) N-lauroil sarcosina, 1% (v/v)
Triton X-100, 1% (p/v) BSA, 0.5mg/ml tripsina (p&ncreas
porcino) . .

3. Después de capturar durante 2 horas a 18-25°C, los
pozos 8se lavaron x3 con tris 50mM pH 8.3, N-lauroil
sarééaina al 1% (p/v).

4, Los pozos s8e lavaron entonces x3 con PBS y se
incubaron durante 10 minutos con 100p]l de tiocianato de
guanidina 4M, PEG 8000 al 20% a 4-8°C.

5. Los pozosa se lavan x3 con PBS y luego se incuban
con un conjugado de peroxidasa de raiz de r&bano monoclonal
anti-prién.

6. Después de 60 minutos, los pozos se lavan x5 con
PBB 0.1% {(v/v) Tween20, y se agregd 100ul de substrato TMB.

7. Despﬁés de 30 minutos se midid el OD450 de cada

reacciébn y se registrdé (ver tabla de abajo).



10

15

20

25

68

/J‘}/

Resultados

Agente de enlace Absorcibn pasiva Absorcién activa
Pogitivo | Negativo | Positivo | Negativa

Starburst de 0.938 0.030 0.097 0.026

dendrimero PAMA

Polibreen 0.019 0.016 ND ND

Poli L-lisina G.070 0.017 0.001 0.001

PDADMACY* 1.828 0.037 ND ND

Polietilenimina 0.118 0.030 .0.402 0.055

*Aldrich 40903-0-pm 400,000 -~ 500,000

Discusidn

ILos policationes Starburst dendrimero PAMA y pDADMAC

trabajan bien como ligandos especificos de PrP** cuando se

recubren pasivamente para microplacas de pollestireno. El
pDADMAC trabaja mejor en esta serie de agentes de enlace. El
polietilenimina trabaja en algln grado cuando se inmoviliza en
microplacas de arnhidrido malé€ico a través de estos grupos amino.

Este experimento demuestra que una variedad de cationes

poli pueden usarse para capturar especificamente el PrP™® del

cerebro infectado bajo las condicionesn de solucibn

dadas. Estos _agentes pueden

amortiguadora de captura
inmovilizarse pasivamente © activamente a las superficies de
poliestireno. Otros experimentos han demostrado que la sefial

méxima de 20mg 'de cerebro positivo puede realizarse en
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presencia de N-laurcil sarcosina al 1% (p/v) en la solucién
amortiguadora de captura; sin N-lauroil sarcosina la seflal se
reduce., Esto ilustra que los agentes de captura xealizan
mejor bajo condiciones de solucién amortiguadora definida.

Ejemplo 13: Captura de beta amileoide agregado y tau en

cerebro con Alzheimer y controles agrupados por edad normales

por el agente de enlace policatiénico

_ Antecedentes

El pDADMAC, bajo condiciones definidas, se ha moatrado
que es especifico para la captura de la protefna prién
patogénica agregada; la prién no agregada normal no se
captura. La proteina prifn agregada tiene una estructura de
i&mina con pliegquea en beta extensiva, mientras que la pridén
normal es mayormente de hélice alfa en estructura. Se postula
que el agente de enlace puede reconocer otras proteinas de
l&mina de pliegue en beta agregadas tales como agregados
beta-amiloide y tau que se encuentran en la enfermedad de
Alzheimer. Los experimentos de abajo se realizaron con objeto
de investigar esta hipétesis.

Mé&todo

1. Se prepararon homogeneizados de Alzheimer al 25% (p/v}

y cerebros de control agrupados por edad en agua destilada.

2. Se hacen 80ul del homogeneizado de cerebro haata

100pl1 en solucién amortiguadora de captura (tris 50mM pH 8.4,

1%(v/v) triton X-100, 1%{p/v) N-lauroil sarcosina, 1% (p/v)
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BSA) y sSe agregd a micropozos recubiertos policatidnicos
(formados al recubrir los pozos con peoli{cloruro de
dialildimetil amonio) (pDADMAC), i{(Aldrich Chemical Company
Inc., catalogo numero 40,903-0).

