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TiTULO DE LA INVENCION
CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE ALERGENOS
RECLAMO DE PRIORIDAD

Esta solicitud reclama el beneficio de la fecha de presentacion de la Solicitud
de Patente Provisional de los Estados Unidos Numero de Serial 61/388,748,
presentada el 1 de octubre de 2010, para "CUANTIFICACION Y
CARACTERIZACION DE ALERGENOS."

ARTE PREVIO

Las proteinas de transporte de lipidos (LTPs - Lipid Transfer Proteins) son
proteinas de bajo peso molecular, que se pensaba anteriormente que jugaban un
papel fisiolégico importante en transportar lipidos entre membranas in vitro. Las
proteinas se han caracterizado en muchas especies de plantas y se encuentran en
una variedad de tejidos y etapas evolutivas'. Forman una familia multigénica y en las
bases de datos gendmicas se encuentran registradas mas de 50 secuencias de
aminoacidos de LTPs de plantas. Se han aislado dos familias principales con
diferentes masas moleculares. Una estd compuesta por proteinas con una masa
molecular de alrededor de 9 kDa y la otra por proteinas con una masa molecular de 7
kDa, denominadas LTP1 y LTP2, respectivamente. Las proteinas LTP1 son basicas,
presentando puntos isoeléctricos (pl) de entre 9 y 10. Entre las secuencias conocidas
de LTP1 todas se caracterizan por tener 90-95 residuos de aminoacidos, de los
cuales ocho son cisteinas conservadas en posiciones similares a lo largo de la
estructura primaria. Estos residuos de cisteina se encuentran involucrados en
puentes disulfuro intramoleculares, los cuales se han conservado estrictamente entre
LTP1s'. Por lo demas, las LTPs no contienen residuos de triptéfano aromatico o
fenilalanina. Dos residuos de tirosina bien conservados se localizan hacia los
terminos N y C de la estructura basica de los polipéptidos (polypeptide backbone).
Las proteinas en ambas familias se sintetizan como proteinas precursoras y entran
en la ruta secretora luego de una escision del péptido senal. LTP1s de varias
especies de plantas se localizan en la pared celular en semillas de Arabidopsis

thaliana’, Zea mays®, Ricinus communis®, y Vigna unguiculata®®.

El papel funcional de las LTPs en plantas se ha debatido extensivamente. En
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granos de R. communis, se ha encontrado una isoforma de LTP dentro de un
organelo, que se caracterizd como el glioxisoma. Se demostr6 que esta LTP
aumenta la actividad de la enzima acetil-CoA oxidasa en pruebas in vitro, sugiriendo
la implicacién en la B-oxidacién, posiblemente en la regulacion del catabolismo del
almacenamiento de lipidose. En Brassica oleracea var. italica, se encontr6 LTP
asociada con la superficie cerosa de las hojas. El patrdn de expresion sugiere un
papel de la LTP en el transporte de monémeros de cutina®. Ademas, se ha descrito
que factores de estrés abiético, tales como sequia, frio y sal, regulan por aumento
miembros de la familia LTP en algunas especies de plantas'’. La estabilizacion de
las membranas, la deposiciéon de la cuticula y/o cambios en la organizaciéon de la
pared celular se han aducido como sus presuntos papeles en las respuestas a estos
factores de estrés”®'%. Adicionaimente, las LTPs tienen un papel potencial en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo embriogénesis', germinacion'' e
interaccion polen-pistilo’™®. Aunque el papel de las LTPs contintia siendo todavia
oscuro, el rol en los mecanismos de defensa de las plantas contra fitopatdgenos tales
como bacterias, hongos y virus parece estar bien establecido’'®'*. Esto ha llevado a
la clasificacion de las LTPs como proteinas relacionadas con la patogénesis (PR -
pathogenesis-related), las cuales se incluyen en la familia PR-14".

Mas aun, recientemente las LTPs se han identificado como alérgenos
alimentarios vegetales. Se han identificado como alérgenos alimentarios completos,
ya que son capaces de sensibilizar, es decir, inducir IgE especifica, asi como de
provocar sintomas severos. Aparentemente las LTPs son un fuerte alérgeno
alimentario, que es resistente al ataque proteolitico y al procesamiento de alimentos.
La estabilidad le permite al alérgeno alcanzar el sistema inmunitario gastrointestinal
en una conformacion inmunogénica y alergénica, posibilitando la sensibilizacién y la
induccion de sintomas sistémicos. Se ha informado la presencia de LTPs en frutos

151817 y vitaceas'®, asi como en otras especies de plantas tales como

de rosaceas
Aspargus officinalis y B. oleracea var. capitata'®*. Recientemente, el grupo de
Pastorello condujo un estudio exhaustivo en alérgenos del maiz. Se confirmé que
LTP era el principal alérgeno del maiz detectando selectivamente sueros de 22
pacientes con sintomas sistémicos, luego de la ingestién de maiz, identificandose en
19 (86%) de los pacientes la proteina LTP de 9 kDa. En un estudio de seguimiento,
se encontro que la LTP es una proteina extremadamente estable, y que mantiene la
actividad de unién a IgE incluso después de una coccion a 100°C?. Ademas, la LTP
del maiz parece ser asimismo resistente a la digestién gastrointestinal®.

Colectivamente, estas propiedades permiten que miembros de la clase LTP de

10
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proteinas sean un fuerte alérgeno alimentario que puede causar reacciones graves.
De un modo interesante, se ha descubierto que la LTP del maiz es un alérgeno
relevante Unicamente en Europa del Sur y asimismo en un pequefioc grupo de
pacientes de los Estados Unidos, sugiriendo que la sensibilizacién a la LTP es
relativamente poco comin?*. Es ampliamente conocido que ocho alimentos son
responsables de mas del 90% de las alergias alimentarias, incluyendo cacahuetes,

nueces, trigo, leche, huevos, crustaceos, soya y pescado.

El papel de las LTP es atn en muchos casos oscuro porque la cuantificacion
absoluta y exacta de la proteina es dificil. Muchos de los estudios previos afrontan el
reto de una extensiva preparacidn de las muestras o bioensayos in Vvitro
inadecuados, no sensibles e inespecificos. Los métodos analiticos comuinmente
empleados para este propdsito se basan en enfoques inmunolégicos. Aunque, por lo
general, los métodos inmunoquimicos son altamente sensibles y compatibles con un
rendimiento elevado (high throughput), adolecen de especificidad limitada. Mas adn,

el desarrollo de anticuerpos para la proteina diana es un proceso dispendioso.
DIVULGACION DE LA INVENCION

Modalidades de la invencioén incluyen métodos de determinar el contenido de
aléergeno de una composicion. Modalidades de la invencion pueden incluir proveer
una composicidn que contiene un alérgeno; purificar por lo menos parcialmente el
alérgeno de la composicién para formar un extracto; y determinar la cantidad de
alérgeno en el extracto usando cromatografia liquida con deteccion espectrométrica
de masas y ultravioleta.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 describe un andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE - sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) de LTP endogena de semilla de maiz luego de la purificacion. M,
marcadores de peso molecular; calle 1 extracto de semilla de maiz; calle 2, fraccién
LTP aislada de semilla de maiz durante analisis LC-UV; calle 3, referencia final LTP.
La flecha indica la banda LTP detectada.

FIG. 2 describe un cromatograma LC-UV/MS (215 nm) de MW intacto del
estandar de referencia LTP.

I
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FIG. 3 representa un espectro de masas deconvolucionado de referencia LTP
(recuadro: espectro de masas de la envoltura de carga mililtiple).

FIG. 4 describe la secuencia de aminoacidos deducida de la proteina de
transporte de lipidos del maiz. Los péptidos Lys-C y tripsina usando huella peptidica
(peptide mass fingerprinting) se subrayan y sombrean, respectivamente.

FIG. 5(A) describe un cromatograma LC-UV/MS (215 nm) obtenido del analisis
de extracto de granos de maiz, enriquecido con LTP de referencia, con una
concentracion de LTP total de 113,6 pg/mL, FIG. 5(B) describe un cromatograma LC-
UV/MS (215 nm) obtenido del analisis de extracto de granos de maiz, enriquecido
con LTP de referencia con una concentracion de LTP total de 4,08 ug/mL, y FIG.
5(C) describe una curva estandar tipica para la determinacion de LTP en el rango de
4,1-147 pg/mL.

FIG. 6(A) describe un cromatograma UV (215 nm) de extractos de granos de
maiz de la Linea #13. FIG. 6(B) describe un espectro de masas deconvolucionado de
los componentes con el tiempo de retencién de 12,34 minutos. FIG. 6(C) describe un
cromatograma UV (215 nm) de extractos de granos de maiz de la Linea #5. El eje Y
se ha normalizado a la Linea #13 de granos de maiz. FIG. 6(D) describe un espectro
de masas deconvolucionado de los componentes con el tiempo de retencion de
12,74 minutos. FIG. 6(E) describe un cromatograma UV (215 nm) de extractos de
granos de maiz de la Linea #5. El eje Y se ha normalizado a la Linea #4 de granos
de maiz. FIG. 6(F) describe un espectro de masas deconvolucionado de los
componentes con el tiempo de retencion de 13,14 minutos.

MODO(S) PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

Modalidades de la invencion incluyen métodos de determinar el contenido de
aléergeno de una composicion. Modalidades de la invencién pueden incluir proveer
una composicién que contiene un alérgeno; purificar por lo menos parcialmente el
alérgeno de la composicién para formar un extracto; y determinar la cantidad de
alérgeno en el extracto usando cromatografia liquida con deteccién espectrométrica
de masas y ultravioleta.

