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Solicitud de patente para "ENLACE DE FORMAS 

PATOLÔGICAS DE PROTEINAS PRION" 

27 de septiembre de 2004. 

1110 FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto antes 

me refiero al Oficio No. 8725 notificado por fijación en lista del 19 de julio de 

2. Median e el Of9cio No. 8725 se puso en conocimiento del solicitante el informe que 

contiene la observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de patente. 

Atiendo a ls observ’aciones de la manera siguiente: 

2.1. 

Ese Despa ho considera que las reivindicaciones 1 a 37 de la presente invención se 

encuentran incursas en la excepción de patentabilidad del Art. 20, literal (d) de a Decision 

486, 

NIT 860.041.367-3 
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El literal d) del artIculo 20 de la Decision 486 establece: 

"ArtIculo 20.- No sern patentables: 

d) Los mØtodos terapØuticos o quinrgicos para el tratamiento humano a 

animal, as[ como los mØtodos de diagnóstico  aplicaclos a los seres humanos 

o a animales". (Subrayado fuera del texto)". 

As[ entonces, es claro que no todos los mØtodos de diagnOstico estÆn excluidos de 

patentabil dad, Ænicamente aquellos "apilcados a seres humanos o an/males". El tØrmino 

"aplicados a" en el texto de la excepción de patentabilidad es par consiguiente de clara y 

considera le importancia por cuanto los mØtodos de diagnOstico alli excluidos de este 

privilegio a son todos aquellos que de que de cualquier manera estØn relacionados con 

humanos animales sino solo aquellos que deben ser "aplicados" a ellos. 

AsI entoncs, es claro que la excepción de patentabilidad se limita ünicamente a aquellos 

mØtodos d diagnóstico que involucran la realizaciOn de un procedimiento sabre el cuerpo 

durante el roceso diagnóstico, y par ende, Los procesos in vitro no estÆn incluidos dentro 

de dicha eceoción. 

A este res1ecto, respetuosamente ponemos de presente a) Despacho que El Manual Para 

El Examen Oe Solicitudes De Patentes de ía Comunidad And/na2, documento que tiene por 

objeto la hErmonización de los procedimientos y prÆcticas en materia de patentes ademÆs 

de servir cmo elemento de trabajo para los examinadores de las Oficinas nacionales de 

patentes, h sostenido lo siguiente: 

1 IEPI, BID. ’4IANUAL PARA EL EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTES DE INVENCIÔN EN LAS 

OFICINAS D PROPIEDAD INDUSTRIAL DE LOS PAtSES DE LA COMIJNIDAD ANDINA". Quito, 

Ecuador 2004.
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"MØtodos para obtener información del cuerpo humano a animal, 

que por si solos no sean suficientes para tomar una decision del 

tratamiento a seguir son patentable, si pueden ser Ilevados a cabo 

sin la intervención de un medico y solo por un tØcnico. 

BÆsicamente un mØtodo llevado a cabo fuera del cuerpo es ioco 

probable -que se considerado coma excluido de patentabilidad" 

(Subrayado fuera de texto). 

En este riismo sentido La Doctrina ha sostenido lo siguiente: 

"Se ha entendido que no quedan comprendidos en la exclusion de 

patentamiento . los  de diagnóstico  que se efectsri 

sobre tejidos u otra materias separadas del cuerpo y los mØtodos 

para obtener información ue luego serÆ utilizada para la 

elaboraciOn de diagnósticos. TambiØn se han entendido como no 

comprendidos en la exclusiOn los mØtodos que solo proporcionan 

resultados intermedios o solo parciales"2. (Subrayado fuera de 

texto). 

De lo anteror y de los principios generales que sobre interpretaciOn de la ley tiene nuestro 

ordenamien\to jurIdico se puede concluir que el texto de la excepción de patentabilidad es 

claro y que\ como excepción debe ser interpretada de manera restrictiva, de tal manera 

que si se tr4a de un mØtodo de diagnóstico que NO se practique sobre el cuerpo humano 

o animal, el nismo no puede estar comprendido dentro de dicha excepción. 

Teniendo encuenta lo anterior, respetuosamente ponemos de presente que el proceso de 

enlace seIectvo reivindicado en la presente solicitud de patente (reivindicaciones 1 a 29) 

no es un mØ1odo de diagnOstico y no estÆ limitado a una aplicación mØdica. En efecto es 

2 CABANELLAS,\ Guillermo. "DRECHO DE LAS PATENTES DE INVENCION". Tomo I. Editorial Heliasta, 
Buenos Aires, 2031, PÆg. 826. 
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simp emente un mØtodo para entazar setectivamente formas parUculares de protelnas, et 

cual es simplemente un proceso de laboratorio, una manipulación quImica. 

