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GUERTHISTRIA Y COMERCIO _
Seflor “Radicecion : SNSTIET 0OORIR! Folios:
Focks GUM)r 20045081 161114

SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIAY CON o™ 1 g1y peT-PHTENT 319 FASE MCT 229 COWAENE
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES Nepesdoncia: 2558 FIVIELON JE MIEWS CREACIOS
E S, D.

Re:  P1-RAVGEN, INC.-Soligitud de Patente de Invencién “METODOS
PARA LA DETECCION DE DESORDENES GENETICOS”.-Clase
C120Q 1/68.-Expedients n(mero 04-097,189-

1.  Me refiero a mi Solicitud de Patente de 29 de Septiembre de 2004.

2. Me pemmito manifestar a ese Despacho que es deseo del solicitante
corregir algunos errores tipograficos que se cometieron en la descripcién de la
presente invencién al momento de su preparacion. Es asi como:

- En la pagina 130, lineas 19 y 30 debe leerse: Repite pasos 6 y 7 treinta y
slete veces (37) y no treinta y nueve como embneamente se menciond;

- En la pagina 139, linea 15 debe agregarse: 3" al final de la secuencia “5'
CGTTGGCTTGAGGAATTCGACCAAAAGAGCCAAGAGAAT,

- En la pagina 141, lineas 16,17 deben eliminarse algunos ceros y leerse: 141-160,
161-180, 181-200, 201-220, 221-240, 241-260, 261-280, 281-300, 301-350, 351-
400, 401-450, 450-500 o a mas de 500 bases del sitio de Interés;

- En la pagina 153, lineas 26 27 deben eliminarse algunos ceros y leerse: 41-50,
51-60, 61-70, 71-80, 81-100, 101-120, 121-140, 141-160, 161-180, 181-200, y
mas de 200 en una reaccién simple; y,

- En la pagina 200, linea 8 debe leerse: 56:44 y no 56:48 como erréneamente se
menciond.

En relacibn con las anteriores maodificaciones, atentamente me permito
manifestar a ese Despacho que las mismas no amplian de manera alguna el
alcance de la presente invencién, toda vez que solamente obedecen a la
enmienda de errores tipograficos que se presentaron en la preparacién del texto
de la presente solicitud de patents.



3. Anexos:

(a) Recibo No. 04-72240 expedido por la Superintendencla de Industria y
Comercio , que acredita el pago de la tasa de modificacion;

(b) Copia de la paginas 130, 139, 141, 153 y 200 de la descripcién que
reemplazan aquellas presentadas originalments, en las cuales se han realizado
las modificaciones expuestas anteriormente; y

(c¢) Formulario de modificaciones.

4. Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de conformidad.
Sefior Superintendents,

T.P.53.215
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Espacio reservado para ol adhesivo de radicacién 6
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA A
FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES.
2000-10
@ SOLICITUD DE:
[X] correccitn de Error Materlal. [ ] Modtficacion a una Sollcitud.
. i
® Nombre: RAVGEN, INC.,
IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccion: 9241 Rumsey Road Columbla, MD 21045,| C€C.[]  NIT[]
Estados Unidos de América.
' C.E. |:| OtroD
Teléfono: 3 284270 Fax: 8:089701
E-mail: Jicco@lioredacamacho.com Nimero
Domicillo: Rehway, New Jersey, Estados Unidos de
América. . !
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE IDENTIFICACION
c.C. NIT
REPRESENTANTE | Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogoté, Colombia E D
O APODERADO ce[] oo []
Teléfono: 3 264270 Fax: 6 066701
NOmero 30.680.713 TP 53.215
E-mail: Jlicco@lloredacamacho.com mero 39.600.713 D

@ Nimero de expediente: 1 ; )

\

i
@ Descripcién de la correccién o modificacién soliclfada cormeccion emores tipogréficos en la
descripcion de la invenclon.
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@ Comprobante de pago No. 04-72.240 p Fecha 10 de Septiombrs de 2004

@ Anexos:

X Comprobante de pago de la tasa.
D Poderes, si fuere el caso.
0 certificado de existencia y representacion legal de las partes, cuando sean personas juridicas.

N
NOMBRE ICIA LLOREDA RICAURTE i FIRMA \. C\

i C.C. 38.680.713 T.P. 53.215
Instrucciones para el diligenciamiento del presents formulario, ver reverso de esta pagina. y
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Reacclén PCR

Todos los cinco sitios de interds fueron amplificados del templete de
ADN gendmico usando PCR (Patentes U.S. Nos. 4,683,195 y 4,683,202).
Para especificidad aumentada se usd una reaccibn de PCR de “inicio
caliente”. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el Kit
HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN (nimero de catalogo
203443). La cantidad de templete de ADN vy plantilla por reaccién se puede
optimizar para cada sitio de interés; en este ejemplo se usaron 40 ng de
templete de ADN genémico humano y 5 uM de cada primer. Se llevaron a
cabo treinta y ocho ciclos de PCR. Se usaron las siguientes condiciones de
PCR para SNP TSC 0115603, SNP TSC 0309610 y SNP TSC 02003437

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 42°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 60°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 69°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y siete (37) veces
(9) 72°C por 5 minutos.