Tal como se emplea aqui, un "alérgeno" es cualquier sustancia que induce

I3
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una respuesta hipersensible o alérgica. En modalidades, el alérgeno puede ser un
alérgeno conocido, v.g. una sustancia que es conocida por producir una respuesta
hipersensible o alérgica en sujetos particulares. En modalidades, el alérgeno puede
seleccionarse para analisis por los métodos de la invencién, por la razén de que es
un alérgeno conocido.

Tal como se emplea aqui, una "respuesta alérgica" o "alergia" es una
respuesta hipersensible o hipersensibilidad causada por la exposicion a un alérgeno
particular, resultante en un marcado aumento en la reactividad a ese alérgeno luego

de subsiguiente exposicion.

En modalidades de la invencion, la cromatografia liquida puede ser
unidimensional o bidimensional.

Tal como se emplea aqui, "purificar por lo menos parciaimente el alérgeno de
la composicion para formar un extracto" significa, en el caso de composiciones
sélidas que contienen el alérgeno, extraer por lo menos una porcion del alérgeno de
la composicién sélida incorporandola en una composicion fluida para formar un
extracto apropiado para cromatografia liquida con deteccién espectrométrica de
masas y ultravioleta. En modalidades, extraer por lo menos una porcién del alérgeno
de la composicién sélida incorporandola en una composicion fluida puede lievarse a
cabo en cualquier manera al alcance de una persona de versacion ordinaria en el
arte. La extraccién de proteinas u otros alérgenos de composiciones sélidas es bien
conocida en el arte y puede llevarse a cabo en procesos de un solo paso o pasos
multiples. Ejemplos de técnicas que pueden utilizarse en la extraccion de proteinas u
otros alérgenos a partir de composiciones sélidas incluyen, pero no se limitan a,
maceracion, licuefaccion, lisis, sonicacion, ciclos de
congelamiento/descongelamiento, homogenizacién, filtracion, electroforesis,
permeabilizacion, precipitacion, desnaturalizacién, centrifugacion, cromatografia,

solubilizacion diferencial y filtracion.

En el caso de composiciones liquidas que contienen el alérgeno, "purificar por
lo menos parcialmente el alérgeno de la composicion para formar un extracto," puede
considerarse realizado por el paso de cromatografia liquida, que separara el

alérgeno de uno o mas de los demas componentes en el liquido.

En modalidades particulares, el alérgeno puede ser un alérgeno alimentario,
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un alérgeno de un latex, y/o un aero-alérgeno. Ejemplos de alérgenos alimentarios
incluyen, pero no se limitan a, alérgenos de un cereal alimenticio, cacahuetes,
frijoles, guisantes, frutas, apio, ajonjoli, nueces, leche, huevos, crustaceos, pescado,
o papa. Ejemplos de alérgenos de cereal alimenticio incluyen, pero no se limitan a,
alérgenos de soya, maiz y trigo. En modalidades, el alérgeno puede ser proteina de
transporte de lipidos de maiz.

Tal como se emplea aqui, "aero-alérgeno" es cualquier sustancia transportada
por el aire que puede causar una respuesta alérgica. Ejemplos de aero-alérgenos

incluyen, pero no se limitan a, pdlenes y esporas.

Modalidades de métodos de acuerdo con la invencién pueden comprender
asimismo proveer o aislar una fuente de alérgeno purificado; y usar el alérgeno
purificado para calibrar el equipo usado para realizar la cromatografia liquida con

deteccidn espectrométrica de masas y ultravioleta.

En otras modalidades, la composicion que contiene el alérgeno puede
comprender multiples isoformas o variantes de un alérgeno. En modalidades
adicionales, métodos de acuerdo con la invencién pueden utilizarse para determinar
cantidades de mudltiples isoformas o variantes diferentes de un alérgeno en una
muestra. En modalidades, la determinacién de cantidades de isoformas o variantes
diferentes de un alérgeno puede determinarse con un paso Unico de cromatografia

liquida con un paso de deteccidén espectrométrica de masas y/o ultravioleta,

Recientemente se han desarrollado exitosamente métodos LC-MS para
cuantificar e identificar diferentes biomarcadores debido a su elevada especificidad,
sensibilidad y precision en matrices compiejas®?°. La cuantificacion de proteinas por
LC-MS puede llevarse a cabo en el nivel del péptido (péptidos distintivos después de
la protedlisis) o en el nivel de la proteina (analisis de proteina intacta). La
metodologia de la cuantificacion de proteinas analizando un péptido distintivo de
tripsina, usando un analogo sintético isotépicamente marcado como el estandar
interno se ha descrito en detalle””. No obstante, el enfoque de péptido distintivo
(signature peptide) puede plantear varios desafios incluyendo, (a) tener que
encontrarse un péptido apropiado cuya secuencia sea especifica Unicamente a la

proteina de interés %’

, (b) el comportamiento del estandar interno puede diferir
significativamente, comparado con el de la proteina intacta antes de la digestion, y

(c) se basa en que la digestion con tripsina de la proteina sea completa®®. La

\f
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cuantificacion de la proteina intacta por LC-UV/MS evita el paso dispendioso y
potencialmente problematico de la digestion. Ademas, pueden resolverse vy
cuantificarse diferentes isoformas o variantes que podrian pasarse por alto por un

enfoque de péptido distintivo.

Como se describe aqui, LTP y analogos se purificaron y se caracterizaron a
partir de granos de maiz. Para obtener una especificidad y sensibilidad elevadas
para la deteccion de LTP, se desarrolié6 un método LC-UV/MS para identificacion y
cuantificacién rapidas. Este método se desarrollé para demostrar la especificidad,
sensibilidad y exactitud de la cuantificacion del andlisis en la comparacién de 14
lineas de maiz. El uso de LC-UV/MS puede resultar en una manipulacion de las
muestras reducida al minimo, menor tiempo de analisis, y permitir una cuantificaciéon
precisa de las muestras de la composicion para la evaluacion de las concentraciones

de alérgeno.
EJEMPLOS

La presente invencién se describe con mayor detalie en los siguientes
ejemplos, los cuales se ofrecen a modo de ilustracién y no pretenden limitar la

invencién en modo alguno.

Métodos y Materiales Usados en los Ejemplos:

Materiales:

Bicarbonato de amonio y amortiguador MES se adquirieron de Sigma (St.
Louis, MO). Alcohol isopropilico (IPA) grado HPLC, hidréxido de amonio grado
oligoelemento metalico, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, glicerol, &cido
trifluoroacetico (TFA) grado LC/MS, cloruro de hidrégeno, ditioeritritol (DTE) y B-
mercaptoetanol se adquirieron de Thermo Fisher Scientific (Pittsburgh, PA).
Acetonitrilo (ACN) grado HPLC y metanol se adquirieron de J.T. Baker (Phillipsburg,
NJ). El sistema Steriflip de filtracion en vacio, desechable, con filtro de membrana de
0,22 ym se adquiri6 de Millipore (Billerica, MA). Columnas SP Sepharose de
intercambio catidnico se adquirieron de GE Healthcare BioSciences (Piscataway,
NJ). Insertos de viales de polipropileno para el autocargador de muestras se
adquirieron de Agilent (Santa Clara, CA). Geles Tris-HCl 4-20% Criterion se

adquirieron de Bio-Rad (Hercules, CA). Lys-C y tripsina se obtuvieron de Roche

S
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Applied Sciences (Indianapolis, IN). Para todos los analisis, se us¢ agua desionizada
Milli-Q (Millipore, Billerica, MA).

Preparacion de LTP de Referencia: Purificacion de LTP de semilla de maiz no

transgénico.

La extraccién y el aislamiento de la proteina LTP, derivada del maiz, se
realizaron en la siguiente forma. Granos de maiz convencionales se molieron hasta
obtener un polvo fino con un molino Robot Coupe (Modelo #: RSI 2Y-1, Robot Coupe
USA, Inc.), que contenia una cantidad igual de hielo seco. Se descargé el hielo seco
durante la noche a -20 °C vy, al dia siguiente, se re-suspendieron 50 gramos de
granos pulverizados en 350 mL de 125 mM de amortiguador de bicarbonato de
amonio. Se ajusto el pH de la mezcla a 8,0 con NaOH y la muestra se calenté a 72
°C durante 2 horas mezclando continuamente. El particulado insoluble se elimind
centrifugando la muestra a 37000g durante 5 minutos a 20 °C. E! sobrenadante
resultante se filtré a través de un papel filtrante grado P8 y la muestra se digirié con 5
mg de tripsina (Sigma Catalogo # T7168) durante la noche a 40 °C. Luego de la
protedlisis, se redujo el pH de la muestra a 5,2 con HCl y la muestra se clarificé aln
mas por centrifugaciéon a 30000g durante 15 minutos a 20 °C. El sobrenadante
resultante se filtr6 a través de un filtro de 0,45 ym y la muestra se cargé en una
columna SP Sepharose (5 mL/minuto, mezclada 50/50 con agua Milli-Q), pre-
equilibrada con 50 mM de amortiguador MES, pH 5,5 (amortiguador A). Luego de la
carga de la muestra, la columna se lavé extensivamente en el amortiguador A hasta
que la A2go se redujo a los valores de referencia. Las proteinas ligadas se eluyeron
con un gradiente lineal de amortiguador A a amortiguador B (amortiguador A + 0,5 M
NaCl) y las fracciones recogidas se examinaron por SDS-PAGE. Se combinaron las
fracciones que contenian la proteina LTP de ~ 9 kDa y se determiné la concentracion
de la proteina mediante analisis cuantitativo de aminoéacidos. Se tomaron alicuotas
de las fracciones combinadas en viales y se almacenaron a -80 °C.

