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Publiished:
without international search report and to be republished

upon receipt of that repori

[Continued on next paga]

(54) Title: EARLY DIAGNOSIS OF CONFORMATIONAL DISEASES

Diagrammatic represamation of the cyclic ampilficstion procedure
L] _--

v TR e

Sonication

{57) Abatract: A method for the diagnosis or detection of conformational diseases by assaying for a marker (the pathogenic con-
former) of such diseases in a sampia is described, which method comprises a cyelic amplification system 1o inereasa the levels of
the pathogenic conformer which causes such diseases. In particular, such transmissible conformational diseases may be prion en-
cephalopathies. Assays, diagnostic kits and apparatus based on such methods are also disclosed.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

O PR o e e s s
89.75803 ACTION

Insmational appication No. Iinlamational ling dale {dmymonthyear) (Eanlest) Priority Data [day/monthiear)
PCT/6B 01/ 02584 13/06/2001 07/07/2000

Applicant

APPLIED RESEARCH SYSTEMS ARS HOLDING N.Y. et al.

mhmmﬂmmnmonmbnnmmdb{mhlnmmmmwmdllmmnhdhm applicant
according o Articie 18. A copy |s being franamittod to the Intarmational Bu

This inlemational Search Raport conslsta of & total of 6 sheots.
Itls also accompanied by a copy of eech prior art document clted In this report.

1. Baasls of the report
a. With regard to the language, the international search was carried aut on the baais of the International appiication in the
language in which it was flisd, uniesss otherwisa Indicated under this liam.

D the intamational search was camied out on the baals ol a transiation of the intsmational appiication furnished o this
Authortty (Rula 23.1(b)).

b. With regard to any nucleotide and/or amino acid segquencs disclosad In the intemational application, the mtamational search
was carried out on the basia of the sequenca listing :
coniained In the intemational appiication In written form.

filed fogether with the Intemational application in computer readable form,
fumished subsacuantly to this Authorlty In writtan form,
furnished subsequently to this Authority in computer readbie form.

the staiement that the subsequently fumished written sequence lieting doas not go beyond the dsciosurs in the
International appfication as fllad has been fumished.

tha statement that the Information recordad in computar readable form Is idanticel to the written sequence listing has been
fumnished

Certaln claims were found unsearchabls (Ses Box I).
Unity of Invention is lacking (ses Box I1}.

O 0O O0000

4. With regard to tha title,
[X]  the taxtis approved as submitted by the applicant.
[[] the texthas been estabiishad by this Authortty 1 read as foliows:

5. With regard 1o the absiract,
the taxt |s appraved as submitted by the applicant.

D the text has bean esiablishad, according to Rule 38.2(b), by this Authority as It appears In Box lil. The appkcant may,
within one month from the date of maling of tis International search report, submit comments o this Authority,

6. The figure of the drawings 1o ba published with the abstract Is Figure No. 2
[X)  assuggestad by the apphicant. [[] Nonootthe ngures.
E] bacausa tho appficant fafled to suggast a figura.
[] becaussthis figure better characterizes the invention.

Form PCTASA/210 (first <heet) (July 1958)
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Ype 7

CLASSIFICATION OF § BJEC‘I' MATTER

GOIN33/6

Accerding to (nternstional Petent Claselfication {(PC) or {0 both national classification and PC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 7

Minimum documentation searched (i wmmqmnm

GOIN CO7K

Documeniailon ssarched olher than minimum documentation io the sxient ihal such documants are includad in the flakis searchad

WPI Data, MEDLINE, PAJ

Elactronic data base consulied during the intemational search (nama of deta base and, whare practical, ssarch larms usad)
BIOSIS, EPO-Internal,

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caiagory * | Chation of document, with indication, where approprisis, of the relevant passages Ralevant 16 ctalm No.
X CAUGHEY B ET AL: "Aggregates of 1,2,6-8,

scrapie-associated prion protein induce 10,11

the cell-free conversion of

protease-sensitive prion protein to the

protease-resistant state.”

CHEMISTRY & BIOLOGY. ENGLAND DEC 1995,

vol. 2, no. 12, December 1995 (1995-12),

pages 807-817, XP008004297

ISSN: 1074-5521

page 808, column 1, 1ine 26 -column 2,

line 33

figure 2

page 815, column 2, 1ine 35 - 1ine 56
X EP 0 391 714 A (BRIGHAM & WOMENS HOSPITAL) 13

10 October 1990 (1990-~10-10)

claims 17,21

)=

m Furthar docymanta ars lisied In the continuation of bax C.

[D Pasent famlly members are listed In annax.

* Spacial catagories of clied documams :

‘A" cocumant defining the st of tha art which Is not
coneidarad to be of particular plavance

"E" sarfor document byt published on or after the Intemational
Ming dialg

“"L* documsn which may throw doubts on pdoﬂly claln(l)or
which Is clied to establish the publication date of anct
ditation or ather apecial reason (a8 speciiad)
"0 documant rafarring 1o an oral disclosury, usa, axhibition or
other means
*P* document published prior (o the infamational flling date but
Exter than tha priority daie claimed

'T" iter documsnl publishad after the intamadlonal fil
or priorty data and not In conflict whh tha applical Iln
cliad to understand the principle or theory underlying tha

“X* documant of paniculsr reisvance; the ciaimed Lvention
cannal be considerad novel or cannot ba considerad 10
Ivolve an inventiva step when the document is iaken alone

"Y* document of panicular elovance; the claimed Invention
canneat ba conaldared o invoive an inventive slap whan tha
document Is combined with cnha or more other such docy-
hmm.:mwnmmummnu parson sidled

*&" decumem mamber of tha same patent family

Dae of the aciual compilation of he itemailonal search

Data of mailng of the Inlsmational saarch repon

25 June 2002 31/07/2002
Name and maliing address of the ISA Authorized oificar
Eurcpean Pateni Qffice. P.6. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rilwwik
;::(ﬂ'-_?%)mo-m%h 31 851 eponl, Gunster, M

Form PCTASA%210 (sacond shest) [uly 1902)

page 1 of 5
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C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Citation of documant, with Indication, whers appropriate, of ihe relgvant passages

Ratevant lo clalm No.

X

P.X

WO 98 16834 A (COLLINGE JOHN ;IMPERIAL
COLLEGE (GB)) 23 Apr1l 1998 (1998-04-23)
claim 11

WO 97 16728 A (UNIV CALIFORNIA)

9 May 1997 (1997-05-09)

page 28, 1ine 30 -page 29, 1ine 6; claims
14,21,27,29

US 5 616 871 A (KENNEY JAMES W)
1 April 1997 (1997-04-01)
figure 1
WO 01 00235 A (CAPRION PHARMACEUTICALS INC
-UNIV MCGILL (CA); CASHMAN NEIL R (CA))
4 January 2001 (2001~-01-04)
claim 66
WO 01 46714 A (MISONIX INC)
28 June 2001 (2001-06-28)
the whole document
SABORIO GABRIELA P ET AL: ™Cell-lysate
conversion of prion protein into its
protease-resistant isoform suggests the
participation of a cellular chaperone.”
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS,
vol. 258, no. 2, 10 May 1999 (1999-05-10),
pages 470-475, XP002156200
ISSN: 0006-291X
the whole document
BESSEN R A ET AL: "Non—genetic
propagation of strain-specific properties
of scrapie prion protein ‘see comments!.”
NATURE, (1995 JUN 22) 375 (6533) 698-700.,
XP002156201
the whole document

KOCISKO D A ET AL: "Partial unfolding and
refolding of scraple-associated prion
protein: evidence for a critical 16-kDa
C-terminal domain.”
BIOCHEMISTRY, (1996 OCT 15) 35 (41)
13434-42.,

XP002156202
the whole document

13

15

21

13

21

1-22

1-22

1-22

Faumn PCTASA/210 (oominustion of sacand shwe) (uly 1902)

page 2 of 5
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CJ{Conlinustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Chalion of cdocument, with incication whaere appropriata, of the relevant pessages

fslgvant lo ciaim No.

A KOCISKO DAVID A ET AL: "Cell-free
formation of protease-resistant prion
protein.”

NATURE ( LONDON),

vol. 370, no. 6489, 1994, pages 471-474,
XP002156203

ISSN: 0028-0836

cited 1n the application

the whole document

A COHEN FRED E ET AL: "Pathologic
conformations of prion proteins.”

ANNUAL REVIEW OF BIOCHEMISTRY,

vol. 67, 1998, pages 793-819, XP000974751
1998 Annual Reviews Inc. P.0. Box 10139,
4139 E1 Camino Way, Palo Alto, California
94306, USA

ISBN: 0~8243-0867-0

cited in the application

the whole document

A AGUZZI A ET AL: "PRION RESEARCH;THE NEXT
FRONTIERS"

NATURE,GB,MACMILLAN JOURNALS LTD. LONDON,
vol. 389, 23 October 1997 (1997-10-23),

pages 795-798, XP000198867

ISSN: 0028-0836

the whole document

T INIGUEZ VOLGA ET AL: "Strain-specific
propagation of PrPSc properties into
baculovirus—-expressed hamster PrPC."
JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY,

vol. 81, no. 10, October 2000 (2000-10),

pages 2565-2571 xP002156205

ISSN: 0022-1317

the whole document

T SABORIO GABRIELA P ET AL: "Sensitive
detection of pathological prion protein by

cyclic ampiffication of protein

misfolding."

NATURE (LONDON),

vol. 411, no. 6839, 2001, pages 810-813,
XP002201227

ISSN: 0028-0836

iy

1-22

1-22

1-22

1-22

1-22

Form PCTASA/Z10 (connustesn of sacond shest) (uly 1062)
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C.{Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * | Clation of document. with indication,whare appropriste, of tha relevant paasages Ruievant to calm No.
L DATABASE MEDLINE “Online! 1~14,16
November 2001 (2001-11)
MERLINI & ET AL: "Protein aggregation.”
Database accessfon no. NLM11831622
XP002203445
abstract
& CLINICAL CHEMISTRY AND LABORATORY
MEDICINE: CCLM / FESCC. GERMANY NOV 2001,
vol. 39, no. 11, November 2001 (2001-11),
pages 1065-1075,
ISSN: 1434-6621
A DATABASE MEDLINE “Online! 1-14,16
July 2000 (2000~07)
GREGERSEN N ET AL: "Defective folding and
rapid degradation of mutant proteins is a
common disease mechanism in genetic
disorders."
Database accession no. NLM10947197
XP002203446
abstract
& JOURNAL OF INHERITED METABOLIC DISEASE.
NETHERLANDS JUL 2000,
vol. 23, no. 5, July 2000 (2000-07), pages
441-447,
ISSN: 0141-8955
A SERPELL L C ET AL: "Direct visualisation 19
of the beta-sheet structure of synthetic
Alzheimer's amyloid."
JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY. ENGLAND 26
MAY 2000,
vol. 299, no. 1, 26 May 2000 {2000-05~26),
pages 225-231, XP002203442
ISSN: 0022-2836
the whole document
A SOTO C: "Alzheimer's and prion disease as 19
disorders of protein conformation:
implications for the design of novel
therapeutic approaches.”
JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE (BERLIN,
GERMANY) GERMANY MAY 1999,
vol. 77, no. 5, May 1999 (1999-05), pages
412-418, XP002203443
ISSN: 0946-2716
the whole document
-/—

Fommn PCTASA210 (corinueton ol second shwet) {July 1683)
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C.{Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calagory * | Chatlon of documenl, with indication.where appropriaig, of ihe relevant pessages

Relevant to clalm No.

AP DUMERY L ET AL: "beta-Amyloid protein
aggregation: its implication in the
physiopathology of Alzheimer's disease."
PATHOLOGIE-BIOLOGIE. FRANCE FEB 2001,
vol. 49, no. 1, February 2001 (2001-02),
pages 72-85, XP002203444

ISSN: 0369-8114

the whole document

19

Fom PCTASA/210 {continuasion of sasond shas) (July 1962)
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JO



V

Intemational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB 01/02584

Bax1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of tem 1 of first sheet)

This International Saarch Rapost has not bagn establishad In respect of certaln claims under Article 17(2){a) for tha following reasons:

1. Claims Nos.:
m Muu;wmmm&a%%ggrggmlmmumbyﬁsmm. namaly:

Rule 39.1(1v) PCT - Diagnostic method practised on the human or animal body

2. [ ] ciamsNos.:
bacause they relata to parts of the Intemational Application that do not comply with the prescribed requiremants to such
an extant that no meaningful Iniemational Search can be carrdad out, specifically:

3. D Clalms Nos.:
becauss they are dependant claims and are not drafted in accordance with the sacond and thind sentences of Rule 6.4{a).

Box Il Observations whare unity of invertion la lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This intemational Saarching Autharity found muitipis inventdons in this inlermational application, as folows:

1. As ail required additional saarch fees wers timely paid by the appiicant, this intecnationai Search Rapart covars al
searchable claims.

2. D As all searchable cialms could be searched without effort justilying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional tee.

a As only some ol the required addttional search fees were timaly paid by the applicant, this intemational Search Report
covers only thoss clalme for which lges were paid, specificaily claime Nos.:

4, D No required addiional ssarch faes were imely palc by the epplicant. Consequently, this Ilemational Search Report Is
resiricted to the Invention first mentioned in the claims; It Is covared by claims Noa.:

Remark on Protest |:| The additional sarch fess were accompanied by the applicant's proast.

D No protest accompanied the payment of additional search faas.

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1898)
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Information an patent family members

intemational Application No
PCT/GB 01/02584

Patant document Publication Patent Amly Publication

citad In saasch raport data member(s) dats

EP 0391714 A 10-10-1990 US 5262332 A 16-11-1993
AU 633312 82 28-01-1993
AU 5292290 A 11-10-1990
CA 2013396 Al 05-10-1990
EP 0391714 A2 10~10-199Q
JP 2291965 A 03-12-1990
NZ 233109 A 23-12-1992
JP 3206958 A 10-09-1991

WO 9816834 A 23-04-1998 AU 4711597 A 11-05-1998
DE 934531 T1 06—04-2000
EP 0934531 Al 11-08-1999
ES 2134749 T1 16-10-1999
141:] 2355074 A 11-04-2001
Wo 9816834 Al 23-04-1998
GB 2333362 A ,B 21-07-1999
JP 2001503141 T 06-03-2001
NZ 335290 A 31-08-2001
GB 2354946 A ,B 11-04-2001

W0 9716728 A 09-05-1997 US 5750361 A 12-05-1998
AU 715659 B2 10-02-2000
AU 7601296 A 22-05-1997
BR 9611428 A 24-10-2000
EP 1007964 Al 14-06-2000
JP 2000500439 T 18-01-2000
WO 9716728 Al 09-05-1997

Us 5616871 A 01-04-1997 NONE

WO 0100235 A 04-01-2001 AU 5778400 A 31-01-2001
EP 1210110 Al 05-06-2002
Wo 0100235 Al 04-01-2001

WO 0146714 A 28—-06-2001 WO 0146714 Al 28-06—-2001

Foan PCTASAO (amem tarrely srmex) {uly 1863)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

73

(PCT Article 36 and Rule 70)
Roplcants of agants l reference Ses Notification of Transmitisl of inlsmafional
86.75803 FOR FURTHER ACTION  preiminery Examination Report (Form PCTAPEA416)
iniomational appication No. intemational filng dete (deyinoriviear) Priorty date (daymontivyesr)
PCT/GB01/02584 13/06/2001 07/X07/2000
intemational Petent Clessification (IPC) of nasonal clasaification and IPC
GO1N33/88
Appiicant

APPUIED RESEARCH SYSTEMS ARS HOLDING N.V. et al.

1. This Internationat preliminary examirtion report has been prepared by this Intemational Preliminary Examining Authority
and Is transmitied to the applicant according to Article 38.

2. Thia REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet.

B This report Is also accompanied by ANNEXES, L.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have
been amended and are the basis for thie report and/or sheets containing rectifications made before this Authority
{see Rule 70.16 and Section 607 of the Adminisirative Instructions under the PCT).

Thesa annexes consist of a total of 3 sheets.

3. This report containe Indications relating to the following ftems:

| & Basisof the report
n D Prority
it B Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial appiicabiity
tv O Lackof unlty of invention
v B Reesoned statemnent under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or Industial appicabiity;
citations and explanations suporting such statement
vi O Cenraln documents cited _
vii O Certain defects in the international application
vit D Certain observations on the Intsmational application
Date of submission of the demand Date of completion of this report
31/01/2002 21.11.2002
Name and maling address of the intemational Authorized officer
prafiminary examining authaxity:
European Patant Office - P.B. 5818 Paientlazn 2
g NL-2280 HV Riiswik - Pays Bas Gunster, M
TeL +31 70340 - 2040 Txc 31 851 epo i
Feoc +31 70 240 - 3018 Telephons No. +31 70 340 4412

Form PCT/IPEA/409 (cover shaet) (January 1994)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemnational application No. PCT/GB01/02584

1. Basls of the report

1. With regard to the elements of the intemational application {Heplacement sheets which have been fumished to
the receiving Office in responsa to an invitation under Article 14 are referred fo in this report as “originaliy filed”
and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)).
Description, pages:

1-35 as originalty filed

Claims, No.:

1-7 as originafty filed

8-20 as recelvad on 14/10/2002 with letter of 14/10/2002

Drawings, sheets:

114-14/14 as originally filed

2. With regard to the language, all-the elements marked above were available or fumished to this Authority in the
language in which the intemational application was filed, uniess otherwise indicated under this item.

‘These elements were available or fumished to this Authorlty in the following language: , which is:

O the language of a translation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).

0O the language of publication of the Intemational application (under Rule 48.3(b)).

[0 the language of a translation fumished for the purposes of international preliminary examination (under Rule
55.2 and/or 56.3).

3. With regard to any nucleotide and/or amino acld sequence disclosed In the Intemational application, the
intemational preliminary examination was carried out on the basis of the sequenca listing:

O contained in the Intemational application in written form.

filed togsther with the intemational application in compter readable form.
fumished subsequently to this Authority In written form.

fumished subsequently to this Authorilty in computer readable form,

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disciosure in
the intemational application as filed has been fumished.

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has been fumished.

QO aoaoaon

4. The amendments have resulted in the cancellation of:

Form PCTAPEA/MDS (Boxes VI, Sheet 1) (July 1698)



. INTERNATIONAL PRELIMINARY

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/GB01/02584
O the description, pages:
B the claims, Nos.: 21,22
0O the drawings, sheets:

5. O This report has been established as if (some of) the amandments had not been made, since they have been

considered to go beyond the disclosurs as flled (Rule 70.2(c)):

(Any rjplaoemenr sheet contalning such amendments must be referred to under itern 1 and annexed {o this

6. Additlonal observations, if necessary:

iil. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial appiicabliity

1. The quastions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industriaily applicable have not been examined In respect of:

O the entire intemational application.

claims Nos. 17 and 19.

because:

[} the said intemational application, or the said clalms Nos. 17 and 19 relate to the following subject matter
which does not require an intemational preliminary examination (specify):
see separate sheet

O the description, claims or drawings (Indicate particular slements below) or sald claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

B no intemational search report has been established for the said claims Nos. 17 and 19.
2. A meaningful intemational preliminary examination cannot be carmied out due to the faliure of the nucleotide
and/or amino acld sequenca listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
" Instructions:

1 the written form has not been fumished or does not comply with the standard.
[0 the computer readable form has not been fumished or does not comply with the standard.

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicabllity;
citations and expianations supporting such statement

Form PCTAPEA/4U0 (Baxas 1-VlI, Sheet 2) (July 1698)
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1. Siatement
Novaelty (N) Yes: Claims 1-13,18,18,20
No: Claims 14,15
Inventive step (IS) Yes: Claime 3,4,12,13,16,18,20
No: Claims 1,2,5-11,14,15
Industrial applicability (JA) Yes: Claims 1-18,18,20
No: Claims

2. Citations and explanations
see separate sheot

Form PCTPEAMOD (Boxes I-VIli, Sheet 3) (July 1968)
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Re tem Il

Claims 17 and 19 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67.1(iv) PCT in the sense that it concems diagnostic methods.

Consequently, no opinion will be formulated with respect to the industrial applicability of
the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).

Re tem V

Reference is made to the following documents:

D1: WO 97 16728 A (UNIV CALIFORNIA) 9 May 1997,

D2: CAUGHEY ET AL: 'Aggregates of scrapie-associated prion protein induce
the cell-free conversion of protease-sensitive prion protein to the proteass-
rosistant state.' CHEMISTRY & BIOLOGY (1995), vol. 2, pg. 807-817.

NOVELTY

The subject-matter of claims 1-13, 16, 18 and 20 is new in the sense of Article 33(2)
PCT as it not known in the prior art.

The subject-matter of claim 14 and 15 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.
Document D1 (claims 27 and 29) discloses a method for identifying a compound which
modulates the conformational transition of a prion protein betwesn a non-pathogenic
and a pathogenic conformer comprising:

() contacting an amount of PrP“(non-pathogenic conformer) protein with an amount
of a paptide causing the PrP* protein to undergo conformational changes (such as
the pathogenic conformer PrP%) in the presence of a test compound;

(i) performing protease K digestion;

(i) disaggregating any aggregates eventually formed during step (i} by SDS-page
electrophoresis (page 28, line 30 - page 29, line 6); and

(iv) determining the effect of the test compound on preventing the conformational
changes.

Form PCT/Separate Sheet/409 {Sheet 1) (EPO-AprS 1897)
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Step (iv) of this method implies that the amount of pathogenic conformer in the
presence and in the absence of said test compound is determined and therefore
anticipates the subject-matter of claim 14 and 15. For this reason, the subject-matter of
claim 14 and 15 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

INVENTIVE STEP

The subject-matter of claims 3, 4, 12, 13, 16, 18 and 20 involves and inventive step in
the sense of Article 33(3) PCT as it is not suggested or derivable from the prior art.

The subject-matter of claims 1, 2, 5-11, 14 and 15 is not inventive in the sense of
Article 33(3) PCT.

