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COMPOSICIONES Y METODOS PARA DIAGNOSTICO TEMPRANO DEL

EMBARAZO

REFERENCIA RECIPROCA A LA SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reclama la prioridad de la solicitud provisional de E.U.A.
No. de Serie 31/013,303 (presentada el 13 de diciembre del 2007), la descripcion

completa de la cual se incorpora n al presente invencion como referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generalmente a los campos de
medicina veterinaria, biologia reproductiva y diagnostico. Mas especificamente, la
prasente invencion se refizre a métodos y composiciones para la deteccion del

embarazo en las primeras etapas.

4245
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TECNICA ANTERIOR RELACIONADA

El diagnéstico del embarazo permite un buen manejo reproductivo en
la industria lactea y de la carne. En general, la inseminacién artificial es exitosa
menos del 50% de las veces y el productor debe, ya sea basarse en los signos
evidentes de ratorno al estro (que son faciles de perder) o retrasar la recria hasta
que s& confirme la falla en =l embarazo por uno de los métodos anteriormente
descritos. Dichos retrasos son extremadamente costosos y constituyen una gran

pérdida econdmica a la industria.

Por mucho tiempo s= ha huscado una prueba de embarazo precisa
para el ganado, que se puzda realizar temprano y que tenga pocos falsos
positives. Varias pruebas de embarazo estan disponibles, incluyendo un ensayo
de progestsrona en leche (Oltenacu et al., 1990; Markusfeld et al., 1990), analisis
de sulfato de estrona (Holdsworth et al., 1982; Warnick et al., 1995), palpabién

rectal (Hatzidakis et al., 1993), ultrasonido (B=al et al., 1992; Cameron y Malmo,

1693), y examenas de sangre para los antigenos especificos del embarazo.

Cada uno de estos procedimientos no ha satisfecho por completo las

expectativas &n cuantd a su uso practico, en la granja. Por ejemplo, las
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medicionas de progestarona en leche o en suero aproximadamente al dia 18-22
producen tasas inaceptablemente altas de falsos positivos (Oltenacu et al., 1990,
Markusfeld =t al., 1990). La palpacion rectal se puede utilizar para detectar un
embarazo tan temprana come al dia 35, pero ests procedimiento puede conducir a
una mortalidad embrionaria del 5-10% o mayor (Oltenacu et al., 1990; Hatzidakis
et al., 1693). La palpacion rectal al dia 50 causa menos dafio a los embriones,
pero solamente tiene valor econémico marginal debido a su etapa tardia (Oltenacu
et al., 1990). El ultrasonido tiens una ventaja sobre la palpacion rectal eén cuanto a
precision, particularmente antes del dia 45 (Beal et al., 1992; Cameron y Malmo,
1993), pero el instrumento es costoso, su uso requiere de un entrenamiento
considerable, y hay un rigsgo finito a los animales. Un procedimiento relacionado,
la ultrasonido Doppler, es mas precisa que la palpacién rectal (Cameron y Malmo,
16093), pero una vez mas, necesita de personal hien entrenado. La presencia de
sulfato de estrona en la orina o suero provee otra prueba, pero solamente es Util
después de 100 dias a medida que las concentraciones aumentan (Holdsworth et

al.,, 1982; Warnick =t al., 1995).

El descubrimiento de la proteina B especifica del embarazo (PSP-B)
(Butler et al., 1882) provee un nueve método para el diagnéstico del embarazo, ya

que podria detectarse en la sangre de vacas prefiadas en la cuarta semana del

|
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embarazo (Sasser =t al., 1986; Humblot et al.,, 1988). Otros han desarrollado
inmunoensayos  que  se  pueden bhasar en un antigeno idéntico o
inmunoldgicamente similar (Zoli =t al., 1992a; Mialon et al., 1993; Mialon et al.,
1694). En un caso, &l antigeno (Mr. ~67 kDa) fue llamado glicoproteina asociada al
embarazo de bovino (boPAG, actualmente hoPAG-1) (Zoli et al., 1992a), en el
segundno caso, fue designada como la protsina 60 en suero por embarazo
(PSPAO) (Mialon «t al., 1993; Mialon &t al., 1994). Los inmuno&nsayos para PSP-
B/boPAG1/PSPA0 tiznen ciertas desventajas. Primero, un diagndstico positivo en
la cuarta semana del embarazo sigue siendo un tanto incierto debido a que las
concentraciones del antigeno &n la sangre son bajas y variables en cierta medida.
En segundo lugar, las concentraciones de boPAG1 se elevan notablemente a
término (Sasser et al., 1933; Zoli et al.,, 1992a; Mialon et al., 1993) y, debido a la
larga vida-media de la maolécula en circulacion (Kiracofe et al., 1993), el antigeno
aun pueds detectarse §0-100 dias después del parto (Zoli &t al., 1992a; Mialon et
al., 1993; Mialon &t al., 1994; Kiracofe &t al., 1993), comprometiendo el diagnéstico
del embarazo en vacas reproducidas =n <l periodo postparto temprano. Por lo
tanto, la prusba s= pusde llevar a cabo en vacas lecheras a los 30 dias solamente
si la inseminacion artificial ("Al") se lleva a cabo en o después de 70 dias post-

parto.
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Las glicoproteinas asociadas al embarazo (PAGs) estan
astructuralmente relacionadas con la pepsina. Se cree que se limitan a los
mamiferas con pezufa (ungulados) y se caracterizan por ser expresadas

especificamente en la capa de la célula epitelial externa (corion/trofectodermo) de
la placenta (Green =t al.,, 2000; Hughes &t al., 2003; Xie et al., 1997). Al menos
algunas PAGs son cataliticamente inactivas como proteinasas, aunque cada una
parece tener una hendidura capaz de unirse a los péptidos (Guruprasad et al.,
1996). Se estima que las reses, ovajas, y muy probablemente todos los rumiantes
Artindactila posesn docenas de genes PAG. Las PAGs son altamente diversas en
sU secusncia, con regiones de hipervariabilidad confinadas en gran medida a los

bucles expusstos en la superficie.

Las glicoproteinas  asociadas al  embarazo de  hovino
(boPAGs/PSPB/PSPE0Q) fuercn descubiertas en los intentos por desarrollar
prugbas de embarazo para &l ganado (Butler &t al., 1982; Sasser et al., 1986; Zoli
at al., 1991; Zoli et al., 1992a). En cada intento, los conejos fueron inyectados con
extractos de los cotiledones de la placenta, y los anticuerpos no dirigidos contra
antigenos placentarios se remavieron por adsorcién con extractos de tejido de

animales que no =stan embarazados. Los antisueros resultantes proveyeron la
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hase de una prusha de embarazo precisa para el ganado y ovejas tan pronto

coma un mes después de la inseminacion.

Incluso en los estudios iniciales (Butler et al., 1982; Zoli et al., 1991,
Xie et al, 1991; Xie ot al.,, 1994; Xie et al., 1995), estaba claro que las bhoPAGs
eran heterogéncas en peso molecular y carga, y conforme mas isoformas son
purificadas, se vuslve evidents que difieren en sus secuencias amino terminal
(Atkinson et al., 1993; Xie et al., 1997a). La seleccién adicional de la hiblioteca ha
revelado transcritos adicionales en los rumiantes (Xie et al., 1994; Xie et al., 1995;
Xie =t al., 1997b) y la existencia de PAGs en especies no rumiantes, tal como el
cerdo (Szafranska et al., 1995). Las proteinas semejantes a PAG (también
conocidas como “pepsindgeno F” o “pepsina F') se han descrito en el caballo y el
gato (Green et al., 1999; Guruprasad &t al., 1996). Entre las PAGs de bovino que
g han desacrito estan boPAG2, hoPAG4, boPAGS, hoPAGH, boPAG7, hoPAGY,
boPAG7v; boPAGYv; boPAG15;, boPAG16; boPAG17; boPAG18; boPAG19;
hoPAG20 vy boPAG21 (Patente de E.U.A. 6,869,770). La informaciéon sobre los
métodos para el diagnéstico de embarazo temprano mediante analisis para dichas
PAGs s= puede encontrar en, por gjemplo, la Patente de E.UA. 5,869,770 y

Solicitud de Patente de E.U.A. No. de Pub. 20050100975.
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La mayoria de las pruebas disponibles para detectar el embarazo en
el ganado son menos precisas antes del dia 30 después de la reproduccién
Ademas, para muchas de las pruebas existentes, se requiere persénal
especializado. Por lo tanto, existe la necesidad de una prueba de embarazo

precisa y sensible en 2l ganado que se pueda realizar de forma rapida y facil antes

[9>]
1 £]

del dia 30 despues de la reproduccion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Par Io tanto, un aspecto de la presente invencion provee una prueba
sensible y precisa para el embarazo temprano. La presente invencién provee, en
una modalidad, una prusba de embarazo temprano en la que se puede detectar
un palipéptido especifico que incluye un dominio que es altamente especifico para
una PAG con un alto grado de sensibilidad y especificidad antes del término de la
cuarta semana de embarazo. La capacidad para diagnosticar un embarazo en una
etapa tan temprana es especialmente (til en la industria lactea, donde los

animales suelen estar confinados al menos durante parte del dia y en donde se
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practica un mansgjo intensivo. Ademas, las medalidades de la presente invencion

encontraran su uso en programas de reproduccidn para otros animales.

En otro aspecto, la invencién provee métodos para detectar el
embarazo =n un animal que comprende: (a) obtener una muestra del animal; (b)
poner en contacto la muestra con un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, en
donde el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende un anticuerpo 2D9 o un
fragmente o variante del mismo, y (¢) detectar el contacto del anticuerpo o
fragmento de anticuerpo, con al menos un antigeno asociado al embarazo (PAG)
en la muestra, en donde la deteccidn de la PAG indica que el animal esta
embarazado. En una modalidad, un anticuerpo utilizado comprende un dominio
que tiene mas de 97% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 o mas de
92% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades, el
animal =s un miembro del suborden Ruminantia. En modalidades especificas, la
Ruminantian &s un miembro de la familia Bovidae. En otras modalidades, el animal
€S una cabra, una oveja, un miembro del orden Perissodactyla, un caballo, un

rinoceronts, un caning, una especie de felino, un humano, o un oso panda.

Una linea celular de hibridoma que produce 2D9 fue depositada ante

el Depositario de Patentes de la American Type Culture Collection (ATCC),
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Manassas, Va., 20110-2209 el 2 de agosto del 2007 y se le asignd el No. de
Depdsito de Patente PTA-3566 (Referencia para Identificacion MON-PAG-2D9). El
depésito se mantendra bajo los términos del Tratado de Budapest sobré el
Reconocimiento  Internacional  del Depdsito de  Microorganismos  para  los
Propésitos del Procedimiento en materia de Patentes. Este depésito ha sido

realizado exclusivaments para la comodidad de aquellos con conocimientos en la

t&cnica y no son una admisién de que se requiere un depdsito bajo 35 USC § 112.

En ciertas modalidadeas, el dominio tiene 98% o mas de identidad de
secuencias a la SEQ ID NO: 1, incluyendo 99% o mas de identidad de secuencia a
la SEQ ID NO: 1. En modalidadas adicionales, el dominio comprende SEQ ID NO:

1.

En algunas modalidades, el dominio tiene 92% o mas de identidad de
secuzncia a la SEQ ID NO: 2, incluyendo al menos 93%, 945, 95%;, 96%:, 979,
98% y 99% o mas d= identidad de secuencia a la SEQ ID NO: 2. En algunas

modalidades especificas, &l dominic comprende SEQ ID NO: 2.

En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se
define adicionalments como un anticuerpo que comprende al menos una cadena

ligera y por lo menos una cadena pesada. En modalidades especificas, la cadena
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ligera puede tener mas de 97% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1. En
meodalidades adicionales, la cadena pesada tiene mas del 958% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 2. En mas modalidades particulares, la cadena pesada
tiene mas del 93% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En otras

modalidades, la cadena pesada comprende SEQ ID NO: 2.

En algunas otras modalidades particulares, el anticuerpo comprende
una cadena ligzra que comprende la SEQ ID NO: 3 y una cadena pesada que

comprande la SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo

peoliclonal. En una modalidad, <l anticuerpo es un anticusrpo monoclonal 2D9.

La PAG detectada pusde ser cualquier PAG, tales como hoPAG4,
bhoPAGH, hoPAGS, hoPAG15, hoPAG17, boPAG19, hoPAG20 y boPAG21. En una

modalidad, la PAG es boPAGA.

En modalidades adicionales, la invencién se refiere a los métodos
para detectar el embarazo =n un animal bovino que comprenden: (a) obtener una
muestra del animal; (b) poner en contacto la muestra con un anticuerpo
monoclonal 2D9, y (c) detectar el contacto del anticuerpo con uno o mas de

boPAGY, LoPAGS, boPAGY, hoPAG16, bhoPAG17, boPAG19, hoPAG20 o
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boPAG21 &n la muestra, &n donde la deteccidn de la PAG(s) indica que el animal
esta embarazade. El método para deteccion del embarazo, por gjemplo, se puede
realizar al dia 15, 153, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 23, 27, 28, 29, 30, o mas

después de la inseminacién artificial.

Una muestra puede ser cualquier muestra que se sabe o que se
sospecha que contiens una PAG. En modalidades especificas, la muestra es
saliva, suero, plasma, sangre, leche u orina. Cualquier cantidad efectiva de la
mueastra se puede obtensr a partir del animal. Por ejemplo, la cantidad puede ser
aproximadamente 5 pl, 10 ul, 15 pl, 20 pl, 25 14, 30 pl, 40 pl, 50 pi, 60 pl, 70 pl, 80
@l 90 b, 100 pl, 150l 200 i, 250 pi, 300 ul, 350 pl, 400 pl, 450 pl, 500 pl, 550 pl,
GO0 pl, 700 pl, 300 pl, @Q0 ul, 1t ml, 1.5ml, 2.0ml, 2.5 ml, 3.0 ml, 3.5 ml, 4.0 ml, 4.5

ml, 5.0 ml, o mas.

Cualquier método para deteccién del contacto del anticuerpo o
fragmento de anticuerpo con una PAG, que se conoce por aquellos expertos en la
técnica, se contempla por los métodos de la presente invencion. Por ejemplo, el
método pusde comprender ELISA o Western blot. En modalidades particulares, la
PAG a ser detectada s hoPAG2, hoPAG4, boPAGS, hoPAGS, hoPAG7, hoPAGSY,

boPAGTv, boPAGSv, boPAG15, boPAG15, boPAG17, boPAG18, boPAG19,
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hoPAG20 o boPAG21. En modalidades especificas, la PAG es boPAGS. En
algunas modalidades de los presentes métodos, se detecta mas de una PAG en
cada muestra. Cuando se aplica a especies diferentes del ganado, la presente
invencion permitird la deteccion de otras PAGs producidas en el momento en el
que el trofoblasto (pre-placenta) comiznza ya sea a fijarse o a implantarse en la
pared uterina de la madre. Las PAGs "tempranas” en estas especies tienen una
reaccion inmunolégica cruzada con las PAGs Gtiles en la deteccién temprana del

embarazo en &l ganado.

En modalidades particulares, la prucha ELISA es un ELISA
intercalado que comprende la unién de una PAG al anticuerpo o fragmento de
anticuerpo fijo a un sustrato y una preparacion del anticuerpo segundo marcado
con una enzima. Por ejemplo, el sustrato sobre el cual se fija el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo puede ser un tubo, un pozo, un vial, una tira, una tira
reactiva, o un hiosensor. La enzima, por gjemplo, puede ser la fosfatasa alcalina o

peroxidasa de rabano o cualguier enzima para marcado.

La presente invencién también se refiere generalmente a un
polipéptido aislado y purificado caodificada por un dominio que tiene mas del 97%

de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 o mas del 92% de identidad de
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secuencia con SEQ ID NO: 2. En modalidades particulares, €l dominio comprende
mas de 93% de identidad d= secusncia con SEQ ID NO: 1. En modalidades mas
particulares, el dominic comprends SEQ ID NO: 1. Puede haber uno o mas
residuos de aminoacidos unidos a sus extremos N-terminal o C-terminal del
dominio. En una modalidad particular, el polipéptido es SEQ ID NO: 1. En algunas
modalidades, &l dominio comprende mas del 95% de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 2. En modalidades mas particulares, el dominio comprende mas de
98% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En una modalidad particular
adicional, &l polipéptido &s SEQ ID NO: 2. En otras modalidades, el polipéptido
comprende SEQ ID NO: 3. En modalidades adicionales, el polipéptido comprende

SEQ ID NO: 4.

La presente invencidn también incluye polinucleétidos aislados y
purificados que codifican un polipéptido que tiene un dominio que tiene mas del
87% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 0 mas del 92%; de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades, el polinucleétido codifica
un polipéptido que tizne mas del 92% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
1. En modalidades particulares, el polinucledtido codifica SEQ ID NO: 1. En
algunas modalidades, =l polinucleétido codifica un polipéptido que comprende un

dominio que tiene mas del 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En
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modalidades mas particularss, el polinucleétido codifica un polipéptido que tiene
un dominio que tiene mas del 98% de identidad de secuencia SEQ ID NO: 2. En
modalidadzs mas particulares, =l polinucledtido codifica un polipéptido que
comprendes la SEQ ID NOQ: 2. En algunas modalidades, el polinucleétido
comprande una secuencia de acidos nucleicos que tiene mas del 98% de
identidad con SEQ ID NO: & o mas del 95% de identidad con SEQ ID NO: 6. En
algunas modalidades particulares, el polinucleétido es SEQ ID NO: 5, y en mas

modalidades mas particulares, | polinucledtido es SEQ ID NO: 6.

SEQ ID No. 5. Secuencia de acidos nucleicos de la cadena ligera
2D9 (SEQ ID NO: 5). El coddn de inicio de la forma procesada (aminoacido N-
terminal) y el coddn de parada se indican en negritas.

>2D9 Cadena Ligera

CGGETTCCTGCTTCCAGCAGTGATGTTTTCATGACCCAAACTCCACTCTCCCT
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SEQ ID No. 6. Secuencia de acidos nucleicos de la cadena pesada

2D9 (SEQ ID NO: 8). El codén de inicie de la forma procesada (aminoacido N-

}
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tarminal) y el coddn de parada se indican en negritas.

>2D9 Cadena Pesada

GCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGATGAAG
CCTGGGGCCTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTACTGGCTACATATTCAGTAACTAC
TGGATGGAGTGGGTARAGCAGAGGCCTGEACATGGCCTTCAGTGGATTGGAGAGATT
TTACCTGGAAGTGATATTACTAACTACAATGAGAAGTTCAAGCGACAAGGCCACATTC
ACTGCAGATTCATCCTCCAACACGGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTCACATCTGAG
GACTCTGCCGTCTATTACTGTGCALAGAGCTGGGAGTGGTTACTACGGGGTATATTAC
TATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCARAACG
ACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATG
GTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGG

AACTCTGGATCCCTGTCCAGCGETGTGCACACCTTCCCAGCTETCCTGCAGTCTGAC

CTCTACACTCTGSAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGECCCAGCGAGACC
A T

®
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CCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTG
CCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTCCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTC

CCCGGGAGGAGCAGT
AC

CAGGACTGGCTCAATGGC

ATCTCCAAAACCRARAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCC
AAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTC
CCTGAAGACATTACTETGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAG

AACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAAT

GGCCT ADCCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTEGGTAAATGATCC
CAAAGTCCTTGGAGCCCTCTGGETCCTACAGGACTACTGCAGGTETCCACTCCCCTCA
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La presente invencidén también se refiere generalmente a una célula

de hibridoma que segrega anticuerpo moenoclonal 2D9.

La presente invencidon también se refiere a los kits para detectar la
presencia de una PAG en un animal, en donde el kit incluye un anticuerpo o
fragmente de anticuerpo. En algunas modalidades, el anticuerpo o fragmento de
anticu=rpo comprende una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 3. En
modalidades adicionales, &l anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 4. En una modalidad, el anticuerpo
o fragmento de anticusrpo se une a un soporte. Por ejemplo, el soporte puede ser
una placa de poliestireno, tubo de ensayo, una tira, una tira reactiva, o un

biosensor.

En algunas modalidades, =l kit incluye ademas una marca

detectable. Por ejemplo, la marca detectable puede ser una marca fluorescente
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unida al anticuerpc o fragmento de anticuerpo. En otras modalidades, la marca
detzctable es una marca quimioluminiscente. En modalidades adicionales, la
marca detectable es una enzima, tales como la fosfatasa alcalina o peroxidasa de
rabano. El kit pusd= incluir ademas un sustrato para la enzima. En modalidades
adicionales, el kit incluye un regulador de pH o diluyente. El kit también puede
incluir apcicnalmente pipetas desechables. Otros componentes del kit, incluyendo
depdsitos de reactivos, instrucciones y demas son bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica y también se contemplan para 1 uso en los kits descritos en

la presente invencion.

La presente invencion también se refiere generalmente a los
métodos para detectar el embarazo en un animal que comprende: (a) obtener una
musstra del animal; (h) poner en contacto la muestra con un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo provisto por la invencidn, y (¢) detectar una PAG en la
muestra mediants =l contacto con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, en
donde la deteccidn de una o mas de boPAG4, boPAGH, hoPAGY, boPAG16,
boPAG17, boPAG19, hoPAG20 o hoPAG21, incluyendo todas las combinaciones

posibles de las mismas, indican que ] animal esta embarazado.
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Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se
haran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada. Sin embargo, se
debe entender que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, al tiempo
que indican las medalidades preferidas de la invencién, se proporcionan
solaments de manera ilustrativa, puesto que varios cambios y modificaciones
dentro del espiritu y alcance de la invenciéon seran evidentss para aquéllos

expertos en la técnica a partir de esta descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las siguientes figuras forman de la presente especificacion y se
incluyen para demostrar adicionalmente ciertos aspectos de la presente invencion.
l.a invencién s= puede comprender mejor con referencia a una o mas de estas
figuras en combinacidn con la descripcién detallada de las modalidades
aspecificas presentadas en la presents invencion.