Preparacion de la Muestra: Aislamiento de LTP y Variantes de LTP de Granos de
Maiz.

La extraccién de LTP de granos de maiz molidos se realizé como se informa
previamente con algunas modificaciones.?! Concretamente, granos de maiz molido
almacenados a -20 °C se descongelaron a temperatura ambiente en una caja seca

(dry box) que contenia Dry-Rite™. Se pesaron aproximadamente 100 mg de granos



WO 2012/044411 PCT/US2011/048645

de maiz molidos y se agregaron 700 uL de 0,125 M de amortiguador de bicarbonato
de amonio, pH 8,3, y se mezclaron a 1.100 rpm durante 2 horas a 22 °C usando un
ThermoMixer™. La muestra se clarificd por centrifugacion a 16100g durante 30
minutos y el sobrenadante resultante se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de
1,5-mL. Antes de transferir una alicuota a un vial autocargador de muestras, se
centrifugo el extracto nuevamente durante 2 minutos a 16100g.

Analisis SDS-PAGE y Digestion de la Proteina.

Para facilitar la identificacion y la caracterizacion de la LTP se realiz6
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) con
geles Tris-HCI 4-20% Bio-Rad (Hercules, CA). En sintesis, las muestras se diluyeron
en amortiguador de Laemmli con B-mercaptoetanol al 5%. La muestra resultante se
centrifugé a 371g durante 45 segundos y luego se calentd6 a 95°C durante 1,5
minutos. Las proteinas separadas se detectaron con azul Coomassie brillante R-250.
Luego de la separacion y la tincién, las bandas de proteina de interés se escindieron
y se incubaron con tripsina o Lys-C a 37°C durante la noche. Los péptidos se
extrajeron de los geles con ACN al 50% y TFA al 0,5% en 25 mM de amortiguador
de bicarbonato de amonio. Los péptidos que quedaron en el gel se extrajeron luego
con ACN al 70% y &cido férmico al 5% en 25 mM de amortiguador de bicarbonato de
. amonio. Los extractos se combinaron y se secaron en un Vacufuge. Los péptidos
secados se reconstituyeron en 18 pL. Los péptidos proteoliticos resultantes se
analizaron directamente mediante espectrometria de masas.

Condiciones Espectrométricas de Masas para Caracterizaciéon de LTP y Variantes.

Todos los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro de masas
‘Agilent 6520 Q-TOF con un sistema de Cromatografia Liquida Agilent 1200SL. La
cromatografia se llevd a cabo por elucion de gradiente de una columna C18 Acquity
BEH130 (Waters, Milford, MA) a 50 °C con dimensiones de la columna de 100 x 2,1
mm y un tamario de particula de 1,7 ym en un sistema Agilent 1200SL Agilent (Santa
Clara, CA). La columna se equilibré usando 95% de fase mévil A (0,1 % (v/iv) FA en
agua; MPA) y 5% de fase moévil B (0,1 % (v/v) FA en acetonitrilo; MPB) con un caudal
de 200 plL/minuto. Los volimenes de inyeccién se variaron entre 5 y 20 pL. Se
empled un gradiente lineal de 5% MPB a 40% MPB durante 17,2 minutos y de 40%
MPB a 45% MPB durante 1,7 minutos. La columna se re-equlibré entonces a las

condiciones iniciales durante 6 minutos.
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Se obtuvieron datos UV (210 - 600 nm) y MS (200 - 1800 amu, 1 Hz). Los
datos UV se obtuvieron usando un detector de arreglo de diodos Agilent 1200SL
Agilent (Santa Clara, CA). Se llevé a cabo ionizacién positiva por electroaspersion
(ESI) en un espectrometro de masas 6520 QTOF Agilent (Santa Clara, CA) con una
fuente de iones ESI dual. Los parametros instrumentales para la adquisicion de
espectros de masas fueron los siguientes: VCap se fijo en 3500 V, fragmentor en 145
V, skimmerl en 65 V, temperatura de gas en 350 C, flujo de gas en 8 L/minuto,
nebulizador en 310 kPa. Durante los experimentos MS en tandem, se empleé MS/MS
dirigida (targeted MS/MS) con rangos de exclusion estatica. Se aislaron los picos
para MS en tandem con un ancho de 9 amu y se aplicé una energia de colision
incrementada (ramped collision energy) de 3,6V/100Da + 2V. Todos los datos
obtenidos (MS y MS/MS) se procesaron manualmente.

Condiciones de Espectrometria de Masas y Cromatograficas para la Caracterizacion
y la Cuantificacion.

Se realiz6 cromatografia por elucién de gradiente de una columna C4 Acquity
BEH300 (Waters, Milford, MA) a 70 °C con dimensiones de la columna de 100 x 2,1
mm y tamafo de particula de 1,7 pm en un sistema Acquity UPLC (Waters, Milford,
MA). La columna se equilibré usando 93% fase mévil A (0,1 % (v/iv) TFA en agua;
MPA) y 7% fase mévil B (0,1 % (v/v) TFA en IPA; MPB) con un caudal de 300
uL/minuto. Las muestras se inyectaron usando un modo de inyeccién de llenado en
ciclo parcial (partial loop fill injection mode) y volimenes de inyeccién de 5 pL. Se
empled un gradiente lineal de 7% MPB a 14,5% MPB durante 15 minutos; MPB se
incremento entonces linealmente a 50,5 % durante 7 minutos. La columna se re-
equilibré6 entonces a las condiciones iniciales durante 5 minutos. Antes de la
inyeccidon de la muestra, la aguja del autocargador de muestras se lavé con IPA
(lavado fuerte) y agua (lavado débil) para minimizar el arrastre de las muestras
(sample carryover).

Se obtuvieron datos UV (215 nm, 10 Hz) y MS (700-2300 amu, 1 Hz). Los
datos UV se obtuvieron usando un detector Acquity TUV Waters (Milford, MA). Los
parametros instrumentales para la adquisicion de UV fueron los siguientes: longitud
de onda a 215 nm, velocidad de muestreo a 10 puntos/segundo, y constante de
tiempo a 0,2 segundos. Se llev6 a cabo ionizacion positiva por electroaspersién (ESI)
en un espectrometro de masas Q-ToFmicro™ (Waters, Milford, MA) con un interface



WO 2012/044411 PCT/US2011/048645
11

lock-spray. Antes de la entrada MS, se inyect6 (was fee'd-in) una solucién de glicerol
al 7 %/agua al 68 %/acetonitrilo al 25 % para mejorar la eficiencia de ionizacién en la
presencia de acido trifluoroacético. Los parametros instrumentales para la
adquisicion de espectros de masas fueron los siguientes: el capilar se fijé en 2850 V,
el cono de la muestra en 35 V, el cono de extraccion en 1,5 V, la temperatura de
desolvatacién en 410 C, temperatura de la fuente en 100 C, resolucidén de masas alta
y baja en 5, gas de desolvatacion en 600 L/hora, gas de cono en 50 L/hora, detector
MCP en 2350 V, tiempo de barrido 0,9 segundos, retraso interscan 0,1 segundo y
energia de colisién en 10.

Desarrollo del Método

La cuantificacién de LTP por ELISA ha sido el método de eleccion.?® En el
caso de la LTP de maiz, debido a la falta de un anticuerpo especifico, se
consideraron enfoques alternativos a la LTP cuantitativa. Esto llevo a la decisiéon de
desarrollar un método para la determinaciéon cuantitativa de LTP de maiz en la
fraccion soluble de extracto de maiz por analisis LC-UV/MS. La ausencia de residuos
de triptéfano en LTP de maiz motivo el uso de la longitud de onda de 215 nm. La
longitud de onda de 215 nm se eligi6 cuidadosamente para minimizar la absorbencia
de las fases moviles (IPA y TFA), maximizar la sensibilidad del analito y mantener
constantes los valores de referencia en todo el gradiente del disolvente. Se ha
demostrado previamente que el uso de IPA y temperatura elevada para separaciones
de proteina de fase inversa es critico para obtener una buena recuperacion y
resolucién®. Para abordar el problema de la especificidad, se monitored igualmente
la respuesta MS. Para mejorar la respuesta del espectrémetro de masas en la
presencia de TFA, se realizé un adiciéon pre-MS de una solucién de glicerol en una
mezcla de agua/acetonitrilo. Se observéd una relacion aumentada de sefal a ruido y
un cambio a estados de carga mas altos. La corriente de iones totales observada en
la presencia de la mezcla de glicerol/agua/acetonitrilo fue equivalente a la sedal
observada en la presencia de acido formico, el aditivo de la fase movil. Se ha
demostrado previamente que la adicién de glicerol aumenta dramaticamente la
ionizacion de proteina y los complejos de proteina durante la ionizacion por

electroaspersion.®’

Durante el desarrolio del método, se observé la union de la LTP de referencia
a los viales de vidrio. Esta pérdida de LTP debida a la adsorcion se observé al

analizar la LTP de referencia purificada. Para minimizar las pérdidas debidas a la
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adsorcion a los viales del autocargador de muestras, se usaron insertos de viales de
polipropileno para todos los analisis. Adicionalmente, durante el analisis LC-UV/MS
de la LTP de referencia, se incluyé asimismo albimina sérica bovina en una
concentracion de 0,3 mg/mL. Tanto la adicién de albimina sérica bovina como el uso
de viales de polipropileno fueron esenciales para mantener la linealidad con

concentraciones mas bajas.

Ejemplo 1: Caracterizacion MS de LTP.