3. Después de 1l1la incubacidén durante 2 horas a
temperatura ambiente, los pozos se lavan tres veces con Tris
50mM pH 8.4, N-lauroil sarcosina al 1%(p/v) y luego se
incuban con un anticuerpo anti-tau monoclonal en PBS
0.1%(v/v) Tween20.

4. Después de 1 hora a temperatura ambiente, los pozos
se lavan tres veces con PBS 0.1%(v/v)Iween20.

5. se detectéd el anticuerpo primario inmovilizado con
un conjugado de peroxidasa de raiz de rabano IgG anti-ratén

gsiguiendo los procedimientos esténdar.

Resultados
Cerebro Clasificaciédn por banco de cerebros [OD450
67/97 Positivo 1.85
73/97 Positivo 0.80
163/97 Positivo 0.61
149/97 Positivo 0.45
97/97 Negativo 0.05
98/98 Negativo 0.08

Discusidn

El agente de enlace policatiénico permite la captura de
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los agregados tau. Cuando el tau capturado se detecta con el
anticuerpo anti-tau, los cerebros de enfermedad de Alzheimer
todos tienen una sefial p.ositiva alta, mientras que los cerebros
de control negativoe dan una seflal negativa baja. ﬁn
conclusién, la captura con un policatién bajo las condiciones
especificas puede permitir la diferenciaciém de cerebros de
enfermedad de Alzheimer de aquellos cerebroe sin la enfermedad.

Ejemplo 14: Efecto de las diferentes proteasas y DNasa en la

inhibicién de matriz de capturo pDADMAC de Prp*c

Antecedentes

El efecto de proteasas diferentes en la efectividad de
la captura de PrP*® a las placas recubiertas con policatién
{formadas por el recubrimiento de los pozos cc;n poli (cloruro
de dialildimetil amconio) (pDADMAC) (Aldrich Chemical Company
Inc., catilogo ntmero 40,903-0) ese investigaron.

Método

1. 80l de homogeneizado de cerebro se hace hasta 100ul
por la adiciSn de 20ul de soluciSn amortiguadora de captura
(250mM tris pH 8.3, 5%{V7V) Triton X-100, 5% (p/v) N-laurcil
parosina, 5% (p/v) BSA) que contiene diferentes proteasas y/o
ONasa.

2. ILes homogeneizados =se agregan entonces a los
micropozos recubiertos policatibnicos.

3. Después de 1la incubacién durante 2 horas a

temperatura ambiente, loa pozos se lavan seis veces con PBS.
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4. Se agregan 100Ul de tiocianato de guanidina 4M, 20%
{p/v) PEG a cada pozo.

§. Después de la incubacién durante 10 minutos a
temperatura ambiente, los vozos se lavaron tres veces con PBS.

6. Se agregaron 100yl de conjugado de peroxidasa de raiz
de rSbano proteina anti-prién (diluido 1;1500 en PBS 0.1% (v/v)
Tween 20 y 5% (p/v) BSA).

7. Después de 1 hora a temperatura ambiente, los pozos
se lavaron cinco veces con PBS 0.1%(v/v)Tween20.

B. Se detectd el conjugado inmovilizado con solucién de
T™™MB siguiendo los protocolos estindares.
Regultados

Evaluacifn de los efectos de_ guimiotripsina, tripsina, DNasa y

proteinasa K en la solucifn amortiguadora de captura

Proteasa o DNasa usada Cerebro de bovino
infectado
Sin proteasa ¢ DNasa - 0.122
Quimioftripsina (conc. De ambos 6.25mg/ml) 0.139
Dnasa/Tripsina (conc. 1mg/ml Dnass, 6.25 mg/m! tripsina)
0.639
Quimic/Dnasa (conc. 1mg/ml Dnasa, 825mg/mi Quimio)
. 0.616
Quimio/Dnasa/Tripsina conc. Img/ml Dnasa, 6.25mg/ml Quimio
y Tripsina ' 0.460
Tripsina (conc. 6.25mg/mi) 0.568
Quimio {conc. 6.25mg/mi) 0.171
[Dnasa (conc. 1mg/ml) 0.180
Proteinasa K (conc 1mg/ml) _ 0.531
Pronasa {conc. 1.25mg/ml) 0.222
Pronasa (conc. 8.25mg/ml) 0.178
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4. Se agregan 100ul de tiocianato de guanidina 4M, 20%
(p/v) PEG a cada pozo. -