Figura 1. Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE) vy
analisis por Western blot de PAGs purificadas a partir de la cromatografia de

inmunoafinicdad de 2D9 de extracto de tejido preparado a pariir de placenta de
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bovino a Ios 55 dias. Amhos analisis de gel tefiido con Coomassie y de Western
blot con anticuarpos policlonales a PAG mostraron tres bandas de proteinas a 67
kD, 5& kD y 50 kD como PAGs de unién a 2D9. "Mz" = relacién de masa a carga:

masa peptidica para cargar €l péptido ionizado, menos agua, "Carga" = estado de

carga del ion, “Mr(calc)'= peso molecular calculado para el péptido; “Inicio”

aminoacido de inicio de la protsina que se alinea con el péptido, "Fin"

aminoacidos de paro de la proteina que se alinee con el péptido, "Puntaje”

medida de la confianza de la secuencia del péptido.

Figura 2. SDS-PAGE tediido con azul de Coomassie que muestra
PAGs que se unen a 2D9 purificado por cromatografia de inmunoafinidad de
extractos de tejidos de cardncula (=ndometric) y de cotiledén (placenta). Las
bandas d= proteinas 1 a 7 se cortaron y se sometieron a digestion por tripSina

seguida d= un analisis LC-MS-MS (SEQ ID NOS: 7-18).

Figura 3. Transfarmacién log-logit de la curva ELISA estandar para
PA®G desarroliada con placas de ELISA recubiertas con el anticuerpo 2D9 y PAGs
purificacdas mediante inmunoafinidad como estandares. El ensayo mostrd una

respuesta lineal de 0.5 ng/ml a 50 ng/ml.

T
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Figura 4. Ensayo a hase de color. Los resultados del inmunoensayo
de PAG se desarrollaron con anticuerpo 2D9 monoclonal como anticuerpo de
captura y anticuerpo policlonal de congjo marcado con biotina como anticuerpo
secundario. Las muestras del Ensayo de panel de plasma (20 abiertas -no
embarazadas- y 20 embarazadas) recolectadas al dia 28 y 55 de embarazo
mastraron una separacién completa de las vacas abiertas (azul) en comparacion
con las vacas prefiadas (rosa). El valor de la PAG cercano a cero se obtuvo para
las vacas abizrtas sugirizndo que un PAG estandar pusde no ser necesario para

la deteccion cualitativa de la PAG inmunorreactiva en el plasma de prueba.

Figura 5. Los resultados del diagnéstico del embarazo de bovino se
realizaron con muestras de sangre entera en la prueba de color. Los resultados se
leyeron visualmente. Los tubos que mostraron la solucidén de reacciéon de color
azul (tubes 1, 3, 6, 9, 10, 14 y 15) son resultado positivo para el estado de
embarazo y los tubos que mostraron un fondo claro (tubos 2, 4, 5,7, 8, 11, 12, 13
y 16) son nzgativos (no embarazadas) para el estado de embarazo. Para la lectura
&n un espectrofotémetro, se p‘ueden agregar un volumen igual (0.4 ml) de solucién
de paro (HCI 1N) a cada tubo. La adicion de solucion de paro virara €l color a
amarillo. A continuacidn, las densidades dpticas (DO) de cada muestra se pueden

meadir en un espectrofotdmetro a 630 nm.
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Figuras 6A, 6B. Resultados de las prusbas de color realizadas con
tubos de plastico recubierto con 2D9. Figura GA - panel de plasma al dia 28.
Figura AB panel de plasma al dia 55. Todas las muestras de vaca abierta en los
pancles de prueba al dia 28 y dia 55 produjeron una intensidad de color de 0.2 DO
0 menos mientras que las muestras de plasma de animales embarazados
produjeron una intensidad de color tan alta como de 1.0 unidad de DO. En este
ensayo, las muestras de plasma al dia 28 mostraron una sensibilidad del 100% y
100% de especificidad suando la intensidad del color 0.2 OD se fijé como limite.
En la misma intensidad dé color limite, las muestras de plasma al dia 55
maostraron sensibilidad del 95% y 100% de especificidad en el tubo de ensayo de

plastico.

Figura 7. Comparacion de la prueba de embarazo de las muestras de
plasma fresco con ELISA intercalado de PAG con anticuerpos policlonales
(Poli:Poli, pans=l superior) y anticuerpo monoclonal 2D9 y anticuerpo policlonal
(Mono:Poli, panel inferior). Tenga en cuenta que hay una clara separacion de las
muestras de vaca abierta que se distingue por €l uso de una intensidad de Color
limite de 0.2 DO. Todas las muestras de vacas embarazadas tuvieron una
intensidad del color > 0.2 unidades de DO. ElI ensayo Mono:Poli tuvo una

sensibilidad del 100% y especificidad del 100% =n este experimento.
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Figura 8. Ensayo de campo de la prueba de color con muestras de
sangre. Se analizaron cincusnta y cuatro muestras de sangre recolectadas a partir
de 33-34 dias después de la reproduccion y el color se leyé visualmente por 3
miembros del personal. No hubo discrepancias observadas en la puntuacion visual

de los resultados entrz los 3 individuos.

Figura 9. Agrupamizntos de secuencias de isoformas protéicas de
PAG generados por =l paquete de analisis de Arbol Filogenético de Vecinos de
PROTDIST (v. 3.6¢), dentro de BioEdit (v. 7.0.5.3;

www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html; Hall, 1999).

Figura 10. Alineamiento directo de las isoformas de PAG 1, 4, 6, 9,
16, 17, 19, 20 y 21. Las secuencias protéicas para las isoformas y variantes de
PAG se proporcionan en las SEQ ID Nos: 51-32, derivadas de los accesos UniProt
Q29422 04462, 048404, ASPJWS, 046497, A4FVIG, QITTVS, QITTVT,

A7MBA4, QOTTVS, QUTTV4y QATTVa.

Figura 11. Gel de SDS-PAGE de los lotes de PAGs purificadas (5 ug
cada una) tefidas con azul de Coomassie que ilustran las tres bandas de PAG
(bandas superior, media, e inferior) entre 50 y 75 kD. 1) estandares de proteina

(Bino-Rad cat. # 161-0374), 2) carincula D55, 3) cotiledén D55; 4) caruncula y
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cotileddn D55 combinadas, 5) carincula d215; 6) cotiledédn d215; 7) caruncula y

cotileddn d215 comhinadas; 8) estandares de proteinas (Bio-Rad cat. # 161-0374).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES ILUSTRATIVAS |

A pesar de la disponibilidad de varios ensayos para detectar el
embarazo, sigue habiendo una necesidad de proporcionar pruehas mejoradas
para deteccidn precisa y temprana del embarazo, especialmente en el ganado que
se crian en dos a tres meses después del parto o antes. Algunas modalidades de
la presente invencién pertenecen a los métodos de determinacién del estado de
embarazo de una vaca al llevar a cabo una prueba de color para medir la unién de
una PAG en una muestra obtenida del animal, con un polipéptido, tal como un
anticuerpo monoclonal 2D9, un anticuerpo que s& une a las PAGs indicativas de
embarazo del bhovino. La prusha de color se puede realizar al inicio, tales como a
los 26 dias después de la inseminacién. La prueba de color se puede utilizar en
cualquiera de una variedad de formatos, tales como con tubos de ensayo o placas
de ELISA. En modalidades particulares, la prueba utiliza un principio de

inmunosnsayo en sandwich que utiliza un segundo anticuerpo. Un color, tal como

]
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un color azul, indica un resultado pasitivo, mientras que los tubos que son claros
indican un resultado negativo. Las modalidades de los presentes métodos se
pueden realizar facilmente antes de 30 dias después de la inseminacion artificiél, y
son altaments sensibles y especificos. Ademas, multiples muestras pueden ser
facilmente y rapidamente analizadas de manera simultanea, lo que mejora aun

mas el valor de los presentes métodos.

También se proveen ciertos polipéptidos novedosos de unién a PAG
que se pueden aplicar en los métedos para detectar el embarazo en un sujeto, y
polinucledtidos que cadifican los polipéptidos establecidos en la presente
invencion. La descripeidbn  remanente describe varias caracteristicas de la

invencidn y su implementacién.

|. Polipéptidos

Algunas modalidades de la invencién establecidas en la presénte
invencidn pertenecen a polipéptidos aislados y purificados, que incluyen un
dominio de unidn a PAG, que tiene mas del 97% de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 1 o mas del 92% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En

algunas meodalidades, el dominio de unién a PAG tiene mas del 97.15%, 97.3%,
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97 8%, 97.7%, 97.9%, 98,19, 98.5%, 98.8%, 98.7%, 98.9%;, 99.1%, 99.3%4, 99.5%,
99.7%, 99.9%, o 100% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 1. En algunas
modalidades, el dominio dke union a PAG tiene mas del 92.2%, 92.6%, 93.0%,
O3.4%, 63.8%,, a4.2%, 94.8%, 95.0%, 95.4%;, 95.8%., 96.2%, 96.6%:, 97.0%,
074595, 97.8%, 98.2%, 98.6%, 99.0%, 99.4%, 99.8% o 100%: de identidad de

secuencia con SEQ 1D NO: 2.

Un “polipéptido” como se utiliza en la presente invencién, se refiere a
un segmento de aminoacidos consecutivos de cualquier longitud. En algunas
modalidades de los presentes métodos, los polipéptidos empleados en éstos son
un aminoacido consecutivo que incluye, dentro de su secuencia, una secuencia de
aminoacidos que tiens mas del 97% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1
o mas del 92°% de identidad de secuencia con SEQ ID NO : 2. Un experto en la
técnica podria entender como generar dicho polipéptido en vista de la descripcion
establecida en la presente invencidn, utilizando cualquiera de una serie de

métodos experimentales bien conocidos por aquellos eéxpertos en la técnica.

El término " identidad de secuencia porcentual”, como se conoce en
la t&cnica, es una relacion entre dos 0 mas secuencias polipeptidicas o dos o mas

secuencias polinucleotidicas, como se determina mediante la comparacion de las
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secuencias. En la téenica, la "identidad" también significa el grado de relacion de
la secuencia entre las secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas, como sea el
caso, como se determina por la ceoincidencia entre las cadenas de dichas
secuencias. La "identidad” y "similitud" se puede calcular facilmente por métodos
conocidos, incluyendo, pero no limitados a aquellos descritos en: Computational
Molecular Biclogy (1988); Biccomputing: Informatics and Genome Projects (1993);
Computer Analysis of Sequence Data, Parte | (1994), Sequence Analysis in
Malecular Biology (1987) y Sequence Analysis Primer (1991). Los métodos
preferibles para determinar la identidad estan disefiados para dar la mejor
coincidencia entre las secuencias de prueba. Los métodos para determinar la
identidad y similitud estan codificados en los programas de computadora
disponibles al publico. Las alineaciones de secuencia y calculos de identidad
porcentual se pueden realizar utilizando €l programa de the LASERGENE
hioinformatics computing suite (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). El alineamiento
multiple de las secuencias se puede realizar utilizando el método Clustal de
alineamiento (Higgins y Sharp (1989) con los parametros por omision (SANSION
POR ESPACIO = 10, SANSION POR LONGITUD DE ESPACIO = 10). Los

parametros por omision para alineamientos de pares utilizando el método Clustal
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son KTUPLE 1, OMISION POR ESPACIO = 3, VENTANA = 5 y DIAGONALES

SALVADAS = 5.

Se sabe bien por el experto en la técnica que, inherente a la
definicion de un “polipéptido”, se encuentra el concepto de que existe un limite en
el nimero de cambios que se puede hacer dentro de una porcién definida de la
malécula y alin asi resulta en una molécula con un nivel aceptable de identidad de

secu=ncia o funcién, por gjemplo, la capacidad de unirse a una PAG.

Una secuencia de aminoacidos de cualquier longitud se contempla
dentro de la d=finicidon del polipéptido como se establecié en la presente invencion,
siempre y cuando el polipéptido retenga la identidad de secuencia mencionada. El
dominio de unién a PAG d= los polipéptidos establecidos en la presente invencion
puede tener aminoacidos adicionales ya sea en el extremo C-terminal o N-
terminal. Por ejemplo, el polipéptido equivalente puede incluir 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, o
mas acidos nucleicos adicionales unidos ya sea al extremo C-terminal o extremo

N-terminal del dominio de unién a PAG.

Por supuesto, una pluralidad de distintos polipéptidos con diferentes

sustituciones se puede crear faciimente y utilizar de conformidad con la invencién.

i
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La presente invencidn puede utilizar polipéptidos purificados de una
fuente natural o material producido de manera recombinante. Aquellos expertos en
la técnica podrian saber como producir estos polipéptidos a partir del material
producide de manera recombinante. Este material puede utilizar los 20
aminoacidos comunes en las proteinas naturalmente sintetizadas, o uno o mas
aminoacidos madificados ¢ inusuales. Generalmente, "purificado” se referira a una
composicidn polipeptidica que se ha sometido a fraccionamiento para remover
muchas otras proteinas, polipéptidos, o péptidos, y dicha composicién
sustancialmente mantiene su actividad. La purificaciéon puede ser sustancial, en la
que el polipéptido es la especie predominante, o hasta homogeneidad, cuyo nivel

de purificacion podria permitir una secuenciacién degradativa exacta.

Los mutantzs de la secuencia de aminoacidos se abarcan por la
presente invencion, y se incluyen en la definicion de "polipéptido”. Los mutantes
de la secuencia de amincacidos del polipéptido pusden ser mutantes sustitutivos o
mutantes die insercidén. Los mutantes de insercidn tipicamente incluyen la adicion
de material en un punto no terminal en el péptido. Esto puede incluir la insercion
de unos pocos residuos; un epitope inmunorreactivo, o simplemente un residuo

Unico. El material afadido se puede modificar, tal como mediante metilacién,

gy
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acetilacién, y los similares. Altzrnativamente, los residuos adicionales se pueden

afadir a los extremos N-terminal o C-terminal del péptido.

Las sustituciones de aminoacidos generalmente se basan en la
similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral de aminoacidos, por
gjemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafo, y los similares. Un
analisis del tamaiio, forma y tipo de los sustituyentes de la cadena lateral de
aminocacidos revela que la arginina, lisina e histidina son todos residuos
positivamente cargados, que la alanina, glicina y serina son todos de un tamano
similar, y que la fenilalanina, triptéfano y tirosina todos tienen una forma
generalmente similar. Por lo tanto, basandose en estas consideraciones, la
arginina, lisina & histidina, alanina, glicina y serina, y la fenilalanina, triptéfano y
tirosina; se definen en la presente invencidn como equivalentes bioldgicamente

funcionales.

Al hacer los cambios, se puede considerar el indice hidropatico de
los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico con
base en su hidrofobicidad y caracteristicas de carga, éstas son: isoleucina (+4.5);
valina (+4.2); leucina (+3.8); fenilalanina (+2.8); cisteinalcistina (+2.5); metionina

(+1.9); alanina (+1,8); glicina (-0.4); treonina (-0.7); serina (-0.8); triptéfano (-0.9);
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tirosina (-1.3); prolina (-1.68 ); histidina (-3.2); glutamato (-3.5); glutamina (-3.5);

aspartato (-3.5); asparagina (-2.5); lisina (-3.9) y arginina (-4.5).

La importancia del indice hidropatico de aminoacidos en conferir una
funcion bioldgica interactiva sobre una proteina generalmente se entiende en la
técnica (Kyte y Doolittle, 1982, incorporado por referencia en la presente
invencion). Se sabe que ciertos aminoacidos pueden ser sustituidos por otros
aminoacidos que tienen un indice o puntaje hidropatico similar y todavia retienen
una actividad hiolégica similar. Al hacer cambios basados en el indice hidropatico,
se prefiere la sustitucidon de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro
de +2, aquellos que estan dentro de +1 son particularmente preferidos, y aquellos

dentre de +0.5 son adn mas particularmente preferidos.

Se entiende que un aminoacido puede ser sustituido por otro que
tiene un valor de hidrofilicidad similar y aun asi se obtiene una proteina
hioldgicamente equivalente. Como se detalla en Patente de E.U.A. 4,554,101,‘ los
siguientes  valores de hidrofilicidad se han asignado a los residuos de
aminoacidos: arginina (+3.0); lisina (+3.0); aspartato (+3.0 + 1); glutamato (+3.0 +
1); serina (+0.3); asparagina (+0.2); glutamina (+0.2); glicina (0); treonina (-0.4);

prolina (-0.5 + 1); alanina (-0.5); histidina (-0.5); cisteina (-1.0 ); metionina (-1.3),

Y
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valina (-1.5); leucina (-1.3); isclzucina (-1.8); tirosina (-2.3); fenilalanina (-2.5),

triptéfano (-3.4).

Al hacer cambios hasados en valores de hidrofilicidad similares, se
prefiers la  sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad se
encuantran dentro de +2, aquellos que estan dentro de + 1 son particularmente

preferidos, y aquellos de +0.5 son ain mas particularmente preferidos.

Il. Polinucleétidos

Varios aspesctos de la presente invenciéon corresponden a
palinucleétidos que codifican un polipéptido que incluye un dominio que tiene mas
del 97% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 o mas del 92%: de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 2. Otras modalidades establecidas en la presente
invenacién pertenecen a polinucledtidos aislados y purificados que codifican un
polipéptido que tiene un dominio que tiene mas del 97% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 1 o mas del 925 de identidad de secuencia con SEQ 1D NO: 2.
También se describan polinuclzétidos que comprenden una secuencia de acido
nucleico que tiene mas del 98% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 o

mayor del 95% de identidad d= secuencia con SEQ ID NO: 6. La SEQ ID NO: 5 se
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refiere a la secuencia de acido nucleico del ADNc que codifica la cadena ligera de
2D%9, y SEQ ID NO: 6 se refiere a la secuencia de acido nucleico del ADNc que

codifica la cadena pesada de 2D9.

En algunas medalidades, el polinucledtido tiene 98.1%, 98.2%,

N

98.3%, 98.4%, 95.58%, 983.6%, 99.7%, 08.8%;, 98.9%, 99.0%, 99.1%, 99.2%,

99.3%, 99.4%, 995 %, 99.6%, 99.7%, 99.8%, 99.9%, o 100%: de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: &. En algunas modalidades, ¢l polinucleétido tiene mas
dzl 95.2%;, 95.4%, 053%, 95.8%, 96.0%, 96.2%, 96.4%, 96.6%:, 95.8%;, 97.0%;,
O7.2%, 97.4%, 97.8%, 97.8%, 08.0%, 98.2%, 98.4%, 98.6%, 98.8%, 09.0%,
§6.255, 99.4%,, 99.8%, 99.8% o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:

6.

Los polinucledtidos se pueden obtener de fuentes naturales o se
pu=zden sintetizar quimicamente utilizando cualquier método conocido por aquellos
expertos en la técnica. La presente invenciéon también abarca mutantes

quimicamente sintetizados de estas secuencias.

En ciertas modalidades, uno puede desear emplear construcciones
quz incluyen otros slementos, por ejemplo, aquellos que incluyen C-5 propino

pirimidinas. Los cligonuclzétidos que contienen analogos C-5 propino de la uridina

Vv
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y citidina que se ha demostrado que se unen con alta afinidad al ARN (Wagner et
al., 1993). En algunas modalidades, el polinucleétido codifica uno o mas

segmentos adicionales de aminoacidos que pueden unirse a una PAG.

I1l. Anticuerpos y fragmentos del anticuerpo

Las modalidades particulares de la presente invencion incluyen
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. El término "anticuerpo” se utiliza para
referirse a cualquier molécula similar al anticuerpo que tiene una region de unién
al antigeno, e incluye fragmentos de anticuerpos, tales como Fab', Fab, F(ab'),
anticusrpos del dominio Unico (DABs), Fv, scFv (Fv de cadena Unica), y los
similares. Las técnicas para preparar y utilizar diversas construcciones vy
fragmentos a hase del anticuerpo se conocen bien en la técnica. Los medios para
la preparacion y caracterizacién de anticuerpos también s& conocen bien en la
técnica (Véase, por gjemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, 1983, incorporado en la presente invencién como referencia).

Los "mini-anticuerpos” o "minibodies" también se contemplan para
uso con la presente invencion. Los minibodies son cadenas polipeptidicas de sFV

que incluyen dominios de oligomerizacion en sus extremos C-terminales,

Y
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separados de la sFV por una regién bisagra. Pack et al. (1992). El dominio de
oligomerizacion comprende las hélices alfa de auto-asociacion, por ejemplo,' los
zippers de leucina, que se pueden estabilizar adicionalmente por enlaces disulfuro
adicionales. El dominio de oligomerizacion esta disefiado para ser compatible con
el plegamiento vectorial a través de una membrana, un procedimiento que se cree
que facilita el plegamiento in vivo del polipéptido hacia una proteina de union
funcional. Generalmente, los minihodies se  producen utilizando métodos
recombinantes bien conocido en la técnica. Véase, por gjemplo, Pack et al. (1992);

Cumber et al. (1992).

Los peptidomiméticos de union semejante al anticuerpo también se
contemplan en la presente invencion. Liu &t al., 2003, describe "peptidomimeticos
de uniéon semejantz al anticuerpo " (ABiPs), que son péptidos que actlian como
anticuerpos aparsjades-hacia abaje y tienen ciertas ventajas de vida-media mas
larga en suero, asi como métados de sintesis menos problematicos.

Se reconoce que los anticuerpos monoclonales (Mab) tienen ciertas

ventajas, por ejemplo, reproducibilidad y produccion a gran escala, y generalmente

]

O

prefizre su uso. Por lo tanto la invencién proves anticuerpos monoclonales de

origen humana, de ratén, mono, rata, hamster, conejo e incluso de pollo. Debido a
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la facilidad de preparacién y facil disponibilidad de los reactivos, los anticuerpos

monoclonales de murino a menudo seran preferidos.

Sin embargo, los anticuerpos "humanizados” también se contemplan,
asi como los anticuerpos quiméricos de ratén, rata, o de otras especies, que
contienen dominios de la regién constante y/o variable de humano, anticuerpos
biespecificos, anticuerpos recombinantes y disefados y fragmentos de los
mismos. Como se utiliza en la presente invencion, el término inmunoglobulina
"humanizada" se refiere a una inmunoglobulina que comprende una regién de
marco de lectura de humano y una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de una inmunoglobulina no de humano (usualmente
de ratén o de rata). La inmunoglobulina no de humano que provee las CDR se
denomina el "donantz" y la inmunoglobulina de humano que provee el marco de
lectura se denomina el “aceptor”. Un “anticuerpo humanizado” es un anticuerpo
que comprende una cadena Iigera humanizada y una inmunoglobulina de cadena

pesada humanizada.