Se usaron las siguientes condiciones de PCR para SNP ss813773,
SNP TSC 0198557 y SNP TSC 0197279:

(1) 95°C por 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C por 30 segundos;

(3) 95°C por 30 segundos;

(4) 57°C por 30 segundos;

(5) 95°C por 30 segundos;

(6) 64°C por 30 segundos;

(7) 95°C por 30 segundos;

(8) Repite pasos 6 y 7 treinta y siete (37) veces; y
(9) 72°C por 5 minutos.
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El SNP TSC0597888 (70) se amplié usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5' ACCCAGGCGCCAGAATTCTTTAGATAAAGCTGAAGGGA 3' (SEC ID No: 36)
Segunda plantilla:

5' GTTACGGGATCCGGGACTCCATATTGATC 3' (SEC ID No: 37)

La primera plantilla tenfa un marcador de biotina en el extremo 5', y
contenia un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoRl. La
primera plantilla se disefi® para recocerse a 70 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenla un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF |.

El SNP TSC0195492 se ampli6 usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5 CGTTGGCTTGAGGAATTCGACCAAAAGAGCCAAGAGAA 3° (SEC ID No: 38)
Segunda plantilla:

5 AAAAAGGGATCCGGGACCTTGACTAGGAC 3’ (SEC ID No: 39)

La primera plantilia tenia un marcador de biotina en el extremo 5' y
contenla un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoRI. La
primera plantilla se disefié para recocerse a 80 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenia un sitio de reconocimiento de enzima de
restriccion para BsmF |.

El SNP TSC0607185 (90) se amplid usando el siguiente conjunto de
plantillas:

Primera plantilla:

5 ACTTGATTCCGTGAATTCGTTATCAATAAATCTTACAT 3' (SEC ID No: 40)
Segunda plantilla:

5' CAAGTTGGATCCGGGACCCAGGGCTAACC 3' (SEC ID No: 41)
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temperatura de fusion de la secuencia entera de la segunda plantilla, que fue
de 64°C. La temperatura de recocido para los ciclos restantes fue de 64°C.
La escalacién de la temperatura de recocido de TM1 a TM2 a TM3 en los
tres primeros ciclos de PCR mejora la especificidad grandemente. Estas
temperaturas de recocido son representativas, y el experto entendera que
las temperaturas de recocido de cada ciclo dependen de las plantillas
especificas usadas.

Las temperaturas y tiempos para la desnaturalizacion, recocido y
extension se pueden optimizar probando varios ajustes y usando los
parametros que produjeron los mejores resultados. En este ejemplo la
primera plantilla se disefi6 para recocerse a varias distancias del sitio de
interés. El experto entenderd que la ubicacién de recocido de la primera
plantilla puede ser a 510, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30, 31-35, 36-40, 41-45,
46-50, 51-55, 56-60, 61-65, 66-70, 71-75, 76-80, 81-85, 86-80, 91-95, 96-
100, 101-105, 108-110, 111-115, 116-120, 121-125, 126-130, 131-140, 141-
160, 161-180, 181-200, 201-220, 221-240, 241-260, 261-280, 281-300, 301-
350, 351-400, 401-450, 450-500 o0 a méas de 500 bases del sitio de interés.

Purificacién del Fragmento de Iinterés

Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Después de la reaccién, % del volumen de cada reaccion de
PCR de un individuo se mezclaron juntos en un agujero de una placa
Streptawell transparente de Alto Enlace, de Roche Diagnostics GmbH
(nimero de catdlogo 1 645 692, como se lista en Roche Molecular
Biochemicals, Catdlogo de Bioquimicos 2001). Las primeras plantillas
contenian un marcador de biotina 5' de forma que los productos de PCR se
enlazaron a los agujeros recubiertos de Estreptavidina, mientras que el
templete de ADN gendmico no lo hizo. La reaccion de ligamiento de
estreptavidina se realizd usando un Termomezclador (Eppendorf) a 1000
rpm por 20 min., a 37°C. Cada agujero fue aspirado para remover el
material no enlazado, y fue lavado tres veces con PBS 1X, con cuidadoso
mezclado (Kandpal et al., Nucl. Acid Res. 18:1789-1795 (1990)); Kaneoka et
al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res. 18:6163-
6164 (1990)).
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Alelo A—Corte 11/15 5 TTA
3’ AAT T T A C
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3
Alelo A —después delllenado 5 TTA A A T G*
3’ AAT T T A C
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3

Para el alelo de guanina, la primera posicién en la proyeccién serla
llenada con dATP, que pemitirla que la polimerasa incorporara ddGTP en la
posicion 2 complementaria a la proyeccién. No habria diferencia detectable
entre las moléculas cortadas en la posicidn 10/14 o en las moléculas
cortadas en la posicién 11/15.

