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International application No.

PCT/ ES 2009/070368

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

sce extra sheet
According to International Patent Classification (IPC) or to beth national classification and TPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

C12Q, GOIN

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Bases de datos STN

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms vsed)

INVENES.EPODOC

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE  RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y

FERRAZ R.M. et al, "Allosteric molecular sensing of anti-HIV
antibodies by an immobilized engineered beta-galactosidase”
ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOGY (03 September
2007), Vol. 41, N°. 4, pages 492-497;ISSN 0141-0229; DOI:
10.1016/j.enzmictec.2007.04.001; the whole document.

ORDEIG 0. et al., "Electroanalysis utilizing amperiometric
microdisk electrode arrays” ELEDTROANALYSIS (October 2007)
Vol. 19, N° 19-20, pages 1973-1986; DOIL 10.1002/elan.
200703914; the whole document.

FERRAZ COLOMINA R.M., "Development of allosteric biosensors
for the diagnosis of infectious diseases" Tesis Doctoral. Universidad
Auténoma of Barcelona. ISBN: B-47797-2008 [/ 978-84-691-7245-2
[online], June 2008 [retrieved the 16/12/2009], Retrieved from the

1-10

1-10

1-10

the whole document.

Internet <URL:http:/fwww.tesisenxarxa.net/TESIS_UAB/
AVAILABLE/TDX-0925109-122213//rmic1del pdf>;

Further documents are listed in the contimation of Box C.

D See patent family annex.

*

up™

upm

up»

Special categories of cited documents:

document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance.

earlier documnent but published on or after the international filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

document referring to an oral disclosure use, exhibition, or other
means

document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T later document published after the international filing date or

“X"  document of particular relevance; the claimed invention cannot be

“Y  document of particular relevance; the claimed invention cannot be

“&"  document member of the same patent family

priority date and not in conflict with the application but cited to
understand the principle or theory underlying the invention

considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

considered to involve an inventive step when the document is
combined with ene or more other documents , such combination
being obvious to a person skilled in the art

Date of the actual completion of the international search
18 December.2009 (18.12.2009)

Date of mailing of the internaticnal search report
(07/01/2010)

Name and mailing address of the ISA/
O.EPM.

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espafia.
Facsimile No. 34 91 3495304

Authorized officer
A. Garcia Coca

Telephone No. +34 91 349 34 11
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Y VILLAVERDE A., "Allosteric enzymes as biosensors for molecular 1-3,5

diagnosis" FEBS LETTERS (06 November 2003) Vol. 554, N°. 1-2,
pages 169-172; ISSN  0014-5793; DO 10.1016/50014-
5793(03)01160-8; the whole document.

A FERRER-MIRALLES N. et al., "Engineecring regulable Escherichia 1-10
coli beta-galactosidases as biosensors for anti-HIV antibody
detection in human sera” THE JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY (26 October 2001) Vol. 276, N°. 43, pages 40087-
40095; DOI: 10.1074/jbc. M104704200; the whole document.

A FERRAZ R.M. et al, "Profiling the allosteric response of an 1-10
engineered beta-galactosidase to its effector, anti-HHIV antibody™
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS (13 February 2004) Vol. 314, N°. 3, pages
854-860; ISSN 0006-291X; DOIL: 10.10164.bbre.2003.12.169;

the whole document.

A FERRAZ R.M. et al., "High-thoughput, functional screening of the 1-10
anti-HIV-1 humoral response by an enzymatic nanosensor”
MOLECULAR IMMUNOLOGY (May 2006) Vol. 43, N°. 13, pages
2119-2123; ISSN 0161-5890; DOI: 10.1016/j. molimm.2005.12.012;
the whole document.

PX LACZEKA Q. et al., "Fast electrochemical detection of anti-HI'V 1-10
antibodies: coupling allosteric enzymes and disk microelectrode
arrays" ANALYTICA CHIMICA ACTA (08 May 2009) Vol. 641,
N°. 1-2, pages 1-6; ISSN 0003-2670;

DOIL 10.1016/j.aca.2009.03.008; the whole document.
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Box No. II Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search repert has not been established in respect of certain claims under Article 17{2)(a) for the following reascns:

1. D Claims Nos.:

because they relate to suhject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. Claims Nos.: 1, 3,6 and 8
becanse they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an

extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

see additionnal sheet

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il  Observations where unity of inventien is lacking {(Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this internaticnal application, as follows:

L D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this internaticnal search report covers all searchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additicnal fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D Na protest accompanied the payment of additional search fees.