El término "anticuerpa” incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales (mAbs), anticuerpos quiméricos, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id)

a los anticuerpos que se pueden marcar en forma soluble o unida, asi como
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fragmentos, regiones o derivados de los mismos, provistos por cualquier técnica
conocida, tales como, pero no limitadas a, digestion enzimatica, sintesis peptidica
o técnicas recombinantes. Los anticuerpos establecidos en la presente invencion

son capaces de unirse a una PAG.

Los "anticuerpos policlonales" se definen en la presente invencion
para referirse a poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas
de los sueros de animales inmunizados con un antigeno. Estos diferentes
anticuerpos pueden reconocer varios epitopes en el mismo antigeno. Un
"anticu=rpo monoclonal" contiene una poblacion sustancialmente homogénea de
anticuerpos especificos al antigeno, cuya poblaciéon sustancialmente contiene
sitios de unién al epitope similares. Los MAbs se pueden obtener por métodos
conocidos por aquellos expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Kohler y
Milstein, 1975; Patente de E.U.A. No. 4,375,110; Ausubel et al., 1992); Harlow y
Lane, 1938; Colligan et al., 1993, los contenidos de los cuales se incorporan
especificamente en la presente invencién como referencia. Dichos anticuerpos
pueden ser de cualguier clase de inmunoglobulina incluyendo 1gG, IgM, IgE, IgA,
GILD y cualquier subclase de las mismas. Un hibridoma productor de mAb de la

presents invencién se puede cultivar in vifro, in situ o in vivo. La produccion de
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altos titulos de mAbs in vivo o in situ hace a éste el método de produccion

actualmente preferido.

Los "anticuerpos quiméricos" son porciones de diferentes molécglas
las cuales se derivan de diferentes especies animales, tales como aquellas que
tienen regiones variables derivadas de un mAb de murino y una regién constante
de inmunoglobulina de humano, que se utilizan principalmente para reducir la
inmunogenicidad en la aplicacién y para incrementar los rendimientos en la
produccién. Los anticuerpos quiméricos y métodos para su produccion son
conocidos en la técnica. Los métodos de produccion ejemplares se describen en
Cabilly et al., 1984; Boulianne et al., 1984, y Neuberger et al., 1985, cada uno de

los cuales se incorpora como referencia en la presente invencion en su totalidad.

Un “anticuerpo anti-idiotipico” (anti-Id) es un anticuerpo que reconoce
determinantes Unicos generalmente asociados con el sitio de unién al antigeno de
un anticuerpo. Un anticuerpo Id se puede preparar mediante la inmunizacion de un
animal de la misma aspecie y tipo genético (por ejemplo, cepa de ratébn) como la
fuente de=l mAb con el mAb al cual se prepara un anti-ld. El animal inmunizado
reconocera y respondera a los determinantes idiotipicos del anticuerpo

inmunizante mediant= la produccién de un anticuerpo a estos determinantes
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idiotipicos (2l anticuerpo anti-Id). Un método ejemplar para la produccién de dichos
anticusrpos se encuentra en la Patente de E.U.A. No. 4,399,880, que se incorpora

totalmente comao referencia en la presente invencién.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden incluir al menos
una cadena pesada, al menos una cadena ligera, una region constante de cadena
pzsada, una regién variable de cadena pesada, una regién variable de cadena
ligera y/o una region constantz de cadena ligera, en donde un Ab policlonal, Ab
monoclonal, fragmento y/o regiones de los mismos, incluyen al menos una region
variable de cadena pasada o regién variable de cadena ligera que une una porcion

de una PAG.

Algunas modalidades de la presente invencién pertenecen a los
métodos para detectar <l embarazo @n un animal que incluye obtener una muestra
a partir del animal y poner en contacto la muestra con un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo, en donde el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende un
dominio que se une a uno © mas de hoPAG4, boPAGS, boPAGSY, boPAG20 y/o
boPAG21 y detectar el contacto del anticuerpo o fragmento de anticuerpo con
PAG(s) en la muestra, #n donde la deteccion de la PAG(s) indica que el anlimal

esta embarazado. Cualquier método conocido por aquelios expertos en la técnica
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se puede utilizar para identificar un anticuerpo que se une a PAG. Los ejemplos de
referencias que se refieren a los métodos para definir las regiones variables de la
lg3 incluyen Mo &t al. (1993) y Leibiger et al. (1999), en la presente invencidn se

incorporan especificamente como referencias.

IV. Métodos de deteccidn y formatos de ensayo

Ciertas modalidades de la presente invencién pertenecen a los
métodos de deteccion del embarazo en un animal que implica poner en contacto
una muestra cbtenida a partir de un animal con un anticuerpo provisto en la
presente invencion y detectar al menos un antigeno asociado al embarazo en la
muestra, en donde la deteccion de la PAG indica que el animal esta embarazado.
Cualquier método conocido por aquellos expertos en la técnica se puede utilizar
para detectar anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido a una PAG en la
muestra.

Por lo tanto, la presente invencion se provee para el uso de
anticuerpos &n la det=ccién inmunolégica de las PAGs. Se han descrito varios
métodos de inmunodeteccién Gtiles en la literatura cientifica, tales como, por

gjemplo, Nakamura et al. (1987). Les inmunoensayos, en su sentido mas simple y

Y
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dirscto, son ensayos de unidn. Ciertos inmunoensayos son ensayos de
inmunoabsorcién asociados a enzima (ELISAs) y radioinmunoensayos (RIA); La
deteccion  inmunohistoquimica utilizando secciones de tejido también es
particularments atil. Sin embargo, se apreciara faciimente que la deteccion no se
limita a dichas técnicas, y a los andlisis de Western blot, dot bhlot, FACS, y los
analisis similares también se pueden utilizar en conexién con la presente

invencion.

En general, los métodos de inmunounién incluyen la obtencion de
una muestra sospachosa de contener una proteina, péptido o anticuerpo, y poner
en contacto la muestra con un anticuerpo o proteina o péptido de conformidad con
la presents invencién, seqln sea el caso, bajo condiciones efectivas para permitir
la formacién de inmunocomplejos. Las muestras preferidas, de conformidad con la

presente invencién, son fluidos, tales como la leche, orina, sangre, suero o saliva.

En modalidades particulares, el anticuerpo esta unido a un soporte
solido, tal como la pared interior de un tubo o pozo, y la muestra sospechosa de

contenar la PAG se aplicara al anticuerpo inmovilizado.

Los sistemas de tubos recubiertos con anticuerpos se describen en

Patente de E.U.A. 3,643,345 y WO 28/16832, cada una de las cuales se incorpora
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especificaments en la prasente invencién como referencia. La presencia de
complegjos de PAG-anticusrpo se puede detectar bajo condiciones especificas.

Opcionalments, dichos complsjos inmunes pueden ser cuantificados.

Poner en contacto la muestra biolégica elegida con el anticuerpo bajo
condicion=s efectivas y por un periodo de tiempo adecuado para permitir la
formacidn de complejos inmunes (complejos inmunes primarios) es generalmente
una cuestion de simple adicién de la composicidon de anticuerpo a la muestra e
incubar la mezcla por un periodo de tiempo suficientemente largo para que los
anticuerpos formen complegjos inmunes con, €s decir, se unan a cualquier PAG
presente en la muestra. Después de este tiempo, la composicion de la muestra-
anticuerpo generalmente s lavara para eliminar cualquier especie de anticuerpo
no especificaments unido, permitiendo que se detecten solamente aquellos

anticuerpos especificaments unidos en los complejos inmunes primarios.

En general, la deteccion de la formaciéon de inmunocomplejos se
conoce hien en la téenica y se pueds lograr mediante la aplicacion de numerosos
métodos. Estos métodos generalmente se basan en la detecciéon de una marca o
un marcador, tales como cualquiera de aquellas marcas radiactivas, fluorescentes,

biolégicas y =nzimaticas. Las Patentes de E.U.A. sobre el uso de dichas marcas

%
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incluyen 3,817 827; 3,850,752, 3,930,280; 3,006,345, 4,277,437, 4,275,149 y
4,366,241, cada una incorporada en la presente invencion como referencia. Los
métodas para la determinacién inmunolégica de las proteinas y los kits para llevar
a cabo &l método se pueden encontrar en la Patente de E.U.A. 5,721,105,

especificaments incorporada =n la presente invenciéon como referencia.

En modalidades particulares, el método incluye el uso de un ligando
secundario, tal como un segundo anticuerpo y/o un arreglo de unidn al ligando de
biotina/avidina, como se sahe en la técnica. El anticuerpo secundario empleado en
la deteccion puede estar asociado con una marca detectable, en donde uno podria
entonces simplemente detectar esta marca, permitiendo asi la presencia de la
cantidad de los complejos inmunes primarios en la composicion a ser
determinada. Los métodos para la detecciéon de una hiomolécula en una muestra
de prueha utilizande inmunocaptura, amplificacién con biotina/avidina, vy
produccion de color por peroxidasa de rabano se pueden encontrar en la Solicitud

de Patente de E.U.A. No. de Publicacion 2003/508381.

Usualments, los complzjos inmunes primarios pueden ser detectados
por medio de un segundo ligando de unién que tiene afinidad de unién para la

PAG o el anticusrpo primario especifico a PAG. En estos casos, el segundo

5%
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ligando de unién puede estar asociado con una marca detectable. El segundo
ligando de unidn es a menudoe un anticuerpo, que puede ser denominado entonces
como un anticuerpo "secundaric”. Los complejos inmunes primarios estan en
contacto con el ligando de unién secundario, marcado, o anticuerpo, bajo
condiciones efectivas y por un periodo de tiempo adecuado para permitir la
formacion de complejos inmunes secundarios. Los complejos inmunes
secundarios son entonces generalmente lavados para eliminar cualesquiera
anticuerpos secundarios o ligandos marcados no especificamente unidos, y se

luego detecta la marca remanente en los complejos inmunes secundarios.

Los métodos adicionales incluyen la deteccion de complejos inmunes
primarios mediantz un método de dos pasos. Un segundo ligando de union, tal
como un anticuerpo, que tiene afinidad de unién para la PAG o anticuerpo anti-
PAG se utiliza para formar complejos inmunes secundarios, como se describid
anteriormente. El segundo ligando de uniéon contiene una enzima capaz de
procasar un sustrato hacia un producto detectable y, por tanto, amplificar la sefial
con el tiempo. Después del lavado, los complejos inmunes secundarios estan en

contacto con sustrato, lo que permite la deteccion.
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En una modalidad de la invencion, se puede utilizar el inmunoensayo
asociado a enzima (ELISA). Viase, por ejemplo, Engvall, 1980; Engvall, 1976;
Engvall, 1977; Gripenberg et al., 1973; Makler et al., 1981; Sarangadharan et al.,
1984. El ELISA permitz que las sustancias se adsorban pasivamente en soportes
sdlidos tal como el plastico para permitir el facil manejo bajo condiciones de
laboratorio. Para un amplio tratado sobre la prueba de ELISA el experto en la

técnica se puede referir a "ELISA; Theory and Practise” (Crowther, 1995).

La sensibilidad de los métodos de ELISA depende del recambio de la
enzima utilizada y la facilidad de deteccion del producto de la reaccion enzimatica.
La mejora en la sensibilidad de estos sistemas de ensayo se puede lograr
mediante el uso de sustratos fluorescentes y radiactivos para las enzimas. Los
inmunoansayos comprendidos por la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a aquellos descritos en la Patente de E.U.A. 4,367,110 (ensayo intercalado
doble de anticuerpa moanoclonal) y =n la Patente de E.U.A. 4,452,901 (Western
blot). Qtros ensayos incluyen la inmunoprecipitacion de los ligandos marcados y la
inmunocitogquimica, tanto in vifro como in vivo.

En una modalidad, la invencién comprende un ELISA en "sandwich",

en donde los anticuerpos anti-PAG de la presente invencién estan inmovilizados

g
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sohre una superficie seleccionada, tal como un pozo en una placa de poliestireno
para microtitulacion, un tubo o varilla reactiva. Entonces, una composicion de
prusha sospechosa de contener PAGSs, por ejemplo, una muestra clinica, se pone
en contacto con la superficie. Después de unirse y lavarse para retirar los
inmunocomplejos no especificamente unidos, el antigeno de unién se pudo

detectar por un segundo anticuerpo a la PAG.

En otro ELISA ejemplar, los polipéptidoes de la muestra se
inmovilizaron sobre una superficie y luego se pusieron en contacto con los
anticusrpos anti-PAG. Después de la unién y el lavado para retirar los complejos
inmunas no especificamente unidos, se detectd el anticuerpo unido. Cuando los
anticuerpos iniciales se asocian con una marca detectable, los complejos inmunes
primarios s& pueden detectar directamente. Alternativamente, los compléjos
inmunes se pueden detectar utilizando un segundo anticuerpo que tiene afinidad
de unién por &l primer anticuerpo, con &l segundo anticuerpo estando unido a una

marca detectable.

Otro ELISA en =l que las PAGs se inmovilizan incluye el uso de Ia
competencia del anticuerpo en la deteccion. En esta prueba de ELISA, los

anticuerpos marcades se agregan a los pozos, permitiendo unirse a la PAG, y

§
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detectarla por medio de su marca. La cantidad de PAG en una muestra se
determina mediante la mezcla de la muestra con los anticuerpos marcados antes o
durante la incubacidon con les pozos recubiertos. La presencia de PAG en la
muestra actia para reducir la cantidad de anticuerpo disponible para unién al

pozo, y por lo tanto reduce la sefal final.

Independientemente del formato empleado, los ELISAs tiénen
algunas caracteristicas en comin, tales como recubrimiento, incubacién o unién,
lavado para retirar especies no especificamente unidas, y deteccién de los
complgjos inmunss unidos. Al recubrir una placa con cualquier antigeno o
anticuerpo, uno generalmentes incubara los pozos de la placa con una solucion del
antigeno o anticuerpo, ya sea durante la noche o durante un periodo especificado
de horas. A continuacién, los pozos de la placa seran lavados para eliminar el
material incompletamente  adsorbido.  Cualesquiera  superficies  disponibles
remanentes de los pozos se “recubren” entonces con una proteina no especifica
que s antigénicamente neutral con respecto a los antisueros de prueba. Estos
pueden incluir la albimina de suero de bovino (BSA), caseina, soluciones de leche
en polvo u otras proteinas antigénicamente neutras. El recubrimiento permite

bloquear los sitios de adsorcidn no especifica en la superficie de inmovilizacion y

e
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por lo tanto reduce el fondo causado por la unién no especifica del antisuero sobre

la superficie.

"Bajo condiciones =fectivas que permitan la formacién del complejo
inmune (antigeno/anticu=zrpo)”  significa que las condiciones preferibleménte
incluyen diluir los antigenos y anticuerpos con soluciones tales como BSA,
gammaglobulina de bovino (BGG), leche evaporada o en polvo, y solucién con pH
regulado con fosfato (PBS)/Tween. Estos agentes aiadidos también tienden a

contribuir a la reduccién del fondo no especifico.

Las condiciones "adecuadas" también significan que la incubacién es
a una temperatura y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la union.
Los pasos de incubacién son tipicamente de aproximadamente 1h a 2h hasta 4 h,
preferentemente a temperaturas en el orden de 25°C a 27°C, o puede estar toda la

noche a aproximadaments 4°C 0 menos.

Para proveer un medio de deteccion, el anticuerpo secundario o
terciario tendra una marca asociada para permitir la deteccidon. A menudo, esta
sera una enzima qus generara el desarrollo del color después de incubar con un
sustrato cromogénico apropiado. Por lo tanto, por ejemplo, uno deseara poner en

contacto < incubar =l primer o segundo complejo inmune con un anticuerpo

(r
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conjugado a la urzasa, glucosa oxidasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa acida por
un periodo de tiempe y bajo las condiciones que favorecen el desarrollo de la
formacién adicional d=l inmunocomplejo (por ejemplo, la incubaciéon durante 2
horas a temperatura ambiente en una solucién que contiene PBS tal como PBS-

TWEEN).

Después de la incubacion con el anticuerpo marcado, y subsecuente
al lavado para =liminar &l material no unido, la cantidad de marca se cuantifica, por
ejemplo, mediants incubacién con un sustrato cromogénico tales como la urea y
bromocresol parpura o acido 2,2'-azido-di-(3-etil-benztiazolina-6-sulfénico [ABTS] y
H:-O-, en el caso de la peroxidasa como la marca enziméatica. Por lo tanto, la
cuantificacién se logra al medir el grado de generacion de color, por ejemplo,

usando un espectrofotémetro de espectro visible.

Una variante de ELISA es el ensayo de coagulacion asociada a
enzima, o ELCA (Patente de E.U.A. 4,668,521), que utiliza la cascada de
coagulacidon combinada con la enzima para marcado RVV-XA como un sistema de
detzccidon universal. l.a ventaja de este sistema para la presente invencion, es que

las reacciones de coagulacion se pueden realizar a pH fisiolégico en la presencia
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de una gran variedad de reguladores de= pH. Por tanto, es posible mantener la

inteqridad de los analitos complejos.

La inmunohistoquimica (IHC) también se puede utilizar de
confarmidad con la presents invencion en la identificacién de PAGs. Esto incluye
las pruehas de ambos bloques de tejido embebidos en parafina congelados en
fresco y fijados en formalina preparados a partir del estudio por IHC. Por ejemplo,
cada bloque de tejido consiste de 50 mg de tejido placental "pulverizado” residual.
El métado de preparacion de los blogues de tejido a partir de estos especimenes
en particulas s2 ha utilizado con éxito en anteriores estudios de IHC de diversos
factores pronésticos, por gjemplo, en mama, y es bien conocido por aquellos
expertos en la técnica (Brown et al., 1990; Abbondanzo et al., 1990; Alired et al.,

1990).

Brevements, las secciones congeladas se pueden preparar al
rehidratar 50 mg del tejido placental "pulverizado" congelado a temperatura
ambisnte en solucidn salina con pH regulado con fosfato (PBS) en las pequenas
capsulas de= plastico; concentrando las particulas mediante centrifugacion,
resuspendiéndolas en un medio d= inclusién viscoso (OCT), invirtiendo la capsula

y concentrandola de nuevo por centrifugacion; congelando de manera instantanea

(“
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a -70°C en isopentano; cortando la capsula de plastico y retirando el cilindro de
tejido congelado; as=gurando el cilindro de tejide =n un mandril de microtomo del
criostato, y cortando 25-50 secciones en serie que contienen un promedio de

aproximadamente 500 c#lulas placentales remarcablemente intactas.

Las secciones permanentes se pueden preparar mediante un método
similar que incluy= la rehidratacion de la muestra de 50 mg en un tubo de plastico
para microcentrifuga; concentrando; resuspendiendo en formol al 10% para la
fijacion por 4 horas; lavando/concentrando; resuspendiendo en agar caliente al
2,5%: concentrando; enfriando en agua con hielo para endurecer el agar, retirando
=l tejido/bloque de agar del tubo; infiltrando y embebiendo en el bloque de

parafina, y cortando hasta 50 secciones permanentes en serie.

V. Purificacién de Proteinas

Ciertas modalidades pertenscen a un polipéptido aislado o purificado,
0 a los métodos que empl2an un polipéptido aislado o purificado. Las técnicas de
purificacién de proteina son hien conocidas por aquellos expertos en la técnica.
Estas técnicas incluyen, en un nivel, el fraccionamiento en crudo del medio celular
hasta fracciones polipeptidicas y no polipeptidicas. Tras haber separado el

polipéptido de otras protzinas, el polipéptido de interés puede ser purificado
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adicionalmente utilizandao técnicas cromatograficas y electroforéticas para lograr la
purificacion parcial o total (o la purificacién hasta homogeneidad). Los métodos
analiticos particularmente adecuados para la preparacién de un péptido puro son
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de exclusion; electroforesis en
gel de poliacrilamida, isoelzctroenfoque. Un método particularmente eficiente de
purificacion de péptidos es cromatografia rapida liquida de proteinas o incluso

HPLC.

Algunos  aspenctos de la presente invencion se refieren a la

purificacion, y en modalidades particulares, a la purificacién sustancial, de una
proteina o polipéptido codificado. El tEérmino “polipéptido, proteina o péptido
purificado” como se utiliza en la presente invencién, se pretende que se refiera a
una composicidn, forma que se puede aislar a partir de otros componentes, en
donde la proteina o péptido se purifica hasta cualquier grado relativo a su estado
que se obtiene de manera natural. Por lo tanto, una proteina o péptido purificado
también se refiere a una proteina o péptido, libre del entorno en el que se presenta

de manera natural.

Generalmente, "purificado” se referira a una composicién protéica o

peptidica que ha sido sometida a fraccionamiento para eliminar varios otros
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componentes, y cuya composicion sustancialmente retiene su actividad biolégica
expresada. Cuando se utiliza el término "sustancialmente purificado", esta
designacidn hara referencia a una composicion en la que la proteina o péptido
forma el componente principal de la composicion, tal como que constituye de
aproximadamente  509%, aproximadamente 60%, aproximadamente 70%,
aproximadamente 80%, aprovimadaments 90%, aproximadamente 95% o mas de

las protzinas en la composicion.

Varias técnicas adecuadas para su uso en la purificacion de
proteinas se conoceran bien por aquellos expertos en la técnica. Estos incluyen,
por sjemplo, la precipitacion con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos, y los
similarss, o mediante desnaturalizacién por calor o por pH acido de las proteinas
contaminantes, seguido por centrifugacion; pasos de cromatografia tales como
intercambio iénicao, filtracién en gel, fase reversa, cromatografia con hidroxiapatita
y de afinidad; isoelectroenfoque, electroforesis en gel, y combinaciones de dichas
técnicas y de otras técnicas. Como generalmente se sabe en la técnica, se cree
nue el orden para llevar a cabo los diversos pasos de purificacién puede ser
modificado, © que ciertos pasos se pueden omitir, y alin asi resultar en un método
adecuado para la preparacion de una proteina o péptido sustancialmente

purificado.
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No hay un rsquisitc general con respecto a que el polipéptido
siempre se provea en su estado mas purificado. De hecho, se contempla que los
productos menos sustancialmente purificados tendran utilidad en ciertas
modalidades. La purificacién parcial se puede lograr mediante el uso de menos
pasos de purificacidén en combinacidn, o mediante la utilizacién de diferentes
formas del mismo esquema de purificacién general. Por ejemplo, se aprecia que
una cromatografia en columna de intercambio catiénico que se lleva a cabo
utilizando un aparato de HPLC gesneralmente resultara en una mayor purificacion
en cierte numero de "veces" que la misma técnica que utiliza un sistema de
cromatografia a presiéon haja. Los métodos que exhiben un menor grado de
purificacién relativa pueden tener ventajas en la recuperacién total del producto

protéico, o en el mantenimiento de la actividad de una proteina expresada.