Document D2, which is considered to represent the most relevant state of the art,
discloses (page 815, column 2, lines 35-56) a method of cell-free conversion of PrP° by
bringing it in contact with PrP®, disaggregating the any aggregates formed by
proteinase-K digestion and SDS page, followed by determining the amount of PrP* in
the sample.

The subject-matter of claim 1 differs from the method of document D2 in that the
method is useful for detecting a conformational disease.

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as the
provision of an in vitro conversion method that is useful for detecting a conformational
disease.

The solution proposed in claim 1 of the present application cannot be considered as
involving an inventive step (Article 33(3) PCT) because it does not solve the problem
pos d. The problem is not solved because in the method of claim 1 the number of
converting units remains fixed, which is the cause of a low efficiency of the method
which is therefore not useful for diagnosis (see page 4, lines 20-25 of the description).
Thus, it appears that the feature, which is essential for carrying out the invention,

" repetition of the cycle comprising steps (ia) and (ji) is missing in claims 1,2,5-11,14 and
15, which results in a lack of inventive step of the subject-matter of these claims,

Form PCT/Separate Sheey400 (Shest 2) (EPO-April 1897)
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INDUSTRIAL APPLICABILITY

The subject-matter of claims 1-16,18 and 20 is industrially applicable in the field of
detecting pathogenic conformers.

Fonn PCT/Separaie Shaet/408 {Shest 3) (EPO-Apri 1967)
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8. The method of any one of the precedipg claims, wherein the sample to be
analysed is subjected t0 a pre-treatment for selectively concentrating the pathogenic
conformer in the sample.

9. The method of claim 8, wherein the pathogenic conformer is PePSc and the pre-
treatment is the extraction from the sample of a fraction which is insoluble in mild
detergents.

10,  An assay for 2 marker of 2 conformational disease which is characterized by 2
conformational transition of an underlying protein between a non-pathogenic and a
pathogenic confarmer, within a sample, which assay comprises the following steps:

() contacting said sample with an emount of the non-pathogenic conformer;

. (i) disaggregating any aggregates eventually formed during step ({); and

@) determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the
sample, the pathogenic conformer being a marker for the presence of said disease.

11. Iheasnyofdaim.lo.whﬁu'nsq:@comphsstq)(ia)inmbaﬁngnid

12.  The assay according o daim 11, wherein steps (i2) and (ii) form a cycle which is
repeated at least twice before carrying out step (ii).

13. A diagnostic kit for use in the assay of any one of claims 10 to 12 which
comprises a known amouxt of the non-pathogenic conformer, 2 multi-well microtitre
plate and a mulri-well sonicator.

14. A mehod for identifying 2 compound which modulates the conformational

transition of an underlying protein between a non-pathogenic and a pathogenic
G ' ..

@  conracting an amount of the non-pathogenic conformer with an amount of the
pathogenic conformer (a) in the presence of said compound and (b) m the
absence of said compound;

) dimggregatiog any sggregates eventually formed duving sep () and
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(i) determining the amount of the pathogenic conformer (3) in the presence of said
compound and (b) in the absence of said compound

15.  The method of any one of claims 1 to 9 or 14 or the assay of any one of clzims
10 to 12, wherein the pathogenic confarmer is PrP*, the non-pathogenic conformer is
PrPF and the underlying protein is the Prion Protein.

16. A method for detecting the presence of 2 pathogenic form of prion protein
within 2 sample, comprising:
() contacting the sample with an amount of non-pathogenic prion protein;
(i) disaggregating any aggregates formed during step (ia);

repeating steps (12)~(ii) two or more times; and then
({ii) determining the presence and/or amoxmt of pathogenic prion protein within the
sample.

17.  Amethod for diagnosing CJD within 2 patient, comprising:
taking 2 sample from the patient;
(i) contacting the ample with an amount of PeP® protein;
(2) incubating the ssmple/PrPC protein;
(ii) disaggregating any aggregates formed during step (ia);
repeating steps (12)-(i) two or more times; and then
(i) determining the presence and/or amount of PrP* within the sample.

18. A method for detecting the presence of a pathogenic form of B-amyloid protein
within 2 sample, comprising:

- (i) contacting the sample with an amount of non-pathogenic B-anyloid protein;

(i) incubating the sample/non-pathogenic B-amyloid protein;
(i) disaggregating any aggregates formed during step (ia);
repeating steps (ja)-(i) two or mare times; and then
(ii)) determining the presence and/or amount of pathogenic. B-amyloid procein within the
sample.

AMIENMDEN QHFFET




19. A method for diagnosing Alzheimer’s disease in a patient, comprising:
taking a sample from the patient;
(?) contacting the sample with an amount of non-pathogenic B-amyloid protein;
(i) disaggregating any aggregates formed during step (ia);
repeating steps (12)-(ii) two or more times; and then
(i) determining the presence and/or amount of pathogenic f-amyloid protein within the
sample.

20.  Apparatus for use in the method of any one of dJaims 140 9 or 14 or the assay of

any one of claims 10 to 12, comprising a microtitre plate, oulti-well sonicator and an
amount of a non-pathogenic conformer.

AMICAINMEN QUEET
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EARLY DIAGNOSIS OF CONFORMATIONAL DISEASES

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to a method for the diagnosis or detection of

conformarional diseases by assaying for a marker (Le. the pathogenic conformer) of such
diseases within a sample, which method comprises a cydic amplification system to increase,
the levels of the pathogenic conformer. In particular, such conformational diseases may be
prion encephalopathies

BACKGROUND OF THE INVENTION

Conformational diseases are a group of disorders apparenty unrelated to each
other, bur sharing a suriking similarity in clinical presentations that reflect their shared
molecular mechanisms of inmiation and self-associarion, with consequent tissue deposition
and damage.

The structural interest is due to the fact thar these varied diseases each arise from an
aberrant conformational transirion in an underlying protein, characteristically leading to
protein aggregation and tissue deposiion. Medically, the presentation of these
conformational diseases reflects this molecular mechanism, with typically 2 slow and
insidious onset when the transition is oéourring in a normal protein, but a more sudden
onser when it occurs in sn unstsble variant of the protein. Two examples of special
significance of such conformational diseases are the Transmissible Spongiform
Encephalopathies and Alzheimer dementia, 2 disease thar threatens o overwhelm health
care systems in the developed world (for 2 review see Carrell ez al, 1997).

"Transmissible spongiform encephalopathies (TSE) also known as prion diseases are
a group of neurodegenerative diseases that affect humans and animals. Creutzfeldr-Jakob
disease (CJD), kuru, Gerstrmann-Straussler-Scheiker disease (GSS) and famal familial

*  insominiz (FFI) in humans as well as scrapie and bovine spongiform encephalopathy (BSE)

in animals are some of the TSE diseases (Prusiner, 1991).

- ———.
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Although these diseases are relarively rare in humans, the risk for the transmissibility
of BSE to humans through the chain food bas taken the atrention of the public health
awthorities and the scientific community (Cousens et al., 1997, Bruce et al., 1997).

These diseases are characterized by an extremely long incubation period, followed
by & brief and invariably fatal clinical disease (Roos et al,, 1973). To date no therapy is
available. :

The key characteristic of the disease is the formarion of an abnormally shaped
protein named PrP*, which is a post-translationally modified version of a normal protein,
te:mndPrPc(Cohenand?msimr, 1998). Chemical differences have not been detected to
distingnish berween PrP isoforms (Stahl et al, 1993) and the conversion seems to involve a
conformarional change whereby the a-helical content of the normal protein diminishes and
the amount of 8-sheer increases (Pan ex al, 1993). The structural changes are followed by
alterations in the biochemicz] properties: PrP© is soluble in non-denaturing detergents, PrP*
is insoluble; PrP® is readily digested by proteases, while PrP* is partially resistant, resulring
in the formarion of a N-terminally truncated fragment known as “PrPres” (Baldwin et al.,
1995; Cohen and Prusiner, 1998), “PrP 27-30" (27-30 kDa) or “PK-resistant” (proteinase K
resistant) form. '

Ar present there is not an accurate diagnosis for TSE (WHO Report, 1998, Budia
et al., 1995, Weber et al,, 1997). Artempts to develop a diagnostic test for prion diseases are
hampered by the apparent lack of an immune response to PrP*. The clinical diagnosis of
CJD is curremly based upon the combinanion of subacute progressive dementia (less than 2
years), myodonus, and multifocal neurclogical dysfunction, associated with a characteristic
periodic electroencephalogram (EEG) (WHO Report, 1998, Weber ec al, 1997). However,

- variant CJD (vCJD), most of the iatrogenic forms of CJD and up to 40% of the sporadic

cases do not have the EEG abnormalities (Stemhoff et al, 1996). On average the accuracy
of dlinical diagnosis is around 60% for CJD and highly variable for. other prion-related
diseases. The clinical dizgnosis is more accurate only ar the late-stage of the disease when
clear symptoms have developed (Weber et al, 1997).

Genertic analysis is useful for the diagnosis of inherited prion diseases, but these
represent only 15% of the cases. Neurcimaging is useful only to exclude other conditions of
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rapidly progressive dementia due to structural lesions of the brain (Weber et al, 1997). The
findings obtained by imaging of the brain by computed tomography (CT) and magnetic
resonance imaging (MRI) depend mamly on the stage of the disease. CT is much less
sensitive and in early phase no atrophy is detected in 80% of the cases (Galvez and Carder,
1983). MRI kyperintense signals have been detected in the basal ganglia besides azrophy
(Onofrji et al, 1993). Like the changes observed by CT, these alterations are by no means

Recenr data have identified several neuronal, astrocytic and glial proteins that are
elevated in CJD (Jimi et al, 1992). The protein $-100, neuron specific isoenzyme and
ubiquitin are significantly increased in the cerebrospinal fluid (CSF) in the eady phase of
disease with decreasing concentrations over the course of the illness (Jimi et al,, 1992). A
marker of neuronal death, the 14-3-3 protein, has been proposed as a specific and sensitive
test for sporadic CJD (Hsich et al, 1996). However, it is not useful for the diagnosis of
vCJD, and much less specific in the genetic forms. As the 14-3-3 protein may be present in
the CSF of parients with other conditions, the test is not recommended by WHO as a2
general screening for CJD and is reserved to confirm the clinical diagnosis (WHO Report,
1998). '

By combining clinical dara with the biochemical markers a higher success in the
diagnosis is achieved. However, according to the operational diagnosis currenty in use in
the European Survelllince of CJD,” definitive diagnosis is established only by
neuropathological examination and detecrion of PrP* either by immunohistochemistry,
histoblot or western blot (Weber et al., 1997, Budka ex al, 1995).

Formation of PrP* is not only the most likely cause of the disease, but itis also the
best known macker. Detection of PrP* i tissues and cells correlates widely with the disease
and with the presence of TSE infectivity, and treatments that inactivate or eliminate TSE
infectivity also eliminate PrP* (Prusiner, 1991). The identification of PFP* in buman or
animal tissues is considered key for TSE diagnosis (WHO Report, 1998). One important
limitation to this approach is the sensitiviry, since the amounts of PrP* are high (enough for
detection with conventional methods) only in the CINS ar the late stages of the disease.
However, it has been demonstrated that ar earlier stages of the disease there is 2 generalized
distriburion of PrP* (in low amounts), espedially in the lymphoreticular system (Aguzzi,

g
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1997). Indeed, the presence of PrP* has been reported in palatine tonsillar tissue and
appendix obtained from patients with vC]D (Elill et al, 1997). Although i is not known
how early in the disease course tonsillar or appendix biopsy could be used in vCJD
diagnosis, it has been shown that in sheep genetically susceptible to scrapie, PrP* could be
detected in tonsilar tssue presympromarically and early in the incubation period. However,
PrP* has not been detected in these tissues so far in any cases of sporadic CJD or GSS
(Kawashima et al,, 1997). _

The normal protein is expressed 1a white blood cells and platelets and therefore it is
possible that some blood cells may conmin PrP* in affected individuals (Aguzzi, 1997). This
raises the possibiliry of a blood test for CJD, but this would require an assay with a much
greater degree of sensitivity than those currently available.

Prion replication is hypothesized to occur when PrP* in the infecting inoculum
interacts specifically with host PrP<, caralyzing its conversion to the pathogenic form of the
protein (Cohen et al, 1994). This process takes from many months to years to reach a
concentration of PrP* enough to trigger the dinical syrsptoms.

The infective unit of PrP* seems to be a f8-sheet rich oligomeric swructure, which
converts the normal protein by integrating it into the growing aggregate (Figure 1). The
conversion has been mimicked in vitro by mixing purified PrP€ with a 50-fold molar excess
of previously denarured PrP* (Kocisko et al.,, 1994).

" The in vt conversion systems described so far have low efficiency, since they
require an excess of PrP* and therefare are not useful for disgnostic purposes because they
cannot monitor undetectable amounts of the marker. The reason for the low efficency is
thar the mmber of PrP* oligomers (converting unirs) remains fixed throughout the course
of the assay. The converting unirs grow sequentially by the ends and as a result they become
larger, but do not increase in number (Figure 1).

DETAILED DESCRIPTION OF THE JINVENTION

We have now found a method for the diagnosis or detection of a conformational
disease, wherein the disease is characterized by a conformarional mansition of an underlying
protein between a non-parhogenic and a pathogenic conformer, by assaying a marker of
said disease within a sample, which method comprises:
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() contacting said sample with an amount of the non-pathogenic conformer;

(i) disaggregaring any aggregates eventually formed during step (); and

(1) determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the
sample.

Generally, the pathogenic conformer will be the marker for the presence of the said
disease.

Preferably, step (i) comprises step (fa) incubating- said .sample/non-pathogenic
conformer.

According to a preferred embodimear of the invention, steps (i2) and () form 2
cycle which is repeated at least twice before carrying ot step (iif). More preferably, the
cycles are repeated from 5 to 40 times, and most preferably 5-20 times.

The conformational diseases to be detected or diagnosed are those that are
characterised by a conformational transition of an underlying protein. This "underlying
protein” is 2 protein which is capable of adopting 2 non-pathogenic conformation and 2
pathogenic conformation. One example of such a protein is the prion protein, PrP. A
further example of such a protein is the protein involved in Alzheimer's disease, ie. the B-
amyloid protein.

" The conformational diseases to be diagnosed or detected are preferably
transmissible conformational diseases, such as TSE (as defined in the Background section).

In the case of diagnosis of TSE and according to a preferred embodiment of the
invention, the marker of the disease as well as the pathogenic conformer is PrP*, whereas
the non-pathogenic conformer of the protein of imerest is PrP©.,

The amount of the non-pathogenic conformer that is used in step (1) (and optionally
in step (ib)) will generally be a known amount, although this need not be the case if one
merely wishes to establish the presence or absence of the pathogenic conformer.

Preferably, the amount of non-pathogenic confonmer thar is used in step () (and
optionally in step (b)) will be an excess amount. Generally, the initial raio of non-

pathogenic conformer to pathogenic conformer (if present in the sample) will be greater’

than 100:1, preferably greater than 1000:1 and most preferably greater than 1000000:1.

25
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In 2 further preferred embodiment of the invention, the non-pathogenic conformer
in step (1) is present in a brain homogenate of a healthy subject and/or may be added to it,
before carrying out step (1); in this case, therefore, the brain homogenate containing a
(preferably known) excess of the non-pathogenic conformer is added during step ().
Preferably, the brain homogenate of the healthy subject comes from the same species from
which the sample to be analyzed comes (e.g. human brain homogenate for uman sample
to be analyzed, rat brain homogenate from rat sample to be analyzed). More preferably, the
non-pathogenic conformer is present in a specific fraction of the brain homogenate, for
mmpleintheﬁpid—nfsffombrﬁnhomogmne.Thepmpaﬂﬁonofmch&miomqnbe
carried out for example as described in Sargiacorpo M et al,, 1993 .

“Thus the invention further relates to a method or assay as described herein wherein X

a tissue or tissue fraction is added to the non-pathogenic confonmer in step (). Preferably,
the cissue is brain tissue, or 2 homogenate or fraction derived therefrom, from a healthy
subject (i.e. one where the pathogenic conformer is not present).

It has been reported (Kocisko et al, 1994) that less glycosylated forms of PrP€ are
preferentially converted to the PrP* form. In particular, PrP© which was treated with
phospharidylinositol specific phospholipase C was rourinely more efficiently converted w
the pathogenic form than the complete, more heavily glycosylated PrPC. A further
embodiment of the invention therefore relates to a method or assay as herein described
wherein the non-pathogenic conformer is PrP® which has a reduced level of glycosylation
(in particular N-linked glycosylation) in comparison with the wild-type PcPC. Preferably, the

PrPC has been treated to remove some, all or 2 significant amount of the glycosylation prior C

to its use as the non-pathogenic conformer in the methods and assays described herein; and
more preferably, the non-pathogenic conformer is PrP© which is essentially unglycosylated.
In the case of diagnosis of TSE, if aggregates of the pathogenic form are present
within the sample, during step (i) they will induce the PP~ PrP* wansition and during
step (i) such apgregates will be broken down into sialler still infective units, each of which

. is still capable of inducing the conversion of other PrP®. This kind of method is herein

called “cydlic amplification” and is represented in Figure 2. This system results in an
exponential increase in the amounr of PrP* eventually present in the sample that can easily
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be detected. According to a further preferred embodiment of the invention, it is therefore
possible to calculate the amount of PrP* initially present in the sample starting from the
known amount of PrP, determining the amount of PrP* present within the sample ar the
end of the assay and considering the number of cydles performed.

If, on the contrary, no PrP* (either as such or in the form of aggregares) is present
in the sample, no PrP molecule will be converted into PrP* and at the end of the assay the
marker will be completely abseat (no pathogenic conformer detected in the sample).

It has been shown that the infective unit of PrP* is a fi-sheet rich oligomer, which
can convert the normal proten by integrating it into the growing aggregate, where i
a:quiresdmpmpuﬁsa.ssodzedwi:hdmabmnlform(pmwamsimcemd
insolubility) (Jarrerr and Lansbury, Jr., 1993, Caughey ex al,, 1997). After incubation of the
two forms of PrP, the oligomeric species increases its size by recruiting and transforming
PrP° molecules. This process has low efficiency, since it depends on a fixed number of
oligomers growing by the ends. The pumber of converting units is not increased in the
course of the reaction when they only become larger. It is assumed thar this process is whar
happens in the animal or human body after infection; a process known to take months or
even scveral years. In this invention we describe a procedure to break down the oligomers
to a smaller ones, each of which is then capable of converting PrP©.

Therefore, the system has direct applications to the diagnosis of conformational
diseases, and in particular transmissible conformational diseases, such as TSE by amplifying
otherwise undetecrable amounrs of PrP* in different tissues or biological fluids. The system
may allow the early identification of people at risk of developing TSE and could also be
very useful to follow biochemically the efficacy of TSE therapeutic compounds during

According to a preferred embodiment of the invention the sample to be analysed is
subjected to a “pre-treatment® step, which has the purpose of “selectively concentrating” in
the sample the pathogenic conformer that is to be detected. In the case of TSE both PrP®
and PrP* have been reported to be located in a spedial region of the plasma membrane
which is resistant to mild detergent treatment (such as ice<cold Triton X-100) due to the
relatively high content of cholesterol and glycosphingolipids (M. Vey et al, 1996). These
membrane domains are named lipid-rafts or detergent-resistant membranes (DRM) or

26
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caveolae-like domains (CLDs) and are rich in signaling proteins, receptors and GPI-
anchored proteins. We have confirmed that 100% of PrP m brain is amached to this
fraction, which conmins <2% of the total proteins (see Example 6 and Figure 7). Thus, the
simple step of lipid-raft isolation from the sample allows a dramatic enrichment in PrP®,
Similar results were obtained by the Applicarz in the isolation of lipid-rafts from scrapie
brain homogenate, in which PrP* was recovered in the rafts.

~ Thus one embodiment of the invention includes a step wherein the sample to be
analysed is subjecred to a pre-treatment step for selectively concentrating the pathogenic
conformer in the sample. Preferably, the pathogenic conformer is PrP* and the
presrearment is the extracion from the sample of a fraction which is insoluble in mild
detergents.

Steps () and () are preferably performed under physiclogical conditons (5,
temperature and ionic strength) and, more preferably, protease inhibitors and detergents are
also added ro the solution. The conditions will be chasen so as to allow any pathogenic
conformer, if present in the sample, to convert the non-pathogenic conformer into
pathogenic conformer thus forming an aggregate or oligomer of pathogenic conformers.
Appropriate physiclogical conditions will readily be apparent to those skilled in the art.

The length of the incubation will be for a time which will allow some, all ora
significant portion of the non-pathogenic conformer to be convertad to pathogenic
conformer, assuming thar the sample contains some pathogenic conformer. The time will
readily be determinable by those skilled in the art. Preferably, cach incubation willbe
between 1 minute to 4 hours, most preferably 30 minutes to 1 hour, and particulary

Incubation step (ia) may also comprise the further step (ib) which comprises the
addition of a further amount of non-pathogenic conformer.

Various methods can be used for disaggregating the aggregates during step (i) of
the method of the presen: invention. They inchude: trestment with solvents (such as sodium
triffuroacetic acid, dihuted formic acid, etc), modificadon of the chemical-physical
characteristics of the solution such as pFi, temperature, ionic strength, dielectric constant,
and physical methods, such as sonication, laser irradiation, freezing/thawing, French press,
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autoclave incubation, high pressure, stiming, mild homogenization, other kinds of
irradiation, etc. Sonication is the preferred method according to the invention

Disaggregation may be carried out for a time which disaggregates some, all or a
significant portion of the aggregates which have formed during step (). It is not necessary
for all of the aggregares to be disaggregated in any one disaggregation step. In this way, the
number of converting units is increased in each disaggregation step.

The disaggregation time will readill be determinable by those skilled in the arc and i
may depend on the method of disaggregation used. Preferably, dissggregarion is carried our
for 1 second to 60 minuges, most preferably 5 seconds to 30 minures and pardiculardy
preferably, 5 seconds to 10 mimues. If disaggregation is carried out by somication,
sonication is preferably for 5 seconds to 5 mimses, and most preferably for 5 to0 30
seconds.