Formm PCT/ASA/210 (contimmation of first sheet (2)) (April 2003)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tntornational application Mo,

PCT/ES 2009/070368

Claims 1, &, & and 8 lack clarity (PCT Article 6).

Claim 1 claims “a biesensor comprising a modified allosteric enzyme...” | yet does not define said enzyme, creating a lack

of clarity. If the enzyme is not identified, the scope of said claims includes a very high number of known or unknown

molecules, passibly creating a lack of unity of invention. The same is the case of claims 5, 6, and 8, which refer to the
“biosensor according to the invention™ .

When establishing the intemational search report, it was considered that the maodified allosteric enzyme is the enzyme beta-
galactosidase, as indicated in claim 2, such that claim 1 now reads:

1. A bissensor comprising:

(a) the allosteric enzyme beta-galactosidase modified at least by addition of a peptide recognised by anti-HIV antibodies,
(b) a transducer with a matrix of microelectrode arrays; and

(c) an electrochemical signal detector.

In the case of claims 5, 8 and 8, which refer to the  “biosensor according to the invention” | the biosensor is considered to
comprise the enzyme beta-galactosidase, as indicated above.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (April 2005)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N®

PCT/ ES 2009/070368

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CTP) o segiin la clasificacidn nacicnal y CIP.
B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacidn segnido de los simbolos de clasificacidn)

C12Q, GOIN

Otra documentacién consultada, ademés de 1a documentacién minima, en 1la medida en gue tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos STN

Bazes de datos electrdnicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos v, si es posible, términos de
biisqueda vtilizados)

INVENES,EPODOC
C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Daocumentos citados, con indicacidn, si pracede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°

Y FERRAZ R.M. et al., "Allosteric molecular sensing of anti-HIV 1-10
antibodies by an immobilized engineered beta-galactosidase”
ENZYME AND MICROBIAL. TECHNOLOGY (03 septiembre
2007), Vol. 41, N°. 4, paginas 492-497;1SSN 0141-0229;

DOI: 10.10164j.enzmictec.2007.04.001; todo el documento.

Y ORDEIG O. et al, "Electroanalysis utilizing amperiometric 1-10
microdisk electrode arrays™ ELEDTROANALYSIS (octubre 2007)
Vol. 19, N° 19-20, paginas 1973-1986; DOI: 10.1002/¢lan.
200703914; todo el documento.

Y FERRAZ COLOMINA R.M., "Development of allosteric biosensors 1-10
for the diagnosis of infectious diseases” Tesis Doctoral. Universidad
Auténoma de Barcelona. ISBN: B-47797-2008 / 978-84-691-7245-2
[en linea], Junio 2008 [recuperado el 16/12/2009], Recuperado de
Internet <URL:http://www tesisenxarxa.net/TESIS_UAB/

AVAILABLE/TDX-0925109-122213//rmfc1del pdf>; todo el

documento.

En In continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos L Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
*  Categorias especiales de documentos citados: “™ documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la téenica no considerado presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E* solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de ‘_3‘"“131'5_’11Si‘f’ll del principio o teoria que constituye la base de la
presentacidn internacional o en fecha posterior. Invencion.

“L” documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacidn de “X documento [_:m‘tlculanneute releva_.ute; 15 11“'311510‘1_1"?“’““{“'3”3 o
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede con51fﬂe.rarse mueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una ntilizacién, a “y documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicitn o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inveantiva cvando el

“P*  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u olros documentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturaleza, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&"  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional

18.Diciembre.2009 (18.12.2009) 07-ENERO-2010 (07/01/2010)

Nombre vy direccidn postal de la Administraciin encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.EP.M. A. Garcia Coca

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N° de fax 34 91 3495304 N° de teléfono +34 91 349 34 11

Formulatio PCTASAS210 (segunda hoja) (Tnlio 2009)
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Categoria* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las

reivindicaciones N°

Y VILLAVERDE A., "Allosteric enzymes as biosensors for molecular 1-3,5
diagnosis" FEBS LETTERS (06 noviembre 2003) Vol. 554, N°. 1-2,
pdginas 169-172; ISSN 0014-5793;

DOI: 10.1016/80014-5793(03)01160-8; todo el documento.