VL. Kits

En incluso modalidades adicionales, la presente invencién provee
kits para uso con los métodos de inmunodeteccién anteriormente descritos para la
detzccion de PAGs, tal como un kit de inmunodeteccion para diagnosticar el

embarazo en un bovino. En mcedalidades especificas, un anticuerpo que

b
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comprznde un dominio que tiene mas del 975 de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 1 0 mas del 92% d= identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 se incluyen
en =l kit. El kit pusde incluir: uno o mas contenedores. El contenedor, por ejemplo,

puede ser un vial, un tubo, un frasco, un vial o una jeringa.

En modalidades particulares, el anticuerpo es anticuerpo monoclonal
2D9. En maodalidades particulares, el kit incluye uno o mas tubos o pozos de una
placa para microtitulacion con el anticuerpo previamente unido. Alternativamente,
el kit pusde incluir anticuerpo previamente unido a una matriz para columna. El kit
puede permitir ¢l ensayo de una muestra Unica, o0 mas de una muestra. En
algunas modalidades, &l kit incluye una pluralidad de placas para microtitulacién o
tubos recubiertas con anticuerpo que permiten la inmunodeteccion de numerosas

muestras de manera concurrente o consecutiva.

Los reactivos del kit para inmunodeteccion pueden tomar cualquiera
de una variedad des formas, incluyendo aquellas marcas detectables que estan
asociadas con y/o asociadas al anticuerpo dado. También se contemplan las
marcas detectables que estan asociadas con y/o estan unidas a un ligando de
unién secundario. Los ligandos secundarios ejemplares son aquellos anticuerpos

secundarios que tiznen afinidad de unidn para el primer anticuerpo.
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En algunas modalidades, los kits incluyen un anticuerpo secundario
que tiznen afinidad por el primer anticuerpo. El segundo anticuerpo puede o no
estar unido a una marca detectable. En algunas modalidades adicionales, el kit
incluye un tercer anticusrpo que tiene afinidad de unién para el segundo
anticuerpa, =l tercer anticuerpo estando unide a una marca detectable. Como se
sefald anteriorments, numerosas marcas ejemplares son conocidas en la técnica
ylo todas esas marcas podran ser empleadas en conexion con la presente
invencion,

Los kits pueden incluir  opcionalmente una composicion
adecuadamente alicuotada de una PAG para proveer un control positivo. Los

componentss de los kits pueden ser empaquetados ya sea en medios acuosos y/o

en la forma licfilizada.

VII. Ejemplos

Los siguientzs sjemplos s incluyen para demostrar las modalidades
preferidas de la invencién. Se debe apreciar por aquellos expertos en la técnica,
que las técnicas descritas =n los ejemplos a continuacidén representan técnicas

descubiertas por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencion, y
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por lo tanto s= puede considerar que constituyen modos preferidos para su
practica. Sin embargo, aquellos expertos en la técnica debe, a la luz de la
presents descripcidn, apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las
modalidades especificas que se describen y adn asi obtener un resultado igual o

similar sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién.
EJEMPLO 1

Identificacion de las PAGs de unién a 2D9

Se llevaron a caho estudios para identificar las proteinas de unién a
2D9, para caracterizar y secuenciar &l anticuerpo 2D9, y mapear los sitios de
unién de PAG a 2D9. Para lograr esto, se llevaron a cabo dos métodos (descritos

a continuacidén).

Materiales y métodos

Inmunoprecipitacion de PAGS con lechos magnéticos recubiertos con

2D%9. 2D9 purificada se acoplé a lechos magnéticos Dynal activados por Tosilo de

conformidad con las instrucciones del fabricante (Dynal). Los lechos magnéticos

bl
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recubiertos con anticuerpo se incubaron con 100 microgramos de preparacion
enriquecida con PAG (obtenida a partir de placenta al dia 55) durante 30 minutos
en PBS 1x y se lava exhaustivamente con el mismo regulador de pH. Las
proteinas unidas se eluysron mediante €l uso de acido acético pH 3.0 y se
sometieron a analisis en gel o andlisis de Western blot. EI Western blot se
desarrollé con anticuerpos policlonales anti-PAG de conejo. Las bandas de
proteinas inmuno-reactivas se cortaron a partir de SDS-PAGE y se sometieron a

analisis de LC-MS-MS despues de la digestion con tripsina (Cuadro A).

En este cuadro, las secuencias peptidicas de boPAG6 (panel
superior) y secuencias peptidicas (panel inferior), identificadas en el analisis de
LC-MS-MS (SEQ ID NOs: 7-13) mostraron que las PAGs eluidas de particulas
magnéticas  recubiertas con 2D9 después de la inmunoprecipitacién de la
preparacion enriquecida con PAG que principalmente corresponde a boPAGS.
Con =l fin de identificar todos los componentes de unién a 2D9, se llevé a cabo
una purificacién por cromatografia de inmunoafinidad de la preparacion
enriquecida con PAG. El material purificado por columna de inmuno-afinidad se

sometid a analisis LC-MS-MS. Est= analisis revelé que boPAG6 es la principal
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PAG de union a 2D% y boPAG 4-, boPAG-9, boPAG-20 y boPAG21 son PAGs

menores de unién a 2D9.

b3
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Cromatografia por inmunoafinidad de extractos de tejido preparados

a partir de cartincula (endometrio) v tejidos cotiledonales (placenta) a partir del dia

55 dal embarazo del bovino. Bravements, 2D9 purificado (10 mg) se acoplé a 1

gramo dz sefarosa activada por CNBr de conformidad con las instrucciones del
fabricants (Sigma, St. Louis). La rzsina por afinidad a 2D9 (aproximadamente 5.0
ml) se incubd con 25 mi del extracto de tejido a pH 7.0, durante toda la noche para
unién. Al dia siguiente, la resina se empaqueto en una columna y se lavo con PBS
1x para eliminar los materiales no unidos y sé eluyé con acido acético pH 3.0. El
pH del material eluido se neutralizé con Tris TM inmediatamente después de la
elucién a pH 7.0. El material eluido se sometié a andlisis en gel y Western blot. El
Western blot s& desarrollé con anticuerpos policlonales anti-PAG de conejo. Las
bandas de proteinas 1 a 7 fueron cortadas a partir del SDS-PAGE y se sometieron
a analisis de LC-MS-MS después de la digestion con tripsina (Figura 2). Las
identidades de las secuencias peptidicas se determinaron mediante analisis

BLAST.

La afinidad de unién de PAG con respecto a 2D9 se determind
meadiante transformacion log-log de los datos de ELISA (Figura 3) desarrollada-con

el antiggno de unidn 2D9 como PAGs estandares (purificada mediante
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inmunocromatografia por afinidad). El ensayo se realizé con una serie de
estandares d= la PAG son un intervalo de 0.05 ng/ml a 50 ng/ml (0.082 nM a 8.3
nM). El analisis de ELISA se repitié S veces. Los datos fueron analizados con

SoftMax™ (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA).

Resultados

Inmunoprecipitacion_de PAGs con lechos magnéticos acoplados a

2D9. Los analisis de SDS-PAGE y d= Wastern blot del material eluido a partir del

lecho magnético mostrd una sola banda de proteina en 67kD. La impresion de los
dedos peptidicos y el analisis LC-MS-MS identificaron esta banda de proteina
como hoPAGH (Cuadro A). Sin embargo, este analisis no revelé todas las PAGs
unidas a 2D9 vya qus el andlisis utilizé 100 microgramos de preparacion
enriquecida con PAG para el experimento de inmunoprecipitacion. Este material
s aislé mediante cromatografia por afinidad a pepstatina del extracto de tejido de
la placenta a un pH de 5.0, seguido por elucion a pH 9.5. Esta preparacion
también s denoming "PAGs-acidas", una preparacion enriquecida con los

antigenos PAG tempranos. Con el objeto de identificar todas las PAGs de unién a
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2D9, se llsvo a cabo una cromatografia por inmunoafinidad con extractos de tejido

(véase a continuacion).

El analisis de las PAGs purificadas a partir de extractos de tejido con

cromatografia por inmunoafinidad de 2D9. La tincion con azul de Coomassie del

material eluido con la columna de inmuno-afinidad mostré 3 bandas de proteina
con pesos moleculares de 57 kD, 55 kD y 50 kD. También se encontré que las tres
bandas de proteina eran inmuno-reactivas en el analisis de Western blot con
anticuerpos anti-PAG de conejo. Con base en estos resultados, todas las bandas
de proteina sz cortaron después de SDS-PAGE (Figura 2) y se sometieron a
impresién de huella peptidica y LC-MS-MS. Las identidades de las secuencias
peptidicas resultantes se determinaron mediante analisis BLAST. El cuadro 1
muestra un resumen de los resultados de la secuencia peptidica y su identificacion
como PAG que corresponden a las secuencias hoPAG-4, boPAG-6, boPAG-9,
boPAG-20 y boPAG21 mediante analisis BLAST. Para el significado de los

parametros en el Cuadro 1, vea la descripcion de la Figura 1.
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CUADRO 1

Resumen de los resultados de secuencia peptidica

Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas 3,5,6y 7

Boz Tauruz (9i28

G02710) Glusoprotaing 4 Asociada al Eribaraze

Mz Carga | Mr(calc) Inicio | Fin Puntaje | Secuencia peptidica
494.7897 - 959.5647 223 33 97.72% VPEQAVILE (SEQ D 1T 19)
523.7799 = 10276127 | 262 369 93.00% LYFESVFDP (SEQ 1D N0 20)
544.7657 = 1062.5122 | 127 i3 93.95% TREITVSEGP (SEQ ID HO:21)
G03.2262 2 1197.62146 | 232 241 94.10% GELHWIRLME (SEQ IR D22
LFHEGAISERVFAF rLEF.
G71.695 3 | 1994.0513 | 195 292 99.00% (ZEQ 1D HO:23)
FOSVLGLEYTHISPIGAIFIF K
5o0.4574 | 3 23402672 | 172 194 57.05% SEQID N2
Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas 1, 2,4y 5
Bos Taurus (infE03714) Glusaproteing § Azociada &l Embaraza
Mz | Cargi_‘ Mr(calc) Inicio | Fin ‘ Puntaje | Secuencia peptidica
MEGAISEFVFAFYLSK
BaG.4235 | 2 1TE2ET22 | 196 21 | 25.08% | (SEQID HD:25)
IGDLVSTDOPFGLCLK
8319294 Z 17458365 | 147 163 | 95.46% | (SEQ D HO2E)
GELMWVPLIGQVYSDWFVHMODR
509.7121 K 24021726 | 21 250 | 91779 (SEQID ND:2T)
Lk MEGLISEPVFAF LSk
E71.6718 1694.051% | 194 21| 97.94% | (BEQ D NO:28)
615.3026 z 1210.6022 | 133 193 | 93.74% | TFZGRAFPIFDH (SEG 1D HT:25)
DFQEGSVWMFGGEVOHR
5929321 3 17573164 | 212 227 | 52.00% | (BEQID HG:E0)
QESSVVYMFGEVDHR
£11.9066 3 15146908 | 214 207 | 90.49% | (FEQIC HID:21)
4672042 | T 44256 | 362 %65 | 91.26% | VFEVFDR (SEGID HOe32)

¥
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Banda de Proteina No.: Prescnte en las Bandas 2y §

Bos Taurus (QInSE05720) Slucoprotzing 9 Asociada al Enibarazo
Mz Carga | Mr(calc) Inicio | Fin | Puntaje | Secuencia peptidica
467.2146 2 91442360 362 88 | 99.00% | WFEVFDR (SEQ D Hoe22)
E511.2620 Z 10225185 | 133 148 | 99.00% | GFLATDTVE (3E2 1D N4
QEGSVYMFSEVDHLT TN
R5.5.0524 2 1940.8727 | 214 23 | 98015% | (EEQID NO:2E)
55480084 | 2 12895962 | 126 12 897.70% | TETITVGSSSME (SEQ T HG:3E)
E60.2275 2 12018765 | 380 260 | 94.72% | ETWILGDAFLF (3EQ 1D HD:ET)
I1F-‘lEGEVVMF-';GVDI-IQ'.“"H
734.6415 2 2123.0105 | 242 230 1 57.19% | (BEQID N33
729,914 2 14560.8459 | 207 219 | 99.00% | YLPSITRIIGH (SEQ 1D HO:39)
SDLVYSTOOPFGLIVVEYGLEGR
§17.7423 24322202 | 147 168 | 29.00% | (SEQID NO40)
TVIACSDGCEALVHT S TSHIEGPGR
875.3999 K 2605.2012 | 256 250 | B352% | (GEQ D N4

Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas 1y 4

Ecs Tauruz (JIZ260273€) Glucoprotzing 20 Azociads al Embarazo

Mz l Caga_l Mr(calc) Inicio | Fin | Puntaje | Secuencia peptidica
LEMNESAISERPVFAFYLSH
E7T1.6718 | 3 1994.0515 | 198 212 | 97.94% | (SEQID HCe42)
QKGSVWMFEGVDHR
TEESIET | Z 14977511 | 2HE 208 | L0.93% | (SEQID HCk43)
HEGAISEFVFAFYLSK
GLa4235 | 2 17628722 | 197 M2 | 88.02% | (SELID HOY
Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas 3,5y 7
Eos Tauruz (Ji2SE05733) Slucoprotaing 21 Asiiada al Embarazd
Mz Carga | Mr(calc) Inicio | Fin | Puntaje Secuencia peptidica
E1G.7575 2 1013497 262 269 1 29.00% VIF3VFDR (SEQ D HO4E5)
TESITYSSGR
B44.7657 ( Z 1069 6193 | 127 136 | 23.98% (SE 1D NCide)
MVACSDGCEAVVDTSETSLIR
Ged 3235 |3 20819712 | 2E8 277 | 95 4T% (ZEQ 1D NCed7)
IGOLVSTOOPFSLSVSEVGFH
TEL.E284 | & 22404 143 158 | 99.00% (BEQID NiZedd)
AvDSILGLN  PDESFIEAIPIFDK
§a2. 1082 | 3 26552744 11T 194 | 99.00% (EED 1D ND:49)
. FSSSTETWLLGDAFLR
154452 [ 2 1310.8839 | 348 W1 S1.2T% (ZEQ G NDED)
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Este analisis mostré que cada una de las 3 bandas de proteina tiene
mas de una PAG (Cuadro 1). La banda de 67kD contenia los péptidos que
corresponden a boPAGS y hoPAG20. La banda de proteina de 55 kD contenia los
péptidos que pertenecen a boPAGS y boPAGY. La handa de proteina de 50 kD
correspondid a hoPAG4 y boPAG21 con boPAGY como un componente menor.
Estos resultados muestran que el anticuerpo monoclonal de 2D9 se une al
bhoPAG4, hoPAGE, hoPAGY, boPAG20 y boPAG21. Este anticuerpo monoclonal
se une a los epitopes comunes a todas las 5 PAG. La comparacion de secuencia

mostro un alto grade de identidad de secuencia entre estas PAGs.

Se utilizaron lns resultados del ELISA de PAG (Figura 3) obtenidos
mediants &l uso de las PAGs de union a 2D9 como estandares para calcular el
valor Kd mediante &l uso de SoftMax™. Ei valor Kd de 2D9 se determiné como 0.9
nM (Figura 3). Por lo tanto, 2D% s un anticuerpo monoclonal de alta afinidad para
las PAGs. Estos resultados mostraron que 2D@, un anticuerpo monoclonal de

PAG. se une a boPAG4, boPAGS, boPAGS, boPAG20 y boPAG21 a partir de los
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extractos de tejido de placenta al dia 55. Las identidades de las secuencias
peptidicas  obtenidas por LC-MS-MS corresponden con las secuencias
previamente caracterizadas de estas § PAGs (boPAG4, boPAGS, boPAGS9,

boPAG20 y boPAG21).

EJEMPLO 2

Secuenciacion de proteina y ARNm

Secuenciacion de proteina de 2DQ purificada. La secuenciacién de

10  2D9 se realizd con el fin de identificar las secuencias de unién al antigenos de
PAG de 2D0. La secuenciacion de 2D9 se llevd a cabo por los métodos de
secuenciacion de proteina y del ADN. En primer lugar, las cadenas pesada y ligera
del anticuerpo 2D% fueron separadas por electroforesis en gel desnaturalizante.
Las bandas =n gel se escindieron y sometieron a digestiones enzimaticas por

15 tripsina y quimotripsina, por separado. Los péptidos resultantes se separaron y
secusnciaron por &l métade de LC-MS-MS (Cromatografia Liquida-Espectrometria
de Masas-Espactrometria de Masas). Los péptidos con > 90°% de puntaje de

confianza =n el analisis de masas y de secuenciacién fueron seleccionados. Las
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szcuencias peptidicas resultantes se utilizaron para ensamblar ~80°%: de la

secuencia de cadena ligera y ~50% de la secuencia de cadena pesada.

Secuenciacion de ARNm de cadena pesada vy ligera de 2D9. En un

segundo método, el ARNm que corresponde a las cadenas pesadas y ligeras de
2D9 se secuenciaron mediante el uso de transcripcion reversa-reacciéon en cadena
de la polimerasa (RT-PCR), con el ARN total preparado a partir de células del

hibridoma de PAG de 2D9.

Brevemente, las células de hibridoma que producen el anticuerpo
monoclonal de PAG se cultivaron &n el medio de cultivo para tejidos libre de suero
para producir 1x10% células. Las células se centrifugaron y el concentrado celular
resultante s& congeld de manera instantanea en nitrégeno liquido. El concentrado
celular se almacend a -80°C hasta su uso. Se produjo la primera cadena
complementaria de ADN (ADNc) mediants el uso del kit Cell-to-cDNA |l obtenido a
partir de Ambion, Inc., Austin, TX. EI ARN en las células de hibridoma se retro-
transcribid para producir ADNc sin un paso de extraccién de ARN separado. El
molde de ADNce resultante se utilizd para la amplificacion de las cadenas ligeras y

pesadas mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con

T
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una serie de iniciadoras disefados para amplificar todas las subclases de cadenas
pesadas y ligeras del ratén (Chardes et al., 1999). El producto de PCR resultante
se secuencié. Los datos de la secuencia se reunieron con el paquete de software
DNA STAR™. El estudio completo se repitid para asegurar la precision de la
secuencia. En segundo lugar, la repeticién de la amplificacién y secuenciacion por

PCR incluyeron iniciadores adicionales para aumentar la cobertura.

El analisis de secuencia mostré6 que la cadena pesada de 2D9 se
derivd de la subclase IgG1 gamma de ratén y la cadena ligera se derivo del tipo
kappa. La cadena pesada consistid de 448 residuos de aminoéacidos y la cadena
ligera consistié de 219 residuos de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos de
cadena ligera de 2D9 se establecid como SEQ ID NO: 3. La secuencia de
aminoacidos de cadena pesada de 2D9 se establecio como SEQ ID NO: 4. La
secuencia de acido nucleico de cadena ligera de 2D9 se establecié como SEQ ID
NO: 5. La secuencia de acido nuclzico de cadena pesada de 2D9 se establecié

como SEQ ID NO: 6.

ST
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EJEMPLO 3

Estudios de viabilidad de una prueba de embarazo basada en inmunoensayo

en el ganado vacuno

Se llevd a cabo un estudio a gran escala para evaluar el aspecto
econdmico de la prusba dez embarazo temprano a los 28 dias en el manejo
reproductivo de vacas lecheras. Los animales de estudio se localizaron en dos
sitios diferentes, uno en California y uno en Wisconsin. 1,050 animales fueron
asignados por sitio. La reproduccién inicial fue seguida ya sea por la realizaciéon de
una prueba de embarazo bhasada en inmunoensayo como se describe a
continuacién, o por palpacion estandar. Las muestras fueron enviadas al
laboratorio durante la noche. El estudio utilizé un ELISA intercalado optimizado
con los anticuerpos policlonales anti-PAG de conejo. La prueba de ELISA para
PAG utilizé un punto limite de 1.7 ng/ml, hasacdo en un estudio de prueba. Las
muestras de sangre fueron recolectacas al dia 28 y se enviaron al laboratorio para
pruehas de embarazo. El diagnéstico de embarazo se realizdé mediante ELISA
para PAG y se generd un reporte de los resultados, y se proporcionaron dentro de

las primeras 24 horas al personal de la granja. Las decisiones de reproduccion se
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hicieron con base en los resultados del diagnéstico de embarazo a partir de la
prugba para PAG por el grupo de resincronizacion temprana. Las decisiones de
reproduccion para el grupo de resincronizacién tardia (control) se realizaron con
base en la palpacion a los dias 35 a 45. Los resultados a partir de los dos sitios se

muestran en las Cuadros B-D.

El Cuadro B muestra la exactitud de un diagnéstico de embarazo
hasado e&n el lahoratorio con un ELISA para PAG en comparacién con el
diagndstico de embarazo basado en ultrasonido. El Cuadro B muestra la exactitud
del diagnastico de embarazo al dia 28 mediante el uso de un ELISA basado en
laboratoric &n comparacion con el diagnéstico de embarazo al dia 28 utilizando
ultrasonido en dos sitios de estudio, Wisconsin y California. El aspecto econémico
de una prueha de emharazo al dia 28 en €l manejo reproductivo de vacas lecheras
se examind en este estudio beta. Un ELISA para PAG basado en el laboratorio
con anticuarpos policlonales se utilizd para el diagnéstico de embarazo. El “sitio
Wisconsin utilizé reproduccién estrictamente sincronizada mientras que el sitio
California utilizé reproduccién sincronizada mas reproduccion en celo. Se utilizaron
Aproximadamente 1000 vacas en el estudio por sitio. Las muestras de sangre se
recolectaron al dia 28, se enviaren al laboratorio para prueba de embarazo. Los

resultados se regresaron a las granjas dentro de las 24 horas para permitir la toma
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de decisiones con respecto a la reproduccion. El estado de embarazo tambien se

determind mediante ultrasonido =n =l momento de la recoleccion de sangre al dia

28.

de plasma

CUADRO B

Resultados del estudio-B:

Datos de PAG y US al dia 28

Sitio Wisconsin

PAGs
us Embaraz. | Abiertas | Porcentaje de
coincidencia
Embarazadas | 358 11 269 97.0
Abiertas 44 464 508 91.3
402 475 877
Sitio California
PAGs
us Embaraz. | Abiertas | Porcentaje de
coincidencia
Embarazadas | 391 18 409 95.6
Abiertas 41 419 460 91.1
432 437 869

Cuadro C: Comparacion de la prueba de embarazo de las muestras

fresco con ELISA intercalado de PAG con anticuerpos policlonales
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(Poli:Poli, panel superior) y anticuerpo monoclonal 2D9 y anticuerpo policlonal
(Mono:Poli, panel inferior). Tenga &n cuenta que hay una clara separacion de las
muestras de vaca abierta que se distingue por el uso de una intensidad de dolor
limite de 0.2 DO. Todas las muestras de vacas embarazadas tuvieron una
intensidad del color > 0.2 unidades de DO. El ensayo Mano:Poli tuvo una

sensibilidad del 100% y especificidad del 100% en este experimento.