Adici nalmente, et pUego reivindicatorlo no establece el requisito de que el proceso de 

enlac sea realizado sobre el cuerpo de un humano o de un animal o de que se requiera le 

prese cia de un cuerpo humano o animal para la reatización dicho proceso. Por to tanto, 

los p ocesos revetados en las reivindicaciones no estÆn comprendidos dentro de los 

mØto os de diagnóstico exceptuados de patentabilidad. 

Por su parte, et proceso de ensayo de las reivindicaciones 30 a 32 tampoco es apticado en 

seres umanos o animates y se reatiza en muestras de fluidos o tejidos corporales in vitro. 

Lo ant riot es debidamente especificado en la reivindicación 30, a saber, "Un proceso de 

ensay para le presencia de una forma agregada anormal de una proteina en una 

muest ...." to cuat ctaramente da a entender que et proceso reivindicado no se reatiza en 

el cuer o humano o animal sino que es in vitro. 

A este especto, respetuosamente ponemos de presente que "una muestra" pot definición 

no estÆ unida at cuerpo y que los ejemptos de la presente soticitud se realizaron in vitro 

empleardo homogenato de cerebro como muestra para el ensayo. Por consiguiente et 

ensayo eivindicado es Ilevado a cabo en un cuerpo humano o animal vivo y como tat no 

estÆ incirso en esta excepción de patentabilidad. 

Adiciona mente, el proceso de ensayo de la presente invención simplemente proporciona 

informac on con respecto a la presencia o no de cierto tipo de motØcuta en una muestra 

dada, ms NO indica implIcita o exptIcitamente la presencia de una enfermedad, ni la 

necesidai de un tratamiento especIfico. Por to tanto las reivindicaciones 30 a 32 tampoco 

estÆn incijrsas en esta excepciOn de patentabilidad. 

AsI enton 

tanto la 

dado a 

es, solicitamos que a partir de la interpretación que a esta norma le ha dada 

octrina como et Manual Andino de Patentes y teniendo en cuenta el alcance 

esta excepción de  patentabilidad, se evalte la patentabilidad de las 
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icaciones 1 a 37, teniendo en cuenta que el literal d) del articulo 20 no es apticable 

al DrØsente caso. 

Ese D spacho considera que las reivindicaciones 38 a 41 de la presente invención a pesar 

de no estar encabezadas como usos, reclaman molØculas conoddas en el estado de la 

tØcnica inthcando la forma en la que pueden ser dispuestas y que pueden ser empleadas 

en un roceso para el enlace de protelnas PRION agregantes. 

A este respecto, respetuosamente ponemos de presente que aunque las molØculas 

nombra as en las reivindicaciones 38 a 41 fueran anteriormente conocidas, estas no 

fueron eivindicadas por si mismas sino como agentes de enlace con una pardon de 

etiqueta enlazable. Adicionalmente, dichas reivindicaciones no mencionan el proceso en el 

cual los qentes de enlace deben ser usados sino cobjan clases de molØculas encontraclas 

molØculas que han sida modificadas por la adición de una pardOn de etiqueta. 

Por lo c al, respetuosamente ponemos de presente, que las reivindicaciones no hacen 

referenci a un uso ni a un segundo usa, sino por el contrario a un agente de enlace 

reMndica o con porciones de etiqueta enlazables que requiere que el poliglicósido 

polianióni o, a hexadimetrina y el agente de enlace policatiónico sean cada uno 

reivindica os como especies conjugadas a una pardOn de etiqueta enlazable, y par Ia 

tanto, res etuosamente solicitamos se evalüe la  patentabilidad de dichas reivindicaciones, 

puesto qu las mismas se refieren a materia patentable de acuerdo con el artIculo 14, esto 

es, a un p ducto caracterizado por caracteristicas tØcnicas. 
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a msma manera se debe proceder al estudlo de patentabUidad de estas 

dicaciones por cuanto las mismas no se refieren a un segundo uso de un producto ya 

tado, pues no existe evidenda alguna en el expediente de la patente que se le 

ra otorgado al mismo y por ende, no caen bajo la excepción de patentabilidad del 

Ic 21 de la Decision 486. 

