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1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto
antes identificado, me refiero al auto naimero 1149, notificado por estado del 7 de
Septiembre de 2000. Para atender a la providencia anterior solicité un plazo por m;edio de
mi memorial nimero 00029093 00000003 radicado el 18 de Octubre de 2000.

2. Mediante el auto nimero 1149 se puso en conocimiento del solicitante el
informe que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente
solicitud de patente. Atiendo a lds observaciones de la manera siguiente: ‘
2.1. Titulo del invento. Para atender a la observacién hecha por su
Despacho en relacién al titulo, presento aqui nuevo titulo como sigue;'

“ESTUCHE DE ENSAYO PARA EL DIAGNOSTICO DE
ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES” |

1

Adicionalmente presento nuevo formato de solicitud en donde aparece el
nuevo titulo que presento. '
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2.2, Descripeién Presento con este escrito una nueva descripeién en la cual se
han modificado las unidades de frecuencia de rotacién, de acuerdo con lo
requerido por ese Despacho. i
2.3. En las reivindicaciones. Se informa a ese Despacho que el dia 03 de ma{yo
de 2000 se presentd nuevo capitulo reivindicatorio junto con el memorial 1\;70.
00029093 00000001. Este capitulo presentado se ha modificado nuevamer}ite
para atender las objeciones presentadas. )

[
Presento con este escrito un nuevo pliego reivindicatorio en el cual se hfan
realizado las siguientes modificaciones: ;
- Con el fin de atender los requerimientos de ese Despacho el nuévo
capitulo reivindicatorio se ha limitado. !
|
- La reivindicacién 1 se ha restringido de tal forma que el estuche_f se
caracteriza porque comprende anticuerpos u oligonucledtidos que son
los elementos necesarios para la deteccién de la expresién modificada de
una proteina. Ademas se hace notar que todos los elementos que
caracterizan al estuche se mencionan en la descripcién en la pagina: 10,
lineas 7 a 17 y pagina 10 linea 24 a pagina 11 linea 3. Se recuerda que
la descripcién es la que debe “divulgar la invencién de manera
suficientemente clara y completa para su comprensién y para que una
persona capacitada en la materia técnica correspondiente pueda
ejecutarla”. (Decisién 486, articulo 28). Por lo tanto las reivindicaci¢nes
deben leerse en conjunto con las reivindicaciones para poder entender la
invencién. Como se aprecia en dicho parrafo se mencionan los elemePtos
que debe contener el mencionado estuche. La anterior limitaciéon y

precision, aclaran la anterior reivindicaciéon 16, nueva reivindicacién!l 1.
|

- La reivindicacién 2 se ha modificado para especificar el grupo del?cual
se selecciona la proteina marcadora. Con lo anterior se precisan y
aclaran las antiguas reivindicaciones 17 a 19, nuevas 2 a 4. ’

!

- Se eliminan las reivindicaciones 20 a 23. La reivindicacién 26 y 27 'a 31,
nuevas 7y 8 a 12 ya se encuentran definidas en razén a la limitacién y
aclaracién de la reivindicacién 1, que define de manera precisa el
estuche que es el objeto de la invencién. [

]

- Para la reivindicacién 25, nueva 10, los oligonucleétidos se encuentran
ejemplificados en la pagina 19, lineas 1 a 3; pagina 29, linea 21§y 22;
pagina 20, lineas 28 a Ultima. Resulta posible para el experto en la
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técnica encontrar oligonuclebtidos similares que se encuentren dentro
. <z . . . ., . t
del alcance de la invencidén sin realizar experimentacion innecesaria
. . Y i
debido a la completa claridad de la descripcidn.

!
- Las reivindicaciones de uso se han modificado !
]

J

Le solicito se sirva aceptar este nuevo capitulo reivindicatorio de 21
reivindicaciones en sustitucién del presentado originalmente. '

1
Finalmente, solicito a Usted muy comedidamente que si el examinador
discrepa con respecto a alguna de las anteriores explicaciones, dichas
eventuales discrepancias sean informadas junto con el examen de fondo y
no constituyan impedimento substancial para el buen desarrollo de esta
solicitud de patente. !

|

. J
2.4. Extracto. Adjunto a este memorial presento nuevo extracto, nueva
tarjeta tematica y nueva tarjeta de archivo de propietarios (Formas P-103,
P-104 y P-105), los cuales estan en conformidad con las modificaciones

hechas al pliego reivindicatorio y al titulo. i

i

|
2.5. Dibujos. Se dice por parte de su Despacho en el punto dos del exa?nen
de forma que las figuras 1 a 14 no estan presentes. Sin embargo esta
solicitud s6lo posee 3 dibujos, lo cual se ratifica por el requerimiento del
punto 4. i

J
En respuesta a su requerimiento en el punto 4 sobre los dibujos forn?ales
me permito informar que el solicitante, por dificultades insalvableg, ha
decidido retirar las tres figuras de la solicitud. -

!'
2.6. Copia Certificada. Me permito informarle que la copia certificada I‘de la

solicitud de patente alemana ntimero 199 18 141.1 del 21 de abril de;1999

junto con su respectiva traduccién de su descripcién, reivindicaciohes y
s . . . ., . . |
caratula, en la cual se basa la reivindicacién de la prioridad, fue presentada

I
junto con mi memorial 00029093 00000002 del dia 14 de julio de 2000.;

|
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3. Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por’ su

Despacho sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continde su
|

tramitacion. ,

<5 DIZ. 2000 ‘

Bogota,
Seftora Jefe,

T S

EMILIO FERRERO ,
TP.A. No. 31.929 «

COLO 04484-801-006-0
ASN- 61 ‘




‘ SOLICITUD DE _
Industria y Comercio PATENTE DE i
INVENCION ;

SUPERINTENDENCIA
TRAMITE: 02 EVENTO: 01 ACTUACION: 01 :

\

1

DATOS DEL SOLICITANTE
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBI:{

(71) Nombresy Apellidos o Razén Social

!
l
|
!
|

No.de I¢entificacién

Representante Legal (Persona Juridica) ;
Pais de Domicilio Alemania !
!
Departamento o Estado :
|
Direccién . . o
Ingelheim am Rhein :
i
Ciudad D-55216 »
|
(74) DATOS DEL APODERADO | |
EMILIO FERRERO |

Nombre
I

‘J . .. . ., Carrera 4 No. 72-35 Piso 4o.
‘ Direcciéon y Domicilio
i

Ciudad Bogota, Colombia
{

DATOS DEL INVENTOR :

| (72) Nombre del Inventor (es)
1- Dr. Mark Stephen ROGERS
2- Dr. Matthias GIESE

Identificacién
|
Direccién 1- Oaklodge, IE-Glencree, Wicklow, Irlanda 0
2-  Am Honigberg 2c, D-55545 Bad Kreuznach, Alemania. ;
Ciudad | ;
i

DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION
|

o )
4 TiulodelalnvenciOnp o1 JCHE DE ENSAYO PARA EL DIAGNOSTICO DE ,
ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES |

!

PRIORIDAD REIVINDICADA SI m NO [J TIPODEPRIORIDAD ANDINA [ UNIONISTA‘IIX

|

i

Fecha No. Solicitud ;
|

DE. 21 de Abril de 1999 199 18 141.1
Convencion de Paris . i

(33) Pais

f
Para Publicar a los [ 6 meses {71 12 meses I 18 meses a partir dela fecha de la presente solicitud
!

Colo: 04484-801-006-0

(51) CLASIFICACION INTERNACIONAL

RCB/mrm-50 . ﬁé[& 0/?/&&@ ’l

i
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RESUMEN CON EL lbBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

Esta invencion se refire a un procedlmlento para el diagnéstico preclinico y clinico de
encefalopatias esponglformes transmisibles, caractemzado porque se determina la expresion
modificada de una proteia marcadora. En formas de redlizacion particulares, en el procedimiento
conforme al invento la proteina marcadora medida es la proteina de priones PrP-sen o interferén
gamma (IFNy) o el receptor de laminina (LR) o el predursor del receptor de laminina (LRP). El
invento se refiere también a un estuche de ensayo con utilizacién de anticuerpos que son
especificos para la protem%l marcadora conforme al 1n1vento El invento se refiere ademas a un
estuche de ensayo con utilizacion de ollgonucleotldos que son capaces de hibridarse en
condiciones rigurosas coniel 4cido nucleico que codifica la proteina marcadora conforme al
invento. El invento se reﬁell'[e ademas a la utilizacién dé anticuerpos u oligonucledtidos, que son
especificos para las proteinas marcadoras antes mencionadas, en un procedimiento conforme al

invento. El invento se refiere ademas a la utilizaciéon deh estuche de ensayo para el diagnéstico de
encefalopatias esponglformes transmisibles.