5. Después de la incubacién durante 10 minutos a
temperatura ambiente, los pozos se lavaron trea veces con PBS.

6. Se agregarcn 100ul de conjugado de peroxidasa de raiz
de ribano proteina anti-prién (diluido 1;1500 en PBS 0.1% (v/v)
Tween 20 y 5% (p/v) BSA).

7. Degpués de 1 hora a temperatura ambiente, 1 s pozos
ge lavaron cinco veces con PBS 0.1%(v/v)Tween20.

8. Se detectd el conjugado lnmovilizado con solucidn de
T™MB siguiendo los protocolos esténdares.
Resultados

Evaluacién de los efectos de quimiotripsina, tripsina, DNasa y

proteinasa K en la solucién amortigquadora de captura

Proteasa o DNasa usada Cerebro de bovino
infectado
Sin proteasa o DNasa : 0.122
' Quimiaftripsina (conc. De ambos 8.25mg/mi) 0.139
Dnasa/Tripsina (conc. img/mi Dnasa, 6.25 mg/ml tripeina)
0.639
Quimia/Dnasa (conc. 1mg/ml Dnasa, 6.25mg/mi Quimio)
0.616
Quimio/Dnasa/T ripsina conc. 1mg/mi Dnasa, 6.25mg/ml Quimio
y Tripsina ' 0.480
Tripsina (conc. 6.25mg/mi) 0.568
Quimio (conc. 6.25mg/mi) 0.171
Dnasa (conc. 1mg/ml) 0.180
Proteinasa K (conc 1mg/mi) 0.531
Pronasa (conc. 1.25mg/mi) 0.222
Pronasa {conc. 6.25mg/mi) 0.178
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Concentraciones de tripsina y quimiotripsinae titulantes en

solucidn amortiguadora de captura

Cerebro de bovino
Proteasa usada infectado
Tripasina 6.25mg/ml ' 0.732
Tripsina 1.25mg/ml ] 0.726
Quimio 3.125mg/ml 0.568
Quimio 0.625mg/ml -7 0.433
Discu;ién

Se ha demostrado que el ligando policatiénico bajo
ciertas condiciones es especifico para enlazarse a PrP*®. Sin
embargo, la sefial se puede reducir por los efectos de matriz
derivadoa de los constituyentes del homogeneizado de cerebro
que pueden interferir con el énlace y reducir la sefial. Este
efecto de matriz puede reducirse y la sefial del cerebro
infectado incrementarse por el uso de proteasas. Este eatudio
muestra que la tripsina, quimiotripsina y proteinaza K son
efectivos para remover la inhibicién de matraz; la pronasa (a
las concentraciones investigadas) es menos efectiva. La
tripsina a una concentracidn de 6.25-1.15 mg/ml es igualmente
efectiva, mientras que la quimiotripsina es mids efectiva a la
concentracién incrementada. La DNasa tiene un efecto més
pequefioc pero demostrable en la remocién de la inhibicién de

matriz.
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Ejemplo 15: Efecto del pH y la sal en la captura pDADMAC de

proteinas prién

Antecedentes

Loa efectos de la concentraciém de pH y sal ern la
efectividad de la captura de PrP® para las placas recubiertas
de policatién (formado al recubrir los pozos c¢on poll(cloruro
de dialildimetil amonio) (pDADMAC), (Aldrich Chemical Company
Inc., catdlogo ndmero 40,903-0) se investigaron.