Sonication has been used in the past as part of several methods to purify PrP with
the goal of increasing solubility of large aggregares, but it has never been described to
amplify #7vitro conversion of PrP.

The use of a tradirional single-probe sonicator imposes a problem for handling
marty samples simulraneously, such as a diagnostic test will require. There are on the market
some 96-well format microplate sonicators, which provide sonicarion to all the wells ar the
same time and can be programmed for automatic operation. These sonicators can be easily
adapted to be used in the diagnostic method of the present invention.

Thus one embodimenr of the invention relates to the use, in step (i), of & muulti-well
SOLICRLOT.

The detection of the newly converted parhogenic conformer, e.g. PrP¥, (m) after the
cyclic amplification procedure described in steps () to (i) could be carried our according vo
any of the known methods. Specific detecrion of PrP* is usually (but not always, see below)
done by a first step of separation of the two PrP® isoforms (normal protein and parhogenic
protein). Separation is done on the basis of the peculiar biochemical properties of PrP* that
distinguish it from most of the normal proteins of the body, namely: PrP* is partially
resistant 0 protease treatment and is insoluble even in the presence of non-denaturant
detergents. Therefore the first step after the amplification procedure is usually the removal
or separation of PrPC in the sample, either by weatment with proteases or by cenmifugation
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to separate the soluble (PrPC) from the insoluble (PcP*) protein. Thereafter, detection of
PrP* can be done by any of the following methods, inter alia:

A) Immunobloting after SDS-PAGE. This is done through a routine procedure well
known for those with skill in the art and using some of the many commerdially available
anti-PrP antibodies.

B) Elisa assay. Solid phase detection can be done by exther 2 simple assay in which
the sample is loaded on the plate and the amount of PrP* detected afterwards by using ant-
PrP ansibodies or more preferably by using sundwich Elisa in which the plate is first coared
with an ant-PrP antbody,thar captures specifically PrP from the sample, which is finally
detected by using a second anti-PrP antibody. Both forms of Elisa can also be used with
labelled (radicactivity, fluorescence, biotin, etc) anti-PrP antibodies to further increase the
sensitivity of the detection.

O Radioactivity assays. Normal PrPC used as a substrare for the amplificarion
procedure can be radicactively labelled (3H, 14C, 355, 125], etc) before starting the
procedure and after the removal of the nonconverted PrPF, radicactivity of newly
converted PrP* could be quantitared. This procedure is more quantitaive and does not rely
on the use of antbodies. -

D) Fluorescence assays. Normal PrPC used as a substrate for the amplificarion
procedure can be labelled with fluorescent probes before starting the procedure and after
the removal of non-converted PrPC, flubrescence of the newly converted PrP* could be
quantitared. It is possible that the fluorescence assay might not require the removal of nan-
converted PrPC, because the fluorescence properties of PrP€ and PrP* mighe be different
due o the distmet conformation of the two isoforms.

E) Aggregation assays. It is well known that PrP* (and not PrPC) is able to aggregate
forming amyloid fibrils or rod-type structures. Therefore detection of PcP* could be done
by using the methods used to quantify the formarion of these type of aggregates, incuding
electron microscopy, staining with specific dyes (Congo red, Thioflavin S and T, etc), and

. turbidimetric assays. Aggregation assays do not require the step of separation of the two

isoforms, because is known that normal PrPC does not aggregate.
F) Stuctural assays. The most important difference between the nonmal and the
pathogenic PrP is their secondary and tertiary scrucrures. Therefore, methods thar allow the
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structural evaluation of proteins can be used, including NMR, Circular dichroism, Fourter-
transformed infrared spectroscopy, Raman spectroscopy, intrinsic fluorescence, UV
absorption, etc.

The most widely used PrP monoclonal antibody is "3F4" (Kascsak et al,, 1987),
which is 2 monoclonal antibody derived from a mouse immmunized with hamstar 263K
PrPres (the protease-resistant conformer). This antibody is also able to recognize the non-
pathogenic conformer from hamsters and humans, but not from bovine, mouse, rat, sheep
or rabbit brains; it is also able to bind the human pathogenic conformer, but only after
denaruration of the protein.

Such amibodies may be labeled to allow easy detection of the marker. For exainple
time-resolved fluorescence measurements with europium-labeled 5F4 antibody has been
used by some scientists (Safar et al, 1998).

The above-described methods of detecrion may be used for the detection of other
pathogenic conformers, for example the pathogenic form of P-amyloid protein, maaais
adandis.

In an alternattve embodiment the non-pathogenic conformer added in excess may
be labeled and detectable so that the amount of the non-aggregared conformer a the end of
the assay will allow a determimation of the amount of pathogenic conformer inirially present
in the sample.

" According 1o a further alternarive embodiment, the pathogenic conformer (the
marker) could be directly detected with an antibody directed against it '

In broader terms a lzbel or labeling moiety may be added to the pathogenic
conformer, to the non-pathogenic conformer or to an antibody against one of the
conformers depending on the kind of assay that is performed.

Another object of the invention is an assay for a marker of a conformational disease
which is characterized by a conformational trasition of an underying protein between a
non-pathogenic and a pathogenic conformer, within a sample, which assay comprises the
following steps: () contacting said sample with an amount of the non-pathogenic
conforraer, (i) disaggregating any aggregates eventually formed during siep () and (iil)
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determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the sample.
In general, the pathogenic conformer will be the marker for the presence of said disease.

Preferably, step (1) comprses step (i) incubating said sample/non-pathogenic
conformer.

According to a preferred embodiment of the invention, steps (ia) and () form 2
cycle which is repeated at least twice before carrying out step (iii). More preferably, the
cycles are repeated from 5 to 40 times, and most preferably 5 to 20 times.

A further object of the present invention is a diagnostic kit for use in the assay
specified, which comprises an amoumr of the non-pathogenic conformer, and optionally
addirionally a micro-titre plate and a multi-well sonicator.

Using the method of the invenrion, it is possible to detect 1 to 10fg of pachogenic
conformer initially present in a sample, which is equivalent to 3 to 30 x 10 modles.

The sample will generally be a biological sample or tissue, and any such biclogical
sample or tissue can be assayed with the method of the present invention. In the case of a
tissue, the assay and method of the present invention may be carried out on homogenates
or direaly on ex vizo samples. The methods and assays will generally be carried out on ex
& or #vutro samples. Preferably, the sample is a biological fluid, such as blood, lymph,
urine or mills; brain tissue, spinal cord, tonsillar tissue or appendix tissue; a sample derived
from blood such as blood cell ghosts or buffy coat preparations; or a plasma membrane
preparation such as lipid-rafts, detergent resistant membranes or caveolae-like domains.
The sample might alternatively be a compositon comprising a compound (particularly 2
protein) derived from a human or animal source, such as growth hormone, or atissue
extract, such as pituitary extract. Such a sample composition might be contaminared with
pathogenic conformer.

The sample might also comprise a food product or drink, or a portion of a food
product or drink (either destined for human consumption or animal consumption) in order
to establish the presence or absence of pathogenic conformer in thar product or drink.

Preferably, the non-pathogenic conformer added in step (i) will be from the same
species as the sample It may, for example, be derived from a healthy (i.e. non-pathogenic)
form (e.g. tissue) of the biological saraple to be tested. Alternatively, the non-pathogenic
conformer may be produced syntherically or recombinantly, using means known in the art.

3
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It will be understood, however, that the non-pathogenic conformer need not be in pure or
even substantially pure form. In most cases, the non-pathogenic conformer will be in the
form of 2 nissue homogenate or a fraction thereof which contains the relevant non-
pathogenic conformer. Preferred examples indude brain homogenares and fractions
derived therefrom, e.g. lipid rafts.

Preferably, the sample and/or the non-pathogenic conformer will be of human
origin or from a domestic animal, e.g. a cow, sheep, goat or cat.

Another object of the present inveation is to provide a method for identifying &
compound which modulgtes the conformational transition of an underlying protein
hmanon—pm.Mapﬂqdcmnﬁm, comprising:

()  contacting an amount of the non-pathogenic conformer with an amount of the
pathogenic conformer in the presence and in the absence of said compound,

()  disaggregating any aggregates eventually formed during step (3,

(i)  determining the amount of the pathogenic conformer in the presence and in the
absence of said compound.

If desired, step () may comprise step (ia) incubating said sample/non-pathogenic
conformer, and a cycle carried out berween steps (12) and (i) as described above for the
methods and assays of the invention, medatis rutiondis.

If the amount of pathogenic conformer measured in the presence of the compound
is higher than thar measured in the absence, it means that the compound is a factor which
“catalyzes” the conformational transition; if such amount is lower, it means that the
compound is a factor which inhibits such transition. i )

According 1o the above method, *identifying” should also be interpreted to mean
“screening” of a series of compounds,

A "label" or "labelling moiety" may be any compound employed as a means for
detecting a protein. The label or labelling moiety may be attached to the protein via ionic o
covalent interactions, hydrogen bonding, electrostatic interactions or intercalarion.
Examples of labels and labelling moieties include, but are not limited to fluorescent dye
conjugates, biotin, digoxigenin, radiomucleoctides, chemiluminescent substances, enzymes
and receptors, such that detection of the labelled protein is by fluorescence, conjugation to
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streptaviden and/or avidin, quantitation of radicactivity or chemiluminescence, catalyric
and/or ligand-receptor interactions. Preferably it is a fluorescent or a phosphorescent label.

The term "conformarional diseases” refers to that group of disorders arising from a
propagation of an aberrant conformational transition of an undedying protein, leading to
protein aggregation and tissue deposition. Such diseases can also be transmitted by an
induced conformarional change, propagated from a pathogenic conformer to its normal or

non-pathogenic conformer and in this case they are called herein "transmissible

conformational diseases”. Examples of such kinds of diseases are the prion
encephalopathies, including the bovine spongiform encephalopathy (BSE) and its human
equivalent Creurzfeld-Jakob (CJD) disease, in which the underlying protein is the PcP.

The term "sporadic CJD" abbreviated as "sCJD" refers to the most common
manifestation of Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD). This disease occurs spontaneously in
individuals with a mean age of approximately 60 at a rate of 1 per million per year
individials across the earth.

The term “Iaterogenic CJD" abbreviated as "iCJD" refers to disease resulring from
accidental infection of people with human prions. The most noted example of such is the
accidenral imfection of children with human prions from contaminated preparatons of
bruenan growth hormone.

‘The term "Familial CJD" refers to 2 form of CJD, which occurs rarely in families
aad is inevitably caused by mutations of the human prion protein gene. The disease results
from an autosomal dominant disorder. Family members who inherit the mutations
succumb to CJD.

The term "Gerstmann-Strassler-Scheinker Disease” abbreviated as "GSS" refers to a
form of inherired human prion disease. The disease occurs from an autosomal dominant
disorder. Family members who inherir the murant gene succumb to GSS.

The term “prion" shall mean a transmissible partide known to cause a group of °

such transmissible conformational diseases (spongiform encephalopathies) in hurmans and

" animals. The term “prion” is a contraction of the words "protein® and "infection” and the

particles are comprised largely if not exclusively of PrP* malecules.
Prions are distinct from bacteria, viruses and viroids. Known prions include those
which infect animals to cause scrapie, a transmissible, degenerative disease of the nervous
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system of sheep and goats as well as bovine spongiform encephalopathies (BSE) or mad
cow disease and feline spongiform encephalopathies of cats. Four prion diseases known to
affect humans are (1) kuru, (2) Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD), (3) Gerstmann-Strassler-
Scheinker Disease (GSS), and (4) fatal familial insomnia (FFI). As used herein prion
includes all forms of prions causing all or any of these diseases or others in any animals
used and in particular in humans and in domesticated farm animals.

The terms "PrP gene” and "prion protein gene® are used interchangeably herein o

describe genetic material which expresses the prion proteins and polymorphisms and

Polymorphisms.” The PrP gene can be from any animal including the "host" and: "test"
animals described herein and any and all polymorphisms and mutations thereof, it being
recognized that the terms include other such PrP genes that are yet to be discovered.

The verm "PrP gene” refers generally to any gene of any species which encodes any
form of a PrP amino acid sequences including any prion protein. Some commonly known
PrP sequences are described in Gabriel et al, 1992, which is incorporated herein by
reference to disclose and describe such sequences.

Abbreviations used herein include:

CNS for central nervous system;

BSE for bovine spongiform encephalopathy;

CJD for Creurzfeldr-Jakob Disease;

FF1 for fatal familial insomnia;

GSS for Gerstmann-Suassler-Scheinker Disease;

PrP for prion protein;

PrP* for the normal, non-pathogenic conformer of PrP;

Prngorthepa:hogenicor “scrapie” isoform of PrP (which is also the marker for prion
diseases).

Pathogenic mutations and Polymorphisms

There are a aumber of known pathogenic murations in the human PP gene. Further, there
are known polymorphisms in the human, sheep and bovine PrP genes.

The following is a non-limiting list of such mutarions and polymorphisms:

26
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MUTATION TABLE

PCTIGB01/02584

Pathogenic human
mutations

Human
polymorphisms

polymorphisms

Bovine
polymorphisms

2 octarepeat insert

4 octarepest insert
5 octarepeat insert

6 octarepeat insert
7 octarepeat insert

8 octarepeat insert

9 octarepeat Insert
Codon 102 Pro-Leu
Codon 105 Pro-Leu
Codon 117 Als-Val
Codon 145 Stop
Codon 178 Asp-Asn
Codon 180 Val-Ile
Codon 198 Phe-Ser
Codon 200 Glu-Lys
Codon 210 Val-Ile
Codon 217 Asn-Arg
Codon 232 Met-Ala

Codon 129
Met/Val
Codon 219

Codon 171
Arg/Glu
Codon 136
Ala/Val

S5oré

Thenormdmﬁno;ddsequmu,wﬁchomind:emmajo&:yoﬁndiﬁdmk,is
referred to as the wildtype PrP sequence. This wild-cype sequence is subject to certain
characteristic polymorphic vanations. In the case of human PrP, two polymorphic amino
2aids occur at residues 129 (Mee/Val) and 219 (Ghu/Lys). Sheep PrP has two amino acid
polymorphisms ar residues 171 and 136, while bovine PrP has either five or six repeats of

_ an eight amino acid motf sequence in the amino terminal region of the mature prion

protein. While none of these polymorphisms are of themselves pathogenic, they appear o
influence prion diseases. Distincr from these normal varistions of the wild-type prion
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proteins, certain musations of the human PrP gene which alter etther specific amino acid
residues of PrP or the number of octarepeats have been identified which segregare with
inherired human prion diseases.

In order to provide further meaning to the above chart demonstrating the
mt:mﬁnnsaﬂdpolymorphims,onzcanrefertotﬂepubﬂshedsequences of PrP genes. For
example, a chicken, bovine, sheep, rat and mouse PrP gene are disclosed and published
within Gabriel et al, 1992. The sequence for the Syrian hamster is published in Baslet et
al1986. The PrP gene of sheep is published by Goldmann et al., 1990. The PrP gene
sequence for bovine is published in Goldmann et al,, 1991. The sequence for chicken PrP
gene is published in Harris es al, 1991. The PrP gene sequence for mink is published in
Kretzschmar et al., 1992. The human PrP gene sequence is published in Krerzschmar et al,
1986. The PP gene sequence for mouse is published in Loche et al, 1986. The PrP gene
sequence for sheep is published in Westaway et al,, 1994. These publications are all
incorporated herein by reference to disclose and describe the PrP gene and PrP amino acid
sequence.

The invention also provides a method for detecting the presence of a pathogenic
form of prion protein within a sample (preferably a blood or brain sample) comprising:

(1) conracting the sample with an amount of non-pathogenic prion protein;
(1a) incubating the sample/non-pathogenic prion protein;
(&) disaggregaring any aggregates formed during step (2);

repesing sveps (s)-G) two or more times; and then
(i) determining the presence and/or amount of pathogenic prion protein within the
sample. :

A further embodiment of the invention provides a method for diagnosing CJD
within 2 patient, comprising; taking a sample from the patient (preferably a blood or brain
sample);

() conmacting the sample with an amount of PrP® protem;

. (a) incsbating the sample/PrP protein;

(i) disaggregaring any aggregares formed during step (i2);
_ repeating steps (ia)~(ii) two or more times; and then
(iii) determining the presence and/or amount of PrP* within the sample.

31
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The inventon also provides a2 method for detecting the presence of a pathogenic
form of B-amyloid protein within a sample (preferably a blood or brain sample),
comprising:

(D) conmacting the sample with an amount of non-pathogenic B-amyloid protein;
() incubating the sample/ non-pathogenic B-arnylcid protein;
(1) disaggregating any aggregates formed during step (ia);

repeating steps (1a)-(ii) two or more times; and then
(iii) derermining the presence and/or amount of pathogenic f-amyloid protetn within the
sample.

A further embodiment of the invention provides a method for diagnosing
Alzheimer’s disease in 2 patienr, comprising:
taking a sample (preferably a blood or brain sample) from the patient;

(1) contacting the sample with an amount of non-pathogenic f-amyloid protein;
(a) incubating the sample/non-pathogenic f-anyloid protein;
(ti) disaggregaring any aggregates formed during step (ia);

repeating steps (ia)-(ii) two or more times; and then
{iii) determining the presence and/or amount of pathogenic -amyloid protein within the
sample.

The invention furthermare provides apparatus for use in the methods described
above, particularly apparatus comprising a microtitre plate, mubti-well sonicator and an
amount of 2 non-pathogenic conformer. O

A further embodiment of the invention provides a method for the diagnostic .
detecrion of a conformarional disease, characterized by a conformational trapsition of an
underlying protein between a non-pathogenic and a pathogenic conformer, by assaying a
marker of said disease within a sample, which method comprises (i} contacting said sample
with 2 known amount of the non-pathogenic conformer, (i) disaggregating the aggregates
evetually formed during step (1) and (iii) determining the presence and/or amount of said
pathogenic conformer within the sample. Preferably, steps (i) and (ii) form a cyde which is
repeated ar least twice before carrying out step (iil) , most preferably steps (1) and (i) forma
cycle, which is repeated from 5 to 40 times before carrying out step ().
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The inventon also provides an assay for a marker of a conformational disease,
characrerized by a conformational wansition of an underlying protein between a non-
pathogenic and 2 pathogenic conformer, within a sample, which assay comprises the
following steps: (i) conracting said sample with a known amount of the non-pathogenic
conformer, (i) disaggregating the aggregates eventually formed during step () and (ii)
determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the sample.
Preferably, the steps (1) and (i) form a cycle which is repeated at least twice before carrying
out step (1ii). .

The invention fuzther provides a method for identifying a compound which
modtﬂmtheconforma‘tiomlmmiﬁonofmunderlyingpmuinbmanon-
pathogenic and a parhogenic conformer, comprising
()  conractng a known amount of the non-pathogenic conformer with a knowan

amount of the pathogenic conformer in the presence and in the absence of said

compound,

() disaggregating the sggregates evenmually formed during siep ()

(i)  derermining the amount of the pathogenic conformer in the presence and in the
absence of said compound.

The present mvention has been described with reference to the spedfic
embodiments, but the content” of the description comprises all modifications and
substiutions , which can be brought by 2 person skilled in the art withour exrending
beyond the meaning and purpose of the claims.

The invention will now be described by means of the following Examples, which
should not be construed as in any way limiting the present invention. The Examples will
refer to the Figures specified here below.

- gy P 1
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DE D

Figure 1. Schematic representation of the conversion PrP® — PrP*. The infective unit
of PrP* is a f-sheet rich oligomer, which converts PrP© by integraring it into the growing
aggregate, where it acquires the properties associated with PeP%,

Figure 2. Diagrammatic representation of the cyclic amplification procedure. The

" sysiem is based on cycles of incubation of PrP* in the presence of excess of PrP¢ followed

by cydes of sonication. During the incubation periods, oligomeric PrP* is ealarged by
hmwoxﬁng&?hnotﬁegmﬁngawqwhﬂeduﬁagwﬁuﬁmthewm
broken down with the aim of multiplying the converting units, In the figure, two cydes of
sonication/incubation are shown.

Figure 3. Amplification of PrP* by sonication cycles. A small amount of scrapie brain
homogenate containing PrP* was incubated with healthy rat brain homogenare (lane 1,
contro} experiment) or with healthy hamster brain homogenate (fane 2 and 3). The laxter
sample was divided in two groups one of which was subjected to five cycles of
incubation/sonication (lane 3). Half of the above samples were loaded direcdy in a gel and
stained for total protein with Coomasie (panel A). The other half were treated with PK and
immunoblorted using the anti-PrP satibody 3F4 (panel B). Panel C shows some controls in
whichheakhybninhomogmmsinmbﬂeddoneﬂanqlmdz)orindmpmof
dihuted scrapie brain homogenate (lanes 3 and 4). Half of the samples (lanes 2 and 4) were
subjected to 5 cydes of sonicarion/incubation. Lanes 2, 3 and 4 were meated with
proteinase K.

Figure 4. Sensitivity of the cyclic amplification system. The minimmm conceatration of
PrP* that can be used for detection after amplification ‘was studied by serially dihuing the
scrapie brain homogenate and incubating with healthy hamster brain homogenate with or
without sonication cycles. Panel A shows the control experiment in which scrapie hamster
brain was diluted serially in rar brain homogenate. Panel B corresponds to the experiment in
which the serial dihitions of scrapie hamster brain were incubared with healthy hamster
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brain and subjected to 5 cydes of incubation/sonication. Densitometric evaluation of the
immunoblots in A and B is shown in panel C. The dilutions were done considering as
starting material the brain and were the following; 100 (lane 1), 2C0 (fane 2), 400 (lane 3),
800 (lane 4), 1600 (lane 5) and 3200 (lane 6).

Figure 5. Relationship between the PrPres signal and the number of amplification
cycles. Diluted scrapie brain homogenate was incubated with an excess of healthy hamster
brain homogenate. Samples were subjectad to 0, 5, 10, 20 or 40 cycles and the PrPres signal

Figure 6. Amplification of PrP* in blood samples. Heparinized rat blood was spiked
with Scrapie hamster brain homogenate to reach a final dilution of 10:1. This mixrure was
incubared for 15 mm at RT. 10 fold serial dilutions were made of this material using
heparinized rat blood. Samples were subjected to 11 cycles of incubation-sonication and the
PrPres signal evaluated by immunoblot.