Aunque las proteinas de transporte de lipidos son los principales alérgenos del
maiz, los métodos para su cuantificacién no han sido bien establecidos. Muitiples
formas moleculares e isémeros de LTP se han observado en muchos tejidos
diferentes; como resultado, el analisis requiere alta sensibilidad y selectividad debido
a la baja concentracién de las isoformas y las similitudes estructurales de estas
proteinas. Esto llevd a la purificacion y caracterizacion de LTP. La LTP endégena en
granos de maiz se analizdé por SDS-PAGE luego de la purificacion. Como se muestra
en Fig. 1, se observé una banda de proteina con aproximadamente 9 kDa, que
representa una forma monomérica de LTP. Figs. 2 y 3 describen el cromatograma de
iones totales y el espectro de masas correspondiente de la proteina purificada. El
espectro de masas revel6 la presencia de un componente principal que produce un
ion [M + H]* en m/z 9047.1. Esta masa medida estaba dentro del 0,01% de un i6n de

masa precursora teérica [M + H]* en m/z 9046.

La identidad de la banda de proteina de aproximadamente 9 kDa se confirmé
posteriormente por huella peptidica (PMF - peptide mass fingerprinting), luego de la
digestion en gel, usando tripsina y proteasas Lys-C. Comparada con péptidos de
tripsina y péptidos Lys-C basados en la secuencia de aminoacidos de la LTP del
maiz, se consigui6 la cobertura completa de la LTP (Figura 4). El péptido de tripsina
N-terminal, AISCGQVASAIAPCISYAR, y el péptido C-terminal escindido con Lys-C,
CGVSIPYTISTSTDCSRVN, se secuenciaron posteriormente para confirmacion por
MS/MS usando LC-MS/MS. La interpretacién manual de los espectros MS/MS y MS
de barrido completo de todos los estados de carga de precursor observados
revelaron la secuencia. Cada residuo de aminoacido se confirmé en un minimo, por

una serie de iones y o b, generados por iones de fragmento.

Ejemplo 2: Experimentos de Validacion.
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La exactitud del analisis para medir LTP se evalu6é analizando inyecciones
duplicadas de extractos de granos de maiz enriquecidos con LTP de referencia en
niveles de concentracion elevados (en el rango de 4,1 a 147 ug/mL). Se realizé una
calibracion delimitada de punto Gnico (bracketed single poinf) usando LTP de
referencia (84,7 ug/mL). Para determinar la concentracién de LTP en el extracto no
enriquecido, se llevaron a cabo cinco inyecciones de extracto no enriquecido. Se
calculd la exactitud del analisis (error relativo porcentual, % RE) y se presenta en
Tabla 1 (*concentraciones de LTP se sefialan tanto en términos de la concentracién
en la solucién como la concentracién correspondiente en la semilla.). Se determiné
igualmente la linealidad del método usando los mismos datos. Se obtuvo una curva
de linealidad graficando el area pico de LTP versus la concentracion. Se empleé una
regresion lineal para obtener una ecuacién lineal en el rango de 4,1 - 147 ug/mL.

Para calculos de la curva de linealidad, la ecuacion no se forz6 hasta el origen.

Tabla 1. Exactitud Multi-Punto para LTP enriquecida en un Extracto de Granos

de Maiz.

LTP Esperada, LTP Esperada, LTP Observada, Exactitud
Mg/g* Mg/mL* Mg/mL (% RE)
28,6 41 472 3,5
43,6 6,2 6,3 1,6
58,0 8,3 8,3 0,00
142 20,3 19,5 -3,9
235 33,6 32,0 -4,7
332 47,5 453 -4.7
414 59,1 56,1 -5,1
513 73,3 74,9 2,1
596 85,1 84,9 -0,3
795 114 115 11
1030 147 144 -1,7

Promedio -1,1

Se evalud la precision del analisis para medir LTP en cada uno de cuatro
dias analizando tres preparaciones de réplica de granos molidos (inyecciones
duplicadas para cada preparacion) en tres niveles de concentracion (baja, media y
alta). Un conjunto de muestras durante cada dia se limitd por un estandar de
calibracion de LTP de referencia de punto unico (85 ug/mL). La precision del
analisis en un solo dia y entre dias subsiguientes (coeficiente porcentual de

variacion, % CV) se calculd y se presenta en Tabla 2.

Tabla 2. Precisibn en un solo Dia y entre Dias subsiguientes para la
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Determinacion de LTP presente en tres diferentes Lineas de Maiz usando

Calibracion Estandar de Referencia de Punto Unico.

Dia/Analizador/ Conc. Muestra de Validacion Estadistica
Instrumento Estadistica Baja Media Alta Combinada

1/A/X Media (pg/g) 51,2 238 472
Precision (% CV) 4,0 7,7 15,8 10,4
n 3 3 3 9

2/A/X Media ug/g) 64,8 273 555
Precision (% CV) 6,7 1,8 8,4 6,3

n 3 3 3

3/A/X Media (ug/g) 51,3 233 480
Precision (% CV) 6,7 8,0 3,2 6,3
n 3 3 3 9

4/B/Y Media (ug/g) 53,7 227 472
Precision (% CV) 20,8 2,6 2,7 12,2
n 3 3 3 9

Media Global ug/g) 55,3 243 495
Precision (%CV) 14,4 9,1 10,7 11,6
n 12 12 12 36

Los valores se han redondeado para mostrar digitos significativos; los calculos

estadisticos se han hecho con total precision.

Debido a la presencia de LTP enddgena en todas las muestras de semilla de
maiz, se midié la selectividad del analisis mediante la determinacién de masa
molecular intacta por ESI-LC/MS y andlisis de la fraccion LC (LTP) por SDS-PAGE.
Adicionaimente, se evaluo el arrastre del analito (analyte carryover) analizando los
blancos de disolvente inmediatamente después de la muestra estandar mas alta.
Para determinar la robustez del método, se investigaron los siguientes parametros:
eficiencia de la extraccion, temperatura de la columna, concentracion del TFA, y

estabilidad de la solucién de la LTP de referencia y extractos de granos de maiz.

Se determind la eficiencia de la extraccion de LTP de granos de maiz. Granos
de maiz molidos de las lineas de referencia 3 y 13 se extrajeron mediante el
protocolo detallado mas arriba durante 1 hora, 2 horas, 5 horas o 17 horas. La

concentracion de la LTP extraida en estos diferentes puntos de tiempo se determiné
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mediante analisis LC-UV/MS. Ademas, la muestra de extracciéon de 2 horas, luego
del retiro de 400 yL de sobrenadante, se sometié posteriormente a una segunda
ronda de extraccion durante otras 2 horas con la adicién posterior de 500 uL de
amortiguador de bicarbonato de amonio. Luego de la extraccion, se determind la
concentracion de LTP mediante analisis LC-UV/MS y se aplicé una correccién para

justificar el remanente de LTP de la primera ronda de extraccién.

Se evaluaron el efecto de la temperatura de la columna (65°C, 70°C y 75°C) y
la concentracion de TFA (0,09 %, 0,1 % y 0,11 %) sobre la resolucién cromatografica
y la cuantificacion de LTP usando extractos de granos de maiz molidos. Para la
determinacion de la concentracion, se analizé igualmente la LTP de referencia bajo

las mismas condiciones experimentales.

Se evalué la estabilidad de la LPT de referencia y los extractos de granos de
maiz a temperatura ambiente y a 4°C durante un periodo de 48 horas. Una alicuota
de extracto de granos de maiz y LTP de referencia se almacenaron a 4°C y a
temperatura ambiente durante 48 horas. La respuesta de la LTP de referencia y el
extracto de granos de maiz se midié inmediatamente después de la preparaciéon de
la muestra. Luego del almacenamiento, las muestras de estabilidad se analizaron
mediante LC-UV/MS. Se evalué la estabilidad comparando las muestras

almacenadas con LTP de referencia recién preparada.

Para caracterizar las variantes de LTP con tiempos de retencién de 12,7 y
13,1 minutos, 20 mL de extractos de granos de maiz (linea #5 de referencia) se
inyectaron muchas veces y se recogieron fracciones manualmente. Las fracciones
recogidas se combinaron, se evaporaron en un aparato Centrivap y se sometieron a
SDS-PAGE. Bandas de proteina se escindieron y se sometieron a digestién con
tripsina o Lys-C y se extrajeron los péptidos del gel. Los péptidos extraidos se
analizaron entonces por LC-MS/MS.

Los extractos acuosos de granos de ciertas lineas de maiz contienen
variantes de proteina que son similares en masa y tienen caracteristicas similares de
retencién en la columna de fase inversa. La especificidad del método para resolver
LTP de otras proteinas con caracteristicas similares de retencién de fase inversa
puede inferirse de Figura 5. Aunque el pico con un tiempo de retencién de 12,3
minutos en Figura 6 corresponde a LTP de maiz, el pico a 12,7 y 13,1 minutos

corresponde a las variantes A y B de LTP, respectivamente. La resoluciéon de los

0
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valores de referencia (baseline) se obtiene para la separacidn de estas dos proteinas
con una resolucion medida de 1,6. La pureza del pico LTP se ilustra con mas detalle
en la SDS-PAGE mostrada en Figura 1 (calle 2). La posterior caracterizaciéon de las
variantes A y B de LTP se condujo recogiendo las fracciones LC y sometiéndolas a
protedlisis en solucion con tripsina o endoproteinasa Lys-C y analizando luego los
péptidos por LC-MS/MS. La huella peptidica y los datos MS en tandem revelaron que
la variante A de LTP tenia un polimorfismo de aminoacido Unico en la posicion 34
(arginina a lisina). Esto se corroboré igualmente por la diferencia de 28 amu
observada entre LTP y la variante A de LTP por mediciones de peso molecular
intacto (Figura 6 B y D). Basandose en la huella peptidica parcial y el analisis de
peso molecular intacto, no pudo (pudieron) confirmarse el (los) sitio(s) exacto(s) de
modificacion (+33 amu) para la variante B de LTP. Estos resultados ilustran con mas
detalle la especificidad del método LC-UV/MS desarrollado. La temperatura de la
columna fue un factor critico en obtener la resolucion de estos dos componentes.
Con temperaturas de 60°C y 90°C, la resolucion entre estos dos pares de

componentes fue inadecuada.