CUADROC

Resultados del estudio-g:

Wisonsin-reproduccion sincronizada

Caracteristicas Resincronizaciéon | Resincronizaciéon | importancia
temprana tardia

Numero disponiblde 228 226

después del 1er TAI

% de embarazo en la 45.3 47.9 NS

primera inseminacion

Dias entre las 35.1 42.0 P<0.05

inseminaciones

Numero de 2.60 2.65 NS

inseminaciones (NI)

Nl/concepcion 2.29 2.37 NS

Dias para el 452 58.3 P<0.05

embarazo (excluya el

ler TAl

% de  embarazos 46.1 51.4 NS

(excluya el 1er TAD
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* Datos para 30 vacas a ser resueltas

Cuadro D. Ensayo de campo de la prueba de color con muestras de
sangre. Se analizaron cincuenta y cuatro muestras de sangre recolectadas a partir
de 33-34 dias después de la reproduccion y el color se leyé visualmente por 3

miembros del personal. No hubo discrepancias observadas en la puntuacién visual

de los resultados entre los 3 individuos.

CUADROD

Resultados del estudio-8:

California-TAl + reproduccioén en celo

(excluya el 1er TAI)

Caracteristicas Resincronizacion | Resincronizacién | Importancia
temprana tardia

Numero disponiblde 321 335

después del 1er TAI

% de embarazo en la 277 28.7 NS

primera inseminacion

Dias entre las 23.9 32.3 P<0.05

inseminaciones

Numero de 2.86 3.05 P<0.05

inseminaciones (NI)

Nl/concepcidn 2.49 277 P<0.05

Dias para el embarazo 37.9 48.0 P<0.05

(excluya el 1er TAI)

% de embarazos 6.3 36.2 NS
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* Datos para 42 vacas a ser resueltas

El Cuadro C y el Cuadro D muestran los resuitados de  los
parametros de reproduccion utilizados para determinar €l aspecto econdémico de la
deteccion temprana del embarazo en &l manejo reproductivo de vacas lecheras en
dos diferentes esquamas de reproduccion. Los resultados claramente muestran
que hay una reduccion significativa en los dias abiertos por 10 a 15 dias en el
grupo para resincronizacion temprana en comparacion con los controles. Ademas,

se observd una reduccion en los dias entre inseminaciones en ambos sitios.

Estos resultados muestran que las pruebas de embarazo temprano
con ELISA para PAG después de 27-30 dias de inseminacidén permitieron 'una
reproducciéon temprana en comparacién con la palpacién. Las pruebas de
embarazo temprano redujeron significativamente los "dias abiertos" en las vacas
para re-reproduccién. Ademas, las pruebas de embarazo temprano redujeron
significativamente los dias entre la inseminacién. La estrategia de reproducciéh en
celo con la prueba de embarazo tempranc mostré que se redujo el nimero de

inseminacioneas por concepcion.

A
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EJEMPLO 4

Conceptos de prueba en granja:prueba de embarazo en bovino (tiras
reactivas)

Se llevd a cabo un estudio adicional para evaluar la factibilidad de
uso da 2D9 en el desarrolle de una prugha de embarazo “en granja” con tiras
reactivas. Las tiras rzactivas utilizaron la tecnologia de flujo lateral, que es la
misma tacnologia utilizada en las pruehas caseras de embarazo. Las tiras de
prueba de flujo lateral tienen anticuerpos conjugados a oro coloidal en la muestra
de aplicacion final y se colocd un anticuerpo de captura en la linea de prueba en el
centro de la tira. Si antigeno de prueba (PAG) esta presente en la muestra,
entonces &l anticusrpo conjugado al oro se unira al antigeno y el complejo
resultante migra hacia la linea de prueba. En la linea de prueba, el anticuerpo de
captura (también generado en contra de la PAG) se unira a este complejo y se
concentrara en la linea. Cuando s& retienen complejos suficientes en la linea de la
prueka coma &n un intercalamiento de anticusrpos, aparecera una linea visible de

color violeta debido al anticuerpo marcado con oro coloidal unido al antigeno de
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prusha. Las tiras de flujo lateral con mas de 40 combinaciones de anticuerpos
(incluyendo 2D9 como =l anticusrpo de captura) se ha fabricado y probado.
Ninguna de las combinaciones probadas de tira de flujo lateral produjo sensibilidad
y especificidad aceptables. Como un resultado, fueron evaluados otros formatos
de prueba de diagnéstico rapido para desarrollar una prueba “en la granja”. Entre
los formatos evaluados, los tubos de plastico con costillas internas mostraron
resultados promisorios. Dehido a esto, 2l formato del tubo se selecciond para una

optimizacién adicional como una prueba de color.

EJEMPLO §

Conceptos de prueba en la Granja:prueba de embarazo en bovino (Placas en

multi-pozos)

En un astudio adicional, las muestras de plasma a partir del dia 28 de
vacas embarazadas confirmadas se utilizaron para determinar la sensibilidad y
especificidad de la prueba de color. La intensidad del color se determiné mediante
la transferencia de la solucién de la muestra a una placa de multi-pozos recubierta

con 2D9. La placa se l=yd en un lector de placas (SpectraMax, Molecular Devices,
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Inc., CA). El panzl de plasma consistid de 20 muestras a partir de animales
embarazados y 20 animales abiertos (no embarazados). Cada muestra se analiz6
por duplicado. Basandose en la densidad optica de las intensidades de color
obtznidas a partir de las 40 muestras, mediante el uso de un limite unitario de DO
dz 0.2 como un color de fondo, la prusba mostrd 100% de sensibilidad y 100% de

especificidad (Figura 4).

EJEMPLO 6

Conceptos de prueba en la granja:Prueba de embarazo por color en bovino

(tubos de plastico)

Materiales vy métodos. Después del protocolo se describe el

procedimiento optimizado para la prueba de embarazo con tubos de plastico
recubiertos con 2D9. La prueha se puede realizar con muestras de sangre total
recolectadas con tubos para recolzcoién de sangre KSEDTA o con muestras de

plasma.

Rot
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Matzriales. Los tubos con costillas internas (#214-2131-010) se
obituvieron a partir de Evergreen Scientific Company, Los Angeles, California. Los
anticuerpos moncclonales a PAG, anticuerpos policlonales 2D9 y de conegjo se
purificaron mediante cromatografia de afinidad con proteina G. El marcado con
biotina de los anticusrpos policlonales de conejo se llevé a cabo mediante €l uso
del kit de marcado con biotina de Roche (#1-418-1685, Roche Applied Science,
Indianapclis, Indiana), de conformidad con las instrucciones del fabricante. La
Straptavidin-PolyHRP20® (#RDI-PHRP20-SA) se obtuvo a partir de Research
Diagnaostics, Inc, Concord, MA. Se adquirid Sure Blue Reserve® (#53-00-03) a
partir de KPL, Inc, Gaithersburg, MD. Se obtuvo Superblock con TWEEN20®
(#27516) a partir de Pierce Biotech, Rockfard, IL. El anticuerpo monoclonal 2D9
purificado en solucidn® salina con pH regulado con fosfato (pH 7.4) con
concentracidn conocida; regulador de pH para recubrimiento: Na.CO; 0.1 M, pH
9.3; regulador de pH para lavado: 1xPBS con 0.05% de Tween20; regulador de pH

kTM

para dilucion: 10% de SuperBlock'™ en el regulador de pH para lavado.

Marcado con biotina de anticuerpos policlonales. EI anticuerpo

paliclonal purificado de conegjo (1 mg) se utilizé para el marcado con biotina de
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conformidad con el procedimiente recomendado por el fabricante del equipo

(Roche). Bravements, s

i)

anadizron 7.6 pl del reactivo de biotina activada en
DMSO a 1 myg de anticuerpo en 1.0 ml de solucién de PBS 2n un tubo de 1.5 ml.
El tubo fue colocado =n un agitador rotatorio a 45 rpm ajustado por 2 horas a
temperatura ambientz. Después de este paso, los contenidos se transfirieron a un
dialisis slide-A lyzer™ (Pierce Biotech, #33330) y se dializd n contra de 1xPBS a
4°C durante 18 horas con 2 cambios de regulador de pH. La 1gG marcada con
hiotina se recuperd a partir de la Slide-A-lyzer y se almacen6 como 1:100 de
solucion de almacenamiento diluide con BSA al 1% en PBS. Esta solucién se
diluyd a 1:2000 con la dilucién del regulador de pH para las pruebas de embarazo

antes de su uso.

Recubrimiente  de anticusrpo _para los tubos. El  anticuerpo

monoclonal purificado, 2D9, se diluyd en 0.1 M de regulador de pH con carbonato
de sodio (pH 9.3) a una concentracion de 1.25 p g/ml para recubrimiento de los
tubos. Los tuhos fueron recubiertos con 0.5 pg del anticuerpo en 0.4 ml de
regulador de pH con carbonato sédico, durante 16 a 18 horas a 4°C para

recubrimiento. Para la incubacion, los tubos fueron colocados en el interior de un

t
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recipients de plastico con una tapa hermética bien cerrada mas una toallé de
papel himeda para la humedad y se mantiene a 4°C. Después de la incubacion, la
solucién del anticuerpo se removié y los tubos se lavaron dos veces con el
regulador de pH para lavado. Los tubas fueron bloqueados entonces con 0.4 ml de
superblock-TWEEN20 durante 1 hora a 37°C. Después de la incubacién; se
eliminé <l superblock y los tubos s& secaron al colocarlos &n una camara seca
durantz 2 horas a temperatura ambiente. Después de este paso, los tubos fueron
sellados y almacenados a 4°C en un recipiente de plastico libre de humedad hasta
su uso. Los tubos recubiertos se usaron por 6 meses con una pérdida minima en

la prueha de rendimiento.

Recolecrion de la muestra. Las vacas fueron criados en celo

sincronizado utilizando un protacolo de sincronizacién Ovsynch. Se utilizaron
aproximadament= 200 vacas para cada reproduccion sincronizada. Se
reprodujeron un total de 815 vacas mediante inseminaciéon attificial (I1A) y el dia de
la 1A fue el dia 0. Las muestras de sangre a partir de 800 vacas se recolectaron en
tubos con anticoagulante K3EDTA (BD #356543) de vacas en los dias 26 y 28 y

s& enviaron al laboratorio en hielo mediante envio nocturno. Las muestras de

90
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sangre se utilizaron dirsctamente en la prueba de color después de la recepcion.
Las vacas fuercon revisadas para estado de embarazo por ultrasonido al dia ~29 y
se¢ re-confirmé por ﬁalpacién rectal al dia ~60. Los datos del diagnéstico de
embarazo de 797 vacas estuvieron disponibles al final del estudio y se utilizaron

para €l analisis de precisidon de la prusha.

Procedimiento de la pruebha de color:

Las muestras de sangre se mezclaron por inversion hasta 10 veces
para facilitar la facil transferencia de la muestra. Cuatrocientos microlitros (0.4 ml)

d

k¢

sangre se transfirieron a cada tubo y los tubos se incubaron en un bhafo de
agua a 37°C durante 15 minutos. Después de esta incubacién, la muestra de
sangre se aspird y los tubos se llenaron con regulador de pH para lavado (1xPBS
con 0.05% de Tweenz0). El regulador de pH para lavado se aspira y los tubos se
lavan 2 veces de manera adicional con el regulador de pH para lavado. Después
del tercer lavado, se anadizron 0.4 ml de 1:2000 de anticuerpo policlonal anti-PAG
diluide marcado con biotina en un regulador de pH para dilucion (10% de
SuperblockT20™ en regulador de pH para lavado) a cada tubo y se incubd

durante 15 minutos a 37°C en un baiio con agua. Después de la incubacion, los
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tubos fueron aspirados y s& lavaron dos veces con regulador de pH para lavado. A
continuacion, se afadieron 0.4 ml de estreptavidina-PolyHRP20 (1:30,000) en un
regulador de pH para dilucidn a cada tuba y se incubé durante 15 minutos a 37°C
en un hafio con agua. Daspués de la tercera incubacion, €l contenido de cada tubo
fue aspirado y el tubo se lavé dos veces con regulador de pH para lavado. A
continuacion, se anadieron 0.4 ml del sustrato HRP, SureBlueReserve™, y se
incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de la incubacion, se
observé un color azul profundo &n los tubos que recibieron muestras de vacas
embarazadas (Figura 5). Los tubos que recibieron muestras de animales que no
estan embarazados permanecieron claros (Figura 5). El color se puede lzer
visualmente para inferir en el estado del embarazo. Sin embargo, para cuantificar
el color en el labaratorio, se afadid un volumen igual de (0.4 ml) de solucién de
paro (HCI 1N) a cada tubo virando el color de azul a amarillo. Luego se transfirié
una alicucta (0.2 ml) a partir de cada muestra a la placa de ELISA y se registré la
densidad déptica a 430 nm. Los valores de DO por encima o igual a 0.2 se
consideraron de “embarazo” y los valores por debajo de éste se consideraron

"abisrtos”. La intensidad del color limite de 0.2 DO se astablecid previamente con

muestras de panel de prusba utilizadas para el diagnéstico de embarazo.
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El siguiente es un breve resumen de los pasos para el procedimiento

de prueha en tubo:

-—

. ARadir 400 pl de muestra, 15 minutos a 37°C

M

. Lavar 3X para sangre, 2X para plasma

>~

3. Adadir 400 pl de marca de hiotina, 15 minutos a 37°C

4. Lavar 2X

n

. Anadir 400 pl de Pely-HRP20, 15 minutos a 37°C

»

. Lavar 2X

\l

. Aadir 400 pl de SureBlue Reszrve™

8. Leer - 5 minutos-15 minutos (Azul = embarazada; claro = abierta

(no embarazada))

Definiciones de los parametros del analisis de prueba:

Sensibilidad: Capacidad de la prueba de sangre para identificar las

vacas embarazadas como prefiadas.

57
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Especificidad: Capacidad de la prueba de sangre para identificar

vacas abiertas (no prefadas) como vaca abierta.

Ventajas de la prusba de color: Los suministros de la prueba inciuyen

un tubo para sangre con tapa de color parpura (3.0 ml con K:EDTA) para la
recolecion de la sangre, tubos pre-recubiertos, reactivos, botella de irrigacion, y
pipetas de transferencia. Se requiere una incubadora a 37°C/de relujo/en hloque.
A diferencia de la placa de ELISA, esta prueba no requiere centrifugacién para
separar el plasma puesto que la sangre entera se puede utilizar directamente en la
prueha. La pruzha tampoco requiere de equipo como el agitador de placas,
equipos para lavado (lavador de placas) o lectura (lector de placas). El lavado se
pueds realizar con botellas de irrigacion y pipetas de transferencia que se utilizan
para la eliminacién de la solucién del regulador de pH para lavado entre los
lavados. El calor se puede leer visualmente. Sin embargo, =n el laboratorio, al final
de la pruebha de color (después del paso 8), se anadieron 0.4 ml de solucién de
paro y HCI 1N a todos los tubos y se transfiere una alicuota (0.2 ml) a una placa
de ELISA y la intensidad del color se registré en un lector de placas. El tiempo

total del =nsayo es de aproximadamente 2 horas, en comparacién con la placa de

{
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ELISA convencional (4 horas). Este ensayo de color puede ser, opcionalmente,

multiplexado, tal como con placas de 96 pozos, 43 pozos 0 24 pozos.

Resultados. Los resultados de la prueba de color con el panel de
prueka en plasma al dia 28 (20 muestras abiertas y 20 embarazadas) se muestran
&n la Figura 6A, y los resultados de la prueba con el panel de prueba en plasma al
dia 55 (20 muestras abiertas y 20 embarazadas) s= muestran en la Figura GB.
Todas las muestras abizrtas tiene un valor de intensidad del color = 0.2 DO
mientras que las muestras de animales embarazados mostraron una intensidad

del color >0.2 DO.

Al utilizar este valor limite, ambos paneles de prueba (Figuras 6A y
6B) mostraron >95% de sensibilidad y especificidad. Una nueva serie de muestras
de plasma también fusron probadas en este sistema y mostraron proveer una

clara separacién de las vacas abiertas y las vacas emharazadas (Figura 7).

EJEMPLO 7

Conceptos de prueba en la granja:Prueba de embarazo por color en bovino

(tubos de plastico)
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La pruzba s& realizd “en la granja” como se describié mediante 2l uso
de un hafc de agua a 37°C y sin equipo adicional. En esta prueba de campo, se
ensayaron 58 musstras de sangre. La prueba del color se realizé con 0.4 mi de
muestras de sangre (Figura 8) y la confirmaciéon del embarazo se realizé por
ultrasonide (Cuadre E). El color se leyd por 3 miembros del personal y no hubo
desacuerdo en la calificacién visual de los resultados de la prueba. La prueba de
color s capaz de identificar las 14 vacas embarazadas. Los 3 individuos anotados
como "no concluyent=s" con 2 muestras, debido al fondo azul y a las muestras
resultaron ser "abiertas”. Estas pruebas de campo mostraron 100% de sensibilidad

y 92.5% de especificidad (37/40) en comparacion con el ultrasonido.

CUADROE

Prueba de color: Evaluaciéon de campo

Numero total de muestras ensayadas: 54

Dias 33 a 34 después de la reproduccion

Embarazada Abierta Remonitoreo
PAGs 15 37 2
Us 14 40
Coincidencia 14 36
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La prusha se leyd por 3 parsonas
1 falso-positivo &n el tubo de ensayo

En este cuadro s= musstran los resultados de prueba de campo de la
prueba d= color en comparacion con los resultados del ultrasonide de 54
musastras. La prueba identificé todas las vacas embarazadas (100% de
sensibilidad) con un resultado positivo falso en comparacion con los resultados del
ultrasonido. Hubo 2 musstras con resultados dudosos en la prueba de color que
se constatd que eran de vacas "abiertas”. Sin embargo, la prueba de color
identificé 37 de 40 vacas abiertas (92.5% de especificidad) en comparacion con el

ultrasonido.

EJEMPLO 8

Prueba de embarazo por color basado en un inmunoensayo intercalado

(tubos de plastico)

Materiales y métodos. Una prueba basada en inmunoensayo

intercalado se desarrollé mediante el uso del anticuerpo monoclonal de la PAG,
2D9 como un anticuerpo de captura y anticuerpo policlonal de conejo marcado con

biotina como segundo anticuerpo. El anticuerpo monoclonal de PAG esta
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recubierto en el interior de un tubo de plastico transparente o pozo y sirve como
una trampa. Los tubos utilizados fueron tubos con costillas internas para
incrementar la superficie para recubrimiento con el anticuerpo (Evergreen
Scientific, Los Angeles, CA). El complegjo se detecta con un sistema de
estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano)/sustrato de HRP. La Estreptavidina
Poly-HRP20 se obtuvi a partir d= Research Diagnostics Inc., Concord, MA, vy la
peroxidasa de rabano se obtuve de KPL, Inc., Gaithersburg, MD. La deteccidn del
complejo se indica por un color (azul o amarillo) en el tubo o pozo, lo que indica la
presencia de PAGs en la muestra. La informacion sobre el establecimiento general
de un ELISA para la dsteccion de PAGs en el suero de vacas embarazadas y
terneras se puede encontrar en Green et al., 2005, El estandar del ensayo fue de

0.5 ng a 5.0 ng. El examen dura aproximadamente 4 horas para completarse.

La prueha se pusde realizar con suministros simples de Iaboratorio
&N una granja o un sitio similar. En este ejemplo, una incubadora a 37°C y pipetas
son los Unicos componentss necesarios ademas de los suministros de reactivos.
El concepto de prusba de color se puede combinar con Ovsynch, Resynch e
Inseminacién  Artificial Programada (ITF) como parte de una herramienta de
manejo reproductivo para =l ganado. El concepto de prueha también se puede

extendar a otros analitos tales como la progesterona y otros antigenos para el
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embarazo para incrementar la precisidn del diagnéstico o para avanzar en la

deteccion del embarazo antes del dia 26. La multiplexacién se puede realizar

mediantz el uso de, por ejemplo, handsjas de 96 pozos o de 48 pozos o mediante

el uso de tubos multiples.

CUADRO 2

Reactivos del ensayo, suministros y proveedor de informaciéon

Articulo FPsactive de Propésito Informadcién dal
enzayoa/3uministros Provesdor
1 Anticuerps Monaclonal 208 | Anticuerpo para recubrimisnta
2 Anticugrpo  policlonal de | Anticuerpe secundarico marcado
Congjo oon biotina
3 Estreptavidina-Pali Sefial de amplificacian Research
Peroxidasa  de Pabano Diagnaistics Inc.,
(HRP) 20 Concord, MA
4 Sure Blue Feserve'™ Color del sustrats para HRP KPL Inz,
Gaithershburg, MD
2 Super Block Utilizado en 2l regulador ds pH | Pierce
para blogques, reguladar de pH | Biotechnology Ins.,
para lavades y regulador ds pH | Rackford, IL
para dilucidn,
& Tubos 0N costillas | Tube utilizads para la pruska Evergreen
internas, tubo de 12X75 Scientific,
mrmi,  polisstireno con A Las Angeles, CA
oostillaz en 13 parts inferior.
7 Solucion saling para | Medio para reguladaor de pH para | Roche
regulador de pH con fosfats | recubrimients, blogques, lavada y
diluzién de los reactivos biotina-
IgG, HRP.
g Fit raarsado con biotinag (5 | Preparacion de la 195 marsada | Rache
reaccionss) vy Kit . para | oon biotina
didlisis, Slide-A-Lyzar™ .
9 Tween 20 Datergents  utilizads  en el | Sigma Aldrich,
regulador de pH para | St. Louis, MO.
recubrimients, bloques, lavado y
dilucidn de reactives de bistina-
1975, HRP a una concentracién al
0.05%.
10 Carbonato de sodio Feguladar e H para | Sigma Aldrich,
recubrimients del Anticuerp 3t. Louis, MO.