Figure 7: Prion protein is present in lipid-rafts. Lipid-rafis (also called detergent-
resistant membrape fraction or DRM) were Isolated using 2 modificarion of previouly
described protocols. One-hundred mg of brain tissue was homogenized in 1 ml of PBS
containing 1% triton X-100 and 1x complete cockeail of protease inhibitors (Bochringer).
Tissue was homogenized with 10 passages through 22G syringe needle and incubated for 30
mimites at 4°C on a rotary shaker. The sample was diluted 1:2 in sucrose 60% and placed in
the bottom of a centrifuge tube. 7ml of sucrose 35% were place carefully over the sample.
1.5ml of sucrose 15% was layered in the top of the gradiear. The tube was centrifuged ar
150,000g for 18hrs at 4°C. The lipid rafts float to the 15%-35% sucrose interface (panel A).
(panel B) and immumoblot to detect PrP (panel C). To remove sucrose from the sample,
lipid raft fraction was recovered washed in PBS and centrifuged at 28,000 rpm during thr a
4°C. The pellet was washed and resuspended in PBS contining 0.5% Triton X-100, 0.5%
SDS and protease inhibirors. All PrPC was locared in this fraction (panel D).
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Figure 8: The factors needed for amplification are present in lipid-rafts. Lipid-rafes
were isolated from healthy hamster brain as describe in Figure 2 and mixed with 700-fold
diluted PrPSc highly purified from scrapie hamster brain. Samples were either frozen (line
3) or amplified for 20h (line 4). Lines 1 and 2 represent the same procedures but using total
brain homogenate for amplification.

Figure 9: Presymptomatic detection of PrPSc in hamster brain. Hamsters were
inoculated intra~cerebrally (L.c.) with saline (control group) or with 100-fold diluted scrapie
brain homogenate. Every,week 4 hamsters per group were sacrificed and brains were
extracred and homogenized. Half of the samples were frozen immediazely (white bars) and
the other half subjected to 20 cydes of incubation/sontcarion (black bars). All samples were
treated with PK and immunoblotted. The intensity of the bands was evaluared by
densitometry. Each bar represent the average of samples from 4 antmals. No detection was
observed in any of the control brains either without ar with amplificarion and these results
are not shown in the Figure.

Figure 10: Amplification of human PrPSc. The studies were done using brain samples of
11 different confirmed cases of sporadic CJD, as well as 5 from familial CJD and 4 age-
macched controls, which inclnded patients affected by ather neurological disorders. Brain
was homogenized and subjected to 20 amplification samples. Representative resules of 2
control (A) and three different sporadic GJD (B) cases (1, 2, 3) are shown in the Figure.

Figure 11: Detection of PtPSc in blood after preparation of blood cells ghosts. Cell *

ghosts from 0.5 ml of heparinized blood coming from healthy (C) and scrapie-affected
hamsters (Sc) were prepared as described in the text. Half of the samples were not
subjected to amplification and the other half were mixed with normal hamster brain
homogenate and subjecred to 20 amplification cydes. All samples were then treated with

_ PK and analyzed by immmmnoblots. One representarive experiment is shown in the Figure.

Figure 12: Detection of PrPSc in blood after sarkosyl extraction. 0.5 mi of heparinized
blood coming from healthy (C) and scrapie-affected bamsters (Sc) was subjected to sarkosyl




10

15

25

WO 02/04954 PCT/GBO1/02584 3 *

23

extraction as described in the text. Half of the samples were not subjected to amplification
and the other half were mixed with normal hamster brain homogenare and subjected o 20
amplification cycles. All samples were then wreated with PK and amalyzed by immunoblots.
One representarive sample of control animals and two for scrapie-affected animals is shown
in the Figure.

Figure 13: Detection of PrPSc in blood after lipid rafts purification. Lipid-rafts were
extracted as described iri the text from 0.5 ml of heparinized blood coming from healthy
(© and scrapie-affected hamsters (Sc). Half of the samples were not subjected to
amplification and the other balf were mixed with normal hamster brain homogenate and
subjected to 20 amplification cydles. All samples were then treated with PK and analyzed by
immumoblots. Ope representarive sample of control animals 2ad two for scrapie-affectad
animals is shown in the Figure.

Figure 14: Detection of PrPSc in blood after preparation of buffy coats. The buffy
coat fraction of blood was separated by centrifugation from 0.5 ml of heparinized blood
coming from healthy (C) and scrapie-affected hamsters (Sc). Half of the samples were not
subjected to amplificarion and the other half were mixed with normal hamster brain
homogenate and subjected to 20 amplification cydes. All samples were then treared with
PK and analyzed by immunoblots. One represenrative experiment is shown in the Figure.

Hcation of PX reststant PrP by cydlic in vitro copversion.
Hamster brain homogenate extracted from scrapie affected animals was diluted unti]
the signal of PrP* was barely detected by immunoblot after wreatment with proteinase K

. (PK) (Figure 3B, lane 1). PK treatment is done routinely in the field to distinguish between

the normal and abnormal forms of PrP, which differ in their sensitivity to protease
degradation (PrP* is partially resistant and PrP€ is degraded) (Prusiner, 1991). The form of
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PrP that is resistanc to PK treatment will be named from now on PrPres. Incubation of 2
sample of dilured scrapie brain homogenate with a healthy hamster brain homogenate
containing an excess of PrPC, resulted in the increase in PrPres signal (Figure 3B, lage 2).

This suggests that the incubation of the two brain homogenates resukted in the
conversion of PrP® to PrP*, When the samples were incubated under the same conditions
bur subjected o five cydes of incubation/sonication, the amount of PrPres was
dramatically increased (Figure 3B, lane 3). Densitometric analysis of the immmoblot
indicates that the PrPres signal was increased 84-fold by cydlic amplification in comparison
with the PrPres signal presented in the diluted scrapie brain homogenate (lane 1).

Theoonvusionisélependemoftbepmmceofﬁ?*sinanoPermobamed
when the normal hamster brain homogenate was incubated alone under the same
conditions etther with or without sonication (Figure 3C, lane 2). To rule out artifaces of the
transfer, the total protein loaded in the gel was maintained constant (Figure 3A) by adding
rat brain homogenate to the diluted scrapie sample, taking advantage of the fact that rac PrP
is not detected by the antibody used for the immunoblot.

EXAMPLE 2

Sensirivity of detection | i it
To evaluate the mininmum concentration of PrP* that can be used for detection

after amplificarion, the scrapie brain homogenate was serially diluted directly in healthy
hamster brain homogenate. Withour incubation, the signal of PrPres diminishes
progressively untl it was completely undetecrable at 800-fold dihution (Figure 4A,C). In
contrast when the same dilurion was incubated with healthy hamster brain homogenate and
subjected to 5 cydles of incubation/sonication, the limit of PrPres detection was decreased
dramatically. Indeed, clear signal was casily detected even at a 3200-fold dihmion (Figure
4B,C).

EXAMPLE 3
1 e in Pr I )

To study whether the intensity of the PrPres signal after cydic amplification
depends on the mumber of cycdles of incubation/sonication performed, diluted scrapie brain
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homogenate was incubared with an excess of healthy hamster brain homogenate. Samples
were subjected to 0, 5, 10, 20 or 40 cydles and the PrPres signal evaluared by immunoblot.
The levels of PrPres increased exponentially with the number of incubation/sonication
cycles (Figure 5). This result suggests that increasing the number of cycles could further
r - w l I ) - ]imits_

EXAMPLE 4
onication —“H nents in blood samples by spiking with PeP

H:pannmedmbloodmspﬂsdwnhwehammbmnhomogmemmcha
final dilution of 10:1. Thsmmwasmwb::edforlSmuRT

10 fold senial dilutions were made of this material using heparinized rar blood. 50 ul

ofadldiluﬁonwereoenniﬁ:gedaﬂ,mmpm-for10min.Plamaw=ssepm:edﬁ-omthe
peller. 10 pl of plasma were mixed in 50 p of healthy hamster brain hornogemare containing
the PrP° substrare for the conversion reaction. Samples were subjected to 11 cydes of
incubation-sonication. As a control same samples were mixed in 50 pl of healthy hamster
brain homogenate and kept at -20°C until needed. 15 pl of sonicated and comtrol samples
were digested with proteinase K, separated by SDS-PAGE and analyzed by western blotting
and PeP* was detecred as disclosed in the "Methods® section.

. The results are reported m Figure 6. These results show a clear increase in the
detecrion of the protein after the amplificarion procedure, which is especially evident at the
lower concentration of PeP* (for example st the 1280 dilution). If we compare such resules
with those obtzmedonmfec:edbmnumes.wehave:hecouﬁrmmontha:the
amplificarion process works similarly in blood.

EXAMPLE 5

Hish throuet " Jificar
The use of a single-probe waditional sonicaror imposes a problem for handling

" many samples simultaneously, as a diagnostic test will require. We have adapted the cyclic

amplificarion system to a 96-well format microplste sonicaror (Misonix 431MP- 20kFi2),
which provides sonication to all of the wells at the same time and can be programmed for
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automaric operation. This improvement not only decreases processing time, but also
prevents loss of material when compared to using a single probe. Cross conmamination is
eliminared since there is no direct probe intrusion into the sample. The larter is essential to
handle infectious samples and minimize false positive results. Twenty cydes of 1h
incubarion followed by sonicarion pulses of 15 sec or 30 sec gave a significant amplification
of PrPres signal, similar to that previously observed using a traditional sonicator.

2LLOLS [100 ALY 1-' HCALION Sl'Eil.'l lerpent- ---'--r Jj‘" )

Thcsuboelh:larlomonwhu'ethePrP convemonocmrsdunngthed:sease
pachogenesis is not yet ascertained. However, both PrP© and PrP* have been reported to be
locared in a special region of the plasma membrane which is resistant to mild derergent
treatment due to the relatively high content of cholesterol and glycosphingolipids (Vey et
al, 1996; Harmey et al, 1995). These membrane domains are named lipid-rafts or
detergent-resistant membranes (DRM) and are rich in signaling proteins, receptors and
GPl-anchored proteins. ' We have confirmed that 100% of PrPC in brain is arrached to this
fraction, which contains <2% of the total proteins (Figure 7). Thus, the simple step of Lipid-
raft isolation allows a dramatic enrichment in PrPC. Similar resulrs were obtained in the
isolation of lipid-rafts from scrapie brain homogenate, in which PcP* was recovered in the

To evaluate whether the factors needed to amplify PrP are contained in lipid-rafts,
we purified them from the brain of healthy animals and added minute quantities of highly
pure PrP* extracted from the brain of sick animals. Amplification in lipid-rafts was
equivalent to that obtained with total brain extract (Figure 8), since the amount of PrPres
produced after amplificstion was similar in both conditions. This result indicates that all
elements required for PrP conversion and amplificarion (including the so-called “Factor X~;
(Telling et al, 1995)) are contsined in this specialized membrane domain. Therefore,
identificarion and isolation of the factors needed for PrP conversion should be possible by
further separation of proteins from the lipid-rafts and monitdring their activity by cpdic
amplification. In addirion, lipid-rafts constinute a possible replacement for the use of toral

=
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brain homogenate in the cyclic amplification procedure as 2 source of PrP¢ substrare and
other endogenous factors implicared in the conversion.

EXAMPLE 7

To study the pre-symptomatic diagnosis of hamsters expertmentally infected with
scrapie, we screened 88 brain samples at different stages during the preclinical phase, half of
which were non-infected controls. Bninwnsmkmcmyweek-:(‘l-perachgroup) and
subjected to 20 cydes of amplification. The resulcs showed that the method is able to decect
the abnormal protein in the brain even ar the second week after inocularion, far before the
animals develop any symptoms (Figure 9). Without cydic amplification, PrP* was detected
{n the brain ar week six post-infection, only 4 weeks before the appearance of the clinical
disease. No amplification was detected in any of the control animals that were not infected
with scrapie,

from brain of people (cadavers) affected by Creuzfeldt-Jakob disease (CJD), we incubated
brain homogenates of several CJD patients (or normal controls) with healthy human brain
homogenare and carried out the cydlic amplification procedure. The results show that chere
was significant amplification in samples of sporadic CJD brain analyzed and in none of the

4 control samples (Figure 10). Interestingly, amplificarion was obtained only in the samples -
thar had shown to be infectious and thus able to convert non-mutated PrPC, while it did not
work when the murant protein is not capable to convert the wild type protein. These data
support the conclusion that the method works in human samples similarly as shown before

for animal samples.
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EXAMPLE 9
Diagnosts in blood by cyclic amplification

Infectivity studies suggested that 2t least in experimental animals PrP* is present in
blood in lace-stage animals (Brown ez al., 2001). In order to perform the blood detection of
PrP* by cyclic amplification, we preferred first to selectively concentrate the sample in the
protein 1o be detected and to eliminare the bulk of very abundant blood proteins, such as
albumin or hemoglobin. The following four different protocols bave been shown effective
for this purpose. '

I.Pmparnionofbbodceﬁsglaom

Heparinized hamster blood was centrifuged at 2,500 rpm at 4°C. The plasma and
cellular fraction were separated and frozen at —80°C until needed 0.5 mi of blood cell
package was washed 3 tmes in 12-15 vol of fresh cold PBS, pH 7.6. The cells were
resuspended 1 12-15 vol of 20 mOsM sodium phosphate buffer pH 7.6 and stirred gemtly
for 20 min on ice, then centrifuged at 30,000 rpm for 10 min at 4°C. The supernatant was
discarded, the pellet was washed 3 tmes in 20 mOsM sodium phosphare buffer. The final
pellet was resuspended in PBS containing 0.5% Triton X-100, 0.5% SDS and protease
inhibirors. 15 pl of this suspension was mixed v/v with 10% healthy hamster brain
homogenare and subjected to 20 cycles of incubarion-sonication. 20 pl of sonicated and
control samples were digested with proreinase K, separared by SDS-PAGE and analyzed by
western blotting and PrP* was detected as disclosed in the “Methods” section. The resules
show the detection of the PrP* after the amplification procedure in the blood samples from
infected animals (Figure 11). In the blood samples from non-infected animals there is no
signda&erampﬁﬁuﬁonWmhaugampﬁﬁadonisnmmssibhtodemathepmmof
PrP* (Figure 11).

2. Sarkosyl extraction

Heparinized hamster blood was centrifuged ar 2,500 rpm at 4°C. 0.5 ml of blood
cell package was dihtted (v/v) in 20% sarkosyl and incubated for 30 minures. The sample
was centrifuged in Beckman TL100 ultracentrifuged at 85,000 rpm for 2 hrs at 4°C. The
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peller was washed and resuspended in PBS containing 0.5% Triton X-100, 0.5% SDS and
protease inhibitors. 15 pl of this suspension was mixad v/v with 10% heakhy hamster brain
homogenate and subjected to 20 cycles of incubation-sonication. 20 pul of sonicated and
control samples were digested with proteinase K, separated by SDS-PAGE and analyzed by
western bloting 2nd PrP* was detected as disclosed in the “Methods” section. The resulrs
show the detection of the PrP* after the smplification procedure in the blood samples from

infected animals (Figure 12). In the blood samples from non-infecred animals there is no -

signal after amplification. Withour amplification is not possible to detect the presence of
PrP* (Figure 12).

3. Lipid raft extraction

Hepannized hamster blood was centrifuged at 2,500 rpm at 4°C. 0.5 ml of blood
cell package was diluted (v/v) in PBS with 1% TritonX-100 and incubated for 30 mimutes at
4°C. The sample was ditured 1:2 in sucrose 60% and placed in the botrom of 2 cenwrifuge
tube. 7 ml of sucrose 35% were placed carefully over the sample. 1.5 ml of sucrose 15%
was layered in the top of the gradient. The tube was cenmrifuged at 150,000 rpm for 18 hrs
u4°CTheﬁpidnwam;mmmdwashedinPBSandmmihgedu28,000rpmdudng
1br at 4°C. The pellet was washed and resuspended in PBS containing 0.5% Triton X-100,
0.5% SDS and protease inhibitors. 15 pl of this suspension was mixed v/v with 10%
healthy hamster brain homogenate and subjected to 20 cydes of incubation-sonication. 20
plofsoniuredmdconuoimpluwuedfgutedﬁthpmteimse&sepmedbySDS—
PAGE and analyzed by western blouing and PrP* was detected as disdosed in the
“Methods* section. The results show the detection of the PrP* after the amplification
procedure in the blood samples from infected animals (Figure 13). In the blood samples
from non-infected animals there is 0o signal after amplificarion. Without amplification is
not possible to detect the presence of PrP* (Figure 13).
4. Buffy coar preparation.

Heparinized hamster blood was centrifuged at 1,500 rpm at 4°C for 10 min. The
buffy coat was carefully recovered using standard procedures and kept ax ~80°C unrl

LR L " Y
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needed. The frozen buffy coat was resuspended in PBS containing 0.5% Trron X-100,
0.5% SDS and protease inhibitors. 15 pl of this suspension was mixed v/v with 10%
healthy hamster brain homogenate and subjected to 20 cydes of incubanon-sonicanion. 20
ul of sonicated and control samples were digested with proteinase K, separaced by SDS-
PAGE and analyzed by westem blotting and PrP* was detected as disdosed in the
“Methods” section. The results show the detection of the PrP* after the amplification
procedure in the blood samples from infected animals (Figure 14). In the blood samples
from non-infected animals there is no signal after amplification. Withour amplification is
not possible to detect the presence of PrP* (Figure 14).

METHODS

P iom of brsia _

Brains from Syrian golden hamsters healthy or infected with the adapted scrapie
strain 263 K were obtzined after decapitation and immediately frozen in dry ice and kept at
-80°C until used. Brains were homogenized in PBS and protease inhibitors (w/v) 10%.
Detergemts (0.5% Triton X-100, 0.05% SDS) were added and clarified with low speed

centrifugaion (10,000rpm) for 1 min.

P son of t fes and oy lificat

Serial dilutions of the scrapie brain homogenate were made directly in the healthy
brain homogenate. 30 pl of these dihmions were incubated ar 37°C with agiration. Each
bour a cyde of sonicanion (5 pulses of 1 sec each) was done using a microsonicator with the
needle immersed in the sample. These cycles were repeated several times (5-20).

ExP™ detection.

The samples were digested with PK. 100 pg/mL for 90 min at 37°C. The reaction
was stopped with PMSF 50mM. Samples were separated by SDS-PAGE (under denaturing
condirions) and electroblotted into nitrocellulose membrane in CAPS or tris-glycine transfer
buffer with 10% methanol during 45 min at 400mA. Reversible total protein staining was

———
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performed before bloddng of the membrane with 5% non-far milkk Thereafter, the
membrane was incubated for 2br with the monoclonal antibody 3F4 (1:50,000). Four
washes of 5 min each were performed with PBS, 0.3% Tween20 before the incubation with
the horseradish peroxidase labelled secondary anri-mouse antibody (1:5000) for 1hr. After
washing, the reactivity in the membrane was developed with ECL chemiluminascence Kit
(Amersham) according to manufacrurer’s instructions:

39

—— - — -

——
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CLAIMS

1. A method for the diagnosis or detection of a conformational disease which is
characterized by a conformanonal transiion of an underlying protein between a non-
pathogenic and a pathogenic conformer, by assaying a marker of said disease within a
sample, which method comprises: .

(1) contacting said sample with an amount of the non-pathogenic conformer;

(tf) disaggregaring any aggregates eventually formed during step (z); and

(iii) determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the
sample, the pathogenic conformer being a marker for the presence of said disease.

2. The method of claim 1, wherein step () comprises step (ia) incubaring said
sample/non-pathogenic conformer.

3. The method of claim 2, wherein steps (1) and (ii) form a cydle which is repeated at
least twice before carrying out step (iii).

4.  The method of claim 3, wherein the cyde is repeated from 5 to 40 times before
carrying out step (jii).

5. The method of any one of the preceding claims, wherein step () is carried out under
physiological conditions. .

é. The method of any one of the preceding daims wherein the amounr of the non-
pathogenic conformer in step (1) is an excess amount.

7. The method of any one of the preceding claims, wherein the conformational disease
is a transmissible conformational disease.
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8. The method of any one of the preceding claims, wherein the sample to be analysed
is subjected to a pre-trearment for selectively concentraring the pathogenic conformer in the

sample .

5. The method of claim 8, wherein the pathogenic conformer is PrPSc and the pre-
treatment is the extraction from the sample of a fraction which is insoluble in mild

detergents.

10.  An assay for a marker of a conformational disease which is characterized by a
conformational transition of an underlying protein berween a non-pathogenic and a
pathogenic conformer, within a sample, which assay comprises the following steps:

() couracting said sample with an amount of the non-pathogenic conformer;

(i) disaggregating any aggregates eventually formed during step (1); and

(i) determining the presence and/or amount of said pathogenic conformer within the
sample, the pathogenic conformer being a marker for the presence of said disease.

11.  The assay of daim 10, wherein step (i) comprises step (i) incubsting said
sample/non-parhogenic conformer.

12.  The assay according to claim 11; wherein steps (ia) and (i) form a cycle which is
repeated at least twice before carrying out step (ii).

13. A diagnosuc kit for use in the assay of anry one of claims 10 to 12 which comprises a
known amount of the non-pathogenic conformer.

14. A disgnostic kit as claimed in daim 13, which addinonally comprises 2 multi-wel
microtitre plare and 2 mult-well sonicator.

15. A method for idensifying a compound which modulates the conformational
transition of an underlying protein between a non-pathogenic and a pathogenic conformer,
comprising:
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()  contacting an amount of the non-pathogenic conformer with an amount of the
pathogenic conformer (g) in the presence of said compound and (b) in the absence
of said compound; .

()  disaggregaring any aggregates eventually formed during step ()); and

(i)  determining the amount of the pathogenic conformer (a) in the presence of said
compound and (b) in the absence of said compound.