La presencia de LTP endégena en los granos de maiz complicé la preparacion
de muestras del estandar de referencia de LTP para la validacién general del
analisis. Por consiguiente, para desarrollar un estudio de validacién, la concentracion
de LTP en extracto de granos de maiz no enriquecido se determind primero usando
del estandar de referencia de LTP. Se descubrié que el nivel de LTP endogena
presente en la linea de granos de maiz usada para estudios de linealidad y precision
era de 58 pg/g. La linealidad y la precisiéon del analisis se midieron con 11
concentraciones usando extracto de granos de maiz enriqueciendo con LTP de
referencia o diluyendo con amortiguador de bicarbonato de amonio. Se observd que
el analisis era lineal en el rango de 4,1-147 pg/mL para LTP en extracto de granos de
maiz (Figura 5) con un valor R? de 0,999. Este rango de concentracién corresponde a
28,6 a 1030 pg/g de LTP en granos de maiz. El rango de precision del analisis (%
RE) fue de 0-5,1% con recuperaciones en el rango de 94,9 - 103 % (Tabla 1). Se
observé una respuesta de sefial a ruido de 215 con la concentracién minima medida
de LTP, 4,1 pg/mL.

Para determinar la linealidad del método, se llevé a cabo una dilucidon en serie

de la LTP de referencia en albumina sérica bovina. Aunque se obtuvo una respuesta
lineal con un valor R? de 0,999, se observd una rapida disminucion del factor de

respuesta (area/concentraciéon) con concentraciones de LTP menores que 44,2

X
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ug/mL. Esta disminucién no se observé cuando LTP endégena en extracto de granos
de maiz se diluy6 en serie con amortiguador hasta una concentracion de LTP de 10,4
pg/mL. Estas observaciones podrian ser indicativas de una pérdida de LTP, debida a

la adsorcién en la ausencia de componentes de la matriz.

Los resultados de la validacién para la precision en un solo dia y entre dias
subsiguientes se presentan en Tabla 2. Se midi6 la precision mediante el uso de tres
diferentes lineas de granos de maiz, que previamente se habia determinado que
tenian concentraciones bajas, medias y altas de LTP. Se evalué asimismo la
precision intermedia mediante el uso de dos analizadores, dos lotes de columnas, y
dos diferentes sistemas LC. El rango de precisiéon (% CV) fue de 9,1 — 14,4 % con
una desviacion estandar relativa combinada de 11,6 % sobre todas las muestras en
este periodo de cuatro dias. Se descubrié que el arrastre absoluto presente en la
muestra blanco, que sigui6 a la linea de granos de maiz con LTP elevada, era de
aproximadamente 0,6 %. Esto se traduce en una concentracién de LTP de 6 pg/g en
los granos de maiz. Para mitigar ain mas cualesquiera efectos de arrastre, los
blancos de disolvente se pusieron en todo el conjunto para separar muestras de

interés analitico.

Para determinar la eficiencia de la extraccion, se midié la concentracién de
LTP extraida después de los pasos de extracciéon primero y segundo. Se aplicé un
factor de correccion a la LTP extraida luego del segundo paso de extraccion.
Después de esta correccion, las concentraciones de la LTP extraida en los pasos de
extraccion primero y segundo fueron 32,1y 1,61 pg/mL de la linea de referencia 3 y
88,2 y 8,75 pg/mL de la linea de referencia 13, respectivamente. La eficiencia de la
extraccion en el primer paso esta entre 91 - 95 %. El efecto de la eficiencia del
tiempo de extraccion se determind asimismo para las lineas de referencia 3y 13 en 1
hora, 2 horas, 5 horas y 17 horas. Para la linea de referencia 3, las concentraciones
de LTP fueron 204, 225, 241 y 220 ug/g, respectivamente. Para la linea de referencia
13, las concentraciones de LTP fueron 526, 619, 658 y 648 ug/g, respectivamente.
Colectivamente, para ambas lineas de referencia la eficiencia de la extraccién en 2

horas es 94 % de la eficiencia observada en 5 horas.

Se evalud la variaciéon de la temperatura de la columna y su efecto sobre la
determinacién de la concentraciéon de LTP. Con temperaturas de la columna de 65°C,
70°C y 75°C, se determin6 que las concentraciones de LTP eran 44,7, 48,1 y 47,2

Hg/mL respectivamente. Luego de la variacion, las concentraciones de TFA de 0,09
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%, 0,1 % y 0,11 % en las fases moéviles A y B, las concentraciones de LTP
determinadas fueron 46,1, 43,8 y 47,1 pg/mL. Las desviaciones observadas aqui,
debidas a la variacién en la temperatura de la columna, y las concentraciones de
TFA se encuentran dentro de la desviacién estandar relativa porcentual (% RSD) del
método.

Se evalué la estabilidad del analito de la LTP de referencia en solucion y la
LTP en el extracto de granos a 4°C y temperatura ambiente. Se observéd una pérdida
de 1,91% y 4,75 % para la LTP de referencia en soluciéon después de 48 horas a 4°C
y temperatura ambiente, respectivamente. Se observé una pérdida de 8,3 % y 11,5%
para la LTP en el extracto de granos después de 48 horas a 4°C y temperatura
ambiente, respectivamente. Para dar cuenta de estas pérdidas, aunque la pérdida
esta dentro de la precision del andlisis, se analizé la LTP estandar de referencia al

comienzo, a la mitad y al final de cada conjunto de muestras.

Ejemplo 3: Analisis de LTP en Lineas de Maiz

Catorce diferentes lineas de semillas de maiz se prepararon en triplicado
como se describe. Inyecciones duplicadas de cada preparacion se sometieron a
analisis LC-UV/MS. El andlisis se delimité por un estandar de referencia LTP de
punto Unico como el calibrante. El calibrante se disemind durante el analisis de las
lineas de referencia. El factor de respuesta de la LTP de referencia se utilizé para
determinar el nivel de LTP y las dos variantes (a y b) en tiempos de retencion de

12,7 y 13,1 minutos, respectivamente. Los resultados se presentan en Tabla 3.

Tabla 3. Determinacion de LTP y variante A de LTP y B de LTP de diferentes lineas
de maiz.

Nombre . . Concentracion, . Concentracion, .
Linea#  dela °°l'_'$§“"af'6" Prgcg;lén LTP Variante A P'f/“(':s\f" LTP Variante B P":/cc':ﬂ;é" °°"‘b;“a"a
Linea y R9I9 ( 0 ) pg/g ( 0 ) pglg ( o ) Ha/g

1 CROP 575 5,1 44 12,0 424 3,6 661
LAN 691
DEKALB

2 DKC62-30 218 5,2 345 4,8 446 8,1 607
DEKALB

3 DKC63-43 203 14 346 0,8 49.2 44 598

4 LG 2597 304 3,3 49 12,9 51,6 15,5 405

5 LG2615CL 286 5,6 528 4,5 47 .4 1,7 861
PIONEER :

6 32716 466 10,0 31,2 30,1 20,5 11,5 518
MIDLAND
PHILLIPS

7 7B15P 58.4 3,0 261 3,0 22.0 7,5 341
NORTHRU

P KING
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8  NK72-G8 743 3,4 319 5,0 38,2 4,5 432

9 LG2620 512 9,4 56.9 15,4 38,7 12,8 608
PIONEER

10 33756 422 2,6 228 1,8 42,0 36 692
MYCOGEN

1 2M796 126 14,5 503 9,9 25,3 257 654

12 BURRUSB 72.3 15,3 284 5,6 203 20,2 377
45
MYCOGEN

13 2M746-1 678 56 59,7 10,4 43,0 10,6 781
MYCOGEN

14 2M746-2 516 12,7 42,0 32,3 274 23,2 586

Los valores se redondearon para mostrar digitos significativos; los calculos

estadisticos se hicieron con precision total. EI % CV reportado se basa en ug/g.

El nivel de LTP y sus variantes presentes en 14 lineas de granos de maiz de
interés se determind usando el analisis desarrollado. La concentracion de LTP y las
variantes A y B en las 14 lineas varié entre 58 - 678 ug/g, 31-528 ug/g, y 21-52
Hg/g, respectivamente (Tabla 3). Previamente se ha demostrado que el nivel de
expresion de LTP es dependiente del tejido que se esta analizando y la etapa de
desarrollo del tejido®. Este estudio muestra que los niveles variables de LTP en
granos de maiz pueden depender de los antecedentes genéticos o condiciones de
cultivo de las lineas individuales de maiz. La precisién (% CV) obtenida para el
analisis de las 14 lineas de maiz es consistente con la precision del analisis
determinada durante los estudios de validacion. Estos resultados indican que los

niveles de LTP pueden medirse reproduciblemente usando el método de analisis.

Ejemplo 4: Analisis de Composiciones que Contienen Alérgeno

Se obtienen extractos de alérgenos de cereales alimenticios, cacahuetes,
nueces, leche, huevos, crustaceos, pescado, o papas, asi como estandares de
referencia para cada alérgeno. Inyecciones duplicadas de cada extracto se someten
a analisis LC-UV/MS. El analisis se delimita por un estandar de referencia de punto
Unico como el calibrante. El calibrante se diseminé igualmente durante el analisis de
las lineas de referencia. El factor de respuesta del estandar de referencia se utilizé
para determinar el nivel de alérgeno y sus variantes. La precisién (% CV) obtenida
por el analisis de los diferentes extractos es consistente con la precisiéon del analisis
determinada durante los estudios de validacion. Estos resultados indican que los
niveles de alérgeno pueden medirse reproduciblemente usando el método de

analisis.