3. Pesto que se han atendido a cabalidad las observciones hechas por su Despacho 

% sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continÆe su 

tramitciOn. 

gotÆ, 

æora Jefe, 

EMILIO FERRERO 

T.P.A. No. 31.929 

C0L044159-841-001-3 
NNJ\NN3\D- 110182\WPC14459 
No. M-2OO-11082\NNJ 
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EIinination of prions by branched polyamines a1 cfL 
imp ications for therapeutics 
Surachai upattapone*t, Hoang-Oanh B. Nguyen*t, Fred E. Cohen*, Stanley B. Prusiner*t§11, and Michael R. SCott*t 

"Institute for Neurodegenerative Diseases and Departments of Neurology,’Molecular and Cellular Pharmacology, and 5BIochernistry and Biophysics, 
University of California, San Francisco, CA 94143-0518 

Contributed by Stanley B. Prusiner, October 5, 1999 

We reportthat branched polyamines, including polyamidoarnide 
dendimers polypropyleneimine, and polyothyleneimine, are able 
top urge P P, the protease-resistant isoform of the priori protein, 
from scrap

 
,_infected neuroblastoma (ScN2a) cells in culture. The 

removal o PrP5 by these compounds depends on both the con-
centration of branched polymer and the duration of exposure. 
Chronic ex osure of ScN2a cells to low noncytotoxic concentra-
tions of br nched polyamines for 1 wk reduced PrPsc to an unde-
tectable 1ev I, a condition that persisted at least 3 wk after removal 
of the corn ound. Structure-activity analysis revealed that a high 
surface den ity of primary amino groups is required for polyamines 
to eliminat PrP5 effectively from cells. The removal of PrP by 
branched p lyamines is attenuated by chloroquine in living cells, 
and exposu e of scrapie-infected brain extracts with branched 
polyamines t acidic pH rendered the PrP5c susceptible to protease 
in vitro, sug esting that endosomes or lysozomes may be the site 
of action. 0 r studies suggest that branched polyamines might be 
useful thera eutic agents for treatment of prion diseases and 
perhaps a v riety of other degenerative disorders. 

neurodegenertion protein conformation 

Pr "’ ’ 
 disc ses are a group of fatal neiirodegcncrative disor-

des that can occur in hereditary, sporadic, and infectious 
forms (1). Th se illnesses occur in humans and a variety of other 
animals (2). rions are infectious proteins. The normal cellular 

form!
the p ion protein (PrP), designated PrPC, contains three 

cx-helices and has little n -sheet; in contrast, the protein of the 
prions, denot d the scrapie form of PrP (PrPSC), is rich in $-sheet 
structure. It accumulation of PrFSC in the central nervous 
system precedes neurologic dysfunction accompanied by neuro-
nal vacuolatio and astrocytic gliosis. 

The spectr in of human priori diseases includes kuru (3), 
Creutzfeldt-Ja nb disease (CJD) (4), Gerstmann�Strussler--
Scheinker disc’ se, fatal familial insomnia (5, 6), and a new form of 
human prion disease, new variant CJD (nvCJD), which has 
emerged in G eat Britain and France (7-9). Several lines of 
evidence have ’iggested a link between the nvCJD outbreak and a 
preceding epid mic of bovine spongifurm encephalopathy (7, 10-
12). Although i is too early to predict the number of nvJD cases 
that might even uaily arise in Great Britain and elsewhere (8), it is 
clear that effec ive therapeutics for prion diseases are urgently 
needed. Unfortr nately, although a number of compounds including 
amphotericins, s lfatcd polyanions, Congo red dye, and anthracy-
dine antibiotics have been reported as prospective therapeutic 
agents (13-16), ’iii have demonstrated only modest potential to 
impede priori pr pagation, and none have been shown to effect the 
removal of pree isting prions from an infected host. 

Here we repo t that noncytotoxic concentrations of branched 
polyamines can apidly eliminate PrP5° from chronically infected 
ScN2a cells. Th se compounds appear to act by stimulating 
normal cellular techanisms to destroy PrP. Once purged of 
prions, the treat d cells remain free from evidence of scrapie 
infection during epeated serial passage in polyamine-free me-
dia, It remains u he determined whether branched polyamines 
will find use as t icrapeutic agents in priori diseases and other 

degenerative central nervous system disorders characterized by 
deposits of abnormal proteins such as Alzheimer’s disease, 
Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, and :fronto-
temporal dementia (17-23). 

Materials and Methods 
Chemicals. High molecular-weight (MW) polyethylenei.mine 
(FF1) was purchased from Fluka, N-(1.-[2,3-diolcoyloxy]propyl)-
N,N,N-trimethyiarnmonium methylsulfate (DOTAP), cationic 
lipid was purchased from Boehninger Mannheim, and SuperFect 
transfcction reagent was purchased from QIAGEN (Valencia, 
CA). All other compounds were purchased from Sigma-Aldrich. 
All test compounds were dissolved in water at stock concentra-
tion of 3 mg/ml and filtered through a Millipore 0.22-j.un filter. 