1
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ANEXOS DE LA SOLICITUD :

Certificado de Existencia y Representacién Legal cuando el solicitante sea Persona Juridica

! 1
Los poderes debidamente otorgados, o mencién de su protocolizacién antela SIC

{
Recibo de la tasa respectiva |

Si se reivindica prioridad Andina: i
|

Copiade la primerasolicitud

Traduccién oficial

Si sereivindica prioridad Unionista:

I
5
l
§
{
i
‘
l
Copia certificada de la primera solicitud: i
!

Traduccién simple |
Capitulodescriptivo

Dibujos, planos necesarios

Capitulo reivindicatorio

Tarjeta archivo probietarios segiin formato
Tarjeta archivo tematico segiin formato %
Extracto para publicacién segin formato

!
|
Arte final 12x 12 cms Y 6x6 cms |
{
Otros Documentos '1

i

1

i
i
I

|
1
1
|

Recibo de la tasa por concepto de excedent'le de palabras en la publicaciéh

J0 oood

[

Nota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contadosa partir de la fecha tie radxcacnon de la solicitud posterior

HiRE

{NERARERERARE

|
FIRMIA

NOMBRE

EMILIO FERRERO |

|
cc. 438.019 de Usaquén

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y iDECLAROQUE LA INVENCION ES
NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

|

T.P.No. 31,929

\

|
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Estuche de ensayo para el diagndstico de encefalopatias
espongiformes transmisibles

El invento se refiere a un procedimiento para el diagnéstico de encem}‘alopaﬁas
espongiformes transmisibles, asi como a un estuche de ensayo para diagndstico
mediando utilizacion de anticuerpos' especificos para proteinas de priones y
receptores de laminina. El invento se refiere ademas a la utilizacion del procedimiento
o del estuche de ensayo para diagnosticar encefalopatias espongiformes E’cransmisi-
bles. | i

Ya hace mas de 250 afios se descubrié una enfermedad de corderés,"que iba
acompanada por nerviosismo, prurito y ataxia y que finalmente terminaba con
entumecimiento, paralisis y muerte. La enfermedad es conocida hoy en; dia como
"scrapie (rascazon)" en paises de lengua inglesa (puesto que los animale$ se frotan
en postes y arboles, con el fin de reprimir el prurito), "/a trembrante (la ter}nbladera)"
en Franciay " Traberkrankheit (enfermedad de trotones)” en Alemania. Estos nombres
reflejan la amplitud y diversidad de los sintomas. La rascazén fue investigada como
el prototipo de un grupo de enfermedades, que atacan no solamente a lofs animales
sino también a los seres humanos: las encefalopatias espongiformes trdnsmisibles
(del inglés transmissible spongiform encephalopathies = TSE). Las TSE's son
enfermedades neurodegenerativas que evolucionan hasta la muerte (fatales), que

!
pueden atacar a un gran numero de animales mamiferos. {

La encefalopatia espongiforme bovina (BSE) es una enfermedad neurodegene-
rativa de animales bovinos y estéa relacionada con la rascazon en corderbs y cabras
y con la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en seres humanos. Una glicoproteina
asociada con membranas, codificada por el hospedante, de funcién deséonocida, la
denominada proteina de priones PrP, desempefia un papel de importancia primordial
en la patogénesis de estas enfermedades. Esta isoforma celular es e%presada de
médo especialmente fuerte en células neuronales, pero también se puede detectar
con diversa frecuencia en células no neuronales. Esta proteina membran_a;l es sensible
{(PrP-sen) a la digestion con enzimas (proteasas) especificas. Sin embargo, la forma
maligna soluble de la PrP (PrP-res), es resistente a proteasas y se acu:muia en los
cerebros de animales infectados por BSE para formar placas amiloides: Esta forma
de PrP-res estd asociada exclusivamente con todas las enfermedades?E del tipo de
TSE, inclusive la BSE, y puede ser extraida a partir de un tejido cerebral infectados
con TSE/BSE. ’

|

i

}
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Las desacostumbradas propiedades del patégeno de rascazdn/BSE diéron lugar

2.

a especulaciones en una primera fase temprana de que el patégeno! consiste
exclusivamente en un acido nucleico o0 en proteinas, o de que no contienp ni acido
nucleico ni proteinas y es un polisacérido o un fragmento de membrana. Los
;:onceptos discutidos en maximo grado en el momento actual son la hif)étesis de
"sélo-proteina” y la hipdtesis de virus/virino: :

La hipdtesis de "sdlo-proteina” se basa en que el pridon infeccioso FrP-res no
contiene ningun acido nucleico y es auto-replicante. Se especula sobre que una PrP-
res se fija a una PrP-sen y convierte a ésta con ello en la forma maligna. La
conformacion de esta isoforma maligna estd sefalada por estructuras de hojas
plegadas en beta, mientras que en la isoforma celular predominan las hélides alfa. La
hip6tesis de virus/virino se basa en que el agente infeccioso consta d% un acido
nucleico virico (posiblemente acido ribonucleico =ARN) y en que la proteina de
priones es-una envoltura para el genoma del virus. El origen en un hospedante de la
envoltura de priones explicaria la ausencia de reacciones inmunolégicas e'inflamato-
rias. La existencia de un acido nucleico explicaria adicionalmente las aproxifmadamen-
te 20 diferentes cepas de rascazon de ratones que se han descrito hasta e;I momento
actual. |

Laisoforma celular PrP-sen esté glicosilada en dos posiciones con asparagina,
tiene un peso molecular de 33-35.000 Da y estad anclada en la superficielexterna de
la membrana plasmatica por un glicolipido del tipo de fosfatidil-inositol, que esté
fijado a su aminoécido terminal de carboxi. El maximo régimen de expr"esic’)n de la

i
PrP-sen se mide en el cerebro, pero el gen es expresado también ep un tejido
embrional no neuronal y de adultos. La funcién bioldgica de la proteina es hasta hoy
en dia todavia confusa. Se cree, entre otras cosas, que la PrP podria ser un receptor
para factores de diferenciacion neurotroficos. También esta proteina es puesta en
relacion con el ritmo de sueno vy vigilia. Sin embargo, la PrP podria ser 'también un
receptor para virus neurotroficos.
|
La isoforma celular normal de la proteina es degradada compleqamente por

proteasas (PrP-sen). Por el contraric, la isoforma maligna (PrP-res) es degradada por

. proteasas para dar un fragmento de 27-30.000 Da, que todavia es completamente

infeccioso (PrP-res). A la PrP-res le faltan los primeros 67 aminodacidos de la proteina
PrP-sen madura. Un proceso posterior a la transcripcion esta conectado con la

., . el .
conversion de la PrP-sen en la PrP-res, y se sospecha que la Gnica diferencia entre
t

i

f
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la PrP-sen y la PrP-res es una diferencia en la estructura espacial tridirhensional.
Parece no existir ninguna diferencia bioguimica entre las formas normal y énormal de
la proteina. Esto explica también que las dos isoformas no presentep ninguna
diferencia antigénica. Ademas, la PrP-sen y la PrP-res tienen una secuencia comun
5 de aminodcidos. La PrP es codificada por una copia individual de un gen cromosomal
y estd conservada en alto grado en animales mamiferos. La secuencia completa que
codifica la PrP esta contenida en un Unico exén. |
Al contrario que la PrP-sen, que es expresada en la superficie, laiPrP-res se
acumula en vesiculas citoplasmaticas, de las que muchas son lisosomas sécundarios.
10 Las enfermedades del tipo de TSE se caracterizan por un largo,tiempo de
incubacidn, durante el cual no se observa ningln sintoma clinico. Le sigue una corta
fase clinica, que conduce inevitablemente a la muerte. i

La rascazén y la BSE eran diagnosticadas hasta ahora usandb métodos

histopatolégicos, clinicos y epidemioldgicos, puesto que los animales infectados de

15 un modo natural probablemente no reaccionan de modo serolégico a la %’rP-res y el
diagnostico por inoculacién de animales de laboratorio puede necesitar hasta 18
meses. El diagndstico clinico se efectia post mortem por examen histopatolégico del
cerebro. El estado en cuanto a BSE es clasificado en: positivo para BSE, negativo

para BSE y sospechoso de BSE. Los animales que se consideran como séspechosos

20 de BSE presentan los mismos signos clinicos que los animales positivos péra BSE. Sin
embargo, en el momento del examen, la evidencia histopatolégica dé la BSE es
(todavia) negativa en el momento de la investigacién. No obstante, ajﬁ,ste estado
"sospechoso de BSE" puede ser un estado "pre-positivo para BSE",j aunque en
algunos casos se haga un diagnostico alternativo o el animal pueda no tener BSE.

