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@Resumen:

Preparacién de bioconjugados y anticuerpos para la
inmunodeteccién de anatoxina-a.

La presente invencién se refiere a bioconjugados y
derivados marcados de anatoxina-a, por posiciones
diferentes de la molécula, adecuados para la
produccion de anticuerpos de elevada afinidad y
especificidad para anatoxina-a. Asimismo, la presente
invencién también se refiere al uso de bioconjugados
de anatoxina-a y de derivados marcados de
anatoxina-a como antigenos de ensayo. Ademas, la
presente invencién también se refiere a métodos de
analisis, concentracion y extraccién de anatoxina-a
utilizando los anticuerpos obtenidos, en ocasiones
junto con antigenos de ensayo que son
bioconjugados o derivados marcados. Esta invencion
también proporciona un kit para analizar anatoxina-a
que comprende anticuerpos frente a esta cianotoxina,
en ocasiones junto con antigenos de ensayo que son
bioconjugados o derivados marcados de la anatoxina-
a.
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201531661

Fecha de Realizacién de la Opinién Escrita: 27.06.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 5-13, 17-20 ]|
Reivindicaciones 1-4, 14-16 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 5-7, 11-13 ]|
Reivindicaciones 1-4, 8-10, 14-20 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinién se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

D01 MARC, M. et al. Tetrahedron Letters 2009, Vol. 50, pp. 4554-4557. 29.05.2009
D02 TOMBACCINI, D. et al. FASEB Journal, Vol. 3, N2 3, pp. A724 00.00.1989
D03 WO 2014/060623 A1 24.04.2014

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un bioconjugado de férmula (I) que comprende una unidad de anatoxina-A; un derivado
marcado de férmula (ll) también derivado de anatoxina-A; un anticuerpo obtenido a partir de dicho conjugado; un método
de andlisis in vitro de anatoxina A que utiliza el anticuerpo; un kit de deteccién y/o determinacién de anatoxina-A que
comprende un anticuerpo junto a un bioconjugado o un derivado marcado; y un método de purificacion y/o purificacion
de anatoxina-A mediante el anticuerpo anterior.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

El documento D01 divulga un derivado de anatoxina-A que est4 incluido en la férmula general | de la invencién, cuando en
ésta T es R-l, L es -N(CH3)-(CHz)s-, Z es 1,2,3-triazol, n es 1 y P es una proteina, en concreto albumina de suero bovino
(ver pagina 4554, figura 1). Este derivado puede utilizarse para la produccién de anticuerpos, que a su vez pueden ser Utiles
para el desarrollo de un ensayo de deteccion y cuantificacién de anatoxina (ver pagina 4554, columnas 1 y 2).

Por tanto, el objeto de las reivindicaciones 1-4, 14-16 no es nuevo a la luz de lo divulgado en el documento DO1.

El documento D02 divulga un derivado de anatoxina-A que comprende una unidad de anatoxina A (T, en concreto R-I, en la
férmula general | de la invencién) unida a través del N a una cadena hidrocarbonada de 5 4tomos de carbono (L en la
férmula | de la invencién), que a su vez se une a albumina (P en la férmula | de la invencion). El documento divulga la
preparacién de anticuerpos monoclonales frente a anatoxina-a, con aplicacién para desarrollar un ensayo de esta toxina.

Aunque el documento no recoge explicitamente cuél es el grupo funcional (Z en la férmula general | de la invencién) que
sirve de enlace entre la cadena hidrocarbonada L y la albumina, esta union se realiza por reaccién entre el grupo funcional
aldehido de la molécula de glutaraldehido que se utiliza como precursor de la cadena L y un grupo funcional presente en la
albumina. Se considera que esta unién debe realizarse a través de una de las numerosas posibilidades recogidas en la
reivindicacién 1 respecto a la naturaleza de los grupos de enlace Z, obtenidos por combinacién de los distintos grupos
funcionales comunes en quimica orgéanica.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 2, 4, 14-16 no presenta novedad segun lo divulgado en el
documento D02.

Actividad inventiva (Articulo 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

La reivindicacién dependiente 17 se refiere a la realizacién de un ensayo competitivo durante de una de las etapas del
método de andlisis de andlisis de anatoxina-a de la invencion.