16. 'Thcmel:hodofmyonéofdiims 1w 9 or 15 or the assay of any one of claims 10
to 12, wherein the pathogenic conformer is PrP*, the non-pathogenic conformer is PrP©
and the underlying protein is the Prion Protein.

17. A method for detecting the presence of a pathogenic form of prion protein within a
sample, comprising:
() contacting the sample with an amount of non-parhogenic prion protein;
(ia) incubating the sample/non-pathogenic prion protem;
(&) disaggregating any aggregates formed during step (i2);
repeating steps (ia)-(ii) two or more times; and then
(ii1) determining the presence and/or amount of pathogenic prion protein within the
sample.

18. A method for diagnosing CJD within a patient, comprising;
taking a sample from the patient; .
() conracting the sample with an amount of P:P© protein; ¢
(i2) incubaring the sample/PrP* protein;
(1)) disaggregating any aggregates formed during step (ia);

repearing steps (ia)-(i) two or more tines; and then
(iif) determining the presence and/or amount of PrP* within the sample.

-19. Amc:hodforde:ecﬁngthepxueneeofapuhogmicfo:mofﬂ-ﬂmyloidprmdn

within a sample, comprising:

-y
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(i) conracting the sample with an amount of non-pathogenic B-amyloid protein;
() incubaring the sample/non-pathogenic P-amyloid proesic;
(if) disaggregating any aggregares formed during step (ia);
repeating steps {12)-(ii) two or more times; and then
(i1) determining the presence and/or amount of pathogenic B-amyloid protein within the
sample.

20.  Amethod for disgnosing Alzheimer’s disease in 2 patient, comprising:
taking a sample from the patient;
() contacting the sample with an amount of non-pathogenic -amyloid protein;
(i) incubating the sample/non-pathogenic p-amyloid protein;
() disaggregating any aggregates formed during step (ia);

repeating steps (ia)-{if) two or more times; and then

| (tii) determining the presence and/or amount of pathogenic f-amyloid protein within the

sample.

21.  Apparatus for use in the method of any one of daims 1 to 9 or 15 or the assay of
any one of claims 10to 12,

22.  Apparatus for use in the method of any one of claims 1 to 9 or 15 or the assay of
any one of claims 10 to 12, comprising a microtitre plate, multi-well sonicaror and an
amount of a non-pathogenic conformer.

{’1‘/
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FIG. 1

Schematic representation of PrPC — PrPSc conversion

Endogenous PrPc

PrPC - PrPS° interaction

Conversion
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FIG. 5

Relationship between the PrPres signal and the
number of ampiification cycles

Scrapie brain homogenate diluted 102 in healthy
hamster brain homogenate

Amplification cycles 0 5 10 20 40

FIG. 6

Amplification of PrP>C in blood

Amplification - + - + - + - + - +

Dilution 40 80 160 640 1280
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FIG. 8

The elements needed for amplification are in lipid raits
Pure PrPSC incubated with

Brain extract DRM

Amplification
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FIG. 11

Non-amplified

Amplified

"¢ sc " C

Scj

. . e e G
T, LI
< A . -
= * L L 1]
- . i - ;.
. e oea = . -?.'}
. . o e a
S L
. " ‘I --. :
“ " -
T % wt e -
-, - _'_-
. - -
- ™ '
R O
- -
-
.
- B
[ i
l - - .
.y B
- .
:
. ‘e -
L] E
L
- LS
b -
- - :
r " - s -,
- [ . =
ST N e,
- . v
L - PR
. (TS
L PR L r
" -
. . - b f ]
= - -
" »T %
< .
x , s g
- - - LI Y (Y e
A e - T . <
. i " *”
~ b - I -
. A . .
. ' - . )
.~ H %
vty "3 T -
g s L <
=t r ™ .

SUBSTITUTE SHEET {RULE 26}

PCTI/GB01/02584

Blood detection of PrPSc after preparation of blood cells ghosts

5




WO 02/04954

11713

FIG. 12

Blood detection of PrPSc after sarkosyl extraction
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Blood detection of PrPSc after lipid raft purification
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DIAGNOSTICO TEMPRAMNO DE ERFERMEDADES CONTORMACIOMALES

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un método
para la diagnosis o detencién de enfermedades
conformacionales por medio del ensay¢e con un marcador
(por ejemplo el conformador patogénico) de tales
enfermedades dentro de una muestra, dicho método
comprende un sistema de amplificacién ciclica para
incrementar los niveles del conformador patogénico. En
particular, tales enfermedades conformacionales pueden

ser encefalopatias prion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades convencionales son un grupo de
desordenes aparentemente no relacionados uno con el otro,
pero comparten una similaridad golpeante en
presentaciones clinicas que reflejan su mecanismo
molecular compartido de la iniciacién y auto asociacién,

con la deposicién y daflo del tejido consecuente.



El interés estructural es debido al hecho de gque
estas enfermedades variadas tienen inicio a partir de una
transicién conformacional aberrante en una proteina
subyacente, caracteristicamente lleva a la agregacién de
proteina y a la deposicién de tejido. Médicamente, 1la
presentacién de estas enfermedades conformacionales
refleja este mecanismo molecular, con tipicamente un
establecimiento insidioso y lento cuando la transicién
esta ocurriendo en una proteina normal, pero un
establecimiento mucho mas sUbito cuando ocurre en una
variante inestable de la proteina. Dos ejemplos de
significacién especial de tales enfermedades
conformacionales son las encefalopatias espongiformes
transmisibles y la demencia de Alzheimer, una enfermedad
que amenaza la salud general en los sistemas de cuidado
en el mundo desarrollado (para una revisién ver Carrel et

al.,1997).

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE)
también conocidas como enfermedades prion son un grupo de
enfermedades neurodegenerativas que afectan a los humanos
y a los animales. La enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CJD),
kuru, la enfermedad Gersmann-Straussler-Scheiker (GSS) y

las insomnia familial fatal (FFI) en humanos lo mismo que



la encefalopatia espongiforme scrapie y de bovinos (BSE)
En animales son algunas de las enfermedades TSE

(Prusiner, 1991).

Aunque estas enfermedades son relativamente raras en
humanos, el riesgo de la transmisibilidad del BSE a los
humanos por medio de la cadena alimenticia ha llamado la
atencién a las autoridades de salud piblica y a 1la
comunidad cientifica (Cousen et al.,1997, Bruce et al.,

1997).

Estas enfermedades estan caracterizadas por un
periodo de incubacién extremadamente largo, seguido de
una enfermedad clinica breve e invariablemente fatal
(Roos et al., 1973). Hasta la fecha no hay ninguna

terapia disponible.

La clave caracteristica de la enfermedad es 1la
formacién de una proteina anormalmente formada llamada
Prp®e, que es una versién modificada post
translacionalmente de una proteina normal. Determinada
como PrP® (Cohen y Prusiner, 1998). Las diferencias
quimicas no habian sido detectadas para distinguir entre

las iso formas PrP (Stahl et al., 1993) y la conversién

5%



parece involucrar un cambio conformacional mientras que
el contenido de 1la hélice a-de la proteina normal
disminuye y la cantidad de laminas f-incrementa (Pan et
al., 1993). Los cambios estructurales son seguidos por
alteraciones en las propiedades bioquimicas: PrP® soluble
en detergentes no desnaturalizados, PrP*® es insoluble;
PrP® es ficilmente digerida por las proteasas, mientras
que el PrP% es parcialmente resistente, resultando de la
formacién de un fragmento truncado terminalmente en N
conocido como “PrPres” (Baldwin et al., 1995; Cohen y
Prusiner, 1998), *“PrP 27-30” (27-30 kDa) o “PK-

resistente) (resistente a la proteinaza K) en su forma.

Hasta el momente no ha habido un diagnéstico preciso
para el TSE (reporte de la WHO, 1998, Budka et al., 1995,
Weber et al; 1997). Intentos para desarrocllar una prueba
de diagnéstico para enfermedades prion han sido
desestimuladas por la carencia aparente de una respuesta
inmune al PrP* . Loa diagnésticos clinicos del CJD se
basan corrientemente en la combinacién de la demencia
progresiva sub aguda (menos de 2 aflos), mioclonu, y la
disfuncién neurolégica multifocal, asociada con un
electroencefalograma periddico caracteristico (EEG)

(reporte de la WHO, 1998, Weber et al., 1997). Sin



embargo, la variante CJD (vCJD), la mayoria de las formas
iatrogénicas del CJD y hasta el 40% de los casos
esporddicos no tienen las anormalidades EEG (Steinhoff et
al., 1996). En promedilo la precisién del diagnéstico
clinico esta alrededor del 60% para CJD y es altamente
variable para otras enfermedades relacionadas prion. El
diagnéstico clinico eas més preciso solamente en etapas
tardias de la enfermedad cuando los sintomas claros se

han desarrollado (Weber et al., 1997).

El andlisis genético es Gtil para el diagnostico de
las enfermedades prion hereditarias, pero esto representa
solamente el 15% de los casos. La neuroimagen es util
solamente para excluir otras condiciones de demencia
progresiva rapidamente debido a las lesiones
estructurales del cerebro (Weber et al., 1997). Los
hallazgos obtenidos por imagen del cerebro por tomografia
computarizada (CT) de imdgenes de resonancia magnética
{MRI) dependen principalmente del estado de la
enfermedad. E1 CT es mucho menos sensible y en las fases
tempranas no hay atrofia detectada en el 80% de los casos
(Gdlvez y Cartier, 1983). Las seiflales hiperintensas el
del MRI han sido detectadas en 1los ganglios basales

aparte de la atrofia (Onofrji et al., 1993). Como los



cambios observados por el CT estas alteraciones no so de

ninguna manera especificas.

Datos resientes han ldentificado varias proteinas
neuronales, astrociticas y gliales que son elevadas en el
CJD (IIMI et al., 1992). La proteina S-100, izo enzima
especifica de neurona y la ubiquitina se incrementan
significativamente en el fluido cerebro espinal (CSF) en
la fase temprana de 1la enfermedad con unas
concentraciones disminuidas en el curso de la enfermedad
(IIMI et al., 1992). Un marcador de muerte neuronal, la
proteina 14-3-3, ha sido propuesta como un ensayo
especifico y sensible para el CJD esporadico (Hsich et
al., 1996). Sin embargo, esto no es Gtil para el
diagnéstico del vCJD, y mucho menos especifico en las
formas genéticas. Aunque la proteina 14-3-3 puede estar
presente en el CSF de los pacientes con otras
condiciones, el ensayo no es recomendado por la WHO como
un tamizado general para el CJD y se reserva para
confirmar diagnésticos clinicos (reporte de 1la WHO,

1998).

Por medio de combinar datos clinicos con los

marcadores bioquimicos un alto éxito en el diagnéstico se



ha logrado. Sin embargo, de acuerdo con el diagnéstico
operacional usualmente en uso en la vigilancia europea
del CJD, el diagnostico definitivo se establece solamente
por exAmenes neuro patolégicos y la deteccién del PrpS°
sea por inmunohistoquimica, histoblot o el western blot

(Weber et al., 1997, Budk et al., 1995).

La formacién del PrP% no es solamente posible causa
de la enfermedad, sino que también es el mejor marcador
conocido. La deteccién de PrP* en tejidos y células se
correlaciona ampliamente con la enfermedad y con 1la
presencia de infectividad TSE, y los tratamientos que
inactivan o eliminan la infectividad TSE también eliminan
el PrP®® (Prusiner 1991). La identificacién del Prp%*
en tejidos humanos o animales es considerada clave para
el diagnéstico TSE (reporte de la WHO, 1998). Una
limitacién importante de esta ensefianza es la
sensibilidad, ya que las cantidades de PrP®¢ son altas
(suficiente para su deteccién con métodos convencionales)
solamente ene. CNS en las etapas tardias de 1la
enfermedad. Sin embargo, se ha demostrado que en las
etapas tempranas de la enfermedad hay una distribucién
generalizada de Prp¢ (en cantidades pequefias),

especialmente en el sistema linforeticular (Aguzzi,

cC



1997). Aunque, la presencia de PrP% ha sido reportada en
tejidos de amigdalas palatinas y el apéndice obtenido de
pacientes con vCJD (Hill et al., 1997). Aunque esto no es
conocido en cuanto a que tan temprano en la enfermedad el
curso de la biopsia de amigdalas o apéndice puede ser
usado ene. Diagnostico de vCJD, se ha mostrado que en
ovejas genéticamente susceptibles al scrapi, el Prp®©
puede ser detectado en tejido de amigdalas re
sintomaticamente y tempranamente en el periodo de
incubacién. Sin embargo, el PrP% no ha sido detectado en
estos tejidos solamente en algunos casos de CJD

esporadico o de GSS (Kawashima et al.,m 1997).

La proteina normal es expresada en células de sangre
blancas y plaquetas y por lo tanto es posible que algunas
células de sangre puedan contener PrP*¢ en individuos
afectados (Aguzzi, 1997). Esto plantea la posibilidad de
un ensayo de sangre para CJD, pero esto requeriria un
ensayo con un grado mucho mayor de sensibilidad que

aquellos corrientemente disponibles.

La replicacién prion es hipotetizada de que ocurre
cuando el Prp%® en el inoculado infectado interactia

especificamente tonel huésped PrP® catalizando su

£2



conversién a la forma patogénica de la proteina (Cohen et
al., 1994). Este proceso toma entre varios meses a afios
para alcanzar la concentracién PrP% suficiente para

disparar los sintomas clinicos.

La unidad infectiva de Prp* parece ser una
estructura oligomérica rica en laminas P, que convierte
la proteina normal por medio de integrarla dentro del
agregado en crecimiento (figura 1). La conversiédn ha sido
mimetizada in Vitro por medio de mezclar PrP° purificado
con un exceso de 50 veces molar del PrP%¢ previamente

desnaturalizado (Kosisko et al., 1954).

Los sistemas de conversién in Vitro descritos hasta
ahora tienen baja eficiencia ya que ellos requieren un

exceso de Prp%

y por lo tanto no son wtiles para
propdasitos de diagnostico debido a que no pueden
monitorear cantidades no detectables del marcador. La
razén para la baja eficiencia es que el namero de
oligémeros Prp%* (unidades de conversién} permanecen
fijos dentro del curso del ensayo. Las unidades de
conversién crecen secuencialmente por los extremos y como

resultado ellas se vuelven mds grandes, pero no se

incrementan en numero (figura 1).

¢4
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Hemos encontrado ahora un método para la diagnosis o
detencién de una enfermedad conformacional, en donde la
enfermedad esta caracterizada por una transicién
conformacional de una proteina subyacente entre un
conformador no patogénico y uno patogénico, ensayando un
marcador de dicha enfermedad dentro de una muestra, dicho

método comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con una cantidad del
conformador no patogénico;

(ii) disgregar cualesquier agregados eventualmente
formados durante la etapa (i):

(iii) determinar la presencia y/o cantidad de dicho

conformador patogénico dentro de la muestra.

Generalmente, el conformador patogénico sera el

marcador para la presencia de dicha enfermedad.

Preferiblemente, la etapa (1) comprende la etapa

(ia) incubar dicha muestra/conformador no patogénico.
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De acuerdo con wuna modalidad preferida de 1
invencién, las etapas (ia) y (ii) forman un ciclo que es
repetido por lo menos 2 veces antes de llevar a cabo la
etapa (iii). MAs preferiblemente, los <ciclos son
repetidos entre 5 a 40 veces, y mis preferib;pmente entre

5 a 20 veces.

Las enfermedades conformacionales al ser detectadas
o diagnosticadas son aquellas que son caracterizadas por
una transicién conformacional de una proteina subyacente.
Esta “proteina subyacente” es una proteina que es capaz
de adoptar una conformacién no patogénica y una
conformacién patogénica. Un ejemplo de tal proteina es la
proteina prion, PrP. Un ejemplo adicional de tal proteina
es la proteina que involucrada en 1la enfermedad de

Alzheimer por ejemplo, la proteina pP-amiloide.

Las enfermedades conformacionales al ser
diagnosticadas o detectadas son preferiblemente
enfermedades conformacionales transmisibles, tal como TSE

(segin se definié en la seccién de antecedentes).

En el caso del diagnostico de TSE y de acuerdo con

una modalidad preferida de la invencién, el marcador de
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la enfermedad lo mismo que el conformador patogénico es
el PrP* mientras que el conformador no patogénico de 1la

proteina de interés es PrP°.

La cantidad de conformador no patogénico que es
usada en la etapa (i) (y opcionalmente en la etapa (ib))
generalmente serd una cantidad conocida, aunque no
necesariamente este es el caso si uno desea meramente
establecer la presencia o ausencia del conformador

patogénico.

Preferiblemente, la cantidad de conformador no
patogénico que es usada en la etapa (i) (y opcionalmente
en la etapa (ib)) sera una cantidad en exceso.
Generalmente, la proporcién inicial del conformador no
patogénico al conformador patogénico (si esta presente en
la muestra) serd mayor de 100:1, preferiblemente mayor de

1000:1 y mas preferiblemente mayor de 1000000:1.

En una modalidad adicional preferida de 1la
invencién, el conformador no patogénico en la etapa (i)
estd presente en un homogenato de cerebro y de un sujeto
saludable y/o puede ser agregado a este, antes de llevar

a cabo la etapa (i); en este caso, por lo tanto, el
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homogenato de <cerebro contiene un (preferiblemente
conocido) exceso de conformador no patogénico que es
agregado durante la etapa (i). Preferiblemente, el
homogenato de cerebro del sujeto saludable viene de la
misma especie de la cual la muestra a ser analizada viene
(por ejemplo homogenato de cerebro humano para la muestra
humana que va ser analizada, homogenato de cerebro de
rata para la muestra de rata que va ser analizada). Mas
preferiblemente, el conformador no patogénico esté
presente en una fraccidédn especifica del homogenato de
cerebro, por ejemplo en las estructuras de lipidos del
homogenato de cerebro. La preparacién de tales fracciones
pueden ser llevadas a cabo por ejemplo, como se describid

en Sargiacomo M et al., 1993.

Asi la invencién se relaciona adicionalmente con un
método o ensayo como se describid aqui en donde un tejido
fraccién de tejlido es agregado a u conformador no
patogénico en la etapa (i). Preferiblemente, el tejido es
un tejido de cerebro, o un homogenato o fraccién derivado
del mismo, venido de un sujeto sano (por ejemplo uno en

donde el conformador patogénico no estd presente).
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Se ha reportado (Kocisko et al., 1994) que menos
formas glicosilatadas de PrP* son convertidas
preferencialmente a la forma PrP%. en particular Prp°
que fue tratada con la fosfolipasa especifica
fosfatidilinositol . se fue rutinariamente mas
eficientemente convertida a la forma patogénica que la
PrP® glicosilatada més pesada completa. Una modalidad
adicional de a invencién por lo tanto se relaciona con un
método o ensayo como se describié aqui en donde el
conformador no patogénico es PrP° el cual tiene un nivel
reducido de glicosilacién (en particular glicosilacién
lkiigada a N) en comparacién tonel tipo natural PrP°.
Preferiblemente, el PrP°® ha sido tratado para remover
algo, todo o una cantidad significativa de la
glicosilacién antes de su uso como conformador no
patogénico en los métodos y ensayos descritos aqui; y més
preferiblemente, el conformador no patogénico es PrP° que

es esenclalmente no glicosilatado.

En el caso de diagnosis de TSE, i los agregados de
la forma patogénica estdn presentes dentro de la muestra,
durante la etapa (i) ellos inducirén en la transicién
PrP° -+ PrP% y durante la etapa (ii) tales agregados ser&n

rotos en unidades infectivas todavia mé&s pequeflas, cada

¢l
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una de las cuales todavia es capaz de inducir 1la
conversién de otro PrP® . Esta clase de método es llamada
aqui “amplificacién ciclica” y esta representada en la
figura 2. Este sistema resulta en un incremento
exponencial en la cantidad de PrP% eventualmente presente
en la muestra que puede ser fdcilmente detectado. De
acuerdo con una modalidad adicional preferida de 1la
invenciétn, es por lo tanto posible calcular la cantidad
de PrP* inicialmente presente en la muestra de partida de
la cantidad conocida de PrpP° determinando la cantidad
presente de PrP% dentro de la muestra al final del ensayo

y considerando el numero de ciclos llevados a cabo.

Si, por el contrario, no hay PrP*® presente en la
muestra (se tal o en la forma de agregado), ninguna
molécula de PrP° serid convertida en PrP*® y al final del
ensayo el marcador estara completamente ausente. (ningtn

conformador patogénico detectado en la muestra).

Se ha mostrado que la unidad infectiva de PrP*® es
un oligomerico en laminas B, el cual puede convertir la
proteina normal integrandola dentro del agregado en
crecimiento, en donde este adquiere 1las propiedades

asociadas con las formas anormal (resistencia a 1la
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proteasa e insolubilidad) (Jarret and Lansbury, Jr., 1993,
Caughey et al., 1997). Después de la incubacién de las 2
formas de PrP, las especies oligoméricas incrementan su
tamafioc por medio de reclutar y transformar moléculas
PrP®. Este procese tiene una baja eficiencia, ya que
depende de un numero fijo de oligomeros en crecimiento
que crecen por los extremos. El nimero de unidades de
conversién no se incrementa en el curso de la reaccién en
donde ellos solamente se vuelven mis grandes. Se asume
que este proceso es lo que sucede en el cuerpo animal o
del humano después de la infeccién. Un proceso conocido
que lleva meses © ain varios afios. En esta invencién
nosotros describimos un procedimiento para romper los
oligomeros a unos mAs pequeflos, cada uno de los cuales es

entonces capaz de convertir el Prpc.

Por lo tanto el sistema tiene aplicaciones directas
en el diagnostico de enfermedades conformacionales, y en
particular enfermedades conformacionales transmisibles,
tales como el TSE por medio de amplificar o de otra
manera cantidades indetectables de PrP°° en diferentes
tejidos o fluidos bioléglicos. El sistema puede permitir
la identificacién temprana de gente e riesgo de

desarrollar TSE y también podria ser muy Gtil para seguir

T
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bioquimicamente la eficacia de los compuestos

terapéuticos del TSE durante los ensayos clinicos.