v 25 Los complejos métodos de diagnodstico, que antes se han mencionado,

implican la investigacion con microscopio de, por ejemplo, vacuolos especificos para
BSE en las neuronas vy el neurdpilo, astrocitosis, pérdida neuronal y la déposicién de
acumulaciones anormales de PrP-res, también conocidas como fibrillas asiociadas con
rascazon (SAF, de Scrapie-associated fibrils). Las SAF se pueden deter;minar n situ

30 por inmuno-histoquimica de histo-borrones (histoblots) y en extractos !tratados del
cerebro atacado mediante transferencia de borrones Western (Western blotting),
motas-borrones (dot-blots), o como acumulaciones tipicas de fibrillas por coloracién
negativa en la microcopia electrénica de transmision. ‘

Otro enfoque para diagnosticar indirectamente la BSE consiste én analizar el
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liquido cefalorraquideo o cerebroespinal. Las enfermedades neuroldgicas van
acompanadas por modificaciones cualitativas y cuantitativas en el metabolismo de
proteinas dentro del sistema nervioso central (SNC o CNS de central nervous system)
y éstos se reflejan en una composicidén modificada del liquido cerebroespinal (LCE =
CSF de cerebrospinal fluid). Mediando utilizacién de la electroforesis en gel
bidimensional es posible encontrar proteinas marcadoras que se correlacionen con
la enfermedad. Posibles marcadores de este tipo (sélo una indicacién indirecta de una
BSE) fueron determinados por primera vez en una fase tardia del periodo de
incubacion de una BSE experimental. Sin embargo, a partir de experimentos
comparativos con muestras obtenidas de pacientes de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob es sabido que este marcador se puede encontrar también en paciéntes de la
enfermedad de Alzheimer. La enfermedad de Alzheimer es consideradal como una
encefalopatia espongiforme no transmisible. |

Incluso aunque se han desarrollado métodos més sencillos para su-}deteccién,
es improbable que tales ensayos sean ventajosos para diagnostica;} una BSE
preclinica. |

En el estado de la técnica se describen procedimientos para la prerSaracién de
polipéptidos sintéticos con determinantes antigénicos de la proteina de p’riones (WO
93/11155, WO 93/23432), anticuerpos especificos para la proteina de? priones de
rascazoén nativa (WO 97/10505), asi como métodos para la deteccidon de ;Ia rascazon
en corderos (W087/37227). Korth y colaboradores (1997, Nature 3[90: 74-77)
describen un anticuerpo monoclonal procedente de ratones, que e% capaz de
distinguir entre la isoforma celular (PrP°) vy la isoforma de rascazén (PrPT).

La misidn del presente invento es poner a disposicién un procedifniento para
diagnosticar encefalopatias espongiformes transmisibles preclinicas o c{h’nicas.

El problema planteado por esta mision se pudo resolver con jel presente
invento dentro del marco de la memoria descriptiva y de las reivir‘idicaciones,
mediante un procedimiento para diagnosticar encefalopatias espongiformes
transmisibles preclinicas o clinicas. |

Conforme zl invento, el procedimientc estéd caracterizado porqué

a) se extrae una muestra de sangre de un mamifero vivo |
i

b) se concentran las células a partir de esta muestra de sangre, denominandose
a estas células como células dianas |

c) se determina en las células dianas la expresién de una proteina marcadora
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para encefalopatias espongiformes transmisibles '
d) el resultado obtenido se compara con un valor testgo. '
En una forma de realizacion particular del procedimiento conforme al infvento, se
homogeneizan las células dianas. :
La fase preclinica de las encefalopatias espongiformes transmisilbles es el
largo periodo de tiempo de incubacidn después de una infeccidn con la p;rotel’na de
priones sin sintomas clinicos externos. El presente invento hace posible, en particular,
diagnosticar encefalopatias espongiformes transmisibles durante esta fase sin
sintomas clinicos externos. Por consiguiente, el presente invento hace posible
también efectuar un diagndstico en mamiferos, en los que se sospechan encefalo-
patias espongiformes transmisibles, pero en los que sin embargo los hallazgos
histopatoldgicos en el momento del ensayo son (todavia) negativos (sospechoso de
TSE, véase también la descripcién anterior para una BSE). La fase clinica es la breve
fase de sintomas clinicos que sigue a la fase preclinica y que hasta ahora ha
conducido inevitablemente a la muerte de los mamiferos infectados debido a la
ausencia de tratamientos de cualquier tipo. También durante esta fase,' usando la
ensenanza técnica del presente invento, se pueden diagnosticar encéfalopatl’as
espongiformes transmisibles. Entre las encefalopatias espongiformes tra:tnsmisibles
(TSE, de transmissible spongiform encephalopathies) se incluyen en piarticular la
enfermedad de rascazén de los corderos, la encefalopatia espongiforme bc_gvina (BSE,
de bovine spongiform encephalopathy) de animales bovinos asi como la e_%nfermedad

r
de Kuru-Kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en seres humanos.

f
El concepto de determinar la expresion de una proteina marcado;ra significa
que la mencionada proteina marcadora aumenta o disminuye demostgablemente
frente a un valor testigo. El concepto "demostrablemente" significa, por ejemplo, que
la proteina marcadora es expresada en un grado mayor o menor en 50 he?’sta 100 %
conrespecto al valor testigo, o es aumentada o disminuida de modo estadfl;sticamente
significativo. Un valor testigo o un patrén se puede determinar por ejemplo usando
células de mamiferos no infectados y se usa para la calibracion del procedimiento
conforme al invento. Son conocidos por los expertos en la materia procedimientos
para hacerlo. g
Las proteinas marcadoras pueden ser cualesquiera de las proteinas conocidas
por un experto en la materia, que se hayan aumentado o disminuido demostrablemen-

te en el caso de encefalopatias espongiformes transmisibles preclinicas oiclinicas. Se
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da este caso, por ejemplo, cuando la proteina marcadora no es detectgble en el
testigo y puede ser identificada inequivocamente con los métodos seg!‘Jidamente
mencionados en mamiferos infectados o en mamiferos que sean sospe;:hosos de

|
tener una encefalopatia espongiforme transmisible.

!al invento

En una forma especial de realizacion, el procedimiento conforme
esté caracterizado porque la proteina marcadora es la proteina de priones PrP-sen.
La proteina de priones PrP-sen conforme al invento es la isoforma celular de la
proteina de priones, que es designada frecuentemente también como PrP®. La PrP-sen
(sen = sensible) es degradada totalmente por proteasas. |

|
En otra forma especial de realizacion, el procedimiento esta caracterizado

porque la proteina marcadora es el interferon gamma (IFNy). En todavia ‘!otra forma
especial de realizacidon, el procedimiento estd caracterizado porque ‘a proteina
marcadora es interferén gamma (IFNy) bovino. El IFNy (p.ej. compérese Vilcek, J. y
Oliveira, 1.C. Int. Arch. Allergy Immuno!l., 1994, 104:311-316) asi como el IFNy
bovino (Keefe R.G. y colaboradores, Vet. Immunol. Immunopathol., 1997%56: 39-51)
son conocidos por 1os expertos en la materia. :

En otra forma especial de realizacion, el procedimiento esta cajracterizado
porque fa proteina marcadora es el receptor de laminina (LR, de Lamini}\-Receptor)
o el precursor del receptor de laminina (LRP de Laminin-Receptor-Precursor). El
receptor de laminina (p.ej. comparese Grosso, L.E., y colaboradores Biochemistry,
1991, 30: 3.346-3.350) vy el precursor del receptor de laminina (p.ej.l‘compérese
Castronovo, V. y colaboradores J. Biol. Chem., 1991, 266: 20.440-%0.446) son
conocidos en el sector de la técnica. En otra forma de realizacidn iincluso mas
especial, el procedimiento estd caracterizado porque la proteina marc!adora es el
receptor de laminina (LR) bovino o el precursor del receptor de laminina (liRP) bovino.