¥
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Resultados. Las prushas de embarazo de 797 muestras de sangre
tomadas a partir de animales al dia 26 y 28 fusron evaluadas para sensibilidad y
especificidad al comparar &l ultrasenida del dia 29 y los resultados de la palpacion
rectal al dia 60. Las muestras de plasma se obtuvieron. Un limite de 0.2 unidades
de DO para &l diagndstico de embarazo. El cuadro 3 muestra la exactitud de la
prueba de sangre en comparacion con el diagnostico de embarazo basado en

ultrasonido al dia 29 y palpacion rectal al dia 60.

CUADRO 3

- Analisis de la exactitud de la prueba de sangre en comparacion con el

ultrasonido al dia 29 (US) y la palpacion rectal al dia 60.

Dia de prueba de= Dia 26 Dia 28
sangre

Numero de vacas 387 387 797 797
ensayadas «
Monitoras d= | Dia 29 Dia 60 Dia 29 Dia 60
embarazo us Palpacién us Palpacion
Sensibilidasd 97.4% a97.5% 99.3% 99.3%
Especificidad 90.1% 91.25% 90.9%% 91.25%
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Estos resultados muestran que una prucha de embarazo de bovino
desarrallada con el anticuerpo monoclonal PAG, 2D9, provee una precision
comercialmente  aceptable con bajos resultados de falsos negativos. Este
anticuerpe se puede aplicar en los formatos de prueba de desarrollo rapido para
detectar &l estade de embarazo de las vacas tan temprano como al dia 26
después de reproduccion con alta sensibilidad y especificidad. El analisis adicional
mostrd que la exactitud de la prueha se puede mejorar al 99% de sensibilidad y

94% de especificidad al ajustar de valor limite a 0.35 unidades de DO.

EJEMPLO 9

Aislamiento de un Sub-grupo de proteinas PAG tempranas adecuadas para

el desarrollo de una prueba de embarazo en bovino

Recoleccion del tejido. El tejido fetal de cotiledon se recolecté a partir

de havinos embarazados =n etapas tempranas de 50 a 60 dias después de la
inseminacion. Cincuenta a sesenta dias de embarazo es un periodo de embarazo
preferido debido a que el sub-grupe de proteinas PAG tempranas representa un

alto porcentaje de las proteinas PAG totales en o alrededor de esta etapa de
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gestacién, Pero aunque el porcentaje de la proteina PAG temprana deseable, es
alto en o aprovimadameante a los 50 a A0 dias después de la inseminacion, la
proteina total y la cantidad de  tejido  disponible es  pequeiia. En o
aproximadamente a los 61 a 250 dias después de la inseminacion, la proteina

PAG total y la cantidad de cotiledén fetal y de tejido de cardincula es mucho mayor.

Métodos que se puedan realizar para identificar las proteinas de

unién a 2D9 v para mapear los sitios de union de PAG a 2D9. Existen cuatro

métodos que pueden adoptarse con el fin de identificar las proteinas de union a
2D9, para caracterizar y secuenciar el anticuerpo 2D9, y para mapear los sitios de

unién de PAG a 2D9. El siguiente estudio se llevd a cabo:

1. Inmunoprecipitacion de las PAGs (obtenidas a partir de placenta al

dia &5) con lechos magnéticas recubiertos con 2D9. 2D9 purificada se acopld a

lechos magnéticos Dynal  activades por Tosile de conformidad con las
instruccionas del fabricante (Dynal). Los lechos recubiertos con el anticuerpo se

incubaron con 100 microgramos de preparacion enriquecida con PAG durante 30
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minutns en PBS 1x y se lavan exhaustivamente con el mismo regulador de pH.
Las proteinas unidas se eluyeron utilizando acido acético pH 3.0 y se sometieron a
analisis en gel y Western blot. El analisis de Western blot se desarrollé con
anticuerpos policlonales anti-PAG de conejo. Las bandas de proteinas inmuno-
reactivas fueron cortadas de SDS-PAGE y se sometieron a analisis de LC-MS-MS

después de la digestién con tripsina.

El siguiente método es un método de inmunoprecipitacién alternativa

que se pueda llevar a cabo:

2. Inmunoprecipitacion de PAGs (obtenidas a partir de placenta al dia

61 hasta 250) con lechos magnéticos recubiertos con 2D9. 2D9 purificada se

puede acoplar a lechos magnéticos Dynal activados por Tosilo de conformidad con
las instrucciones del fabricante (Dynal). Los lechos magnéticos recubiertos con el
anticuerpo se pueden incubar con 100 microgramos de preparacién de PAG por
30 minutos en PBS 1% y se lavaron exhaustivamente con el mismo regulador de
pH. Las proteinas unidas se pueden eluir utilizando acido acético pH 3.0 y
sometiendo a andlisis en gel y Western blot. El Western blot se puede desarrollar

con anticuerpes policlonales anti-PAG de conejo. Las bandas de proteina
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inmunoreactiva se pueden cortar entonces a partir del SDS-PAGE y se someten a
analisis des LC-MS-MS después de la digestion con tripsina. Una preparacion
altamente purificada del sub-grupo de proteinas PAG tempranas (especificamente

PAGs 4, 3, 9, 20y 21) se puede purificar utilizando este procedimiento.

Se llevd a cabo el siguiente estudio:

3. Cromatografia por inmunocafinidad de extractos de  tejido

preparados a partir de cardncula (endometrio) v tejidos cotiledonales (placenta) a

partir del dia 55 del embarazo de bovino. Bravemente, 2D9 purificada (10 mg) se
acopld a 1 gramo de sefarosa activada por CNBr de conformidad conv las
instruccicnes del fabricante (Sigma, St. Louis). La resina de afinidad 2D9
(aproximadamente 5.0 ml) se incubé con 25 ml de extracto de tejido a pH 7.0,
durante la noche para unién. Al dia siguiente, la resina se& empacé en una columna
y s& lavé con 1¥PBS para eliminar los materiales no unidos y se eluyeron con pH
acido acético 3.0. El pH del material eluido se neutralizdé con Tris 1M
inmediatamente después de la elucion a pH 7.0. El material eluido se sometié a
analisis en gel y Westarn blot. El Western blot se desarrollé con anticuerpos

policlonales anti-PAG de congjo. Las handas de proteinas 1 a 7 fueron cortadas

ol
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del SDS-PAGE y se sometieron a analisis de LC-MS-MS después de la digestion
con tripsina. Las identidades de las secusncias peptidicas se determiné mediante

analisis de BLAST.

El siguiente es un procedimiento cromatografico alternativo que se

puede realizar:

4. Cromatografia de= inmunoafinidad de extractos de tejido

preparados a partir de cardncula (endometrio) vy tejidos cotiledonales (placenta) del

dia 81 a 250 del embarazo en bovino. Brevemente, 2D9 purificada (10 mg) se

puede acoplar a 1 gramo de sefarosa activada por CNBr de conformidad coh las
instrucciones del fabricant= (Sigma, St. Louis). La resina por afinidad para 2D9
(aproximadaments 5.0 ml) se pueds incubar con 25 ml de extracto de tejido a pH
7.0, durante la noche para unién. Al siguiente dia, la resina se puede empacar en
una columna y se lava con PBS 1x para eliminar los materiales no unidos y se
eluye con acido acético pH 3.0. El pH del material eluido se puede neutralizar con
Tris 1M inmediatamente después de la elucién a pH 7.0. ElI material eluido se
puede someter a analisis en gel y Western hlot. EI Western blot se puede

desarrollar con anticusrpes policlonales anti-PAG de conejo. Las bandas de

oy
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proteinas 1 a 7 se pueden cortar a partir del SDS-PAGE y se someten a analisis
de LC-MS-MS después de la digestién con tripsina. Las identidades de las
secuencias peptidicas se pueden determinar a continuacién mediante analisis
BLAST. Una preparaciéon altament= purificada del sub-grupo de proteinas PAG
tempranas (especificamente PAGs 4, 8, 9, 20 y 21) se puede purificar mediante

este procedimiento.

EJEMPLO 10

Identificacion de PAGs adicionales de union a 2D9

Se encontré que el mAb 2D8 reconoce cinco isoformas PAG (4, 6, 9,
20 y 21) como se resume en él Ejemplo 1. Estas isoformas se identificaron por
secuenciacion del péptido por LC/MS/MS de las muestras de PAGs purificadas
obtenidas a partir de tejidos placentales cosechados al dia 55 dias después dé la
reproduccion. 2D9 Mab  se  utilizé  adicionalmente para la purificacion e
identificacion de PAGs mediante acoplamiento del anticuerpo a una resina
activada por CNBr para crear una columna de inmunoafinidad. Las PAGs

presentes en una muestra purificada se pueden unir (reconocer) por 2D9. De
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manera similar, las PAGs presentes en las muestras de sangre total o plasma de
hovine 2n las PAGs detectadas por ELISA se pueden unir mediante 2D9 e inducir
una respuesta positiva de ELISA, lo que indica embarazo. La elucion de las PAGs
purificadas durante el procedimiento de inmunopurificacion se modificé mediante
el ajuste del de pH 3.0 a 2.5 con neutréliza«:ién inmediata a pH 7.0 durante la

. r

recoleccion del eluyents. La visualizacion de las PAGs purificadas mediante SDS-

anteriormente (por ejemplo, Ejemplo 1). Se observaron patrones de bandeo

similares, con tres bandas principales entre 50 y 75 kDa.

Ademas de los tejidos de placenta cosachados de vacas al dia 85
después de la reproduccidn, las pags también se purificaron de tejidos de la
placenta cosechados de vacas al dia 215 después de la reproduccién. Algunos
miembros de la familia de las proteinas pags (isovformas) se expresan en la
gestacion antes que otros. El conjunto de pags expresadas anteriormente en la
gestacién se refiere cominmente como pags tempranas y el conjunto de pags
expresadas mas adelantz en el embarazo se conocen comunmente como pags
tardias. Los tejidos placentales al dia 55 después de la reproduccidon son
representativos de una etapa de embarazo que incluye la expresion de las pags

tempranas, mientras que los tejidos placentarios al dia 215 después de la
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reproduccién son representativos de una etapa de embarazo que incluye la
expresion de pags tardias. La visualizacién de pags purificado por sds-page a
partir de tejidos placentales al dia 55 y 215 muestra las mismas tres bandas entre
50 y 75 kda para ambos dias, sin embargo la proporcion (intensidad) de la banda

de mayor peso melecular &s mayor al dia 215 a partir de tejidos placentales.
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Los peptidos a partir de muestras de PAGs, tanto al dia 55 como al
dia 215 en tejidos placentales se purificaron con una columna de inmunoafinidad
2D9 y se analizaron por secuenciacion peptidica con LC/MS/MS para identificar la
isoforma PAG(s) presente =n las muestras. Las secuencias peptidicas. se
compararon con las secusnacias de isoformas PAG obtenidas a partir de la base de
datoes Uniprot (www.uniprot.org) que s= lista en el Cuadro 4. El Cuadro 5 muestra
un resumen de los resultados de secuencia peptidica y su identificacion como
PAGs que corresponds a las secuencias bhoPAG-18, boPAG-17, y 19-boPAG
mediante analisis BLAST. Las "lineas" y "bandas" (inferior, medio) referidas en el
Cuadro 5 se muestran &n la Figura 11. Un resumen de las isoformas PAG

caracterizadas en las muestras PAG purificadas se muestra en el Cuadro 6.

CUADRO 4

Isoformas de PAG con los nimeros de acceso de UniProt‘(SEQ ID Nos: 51-

62)
Isoforma PAG Namero de Accesso
1 Q29432
4 046492
6 046494, ASPJW4
9 046497, AAFV16
16 QYTTVS
17 Q9TTV7, ATMBA4
19 Q9TTV5S
20 Q9TTV4
21 Q9TTV3
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CUADRO 5

Resumen de los resultados de secuencia (incluyendo SEQ ID NO: 63-74).

“MH+” = masa del péptido con respecto a la carga mas agua, “Carga” =

estado de carga del ién, “P(pep)”= probabilidad de secuencia peptidica,

“Inicio”’= aminoacido de inicio de la proteina que se alinea con el péptido,

“Fin”= aminoacido de paro de la proteina que se alinea con el péptido

Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas Linea 2 (inferior), Linea 3 (media), Linea 6 (media),
Linea 7 (media e inferior)

Boe Taurug (9i75074856) Glucaprateina 16 asociada 2l embarazo

MH+ Carga } Inicio I Fin | P(pep) I Secuencia peptidica

133965796 | 2 215 223 | 254E-05 | FEGSVWMFGSVOHEY (SEQ ID NCiG3)
104682052 | 2 361 370 | G.28E-d | FLYFIVFDEG (SEQID HOnES _
177090613 | 2 197 212 | 7.51E-G8 | HQGAISDFIFAFTLEE (3B 1D HD:EES)

Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas Linea 2 (inferior), Linea 3 (inferior), Linea 4
(inferior), Linea § (inferior), Linea 6 (inferior), Linea 7 (inferior)

Eos Taurua (9i75074335) Glucoproteing 17 azoaciada al eambarazo

MH+ Carga Inicio | Fin | P(pep) Secuencia peptidica

138965796 | 2 215 229 | 2E4E-05 | PEGEVVMESEVLOHEY (SE 1D HOEE)
102654357 | 2 158 142 | 1.89E-05 | FGLLVIDTVRI (SEQ 1D Honb7)
1046.53062 | 2 61 270 | B.28E-04 | FLCFSVFDRS (SEG 1D HOES)
1771089014 | 2 196 213 | TE3E-07 | FHESAISEFVFAFYLERD (SEG 1D HOrED)

Banda de Proteina No.: Presente en las Bandas Linea 3 (media), Linea 4 (media), Linea § (media),
Linea 6 (media)

Boz Taurus (Qi75051660) Glucoproteina 19 asociada al embarazo

MH+ Carga Inicio | Fin | P(pep) Secuencia peptidica

21z 229 | 1LO0OE-GE | FDEQEGIVVMEGSVOHREY (SEG 1D HCeTa)

176085350 | 3

103363711 | 2 126 137 | 4.36E-06 | FTFSITCSSGRI(EEQ ID HO:TT)

224306616 | 3 212 231 | 132E-02 | DEQESSVWMFGGVDHR R (SES 1D H0:72)
1046.52052 | 2 261 370 | 9.855E-04 | FLYFSVFDRG (ZEQ 1D HC:T3)

177090613 196 212 | G0IE-09 | KHOGAIZERVFARYVLEED (SEQ D D7)

(e
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CUADRO 6

Isoformas PAG caracterizadas en tejidos placentales al dia 55 y 215

Dia 55 Tipo de |Isoformas PAG | Dia 215 Tipo de | Isoformas PAG

Tejido Tejido

carincula 4,8, 9 16, 17, | cardncula 4,6, 9 17, 19,
21 21

cotileddn 4, 6, 9, 18, 17, | cotileddén 4, 6, 9, 16, 17,
19, 21 19, 21

carincula/cotitedén | 4, 6, 9, 17, 19 caruncula/cotiledsdn | 4, 6, 9, 16, 17,

21

Las secuencias polipeptidicas mostradas en el cuadro 4 se alinearon con
PROTDIST v. 3.5¢, por =jemplo, del paquete PHYLIP (felsenstein, 1989). El
paquete de analisis de Arbol Filogenético Vecino de PROTDIST fue utilizado en
las secusncias alineadas para generar €l arbol que se muestra en la Figura 9. Las
alineaciones de PAGs se muestran n la Figura 10. Este analisis de isoformas de
PAG 1, 4, &, 9, 13, 17,19, 20 y 21 se realizé para visualizar la relacidn de las
isoformas bhasandose en sus regiones de similitud y diferencia. Segan el analisis,

PAG 4, 6,9, 18, 17, 19, 20 y 21 se agrupan juntas, aparte de PAGT.
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Todas las composiciones y los métodos descritos y reclamados en la
presents invencion se pueden realizar y ejecutar sin llevar a caboe experimentacion
a la luz de la presents descripcion. Mientras que las composiciones y métodos de
esta invencién se han descrito en términos de modalidades preferidas, sera
evidente para aquellos expertos =n la técnica que las variaciones se pueden
aplicar a las composiciones y en Ins pasos o en la secuencia de pasos del método
descrito en la presente invencion sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de
la invencién. Mas =specificamente, serd evidente que ciertos agentes que estan
quimica y fisiolégicamente rzlacionadas podran ser sustituidos por los agentes
descritos &n la presente invenciéon, mientras que los resultados iguales o similares
que pueden alcanzar. Todos los sustitutos y modificaciones evidentes a aquellos
expertos en la técnica se consideraran dentro del espiritu, alcance y concepto de

la invencion comoe se define por las reivindicaciones anexas.

Referencias

Las siguientes referencias, hasta el grado en que provean procedimientos
ejemplares u otros detalles suplementarios a aquellos establecidos en la presente
invencion, se& incorporan especificamente en la presente invencion como
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REIVINDICACIONES

1.- Un anticugrpo o fragmento del mismo que se une
inmunolagicamente a al menos dos PAG seleccionadas del grupo que consiste de
PAG4, PAGS, PAGY, PAG18, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21.

2.- El anticuerpe o fragmento del mismo de conformidad con la
reivindicacién 1, donde el anticuerpo o fragmento del mismo se une de manera
inmunolégica a PAG4, PAGH, PAGY, PAG15, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21.

3.- Un anticuerpo producido por un hibridoma depositado como el
numero de acceso ATCC PTA-5566, o un fragmento de unidn al antigeno del
mismo.

4 .- Una célula aislada depositada bajo el nimero de acceso ATCC
PTA-856G6, o una progenie de la célula que produce anticuerpos 2D9.

&.- Un polinucledtido aislado que codifica un anticuerpo con dominio
de cadena pesada o ligera, en donde <l dominio de la cadena pesada o ligera se
selecciona del grupo que consiste de:

a) una secuencia polipeptidica con al menos 97% de identidad de

secuencia con SEQ ID NO: 1;
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h) una secuencia polipeptidica con al menos 92% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 2;
) una secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID NO: 1,y

d) una secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID NO: 2.

6.- El polinucledtido de la reivindicacion 5, donde el dominio
comprande una secusncia polipeptidica con mas de 97% de identidad de
secuancia con SEQ ID NO: 1.

7.- El polinucledtide de la reivindicacion 6, donde el dominio
comprende una SEQ ID NO: 1.

8.- El polinucledtido de la reivindicacion 5§, donde el dominio
comprende una secuencia polipeptidica con mas de 92% de identidad de
secusncia con SEQ ID NO: 2.

9.- El polinucleétido de la reivindicacion 8, donde el dominio
comprende una SEQ ID NO: 2.

10.- El polinucledtido de la reivindicacion 5, donde el polinucledtido
se define como la codificacidn la secuencia polipeptidica SEQ 1D NO: 3.

11.- El polinucledtido de la reivindicaciéon 5, donde el polinucleétido

se define como la codificacién la sscuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 4.
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12.- El pelinucledtido de la reivindicacion 5, donde el polinucledtido
comprende la SEQ ID NO: 5.
13.- El polinucledtide de la reivindicacion 5, donde el polinucleétido
comprandes la SEQ ID NO: 6.
14.- Un polipéptido aislado que comprende un anticuerpo con
dominio de cadena pesada o ligera, en donde &l dominio de cadena pesada o
ligera se selecciona del grupo que consiste de:
a) una secuencia polipeptidica con al menos el 97% de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 1;
b) una secuencia pelipeptidica con al menos 92% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 2;

¢) una secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID NO: 1,y

d) una secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID NO: 2.

15.- El polipéptido de la reivindicacion 14, se define de la manera que
comprende una secuencia con al menos 97% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 1 y una secuencia polipeptidica con al menos 92% de identidad de

secuencia con SEQ ID NO: 2.
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16.- El polipéptido de la reivindicaciéon 15, donde el polipéptido se
une inmunolégicamente a al menos una primera PAG seleccionada del grupo que
consiste de PAG4, PAGS, FAGY, PAG1E, PAG1T, PAG19, PAG20 y PAG21.

17.-  Un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende e.l
polipéptido de la reivindicacion 14,

18.- Un método para detectar el embarazo €n un animal bovino que
comprende:

a) abtener una muestra de un animal hovino,

h) poner n contacte la muestra con un anticuerpo o fragmento del
mismo, de conformidad con la reivindicacion 1, y

c) determinar si la muestra contiens al menos un primer antigeno
ascociado al embarazo (PAG) que es capaz de estar
inmunolégicamente unido por &l anticuerpo o fragmento del
mismo, &n donde la presencia de la PAG en la muestra 2s

indizativa de embarazo.

19.- El método de la reivindicacién 18, donde =l anticuerpo o

fragmento del mismo es el anticusrpe monoclonal 2D9.
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20.- El método de la reivindicacion 18, donde la PAG se selecciona
del grupo qu= consiste de PAGY, PAGS, PAGY, PAG15, PAGI1T, PAG19, PAG20 y
PAG21.

21.- El método de la reivindicacién 18, donde la PAG es PAGS.

22.- El método de la reivindicacion 18, donde se determina si la
muestra contiene al menos un primer antigeno asociado al embarazo que
comprende ELISA o Western blot.

23.- El método de la reivindicacion 22, donde el ELISA es el ELISA
intercalado que comprende la unidn de una PAG al anticuerpo o fragmento del
mismo fijado a un sustrato y una preparacién de anticuerpo secundario marcado
con una enzima.

24.- El método de la reivindicacion 23, donde dicha enzima es
fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano.

25.- Un kit que comprende:

a) un anticuerpo o fragmento del mismo, de la reivindicacion 1, y

h) un contenedor para el anticuerpo o fragmento del mismo.

26.- El Kit d= conformidad con la reivindicacion 25, definido porque

ademas contiene medios para la deteccién de union inmunolégica entre el
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anticuerpa o fragmento del mismo y al menos un primer antigeno asociado al
embarazo (PAG).