De cuerdo con una modalidad preferida de 1la
invencién la muestra al ser analizada es sometida a una
etapa “de pre tratamiento”, la cual tiene el propé6sito de
“concentrar de manera selectiva” en la muestra el
conformador patogénico que va a ser detectado. En este
caso de TSE tanto PrP® y PrP%¢ han sido reportados de
estar localizados en la regién especial de a membrana de
plasma que es resistente al tratamiento de detergente
suave (tal como hielo friotritém X-100) debido al
contenido relativamente alto de colesterol Yy
glicosfingolipios (M. Vey et al., 1996). Estos dominios
de membrana son llamados porciones d elidido o membranas
asistentes a detergente (DRM) o dominios similares a
caveloe {(CLD) y son ricos en proteinas de seflalizacién,
receptores y proteinas ancladas con GPI. Hemos conformado
que el 100% del PrP° en el cerebro se liga a esta
fraccién, la cual contiene menos de 2% del total de
proteinas (ver ejemplo 6 y figura 7). Asi, la etapa
simple de aislamiento de la porcién de lipido de la
muestra permite un enriquecimiento dramAtico ene. Prpc.

Resultados similares fueron obtenidos por la solicitante

Jr’b



en el aislamiento en 1las porcliones de 1lipidos del
homogenato de cerebro ver homogenato de prurito lumbar de
cerebro, en el cual el PrP% fue recuperadc en las

porciones.

Asi una modalidad de la invencién incluye una etapa
en donde la muestra al ser analizada esta sometida a una
etapa de pre tratamiento para concentrar de manera
selectiva el conformador patogénico en la muestra.
Preferiblemente, el conformador patogénico es PrP*¢ y el
pre tratamiento es la extraccién a partir de la muestra

de una fraccién que es insoluble en detergentes suaves.

Las etapas (i) Y (ia) se llevan a cabo
preferiblemente bajo condiciones fisiolégicas {pH,
temperatura y esfuerzo iébnico) y, mis preferiblemente,
los inhibidores de proteasa y detergentes son también
agregaos a la solucién. Las condiciones seran escogidas
de manera que sSe permite que cualquier conformador
patogénico, si esta presente en la muestra, se convierta
a conformador no patogénico dentro del conformador
patogénico asi formando un agregadoc u oligémero de

conformadores patogénicos. Las condiciones fisiolégicas
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apropiadas seradn fAcilmente evidentes para aquellos

versados en la técnica.

La longitud de la incubacién serid durante un tiempo
la que permitird algo, todo o una porcién significativa
del conformador no patogénico convertido a conformador
patogénico, asumiendo que la muestra contiene algidn
conformador patogénico. El tiempo serd facilmente
determinable por aguellos versados en la técnica.
Preferiblemente, cada incubacién durara entre 1 minuto a
4 horas, mas preferiblemente entre 30 minutos a 1 hora, y
particularmente preferible aproximadamente 60 minutos.
>

La etapa de incubacién (ia) puede también comprender
una etapa adicional (ib) que comprende la adicién de una

cantidad adicional de conformador no patogénico.

Diversos métodos pueden ser usados para disgregar
los agregados durante la etapa (ii) del método de 1la
presente invenciédn. Estos incluyen: el tratamliento con
disolventes (tales como sulfato de sodio dodecil,
dimetilsulfoxida, acetonitrilo, guanidina, urea,
trifluoroetanol, &acido trifluroacético diluido, A&acido

férmico diluido, etc.), modificacidn de las
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caracteristicas quimico fisicas de la sclucién tales como
pH, temperatura, esfuerzo idénico, constante dieléctrica,
y métodos fisicos tales como, sonicacién, y radiacién con
laser, congelamiento/deshielo, prensa francesa,
incubacién en autoclave, alta presién, agitacioén,
homogenizacién suave, y otras clase de irradiacién, etc.
La Sonicacién es el método preferido de acuerdo con la

invencién.

La disgregacién puede ser llevada a cabo durante un
tiempo en el cual los disgregados algunos, todos © una
porcidén significativas de los agregados que se han
formado durante la etapa (ii). No es necesario para todos
los agregados ser desagregados en una cualquiera de las
etapas de disgregacién. De esta manera, el numero de
unidades de conversidén se incrementa en cada etapa de

disgregaciébn.

El tiempo de disgregacién sera facilmente
determinable por aquellos basados en la técnica y este
puede depender del método de disgregacién usado.
Preferiblemente, la disgregacidén se lleva a cabo durante
1 segundo a 60 minutos m&s preferiblemente 5 segundos a

30 minutos y particularmente preferible 5 segundos a 10

¥
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minutos. Si la disgregacién se 1lleva a cabo por
sonicacién, la sonicacién preferiblemente toma 5 segundos

a 5 minutos, y mas preferiblemente entre 5 a 30 segundos.

La Sonicacién ha sido usada ene. Pasado como parte
de diversos métodos para purificar el PrP tonel objetivo
de incrementar la solubilidad de agregados grandes, pero
nunca ha sido descrito para amp}ificar in Vitro 1la

conversién del PrP.

El uso de un sonicador de probeta tnica tradicional
impone un problema para el manejo de muchas muestras
simultineamente, tal como lo requiere un ensayo de
diagnostico. No hay en el mercado sonicadores con formato
de micro placa de 96 pozos, el cual suministraria
sonicacién a todos los pozos al mismo tiempo y pueden ser
programados por operacién automatica. Estos sonicadores
pueden fAcilmente ser adaptados para ser usados en el

método de diagnostico de la presente invencién.

Asi una modalidad de la invenciédn se relaciona con

el uso, en la etapa (ii) de un sonicador multi pozo.



La deteccién de un conformador patogénico convertido
nuevamente, por ejemplo PrpP*, (iii) después de el
procedimiento de amplificacién ciclica descrito en las
etapas (i) a (ii) puede llevarse a cabo de acuerdo con
uno cualquiera de los métodos conocidos. La deteccién

P es usualmente (pero no siempre, ver

especifica del Pr
miAs abajo) hecha por una primera etapa de separacién de
dos isoformas de PrP (proteina normal y proteina
patogénica). La separacién se hace sobre la base de las
propiedades bioquimicas peculiares del PrP¥* que 1lo
distingue de la mayoria de las proteinas normales del
cuerpo, particularmente: el PrP®® es parcialmente
resistente al tratamiento con proteasa y es insoluble aitn
en la presencia de detergentes no desnaturalizados. Por
lo tanto la primera etapa después del procedimiento de
amplificacién es usualmente la remocién o separacién del
PrP° en la muestra, sea por tratamiento con proteasas o
por centrifugacién para separar el soluble PrP° de la
proteina insoluble (PrP*). De hay en adelante, 1la

deteccién del PrP%° puede ser hecha por cualquiera de los

métodos conocidos, inter alia:

(A) Inmunosecado después de SDS-PAGE. Este es hecho

por medio de un procedimiento de rutina bien conocido por

3
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agquellos con experticio y que usa algunos de los

anticuerpos anti-PrP comercialmente disponibles.

(B) El ensayo Elisa. Deteccién de fase sélida puede
hacerse sea por un ensayo simple en el cual el ensayo es
cargado sobre una placa y la cantidad de PrP* es
detectada después usando anticuerpos anti PrP o mas
preferiblemente usando el emparedado Elisa en el cual la
placa es primeramente recubierta con un anticuerpo anti-
PrP que captura el PrP especificamente de la muestra, el
cual es finalmente detectado usando un segundo anticuerpo
anti-PrP. Ambas formas de Elisa pueden ser usadas con
marcadores de anticuerpos anti-PrP (radioactividad,
fluorescencia, biotina, etc.) para incrementar

adicinamente la sensibilidad de la deteccién.

(C) Ensayos de radioactividad. EL PrP° normal usado
como un sustrato para el procedimiento de amplificacién
puede ser marcado radio activamente (3H, 14C, 358, 125I,
etc.,) antes de iniciar el procedimiento y después de la
remocidén del PrP® no convertido radioactividad del Prp%
recilentemente convertido puede ser cuantificada. Este
procedimiento es mds cuantitativo y no descansa en el uso

de anticuerpos.



(D) Ensayos de fluorescencia. El PrP° normal usado
como un sustrato para el procedimiento de amplificacién
puede ser marcado con probetas flucrescentes antes de
iniciar el procedimiento y después de la remocién del
PrP® no convertido, la fluorescencia en el recientemente
PrP%° puede ser cuantificada. Es posible que el ensayo de
fluorescencia no requiera 1la remocién del PrP°® no
convertido, por que las propiedades de fluorescencia del
PrP° y el PrP¥ pueden ser diferentes debido a 1la

conformacién distinta de las dos isoformas.

(E) Ensayos de agregacidén. Es bien conocido que el
Prp% (y no el PrP® es capaz e agregarse formando
fibrilos amiloides o estructuras tipo wvarilla. Por lo

tanto la deteccién del Prp3°c

puede ser hecha usando los
métodos usados para cuantificar la formacién de estos
tipos de agregados, incluyendo microscopia electrénica,
marcado con tintas especificas (rojo congo, tioflavina S
y T, etc.) y ensayos turbidimetricos. Los ensayos de
agregacién no requieren la etapa de separacién de las dos

isoformas, por que es conocido que el PrPC normal no se

agrega.
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(F) Ensayos estructurales. La diferencia mas
importante entre el PrP normal y el patogénico son sus
estructuras secundaria y terciaria. Por lo tanto, los
métodos que permitan la evaluacidén estructural de 1la
proteina pueden ser usados, incluyendo NMR, dicroismo
circular, espectroscopia de infrarrojos con
transformaciédn de Fourier, espectroscopia Raman,

Fluorescencia intrinseca, absorcidén UV, etc.

El mas ampliamente usado anticuerpo monoclonal PrP
es “3F4” (Kascsak et al., 1987), que es un anticuerpo
monoclonal derivado de un ratén inmunizado con la PrPres
263K del hédmster (conformado resistente a la proteasa).
Este anticuerpo también es capaz de reconoccer al
conformador no patogénico del hédmster y de los humanos,
pero no de los bovinos, ratones, ratas, ovejas y cerebro
de conejo; también es capaz de ligar al conformador
patogénico humano, pero solamente después de la

desnaturalizacién de la proteina.

Tales anticuerpos pueden ser marcados para permitir
mds facil deteccién del marcador. Por ejemplo las medidas

de fluorescencia resueltas en tiempo con el anticuerpo

40
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3F4 marcado con europium han sido usadas por algunos

cientificos (Safar et al., 1998).

Los métodos anteriormente descritos de deteccidén
pueden ser usados para la detecciétn de otros
conformadores patogénicos, por ejemplo, la forma

patogénica de la proteina p-amiloide, mutatis mutandis.

En una modalidad alternativa el conformador no
patogénico agregado en exceso puede ser marcado
detectable de modo que la cantidad del conformador no
agregado al final del ensayo permitird una determinacién
de la cantidad de conformador patogénico inicialmente

presente en la muestra.

De acuerdeo con una modalidad alternativa adicional,
el conformador patogénico (el marcador} puede ser
detectado directamente con un anticuerpo dirigido contra

este,

En términos mis amplios una parte de marca puede ser
agregada al conformador patogénico, al conformador no

patogénico o al anticuerpo <contra uno de los

g |
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conformadores dependiendo de la clase de ensayo que se

lleve a cabo.

Otro objeto de la invencié4n es un ensayo para un
marcador de una enfermedad conformacional que esta
caracterizada por una transicién, conformacional de una
proteina subyacente entre un conformador no patogénico y
uno patogénico, dentro de una muestra, dicho ensayo
comprende las siguientes etapas: (i) poner en contacto
dicha muestra con una cantidad de conformador no
patogénico (ii) disgregar cualesquier agregados
eventualmente formados durante la etapa (i) y (iii)
determinar la presencia y/o cantidad de dicho conformador
patogénico dentro de la muestra. En general, el
conformador patogénico sera el marcador para la presencia

de dicha enfermedad.

Preferiblemente, la etapa (i) comprende la etapa

(ia) de incubar dicha muestra/conformador no patogénicol

De acuerdo con una modalidad preferida de 1la
invenci6tn las etapas (ia) y (ii) forman un ciclo que es
repetido por lo menos dos veces antes de llevar a cabo la

etapa (iii). Mé&s preferiblemente, los <c¢iclos son
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repetidos entre 5 a 40 veces y mas preferiblemente 5 a 20

veces.

Un objeto adicional de la presente invencién es un
kit de diagnostico para ser usadoc en el ensayo
especificado, el cual comprende una cantidad de
conformador no patogénico, y opcionalmente adicionalmente

una capa micro titulo y un sonicador multipozo.

Usando el método de 1la invencién, es posible
detectar 1 a 10fg de conformador patogénico inicialmente
presente en una muestra, lo que es equivalente a 3 a 30 x

1072° moles.

La muestra generalmente serd una muestra biolégica o
tejido, y cualesquier tal muestra biolébgica tejido puede
ser ensayada tonel método de la presente invencién. En el
caso de un tejldo, el ensayo y método de la presente
invencién puede ser llevado a cabo sobre homogenatos o
directamente sobre muestras ex vivo. Los métodos vy
ensayos generalmente se llevardn a cabos obre muestras ex
vivo o in Vitro. Preferiblemente, la muestra es un fluido
bioldébgico, tal como la sangre el linfo, la orina o la

leche; el tejido de cerebro ¢ la medula espinal o tejido
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e amigdalas o tejido de apéndice; una muestra derivada de
sangre tal como fantasmas de células de sanguineas o
preparaciones de recubrimiento de tejido; o© una
preparacién de membrana de plasma tal como parte de
lipidoc, membranas resistentes a detergentes o dominios
similares a caveolae. La muestra puede alternativamente
ser una composicién que comprende un compuesto
(particularmente una proteina) derivada de una fuente
humana o animal, tal como una hormona de crecimiento, o
un extracto de tejido, tal como un extracto de
pituitaria. Tal composicién de muestra puede estar

contaminada con un conformador patogénico.

La muestra también puede comprender un producto de
comida o una bebida, o una porcién de un producto de
comida o una bebida (que este destinada para consumo
humano © consumo animal) para poder establecer la
presencia o ausencia del conformador patogénico en ese

producto o bebida.

Preferiblemente, el conformador no patogénico
agregado en la etapa (i) serd proveniente de la misma
especle de la muestra. Esta puede por ejemplo, ser

derivado de una forma (por ejemplo tejido} saludable {por
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ejemplo no patogénica) de la muestra biolégica que va
hacer ensayada. Alternativamente, el conformador no
patogénico puede ser producido sintéticamente o

recombinantemente, usando medios conocldos en la técnica.

Debe entenderse, sin embargo que el conformador no
patogénico no requiere estar en forma pura o aun en forma
sustancialmente pura. En muchos casos, el conformador no
patogénico estarid en la forma de un homogenato de tejido
o una fraccién del mismo que contiene el conformador no
patogénico relevante. Ejemplos preferidos incluyen los
homogenatos de cerebro y fracciones derivadas del mismo,

por ejemplo porciones de lipidos.

Preferiblemente, la muestra y/o el conformador no
patogénico serin de origen humano o de animal domestico

por ejemplo una vaca, oveja, cabra o gato.

Otro objeto de la presente invencién es suministrar
un método para identificar un compuesto gque module la
transicidén conformacional de una proteina subyacente
entre un conformador no patogénico y uno patogénico, que

comprende:

/5
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(1) poner e contacto una cantidad del conformador
no patogénico con una cantidad del conformador
patogénico en la presencia y en la ausencia de
dicho compuesto,

(ii) disgregar cualesquier agregados eventualmente
formados durante la etapa (i),

(iii) determinar la cantidad del conformador
patogénico en la presenclia y en la ausencia de

dicho compuesto.

Si se desea, la etapa (i) puede comprender la etapa
(ia) incubar dicha muestra/conformador no patogénico, y
un ciclo llevado a cabo entre las etapas (ia) y (ii) como
se describié anteriormente para los métodos y ensayos de

las invencién, mutatis mutandis.

8i la cantidad de conformador patogénico medida en
la presencia del compuesto es mayor que la mediada en la
ausencia, esto significa que el compuesto es un factor
que “cataliza” 1la transicién conformacional; si tal
cantidad es menor, esto significa que el compuesto es un

factor que inhibe tal transicién.

74
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De acuerdo con el método anterior, “identificar”
también debe interpretarse que significa “tamizar” una

serie de compuestos.

Una “marca” o parte marcada serid cualquier compuesto
empleado como medioc para detectar una proteina. La marca
0 parte marcada puede ser ligada a la proteina via
interacciones iénicas o covalentes, enlaces de hidrégeno,
interacciones electrostidticas o intercalaciones. Ejemplos
de marcas partes marcadas incluyen, pero no se limitan a
conjugados de tintas fluorescentes, biotina,
digoxigenina, radio nucledtidos, sustancias
quimiolumisentes, enzimas y receptores, tal que la
deteccidén de la proteina marcada sea por fluorescencia,
conjugacién al streptaviden y/o avidita, cuantificacién
de radioactividad o quimioluminisencia, interacciones
ligando receptor y/o cataliticas. Preferiblemente es una

marca Fluorescente o fosforescente.

El termino “enfermedades conformacionales” se
refiere aquel grupo de desordenes que surgen de una
propagacién de una transicién conformacional aberrante de
una proteina subsayacente, que lleva a la agregacién de

proteina y a la deposicidén de tejido. Tales enfermedades
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pueden también ser transmitidas por un cambio
conformacional inducido, propagado por un conformador
patogénico a su conformador normal o no patogénico y e n
este caso ellos son llamaos aqui “enfermedades
conformacionales transmisibles”. Ejemplos de tales clases
de enfermedades son las encefalopatias prion, incluyendo
la encefalopatia spongiforme bovina (BSE) y su
equivalente humano la enfermedad Creutzfeld-Jakob (CJD),

en la cual la proteina subyacente es la PrP.

El término “CJD esporaddico” abreviado como “sCJD”
se refiere a la manifestacién mas comin de la enfermedad
de Creutzfeld-Jakob (CJD) . Esta enfermedad ocurre
espontidneamente en individuos con una edad media de
aproximadamente 60 a una proporcién de 1 por un millén

por afilo de individuos en toda la tierra.

El termino “CJD laterogenica” abreviado como “iCJD”
se refiere a la enfermedad resultante de la infeccién
accidental de gente priones humanos. Los ejemplos mas
notorios de tal es la infeccidén accidental de niflos con
prines humanos de preparaciones contaminadas de hormona

de crecimiento humana.
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El termino “CJD familial” se refiere a una forma de
CJD que ocurre raramente en familias y es inevitablemente
causada por mutaciones en el gen de proteina prion
humano. La enfermedad resulta de un desorden dominante
autosomal. Los miembros de la familia que heredan las

mutaciones sucumben al CJD.

El termino “enfermedad Gerstman-Strassler-Scheinker”
se refiere a una forma de enfermedad prion humana
hereditaria.

La enfermedad ocurre de un desorden dominante autosomal.
Los miembros de las familias gque heredan el gen mutante

sucumben al GSS.

El termino "“prion” quiere declr wuna particula
transmisible conocida para causar un grupo de tales
enfermedades conformacionales transmisibles
(encefalopatias espongiformes) en humanos y animales. El
termino “prion” es una contraccién de 1las palabras
“proteinas” y “infeccién” y las particulas estén
contenidas grandemente sino exclusivamente en las

moléculas Prp*°c,

%1
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Los priones son distintos de 1la bacteria virus
tiroides. Priones conocidos incluyen aquellos que infecta
animales para causar prurito 1lumbar, una enfermedad
degenerativa transmisible del sistema nervioso de las
ovejas y <cabras lo mismo gque las encefalopatias
espongiformes bovinas (BSE) o la enfermedad de las vacas
‘locas y las encefalopatias espongiformes felinas de los
gatos. Cuatro enfermedades prion conocidas que afectan a
los humanos son (1l)kuru, (2)enfermedad Creutzfeldt-Jakob
(CIJD), (3)enfermedad Gerstman-Strassler-Scheinker (GSS),
y (4)insomnia familial fatal (FFI). Como se usa aqui
prion incluye todas las formas de priones que causan
todas o cualquiera de estas enfermedades u otras en
animales usados y en particular en humanos y en animales

de finca domesticados.

Los términos “gen PrP” y “gen de proteina prion” son
usados e intercambiablemente aqui para describir material
genético que expresa las proteinas prion y los
polimorfismos y mutaciones tales como aquellos listados
agqui bajo el subtitule “mutaciones patogénicas y
polimorfismos”. El1 gen PrP puede ser de cualquier animal
incluyendo animales “huésped” y “de prueba” descritos

aqui y cualquiera y todos los polimorfismos y mutaciones

q0
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del mismo, siendo reconocidos que los términos incluyen

otros genes PrP que todavia no han sido descubiertos.

El termino “gen PrP” se refiere generalmente a
cualquier gen de cualquier especie que codifica cualquier
forma de una secuencias de aminodcidos PrP incluyendo
cualquier proteina prion. Algunas secuencias PrpP
cominmente conocidas se describen en Gabriel et al.,
1992, que se incorpora aqui como referencia para

describir y divulgar tales secuencias.

Abreviaciones usadas aqui incluyen:

CNS para sistema nervioso central;

BSE para encefalopatias spongiforme bovina;

CJD para enfermedad de Creutzfeldt-Jakob;

FFI para insomnia familial fatal;

GSS para enfermedad Gerstmann-Strassler-Scheinker;

PrP para proteina prion;

PrP® Para el conformador no patogénico normal de PrP;
PrP®°Para la isoforma patogénica “prurito” lumbar” del
PrP (que también es el marcador para las enfermedades

prion).

9
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Mutaciones y polimorfismos patogénicos

Existe un nuimero -de mutaciones patogénicas conocidas
en el gen PrP humano. Adicionalmente hay polimorfismos

conocidos en 1los genes PrP humanos, de ovejas y bovinas.