Las mencionadas proteinas marcadoras se pueden detectar usando -
cualesquiera procedimientos que sean conocido por un técnico experto con
conocimientos medios. |

En una forma preferida de realizacion, la proteina marcadora se dgtermina por
un ensayo inmunitario. Un ensayo inmunitario utiliza anticuerpos morfnoclonales 0
antisueros policlonales que son especificos para la proteina marcadoréa, que estan
disponibles en el estado de la técnica. Por ejemplo, para la proteina mar_i:adora Prpsen

se pueden emplear el anticuerpo monoclonal 73 o también el anticuerpo monoclonal

142 (Hafmeyer S. y colaboradores, J Gen Virol 1998, véase la Figura 1). Los
r

|



10

15

20

25

30

-7 -

ensayos inmunitarios incluyen los procedimientos de deteccién conocidos por un
experto en la materia tales como el ensayo ELISA (en inglés: enzyme-linked immuno-
sorbent assay = andlisis de inmuno-sorbente enlazado a enzima) o el dé?anominado
ensayo de sandwich-ELISA, = ELISA en emparedado, Dot-Blots, /Mmunob/ots
(borronesinmunes), ensayos radicinmunolégicos (radioimmunoassay, RlAf, el ensayo
de Ouchterlony basado en [z difusién, o analisis de inmunoflucrescencia con
proyectiles (rocket immunofluorescent assays). Otro ensayo inmuniiario es el
denominado borrén de Western (también designado como proceso de transferencia
de Western o emborronamiento de Western). La misién de un borrén de Western es
transferir proteinas o polipéptidos que se han separado mediante electrofol;resis en gel
de poliacrilamida a un filtro de nitrocelulosa u otro soporte apropiado, y al mismo
tiempo mantener las posiciones relativas de las proten’nas o los polipépti_!dos que se
han obtenido a partir de la electroforesis en gel. El borrén de Westerjn es luego
incubado con un anticuerpo que se fija especificamente a la proteina o a!}polipéptido
que se toma en consideracion. Estos procedimientos de deteccion bueden ser
utilizados por un técnico con experiencia intermedia para la realizaciénjdel invento
aqui descrito. Se enumeran a continuacion citas bibliograficas, en las que un experto
en la materia podrd encontrar los procedimientos de deteccion antes m@ncionados
asi como otros: An Introduction to Radioimmunoassay and Related %echn/'ques,
Elsevier Science Publishers, Amsterdam. Paises Bajos (1986); Bullock y colaborado-
res, Techn/'ques in Immunocytochemistry, Academic Press, Orlando, :'FL (Florida)
Volumen 1 (1982), Volumen 2 (1983), Volumen 3 (1985); Tijssen, Practice and
Theory of Enzyme Immunoassays: Laboratory Techniques in B/'ochém/Stry and
Molecular Biology, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Paises Bajgs (1985).

En otra forma de realizacidon, muy especial, las células dianas se ]incuban con
anticuerpos que son especificos para la proteina marcadora, y se determina el
complejo de antigeno y anticuerpo que se ha formado. |

En una forma especialmente preferida de realizacion del pr?ocedimiento
conforme al invento, se determina por métodos de biologia molecularfla expresion
modificada de la proteina marcadora para encefalopatias espongiformés transmisi-
bles. El concepto de procedimientos de biologia molecular significa pr?cedimientos
de deteccidn que incluyen, por ejemplo, la reaccién en cadena de polirperasa (PCR)

0 pueden ser borrones de transferencia de Northern o Southern, que un experto en

. . . . I
la materia puede encontrar en las obras clasicas de referencia (p.ej. Sambrook y
|

1
I
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colaboradores (1989) Moiecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° edicién, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harpor, Nueva York, y Bertram, S. y
Gassen, H.G. Gentechnische Methoden, Editorial G. Fischer, Stuttgart, Nueva York,
|
En otra formia preferida de realizacién del procedimiento conforme al invento,
la proteina marcadora para encefalopatias espongiformes transmisibles setdetermina
por una reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, de
Reverse Transcriptase-Polymerase-Chain Reaction). En esta forma especial de la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) se aisla antes de nada el ARN to[tal, éste se
transcribe inversamente usando la enzima "transcriptasa inversa" en el A;DNC con el
que se lleva a cabo luego la reaccién PCR. Este procedimiento de déteccién.es
conocido por los expertos en la materia y se ha publicado en obras &Iésicas de
referencia (p.ej. Sambrook y colaboradores 11989) Molecular Cloning: AjLaboratory
Manual, 2* edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, y Bertram, S. y Gassen, H.G. Gentechnische Methoden, Editorial G. Fischer,
Stuttgart, Nueva York, 1991). |

Ejemplos de "mamiferos vivos" son conocidos por un experto en la materia
de conocimientos intermedios e incluyen, por ejemplo, seres humanos asi como
corderos, cabras, cerdos, bovinos, corzos, conejos, hamster, ratas y ratones.

En una forma especial de realizacion, el procedimiento esta c%racterizado
porque el mamifero vivo es un miembro de todas las familias de bévidos, de modo
sumamente preferido una vaca o un cordero. Aunque la solicitud sé refiere en
especial a procedimientos para diagnosticar encefalopatias esﬂ:)ongiformes
transmisibles en animales bovinos, la ensenanza técnica es aplicable igualmente a
cualquier animal que pueda ser atacado y afligido por el patdégeno de las n?encionadas
encefalopatias, y es incluido por o tanto en el presente invento.

Las células contenidas en la muestra de sangre abarcan todas}: las células
sanguineas que proceden de una célula tronco hematopoyética, p.ej. linfocitos,
trombocitos, plaguetas o eritrocitos. |

En otra forma especial de realizacion, ¢l procedimiento esta c!aracteri'zado
porque las células dianas son ieucocitos. El término leucocitos incluye, por ejemplo,
leucocitos polimorfonucleares y mononucleares, células cebadas, I’células B o
linfocitos B, células T o linfocitos T y células asesinas naturales (células NK =

natural killer). ;
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En una forma muy especial de realizacidn, el procedimiento esta cara}jlcterizado
porque las células dianas son leucocitos mononucleares. El término de l[eucocitos
mononucleares se refiere en particular a monocitos y macréfagos, células dendriticas
y células de Langerhans. ,

En otra forma especial de realizacién, el procedimiento estd caracterizado
porque las células dianas son leucocitos polimorfonucleares. Los leucocitos
polimorfonucleares incluyen los granulocitos eosindfilos, neutréfilos y baééfilos.

El invento se refiere ademas a un estuche de ensayo para diagndsiicd con el
fin de detectar encefalopatias espongiformes, que contiene todos los elementos
necesarios para la deteccion de la expresién modificada de una proteina marcadora
para encefalopatias espongiformes transmisibles usando un procedimientc; conforme
al invento. l

El invento se refiere ademds, en particular, a un estuche de en;sayo para
diagndstico, que contiene anticuerpos especificos para una proteina marc?dora para
encefalopatias espongiformes transmisibles. |

El invento se refiere ademds, en particular, a un estuche de ensayo para
diagndstico para diagndstico, caracterizado porque los anticuerpos conformes al
invento son policlonales. j

El invento se refiere ademads, en particular, a un estuche de ehsayo para
diagnédstico, caracterizado porque los anticuerpos conformes al invento son
monoclonales. !

El invento incluye también un estuche de ensayo para diagnésticé conforme

. , . . | )
al invento, que esta caracterizado porque contiene todos los elementos necesarios

para detectar expresion modificada de la proteina marcadora PrP-sen con un
’ }

procedimiento conforme al invento. '

El invento incluye también un estuche de ensayo para diagnéstic;o conforme
al invento, que esté caracterizado porque contiene todos los elementos necesarios
para detectar la expresion modificada de la proteina marcadora, IFNy, con un
procedimiento conforme al invento. . i

El invento incluye también un estuche de ensayo para diagndstico conforme
al invento, que esta caracterizado porque contiene todos los elementos necesarios
para detectar la expresion modificada de la proteina marcadora, IFNy box_*/ino, con un

procedimiento conforme al invento. |

El invento incluye también un estuche de ensayo para diagndstico conforme
|

I
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al invento, que esta caracterizado porque contiene todos los elementos ne?cesarios
para detectar la expresion modificada de la proteina marcadora, receptor del, laminina
(LR), o de la proteina marcadora, precursor del receptor de laminina (LRPJ), con un
<procedimiento conforme al invento. i
5 El invento se refiere ademés, en particular, a un estuche de ensayo para
diagndstico que es apropiado para la realizacidén de un ensayo inmunitariq n situ.