Cultured Cells. Stock. cultures of ScN2a cells were maintained in 
MEM with 10% FBS/i0% Glutamax (GIBCO BRL)/100 units/ 
ml penicillin/ 100 mg/ml streptomycin (supplemented MEM). 
immediately before addition of test compounds, the dishes were 
washed twice with fresh supplemented MEM. After exposure to 
test compounds, dishes were drained of media, and cells were 
harvested by lysis in 0.25-1 ml 20 m.M Tris, pH 8.0, containing 
1.00 mM NaCI, 0.5% Nonidet P-40, and 0.5% sodium dcoxy-
cholate to obtain a total protein concentration of �l. mg/ml 
measured by the bicinchoninie acid assay (Pierce). Nuclei were 
removed from the lysate by centrifugation at 2,000 X g for 5 mm. 
For samples not treated with proteinase K, 40 Al of whole lysate 
(representing 40 tkg total protein) was mixed with an equal 
volume of 2X SDS reducing sample buffer. For proteinase K 
digestion, 20 mg/ml protemase K (Boehringer Mannheim) 
(total protein/enzyme ratio, 50:1) was added, and the sample 
was incubated for 1 It at 37°C. Proteolytic digestion was termi-
nated by the addition of Pefabloc (Boehninger .Mannheim) to a 
final concentration of 5 MM. One-milliliter samples were cen-
trifuged at 100,000 X g for 1 it at 4°C, the supernatants were 
discarded, and the pellets were resuspended in 80 Al of reducing 
S.DS sample buffer for SDS/PAGE. 

Brain Homogenates. Brain homogenates from RML scrapie-
affected CD-1 mice [10% (wt/vol) in sterile water] were pre-
pared by repeated extrusion through syringe needles of succes-
sively smaller size, from 18 to 22 gauge. Nuclei and debris were 
removed by centrifugation at 1,000 X g for 5 mm, The bicinch-
noninic acid protein assay was used to determine protein con-
centration. Homogenates were adjusted to I mg/ml protein in 
1% Nonidet P-40. For reactions, 0,5 ml homogenate was incu-
bated with 25 d 1.0 M buffer (sodium acetate for p11 3-6 and 
Tnis acetate for pH 7-10) plus or minus :1.0 Al of polyarnine stock 

Abbreviations: PAMAM, poJyatnidoatmde; ’P11, polypropyleneirnine; PEI, polyethylenei-
mine; ScN2a, scrapie-ofectecI neuroblastorna; PrP, prion protein; PrPC, cellular form of PrP; 
PrPt’, 5c.rapie isoform of PrP; MW, molecular weight; MotrP, mouse PrP. 

ilTo whom reprint requests should be addressed at: Institute for Neurodegenerative Dis-
eases, Box 0518, University of California, San Francisco CA 94143-0518. 

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge payment. This 
article must therefore be hereby marked"advertisement" in accordance with lB U.S.0 
§11734 solely to indicate this fact. 
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Table 1. Removal of PrP5 by polymer compounds 

Compoundweight 
Molecular Primary NH5 

groups 1050, ng/ml 

PAMAM g neration 0.0 517 4 >10,000 
PAMAM g neration 1.0 1,430 8 >10,000 
PAMAM g rieration 2.0 3,256 16 2,000 
PAMAM g neration 3.0 6,909 32 400 
PAMAM g iteration 4.0 14,215 64 80 
PAMAM-0 generation 4.0 14,279 0 >10,000 
PPI genera ion 2.0 773 8 2,000 
PPI generation 4.0 3,514 32 80 
Low-MW P I --25,000 2,000 
Average-M PEI �60,000 400 
High-MW P I �800,000 80 
Linear PEI �60,000 2,000 
poly(L-lysine �60,000 >500 10,000 
SuperFect 400 

All compoinds were tested at five different concentrations. PrP5’ levels 
were measured by densitometry of Western blot signals. 
lCO3 approxinate concentration of polymer required to reduce PrPSC to 50% 
of control levls in ScN2a cells after exposure for 16 h, 

of plasmid NA. Indeed, treatment with SuperFect caused the 
disappearan e of PrPle from ScN2a cells in a dose-dependent 
manner (Fig. 1C). The concentration of SuperFect required to 
eliminate >. 5% of preexisting PrP with a 3-h exposure was 150 

$ g/ml (lane 4). Diration of treatment also influenced the ability 
of Super lFec to remove PrPSc from ScN2a cells: exposure to 150 

g/ml Supe Feet for 10 min did not affect PrPSC levels (data not 
shown), whe eas 7,5 zg/ml SuperFect eliminated all detectable 
PrP11 with a = 8 li (Fig. ID). 

