(21) BR 10 2013 026074-6 A2 H

B R 10201302 607 4 A2 %

*

(22) Data de Deposito: 09/10/2013 (561) Int.CI.:
(43) Data da Publicacao: 04/11/2014 CO07K 16/40
(RPI 2287) GO1N 33/573
C12N 5/16
(54) Titulo: ANTICORPOS MONOCLONAIS E (57) Resumo: ANTICORPOS MONOCLONAIS E METODOS DE
METODOS DE DETECCAO PARA ENZIMAS QUE DETECCAO PARA ENZIMAS QUE CONFEREM RESISTENCIA A
CONFEREM RESISTENCIAA FOSFINOTRICIN_N_ FOSFINOTRICIN-N-ACETIL TRANSFERASE A presente inveng:éo

ACETIL TRANSFERASE

refere-se a anticorpos monoclonais e métodos Uteis para determinar e
quantificar a presenga de uma enzima fosfinotricin-N-acetil transferase.
Os anticorpos e os métodos reivindicados séo particularmente uteis

(30) Prioridade Unionista: 10/10/2012 US 61/711,950 para identificar e quantificar a presenga de fosfinotricin-N-acetil

(73) Titular(es): DOW AGROSCIENCES LLC

(72) Inventor(es): ERIC H. MA, GUOMIN SHAN

OD(450nm-650nm)

O Ppadrbes (Padrdes: Conc. versus OD média) 0.06 0.326 -0.00811

transferase expressa em plantas transgénicas.

05

/

il

0

]

1 2 3 4 5 6
PAT padréio (ng/mt)
Ajuste quadrético y = A + Bx +Cx2: A B c

rd
5

N



q

15

20

25

30

- 1/24

Relatério Descritivo da Patente de Invencao ‘para "ANTICOR-
POS MONOCLONAIS E METODOS DE DETECCAO PARA ENZIMAS
QUE CONFEREM RESISTENCIA A FOSFINOTRICIN-N%ACETIL TRANS-
FERASE".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO DE PATENTE RELACIONADO

O presente pedido de patente reivindica o beineficio do Pedido

i

de patente U.S. n°® de série 61/711.950, depositado em 10 de outubro de

2012, cuja citagao é aqui incorporada em sua totalidade a titulo de referén-
cia.
CAMPO TECNICO |

A presente inven¢ao refere-se ao campo da; imunologia para

ensaios ELISA (ensaios imunossorventes ligados por enzimas) destinados
|

a detectar as enzimas expressas por determinados eventos de plantas

transgénicas que conferem resisténcia a glufosinato, L-fosfinotricina, herbi-

cidas.

"ANTECEDENTES

Os genes - que codificam a fosfinotricin-N-acetil transferase
(PAT), EC 2.3.1.183, sao usados rotineiramente. como marcadores selecio-
naveis em eventos transgénicos nas plantas e foram isolados originalmente

do actinomicete aerébico comum do solo, Streptomyces viridochromogenes.

A enzima PAT catalisa a acetilagdo de fosfinotricina, désentoxificando a

mesma em um composto inativo, o que resuita na acumulégéo de amébnia e
morte das células (Murakami T., Anzai H., Imai S., Satoﬁ A., Nagaoka K.,
Thompson C. J. (1986). Mol Gen Genet 205:42 50; Twel;l D., Klein T. M.,
Fromm M. E., McCormick S. (1989). Plant Physiol 81:1270{1274). As células
de plantas transformadas que expressam PAT podem, portanto, ser selecio-
nadas ao usar glufosinato. .

As companhias que desenvolvem e comercjializam tracos de
DNA recombinante para produtos de semente de plantio formulam, imple-
mentam e se atém a planos de controle estrito de produtos. Essas plantas
de controle requerem o uso de métodos de deteccao de p]roteina quantitati-

vos e qualitativos validados para varios componentes do trago recombinante
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para acompanhar as atividades de introgressao de trago ie producao de se-

mentes, assim como o monitoramento da colheita de grédjs. Esses métodos

de deteccio devem ser faceis e robustos o bastante para serem usados sob

condi¢des de GLP e que nao de GLP. Além disso, os métodos devem ser

convenientes aos usuarios o bastante para serem empr}égados faciimente

por fazendeiros no campo, negociantes de graos no silo, e em funcionarios

da aduana nas fronteiras. Pbrtanto, métodos de detecgéo de proteina robus-

tos de alta qualidade e convenientes aos usuarios e Kits comerciais sao uteis
€ necessarios. :