Un estuche de ensayo para diagndstico es una coleccién de todos los
componentes para un procedimiento de diagndstico conforme al invento. Algunos
ejemplos (que no constituyen una lista exhaustiva) de otros elementos cop el fin de

10 realizar un procedimiento con_forme al invento, incluyen recipientes tales como placas
,:. de 96 pocillos o placas de microtitulacidn, tubos de ensayo, otros gpropiados
recipientes, superficies y substratos, membranas tales como filtros de nitrocelulosa,
reactivos para lavar y tampones. Un estuche de ensayo para diagndstico puede

contener también reactivos que pueden detectar anticuerpos fijados, tales como por

15 ejemplo anticuerpos secundarios marcados, croméforos, enzimas (p.ej. conjugadas
con anticuerpos) y Sus substratos u otras sustancias que son capaceés de fijar

anticuerpos. : i

i El invento se refiere ademdas a un estuche de ensayo para diagndstico
destinado a detectar encefalopatias espongiformes transmisibles, qué contiene
20 oligonucledtidos, capaces de hibridarse en condiciones rigurosas coh el acido
nucleico que codifica-una proteina marcadora para encefalopatias espongiformes
transmisibles, asi como los demas elementos necesarios para ejecutar un procedi-

miento conforme al invento. |

El invento se refiere ademas a un estuche de ensayo para diagndstico
25 conforme al invento, que estd caracterizado porque contiene todos los elementos
necesarios para llevar a cabo una reaccién en cadena de polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR). Dicho estuche puede contener, pero no se limita ademéas de a
tubos de ensayo o placas de 96 pocillos o placas de microtitulacion, otros apropiados
recipientes, superficies y substratos, membranas tales como filtros de nitrocelulosa,
30 reactivos para lavar y tampones de reaccion /que pueden variar en 'el pH vy las
" concentraciones de magnesio), agua estéril, un aceite mineral, BSA (bovine serum
albumin = albimina de suero bovino), MgCl,, (NH,),S0,, DMSO (dimetil-sulféxido),
mercaptoetanol, nucledtidos (dNTPs), enzimas, tales como polimerasa‘de Taqg vy la
transcriptasa inversa y, coma la matriz de ADN, la secuencia de ADN dé la proteina

I
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marcadora o partes de ella, oligonucledtidos especificos para una proteina marcadora
conforme al invento, una plantilla de control o testigo, DEPC-agua, DNA@, RNAsa
y compuestos adicionales conocidos por un profesional experto.

Los oligonucledtidos conformes al invento son cortas moléculasl de &cidos
nucleicos con una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 100
nucledtidos, que se fijan en condiciones rigurosas con la secuencia de acido nucleico
que es complementaria con una proteina marcadora. Por condiciones rigurosas un
experto en la materia entiende condiciones que seleccionan una homologu’a de mas
de 85 %, preferiblemente mas de 90 % (compérense Sambrook y colaboradores
{1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, y Bertram, S. y Gassen, H.G.
Gentechnische Methoden, Editorial G. Fischer, Stuttgart, Nueva York, f991).

El invento se refiere ademds a un estuche de ensayo para diagndstico
conforme al invento, que contiene oligonucledtidos, que son capaces dejé hibridarse
en condiciones rigurosas con el acido nucleico que codifica la PrP-sen.

El invento se refiere ademas a un estuche de ensayo para cjﬂiagno’stico
conforme al invento, que contiene oligonucledtidos, que son capaces de hibridarse
en condiciones rigurosas con el dcido nucleico que codifica el IFNy. |

El invento se refiere ademas a un estuche de ensayo para diagnéstico
conforme al invento, que contiene oligonucledtidos, que son capaces de hibridarse
en condiciones rigurosas con el dcido nucleico que codifica el IFNy boviho.

El invento se refiere ademds a un estuche de ensayo para Biagnéstico
conforme al invento, que contiene oligonucledtidos, que son capaces de hibridarse
en condiciones rigurosas con el dcido nucleico que codifica el receptor de laminina
(LR) o el precursor del receptor de laminina (LRP). '

En otra forma de realizacidn,. el presente invento se refiere alviuso de un
anticuerpo que es especifico para PrP-sen en un procedimiento conforme al invento.

- En otra forma de realizacidn, el presente invento se refiere all uso de un
anticuerpo que es especifico para IFNy en un procedimiento conforme al invento.

En otra forma de realizacion, el presente invento se refiere al_’ uso de un
anticuerpo que es especifico para IFNy bovino en un procedimiento ¢onforme al
invento. '

En otra forma de realizacion preferida, el presente invento se refiere al uso de

un anticuerpo que es especifico para el receptor de laminina (LR) o el p[recursor del
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receptor de laminina (LRP) en un procedimiento conforme al invento.

En otra forma de realizacidn preferida, el presente invento se refie;e al uso de
oligonucledtidos que son capacas de hibridarse en condiciones rigurosas c:on el acido
nucleico que codifica IFNY en un procedimiento conforme al invento.

En otra forma.de realizacion preferida, el presente invento se refiere al uso de
oligonucledtidos que son capaces de hibridarse en condiciones rigurosas ¢on el 4cido
nucleico que codifica IFNy bovino en un procedimiento conforme al invento.

En otra forma de realizacion preferida, el presente invento se refiere al uso de
oligonucledtidos que son capaces de hibridarse en condiciones rigurosas con el 4cido
nucleico que codifica el receptor de laminina (LR) o el precursor del receptor de
laminina {LRP) en un procedimiento conforme al invento.

Otra forma de realizacion preferida es el uso del estuche de eq\sayo para
diagnéstico conforme al invento para detectar encefalopatias espongiformes
transmisibles en el diagndstico de encefalopatias espongiformes humanas y animales

o para medidas de control epidemioldgicas de BSE o rascazdn endémical
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Eiemplo 1: Diagnéstico de BSE mediante la expresién aumentada de proteinas

marcadoras especificas en leucocitos aislados |

El siguiente Ejemplo describe el diagndstico de una BSE en animales bovines
por determinacién de la expresion aumentada de las proteinas marcadoras PrP**" o
IFNy o del (precursor del) receptor de laminina (LR{P)) en leucocitos mLJnonucleares
(MN) o polimorfonucleares (PMN) aislados.

Aislamiento de leucocitos mononucleares (MN) v polimorfonucleares (PMN)

procedentes de sangre entera de bovino

Estas células especiales de la sangre se aislan por dos etapas de centrifuga-
cién, siendo la dltima una centrifugacién en gradiente de densidad con el fin de
obtener el denominado "buffy coat” = {revestimiento anteado), segujdo por la lisis

de los eritrocitos.

Etapa 1: Muestras de sangre

Las muestras de sangre (en un volumen de aproximadamente 400 ml) se
extraen de los animasles y se colocan directamente en un recipiente éspecia!. Este
recipiente ya esta provisto de una mezcla de glucosa y citrato: glucosa 68 mM,
citrato de tri-sodio 37,4 miM, acido citrico 17,4 mivi, ajustado a pi'H 7.3, como
anticoagulante. La sangre vy el anticoagulante e2stan en una relacié:*ll de 6:1. Las
muestras de sangre se envian inmediatamente al laboratorio para el aislamiento de

las células. i

Ltapa 2: Concentracion de los leucocitos i
1* centrifugacion
Exactamente 40 ml de sangre entera de un animal bovino, tratada con un

anticoagulante, se colocan en un tubo de ensayo para centrifugaciqL)n de 50 ml de

capacidad, esleril y cerrable herméticamente, y se centrifuga a 2.400 rpm durante 20

minutos & la temperatura ambiente en una centrifuga rotatoria sin freno. ILa centrifugacion

deberia prolongarse durante 5 minutos por cada hora (hasta 3 horas) en que se hayan

almacenado las muestras de sangre después de su recogida.
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Esta primera centrifugacion conduce a la formacién de tres bandas separadas:
]

+

Banda superior - suero

Banda central - leucocitos (los denominados "anteados”)

Banda inferior - eritrocitos
Medio para centrifugacion por densidad: |

Con el fin de aislar los leucocitos se puede usar un medio comercial clasico.
Los autores del invento hemos utilizado NYCOMED Lymphoprep® ,con?una densidad
de 1,077 g/ml.

El suero es cuidadosamente retirado y congelado profundamente a -20°C para
analisis ulterior. La capa de leucocitos es retirada y colocada en un fuevo tubo de

ensayo para centrifugacion. |

22 centrifugacién |

Exactamente 15 mi de los leucocitos procedentes de la primera ¢entrifugacion
se extienden sobre 35 ml de NYCOMED Lymphoprep®, con una densipad de 1,077
g/ml en un tubo de ensayo para centrifugacion de 50 ml de capacijdad, estéril y
cerrable herméticamente.

Centrifugacion:  2.400 rpm /20 min - a (TA) en una centrifuga sin!freno.