Método

1. 80ul de homogenelzado de cerebro se llevan hasta
100ul por 1la adicién de 20yl de solucién amortiguadora de
captura (Tris '250::-11\1, ver Tabla para pH, 5%(v/v} Triton X-100,
5% (p/v) N-lauroil sarcosina, 5%(p/v} BSA y 6.25mg/ml de
tripsina) que contiene varias concentraciones de sal vy
ajustados a varios pH, se investigd.

2. Los homogeneizados se agregan entonces a micropozos
recubiertos policatifnicos. '

3. Después de la incubacién durante 2 horas a
temperatura ambiente, los pozos se lavaron seis veces con
PBS.

4. Se agregé 100pl de tiocianato de gquanidina 4M,
20%(p/v) PEG a cada pozo.

5. Después de Jla incubacién durante 10 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron loa pozos tres veces con

PES.
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6. 100pl de conjugado de peroxidasa de raiz de r&banc
de protefna anti-prién (diluido 1:1500 en PBS 0.1%(v/v) Tween
20 y 5% (p/v) BSA) se agreg6.

7. Después de 1 hora a temperatura ambiente, los pozos
ge lavaron cianco veces con PBS 0.1%({v/v)Tween20.

8. El conjugado inmovilizado se detectd con solucidn
TMB siguiendo los protocolos estédndares y el OD450 de las
reacciones medidas.

Resultados

Efecto del pH

solucién amortiguadora |Cerebro de bovino |Cerebro de bovino
de captura infectade negativo

5 0.177 0.119

6 0.082 0.1

7 0.093 0.045

8.4 0.226 0.039

9 0.24 0.038

10 0.25 0.037

Efecto de la sal

sclucién amortiguadora|Cerebro de bovino Cerebro de bovino

de captura infectado no infectado
NaCl 20mM 0.476 0.038
NaCl 100mM 0.361 0.039
NaCl 250mM 0.191 0.028

NaCl 1M 0.06 0.024
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Discuaidn

Como el pH de la solucifn amortiguadora de captura es
més bajo, la sefial del cerebro no infectado se incrementa,
pero la sefial del cerebro infectado se reduce: A pH de mis
de 8.0, el positive O6ptimo para la relacién de seilal
negativa se realiza.

Como la concentracién de, sal en 1la solucién
amortiguadora de captura se incrementa, la sefial del cerebro
infecto se reduce progresivamente. Esto indica que una
concentracién de sal baja o no sal es la condicién &ptima
para la captura de Prp%°,

Ejemplo 16: Efecto de concentraciones variadas de N-lauroil

sarcosinA y proteasa en la captura pDADMAC de PxrPSc

Antecedentes

El efecto de diferentes concentraciones de N-lauroil
sarcosina en 1la presencia 6 ausencia de tripsina, ase
investiga en la efectividad de captura de PrPSc para las
placas recubiertas de policatién (formadas al recubrir los
pozos con poli(clorurc de dialildimetil amonio) (pDADMAC),
(Aldrich Chemical Company Inc., catfilogo nimero 40,903-0) se
investigd.

Método

1. 80ul de homogeneizado de cerebro infectado =se

llevan hasta 100yl por la adicién de 20pl de solucién
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amortiguadora de captura (Tris 250mM pH 8.3, S%(v/v) Triton
X-100, 5%(p/v) BSA) que contiene diferentes concentraciones
de proteasa y N-lauroil sarcosina.

2. Los homogeneizados se agregan entonces a los
micropozog recubiertos policatidnicoa.

3. Después de la incubacién durante 2 horas a
temperatura ambiente, los pozos se lavan seis veces con PBS.

4. 100ul de guanidina tiocianato 4M, 20% (p/v) PEG se
agregan a cada pozo.

5. Después de la incubacidn durante 10 minutos a
temperatura ambiente, los pozos se lavan tres veces con PBS.

6. 100ul de conjugado de peroxidasa de raiz de rébano
de protefna anti-prién (diluide 1:1500 en PBS 0.1% (v/v)
Tween 20 y _Ei%(p/v) s5e agregaron.