27.- El kit de la reivindicacidn 25, donde el anticuerpo o fragmento
del mismo que se une a un soporte,

28 .- El kit de la reivindicacion 27, donde dicho soporte es una placa
de poliestireno, tubo de ensayo o varilla reactiva.

29.- El kit d= la reivindicacién 25, definido porque ademas comprende
una marca detectable.

30.- El kit d= la reivindicacion 25, donde la marca detectable es una
marca fluorescents o quimioluminiscente.

31.- El kit de la reivindicacién 25, donde la marca detectable es una
enzima.

32.- El kit de la reivindicacién 31, donde la enzima es fosfatasa
alcalina o peroxidasa de rabano.

33.- Un método de purificacién de al menos un primer antigeno
asociado al emhbarazo (PAG), que comprende:

a) obtener una muestra que comprende al menos un primer

antigeno asociado al embarazo (PAG), y
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b) purificar la PAG relativa a la muestra basada en la afinidad de la

PAG al anticuerpo o fragmento del mismo de la reivindicacion 1.

34.- El matedeo de conformidad con la reivindicacion 33, donde la
muestra se obtiene a partir de placenta de hovino al dia 50 a 250.

3&.- El método de conformidad con la reivindicacion 34, donde la
muestra se obtiene a partir de placenta de bovino al dia 61 a 250.

36.- El métode de conformidad con la reivindicacion 33, donde
purificar comprende  inmunoprecipitacion, western blot, o cromatografia por

inmunoafinidad.

1
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RESUMEN DE LA INVENCION

S& describen anticuerpos y métodos para detectar el embarazo en un
animal; =n ciertos aspectes, los anticuerpos utilizados se unen inmunolégicamente
al mznos a dos PAGs seleccionadas de PAG PAG4, PAGH3, PAGY, PAG1S,
PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21; tambi&n se proveen los acidos nucleicos que
codifican el anticuerpo, asi como los kits, métodos de uso y composiciones

adicionales relacionadas con el anticuarpo.

12B

P10/743F
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>2D9 Cadena Liviana

CBGTTCCTCCTTCCAGCAGTGATGTTTTGATGA DOCAMCTCCACTCTCCCTGOCTOTCAGTCTT

COAGATCAAGCCTCCATTTCTTECACATCTAGGCACAGCATTGTAC ATAGTAATGGAAACACCTATTTAG
AATGGTTCCTRCAGAAACCAGGLCAGTCTCCAAGOTCE TGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGG
GGTCCCACACAGG TTCAGTGRCAG TEGATCACGGACAGATTTCACACTCAAGATCAG GCAGAGTGGAGGCT

GAGGATCTECGAGTTTATTACTGCTTTCAAGG TTCACATGTTCISCTC ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGC

TCGAGCTGAMCGRGCTGATGCTGCACCAACTETATCCATCTTCCCACCATCCAG TGAGCAGTTAACATC
TCGAGG TGO TCAGTOG TG TOCTTCTTGAACAACTTCTACCCCARAGACATCAATG TCAAGTOGAACATT

GATGGCAGTGAACGACAARATGGCGTCUTGAACAG TTGGACTOATCACGACAGCAAAGAD AGCACCTACA |
GCATGAGCAGCACCCTCACT TTGACCAAGGACHAGTATGAACGAL ATAACAGCTATACCTGTGAGGCCAC

TCACAAGACATCTACTTCACCCATTGTCAAGAG CTT(.AACAGGAATGAGTGTTAGAGACAAAGGT(,CTGA

FIG’.’1

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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»209 Cadena Pesada

GCTACAGRTGTCCACTCCCAGGTTCAGCTOCAGCAG TCTRRACCTGARC TRATRAARD LTGRGCTCAG |

TCAAGATATCCTGUAAGGCTACTGGCTACATATTCAGTAAR TACTORATGRAG TEARTAAMGCAGAGGCC
TCOACATECCCTTGAGTGGAT TORAGAGATTTTACCTGGAAGTGATATTACTAACTACAATGAGAAGTTC
AAGGACAAGRCCACATTCACTGCAGAT TCATCC TOCAACACGGUCTACATGCAAC TCAGCAGRCTGACAT
CTGAGRACTCTGCORTCTATTACTG TGCANGAGL TGGCAGTGG TTACTACG GGGTATATTACTATGCTAT
GHACTACTGRAGTCAAGGAACCTCAG TCACCI TCTCCTCAGCCAMAACTACAL (CCCCATCTGTCTATCCA
CTGRLCOCTREATCTRCTGOCCAAMC TAACTCCATGR TRACCC TOGGATOCC TGO TCAAGGGLTATTTCC
CTGAGCCAGTRACAGTACC TOGAACTCTGGATCCCTE TCCAGLGR TRTRCACACCTTCCCAGCTOTCCT

GCAGTCTGACCTCTACACTCTAGCAGCTEAGTGACTO TCCOCTCCAGCACCTGOCCCABCOAGACCGTC -

ACCTGCAACGT TGOCCACUCGEUCAGCAGC AT AAGG TEGACAAGAAMAT TG TGCCCACGGATTOTGGTT
GTAAGCCTTCCATATGTACAGTCUCAGAAG TATCATCTRTCTTOATCT TERCCRCAAMAGRCCAAGRATGT
GOTCACCATTACTCTGACTCCT AMGETCACG TR TG TTG TGO TAGACATCAGE MGGATGATCCCGAGGTC

CAGTTCAGCTROTTTGTAGATGATGTGGAGG TOCACACAGCTCAGACEE: AACCCCGROAGRAGCAGTTCA
ACAGCACT TTCCGCTCAGTCAG TOAAC T THCCATCATGCACCAGGACTHGCTCAATGOCAAGGAGTTCAA -

ATGCAGGG TCAACAGTOCAGCTTTOCC TROCCRCATCRAGAAMACCATCTCL AAAACCAAAGGCAGACCG

ANGCTCCACAGG TG TACACCATTCCACCTCCRAAGGAGLAGATGGCCAAGEATAAG TCAGTCTGACTT

GCATGATAACAGACTTCTTCCOTGAAGACATTACTG TGGAGTGGC A TCGAATCGECAGCCAGTGGAGAA

CTACAAGAACACTCAGCCCATCATCGACACAGATGGC TCTTACTTOR TCTACAGCAAGC TCAATGTGCAG

AAGAGLAACTGRGAGGCAGGARATACT TTCACCTGCTCTG TG TTACATGAGEOCC TGCACAACCACCATA
CTGAGAAGAGLLTCTCCCACTCTCCTORTAAATATCCCARMS TCCTTGS «NJLL( TCTGGTCCTACAGGA
CTACTGCAGGTGTCCACTCCCCTCAAACA :

FIG.2
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IDENTIFICACION DE PAGs DE UNION A 2D9
A B c D E

25kD -

A ALBUMINA DE SUERQ DE BOVINO

B. CADENAS PESADAY LIGERA DE 209

C. FRACCION ENRIQUECIDA CON PAG

D. PAG PURIFICADA POR AFINIDAD A 2D9 A PARTIR DE CARUCULA
E. PAG PURIFICADA POR AFINIDAD A 209 A PARTIR DE COTILEDON

LAS BANDAS 1 A7 SE CORTARON Y SE SOMETIERON A DIGESTION
CON TRIPSINAY LC-MS-MS

FIG.4

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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<110>

<120>

LISTADO DE SECUENCIAS

Solicitante:

ROBERTS, R. MICHAEL

McGRATH, MICHAEL F.

GREEN, JONATHAN

Titvlo de la invencién:

TEMPRANO DEL EMBARAZO

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>

<212>
<213>

A
PN

2
2

€

v O
VARV

<
-
iy

| ragine

<400>

Asp Va

1

Asp Gl

Asn Gl

Numero de referencia: MONS5:103WO

MONSANTO TECHNOLOGY LLC
MATHIALAGAN, NAGAPPAN

(37-21(54290))

NUimero de solicitud actual: DESCONOCIDO
Fecha de presentacidn actual: 2008-12-12

Namero de solicitud previa: 61/0
clic

Fecha de presentacidn de la solicitud previa:

Numeros de secuencias: 74
Software: PatentlIn versidn 3.3
SEQ ID NO: 1

Longitud: 112

Tipo: PRT

Organismo: Secuencia artificial
Caracteristica:
Otra Informacidn: Secuenc
nto de anticuerpo arcifici

Secuencia: 1

1 Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser

n Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Arg
20 25

=~ 1]
o 5

y Asn Thr Tyr Leu Glu
35

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn

50

Asp Ar

65

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp

[
o
L<
wn
(i)
I~
o
L<
-
=)
i~

g Phe Ser Gly Se:
5

g
[}
[

Gly Val
85 90

Gln

peptidica de

Lys

Phe
60

-3
<
=

cad

Ser

Cys

o

COMPOSICIONES Y METODOS PARA

2007-12-13

Sexr

Val H

30

Leu

[

P
<
o

=

a del

Ser

1ln Ser

Pro



Ser His Val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> SEQ ID NO: 2

<211> Longitud: 124

<212> Tipo: PRT

<213> Organismoc: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
<223> Otra Informacidén: Secuencia peptidica de cadena pesada del
fragmento de anticuerpo artificial

<400> Secuencia: 2

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Ile Phe Sex Asn Tyr
20 25 30
Trp Met Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Txp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ile Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe

Lys Asp Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Ser Sexr Ser Asn Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Axg Ala Gly

9]
)
~
I
ol
<
3
=
=

Tyr Gly Val Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp

-3
T
[

—
13
=2
[a

Tyr Trp Gly Gln Gly Ser Va Val Ser Ser

<210> SEQ ID NO: 3

<211> Longitud: 193

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:
223> Otra Informacidn: BSecuencia pepitidica de cadena ligera del
fragmento de anticuerpo artificial

<400> Secuencia: 3

Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu S
1 5 1



Asp

Asn

el
a3
(o}

Asp

65

Ser

Ser

Arg

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<2233

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Asn

Ala

Asn
35

Phe

Val

Lys

Gly

Ser
20

Thr

: Leu

Ser

Glu !

Pro
100

Asp

Val

Met
180

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
Organismo:

PRT

Ile

Tyr

|
—
W

Gly S

Leu

Ala

Gly

4
448

Leu

Thr

Gly

Asn
150

Asn

Cys

Glu

Asp

Phe

Thi

Ala
135

Val

Ser

Leu

Gly

Val

120

Ser

Trp

Leu

Ser

25

Phe

Sexr

Gly

Ala
105

Ser

Val

L

\
9

G

I

en

al
0

ly

le

Secuencia artificial

Caracteristica:
Otra Informacidn:

Secuencia peptidica d

fragmento de anticuerpo artificial

<400> Secuencia:

4

Gln

Gln

Lys

A.Lg Ph

Phe

Cys

Ly

S

W

Ile

Leu

wn
(]
-

Asp

cadena pesada del

Val
30

Ser

Asn

Sexr

Glu
190

His

Gln

Val

1 Leu

Sexr

Asp
175

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly

1

5

1

0

Ser

Ser

6



Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ser

145

Val

Phe

Thix

Ala

Asp

225

Val

Val

Glu

50

Asp

Gln

Arg

Pro
130

Met

Thr

Val

His

210

Cys

Phe

Lys

Glu

35

Ile

Lys

Leu

Val

Val

Pro

Gly

Ile

Ile

20

Trp

Leu

Ala

Ser

Thi

Thr

Val
180

Ala

Cys

Phe

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Gly

Tyr

Leu

Sexr

Ser

Lys

Pro
245

Cys

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Thr

Asn

Ser

Pro
230

Pro

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Lys

Ala

Arg

40

Asp

Ala

Val
120

Ala

Gly

Pro

Thr

25

Pro

Ile

Asp

Glu

v Val

[€)]
]
=

Leu

185

Ser

Val

Cys

Gly

Thr

Ser

Asp

Val

Gly

Asp

Lys Asp

250

Tyr

Asn

Ser
75

Sexr

Sexr

Lys

Val
235

Ile

Tyr
60

Ser A

Ala I

140

Tyxr

W
@
I

Leu

Phe

Leu
45

Asn

Phe

Thr

Glu

Val

Val

Ile

Trp

Lys

Thr

3
=
N

Glu

His

175

Ser

Asn

Ser

Tyr

Ile

Phe

Asp

Thr

Asn

Pro

160

Thr

Val

Val

[



Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro
260 265 270

=3
=4
s

Glu Val Gln Phe Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His
275 280 285

Gln Thr Gln Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val
290 295 300

Ser Glu Leu Pro Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe
305 310 315 320

Lys Cys Arg Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Glu Lys Thr
325 330 335

=
—
[(]

Ile Ser Lys Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile
340 345 350

Pro Pro Pro Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu
355 360 365

-3
o
B

Cys

Met Ile Thr Asp Phe Phe Pro Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Ala Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asp
385 390 395 400

Thr Asp Gly Sexr Tyr Phe Va

s
—
3
<
~

Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser

Asn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly
420 425 430

Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> SEQ ID NO: 5

<211> Longitud: 685

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra Informacidén: Secuencia de & nucleicos gue codifica la
ko

<400> Secuencia: 5
cggtitccoge ticcagcagt gatgittiga tgacccaaac tccactctee cigectgica 60

gLceogga

a tcaa 120

cctce attictigea gatctaggca gagcattgta catagtaatg

O
ls}
G



gaaacaccta titagaactgg ttccigcaga aaccaggcca gictccaaag ctcecigatct 180
acaaaguiic caaccgatci tciggggocc cagacaggit cagiggcagt ggatcaggga 240
cagatiicac acicaagacc agcagagogg aggctgagga tcigggagit tattactget 300
ttcaaggotic acactgicccy cocacgiicy gogeigggac caagceciggag cigaaacygqg 360
Cigatgcigce accaacigta tccaccitcc caccatccag tgagcagita acatctggag 420
gtgccicagt cgogtgeiic ttgaacaact tctaccccaa agacatcaat gtcaagtgga 480
agacigacgg cagigaacga caaaatggcyg tcctgaacag tiggactgat caggacagea 540
aagacagcac ciacagcacg agcagcaccc ccacgtigac caaggacgag tatgaacgac 600
ataacagcta taccigtgag gecactcaca agacatctac ticacccatt gicaagagcet 660
tcaacaggaa tgagtgtiayg agacaaaggt cccga 695
<210> SEQ ID NO: 6

<211> Longitud: 1429

<212> Tipo: ADN

<213> Organismo: Secuencia artificial

<220> Caracteristica:

<223> Otra Informacidén: Secuencla de acidos nucleicos que codifica la
cadena pesada del fragmento de anticuerpo 2D9

<400> Secuencia: 6

gctacaggig tccactcceca ggttcagety cagcagocty gagcetgageoi gatgaagect 60
ggggcchcag tgaagatatc ctgcaaggct actggctaca tattcagtaa ctactggatg 120
gagigggtaa agcagaggcc tggacatggc ctigagigga tiggagagat titacctgga 180
agtgacatta ctaactacaa tgagaagiic aaggacaagg ccacaticac tgcagattca 240
Tcciccaaca cggectacat gcaacticagce agcctgacat ctgaggacic tgceccgtctat 300
tactgigcaa gagecigggag tggitaciac ggggtatatt actatgeciat ggactactgy 360
ggtcaaggaa cctcagicac cgtcicctca goccaaaacga cacccccatc tgictatcca 420
CLYQGCCCCLy gatcltLgcige ccaaactaac tccatggiga cccigggatg cctggicaag 480
ggctactice ctgagecagt gacagigace tggaacictg gatcoctgic cagcggigig 540
cacacctiicc cagcigiccti gcagtctgac cictacactic tgagecagete agtgacigtc 600
ccciccagca cciggeccag cgagaccgic accigcaacyg tigecccacce ggccagecage 660
accaaggtigy acaagaaaat tgtgcccagg gattgtggit gtaageoctitg catatgtaca 720
gtcccagaag tatcactcigi citcatctiic ccecccaaagc ccaaggatgt gctcaccatt 780
actcitgactc ctaaggtcac gtgtgitgiy gtagacatca gceaaggatga tccecgaggic 840
cagiicaget ggittgtaga tgatgiggay gtgcacacag ctcagacgca accocgggayg 900
gagcagtica acagcactit ccgcicagic agtgaacttc ccatcatgca ccaggactgg 960



cucaatggca aggagrtcaa atgcagggic aacagt
aaaaccatct ccaaaaccaa aggcagaccg aaggc
cccaaggage agatggccaa ¢ggataaagtc agtictgacct gcatgataac agacticttce
Cctgaagaca ctacctgogga
actcagecca tcatggacac agatggeict tacticgict acagcaagct caatgigcag
aagagcaact gggaggcagyg aaataciitc accogcocig cgicacatga

aaccaccatca citgagaagag ccociceccac tcicciggta aatgatccca

]
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99

«:

agtccti

[si]

g

(]
lai

agcccicigy tccracagga ctacigeagg tgtccactice cctecaaaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

SEQ ID NO: 7
Longitud: 16

Tipo: PRT

Organismo: Bos taurus

Secuencia: 7

Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Cys Leu Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10 15

SEQ ID NO: 8
Longitud: 11

Tipo: PRT

Organismo: Bos taurus

Secuencia: 8

Thr Phe Ser Gly Ala Phe Pro Ile Phe Asp Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

SEQ ID NO: 8
Longitud: 16

Tipo: PRT

Organismo: Bos taurus

Secuencia: 9

Asn Glu Gly Ala TIle Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu Ser Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10 15

SEQ ID NO: 10
Longitud: 16

Tipo: PRT

Organismo: Bos taurus

Secuencia: 10

Asp Lys Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg

1

5 10 15

ccccatcgag

cattccacct

cagigy aatgggcagce cagcggagaa ctacaagaac

(o]

O

1380



<210> SEQ ID NO: 11

<211> Longitud: 22

<212> Tipo: PRT

<213> Organismoc: Bos taurus

<400> Secuencia: 11

Ala Leu Val Asp Thr Gly Thr Ser Asp Ile Val Gly Pro Ser Thr Leu
1 5 10 15

Val Asn Asn Ile Trp Lys
20

<210> SEQ ID NO: 12

<211> Longitud: 7

<212> Tipo: PRT

<213> Organismec: Bos taurus

<400> Secuencia: 12

Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
1 5

<210> SEQ ID NO: 13

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 13

Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Cys Leu Lys
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 11!

<211> Longitud: 11

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bas taurus

<400> Secuencia: 1¢
Thr Phe Ser Gly Ala Phe Pro Ile Phe Asp Lys
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 15

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bo: taurus

<400> Secuencia: 15

Asn Glu Gly Ala TIle S=r Glu Pro Val Phe Ala Phe Tvyr Leu
1 5 10

= LN
o

<210> SEQ ID NO: 16
<211> Longitud: 16
<212> Tipo: PRT




<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 16

Asp Lys Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 17

<211> Longitud: 22

<212> Tipo: PRT

<213> Organismoc: Bos taurus

<400> Secuencia: 17

Ala Leu Val Asp Thr Gly Thx Ser Asp Ile Val Gly Pro Sex
1 5 10

=

Sy
=
[y
[0}
=4

Val Asn Asn Ile Trp Lys
20

<210> SEQ ID NO: 18

<211> Longitud: 7

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 18

Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
1 5

<210> SEQ ID NO: 19

<211> Longitud: 9

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 19

Val Pro Gly Gln Ala Tyr Ile Leu Lys
1 5

<210> SEQ ID NO: 20

<211> Longitud: 8

<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 20
Leu Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg

1 5

<210> SEQ ID NO: 21

<211> Longitud: 10

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 21



10

Thr Phe Ser Ile Thr Tyr Gly Ser Gly Arg
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 22

<211> Longitud: 10

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 22

Gly Glu Leu Asn Trp Ile Pro Leu Met Lys
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 23

<211> Longitud: 18

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 23

Leu Lys Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Lys

<210> SEQ ID NO: 24

<211> Longitud: 23

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 24

Phe Asp Gly Val Leu Gly Leu Ser Tyr Thr Asn Ile 3er Pro Ser Gly
1 5 10 15

Ala Ile Pro Ile Phe Tyr Lys
20

<210> SEQ ID NO: 25

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 25

Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu Ser Lys
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 26

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus
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<400> Secuencia: 26

Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Cys Leu Lys
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 27

<211> Longitud: 20

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 27

Gly Glu Leu Asn Trp Val Pro Leu Ile Gln Val Gly Asp Trp Phe Val
1 5 10 15

His Met Asp Arg
20

<210> SEQ ID NO: 28

<211> Longitud: 18

<212> Tipo: PRT

<213> Organismc: Bos taurus

<400> Secuencia: 28

Leu Lys Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Lys

<210> SEQ ID NO: 29

<211> Longitud: 11

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 29

Thr Phe Ser Gly Ala Phe Pro Ile Phe Asp Lys
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 30

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 30

Asp Lys Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 31

<211> Longitud: 14

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

v
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<400> Secuencia: 31

Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 32

<211> Longitud: 7

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 32

Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
1 5

<210> SEQ ID NO: 33

<211> Longitud: 7

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 33

Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
1 5

<210> SEQ ID NO: 34

<211> Longitud: 9

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 34
Gly Phe Leu Ala Tyr Asp Thr Val Arg
1 5

<210> SEQ ID NO: 35

<211> Longitud: 17

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 35
Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Gln Tyr Tyr

1 5 10 15

Lys

<210> SEQ ID NO: 36

<211> Longitud: 17

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 36

(Y
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Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Gln Tyr Tyr
1 5 10 15

Lys

<210> SEQ ID NO: 37

<211> Longitud: 11

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 37
Glu Thr Trp Ile Leu Gly Asp Ala Phe Leu Arg
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 38

<211> Longitud: 19

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 38

Asn Lys Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Gln
1 5 10 15
Tyr Tyr Lys

<210> SEQ ID NO: 39

<211> Longitud: 13

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 39
Tyr Leu Pro Ser Ile Thr Phe Ile Ile Asn Gly Ile Lys
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 40

<211> Longitud: 23

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 40
Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Ser Val Val

1 5 10 15

Glu Tyr Gly Leu Glu Gly Arg
20

<210> SEQ ID NO: 41
<211> Longitud: 25



<212> Tipo:

<400> Secuencia:

Thr Val Ile Ala
1

Thr Ser His Ile
20

<210>
<211>
<212>
<213>

Longitud:
Tipo:

<400>

Leu Lys Asn Glu
1

Ser Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

Longitud:
Tipo:

<400>

Gln Lys Gly Ser

PRT
<213> Organismo:

SEQ ID NO:

PRT
Organismo:

Secuencia:

SEQ ID NO:

PRT
Organismo:

Secuencia:

N

14

Bos taurus

41
Cys Ser Asp Gly Cys Glu Ala Leu Val His Thr Gly
5 10 15

Glu Gly Pro Gly Arg
25

42
18
Bos taurus

42

Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu
5 10 15

43
14

Bos taurus
43

Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg

1 5 10
<210> SEQ ID NO: 44

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 44

Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu Ser Lys
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 45

<211> Longitud: 8

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus
<400> Secuencia: 45

Val Tyr Phe Ser Val Phe Asp Axrg
1 5

<210> SEQ ID NO: 46
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<211> Longitud: 10
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 46

Thr Phe Ser Ile Thr Tyr Gly Ser Gly Arg
1 5 10

<210> SEQ ID NO: 47

<211> Longitud: 20

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 47

Val Val Ala Cys Ser Asp Gly Cys Glu Ala Val Val Asp Thr Gly Thr
1 5 10 15

Ser Leu Ile Lys
20

<210> SEQ ID NO: 48

<211> Longitud: 21

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 48

Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Ser Val Ser
1 5 10 15

Glu Tyr Gly Phe Lys
20

<210> SEQ ID NO: 49

<211> Longitud: 24

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 49
Ala Tyr Asp Gly Ile Leu Gly Leu Asn Tyr Pro Asp Glu Ser Phe Ser
0

I
1 5 1

Glu Ala Ile Pro Ile Phe Asp Lys
20

<210> SEQ ID NO: 50

<211> Longitud: 16

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 50
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Phe Ser Ser Ser Thr Glu Thr Trp Leu Leu Gly Asp Ala Phe Leu Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213

<400>

Met

1

Val

Gly

Ser

Asn

65

Pro

Val

Phe

Axrg

Thr

145

Ser

Gly

Asp

Lys

Lys

Lys

Gln

50

Ile

Gln

Pro

Arg

Ile

130

Val

Ile

Trp

Ile

Asn

35

Ile

Lys

Glu

Ser

His
115

Glu

Asn

Leu
195

SEQ ID NO:
Longitud:
Tipo:
> Organismo:

PRT

Secuencia:

Leu

Pro

20

Met

Ser

Asp

Phe

Asp

100

Leu

Ile

Glu

Tyr
180

5

51
380

Bos taurus

51

Val

5

Leu

Leu

Phe

Leu

Gln

85

Phe

Gln

Asn

Leu

Arg

Asn

Val
70

Val

Ser

Asn

150

Gly

Asn

Gln

Leu

Asn

Gly
55

Tyz

Val

Gly

135

Leu

Phe

Gly

; Leu

Phe

40

Met

Phe

Ser

Thy
120

Ser

Ala
200

Leu

Lys
25

Leu

Asn L

Gly

Asp

Phe
185

Ile

10

Val
10

Thr

Lys

Asn

Thi
90

o Ala

Arg

Lys

-3
=
]

Arg T

170

Ser

Ala

Met

Phe

Glu Hi

Ile
75

Ala

Leu

Glu

Sexr

Ser

Asn

r Asn

125

Val

Asp

—
—
@

Val
205

Glu

Val
30

15

Cys
15

Val

Ser

Ile

Ser

Leu Ar

Thi F

Gly

Val
175

-
s
[

Ala

Asp

Leu

160

Leu

Phe

Phe

bl
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Tyr Leu Ser Lys Asp Glu Arg Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly
210 215 220

Val Asp His Arg Tyr Tyr Leu Asn Trp Val Pro Leu Ile
225 230 235 240

(D)
=
o
5
(]
=

Gln Ala Gly Asp Trp Ser Val His Met Asp Arg Ile Ser Ile Glu Arg
245 250 255

Lys Ile Ile Ala Cys Ser Asp Gly Cys Lys Ala Leu Val Asp Thr Gly
260 265 270

Thr Ser Asp Ile Val Gly Pro Arg Arg Leu Val Asn Asn Ile His Axg
275 280 285

Leu Ile Gly Ala Ile Pro Arg Gly Ser Glu His Tyr Val Pro Cys Ser
290 295 300

Glu Val Asn Thr Leu Pro Ser Ile Val Phe Thr Ile Asn Gly Ile Asn
305 310 315 320

Tyr Pro Val Pro Gly Arg Ala Tyr Ile Leu Lys Asp Asp Arg Gly Arg
325 330 335

Cys Tyr Thr Thr Phe Gln Glu Asn Arg Val Ser Ser Ser Thr Glu Thr
340 345 350

Trp Tyr Leu Gly Asp Val Phe Leu Arg Leu Tyr Phe
355 360

D

w
[¢)
(G2 B0

Arg Gly Asn Asp Arg Ile Gly Leu Ala Arg Ala Val
370 375 380

<210> SEQ ID NO: 52

<211> Longitud: 380

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 52
Met Lys Trp Leu Val Leu Leu Gly Leu Val Ala Phe Ser Glu Cys Ile

1 5 10 15

Val Lys Ile Pro Leu Arg Arg Val Lys Thxr Met Thr Lys Thr Leu Ser
0 25 30

[\

Gly Lys Asn Met Leu Asn Asn Phe Val Lys Glu His Ala Tyr Arg Leu
35 40 45



Ser

Asn

65

Pro

Val

Phe

Ser

Thr

145

Cys

Gly

Tyr

Ala

225

Lys

Lys

Ser

Gln

50

Ile

Gln

Pro

Arg

Tle

130

Val

Leu

Leu

Leu

210

Asp

Ala

Val

Ser

Ile

Arg

Glu

Ser

His
115

3
oy
=

Arg

Glu

Ser

His

Gly

Ile

Asp
275

wn
o
H

Asp

Phe

Ile

100

Leu

Tyr

Ile

Glu

Tyx
180

1 Lys

Lys

Arg

Asp

Ala
260

Ile

Phe

Phe

Gln

85

Phe

Glu

Gly

Ser

165

Thr

Asn

Asp

Trp
245

Cys

Val

Phe
70

Val

Cys

Ser

Asp

150

Gly

Asn

Glu

Glu

Tyr
230

[92]
]
o]

Ser

Gly

Gly

55

Tyx

Ile

Asn

Ser

Gly A

135

Leu

Phe

Ile

Val

Pro

Val

Phe

Ser

Thr

120

Val

Glu

Ser

Ala
200

His

Gly

Ser
280

Gly

Asp

Ser

105

Phe

]
=
]

Ser

Glu

Met

Cys 1

265

Thr

18

Leu

Arg

Glu A

The

Met

170

Ser

Ser

Ser

250

Leu

Ile
75

Gly

r Cys

Asp
155

Arg

Ala

Val

Ile
60

Thr

Ser

(2]
[
[a]

Ser

Leu

140

Gln

Phe

Leu

Asn

His

Ile

Lys H

Val

Gln

Asp

Ile

Val
205

Met F

Ile

Sexr

Asn
285

Gly

Glu

Pro
190

Phe

Asp
270

-
—
®

Leu

=3
¥
~

Leu
95

Val

175

Ile

Ala

Gly

s Asp Arg

Phe

Asp

Leu

Phe

Phe

Gly

Met
240

Lys



Leu

Ala

305

Ty:

Cys

Trp

Ile Gly Ala Thr Pro Gln Gly
290 295

Val Asn Ser Leu Pro Ser Ile
310

Arg Val Pro Gly Gln Ala Tyr
325

Phe Thr Ala Phe Lys Gly His
340

Ile Leu Gly Asp Val Phe Leu !

355 360

Arg Lys Asp Arg Ile Gly Leu
370 375

<210> SEQ ID NO: 53

<211> Longitud: 379

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bos taurus

<400> Secuencia: 53

Met

1

Val

Gly

Pro

Ile

65

Gln

Ala

Arg

Lys Trp Leu Val Leu Leu Gly
5

Lys Ile Pro Leu Arg Arg Val
20

Lys Asn Thr Leu Asn Asn Ile
35 40

Gin Ile Ser Phe Arg Gly Ser
50 55

Arg Asp Leu Fhe Tyxr Val Gly

Glu Phe Gln Val Ile Phe Asp
85

Ser Ile Phe Cys Asn Ser Ser
100

His His Gln Ser Ser Thr Phe
115 120

wn
®
]

Ile

Ile

Gln

345

Ala

Leu

Lys

25

Leu

Asn

Asn

Thr

Ser
105

19

Glu 1

Phe

Leu
330

Thr

Val A

10

Thr

Thr
315

Lys A

Tyr

Lys

Met

Ser

Ala

Thr

Ser

Val
380

Ser

Ala

Asin

n
@
=

Sexr
365

Ser

Asn

Asp

His

Lys

125

Ser

Ser

Cys

lu Cys

Ala
30

Tyr

Leu

3
o
¥

Leu

15

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

Asn

Val

Phe

Arg

bV



Ile

Val

145

Leu

Leu

Lys

Leu

Asp

225

Val

Val

Ser

Ile

Val

305

Tyr

Leu

Gly

Thr

130

Lys

Ser

Leu

Ser

210

His

Gly

Ile

Asp

Asn

Leu

Thr

Leu

Asn

Tyr

Ile

Asp

Arg

Asp

Ala

Ile
275

Ala A

Thr

Ala

Gly
355

Asp

Gly

Gly

Ser

Pro

180

Asn

Asp

Cys
260

Val

Phe
340

Asp

Arg

Ser

Asp

Asn

Glu

Lys

Phe
245

Ser

Gly

—
[
[0}

150

Lys
230

Val

Asp

Leu

Ser
310

Glu |

Phe

Gly

Arg
135

Val

His

Gly
295

=
—
]

Met

Ser

Gly

Phe

Glu

Met

Cys

Lys

Ser

Leu

Lys !

265

Leu

Phe

20

Gly

Asp

Asn

Tyx

-3
J
]

Lys ?

330

i Ala

Val

Gln
155

Val

j Thr

Val

Val
140

Pro

Asp

Met
220

Val

Thr

Val
300

Asn

Ser

Val

Phe

Gly

Arg

His

Gly

Glu
350

el
oy
@

Asp

Leu

Leu

175

g
g
)]

Phe

Gly

—
I_J
[l

Arg
255

Sexr

Asn

Asp !

Thr

Cys
160

Val

Gln
240

Lys

Tyt
320

j Cys
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TOLOMBIA

PODER

I abajo firmado

B

Nombra por el presente a

a los apoderados que él o ellos designen
nuestro representante legal y verdadero en
Bogota, con facultades para recibir notifica-
ciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cum-
plimiento al parrafo lo, del Articulo 543 del
Decreto 410 de 1971, guedando especial-
mente facultados para representarnos ante
las auloridades Colombianas, administrali-
vas, judiciales o de policia, en todos los
tradmiles relativos a la Propiedad Industrial, a
cuyo efecto les facultamos para dar ante
dichas autoridades todos los Pasos necesa-
rios al objeto indicado; elevar soliciludes,
declaraciones y reclamos; formular tleserip-
ciones, enmiendas; oposiciones y apelacio-
nes; instaurar cancelaciones; abonar todos
los impuestos y cuotas y efectuar todo otro
pago determinacdo por la loy; recibir todos
los documentos y valores, dando ol des-
cargo respectivo; llenar cualesquicrn otros
requisilos y tomar, en fin, todas lns maedidas
gque creyen conducentes al resguardo de
nueslros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasar los antecedentes a los 1ri-
bunales, quedando facultado, para intervenir
como demandante o demandado anie los
jueces que sean competentes, pudiendo
transar, someler a arbitros, desistir, percibir
y apelar, con todas las deméas lacullades
que resullen necesarias, y por el presente
declaramos desde ahora valido y hueno
cuanto dicho representante y/o los apodera-
dog que ol nombre hicieren on nuestro bene-
Hl,l(;i.

Asimisimo, facultamos f) los
‘abogados arriba indicados para solicitar en
ta  Oficina  de Propiedad Industrial  a
protocolizacion de este documento y de

cuaidquivr  poder que otorguen a nombre
nuestLro.

Given and signed at (Dado y firmado en)
' AW

this (a los) /" \day of(dias de) .

f

Por (ldy) )
Titulo (T |1|e)

_?.2/

POWER OF ATTORNIEY

The undersigned MONSANTO
TECHNOLOGY LILC, a Delaware Limited
Liability comipany, located at 800 North
Lindbergh Boulevard, S(. Louis, Missouri,
United States of America

hereby appoint Ramirg Caslro-Dugue y/o
Juan Pablo Cadena Sarmiento y/o Beatriz
Jaramillo 8.

or the agents appointed by him or them, our
true and legal representalive in Bogota, with
power 1o receive  notifications and to
appoint judicial or extrajudicial agents, so as
to comply with paragraph 1, Article 543 of
Decree 410 of 1971, and they are
especially empowered (o represent us
before the administrative, judicial or police
authorities of Colombia i all proceedings
pertaining te industrial property, for which
purpose we authorize them to take before
the said authorities all the neces ssary steps
to  the said end; 1o file petitions,
declarations, claims, cancellations, and
administrative  injunction proceedings; to
draw up specifications; (0 make amend-
ments, oppositions and appeals, to pay all
installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper re-
ceipts,  to. comply  with  all  other
requirements and, in short, to lake all those
measures  which may deem fit for the
protection of our interests; and in case of
opposition, where 1he proceedings  be
passed over to the courls, we authorize said
agent(s) to act on  our behalf, as
complainant{s) as well as delendan s),
before the competent judges, WIII'I‘QL&D
powers 1o make ananqolnenls IQ Sul-""
arbitrators, 1o desist,
and, in short, with all "ugAh
as may be required:; am’! Wt

from now on as vak{” Lmd o

representalive cln{ﬁ?/lh

ray A\.."

i
pointed may do Toy uluehuw
A ‘

in our name, before the Office of Industrial
Property, as well as (o substituie these
presents.

Lo e

.ol (de) 20 2

Barlmrafsnnnlnv Sevens,

Intellectual Propmly (‘ounsnl
Authorized to sign his docimen fon
Monsanto lechnoloyy LLC '
by action of sole menmber,

dated Angust 1, 2007,

WA CAC (A

)
’j . (Qlfé Ll OAAT




NOTARIAL CERTIFI (,Zﬁ.T’E (CORPORATION)

Estados Unidos de América )

Estado de )88
Condado de )

Hoy de de 20 , comparecio

., 8 guien conozco y de

quien me consta que firmé el anterior
documento, y quien debidamente juramentado
declard v dijo que &l es

de

la compafiia nombrada on el documento, que
antecede, una sociedad debidamente organizada
y esixtente conforme a las leves del Estado de

Estados Unidos de America, domiciliada en la
ciudad de
Condado de
Estado de , Istados
Unidos de América vy legalmente constituica para
un periodo  de  duracion gque aun no ha
determinada; que el declarante esta autorizado
por dicha Companiia para conferir este poder; gue
el sello estampado por él al pie de tal poder, en
nombre y en representacion de la expresada
Compaiiia, es el sello oficial de ella; vy que el
objelo para el cual se confiere esle instrumento
esta comprendido dentro del de In sociedad.

El suscrito notario ha visto los estatulos de

incorporacion fimados en
Estado de

con fecha LY eenhhica gque de
conformidad con la legislacion de dicho IZstado la
anterior  declaracion  juramentada ey prueba
suficiente de que los hechos sobre que clla versa
son ciertos o verdaderos, de lo cual da de.

My Gomn — -

CERTIFICADO NOTARIAL {(SOCIEDAD)

United States of America )

State of NV A%OOE ) 5SS

County of &7  {OuU," )

Onthis'l day of .} . . i 0o of 20 O,

personally came
Barbara Bunning-Stevens

to me known, and known 1o me to be the person
who signed the foregoing instrument, who beihy
by me duly sworn did depose and say that she is
the Intellectual Property Counsel

of Mansanto Technology I.LC

the company named within, a limited liability
company organized and existing under the laws
of the State of Delaware, United States of
America, domiciled at the Cily of Creve Coeur

County of St. Louis

State of Missouri

United States of Ameiica, and legally constituted
for a period of tenure not yet expired; that the'
deponent is authorized by said Limited Liability
Company to confer this power of attorney; that
the seal affixed hereunto by the deponent in the
name and on hehalf of said Limited Liability
Company is the seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Limited Liability Company.

The undersigned Notary PPublic has seen the

Liability Company executed alV\éﬂlru";
Stale of Delaware, under das AT
and hereby certifies (il -5} W
State the foregoing
."‘y-l’.

Januory A1, ¢

é N()'I.éli'\/ P(;l.fl?c;ﬁ
) (Notario Publico)
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ve. 11 PAIENTE) Y| Lve: 378 FASLNACIONAL
Act 411 PRLSENTACION Folios* 168

PATENTE DE INVENCION [ |

!

MODéL.O DE UTILIDAD:[ ] Art 33 Decision 486/00

Indicacion qu
Datos de iden
Descripcion d

Dibuj_os de sei

Comprobante’

Completa

PATENTE DE INVENCION pCT

: se solicita una pat@n

i .

medcaén del sohmtanto[o de la persona que presenta la solicitud

la mvenmén o

¢

,es(os peltlnen tes: .

‘ | ' H i U : “ .
.de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Incompleta

L]

] mopeLo DE uﬁTruDAD Pet LT Art33 Dectsion 40610, Giroutar Unics

Iridicacion qu

Copia de la g
ielvmchca torl

Dibujos de s

Comprobame

Completa

b f
S ENO INI?US'TRIAL :

L

L]
L]
]

/

/

HRNN N

i

- Completa

L]

Indicacion qu
Datos de ide:
Representam

disefio

Comprobante;dejpagofde las tasas establecidas

N
ESQUEMA DE TRAZADO [}

————— ]

[

Indicacion qug
Datos de iden
Representacnc

Comprobante

b, lesumen)

>i eslos pomnentos .

- ' ‘ ' .
¢l sc solicita Dlseﬁo lI‘]dUSUIci] : ‘

SN gréfica y fot

n gréfica de un esquema de trazado

e pago de las tasvas establaoidas

Completa E:'
:

_ Incompleta

e se SOIICI ta una PCT

OllCltud en espanol 1a| como fue presentada Inicialmente (capftulo descriptivo,

de Pago de jas iauc:s estableo;das (

de ser el caso (orma o de descuento)

: l;']COiwwpaleta .

[

S, .
b 1
i
o

(Art. 119 Decxsmn 486/00)

lflcaCIOn del sollmtan te o de la persona- que presenta la solicitud

ognéflca del Disefio industrial o muestra del malerial que incorpora el

1 lné:bnf;lpleta D ‘ .
. . “‘“\\J

(Art, 92 Deofsxon 486/00)

\\ 
solicita un esquoma de tr azado

lﬁcaolon del sol;ulante o de la persona que presenta la solicitug

PI02-F08 (2009-1 1-18)
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SUFERINTENNCENC (KN

Bogota D.C.,
2020

Dactor(a)

CADENA SARMIENTD JUAN PABLD
Apoderadio(@) i Representante de
MOMSANTQ TECHNOLOGY LLC

FREFEREHNCIA Radicaciin Ho. 10 0SE345
Solicitud internacional PCT/USZ00E/08GET4
Fecha inicio fage nacional  13/07/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacisn 430 B094917
Oficio No,

Como resultado del e-amen de forma, realizads con fundaments en &l articulo 35 de 1a Dedision 4558 de 1a
L]

Comizidn ds la C.-:u'nunl»:lacl Andina, articula 27 del Tratado de Cooperacion «n Materia de Patentzs (PCT), regla
51 biz del Reglaments y Circular Unica de la Superintandencia de Industria y Camsrio, 36 e camunica que:

1. Bl salicitante dehe presentar un nuave tituky que parmita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
qua &l tiluks relacionado no $& encuentra con la precision necesaria para identificar aramentz & objsts de la
salicitud de patente, (Regla 4.2 PCT, Art 28-27 D-42&, Circular dnica §.2.9)

o La solicitud no condiens la copia del documents en que consta la cesidn dal derecho a la patents del inventar al
solicitante © a su causants, conforme a lo establecida por @l articuls 28 literal k) de la Dacision 496 de la -
Comisicn de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjers, astos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispussts por 108 ariculys 259y 280 del Cadigy de Pro: edimiente Civil,
Cuande 2@ trate de las declaraciones a que hace referencia la Pegla 3.17 i) del Tratado de Coopseracion en
Materia de Falentes PCT., @l alzance de las tales declaracionss se determinard segin indiquen claraments una
casitn de derechos del inventor al saolicitants o su causants, de conformidad con 1 dispussto en @l numeral
215 det Capituld Suints, Tiulo ) de la Ciroular Unica de Superintzndisncia de Industria y Comersio.

En curnplimienta o 1o dispussto por &l articuld 29 de la Desigiin 486, se 12 requisre para que J entro del térming
de dos meses siguizntes a la fecha de notificacisn del presents oficia, complete 105 requisitos anteriorments
enunciados. En caso de no dar cumplimients al preasente requarimiznts, la solicitud se conziderara abandonada y
perdera su prelacién,

Continua en la pagina siguiente

Al conicstar favor indique &l numaro da Sziz Ceniro: Carrars 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion qus se encucntra & continuacién Seds CAM: Av. Cra 50 Mo. 2G-55 int. 2 Tel: 8330070
Call Cznter 6512240. Linza 01800-910165
Wob: www.sic.oov.co e-mail: info@sic.aov.co
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Continuacion radicade Ho: 10

Hotifiquese el prasente oficio conforme a 1o dispuasts en el numeral £.2, literal &), dezl capitulx quintd del titulo
primero de ka Circular Unica No 10 de 2001,

ALl CARPMEHNZA/LZESPEDES DE VERGEL
Directora de wosvas Crzavcionss (o)

El anterior requerimients fue notificado por fijaciin en lista de fzcha
adpaii

90 Ji. W

—_—

A contaatar iavor indigue 3l ndrmers ds
radiczcidon que o zncusntra a continuacion

Sade Simre: Carrere 13 No. 27-00 Pizos 2,5, 7 y 10 FBX: 5070000
Sed> CAN: Av. Cvz 50 Ho. 26-55 int 2 Tol: 5330070
Call Center 6513240. Linga 01300-910165
Welb: vaav.sic.aov.co 6-mail: info@sic.oov.co