La centrifugacién se deberia pfolongar en cada caso durante ? minutos por
cada hora (hasta 3 horas) en la que se hayan almacenado las muest‘lras de sangre
después de su recogida. :

Esta 2° centrifugacion conduce a la formacion de cuatro band'bs separadas.
De arriba hacia abajo
1?2 banda - suero (residual) |
2? banda - leucocitos mononucleares {(monocitos y linfocitos = anteados)
3? banda - interfase de medio i

4? banda - leucocitos polimorfonucleares y eritrocitos (residuales)

l

Etapa 3: Separacion de los leucocitos mononucleares (MN) |
La banda 2 contiene monocitos vy linfocitos, y es succionada cuidadosamente
mediante una pipeta estéril de Pasteur y transferida a un tubo de ensayo para
centrifugacion estéril, de 50 ml de capacidad. Las células se lavan dors veces con el

mismo volumen de PBS (solucidén tamponada con fosfato - phosphate-buffered
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‘Centrifugacion:  2.400 tpm /10 min / 10°C

o\
o

saline) estéril y se centrifugan a 2,000 rpm: / durante 15 min / a 10°C. Las células
sedimentadas se vuelven a suspender en HBSS (Hanks dalanced salt sciution =solucion

salina equilibrada de Hanks con NaHCOs, sin rojo de fenol). La vitalidad y el numero de

|

|
|

células se determinan usando azul de Trypan.

Etapa 4: Separacion de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) |

Después de que hubo sido separada con pipeta la banda 2, se retffan también
por succidn las bandas 1 y 3. La mezcla de PMN v eritrocitos se diluye luego a tres
veces con un tampodn estéril para lisis de eritrocitos (ELB, de Eryz‘hz‘rc;cyte Lysing
Buffer, a base de KHCO, 8,9 mM, NH,Cl 154,9 mM y EDTA 0,01 mM), se mezcla
cuidadosamente y se incuba durante 10 min a TA.
Centrifugacion: - 2.400rpm /10 min / 10°C

El material sobrenadante se desecha y el sedimento se vuelve a ;uspender en
20 ml de tampdn ELB, se mezcla, se incuba y se centrifuga de nuevo. |

El material sobrenadante se desecha v el sedimento se lava con 20 ml de
HBSS (como antes, pero con la adicién de MgCl, 1 mivl). |
Centrifugacion: ?.400 rpm /8 min/ 10°C i

El material sobrenadante se desecha y las células se vuelven a s"uspender en
HBSS. La vitalidad v el nimero de células se determinan con azul de Trypan.
|

Resultados: Numeros de células

Tipo de células Nimero de células/ml de sangre Vitalidad
1. vIN 2,25 x 10° > 93 %
2. PMN 4,03 x10° > 98 %

Las siguientes mediciones se realizaron con los leucocitos MN y PMN aislados
de animales infectados con BSE:
I Expresion aumentada de la isoforma celular de la proteina de pi'iones, Prp®e”
i, Expresion aumentada de la proteina interferéon-gamma, IFNy l

{11, Expresion aumentada del (precursor del) receptor de laminina, @.R(P))
|

v
i

I
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I. Expresién aumentada de la isoforma celular PrP**"

El régimen de expresion de PrP*" en leucocitos aislados proéedentes de
animales testigos y de animales infectados con BSE se mide mediante un andlisis por
borrén de Western (Harmeyer S. y colaboradores, J. Gen Virol 1998, 79, 937-945).
Se usa un revelado cromadgeno. | |

|
Disgregacion de las células:

Los leucocitos aislados se homogenizan en una solucién de sarcosilo al 2% (Sigma, St
Louis, EE.UU.) durante 10 min / 4°C. La preparacién homogeneizada asi obtenida se
sedimenta a continuacion a  14.000 rpM /40 min/ 4°C. El material sobrenadante se
filtra con succién y se almacena a -20°C.

Se determiné la concentracidon de proteina de la preparacién hoﬁ:n,ogeneizéda
y todas las muestras se normalizaron a un patyén de 6 mg/ml de ;protel’na. Se
cargaron exactamente 60 pg del material homogeneizado dentro de cada pocillo.

Para la deteccion se emplea o bien el anticuerpo monociopal 13 o el
anticuerpo monoclonal 742. Los anticuerpos se describen detalladamente en la
publicacién antes mencionada. La dilucién del anticuerpo es en cada claso de 1:10.

El anticuerpo secundario usado en este lo constituyeron‘ anticuerpos

. S |
conjugados con AP en una dilucién de 1:3.000. '

Resultados:

Se mostro que la expresion de proteina de PrP**” estd aumentadla manifiesta-
mente en leucocitos tanto MN como también PMN de animales infectédos con BSE
en comparacion con animales testigos sanos (véase también el borrén de Western

de la Figura 1 con muestras de otros animales bovinos).

Caso n°/ muestra  Estado en cuanto a BSE Expresion aumentqda de Prp*"
4372 positivo si :
4471 positivo Si |
4401 sospechoso s
Negativo
Testigo negativo no ‘
negativo '




10

15

20

25

30

W

- 17 -

I1. Expresién aumentada de IFNy
La expresion aumentada es medida de dos maneras:
- medicion de la proteina mediante ELISA
- medicién del ARNm especifico mediante RT-PCR |
1. Medicién de IFNy mediante ELISA |

Se usa un ELISA comercial producido por CSL Veterinary Ltd, Melbourne,

Australia.

Resultados: |
Estado de BSE Numero de los animales IFNY (pg/ml)
Positivo para BSE 9 314,0 £ 78,2
Sospechoso de BSE 9 504,0 £ 109,7
Negativo para BSE 13 0,0 £ 0,0

i
i

2. Medicidon del ABRNm de IFNy usando una RT-PCR ,

P

El aistamiento del ARN (procedente de la fraccién total de ledcocitos) vy la
subsiguiente RT-PCR se llevan a cabo de acuerdo con métodos clasicos (Yi-Jun Shi
y Jing-Zhlong Liu, Genet. Anal. Tech. Appl.,, 1992, 9, 149-150; Izraeli S. vy
colaboradores, Nucl. Acid. Res. 1991, 21, 6051; Michel U. y colaborqadores, Anal.
Biochem. 1997, 249, 246-247) con las modificaciones descritas seg;idamente.
Aislamiento del ARN: |

Para aislar el ARN total se usa el Sistema Promega (n° de catdlogo G3191).
ADNc (reaccion con RT) :

Muestras aisladas de ARN se transcriben inversamente usando el Sistema de
Transcripcion Inversa = "Reverse Transcription System" de Promega (n° de catdlogo
A3500). j
Reaccion de PCR:

Con el fin de determinar el ARNm especifico se emplea una dob}e reaccion en

cadena de polimerasa ("nested PCR" = PCR anidada"). !

Los cebadores de IFNy usados para esto fueron: |
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FW1 (IFMF1) 5 ' GGAGTATTTTAATGCARGTAGCCC 3 ‘
TW2 (IFNF2) 3 GTAGCTAAGGSTEGGCCTCT 2 }
RV {IFNR1) 5 'GCT-TCCGEGCCTCGAMAGAGATT 3¢

El producto de PCR que es de esperardeberia tener una longitud de 357 pares

de bases {(pb). };

Resultados: !
El ELISA del IFNy es confirmado inequivocamente por esta RT-PCR, es decir

que en los animales infectados con BSE el IFNy ha sido aumentado cla;ramente.

La Figura 2 representa la RT-PCR de un ARNm de los leucocitos totales en
sangre entera con las muestras de los animales bovinos 4372 y 441.
Il. Expresién aumentada del {precursor del} receptor de laminina, LR(P)

La expresion se midid a través de una RT-PCR. Esta reaccion ingluye también
la deteccidon de LRP asi como también de LR.

La secuencia bovina de LRP o LR no ha sido todavia descrita. $in embargo,
estd proteina estd altamente conservada en mamiferos. Se compararon por lo tanto
los datos publicados de secuencias de la LR humana asi como tambiénjde la murina.