Aungue esta invencién se ha descrito en ciertas modalidades, la presente
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invencion puede modificarse aun mas dentro del espiritu y ambito de la divulgacién.
Por lo tanto, esta solicitud pretende cubrir cualesquiera variaciones, usos, 0
adaptaciones de la invencién usando sus principios generales. Ademas, esta
solicitud pretende cubrir tales desviaciones de la presente divulgacion como surgen
dentro de la practica conocida o rutinaria en el arte al cual pertenece esta invencién y
que caen dentro de los limites de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES
Lo que se reivindica es:

1. Un método de determinar el contenido de alérgeno de una
composicién, método que comprende:
proveer una composicion que contiene un alérgeno;
purificar por lo menos parcialmente el alérgeno de la composicion para formar un
extracto; y determinar la cantidad de alérgeno en el extracto usando cromatografia
liguida con deteccion espectrométrica de masas y/o ultravioleta.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la

cromatografia liquida es cromatografia liquida bidimensional.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el alérgeno es

un alérgeno alimentario, un alérgeno de un latex, y/o un aero-alérgeno.

4, El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el alérgeno
alimentario es un alérgeno de un cereal alimenticio, cacahuete, nuez, leche, huevo,
crustaceo, pescado, o papa.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el alérgeno de

cereal alimenticio es proteina de transporte de lipidos de maiz.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el aero-
alérgeno es un polen o una espora.

7. Un metodo de determinar el contenido de alérgeno de una
composicion, método que comprende:
proveer una composicidon que contiene un alérgeno;
purificar por lo menos parcialmente el alérgeno de la composicion para formar un
extracto;
determinar la cantidad de alérgeno en el extracto usando cromatografia liquida con
deteccion espectrométrica de masas y/o ultravioleta;

proveer una fuente de alérgeno purificado; y
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calibrar el equipo utilizado para realizar la cromatografia liquida con deteccién

espectrométrica de masas y/o ultravioleta con la fuente de alérgeno purificado.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde Ila

cromatografia liquida es cromatografia liquida bidimensional.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el alérgeno es

un alérgeno alimentario, un alérgeno de un latex, y/o un aero-alérgeno.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el alérgeno
alimentario es un alérgeno de un cereal alimenticio, cacahuete, nuez, leche, huevo,

crustaceo, pescado, o papa.

11.  El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el alérgeno de

cereal alimenticio es proteina de transporte de lipidos de maiz.

12.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el aero-

alérgeno es un polen o una espora.

13. Un método de determinar el contenido de alérgeno de una
composicion, método que comprende:
proveer una composicidn que contiene multiples isoformas o variantes de un
alérgeno;
purificar por lo menos parcialmente el alérgeno de la composicion para formar un
extracto; y determinar la cantidad de alérgeno en el extracto usando cromatografia

liquida con deteccién espectrométrica de masas y ultravioleta.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde determinar la
cantidad de alérgeno en el extracto usando cromatografia liquida con deteccion
espectrométrica de masas y ultravioleta comprende determinar las cantidades de una
0 mas variantes o isoformas del alérgeno con deteccion espectrométrica de masas y

ultravioleta.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la
cromatografia liquida es cromatografia liquida bidimensional.
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16.  El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el alérgeno es
un alérgeno alimentario, un alérgeno de un latex, y/o un aero-alérgeno.

17.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde el alérgeno
alimentario es un alérgeno de un cereal alimenticio, cacahuete, nuez, leche, huevo,

crustaceo, pescado, o papa.

18.  El método de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en donde el alérgeno de

un cereal alimenticio es proteina de transporte de lipidos de maiz.

19. El método de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el aero-

alérgeno es un polen o una espora.

ID-240997\WPC10975
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CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE ALERGENOS

RESUMEN

Modalidades de la invencién incluyen métodos de determinar el contenido de
alérgeno de una composicién. Modalidades de la invencién pueden incluir
proporcionar una composicién que contiene un alérgeno; purificar por lo menos
parcialmente el alérgeno de la composicion para formar un extracto; y determinar la
cantidad de alérgeno en el extracto usando cromatografia liquida con deteccién
espectrométrica de masas y ultravioleta.
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ser Cys
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PRT
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Asn
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40 45
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CAYERIER: :
7~ ABDSABEST
" 2 EDIFICIO SisKL
CARRERA 4* N* 7235
8OGOTA, 8 » COLOMBIA

e

~40939
For patents, utility models, industral designs,

trademarks, commercial names, trade emblems,
slogans. :

Para patentes, modelos de ufilidad, disedos
industriales, wnarcas de fibrica, nombres

* comerciales, ensefias, lemas camerdiales.

“REPRESENTACION, RATIFICACION Y PODER

e e+ - . .

REPRESENTATION, RATIFICATION AND -
POWER OF ATTORNEY o .

2

I (we), the undersigned,/ Yo {(nosotros), abajo firmado (s)
Dow AgqroSciences LLC

of/ domiciliado () en 93330 Zionsville Road,

Indianapolis, Indjana 46268, United

) _States of America, . ; 00'
per el preeante patificamos fa 2 T sA.fn: o o~ . hereby ratify the LT e fo /;,
R Lo g L ) . : [P T 2
presentadapor NS Y T - filed without a Power of Attorney by o3l s ia o = ‘-!.}‘
como agente oficiogo ax\‘te\ i R = : . &
S T T el o . before % - - TR et e ™

o Lo TIEEE U - Wit T T N
gor el presente nombramos a tga. 832; e T e
. GONZALO - PERDOMO, tpa. 831; EMILIO. FERRERO, ?a. one .l . N ke ™ .
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados and do hereby = ﬁomt "GERMAN CAVELIER, tpa, 832;
.enla ra 44 N¥ 72-35, Bogoti, Colombia, en obedecimiento a GONZALQO P O, Crlpf\' 831; - EMILIO FERRERO, tpa.

To dispuesto en <l parfigrajo 1° del Articule 543 del Cédigo de
Comercio, el ero_como principal y los demés como
s:glentcs, en su orden, como mis {nuestros) representantes en
todos los asuntos, de-propiedad industrial con facuitad

—recibirnotificeclenesy—nombrar ~apoderados’ judiciaies” ™6

extrajudiciales. El primer representante sugiente reemplazars al
principal en casc de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicars cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
o el tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal,'o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declararfn su intenci6n de no ejercer la representacién
mediante declamcién autenticada por Notario "Piblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Piblico, o Cénsul

de Colombia, en e} extranjero; ¥ 5i se tratare de impedimento,

con e] cértificndo respectivo, S o de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomars su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del repreaentan?e principal, o de st
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, unc u otros se el caso,
asumiéndola por el solo hecho de cjercerla, cesando en ese
momento el ‘¢jerciclo de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su ¢aso.

Ademds, confiero {conferimos) poder a los abogados arriba
nombrades, para obtener Ia proteccién de mi (nuestra)
propledad industrial y contra la’ competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
¢jerzan 0 no jurisdicclén, especinlmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judiciel, asf como
loa tribunales de arbitramento, en todo 10 concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas
de fabrica, colectivas, defensivas, de gervicio, iemas comerciales,
e RAIBres— somandalons smonsafias;—variedades™ vegetaled
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las accones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u
—observaciones,cancelacié inistrativa.ojudictal, muli

Alavuelta oy

© CAVELIER ABOGADOS -
WPPODERE-21 (MINUTA N212.1.1.2.9.r USA)

massom

. ot

-~

31929; and LUZ CLEMENK DE PAEZ, tpa. 23555; domiciled, | -
Carrera 48 N 72-35, Bogoté, Colombie, in due compliance -
with the terms of Parsgraphlst. of Article543 of the
Commercial_Code, the first as principal and the-others: as——
alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial pro matters with facuity
to receive notifications end to appoint attorneys in and out of
Court. The first alternate shall replace the principal in case of
his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apgly when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or
second alternates {n their turn, or both of them, second. In such
cases, the principal representative, or the shall state their
intention not to act as representatives through a declaration
given befoye a Notary Public in Colombia, or before a Notary or
another Public Official or a Celombian Consul abroad; and in
<zse of impediment, the appropriate cextificate shall suffice. If
mﬂo of the appolntees were to be definitely absent, the
following alternate shall take his place. When the absence or
impediment of the principal representative, or of the first or
second elternate in their tirn ceases, the representation can be
taken again in their sequence, by the cipal, the first or
second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representation by the
first, second or third alternates in their turn shall end at such
time.

/

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the
above-named attomeys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial pro r?' and against the
unfair competition, for which se I{’veve authorize the said
attorneys o represent me (19) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Asbitration_Couat, i all matters. concerning_tha.éollaws? 3

‘O . * hatd
Obtinment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewdl, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the

dad, ...} __ regisfration of licenses of use of the aboxe. rights; b) Actions of

Over —

-




yr

Tt e .
s . e “ S
. I 5
2.

,medidas. cautelaxas,. concesion de lcencias, la tutela, Ia
protecelon; de scctutos industriales, y en general los juicios
civiles, periales, administrativos o contencioso-administrativos
relaclonados con estos dercchos; acciones y procesos %uc
Promovamos o se nos promuevan Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, reciblr, renunciar, y ratificar los ectos de agentes

o IHEINe .Y,

anfair competition, protection to the eomumerhggpositions or *

observations, trative or Court cancellation, nullity,
infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to thoge rights;
actions and suits institued by me (us) or against me (us). And
that in all the above matters they may substitute this Power of
Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case,

[y

desist, ‘cancel, receive, resi and mtify acts done by

oficiosos.
representatives without a power of attorney.