A FERRER-MIRALLES N. et al., "Engineecring regulable Escherichia 1-10
coli beta-galactosidases as biosensors for anti-HIV antibody
detection in human sera” THE JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY (26 octubre 2001) Vol. 276, N°. 43, piginas 40087-
40095; DOL: 10.1074/jbc. M104704200; todo el documento.

A FERRAZ R.M. et al, "Profiling the allosteric response of an 1-10
engineered beta-galactosidase to its effector, anti-HHIV antibody™
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS (13 febrero 2004) Vol. 314, N” 3, pdginas
854-860; ISSN 0006-291X; DOIL: 10.10164.bbre.2003.12.169;

todo el documento.

A FERRAZ R.M. et al., "High-thoughput, functional screening of the 1-10
anti-HIV-1 humoral response by an enzymatic nanosensor”
MOLECULAR IMMUNOLOGY (mayo 2006) Vol. 43, N°. 13,
paginas 2119-2123; ISSN 0161-5890;

DOI: 10.1016/.molimm.2005.12.012; todo el documento.

PX LACZEKA Q. et al., "Fast electrochemical detection of anti-HI'V 1-10
antibodies: coupling allosteric enzymes and disk microelectrode
arrays" ANALYTICA CHIMICA ACTA (08 mayo 2009) Vol. 641,
N°. 1-2, paginas 1-6; ISSN 0003-2670;

DOL 10.1016/j.aca.2009.03.008; todo el documento.

Formularioc PCTASAR10 (continuacidn de la segunda hoja) (Julic 2009)
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continnacién

del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de btisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. O  1as reivindicaciones N*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracidn no estd obligada a proceder a la bosqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones N*: 1, 5, 6 y 8
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisites establecidos, de tal modo qoe no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Ver hoja adicional.

3. [1 1asreivindicaciones N*:
son reivindicaciones dependientes v no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro Il Observaciones cnando falta unidad de invencién (continnacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. I:l Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
bisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de hisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfnerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiric el pago de tasas adicicnales.

3. O Dada que tan 56lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han side
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°*

4. I:l Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecpencia, el presente
informe de bfisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer términc en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N™

Indicacién en cuanto a la protesta I:l Se acompafid a las tasas adicionales la protesta del solicitante v, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

O w pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCTASA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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Las reivindicaciones 1, 5, 6 y 8 tienen falta de claridad (art. 6 PCT).

En la reivindicacion 1 se reivindica "un biosensor que comprende una enzima alostérica modificada.....
pero no se define cudl es dicha enzima, lo que lleva a una falta de claridad. Si no se especifica cudl es
dicha enzima, el alcance de dichas reivindicaciones incluiria un mimero mwy elevado de moléculas,
conocidas o no y podrfa dar lugar a una falta de unidad de invencién. Lo mismo sucederfa con las
reivindicaciones 5, 6 y 8, que hacen referencia al "biosensor de la invenci6n".

A la hora de la realizacién del Informe de Bisqueda Internacional, se ha interpretade que la enzima
alostérica modificada es la enzima beta-galactosidasa, tal ¥ como se indica en la reivindicacién 2, de
forma que la reivindicacién 1 quedarfa:

1. Biosensor que comprende:

a. la enzima alostérica beta-galactosidasa, modificada, al menos, por la adicién de un péptido reconocido
por anticuerpos anti-VIII,

b. un transductor que comprende una matriz con redes de microelectrodos y

c. un detector de la sefial electroquimica.

En el caso de las reivindicaciones 5, 6 y 8, que hacen referencia al "biosensor de la invencién", se ha
tomado el biosensor con la enzima beta-galactosidasa, tal y como se ha indicado anteriormente.

Formulario PCTASAR10 (hoja adicional) (Julio 2009)
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