Embora os ensaios ELISA sejam bem conhecidos no estado da
técnica, o desenvolvimento de métodos de ELISA robustosf de alta qualidade
validados que podem ser reproduzivelmente capazes de detectar um produ-
to transgénico particular em uma disposicao de tecido de planta em ajustes
tanto de laboratério quanto de campo nao é trivial nem rotineiro. Ainda mais
desafiante é encontrar pares de anticorpos que sejam particularmente ade-
quados para o desenvolvimento de uma tira de fluxo lateral e/ou ELISA para
detectar um evento transgénico de PAT funcional.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencao apresenta um painel de anticorpos mono-

clonais (mAbs), 155AD4, 155E2.1.114, 155Q3, 155Q12, e 155Q19.1 e as

linhagens de células de hibridomas que produzem esses mAbs. Esses

mAbs sdo surpreendentemente bem adequados para a dﬁetecgéo de even-
tos transgénico que expressam a proteina PAT em uma variedade de plan-
tas e tecidos de plantas. A invencao também apresenta imunoensaios
quantitativos e qualitativos que usam as imunogiobulinejs da invencgéo e
incluem em geral um método para identificar a presengé de uma enzima
PAT, o qual compreende a) a imobilizagcdo de um primeiro mAb reivindica-
do sobre uma superficie de ensaio e em seguida a lavagem da dita superfi-
cie de ensaio; b) a colocagao da dita superficie de ensai? em contato com
um liquido suspeito de conter a PAT por um periodo dej tempo suficiente
para permitir a ligacdo e em seguida a lavagem da dita superficie de ensai-

0; c) a colocagao da dita superficie de ensaio em contato com um segundo
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anticorpo reivindicado diferente conjugado a um grupogrelatador por um
periodo de tempo suficiente para permitir a ligagao doo dito segundo anti-
corpo monoclonal conjugado e em seguida a lavagem da dita superficie de
ensaio; e d) a deteccao da presencga ou auséncia do dito grupo relatador. A
invengao tambem inclui de modo geral um método para a determinagéao
quantitativa de uma enzima PAT, o qual compreende a) a imobilizacao de
um anticorpo policlonal especifico de PAT em uma supen:‘icie de ensaio; b)
a colocagao da dita superficie de ensaio em contato com lim liquido suspei-
to de conter a PAT por um periodo de tempo suficiente para permitir a liga-
cao e em seguida a lavagem da dita superficie de ensaio; c) a colocagao
da dita superficie de ensaio em contato com um segundé anticorpo reivin-
dicado diferente conjugado a um grupo relatador por um ’beriodo de tempo
suficiente para permitir a ligacao do dito segundo antiéorpo monoclonal
conjugado e em seguida a lavagem da dita superficie de ensaio; e d) a
quantificagcao da presenca do dito grupo relatador por meio da interpolacao
da comparagao a uma curva de calibragdo. A invencao também inclui mé-
todos de uso dos mAbs para o isolamento ou a deteccao de PAT, os quais
compreendem: a) a imobilizagcao do dito anticorpo sobre l}jma superficie; b)
a colocagao do dito anticorpo imobilizado com uma mistliijra que contém a
PAT; c) a separagao do dito anticorpo imobilizado ligado é: PAT da dita mis-
tura; e d) a recuperacao da PAT ao remover a PAT Iiga;ﬁia a anticorpo do
dito anticorpo imobilizado.
BREVE DESCRICAO DO DESENHO _

A FIG. 1 € uma analise de curva padrao de ELISA. A proteina

PAT recombinante purificada foi diluida até 7 concentrag,()fes que variam de
0,25 a 6,0 ng/ml. As concentragdes foram tragadas ao usar leituras da den-
sidade 6tica a 450 nm depois de ter subtraido um OD de fundo a 650 nm.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencao engloba os anticorpos que ligam especifi-

camente PAT e os hibridomas que produzem os mAbs. A tabela a seguir
lista as designacdes das linhagens de células de hibridomfa reivindicadas e