.
v

Given and signed this/Dado y firmado hoy -
februara 4. 1998
St - .
infen _Indianapolis, Indiana 46268

United States or America
Signatuare =
Xenneth L. Loertscher

Assistant Secretary
& General Patent Counsel

- Firma
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: f irma del smgnatar:.o del poder .precedente, ejercia en la fecha las

funciones mdlcadas y su firma corresponde a la registrada en este
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Consulado; que la compajfifa_D0W) ARROSCIEAL (1-6 R Al

~es una sociedad constituida de acuerdo con las leyes de
¢ X;/E(_A WAL y cumple su objeto conforme a las nismas;
que el (a) sefior (a) _ KENNETH (. LOERTéCﬁ‘C‘?Z_
quien en su caricter de PTPRES S XTANTE ( E 6;4'C_

’

R [ M

1y deila citada compafifa contiere el poder precedente, es su

~ ' . .
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<—INITED STATES OF AMERICAT——
Z_' CERTIFICATE OF OFFICE §

= ‘ ‘ STATE OF INDIANA
- ( T
“Fo Sue Aane Gilroy Secretary of State of Indiana, DO HEREBY CERTIFY: That,
N .m;cnrding to records on file in iy office._Lydia S. Qwens was duly elected
i; arappainted to the office of Notary Publig in and for._ Hendricks County
. __a{:__, :.1_;3_: e term of said office included the date of_February 6, 1998 __: that to all hisfher oificial sets ay wid offi-

ol cial, full faith and credit ought fo be given in all Courts of
~L
y . Justice and clsewhere. In testimony whercof, [ have here unto
z
set my hand and affixed thé Great Seal of the State of Indiana.
at [ndianapolis, this___Tenth day of
. February 1998
e
;e -ﬂ.g)
3:‘ Vo ~— ' ySocrotary of SIAQ)

by:
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CERTIFICADO NOTARIAL (NDIVIDUQ) NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)
_Alos 8 dimsdelmesde FEBRERO 4099 98 b on e sy ot Mwﬂuz/ 1099
‘ante mf, Notario-Piblico de ESTADO DE INDIANA before me, a Notary Public of \ﬁé’éﬁ & CJ"““““‘“‘—-

: comgamcié(emn} personalmente KENNETH L. LOERTSCHER personally appeared Q(QML (. Ctrtchen

a quien{es) doy fé"de fotiocer ¥ me consta quees(sonj-la(s) - I  to-me knows; end kmown to. me. to.be.the person(s) who __.
persona(s) firmante(s) del docuniento que precede, y quien(es) executed that foregoing document, and who Kas(have) legal
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo. capacity to execute it -

Notario Piiblico — Notary Public

-

o CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
& 9
. “Hoy, 6 de FEBRERO . de19 98 On this L day of delu.a/uf/ 19 ?od
comparecié(eron) ante mf appeared before me
KENNETH L. LOERTSCHER Kenneth L. Loertscher ;\
+a qulen(es) conozeo personalmente ¥ gue firma(n) este documen who(m) 1 know personaily and who(m) slgned this document as
+ t0 en representacién de la Socledad/companifa representative(sj of the &W&Eﬂwﬂ% ﬁ égig
A abilit
_denominada_ Dow AgroSciences LLC named Dow_AgroSciences LLC Q_qmpgny.y
o :
RO
F{.&rﬁﬁco: . 1Certify: -
_"1.;Q;xc he visto los siguientes documentes:® 1. That I have seen the following documents:®

GERTIFICADO DE CONSTITUCION,FECHADO 1 JULIO 1997

CERTIFICADO DE MODIFICACION,FECHADO 1 OCT. 199
+RESOLUCION JUNTA DIRECTIVA, FECHADO 23 0CT,199
. CUH%,NIIMIENTO ESCRITO DE LA JUNTA,1 JULIO 199

Certificate of formation, dated July 1, 1997
Certificate of amendment, dated October 1, 1997
Board resolution, dated October 23, 1991

Board written consent, dated July 1, 1997

e

~

?:’Z}Q%;e did:os documentos prueban lo siguiente: 2. That the above documents duly prove the following:
EI 'i )
~ 21, Que__DoW AgroSciences LLC 21.That Dow AgroSciences LLC
¢ Limited Liab{lity .

: es una Socledad/Compafifa legalmente constituida y existente 1s 2 QIPIRMIREXCompany legally constituted and in exstence

t

“*de¢ acuerdo con las leyes de 1 Estado de Delaware, in nceordanee with the laws of _the State of Delawaxe,
.“Estados Unidos de América - ‘ United States of America

- Limited Liability

2 8ueeldpnﬁdli9dc dicha Sociedad / Compaiifa es . 2.2, That the domicile of said XK Company is .

, 9330 Zionsville Road, Indianapolis, Indiana 9330 Zionsville Road, Indianapelis, Indiana

.. 46268, Estados Unidos de America, 46268, United States of America.

%3, Que el objeto u objeto para los cuales se otorga el presente 2.3. That the Eutpose of purposes for which the present Power
. poder estén ‘comprendidos dentro det objeto “soclal de la of Attorney ted are comprised within the corporation
-  mendionada Sociedad/Compatifa. urposes set forth in the . charter of the mentioned

.o , %ammmxmn; limited llability company.

» 24. Que el(los) Sr.(Sres.) KENNETH L. LOERTSCHER 24.That Mr.(Messrs.) Kenneth L. Loerrscher
S'ECRETARIO ASSISTENTE y ASESOR LEGAL PATENTES Assgistant Secreta nd G sel
os:‘t.’x(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder. is(are) authorized to grant the present Power of Attorney.

. 3 . — R O uma e R B e
— S APOL” = City Indianapolis :

“Corded INDIANAPOLTS : 7 . ,

' tate Indiana
e INDIAWA
WAL

: s O b 997
e This d f ~ 19
Wy 6 FEB. de19 98 & ( ? e 7 Q0

- J ' N %c.. h

-

LeeecesCececceeeceecedecececeteces

v - "

Lydia S. Oweng

. 4
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CERTIFICACION NOTARIAL NOTARIAL CERTIFICATION AND
© Y AUTENTICACION CONSULAR " CONSULAR AUTENTIFICATION

1. Es necesaria la legalizacién con certificado
notarial. El Notario Piblico debe certificar:

1.1, Que la companifa estd legalmente constitufda
y actualmente existente.

12. Sudomicilio.

13. Que el propésito del poder estd inclufdo en
¢l objeto social de la compafifa. .

14. Que el poderdante ‘estd autorizado para dar
¢l poder en nombre de la compaitifa.

2. Los documentos q;xe hay que mostrarle al
Notario Piblico para probar los puntos anteriores,

deben estar expresados en el Certificado Notarial

con fecha y origen:

2. Respecto a los puntos 1.1, 1.2 y 1.3 sugerimos A

_ referirse a Jos artfculos de constitucén con
.~ fecha y lugar de otorgamiento; y

22.  Parz el punto 1.4-sugerimos mencionar la
resolucién de la Junta Directiva o los
estatutos, s:zlgﬁn los cuales la persona que
otorga el poder estd autorizada para ello.

3. Enseguida el Sefior Cénsul de Colombia
debe autenticar la firma del Notario Priblico.

"

-

1, Notarial legalization is necessary. The
Notary Public must certify: :

1.1..  That the company is legally constituted and
presently existent.

1.2.  Its place of business.

1.3,  That the ngose of the Power-of-Attorney is
included in the activities of the company.

14, That the grantor is empowered to give the
Power of Attorney in the name of the
company he represents,

2, The documents which the Notary Public had

before him to prove the above points must be listed

by him in the Notarial Certificate with dated and
origin:

21. In connrection with points 1.1., 1.2. and 1.3 we
suggest referring to the articles of
incorporation with date and place of
execution. :

22, For point 1.4 we suggest to mention the
resolution of the Board of Directors and/or
the by-laws whereby the person who grants
the Power of Attomey has been authorized

to give it.
3. Then the Colombian Consul must legalize
the signature of the Notary Public. .

:NOTA PARA EL SENOR CONSUL COLOMBIANO: Segiin el articulo 259 del C. de P.C. el Sefior Cénsul debe

autenticar la 1iltima precedente autenticacién,




TRADUCCION OFICIAL No.03.075.98 de un documento escritoc en
inglés el cual para su identificacidén se sella con el sello del
Traductor al mismo tiempo que la presente. Esta traduccidn ha
sido preparada por Bernarda R. de Martinez, Traductora Oficial
debidamente reconocida poxr el Ministerio de Relaciomnes
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Colombia

mediante Resolucién No. 683 de 1991.

(Se traducen ' sellos vy legalizaciones que aparecen a

continuacidn de un documento escrito en inglés y espafiol por

medio del cual Dow AgroSciences LLC, otorga Poder a favor de
GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, EMILIO FERRERO. y LUZ

CLEMENCIA DE PAEZ.)

Dado y firmado hoy 6 de febrero de 1998, en Indiandpolis,

Indiana, E.E.U.U., por Kenneth L. Loertscher, Subsecretario y
Asesor General de Patentes.
(8ellos parciales en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.) .

CERTIFICADO;{‘,I;;’O‘I‘AR;IAL (INDIVIDUO) , én inglé&s y espafiol referente

a la capacgdad legal que tenfia XENNETH L. LOERTSCHER para

otoxgar el documepté_anteé?méngionado, expedido el 6 de febrero

oy -‘fc ) -
de 1998 en el Esta@o de ‘Indiana.