Basandose en este andlisis de los datos se establecio la siguiente secuencia de

cebadores: | |
Cebadores 3
Hacia adelante 5' AAGAGGACCTGGGAGAAGCT 3°

Hacia atras 5' CCTTCTCAGCAGCAGCCCTGC 3 |

Producto esperado: 517 pb

Aislamiento del ARN

Como se ha descrito en el punto 1.2 J

ADNCc (reaccion con RT) ]

Como se ha descrito en el punto 11.2



Reaccion PCR

Reaccidn sencilla correspondiente a los métodos clasicos

Resultados:
5 |
. :
Caso n°/ muestra Estado de BSE Expresion aumentada de LRP/LR
4471 positivo Si :*
58193 , positivo Si
5621 sospechoso {si)
10 5054 sospechoso si
Testigo (462) negativo no :
|
E’ Estos resultados se representan en la Figura 3.
|
15 IV. Clonacion y expresion del (Precursor del) Receptor de Laminina, LR(P), para
generar anticuerpos especificos contra LR. {
Desarrollo de cebadores hacia LR: ;
Los cebadores hacia LR bovina se disefan para amplificar el gen J_sntero de LR
o 20 (N° de acceso al Genebank: S 374431). Los cebadores se disefiaron a partir del gen
de la proteina c10 bovina {(N° de acceso al Genebank: M 64923). ’

En los cebadores para LR seguidamente definidos, sus sitios de restriccion
aparecen en una casilla. Basandose en estos sitios de restriccion es;posible una
clonacidn directa en el seno de E.coli. |

25 Los cebadores disenados para LR se usaran para amplificar la LR procedente

b

|

del ARN celular total aislado a partir de sangre bovina entera. 1

La secuencia para los tres cebadores se puede ver seguidamente:

|

LRPF1 5' ATTTCTCGAGTGTCCGGAGCCCTTGATGTCC 3

LRPRA1 S ATTGRATTCTTTACGACCACTCGGTGGTSEGT 3 '

LRPR2 5' ATTTTCTAGAAACGACCACTCCGTGGTTCC & t
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Sitios de restriccidn: El cebador LRPF1 puede ser cortado por Xho, el cebador LRPR1

puede ser cortado por Eco R1, mientras que el cebador LRPR2 puede ser cortado per
' i

I
!

Xba 1.

RT-PCR y clonacién del gen de LR bovino f

Los cebadores para LR se suspenden de nuevo en agua este’éril hasta una
concentracién final de 50 ng/mi. ;

El ARN de leucocitos bovinos se aisla a partir de fracciones de los leucocitos
totales de sangre bovina entera. %

5 pg de ARN se tratan con DNAsa (Gibco BRL) y se lleva a cabo una
transcripcién inversa usando un Estuche de Reverse Transcription Kit'(Promega, N°
de catdlogo; A3500). Las Reacciones en Cadena de Polimerasa (PCI:?) se llevan a
cabo usando LRPF1, LRPR1 y LRPR2. |

PCR: 35 ciclos, temperatura de reanillado 50°C. ’

Los fragmentos amplificados obtenidos después de la PCR se h;acen pasar por
gel de agarosa al 1 % para determinar su tamano de fragmentos$. Las bandas
resultantes se purifican en gel, se comprueban de nuevo en cuanto a su tamafio y los
fragmentos se retiran desde la agarosa y se vuelven a suspender en:lO Ul de agua
estéril.

Los fragmentos amplificados se ligan dentro del vector pGEM-T (Boehringer
Mannheim Ligation Kit). ,

Todos los clones se secuencian y se ha demostrado que son'del gen de LR.

Se ha llevado a cabo la subclonacién dentro de los vectore:s de expresién
pBAD,, v pTrcHis (ambos obtenidos de Invitrogen Ltd.) y los clones se estén
examinando actualmente en cuanto a la presencia de insertos. i

|

Disernio de péptidos para el desarrollo de anticuerpos para LR: :

Se disefnan cuatro péptidos para utilizarlos en el desarrollo de a’inticuerpos para

I
el Receptor de Laminina (LR).

Estos peptidos se disefian usando la proteina ¢10 bovina N° de acceso al Genebank:
M 64923; proteina Id. AAA62713.1) "
Un programa de ordenador {(Antheprot) que predice la estruo:tura, y los sitios
hidréfobos, hidréfilos y antigénicos de una proteina se usa para disefiar los péptidos.
Los parametros principales que se concentran para la seleccion de dos de los

1
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H

situacion en las regiones terminales de C y N de la proteina.

Péptido 1141 MSGALDVLQOMKEEDVLKFLAGC

(Terminal de Amino) Correspondiente a los residuos de aminoédcidos 1-20 desde el

axtremo terminal de amino de la proteina. !

f
1
!

Punto Isoeléctrico (pl) de 4,32.

i

Péptido 1142 RLLVVTDPRADHQPLTEASYGC

t

(Antigénico) Correspondiente a los residuos de aminoécidos 120 - 140 seleccionados

3

a partir de una regidn antigénica de la proteina.

Punto Isoeléctrico (pl) de 5,38.

Péptido 1143 KKEEQAAEKAVTKEEFQGEWGC
(Hidréfilo y antigénico) Correspondiente a los residuos de aminoécidos 212-231

seleccionados a partir de una regién hidréfila y antigénica de la protq’i’na.
Punto Isoeléctrico (pl) de 4,48. ’

'
i

Péptido 1144 FTAAQPEVADWSEGVQVPSVGGC ’

(Terminal de Carboxi) Correspondiente a los residuos de aminoacidos 238-257

seleccionados a partir de la region terminal de carboxi de la proteina.
i

Punto Isoeléctrico (pl) de 3.58.

i
i
y

Cada péptido es conjugado con imject @ Proteina Portadora de Ovalbumina Activada

i

por Maleimida (Pierce Warner Ltd.) de la siguiente manera. ;

Los péptidos se disuelven hasta una concentracién final de 10 mg/ml en

Na,HPO, 100mM (de pH 7,2). }

Se disuelve Imject ® Proteina Portadora de Ovalbuming Activada por
Maleimida hasta una concentracion final de 10 mg/ml en agua estéril.
i

El péptido y la Ovalbumina se dejan conjugar durante 2 horas a la temperatura

i

ambiente.

Despueés de la conjugacion la solucién de proteina conjugada se dializard en
un volumen 500 veces mayor de PBS (pH 7.4) y almacenara a -20°C hata que se
li

requiera.

i
f
i
i
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Produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales

La produccién anticuerpos policlonales y monoclonales se lleva a cabo de una

marniera similar a como lo describen p.ej., Harmeyer S. y colaboradores, J Gen Virol,

1998, ;

i

Expresado brevemente:
En el dia O: Se toman muestras de sangre pre-inmunes antes de la inyeccién

para el examen de anticuerpos anti-LR. f
En el dia 0: Se inyectan por via subcutdnea 0,5 ml de pépti‘do conjugado
suspendido en Adyuvante Completo de Freund (Sigma-Aldrich, N° de catéalogo:
F-5881). ‘
En el dia 14: La primera inyeccién fomentadora de 0,5 /ml de péptido
conjugado suspendido en Adyuvante Completo de Freund (Sigma-Aldrich, N° de

catédlogo: F-5506)
En el dia 21: La segunda inyeccién fomentadora de 1,0.ml de péptido

conjugado en la ausencia de adyuvante.

Eneldia 31: Se toman muestras de Sangre de Ensayo para €l control de los

!

anticuerpos producidos.

Sistema ELISA para la medicion de proteinas-marcadoras
La tecnologia ELISA es especiailmente apropiada para la medicién de
proteinas-marcadoras de BSE. En este caso especial seran separadas las células de

la sangre que lleven estas marcadoras sobre la superficie celular.

Procedimiento de separacion de las células

La subdivision de sub-clases de leucocitos MN y PMN (células dianas) se
conseguirad usando un agotamiento con glébulos inmuno-magnéticos ((Dynabeads @).
Los globulos seran revestidos con anticuerpos especificos para tipos de células de

leucocitos bovinos.

Expresado brevemente:

- vy i .
- Se anaden a la muestra de sangre Dynabeads especificos para células.
- Se capturan inmunitariamente las células dianas. !
¢
= Se separan magnéticamente las células dianas. |

- Se lavan y concentran células dianas puras. ’
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Medicién por ELISA de proteinas-marcadoras
Se escoge un sistema ELISA, basédndose en el aislamiento de células dianas

usando anticuerpos especificos para la captura especifica de células dianas:

Se revisten placas de microtitulacidn con anticuerpos de captura primarios

especificos para marcadoras superficiales de células dianas.

Se incuba con células que expresan marcadoras superficiales de células

i

dianas. Se efectla una fijacion a un anticuerpo de captura primario.

Después de la captura de células, se incuba con un un anticuerpo secundario

biotinilado dirigido contra la proteina-marcadora de BSE.