7. Deapués de 1 hora a temperatura ambiente, 1los
pozos se lavaron cinco veces con PBS 0.1%(v/v)Tween20.

8. El conjugado inmovilizado se detect& con 8 lucién

TMB siguiendo los protocolos esténdar.



el

78

10

15

20

25

Resultado
Detergente y proteasa usado en Concentraciones de 0450
la solucién amortiguadora de agente usado
captura
N-lauroil sarcosina o ¢.08
Tripsina 1.25 mg/ml
N-laurcil sarcosina 2.5% 1.181
Tripsina 1.25 mg/ml
N-lauroil sarcosina 5% 2.267
Tripsina 1.25 mg/ml
N-lauroil sarcosina 10.0% 2.628
Tripsina 1.25 mg/ml
N-lauroil sarcosina 0 0.171
Tripsina 6.25 mg/ml
N-lauroil sarcosina 2.5% 2.384
Tripsina 6.25 mg/ml
N-lauroil saxcosina |5% 2.725
Tripsina 6.25 mg/ml
N-lauroil sarcosina 10.0% 2.883
Tripsina 6.25 mg/ml

Discusidn

En ausencia de N-lauroil sarcosina no hay seflal del
cerebro infectado con bajas concentraciones de tripsina. A
concentraciones mwéds altas de tripysina, ein embazrgo, ae
restaura alguna sefial en ausencia de N-laurcil sarcosina.

Aungque la invencién se ha deascrito c¢on referencia

particular a modalidades preferidas de esta, se apreciard que

muchas modificaciones y variaciones de la misma son posibles
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dentro del alcance general de Jla invencidén. Cualguier
variacién de la invencién como se reivindica explicitamente
que operaria en la misma forma para producir el mismo
resultado, est& dentro de la proteccién conferida por al
solicitud.

En esta especificacidn, Balvo gue se indique

expresamente de otra manera, la palabra "“o" se usa en el

.sentido de wun operador que regresa un valor real cuando

alguno o ambas de las condiciones establecidas se cumplen,
como opuesto al operador “exclusivo o que requiere que sdlo
una de la condiciones se cumplan. La palabra ™“comprende” se
usa en el sentido de ®“incluir” en ves de significar “coneiste
de”.

Se hace constar que con relacién a easta fecha, el mejor
método conocido por la solicitante para llevar a la préctica
la citada invencién, es el gue resulta claro de la presente

descripcj:én de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencifn como antecede, se
reclama como propiedad lo contenido en 1las siguientes
reivindicaciones,

1. Un proceso para el enlace selectivo de una forma
anormal agregada de una proteina en presencia de una forma
normal no agregada de la protefinma, caracterizado porque
comprende poner en contacto bajo condiciones de enlace
gelectivo un material gque contiene tanto las formas anormales

como normales con un agente de enlace e es un material

—

uerza de enlace
agregada de la protelina como se presenta en la muestra.

2. El proceso de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las condiciones de enlace sgelectivo
incluyen 1la presencia de un agente de compétencia en

salucidén, el agente de competencia tiene grupos isSnicos que

tienen una fuerza de enlace menor para la forma ancrmal de la &p

proteina que la del material poli-idnico.
3. El proceso de conformidad con la reivindicacién 1 &
la reivindicacién 2, caracterizado porque el agente de enlace

ao‘w\-t. oo

4. El proceso de conformidad con cualeagquiera de las

es regsistente a la proteasa.

reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
proteasa se pregenta durante el enlace o en donde la proteina

se expone a ia accién de una proteasa después de enlazarse. d’

yLpu A

-
J

ara la forrsu U‘P
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S. El proceso de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el agente
de enlace es un material polianidnico gue tiene una

multiplicidad de grupes anifnicos o un material policatidnico

que tiene una multiplicidad de grupos catidnicos.
6. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 5,

caracterizado porgque el material poli-ifnico tiene una

-multiplicidad de grupos aniénicos que son grupos sulfato,’

carboxilo o fosfato, o una multiplicidad de grupos catiénicos

que a8aon grupes amino, grupos l.i.tnina o grupos de __am;:nié )
cuaternario. ' -
7. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizade porque el material poli-idénico es un
poliglicésido polianidnico.
8. El proceso de conformidad con la reivindicacién 7,

caracterizado porque el peoliglicfsido polianiénico es un

poliglicésido polisulfonado. / -

WL

9. El proceso de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizado porque el poliglicésido polianidnico es un
derivado de pentosan polianidnico o derivado de dextrano.