Polyamines w th a High Surface Amino Group Density Are the Most 
Effective at El minating PrPSC. SuperFect is a mixture of branched 
polyamines erived from heat-induced degradation of a poly-
anudoamide PAMAM) dendrimer (30). Therefore, we inves-
tigated the ability of several other branched and unbranched 
polymers to eliminate PrPSc from ScN2a cells (Table 1). The 
branched polymers investigated include various preparations of 
PEI as well as intact PAMAM and polypropyleneimine (PPI) 
dendrimers. endriniers are manufactured by a repetitive di-
vergeist growt technique, allowing the synthesis of successive 
well-defined " enerations" of homodisperse structures (Fig. 2). 
The potency o both PAMAM and PPI dendrimers in eliminat-
ing PrP froi ScN2a cells increased as the generation level 
increased: the tost potent compounds with respect to eliminat-
ing PrP were PAMAM. generation 4.0 and PPI generation 4.0, 
whereas PAM . M generation 1,0 showed very little ability to 
eliminate PrPS (Table 1). Similarly, a high-MW fraction of PEI 

’ was more pote t than low-MW PEI. 
From the for going data, it is clear that for all three branched 

polyamines test d, increasing molecular size corresponded to an 
increased pote cy for eliminating PrP. To determine whether 
this trend was irectly attributable to increased surface density 
of amino groups on the larger molecules, we also tested 
PAMAM-OH eneration 4.0, a dendrirner that resembles 
PAMAM gene ation 4.0 except that hydroxyls replace amino 
groups on its surface. Unlike PAMAM generation 4.0, 
PAMAM-’OH g neration 4.1) did not cause a reduction of PrP 
levels even at t e highest concentration tested (10 zg/ml), 
establishing that the amino groups are required for the elimi-
nation of Prps, b PAMAM (Table 1). In an effort to assess the 
contribution of tie branched architecture to the clearing ability 
of polyamines ft r Prl’5, we also tested the linear molecules 
poly(L-lysine) an linear PEt, Both of these linear compounds 
were less potent t tan a preparation of branched PE] with similar 

Fig. 2. Schematic diagram of PAMAM, generation 2.0 (ethylene diamine 
core). Successive full generations are indicated by concentric circles. 

average-MW (Table 1), establishing that a branched molecular 
architecture optimizes the ability of polyamines to eliminate 
PrPSC, presumably because the branched structures achieve a 
higher density of surface amino groups. 

Kinetics of p1pSc Elimination by Polyamines. The preceding results 
demonstrate the potent ability of branched polyamines to clear 
prpSc from ScN2a cells within a few hours of treatment. To 
explore whether these compounds could be used as a potential 
therapeutic for treatment of prion disease, we tested whether 
they were cytotoxic for ScN2a cells, using as criteria cell growth, 
morphology, and viability as measured by trypan blue staining. 
None of the compounds was cytotoxic to ScN2a cells after 
exposure for 1 wk at concentrations up to 7.5 zg/ml (data not 
shown). To determine whether branched polyamines can cute 
ScN2a cells of scrapie infection without affecting cell viability, 
we next examined the kinetics of prion clearance in the presence 
of a noncylotoxic concentration (7.5 cg/ml) of three different 
branched polyamines. ScN2a cells were exposed to SuperFect, 
PET, or PAMAM generation 4,0 (Fig. 1D) for varying periods of 
time, and the kinetics of PrP elimination were assessed by 
Western blotting. All three compounds caused a substantial 
reduction in PrPSC levels after 8-46 h of treatment, and of the 
three compounds, PET appeared to remove PrPsO most quickly, 
with a (1J2 4 h (Fig. 1D). 

Curing Neuroblastoma Cells of Scrapie infection. Encouraged by our 
success in reversing the accumulation of PrPSc in ScN2a cells 
under noncylotoxic conditions, we established that an extended 
exposure to even lower levels of the branched polyamines (1.5 
tg/ml) was sufficient to eliminate PrPSC (data not shown). On 

the basis of these findings, we used this protocol to determine 
whether the severe reduction in PrPSC levels after exposure to 
branched polyamines would persist after removal of the corn -
pounds. After the exposure of ScN2a cells to a 1.5 tkglinl 
SuperFect for 1 wk, PrPSC was reduced to <1% of the baseline 
level but then increased back to 5% of the baseline level after 
3 additional wk in culture in the absence of polyamine (Fig. 3A). 
In contrast, after exposure to 1.5 zg/ml of either PEI or 
PAMAM generation 4.0 for 1 wk, PrP was completely climi-

S., 
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Char cterization and polyanion-binding properties of purified recombinn  
prion protein / 
Debbie B. BRIMACOMBE*, Alan D. BENNErr1, Fred S. WUSTEMAN1-, Andrew C. GILL*, Janine C. DANN* 
and Christpher J. BOSTOCK 
institute fornimal Health, Compton, Newbury, Berks. 11G20 7NN, U.K., and tschool of Molecular and Medical Biosciences, University of Wales, P.O. Box 911, 
Cardiff CF1 3US, U.K. 