. ’ ., . ‘- -
Se incuba con la proteina de deteccidn conjugada con una enzima. Se afiade

4

un substrato y se mide por un lector de ELISA.
{



REIVINDICACIONES

1. Estuche de ensayo para diagnédstico con el fin de detectar encefalopatias
espongiformes transmisibles, caracterizado porque contiene todos los elementos necesarios
para la deteccién de la expresién modificada de una proteina marcadora para encefalopatias

espongiformes transmisibles, en donde estos elementos son 1tiles para al menos una de las

t

siguientes etapas

i

a) tomar una muestra de sangre de un mamifero vivo, _

t

b) concentrar células objetivo desde esta muestra de sangre, "
¢ determinar la expresién de una proteina marcadora para encéfalopatias

|

f

espongiformes transmisibles en las células objetivo,

d) comparar el valor obtenido con el valor de control.

i

2. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindicacién 1,

caracterizado porque éste contiene anticuerpos especificos para una proteina marcadora para
i

’ . . . i
encefalopatias espongiformes transmisibles.

i
{
. 7’ . e . s,
3. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo con la reivindicacién 2,
i

caracterizado porque los anticuerpos son policlonales. I'
i

f

. , . « o “ « s
4, Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindicacién 2,
caracterizado porque los anticuerpos son monoclonales. '
I
|
i

. ’ N of . . .
5. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo con una de las re1fvmd1cac10nes

1 a 4, caracterizado porque éste contiene todos los elementos necesarios paxl‘a detectar la

. , |
expresion alterada de la proteina marcadora PrP-sen.
i

!
i

6. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo con una de la reivindicaciones 1
]

a 4, caracterizado porque éste contiene todos los elementos necesarios para detectar la

expresién modificada de la proteina marcadora IFNy. '
!

'
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7. Estuche de ensayo para diagndstico de acuerdo con la re1v1nd1cacl,10n 6,

caracterizado porque la proteina marcadora es IFNy de bobino. ‘

i

8. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo con una de a reivindicaciones 1

f

a 4, caracterizado porque éste contiene todos los elementos necesarios para detectar la

f
expresién modificada de la proteina marcadora receptor de laminina (LR) o de la proteina

marcadora precursor del receptor de laminina (LRP). i
i

9. Estuche de ensayo para diagndstico de acuerdo a una reivindicacionés 1 a 8,

P

caracterizado porque el estuche de ensayo es adecuado para llevar a cabo un' ensayo

i
i

inmunitario in situ.
i

!

10. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindic?cién 1,
caracterizado porque éste contiene oligonucledticos que son capaces de hibridarse en

condiciones rigurosas con el acido nucléico que codifica una proteina marcadora para

1

encefalopatias espongiformes transmisibles. i

t

i

. , T
11. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindicaciéon 10,
caracterizado porque el estuche de ensayo contiene todos los elementos necesarios para llevar

a cabo una reaccién en cadena de primerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).
i

f
12. . Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindicacién 10 U 10

caracterizado porque la proteina marcadora es PrP-sen. :
|
!

13. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo una de las reivindicationes 10 a

|

11, caracterizado porque la proteina marcadora es IFNy. r
|

t

14. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivind:icacién 13

!

caracterizado porque la proteina marcadora es IFNy. _
I



i

¢

15. Estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a una cualquiera de las

reivindicaciones 10 a 11, caracterizado porque la proteina marcadora es el re?eptor de

laminina (LR) o el precursor de receptor de laminina (LRP). !

i
i
16. Estuche de ensayo para diagndstico de acuerdo a la reivindicacién 15,
. , . |
caracterizado porque la proteina marcadora es bovina.

i

!

17. Utilizacién de un anticuerpo que es especifico para  PrP-sen para la

I
elaboracién de un estuche de ensayo para diagnéstico de acuerdo a la reivindicacion 5.
i

18. Utilizacién de un anticuerpo, que es especifico para IFNy para la elaboracién de
I

un estuche de ensayo para diagndstico de acuerdo a la reivindicacion 6.

19. Utilizacién de un anticuerpo, que es especifico a IFNy bovi_ho para la

elaboracién de un estuche de ensayo para diagndstico de acuerdo a la reivindicacién 7.

20. Utilizacién de un anticuerpo, que es especifico para el receptor de laminina

(LR) o el precursor del receptor de laminina (LRP), para la elaboracién de uri estuche de
!

ensayo para diagndstico de acuerdo a la reivindicacién 8. i

i

t
21. Utilizacion de oligonucleétidos que son capaces de hibridarse eq’ condiciones

rigurosas con el acido nucléico que codifica el PrP-sen, para la elaboracién de un estuche de

r

ensayo para diagnoéstico de acuerdo a la reivindicacion 12. |
i

22. Utilizacidn de oligonucleétidos que son capaces de hibridarse er:l condiciones
rigurosas con el acido nucléico que codifica el IFNy, para la elaboracién de un estuche de

ensayo para el diagnéstico de acuerdo a la reivindicacién 13. |
;

I

23. Uso de oligonucleétidos que son capaces de hibridarse en condiciones rigurosas
i

con el 4cido nucléico que codifica el IFNy bovino, para la elaboracién de un estuche de ensayo

|

para el diagnéstico de acuerdo a la reivindicacién 14. ;
1
)



24, Utilizacién de oligonucledtidos que son capaces de hibridarse bajo condiciones

rigurosas con el 4cido nucléico que codifica el receptor de laminina (LR) o el precursor del

receptor de laminina (LR), para la elaboracién de un estuche de ensayo para diagnéstico de

i
|
!
!

acuerdo a la reivindicacion 15.

25. El uso de un estuche de ensayo para diagnédstico de acuerdo a cualquie%a dela

c e a. . ., , . .y ql '
reivindicaciones 1 a 16 para la deteccion de encefalopatias espongiforme transmisibles para
i

diagnosticar encefalopatias en humanos y en animales para tomar medidas de ‘control
r’
epidemiolégico BSE o rascasén endémica. '
;

'
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Concepto Técnico no _S1% Clasificacion Internacional de Patentes 4 6/ 8 ol 7/000

!
!

Isfécticado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decision 486 se determinb que

esta solicitud de

SI[X] NOJ
SILX] NOJ
SI{X] NO[
SI[ ] NOJ

SIIX] NO[
SIXI NO[.

Sl ; NOJ

S}l NOJ
sl NO{
SIp NO [

6\ 'Mw)

© Locribho

laes YCIVM e

OB?ERVACIONESYOTROS SI{} NO [ ] verhoja(s) nexa(s)

Patente de Invencion: |
|

]  Contiene un resumen de la invencién (Art.26-e).
]  Contiene el titulo 0 nombre de la invencion (Art.27-d).
] Contiene la descripcion de la invencion (Art.26-b). . *

]  NO ES APLICABLE [ X] )( Contiene los dibujos necesarios para comprender la invencion
 (Art26-d)

]  Contiene una 0 mas reivindicaciones. (Art.26-c).

] NO ES APLICABLE [ ] Han sido desarrollados los productos ylo pro,cedlmlentos a partir
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los Paises
Miembros es pais de origen. (Art. 26- h). |

1 NO ES. APLICABLE [X']Los productos y/o procedimientos hanf sido obtenidos o

desarrollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, 0 locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establecido en la
Decision 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes.(Art26:+i).

] La invencion se refiere a un producto relativo a un material biologico. (Art26-J).
] La prioridad coincide con la materia reivindicada. :
] - CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS :
|
i
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s 130-152 n vU Co o

modiﬁfﬂcro € €"l as yemwc/rcacr\c/?nea 4,2,~4,:} 12, 26-2),10, €elmme
crones 20-23 , gw laxan, (o3 gwe;f-am\g% ]

nekan  NeTs 'T?Jw s de ;%'cf)lvovev% [Frapi oc% pimra

R
202039

BogotaD. C.,

CN'COTergdﬁ rolos 15%,158 Y " |
J Dlfcacro ) 1549.
@ re 20: JO[W"?U?’ la soircr'ho‘ fO’fO 127

HAovzo 20/02,

|
!
i
I
I

i

Carrera 13 No. 27-00 Piso'5 y 10
Conmutador: 334 12 21234 -

Fax: 281-31 25 e-mail: info@sic.gov.co ’
Santa Fe da BRnanta D € . Cnlambhia



T \9Y

Industria y Comercio

"SUPERINTENDENCIA

Folio 1’81/
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Bogot4, D.C. - \. Y01z 06221
Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a) ;
REFERENCIA: Radicacion No. 00-29093

Tramite 002

Evento 001

Actuacion 416

Oficio No. 686

Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el expediente
indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos en los articulos 26 y 27 de la
Decision 486 de la Comisién de la comunidad andina, y en las demas disposiciones vigentes sobre
la materia, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de comunicaciones para efecto de su
publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma
Decision. '

Cumplase - .
Dado en Bogota, D.C.,alos : wnlt

ALIX CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la'Division de Nuevas Creaciones

Bogot4, D.C., fn ¢ C/ 700 El extracto de esta solicitud fue publicado en el nimero 5/ 7 dela
Gaceta de Propiedad Industrial, de fecha 29/0 ¢ /2007 . Eltémmino habil sefialado por la ley

expird el »2‘156 f»/ 2007 ySl__NOX _se presentaron oposiciones por parte de terceros.
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