&@ El proceso de conformidad con la reivindicacién 9
caracterizado porque el poliglicSsido pelisulfonado es
polisulfato de pentosan (PPS) o sulfato de dextrano./ j

11. El proceso de conformidad con la relvindicacién S,

caracterizado porque el material poli-iénico es bromuro de
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hexadimetrina, dendrimero PAMAM, poli L-lisina, pDADMAC o
polietilenimina. ////

12. El proceso de conformidad con cualesguiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado porgue el agente
de competencia tiene una densidad menor de grupos iénicos que
el.material poli-idénico.

13. El proceso de conformidad con la reivindicacién 12, N
caracterizado porque el agente de competencia es anidnico. 3

14. El procesc de conformidad con la reivindicaciém 13, s 3
caracterizado porque el agente de competencia es un 59

detexrgente anidnico.

15. El proceso de conformidad con la reivindicacién 13,

caracterizado porque el agente de competencia es una amida de

s

16. El proceso de conformidad con la reivindicacién 15,

aminoicido de un &cido graso.

caracterizado porque el agente de competencia es n-
lauroilsarcosina. v
17. El proceso de conformidad con cualesquiera de las

reivindicacionea precedentes, caracterizado porque el pH es%:&’).

—

tal e promueve el enlace del agente de enlace a la forma
anormal de la proteina.

18. El1 proceso .de conformidad con la reivindicacién 17,
caracterizado porque el pH es desde 8 hasta 9.

19. El proceso de coaformidad con la reivindicacién 18,

caracterizado porque el pH es desde 8.2 hasta B8.6. /
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20. El proceso de conformidad con cualesquiera de las ")

reivindicaciones precedentes, caracterizado porgue el E

/
tergente esti‘presente de manera que promueve el enlace del
age e*entEEE/L la forma anormal de la proteina.

21. El proceso de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el agente
de enlace después de enlazar la forma anormal agregada de la
proteina, se captura con un agente de captura inmovilizado.

22. El proceso de conformidad con la reivindicacién 21,
caracterizado porgue el agente de.captura es una lectina o un
anticuerpo reactivo con éz_;;;;E;_a;\Ehiace.

p———

23. El proceso de conformidad con la reivindicacién 21,

@ oo !

caracterizado porque el agente de enlace se proporciona con,
una porcién de etiqueta enlazable selectivamente y el agente.
de captura se enlaza a la porcién de etiqueta.

24. El proceso de conformidad can cualesquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 20, caracterizado porque el agente
de enlace se inmoviliza al mediec s6lido antes de exponerse a
la forma ancrmal de la proteina.

25. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 24,
caracterizado porque el medio es un substrato que tiene el
agente de enlace recubierto en é&ste. |

26. El procesc de conformidad con la reivindicacién 24,

caracterizado porque el agente de enlace se proporciona con

una porcidén de etiqueta selectivamente enlazable vy sefj
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inmoviliza al wmedio s86lido por medio de la porcién de

B4

etigueta.
27. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 23 o
reivindicacién 26, caracterizado porgue la porcibn de

etigqueta enlazable es biotina, fluorescelna, dinitrafencl,

digoxirenina, un &cido nucleico ¢ una secuencia anfloga de h

&cido nucleico o (His)®6.