Certain po ysuiphated polyanions have been shown to have 

prop 
hylacti effects on the progression of transmissible 

spongiform encephalopathy disease, presumably because they 
bind to prio protein (PrP). Until now, the difficulty of obtaining 
I arge quant ties of native PrP has precluded detailed studies of 
these intera tions. We have over-expressed murine recombinant 
PrP (recPrP ,lacking its glycophosphoinositol membrane anchor, 
in modified mammalian cells. Milligram quantities of secreted, 
soluble and partially glycosylated protein were purified under 

-t-non de  
rig

conditions and the identities of mature-length 
aglycosyl recPrP and two cleavage fragments were determined by 
eleetrospray MS. Binding was assessed by surface plasmon 
resonance te hniques using both direct and competitive ligand-
binding appr aches, recPrP binding to immobilized polyanions 

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are fatal 
nmeurodegener tive diseases that include scrapie of sheep, bovine 
spongifo cephalopatisy and human Creutzfeldt�Jakob dis-
ease. Durinrmge T E disease progression, a host-encoded cell-surface 
glycoprotein, OrP" (cellular prion protein), is altered to a partially 
proteinase K- sistant form, PrP"’ (the scrapie-specific isoform 
of prion

 pro
tei ). This TSE-specific change is associated with an 

increase in thefl-sheet structure of the protein and occurs 
without clean identifiable covalent modifications to either the 
amino acid se uence or the C-terminal glycophosphoinositol 
(GPI) rnenlbra3e anchor [I]. PrP accumulates in insoluble 
amorphous ag negates as scrapie-associated fibrils, which may 
be observed by electron microscopy [2], and, less commonly, as 
larger amyloid plaques, which may be visualized by light mi-
croscopy [3]. Al bough some TSE infectivity and PrP5 co-purify, 
the precise oat re of the aetiological agent and a molecular 
understanding f TSE strain variation remain elusive [4]. 

Experimental animal models have demonstrated that, once 
clinical signs ap ear, TSEs are invariably fatal and that certain 
polysuiphated c mpounds can delay disease if administered 
around the time of peripheral TSE inoculation [5]. Cell-culture 
studies have sh wn that these polyanions can decrease cell-
surface PrP’ Ic Is [6] and, with persistently scrapie-infccted 

was enhanced by divalent metal ions. Polyanion binding was 
strong and showed complex association and dissociation kinetics 
that were consistent with ligaud-directed recPrP aggregation. 
The differences in the binding strengths of recPrP to pentosan 
polysiilphate and to other sulphated polyanions were found to 
parallel their in vivo anti-scrapie and in Vitro anti-scrapie-specific 
PrP formation potencies. When recPrP was immobilized by 
capture on metal-ion ehelates it was found, contrary to ex-
pectation, that the addition of polyanions promoted the dis-
sociation of the protein. 

Key words: pentosan polysuiphate, prion, prophylactic, scrapie, 
surface plasmon resonance. 

cells, reduce or permanently inhibit conversion of PrP", to PrP 
[7,8]. With several polyanions this irreversible loss of PrP" 
production is associated with complete loss of scrapie infectivity 
in subsequent animal titration experiments (C. Birkett, personal 
communication). Other studies have shown that PrP° released 
from the surface of cultured nesiroblastoma cells binds to heparin, 
a sulphated polyanion closely related to cellular glycosaminto-
glycans (GAGs), and that other polyanions can block this 
binding 8,91. In addition, scrapie amyloid plaques have been 
shown to contain GAGs associated with PrP"’ [3]. These data 
suggest that anti-scrapie polyanions act by competing directly 
with the binding of cellular GAGs to PrP’- and/or PrP. It is 
therefore important to study the binding of polyanions to PrP’ 
to provide information on the mode of action of these therapeutic 
compounds 

Only small amounts of native PrP’ can be extracted from 
brain, the most concentrated natural source [11112], whereas 
many molecular structure and function analyses require larger 
amounts of purified, soluble and non-denatured protein. Several 
groups have expressed recombinant PrP (recPrP) in a range of 
gene-expression systems [13], but those capable of providing 
milligrams of recPrP per litre of culture have produced material 
that is denatured, truncated and/or fused to another protein. We 
describe the stable expression, in mammalian cells, of recPrP 
genetically modified to prevent GPI attachment. Milligram 