La sigquiente es una lista no limitativa de tales

mutaciones y polimorfismos:

Mutaciones Polimorfismos Polimorfismos Polimorfiasmos

humanas hunanos de oveja bovinos

patogénicas

2 insertos | Codon 129 Codon 171 506

octarepeat

Met /val

Arg/Glu

4Insertos
octarepea
5insertos
octarepeat t

Codon 219
Glu/Lys

Codon 136
Ala/vVal

Octarepeats

6Insertos
octarepeat

TInsertos
octarepeat

8Insertos
octarepeat

9Insertos
octarepeat

Codones 102Pro-
Leu
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Codones 105
Pro-Leu

Codoneas 117
Ala-Val

Codones 145
Stop

Codones 178
Asp-Asn

Codones 180
Val-LLe

Codones 198
Phe-Sar

Codones 200
Glu—-Lys

Codones 210
Val-Ile

Codones 217
Asn-Arg

Codones 232
Met-Ala

La secuencia de aminodcido normal, que ocurre en la
basta mayoria de individuos se refiere como la secuencia
PrP tipo natural. Esta secuencia tipo natural esté
sometida a ciertas variaciones polimorficas
caracteristicas. En el caso del PrP humano, dos
aminoadcidos polimorficos ocurren en los residuos 129
(Met/val) y 219 (Glu/Lys). El1 PrP de oveja tiene os
polimorfismos de aminodcido en los residuos 171 y 136,
mientras que el PrP bovino tiene 5 o 6 repeticiones de
una secuencia de motivo de 8 aminodcidos en la regién
terminal amino en la proteina prion madura. Mientras que
ninguno de estos polimorfismos son en s8i mismos
patogénicos, ellos parecen influenciar las enfermedades

priona. Distinto de estas variaciones normales de las

9
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proteinas prion tipo natural ciertas mutaciones del gen
PrP humano que alteran sean los residuos de aminodcidos
especificos del PrP o el numero de opta repeticiones que
han sido identificadas que segregan con enfermedades

prion humanas hereditarias.

Con el objeto de suministrar un significado
adicional a la tabla anterior demostrando las mutaciones
y polimorfismos, uno puede referirse a las secuencias
publicadas de genes PrP. Por ejemplo, un gen PrP de
pollo, bovino, oveja, rata o ratén se describe y se
publica en Gabriel et al., 1992. La secuencia para el
hédmster Syrian esta publicada en Baslet et al., 19986. El
gen PrP de oveja se publicé en Goldmann et al., 1990. La
secuencia del gen PrP para bovinos fue publicada en
Goltmann et al., 1991. La secuencia para el gen PrP de
pollo se publica en Harris et al., 1991. La secuencia del
gen PrP para la comadreja se publicé en Kretzschmar et
al., 1992, La secuencia de gen PrP humana se publicd en
Kretzschmar etal., 1986. La secuencia de gen PrP para
ratén fue publicada en Locht et al., 1986, La secuencia
de gen Prp para oveja fue publicada en Westaway et al.,

1994. Estas publicaciones se incorporan todas agqui como
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referencia para divulgar y escribir el gen PrP y la

secuencia de aminodcido PrP.

La invencién también suministra un método para
detectar la presencia de una forma patogénica de una
proteina prion dentro de una muestra (preferiblemente una

muestra de sangre o de cerebro) que comprende:

(1) poner en contacto la muestra con una cantidad de
proteina prion no patogénica;
(ia) incubar la muestra/proteina prion no patogénica;
(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante la
etapa (ia):

repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mas veces;
(iii) determinar la presencia y/o cantidad de proteina

prion patogénica dentro de la muestra.

Una modalidad adicional de la invencién suministra
un método para diagnosticar CJD dentro de un paciente,
que comprende: tomar una muestra del paciente

(preferiblemente una muestra de sangre o cerebro);

(i) poner en contacto la muestra con una cantidad de

proteina PrP®;
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(ia) incubar la muestra/proteina PrP%;
(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante la
etapa (ia);
repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mas veces; vy
luego
(iv) determinar la presencia y/o cantidad de Prp¢

dentro de la muestra.

La invencién también suministra un método para
detectar la presencia de una forma patogénica de 1la
proteina f-amiloide dentro de una muestra
(preferiblemente una muestra de sangre o de cerebro), que
comprende:

(i) poner en contacto la muestra con una cantidad de
proteina p-amiloide no patogénica;

(ia) incubar la muestra /proteina p-amiloide no
patogénica;

(ii) disgregar cualesquier agregado formados durante la
etapa (ia);

Repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mis veces; y
luego
(1ii) determinar la presencia y/o cantidad de proteina p-

amiloide patogénica dentro de la muestra.



42

Una modalidad adicional de la invencién suministra
un método para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en
un paciente, comprende:

Tomar una muestra (preferiblemente muestra de sangre o de
cerebro) de un paciente;

(i) poner en contacto la muestra con una cantidad de
proteina pB-amiloide no patogénica;

(ia) incubar la muestra/proteina B-amiloide no
patogénica;

(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante la
etapa (ia);

Repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mas veces; y
luego
(11i) determinar la presencia y/o cantidad de proteina p-

amiloide patogénica dentro de la muestra.

La invencién adicionalmente suministra un aparato
para ser usado en los métodos descritos anteriormente,
particularmente un aparato que comprende una placa micro
titulo, un sonicador multipozo y una cantidad de un

conformador no patogénico.

Una modalidad adicicnal de la invencidén suministra

un método para el diagnostico o deteccién de una
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enfermedad conformacional, caracterizada por una
transicién conformacional de una proteina subyacente
entre un conformador no patogénico y uno patogénico, por
medio de ensayar un marcador de dicha enfermedad dentro
de una muestra, dicho método comprende (i) poner en
contacto dicha muestra con una cantidad conocida del
conformador no patogénico, (iil) disgregar los agregados
eventualmente formados durante 1la etapa (i) y (ii)
determinar la presencia y/o cantidad de dicho conformador
patogénico dentro de la muestra. Preferiblemente, las
etapas (i) y (ii) forman un ciclo que es repetido al
menos dos veces antes de llevar a cabo la etapa (iii),
mids preferiblemente las etapas (i) y (ii) forman un
ciclo, gque es repetido entre 5 a 40 veces antes de llevar

a cabo la etapa (iii).

La invencién también suministra un ensayo para un
marcador de una enfermedad conformacional, caracterizado
por una transicién conformacional de una proteina
subyacente entre un conformador no patogénico y uno
patogénico, dentro de una muestra, dicho ensayo comprende
las siguientes etapas: (i) poner en contacto dicha
muestra con una cantidad conocida de un conformador no

patogénico, (ii) disgregar cualesquiera de los agregados



eventualmente formados durante la etapa (i) y (iii)
determinar la presencia y/o cantidad de dicho conformador
patégeno y dentro de la muestra. Preferiblemente, las
etapas (i) y (ii) forman un ciclo que es repetido por 1lo

menos dos veces antes de llevar a cabo la etapa (1ii).

La invencién suministra adicionalmente un método
para ldentificar un compuesto que module la transicién
conformacional de 1la proteina subsayente entre un
conformador no patogénico y uno patogénico, comprende:

(i) poner en contacto una cantidad conocida del
conformador no patogénico con una cantidad
conocida del conformador patogénico en 1la
presencla y en la ausencia de dicho compuesto,

(ii) disgregar los agregados eventualmente formados
durante la etapa (i),

(iii) determinar la cantidad del conformador
patogénico en la presencia y en la ausencia de

dicho compuesto.

La presente invencién ha sido descrita con
referencia a las modalidades especificas, pero el
contenido de la descripcién comprende todas 1las

modificaciones y sustituciones, que pueden ser traidas



45

por una persona versada en la técnica sin salirse mas

alli del significado y propésito de las reivindicaciones.

La invencién serd ahora descrita por medio de los
sigquientes ejemplos, que no deben ser tomados como
limitativos de la presente invencién. Los ejemplos se

refieren a las figuras especificadas de aqui en adelante.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

figura 1. representacién esquemidtica de la conversién
PrP® - PrP®®. La unidad infectiva de PrP*® es un
oligomerico en laminas B, que convierte el Prp°®
integrandolo dentro del agregado en crecimiento, en donde

este adquiere las propiedades asociadas con el Prp%.

Figura 2. Representacién diagramatico del procedimiento
de amplificacién ciclica. El1 sistema esta basado en
ciclos de incubacién del PrP¥* en la presencia de exceso
de PrP° sequido por ciclos de sonicacidén. Durante los
periodos de incubacién, el PrP¥ oligomerico es
magnificado por medio de incorporar Prp° dentro del
agregado en cocimiento, mientras que <durante la

sonicacién los agregados son rotos con el propésito de
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multiplicar las unidades de conversién. En la figura, dos

ciclos de sonicacién/incubacién se muestran.

Figura 3. Amplificacién del PrP* por ciclos de
sonicaciédn. Una pequefnia cantidad de homogenatoc de cerebro
con prurito lumbar que contiene PrP¥* fue incubado con
homogenato de cerebro de rata saludable (pista 1,
experimento de control)e con homogenato de cerebro de
himster saludable {(pistas 2 y 3). La Ultima muestra fue
dividida en dos grupos una de las cuales fue sometida a
cinco ciclos de incubacién/sonicacién (pista 3). La mitad
de las anteriores muestras fueron cargadas directamente
en un gel y marcadas para proteina total con Coomasie
(panel A). La otra mitad fue tratada con PK vy
inmunosecada usando el anticuerpo 3 f4 anti PrP (panel
B). El panel C muestra algunos controles en los cuales el
homogenato de cerebro saludable fue incubado solo (pistas
l vy 2) o en la presencia de homogenato de cerebro con
prurito lumbar diluido (pistas 3 y 4). La mitad de las
muestras (pistas 2 y 4) fueron sometidas a cinco ciclos
de sonicacibn/ipcubacién. Las pitas 2, 3 y 4 fueron

tratadas con profeinas aca.

1o\
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Figura 4. Sensibilidad del sistema de amplificacién
ciclica. la concentracién minima del PrP* que puede ser
usada para deteccidédn después de amplificacién fue
estudiada por dilucién seriada de el homogenato de
cerebro con prurito lumbar e incubada con homogenato de
cerebro de hamster saludable c¢on o sin ciclos de
sonicacién. El panel A muestra el experimento de control
en el cual el cerebro de hémster con prurito lumbar fue
diluido seriadamente en homogenato de cerebro de rata. El
panel B corresponde al experimento en el cual las
diluciones seriales del cerebro de hamster con prurito
lumbar fueron incubadas con cerebro de hamster saludable
y sometidas a cinco ciclos de incubacién/sonicacion. La
evaluacién densitométrica de los inmunosecados en A y B
se muestran n el panel C. Las diluciones fueron hechas
considerando como material de partida el cerebro y fuerocn
las sigquientes: 100(pista 1), 200 (pista 2), 400 (pista

3), 800 (pista 4), 1600 (pista 5) y 3200 (pista 6).

FIGURA 5. Relacidén entre la sefial PrPres y el nimero de
ciclos de amplificacién. El1 homogenato de cerebro con
prurito lumbar diluido fue incubade con un exceso de

homogenato de cerebro de hamster saludable. lLas muestras
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fueron sometidas a 0, 5, 10, 20 o 40 ciclos y la sefal

PrPres evaluada por inmunosecado.

Figura 6. Amplificacién de PrP* en muestras de sangre. lLa
sangre de ratas heparinizada fue salpicada con homogenato
de cerebro de hamster con prurito lumbar para alcanzar
una dilucién final de 10:1. Esta mezcla fue incubada
durante 15 minutos a RT a temperatura ambiente. 10
diluciones seriales fueron hechas de este material usando
sangre de ratas heparinizada. ©Las muestras fueron
sometidas a 11 ciclos de incubacién-sonicacién y la sefial

PrPres fue evaluada por inmunosecado.

Figura 7: proteina Prion esta presente en estructuras
lipidas. ©Las estructuras lipidas (también llamadas
fracciones de membrana resistentes a detergente o DRM)
fueron aisladas usad una modificacién de los protocolos
descritos anteriormente. Una centésima de mg de tejido de
cerebro fue homeogenizado en un ml de PBS que contenia 1%
de tritédn X-100 y 1X de cockéail completo de inhibidores
de proteasa (Boehringer). El tejido fue homogenizado con
10 pasajes por aguja de jeringa 22G e incubados durante
30 m8inutos a 4°C en un agitador giratorio. La muestra

fue diluida 1:2 en sucrosa de 60% y colocada en el fondo

163
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de un tubo centrifugo. 7 ml de sacarosa al 35% fue
colocada cuidadosamente sobre la muestra. 1,5 ml de
sacarosa al 15% fue colocada o dejada descansar en la
parte superior del gradiente. El tubo fue centrifugado a
1500009 durante 18 horas a 4°C. Las estructuras lipidas
flotaron hasta la interfase de sacarosa de 15% a 35%
(panel A). Reacciones diferentes fueron recolectadas y
analizadas por marcado o manchado de proteina total con
nitrato de plata (panel B) y el inmunosecado para
detectar el PrP (panel C). Para remover la sucrosa de las
muestras la fraccién de la estructura lipida fue
recubierta lavada en PBS y centrifugada a 28000 rpm
durante 1 hora a 4°C., Las pepitas fueron lavadas y
resuspendidas en PBS que contenia 0,5% de triton X-100,

0,5% SDS y e inhibidores de proteasa. Toda la PrPC fue

localizada en esta fraccidédn (panel D).

Figura 8: Los factores necesarios para la amplificacién
estdn presentes en las estructuras lipidas. Las
estructuras lipidas fueron aisladas del cerebro de
hamster saludable como se describié en la figura 2 y
mezcladas con 700 veces de dilucién de PrPSc altamente
purificado del cerebro del hamster con prurito lumbar.

Las muestras fueron congeladas 8linea 3) amplificadas

L6¢
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durante 20 horas (linea 4). Las lineas 1 y 2 representan
los mismos procedimientos pero usando el homogenato de

cerebro total para amplificacién.

Figura 9: Deteccién presintomatica del PrPSc en cerebro
de hémster. Los hémster fueron inoculados intracerebral
mente con una solucién salina (con un grupo de control)o
con homogenato de cerebro con prurito lumbar diluidos 100
veces. Cada semana 4 hamster por grupos fueron
sacrificados y sus cerebros fueron extraidos y
homogenizados. La mitad de los cerebros fueron congelados
inmediatamente (barras Dblancas) y la otra mitad
suspendida a 20 ciclos de incubacién barra sonicacidén
{barras negras). Todas las muestras fueron tratadas con
Pk e inmunosecadas. La intensidad de las bandas fue
evaluada por densitometria. Cada barra representa el
promedio de las muestras de 4 animales. Ninguna deteccién
fue observada en ninquno de los cerebros de control sea
con o s8in amplificacién y esos resultados no son

mostrados en la figura.

Figura 10: Amplificacién del PrPSc humano. Los estudios
fueron hechos usando muestras de cerebro de 11 diferentes

casos confirmados de CJD esporadica, lo mismo que 5 CJD

loV,
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familial y 4 controles de edades iguales, los cuales
incluyeron pacientes afectados por otros desordenes
neurolégicos. Los cerebros fueron homogenizados vy
sometidos a 20 muestras de amplificacién. Los resultados
representativoes de un control (A} y 3 diferentes CJD

esporadicos (B) (1, 2, 3) se muestran en la figura.

Figura 11l: Deteccidén del PrPSc en la sangre después de a
preparacién de fantasmas de células de sangre. Los
fantasmas de células a partir de 0,5 ml de sangre
heparinizada que venian de hamster afectados con prurito
lumbar y (Sc) y hamster saludables (C) fueron preparados
y desacritos en el texto. La mitad de las muestras no
fueron sometidas a amplificacidén y la otra mitad fueron
mezcladas con cerebros de hamster normal homogenato de
cerebro de hamster normal y sometidas a 20 ciclos de
amplificacién. Todas las nmuestras fueron entonces
tratadas con PK y analizadas por inmunosecados. Un

experimento representativo se muestra en la figura.

Figura 12: Deteccién del PrPSc en la sangre después de la
extraccién sarkosil. 0,5 ml de sangre heparinizada que
venia de hémster saludables (C) y Hamster afectados de

prurito lumbar (Sc) fueron sometidos a extraccidén

\6b
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sarkosil como se describié en el texto. La mitad de las
muestras no fueron sometidas a amplificacién y la otra
mitad fueron mezcladas con homogenato de cerebro de
hémster normal y sometidas a 20 ciclos de amplificacién.
Todas las muestras fueron tratadas con PK y analizadas
por inmunosecados. Una muestra representativa de control
de animales y dos de animales afectados con prurito

lumbar se muestran en la figura.

Figura 13: Deteccién del PrPSc en sangre después de 1la
purificacién de las estructuras lipidas. Las estructuras
lipidas fueron extraidas como se describié en el texto a
partir de 0,5 ml de sangre heparinizada que venia de
hamster saludable (C) Y hamster afectados con prurito
lumbar (Sc). La mitad de las muestras no fueron sometidas
a amplificacién y la otra mitad fuero mezcladas con
homogenatos de cerebro de hamster normal y sometidas a 20
ciclos de amplificacién. Todas las muestras fueron
tratadas con PK y analizadas por inmunosecados. Una
muestra representativa de los animales de control y 2
para animales afectaos con prurito lumbar se muestran en

la fiqura.

\o%



53

Figura 14: Deteccién del PrPSc en sangre después de
preparacién de recubrimientos de carga. La fraccién de
recubrimiento de carga de sangre fue separada por
centrifugacién a partir de 0,5 ml de sangre heparinizada
que venia de hamster saludables ( C) y hamster afectados
con prurito lumbar (Sc). La mitad de las muestras no
fueron sometidas a amplificacién y la otra mitas fueron
mezcladas con homogenato de cerebro de hamster normal y
sometidas a 20 ciclos de amplificacién. Todas las
muestras fueron tratadas con PK y analizadas por
inmunosecado. Un experimento representativo se muestra en

la figura.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Amplificacién de PrP resistente PK por conversién

ciclica in Vitro.

El homogenato de cerebro de héamster extraido de
animales afectados con prurito lumbar fue diluido bajo la
seflal de PrP% fue vagamente detectada por inmunosecado
después del tratamiento con proteinaza K (PK) (figura 3

B, pista 1). El tratamiento con PK se hace rutinariamente

|03
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en el campo para distinguir entre las formas normales y
anormales de PrP, que difiere en su sensibilidad a la
degradacién de proteasa (PrP%) es parcialmente resistente
y PrP® es degradada) (Prusine, 1991).La forma de PrP que
es resistente al tratamiento PK serid llamada de ahora en
adelante PrPres. La incubacién de wuna muestra o
homogenato de cerebro con prurito lumbar diluido con un
homogenato de cerebro de hamster saludable que contiene
un exceso de PrP% resulto en el incremento en la sefal

PrPres (figura 3 B, pista 2).

Esto sugiere que la incubacién de 1los dos
homogenatos de cerebro resulté en la conversién de PrP€ en
Prp%. Cuando 1las muestras fueron incubadas bajo las
mismas condiciones pero sometidas a 5 cilclos de
incubacién/sonicacién la cantidad de PrPres fue
incrementada dramAdticamente (figura 3 B, pista 3). El
andlisis densitometrico de los inmunosecados indica que
la sefial PrPres fue incrementada 84 veces por la
amplificacién ciclica en comparacién con la seflal PrPres
presentada en el homogenato de cerebro con prurito lumbar

diluido (pista 1).
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la conversién es dependiente de la presencia de Prp*
ya que ningin PrPres fue observado cuando el homogenato
de cerebro de hamster normal fue incubado solo bajo las
mismas condiciones sea con o sin sonicacién (figura 3C,
pista 2) .Para determinar 189 artefactos de la
transferencia, la proteina total cargada en el gel fue
mantenida constante (figura 3 A) agregando homogenato de
cerebro de rata a la muestra de prurito lumbar diluida,
tomando la ventaja del hecho de que el PrP de rata no es

detectado por el anticuerpo usado en el inmunosecado.
EJEMPLO 2

Sensibllidad de detecciédn por amplificacién ciclica.

Para evaluar la minima concentracién de PrP* que
puede ser usada para la deteccidén después de 1la
amplificacién, el homogenato de cerebro con prurito
lumbar fue diluido seriadamente directamente en
homogenato de cerebro de hamster saludable. Sin
incubacién, la sefial de PrPres disminuyd progresivamente
hasta que fue completamente indetectable en la dilucién
numero 800 (figura 4A, C). En contraste con la mima

dilucién fue incubado con homogenato de cerebro de

|0
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hamster saludable y sometido a 5 ciclos de
incubacién/sonicacién, el limite de deteccién PrPres fue
disminuide dramaticamente. AGn asi seflal clara fue
fiAcilmente detectable aun en la dilucidén 3200 (figura 4B,
C).

EJEMPLO 3

Incremente exponencial en el PrPres con numero de ciclos

Para estudiarse la intensidad de 1la seflal PrPres
después de la amplificacién ciclica depende del nimero de
ciclos de incubacién/sonicacion llevados a cabo, el
homogenato de cerebro con prurito lumbar diluido fue
incubadoc con un exceso de homogenato de cerebro de
hamster saludable. Las muestras fueron sometidas a 0,5,
10, 20, O 40 ciclos y la sefial PrPres fue evaluada por
inmunosecado. Los niveles de PrPres incrementados
exponencialmente con el nimero de ciclos de
incubacién/sonlcacion (figura 5). Este resultado sugiere
gue al incrementar el numero de ciclos se puede disminuir

adicionalmente los limites de deteccién.

EJEMPIO 4

|
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Experimentos de sonicacién en muestras de sangre por

rociado con Prp%.

La sangre de rata heparinizada fue rociada con
homogenato de cerebro de hamster con prurito lumbar para
alcanzar una dilucién final de 10:1. Esta mezcla fue

incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente.