Para el alelo de adenina, la primera posicion complementaria a la
proyeccién se llenaria con dATP, la segunda posicién se llenaria con dATP,
la tercera posicion se llenarla con dTTP, y la cuarta posicién se llenarfa con
ddGTP. No habria diferencia en los pesos moleculares de las moléculas
cortadas en 10/14 o las moléculas cortadas en 11/15. Las Unicas diferencias
corresponderian a si las moléculas de ADN contenian una adenina en el sitio
variable o upa guanina en el sitio variable.

Como se ve en la FIG. 11, el posicionamiento de la regién de recocido
de la primera plantilla permite analizar multiples SNPs en una linea simple o
en un gel. Ademéas, cuando se usa el mismo nucledtido con el mismo
colorante, se puede llevar a cabo una reaccién de llenado simple. En este
ejemplo, se analizaron 6 SNPs en una linea. Sin embargo, se puede
analizar cualquier niimero de SNPs incluyendo, pero sin limitarse a 1, 2, 3, 4,
5,6,7,.8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 30-40, 41-50, 51-80, 61-70, 71-80, 81-100, 101-120, 121-140,
141-160, 161-180, 181-200, y mas de 200 en una reaccidén simple.

Ademés, un nucledtido marcado usado para detectar ambos alelos se
puede mezclar con un segundo nucleétido marcado usado para detectar un
juego diferante de SNPs siempre y cuando ninguno de los nucledtidos que
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Se vieron dos bandas de alta intensidad para cada uno de los cuatro SNPs
que indican que ambos alelos estaban bien representados en la poblacion.

Sin embargo, no es necesario que los SNPs tengan frecuencias de
alelo 50:50 para que sean utiles. Todos los SNPs proveen informacién dtil.
Los métodos descritos aqui proveen una técnica rdpida para la
determinacién de la frecuencia de alelo en un SNP, o cualquier sitio variable
incluyendo, pero sin limitars a mutaciones puntuales. Puende ser (tiles las
frecuencias de alelo de 50:50, 51:49, 52:48, 53:47, 54:46, 55:45, 56:44,
57.43, 58:42, 59:41, 60:40, 61:39, 62:38, 63:37, 64:36, 65:35, 66:34, 67:33,
68:32, 69:31, 70:30, 72:29, 72:28, 73:27, 74:26, 75:25, 76:24, 7723, 78.22,
79:21, 80:20, 81:19, 82:18, 83:17, 84:16, 85:15, 86:14, 87:13, 88:12, 89:11,
90:10, 91:9, 92:8, 93:7, 94:6, 95:5, 96:4, 97:3, 98:2, 99:1 y 100:0.

Se vieron dos bandas para SNP TSC0903430. Una banda, la banda
de peso molecular méas bajo representaba las moléculas de ADN llenadas
con ddGTP marcado. Se vié una banda de intensidad méas débil para las
moléculas llenadas con ddGTP marcado, en la posicién 3 complementaria a
la proyeccién, que representaba el alelo de citosina. El SNP TSC0903430
representa un SNP con una variacién de frecuencia de alelo. En la
poblacién, la mayoria de los individuos portan el alelo guanina, pero el alelo
de citosina aln esta presente.

Se vié una banda de alta intensidad para SNP TSC0337961 y SNP
TSC0786441. La banda detectada para SNP TSC0337961 y SNP
TSC0786441 correspondla a las moléculas de ADN lienadas con ddGTP en
la posicién 1 complementaria a la proyeccion. No se detectd sefial de las
moléculas de ADN que hubieran sido llenadas en la posicion 3
complementaria a {a proyeccion, que hubieran representado al segundo
alelo. El SNP TSC0337961 y el SNP TSC0786441 representan SNPs con
pequefia variabilidad en la poblacién.

Como se demuestra en el FIG. 14, la primera plantilla usado para
amplificar cada sitio de interés se puede diseflar para recocerse a varias
distancias del sitio de interés. Esto permite analizar multiples SNPs en la
misma reaccién. Mediante el disefio de la primera plantilla para recocerse a
distancias especificadas del sitio de interés, se puede analizar cualquier