Abbreviations us,d; DELFIA, dissociation-enhanced lanthanide fluorescence immunoassay; DMEM, Dutbecco’s modified Eagle’s medium; GAG, 
gtycosaminoglycanGMEM-S, Glasgow minimal essential medium for methionine sutphoximine selection; GPI, glycophosphoinositol ; IDA, iminodiacetic 
acid; NTA, nitriiotriaetic acid; OAF, open reading frame; PNGase F. peptide N-glycosidaso F; PrP, prion protein; Pin-p, priori protein gene; Pip, prion 
protein structural gem; PrPC, cellular prion protein; PrP, scrapie-specific isoform of priori protein; PPS, pentosan polysulphate; recPrP, recombinant 
prion protein; SPIt,urtacc plasmon resonance; TSE, transmissible spongiform encephatopathy. 

To whom corropondence should be addressed (e-mail Alan,Bennett(hbbsrc.. ac.uk). 

' 1999 Biochemical Society 
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omo resu!tado del examen de fondo, realizado con fundamento en el artIculo 45 de 
l Decision 486 de la ComisiOn de la Comunidad Andina, se le comunica: 

Documentos estudiados 

don: Folios: 87 a 166 como se radicô inicialmente. 

Folios 167 a 173 coma se radicô inicialmente. 

Folios 175 

icitante: Folios 196 a 201 del 12/1012007 

GB 0204797.5 2002-02-28 
GB 0210808.6 2002-07-18 
GB 0229614.3 2002-12-19 

Objeto de la invención 

10 de la solicitud: "Enlace do formas patológicas de proteinas PRION" 

L presente solicitud se refiere a un proceso para el enlace selectivo de las formas 
arormales agregantes de protelnas en la presencia de la forma no agregante de la 
prbteina que comprende poner en contacto un material poll iónico, resistente a 
prteasa, que tiene avidez por la forma agregante de la proteina, con una muestra 
qu puede contener las dos formas alternativas. Las condiciones de uniOn pueden 
inqluir un agente competitivo que presenta una avidez menor por Ia forma agregante 
en comparación con el material poll aniOnico. Adicionalmente, tras el enlace de la 
for   agregante, se adiciona üna proteasa. El material poli-ionico puede 
coiiiprender una multiplicidad de grupos aniOnicos o catiOnicos y el material de 
corpetencia presenta una cantidad menor de grupos iOnicos que el material poli-
ionico. El presente mØtodo es ütil en el diagnóstico de encelopatia bovina, antes que 
el nimal presente signos clinicos. 

IPC: G01N 33/68 

3. De la solicitud de Patente 
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3.1. Reivindicaciones (artIculo 30 D 486) 

El capitulo reivindicatorio presenta imprecisiones en su formato actual: 

1) La clÆusula I no permite definir la invención actual puesto que no se menciona 
para que proteinas va dirigido el proceso, que tpo de material se pone en contacto 
con el enlace selectivo, ni cual es el agente de enlace selectivo. De la manera como 
esta reivindicado este proceso de enlace, se puede aplicar a cualquier tipo de 
enfermedad que genere una anomalia en protelnas agregadas, y portanto el estado 
del arte podria afectar la novedad de la invención. 

) Se sugiere al solicitante ajustar la totalidad del capitulo reivindicatorio de forma 
ue sea claro el objeto de la solicitud. Si este objeto es un agente de enlace para un 
P0 de protemna especifico debe ser reivindicado como tal, con su estructura, 
Iternativas, y caracteristicas tØcnicas definidas. 

) Las reivindicaciones independientes deben hacer menciOn a todos los elementos 
ue son nombrados en las correspond ientes reivindicaciones dependientes, de 
’lanera que las caracteristicas tŁcnicas mencionadas en las ültimas estØn 
ircunscritas en las primeras. 

esta manera, el capitulo reivindicatorio presentado no cumple con los requisitos 
3blecidos en el art. 30 de la DecisiOn 486. 

Excepción a la patentabilidad (articulo 20 D486 literal a)-d)) (segün causal) 

pesar de los argumentos del solicitante, esta oficina mantiene (a opinion que aCm 
Liando (a totalidad de la invenciOn no se trate de un mOtodo de diagnóstico (si es 
efinido el producto de enlace de manera concreta en el capitulo reivindicatorio), si 
ay reivindicaciones que hacen alusiôn al mismo. Este es el caso de las 
ivindicaciones 30 y dependientes, las cuales tratan sobre un proceso de ensayo 

ara (a presencia de una forma agregada anormal de una protelna de la muestra, 
ste ensayo resulta en el diagnostico de encefalopatia en gariado bovino. (BSE). 

acuerdo con lo anterior (a materia reclamado en las clÆusulas 30 a 32 estarIa 
eptuada de patentabilidad a la luz del literal d) del artIculo 20 de la D. 486. 