CERTIFXICADO NOTARIAL (SOCIEDAD), en inglés y espafiol referente
a la existencia legal de la sociedad Dow AgroSciences LLC,
expedido en la Ciudad de Indiandpolis, Indiana, E.E.U.U., el &

de febrero de 1998.
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(Firmado), Lydia S. Owens, Notario Plblico

(Sello notarial en tinta), LYDIA S. OWENS Notario Piblico,
Estado de Indiana, Condado de Hendricks Mi coﬁisién expira el
03/05/00 )

(S€llo notarial seco), LYDIA S. OWENS NOTARIO PUBLICO INDIANA
(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicages.)

ESTADO UNIDOS DE AMERICA
CERTIFICADO DEL CARGO

ESTADO DE INDIANA

Yo, SUE ANN GILROY, Secretario de Estado de Indiana, POR EL
PRESENTE CERTIFICO: que, de acuerdo con los archives que obran
en mi oficina, LYDIA S. OWENS fue debidamente elegido vy
nombrado para el cargo de NOTARIO PUBLICO en y para el Condado
de Hendricks y que el término de dichoc cargo inciuia la fecha
del 6 de febrero de 1998: que a todos sus actos oficiales se
- les debe dar completa fe y crédito dentro y fuera de todas las
Corte de Justicia. EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he firmado vy
estampado el Gran Sello del Estado de Indiana, en Indiandpolis,
hoy 10 de febrero de 1898.
(Firma facsimilar), Sue Ann Gilroy

Secretario ae Estado
(Firmado) , Por: Mary Reever

Suplente
(Adherido se encuentra sello de oblea dorado con texto en

relieve), SELLO DEL ESTADO DE INDIANA 1816

51



(sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Chicago.) . -

P
g

(En espafiol), Certificacidén de la firma Y cargo de MARY REEVER,
de la existencia legal de la compafifa DOW AGROSCIENCES LLC y de
la autoridad que tenia sﬁ representante Legal, KENNETH L.
LOERTSCHER, para otorgar el poder mencionado arriba. Esta
certificacién fue expedida por el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el N° 254, de fecha 20 de febrero de
1998 y firmada por Carlos Alfonso Negret Mosquera, Cénsul
General. Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares por
valor de veintidn ddélares.

(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombla en
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(al dorso), Legalizacidén de la firma que antecede! expedldarpor

..J /\“"

el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el Nb"221220 de

A.pdl
HS
)

WA

fecha 11 de maxrzo de 1998 y firmada por el Jefe de

Legalizaciones.

[ o8
Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copla en los

Y. o
archivos de esta oficina para su confrontacidn y a laucualjgg
remito.

Bogotd, 17 de marzo de 1998

' ”
COLO 6641-801-001-3
BRM. 137

Bernarda R de Martines

raductern ¢ Jn!erprcfc @fma’
Resuluciin 653 Minjusticia 1994
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e e T LT CAVELIER

S ABOGADOS
. ‘. EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.caveliet.com . CARRERA 4 No, 72~35 TELEFONO: (S7) (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavalier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57} (1) 217-9211 (S7) (1) 310-4995
" Sefioxres
-SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. s, D.
Podexrdante : DOW AGROSCIENCES LLC

Podexr conferido el 06/02/1998'.

Yo, EMILIO FERRERC, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito sustituyoc el
poder a mwil otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, iéentificada con
cédula de ciudadania No. 35.456.344 y Tarjeta Profesional N°23.555, con

todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del Cédigo de

Procedimiento Civil.

N

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Acepto:

Lo Ol Sob /e

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555 _
C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N1 T. 860.041.367-3
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PCT/US2011/048645

Viil-2-1

Declaration: Entitlement to apply for
and be granted a patent

Declaration as to the applicant's
entitlement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a
patent (Rules 4.17(ji) and 51bis.1(a)(ii)),
in a case where the declaration under
Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

In relation to this international
application

DOW AGROSCIENCES LLC is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

VIII-2-1(i
v)

an assignment from YOUNG, Scott A. to
DOW AGROSCIENCES LLC, dated 22 November
2010 (22.11.2010)

VII-2-1(i
v)

an assignment from SCHAFER, Barry W. to
DOW AGROSCIENCES LLC, dated 29 November
2010 (29.11.2010)

Vill-2(i
v)

an assignment from KUPPANNAN, Krishna to
DOW AGROSCIENCES LLC, dated 23 November
2010 (23.11.2010)

Vill-2-1(i
v)

an assignment from JULKA, Samir to DOW
AGROSCIENCES LLC, dated 22 November 2010
(22.11.2010)

VII-2-1(i
v)

an assignment from ALBERS, David R. to
DOW AGROSCIENCES LLC, dated 22 November

2010 (22.11.2010)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
-
. . RECIBO DE CAJA No. 13 - 0038050
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 23 de 2013 - 16:18:43
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCQO CUENTA No PAGO FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196871850 23/04/2013 11.238.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. . RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO = Ve CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

INVENCIO|

$500.000.00

SON: **QUINIENTOS PESOS MONEDA CORRIENTE***

ﬁgﬁs;ggnsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

SRR

No. 13-108967- -00000-000

; 04-30 11:02:47  Dep. 2020 DIRNUEVASCR
$$:h$1 2(l):"‘AST-'ENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 59

Qolo = (09435 - B4)- 154 -9
ede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Wob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5670000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 23 do 2013 - 16:18:49
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIHA

No. 13 - 0038038

Bogota D.C., Abril 23 de 2013 - 16:18:43

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO

FECHA PAGQ VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196871850

23/04/2013 11.238.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO VEUNDITARIO Vi CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1850 SOL. TRANFERENCIA / LICENCIA 270.000.00 270.000.00
USO MULTI-MARCA / LEMA

LTEM M $270.000.00

SON: **DOSCIENTOS SETENFA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja Apficado at Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LU

No. 13-10888

Fecha: 2013-04-30 11:02:47
Tra. 11 PATENTEIY!

LA

000-000 SO
Dep. 2020 DIR.NUEV
EVG:%?S FASENACIONALI

il

Act. 411 PRESENTACION Folios: 69

Qe\o = 1A -gAI-\34-q

Sede Centro: Carrora 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Wob: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240

. Abril 23 de 2013 - 106:18:48




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int Cl: GO1N 030/002
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s)  DOW AGROSCIENCES LLC
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
61/388,748 2010/10/01 us
(72) inventor(es)  SCOTT A, YOUNG
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/05/01 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2011/08/22
No. de solicitud PCT/US2011/048645

Fecha: 2012/04/05
N° publicacién; WO 2012/044411 A3

(54) Titulo: ~ CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE ALERGENOS

Resumen:

Modalidades de la invencion incluyen métodos de determinar
el contenido de alérgeno de una composicion. Modalidades de
la invencion pueden incluir proporcionar una composicion que
contiene un alérgeno; purificar por lo menos parcialmente el
alergeno de fa composicion para formar un extracto; y
determinar la cantidad de alérgeno en el extracto usando
cromatografia liquida con deteccion espectrorhétrica de masas
y ultravioleta.
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: LISTA DE Cl EQUEQ
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SUPERENTENIBENGKA

ADMHSION ATRAI\!HTE NUEVAS CREACIONES

PATENTE DE INVENCION ||

‘MODELODE UTipAD [ ]

Art 33 Decision 486/00

1]

LI

Indicacidn que se solicita una patente.

Datos de Identificacién del solicitants o de la persona que presertta la solicitud

Descripeidn de la Invenclsn
Dihujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta D

PATENTE DEINVENCION PCT dMODELO DEUTILIDAD RCT D Art.33 Declsion 486/00, Circular Unica

/]

£
7

Indicacién que se soliclia una PCT

Copla de la solicitud en espafiol, tal coma fue presentada iniclalmente (capftulo.descrip'tivo,

telvindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pag}/de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa /JZ, . Incompleta D

DIsENO INDUSTRIAL [ |

(Art, 119 Decision 486/00)

Ll
L]
L1
i

Indicacién que se solicita Dissfio industrial
Datos de idertificacion del sollcitante o de la persona que presenta la soliciiud

Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio Industtial o muestra del matetial que incarpora el

disefiq,

Camprobante de paga de las lasas establecidas

Completa D . Incompleta D

ESQUEMADETRAZADO [_| . (Art, 92 Decisién 486/00)

EpEpEIN

Indicacidn que se solicita un esquetna de trazado
Datos de Identificacidn del sollcitante o de la persona que presenta la soliciud
Representacion grafiea de un esquema da trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa [:l ‘ Incompleta [:l

SUPERINT

///////////m//mm/m///x/////W//M//ﬂ///}/}//}gﬂ////m/mﬂ?f//ir?/iilf?i//m

RINS-FNA (2009-11-18)



| PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA
1r dustrin v Comercio RELACION DE ANEXOS

S“PERINTENDENC!A _ \
Dep ndencia: Fecha: / / él Recorrido:

AAAA MM DD

Tip« de Radicacion: Entrada: O Salida: O Traslado: o Convenio: O
Rad sador: ' |Pranita:

E No. Radicacién Consecutivo | Item ‘ item C:’:;Z:Z:;Sn
__1__ J \% - ‘ Oeq 5‘} 6 ) l 1 1 Bolsa |
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
-—5_ 5 Tomo
6 6 Otro
7 ftem Soporte Documental
8 7 Cco
9 8 Disquete
_—1; 9 bvD
" 10 Folleto
12 11 Foto
~—1§ 12 Periédico
—1—: 13 Plano
15 14 Publicacion Periddica
16 15 usB
_;—7_‘ 10 Ot.ro
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