28. El proceso de c¢onformidad con cualesquiera de las

reivindicaciones 1 hasta 20, caracterizado porque el agente

1
§
é
N
de enlace en un s&lido que proporciona una superficie tiene ‘g
la avidez de enlace. 3

29. El proceso de conformidad con la reivindicacién 28, E
caracterizado porque la superficie es tal que el polimero 5
tiene grupos 1dénicos enlazados covalentemente en la 9
estructura del polimerc o producidos por la modificaciéfn de
grupos de superficie del polimero.

30. Un proceso de ensayo para la presencia de una forma
agregada anormal de una proteina en la muestra, el procesc
caracterizado porgue comprende el enlace de la proteina de \8,
forma anormal de conformidad con cualquier reivindicacién
precedente, seguido por determinar la existencia o cantidad
de enlace de la proteina al agente de enlace ..

31. El proceso de conformidad con la reivindicacién 30,

caracterizado porque el enlace se determina cualitativamente

o cuantitativamente al conducir un inmunoensayo para la forma
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agregada de la proteina.
32. El proceso de conformidad con la reivindicacién 30 &
la reivindicacién 31, caracterizado porque el enlace de la

forma agregada  anormal de la proteina se conduce

selectivamente en presencia de la foz:ma no agregada anormal
de la proteina y la proteina de forma agregada enlazada se
separa entonces de la proteina de forma normal no enlazada y
posteriormente la determinacidén de la existencia o cantidad
del enlace se determina. -

33. El proceso de conformid.ad con cualesquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la forma
anormal de la protefina es PrP*° y la forma normal es PrP¢.

34. Un proceso para separar PrP* de PrP° caracterizado
porque comprende enlazar selectivamente PrP* a un agente de
enlace en presencia de una amida de amino&cidec de un Scido
graso.

35. El proceso de conformidad con la reivindicacién 34,
caracterizado porque el agente de enlace es un material poli-
iénico.

36. El proceso de conformidad con la reivindicacién 34 o
reivindicacién 35, caracterizado porgque la amida de
aminodcido de un &cido graso es N-lauroilsarcosina.

@ El proceso de conformidad con cualesquiera de las

reivindicaciones 34 hasta 36, caracterizado porque se conduce

a un pH desde 8 hasta 9.
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38. Un agente de enlace, caracterizado porque es un
poliglicésido polianifnico, hexadimetrina, ©o wun agente de
enlace policatifnico conjugado a una porcién de tigqueca
enlazable, en donde el agente de enlace puede inmovilizarse
un medio s6lido por el enlace de la porcién de etiqueta
enlazable a un agente de captura en el medio sélido.

39. Un agente de enlace selectivo de conformidad con la
reivindicacién 38, caracterizado porque el agente de enlace
es un poliglicésido polisulfonado.

40. E1 agente de enlace gelectivo de conformidad con la
reivindicacién 38, caracterizado porque el agente de enlace
es un derivado de pentosan polianidnico o un derivad de

dextrano.

—

. 41 Un agente de enlace selectivo de conformidad con la
reivindicacién 38, caracterizado porque el agente de enlace
es un material policatidnico, seleccionado de bromuro ' de
hexadimetrina, dendrimero PAMAN, poli L-lisina, PpDADMAC o

polietilenimina.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen formas de agregacién infecciosas de
proteinas tales como PrP, amiloides, y tau que ge enlazan
selectivamente en presencia de la proteina de la forma normal
usando un agente de enlace poli-iSnico tal como sulfato de
dextrano o pentosan (anifénicos), o compuestos de poliamina
tales como pDADMAC (catidnico). bajo condiciones de enlace
selectivo que incluyen el uso de n-lauroilsarcosina a un pH

medianamente alcalino, y pueden luege evaluarse.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

L alic SN AL

2020
BogotaD C
Doctor(a) _ OfiioN° 10844
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)
MICROSENS BIOPHAGE LIMITED -
ASUNTO:
Radicacion N° 04-95972
Solicitud intemacional PCT/GB03/000858
Fecha inicio fase nacional 28/09/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacién ' 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

o La sdlicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Decisién 486).

e La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presgnte conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal 8),

Ig’primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

El anteffor requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
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