5 Determinación del Estado de la TØcnica 

LO fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de (a TØcnica es: 

FØcha de presentaciOn de la solicitud prioritaria: 28/02/2002 

Tniendo en cuenta (a fecha indicada se realizO la bOsqueda en el estado de la 
tØnica de documentos relacionados con la solicitud encontrÆndose los siguientes 
ddcumentos mÆs relevantes: 

fODocumento Titulo 
Fecha de 

j!!caciÔn  
Supattapone,eLa1PNAS,pub "Elimination of prions by branched Dl vol 96 (N°25):14529- polyamines and implications for therapeutics" 

07/12/1999 
14534 

- Bnmacombe, Characterization and polyanion-binding 
et.a/.Biochem.J., vol properties of purified recombinant prion 1999 



207 
6. AnIisis de patentabilidad (articulo 14 D486) 

6.1. Nivel inventivo (articulo 18 D486) (. 

La solicitud en estudlo reclama un proceso para el enlace selectivo de una forma 
anormal agregada de una proteina en presencia de una forma normal no agregada 
de la proteina, caracterizado porqüe comprende poner en contacto bajo condiciones 
de enlace selectivo un material que contiene tanto las formas anormales como 
normales de un agente de enlace que es un material poli-iónico que tiene una fuerza 
de enlace para la forma agregada de la proteina como se presenta en la muestra 
(reivind icaciones 1-37). 

\dicionalmente, la solicitud reclama un agente de enlace, caracterizado porque es 
in poliglicósido polianiônico, hexadimetrina, o un agente de enlace policatiónico 
onjugado a una porción de etiqueta enlazable, en donde el agente de enlace puede 
nmovilizarse en un medio sólido por el enlace de la porciOn de etiqueta enlazable a 
in agente de captura en el medio sólido (reivindicaciones 38-41). 

I Enel documento de Supattapone, et.aI. (Dl), se divulga la union selectiva que tienen 
os compuestos de tipo poliaminas ramificadas, por ejemplo: dendrImeros de 
oliamidoamina, polipropileneimina, polietileneimina, a la forma de proteina prion 
esistente a la proteasa PrP, en cØlulas en cultivo (ver resumen; pÆg 14531- 
olumna izq). 

diferencia entre Dl y la solicitud en estudlo, es que las pruebas de uniOn selectiva 
habian realizado y comprobado para cØlulas en cultivo. Sin embargo, las pruebas 
vivo e in-vitro con este tipo de agentes enlazantes, en especial polianiones 
lisulfatados, fueron divulgadas en el documento de Brimacombe (D2) (ver 
umen, materiales y mOtodos). 

Con lo anterior, es evidente que de la combinación de Dl y D2 una persona versada 
la materia tena el conocimiento de cuales eran los agentes enlazantes que se 

unen selectivamente a las protelnas prion PrP&, que se pueden utilizar en muestras 
bolOgicas y de esta manera podrIa desarrollar la invención tal como es planteada en 

I 
l solicitud. De esta manera, el desarrollo reclamado se deriva evidentemente del 
etado de la tØcnica y por lo tanto carece de actividad inventiva, de acuerdo con lo 
etipulado en el articulo 18 de la D486. 

7 Conclusion: 

requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asI: 

NO Document oN° Reivindicacionesafectadas Requisito gueafecta 

11

 
Supattapone, et.a/.PNAS, vol 96 

IAI Nivel Inventivo 
(N025):14529-14534  

2 
Brimacombe, et. al. Biochem.J. 

1-41 Nivel inventivo 
vol 342:605-613 

Er cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisión de  la Comunidad 
Aridina, se le indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de sesenta dias 
cotad os a partir de la fecha de notificaciOn de la presente comunicaciOn. En caso 
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta 
susistieran los impedimentos para la coricesión, se denegarÆ la patente. 
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el artIculo 8 de la 
resolucion reglamentaria No 00210 del 15 de enero de 2001, advirtiendo 

çu 

cor ( 
el no procede recurso alguno en la via gubernativa 

/ 
( 

V., 

ALIX CESPEES DE VERGEL 
Jefe de Divi4ón de Nuevas Creaciones 

anterior requerimiento fue notificado por fijaciôn en lista, de fecha 

CONCEPTO TECNICO No. 
2963 

to $ 

EXAMINADOR TECNICO 
202052 