Aunque los documentos D01 y D02 no divulgan explicitamente esta caracteristica técnica no es posible reconocer para ella
actividad inventiva, ya que se considera que constituye una alternativa evidente para el experto en la materia del campo al
que pertenece la invencién y, como tal, se encuentra recogida en diversos documentos del estado de la técnica (ver, por
ejemplo, documento D03, reivindicacion 29).
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Del mismo modo, se considera que la reivindicacién independiente 19, relativa a un kit para la deteccion y/o determinacion
de la anatoxina-a que comprende el anticuerpo de la invencion junto al bioconjugado de férmula () o al derivado marcado de
formula (Il), carece de actividad inventiva respecto a lo divulgado en cada uno de los documentos D01 y D02, teniendo en
cuenta ademas que existen en el estado de la téchica humerosos ejemplos de kits de deteccién de compuestos quimicos
basados en techologias de inmunoensayos que utilizan anticuerpos que reconocen especificamente dichos compuestos (ver,
por ejemplo, D03, reivindicacion 31).

Por otro lado, la reivindicacion 20 se refiere a un método de purificacion y/o concentracion de anatoxina-a de una muestra
mediante cromatografia de afinidad que comprende inmovilizar el anticuerpo de la invencién sobre un soporte y hacer pasar
la muestra sobre éste para que la anatoxina quede retenido. Se considera que, el experto en la materia, a la luz de lo
divulgado en los documentos D01 y D02, tomados por separado, se plantearia la aplicacién del inmunoensayo objeto de la
invencion para la purificacién y/o concentracién de anatoxina-a de una muestra, sin requerir el ejercicio de actividad inventiva
por su parte.

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 17, 19, 20 no presenta actividad inventiva a la luz de lo
divulgado en cada uno de los documentos D01 y D02 tomados por separado.

La reivindicacion independiente 8 se refiere a un derivado de anatoxina-a de férmula (ll) marcado con un marcador no
isotopico detectable. La diferencia existente entre el compuesto divulgado en el documento D01 y el compuesto Il de la
invencion es que en éste el ligando L se encuentra unido a un marcador no isotépico, en lugar de a una proteina.

El problema técnico que subyace en la invencion es la provisién de un derivado de anatoxina-a alternativo a los disponibles
en el estado de la técnica y Util como antigeno de ensayo frente a anatoxina-a. Sin embargo, ya existen en el estado de la
técnica derivados marcados de toxinas que se han utilizado para la produccién de anticuerpos a su vez Utiles en métodos de
deteccién de dichas toxinas.

El documento D03 divulga conjugados y derivados marcados de fludioxonil de formula (lll), [T-L-Z]»-Q (ver pagina 1, lineas 6-
10), siendo Q un marcador no isotépico, como es biotina, fluoresceina, un fluoréforo de cianina, rodamina, o cumarina,
nanoparticulas cuénticas, etc. (ver pagina 13, lineas 12-23). El documento divulga también los anticuerpos para fludioxonil,
asi como un método de andlisis de este compuesto utilizando dichos anticuerpos (ver péagina 1, lineas 6-10; pagina 12, lineas
8-26).

Se considera que el experto en la materia, a la luz de lo divulgado en el documento D03 se plantearia, con razonables
expectativas de éxito, la sustitucién de la albimina presente en el derivado divulgado en el documento DO1 por un marcador
isotépico como los divulgados en el documento DO3.

Por consiguiente, se considera que el objeto de las reivindicaciones 8-10, 18 carece de actividad inventiva respecto a la
combinacion de las ensefianzas técnicas recogidas en los documentos D01 y DO3.

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacién ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto
en la materia hacia la invencion objeto de las reivindicaciones 5-7, que se refieren a bioconjugados de férmulas concretas la,
Ib y Ic; ni hacia las reivindicaciones 11-13, relativas a los derivados marcados de férmulas lla, llb y Ilc.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 5-7, 11-13 reune los requisitos de patentabilidad
(novedad, actividad inventiva y aplicacion industrial) establecidos en el Articulo 4.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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