10 diluciones seriales fueron hechas de este
material usando sangre de rata heparinizada. 50 ul e cada
dilucién fue centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos.
El plasma fue separado de los granitos, 10 pl de plasma
fueron mezclados en 50 pl de homogenato de cerebro de
héamster saludable que contenia el sustrato de PrP°® para
la reaccién de conversién. Las muestras fueron sometidas
a 11 ciclos de incubacién/sonicacion. Como un control las
mismas muestras fueron mezcladas en 50 pl de homogenato
de cerebro de hémster saludable y mantenidas a -20°C
hasta que se requirieron. 15 ul de muestras sonicadas y
de control fueron digeridas con proteinaza K, separadas
por SDS-PAGE y analizadas por el western bloting y Prp¥*
fue detectado como se describié en la seccién “métcdos”.
Los resultados son reportados en 1la figura 6. Estos

regultados muestran un claro incremento en la deteccién

\\Z
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de la proteina lueqgo del procedimiento y amplificacién
que es especialmente evidente en concentraciones bajas de
PrP*¢ (por ejemplo en la dilucién 1280). Si se comparan
estos resultados con aquellos obtenidos sobre tejido de
cerebro infectado, tenemos la confirmacién de que el
proceso de amplificacién trabaja similarmente en la

sangre.

EJEMPLO 5

Produccién alta con amplificacién ciclica.

El uso de un sonicador tradicional de probeta Gnica
impone un problema de manejo para las muchas muestras que
se tiene que hacer simulténeamente, como lo requiere un
ensayo de diagnostico. Hemos adaptado el sistema de
amplificacién ciclica a un sonicador de microplaca de
formato de 96 pozos (Misonix 431MP-20Khz), que suministra
sonicacion a todos los pozos al mismo tiempo y puede ser
programado para operaclén automatica. Esta mejora no
solamente disminuye el tiempo de procesamiento, sino
también impide la perdida de material cuando es comparado
usando una probeta wGnica. La contaminacién cruzada es

eliminada ya que no ha una intrusién de probeta directa

\%
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dentro de 1la muestra. Esto Gltimo es esencial para
manejar muestras infecciosas y minimizar los resultados
positivos falsos. Los 20 ciclos de 1 hora de incubacién
seguidos por pulscs de sonicacién a 15 segundos o a 30
segundos dieron una amplificacién significativa de la
seflal PrPres, similar a la observada previamente usando

un sonicador tradicional.

EJEMPLO 6

Los factores necesarios para la amplificacié4n estén en

una fraccién de membrana resistente al detergente.

La localizacién subcelular en donde la conversién
PrP ocurre durante la patogénesis de la enfermedad no ha
sido determinada. Sin embargo, tanto el PrP® y el Prp*
han sido reportados de que estidn 1localizados en una
regién especial de la membrana de plasma que es
resistente a tratamientos con detergente suave debido al
contenido relativamente alto de colesterol y
glicosfingolipides (Vey et al, 1996; Harmey et al.,
1995). Estos dominios de membrana son llamados
estructuras lipidas o membranas resistentes a detergente

(DRM) y son ricas en proteinas de sefializacién,

14
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receptores y proteinas ancladas con GPI. Hemos confirmado
que el 100% del PrPC en cerebro esta ligado a esta
fraccién, la cual contiene menos del 2% de las proteinas
totales (figqura 7). Asi, la simple etapa de aislar
estructuras lipidas permite un enriquecimiento dramatice
en el PrP°. Resultados similares fueron obtenidos en el
aislamiento de estructuras 1lipidas de homogenato de
cerebro con prurito lumbar, en el cual el PrP¥ fue

recuperado en las estructuras.

Para evaluar sl los factores requeridos para
amplificar PrP estidn contenidos en las estructuras
lipidas, nosotros las purificamos a partir del cerebro de
animales saludables y se agregaron cantidades pequeflas de
PrP% extraido de cerebro de animales enfermos. La
amplificacidén en las estructuras lipidas fue equivalente
a la obtenida con el extracto de cerebro total (fibra 8),
ya que la cantidad de PrPes producida después de
amplificacién fue similar en ambas condiciones. Este
resultado indica que todos los elementos requeridos para
la conversién PrP y la amplificacién (incluido el llamado
“factor x*”; (Telling et al., 1995) estidn contenidos en
este dominio de membrana especializado. Por lo tanto, la

identificacién y aislamiento de los factores requeridos

!
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para la conversién PrP debe ser posible por la separacién
especial de proteinas a partir de las estructuras lipidas
y monitorear su actividad por amplificacién ciclica. En
adicién las estructuras lipidas constituyen un reemplazo
posible para el uso de homogenato de cerebro total en el
procedimiento de amplificacién ciclica como una fuente de
sustrato PrP® y otros factores endégenos implicados en la

conversién.

EJEMPLO 7

Diagnéstico presintomatico en animales experimentales

Para estudiar el diagnéstico presintomidtico de hamster
experimentalmente infectados con prurito lumbar, se
tamizaron 88 muestras de cerebro en diferentes etapas
durante la fase preclinica, la mitad de las cuales fueron
controles no infectados. El1 cerebro fue tomada cada
cuatro semanas (4 por cada grupo) y sometidos a 20 ciclos
de amplificacién. Los resultados mostraron que el método
es capaz de detectar la proteina anormal en el cerebro
ain en la segunda semana después de la inoculacién, mucho
antes de que los animales desarrollen cualquier sintoma

P!C

(figura 9). Sin la amplificacién ciclica el Pr se
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detecto en el cerebro en la semana sexta después de
infeccién, solamente cuatro semanas antes la apariencia
de la aparicién de 1la enfermedad c¢linica. Ninguna
amplificacién fue detectada en ninguno de los animales de

control que no estaban infectados con prurito lumbar.

EJEMPLO 8

Aplicacién de amplificacién ciclica a muestra de cerebro

humano

Para analizar la aplicaciétn del procedimiento de
amplificacién ciclica a muestra humanas del cerebro de
personas (caddveres) afectados con enfermedad de
Creutzfeldt-Jacob (CJD), incubamos homogenatos de cerebro
de diversos pacientes con CJD (o0 controles normales) con
homogenato de cerebros humanos saludables y se llevd a
cabo el procedimiento de amplificacién ciclica. Los
resultados muestran que hubo una amplificacién
significativa en las muestras del cerebro con CJD
esporadico analizado y en ninguna de las cuatro muestras
de control (figura 10). De manera muy interesante, 1la
amplificacién fue obtenida 8sélo en las muestras que

habian mostrado tener infeccién y por lo tanto capaces de

\7
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convertir el PrP° no mutado, mientras que no trabajé con
la proteina mutante que no es capaz de convertir la
proteina tipo natural. Estos datos soportan la conclusién
de que el métocdo trabaja en muestras humanas similarmente

como se mostrd para muestras animales.

EJEMPLO S

Diagnéstico en sangre por amplificacién ciclica

Los estudios de infectividad sugieren que al menos en
animales experimentales el PrP*“ estd presente en la
sangre en animales en la etapa tardia (Brown et 'al.,
2001). Con el fin de efectuar la deteccidn en sangre del
PrP*® por amplificacién ciclica, nosotros preferimos
primero concentrar de manera selectiva la proteina a ser
detectada y eliminar el resto de las proteinas de sangre
abundante, tales comc albimina y hemoglobina. Los
siguientes cuatro protocolos diferentes se han mostrado

efectivos para este propésito.

1. Preparaciédn de fantasmas de células de sangre

\%



La sangre de hamster heparinizada fue centrifugada a
2.500 rpm a 4° C. El plasma y la fracciédn celular fueron
separadas y congeladas a -80° C hasta que se necesitara.
0,5 ml de empaques de células de sangre fueron lavados 3
veces en 12 a 15 volimenes de PBS frio, fresco, pH 7,6.
Las células fueron resuspendidas en 12 a 15 volumenes de
amortiquador de fosfato de sodioc 20 mOsM pH 7,6 y agitado
suavemente durante 20 minutos sobre hielo, luego fue
centrifugado a 30.000 rpm durante 10 min a 4° C. El
sobrenadante fue descartado, los granitos fueron lavados
3 veces con una carga de amortiguador de fosfato de sodio
20mOsM. Los granitos finales fueron resuspendidos en PBS
que contenia 0,5 % de Triton X-100, 0,5 &% SDS e
inhibidores de proteasa. 15 pl de esta suspensién fue
mezclado v/v con 10% de homogenato de cerebro de hamster
saludable y sometido a 20 ciclos de
incubacién/sonicacion. 20 pl de las muestras sonicadas y
de control fueron digeridas con proteinas aca, separadas
por SDS-PAGE y analizadas por el western bloting y el
Pre® fue detectad como se describié en la seccién
“métodos”. Los resultados muestran la deteccién del Prp*
después del procedimiento de amplificacién en las

muestras de sangre a partir de animales infectados

(figura 11). En las muestras de sangre a partir de

|9
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animales no infectados no hubo ninguna seflal después de
la amplificacién. Sin amplificacién no s posible detectar

la presencia de PrP®¢ figura (11).

2. Extraccién Sarkosil

La sangre de hamster heparinizada fue centrifugada a
2500 rpm a 4°C. 0,5 ml de paquetes de células de sangre
fueron diluidos (v/v) en 20% de sarkosil e incubados
durante 30 minutos. La muestra fue centrifugada en
Beckman TL100 ultra centrifugada a 85,000 rpm durante 2
horas a 4°C. Los granitos fueron lavados y resuspendidos
en PBS que contenia 0,5% de Triton X-100 0,5% de SDS e
inhibidores de proteasa. 15 pl de esta suspensién fue
mezclada de v/v con 105 de homogenato de cerebro de
hémster saludable Y sometida a 20 ciclos de
incubacién/sonicacion. 20 pl de las muestras sonicadas y
de control fueron digeridas con proteinaza k separadas
por SDS-PAGE y analizadas por western blotting y el Prp
fue detectado como se describidé en la seccién “métodos”.

Los resultados muestran la deteccién del Prp*¢

después
del procedimiento de amplificacién en las muestras de
sangre de animales infectados (figura 12). Las muestras

de sangre de animales no infectados no hubo sefial después
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de la amplificacién. 8Sin amplificacién no es posible

detectar la presencia de PrP® (figqura 12).

3. Extraccién de estructuras de lipidos.

La sangre de hamster heparinizada fue centrifugada a
2,500 rpm a 4°C. 0,5 ml de paquetes de células de sangre
fueron diluidos (v/v) en PBS en 1% de Triton X-100 e
incubados durante 30 minutos a 4°C. La muestra fue
diluida 1:2 en sucrosa al 60% y colocada en el fondo de
un tubo centrifugo. 7 ml de sucrosa al 35% fueron
colocados cuidadosamente sobre la muestra. 1,5 ml de
sucrosa al 15% fue cubierta sobre la parte superior del
gradiente. El1 tubo fue centrifugado a 150,000 rpm durante
18 horas a 4°C. Las estructuras lipidas fueron
recuperadas lavadas en PBS y centrifugadas a 28,000 rpm
durante 1 hora a 4°C. Los granitos fueron lavados y
resuspendidos en PBS que contenia 0,5% de Triton X-100,
0,5% DE SDS e inhibidores de proteasa. 15ul de esta
suspensién fue mezclada v/v con 10% de homogenato de
cerebro de hamster saludable y sometido a 20 ciclos de
incubacién/sonicacion. 20M1 de las muestras sonicadas vy
de control fueron digeridas con proteinas k, separadas
por SDS-PAGE y analizadas por western blotting y el Prp%

fue detectado segin se describié en la seccibébn “métodos”.
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Los resultados muestran que la deteccién del Prp*
después del procedimiento de amplificacién en las
muestras de sangre a partir de animales infectados
(figura 13). En las muestras de sangre de animales no
infectados no hubo sefial después de la amplificacién. Sin
amplificacién no es posible detectar la presencia de Prp*

(figura 13).

4. Preparacibén de recubrimiento de carga

La sangre de hamster heparinizada fue centrifugada a
1,500 rpm a 4°C durante 10 minutos. El recubrimiento de
carga fue cuidadosamente recuperado usande procedimientos
estandar y mantenido a -B80°C hasta que se requiridé. El
recubrimiento de carga congelado fue resuspendido en PBS
que contenia 0,5% de Triton X-100, O0,5% de SDS e
inhibidores de proteasa. 15ul de esta suspensién fue
mezclada v/v con 10% de homogenato de cerebro de héamster
saludable Yy sometido a 20 ciclos de
incubacién/sonicacion. 20 pl de las muestras sonicadas y
de control fueron digeridas con proteinas K separadas por
SDS-PAGE y analizadas por western blotting y el PrP* fue

detectado seglin se describi® “métodos”. Los resultados
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muestran que la deteccién de PrP* después del
procedimiento de amplificacién en las muestras de sangre
de animales infectados (figura 14). Las muestras de
sangre de animales no infectados no hubo sefial después De
la amplificacién. Sin amplificacién no s posible

detectar la presencia de PrP¥ (figura 14).

METODOS

Preparacién de homogenatos de cerebro.

Los cerebros de hamster Goleen Syrian saludables o
infectados con la sepa de prurito lumbar 263 K adaptada
fueron obtenidos después de decapitacion y congelamiento
inmediato en hielo seco y mantenidos a -80°C hasta que se
usaron. Los HOMOGENATOS Fueron homogenizados en PBS y los
inhibidores de proteasa 8P/V) 10%. Detergentes (0,5%
Triton X-100, 0,05% de SDS) fueron agregados vy
clarificados con centrifugacién de baja velocidad (10,000

rpm)durante 1 minuto.

Preparacién de las muestras y amplificacién ciclica

(23
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Las diluciones seriales de los homogenatos de
cerebro con prurito lumbar fueron hechas directamente en
el homogenato de cerebro saludable. 30 Ml de estas
diluciones fueron incubadas a 37°C con agitacién. Cada
hora un ciclo de sonicacion (5 pulsos de un sequndo cada
uno} fue hecha usando un microsonicador con la aguja
inmersa en la muestra. Estos ciclos fueron repetidos
varias veces (50 a 20).

Detecciédn de PrPpS%¢

Las muestras fueron digeridas con Pk 100 ug /ml
durante 90 minutos a 37°C. La reacclién fue detenida con
PMSF 50 mM. Las muestras fueron separadas por SDS-PAGE
(bajo condiciones desnaturalizadas) el electro secado en
membrana de nitrocelulcsa en CAPS o carga de
transferencia de tris-glicina con 10% de metanol durante
45 minutos a 400 mA. El manchado de la proteina total
reversible fue llevado a cabo antes del bloqueo de 1la
membrana con 5% de leche no grasosa. De hay en adelante
la membrana fue incubada durante 2 horas con el
anticuerpo 3F4 monoclonal (1:50,000). 4 lavados de 5

minutos cada uno fueron llevados a cabo con PBS, 0, 3%
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Tween 20 antes de 1la incubacién con el anticuerpo
antiratén secundario marcado con peroxidasa de
horseradish (1:5,000) durante 1 hora. Después del lavado,
la reactividad en la membrana fue desarrollada con el kit
de quimioluminisencia ECL (Amersham) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
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REIVINDICACIOMES

@ Un método para el diagnostico o detecciédn de una
enfermedad conformacional la cual esta caracterizada por
una transicién conformacional de una proteina subyacente
entre un conformador no patogénico y uno patogénico, por
medio de ensayar un marcador de dicha enfermedad dentro

de una muestra, dicho método comprende:

(1)poner en contacto dicha muestra con una cantidad del
conformador no patogénico;

(ii)disgregar cualesquier agregado eventualmente formado
durante la etapa (i),y

(iii)determinar la presencia y/o0 cantidad de dicho
conformador patogénico dentro de las muestra, el
conformador patogénico es un marcador para la presencia

de dicha enfermedad.

(2,) El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la etapa (i) comprende la etapa (ia) de incubar

dicha muestra (conformador no patogénico).
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6). El método de acuerdo con la relvindicacién 2, en
donde las etapas (ia) y (ii) forman un ciclo que es
repetido al menos 2 veces antes de llevar a cabo la etapa

(1ii).

’?E/ El método de la reivindicacién 3, en donde el ciclo
;epetido entre 5 a 40 veces antes de llevar a cabo la
etapa (iii).

.\

5.,’ El método de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes en donde la etapa (i) se lleva a cabo bajo

condiciones fisiolbgicas.

é) El método de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes en donde la cantidad de conformador no

patogénico en la etapa (i) es una cantidad en exceso.

\
_22/ El método de una cualquiera de as reivindicaciones

precedentes en donde la enfermedad conformacional es una

enfermedad conformacional transmisible.

- 8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones

‘precedentes, en donde la muestra al ser analizada esta
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sometida a un  pre tratamiento para concentrar

selectivamente el conformador patogénico en la muestra.

:E;) El metodo de 1la reivindicacién 8, en donde el
conformador patogenico es PrPSC y el pre tratamiento es
la extraccién de la muestra de una fraccién que es
insoluble en detergentes suaves.

(fff:>0n ensayo para un marcador de una enfermedad
conformacional que es caracterizada por una transicién

conformacional de una proteina subyacente entre un

conformador no patogénico y uno patogénico, dentro de una

-

muestra, dicho ensayo comprende las siguientes etapa: (i)
e

poner en contacto dicha muestra con una cantidad de
conformador no patogénico; (ii) disgregar cualesquier
agregado eventualmente formado durante la etapa (i):; y
(1ii) determinar la presencia y/o cantidad de dicho
conformador patogénico dentro de la muestra, el
conformador patogénico es un marcador para la presencia

de dicha enfermedad.

éz) El ensayo de la reivindicacidén 10, en donde la etapa
(i) comprende la etapa (ia) e incubar dicha

muestra/conformador no patogénico.
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@ El ensayo de acuerdo con la reivindicacién 11, en
donde las etapas (ia) y (ii) forman un ciclo que es
repetido al menos dos veces antes de llevar a cabo 1la
etapa (iii).

-zl

yﬁn kit de diagnostico éara ser usado/en el ensayo de
una cualgquiera de las reivindicaciones 10 a 12 que
comprende una cantidad conocida de un conformador no

patogénico.

14 n kit de diagnostico seqgin la reivindicacién 13,
—'-_-_-_— ===

que adicionalmente comprende ul;la/ placa micro titulo

multipozo y un sonicador multipozo..' ---

Un método para identificar un compuesto que modula
la transicién conformacional de una proteina subyacente
entre un conformador no patogénico y uno patogénico,

comprende

(i) poner en contacto una cantidad del
conformador no patogénico con una cantidad

del conformador patogénico (a) en la

135
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presencia de dicho compuesto y (b) en 1la
ausencia de dicho compuesto:

(ii) disgregar cualesquier agregado eventualmente
formado durante la etapa (i);

{iii) determinar la cantidad del formador
patogénico (a) en la presencia de dicho
compuesto y (b) en la ausencia de dicho

compuesto.

CE;Q El método de una cualquiera de las reivindicaciones
1l a 9 o 15 o el ensayo de una cualquiera de 1las
reivindicaciones 10 a 12, en donde el conformador
patogénico es PrP¥* el conformador no patogénico es PrPf y
la proteina subyacente es la proteina Prion.

Vel

{ 17. Un método para detectar la presencia de una forma
patogénica de proteina prion dentro de wuna muestra

e
comprende:

(i) poner en centacto la muestra con una cantidad de la
proteina prion no patogénica;

(ia) incubar la muestra/proteina prion no patogénica;

(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante la
etapa (ia); |

repetir las etapas (ia)-(ii) 2 o mas veces; y luego
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(iii) determinar la presencia y/o cantidad de proteina-

patogénica dentro de la muestra.

QEZ::En método para el diagnostico de CJD dentro de un
paciente, comprende: -

tomar una muestra del paciente;

(i) poner en contacto la muestra con una cantidad de
proteina PrP%;

(ia) incubar la muestra para/proteina Prp®;

(i1) disgregar cualesquier agregados formados durante la
etapa (ia);

repetir las etapas (ia)-(1i) dos o mas veces; y luego

PSC

(iii) determinar la presencia y/o cantidad de Pr dentro

de la muestra.
/7,
}ﬁ. Un método para detectar la presencia de una forma

patogénica de 1la proteina p-amiloide dentro de una

muestra comprende:

(i) poner en contacto la muestra con una cantidad de la
proteina f-amiloide no patogénica:;
(ia) incubar la muestra/proteina p-amiloide no

patogénica;

\35



(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante
etapa (ia):

repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mas veces;
luego
(iii) determinar la presencia y/o cantidad de proteina

amiloide patogénica dentro de la muestra.

20 Un método para diagnosticar 1la enfermedad
lzheimer en un paciente, que comprende:
tomar una muestra del paciente;
(1) poner en contacto la muestra con una cantidad de
proteina P-amiloide no patogénica;
(ia) incubar la muestra/proteina p—amiloide
patogénica;
(ii) disgregar cualesquier agregados formados durante
etapa (ia):;

repetir las etapas (ia)-(ii) dos o mas veces;
luego
(iii)} determinar la presencia y/o cantidad de proteina

amiloide patogénica dentro de la muestra.

la

de

la

no

la

.E;J’/bn aparato para ser usado en el método de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o 15 o el ensayo

de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.
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22 El aparato usado en el método de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9 o 15 o el ensayo de cualquiera
de las reivindicaciones 10 a 12, que comprende una placa
micro titulo, un sonicador multipozo y una cantidad de un

conformador no patogénico.
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FIG. 1

Representacién esquematica de la conversién PrPc — PrPsc

Interaccién Prp°-Prp*
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FIG. 5

Relacién entre la sefial PrPres y el numero de ciclos de
amplificacidén .

Homogenato de cerebro con prurito lumbar diluido 1072 en homogenato
de cerebro de hamster saludable

Ciclos de amplificacién 0 5 10 20 40

FIG. 6

Amplificacién de PrP% en la sangre
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FIG. 8

Los elementos necesarios para la amplificacién etab en balsas
de lipido
PrP*® puro encubada con

-i‘.xtracto cerebral DRM
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FIG. 11

Deteccién sanguinea de PrPSc después de la preparacién de
fantasmas de células sangquineas
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FIG. 12

PCT/GBU1/02584

Deteccién sanguinea de PrPSc después de extraccién de

sarkosyl
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FIG. 13

PCTIGBU1/258Y

Deteccidn sanguinea de PrPSc después de purificacién de

balsas de lipido
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FIG. 14
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Deteccién sanguinea de PrPCs después de la preparacién de

cubierta amarilla
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