{
. L. |
suas datas de depbsito correspondentes. ;
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Designacgéao de Designacgao de Data de
Hibridoma/mAb Depodsito na ATCC Depésito na ATTC
155AD4 PTA-13188 12 de se;tembro de 2012
155E2.1.114 PTA-13189 12 de seftembro de 2012
165Q3 PTA-13187 12 de sefembro de 2012
165Q12 PTA-13190 12 de setjfembro de 2012
155Q19.1 PTA-13186 12 de sefembro de 2012

As linhagens de células de hibridoma foram depositadas e fica-
rao disponiveis ao publico sem limitagao, mas sujeitas aosidireitos de paten-
tes, junto a American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Bou-
levard, Manassas, VA, 20110. As linhagens de células re;ivindicadas foram
depositadas em nome da Dow AgroSciences LLC em 12 de setembro de
2012. Esses depdsitos foram feitos e serdo mantidos de acordo com, e sob
os termos, do Tratado de Budapeste no que diz respeito |aos depésitos de
linhagens de células para as finalidades de procedimentos de patente. Esses
depositos serdo mantidos sem limitagao no depositorio da:ATCC, que € um
depositério bUinco, por um periodo de 30 anos, ou cinco anos apos a solici-
ta{;éo mais recente, ou para o periodo de validade da patente, qualquer que
seja mais longo, e serao substituidos se ficarem inviaveis qurante esse peri-

|

A invengdo inclui métodos de uso dos mAbs para o isolamento

odo.

ou a deteccao de PAT, os quais compreendem a imobilizagéo do dito anti-
corpo sobre uma superficie, a colocagao do dito anticorpb imobilizado em
contato com uma mistura que contém PAT, a separacao do dito anticorpo
imobilizado ligado a PAT da dita mistura, e a recuperagao be PAT ao remo-
vendo a PAT ligada a anticorpo do dito anticorpo imobilizado.

A invengao também inclui um método de uso dos antvicorpos rei-
vindicados para a identificagcao da presenca de PAT em uma amostra biolo-
gica, o qual compreende a imobilizagado do dito anticorpo sobre uma superfi-
cie de ensaio, a colocacgao da dita superficie de ensaio em contato com um
liquido suspeito de conter a PAT e a lavagem da dita suéerﬁcie de ensaio

com uma soluc@o apropriada, a colocagio da dita superficie de ensaio em



10,

15

20

25

30

5/24

contato com um anticorpo anti-PAT etiquetado com um grupo relatador e a
lavagem da dita superficie de ensaio com uma solugio apropriada e a de-
teccao da presenca do dito grupo relatador. | i

A invencao também inclui um método analiticb para a determi-
nacao quantitativa da enzima PAT expressa em plantas transgénicas, espe-
cialmente em pé de milho, soja e algodao. A proteina PAT é extraida das
amostras de uma planta com uma solugéo salina tamponaaa com fosfato. O
extrato € centrifugado e o sobrenadante aquoso é coletado e diluido. Uma
aliquota da amostra diluida € incubada com o anticorpo monoclonal anti-PAT
conjugado com enzima da invengao reivindicada nas cavidades de uma pla-
ca revestida com anticorpo anti-PAT polic}onal ou monoclonhal em um forma-
to de ELISA de sanduiche. Ambos os anticorpos no par do sanduiche captu-
ram a proteina PAT na amostra. No final do periodo de incubagéo, os rea-
gentes nao ligados sao removidos da placa por meio de lavagem com PBST.
A presenca de PAT é detectada ao incubar o conjugado da enzima com um
substrato de enzima, gerando um produto colorido. Uma vez que a PAT es-
teja ligada no sanduiche de anticorpo, o nivel de desenvo;lvimento da cor é
proporcional a concentracao de PAT na amostra (isto €&, cofncentragées mais
baixas de proteina resultam em um desenvolvimento men’br da cor). A ab-
sorbancia a 450 nm menos a absorbancia a um compriniento de onda de
referéncia (tal como 650 nm) € medida ao usar um leitor d? placa. Uma cur-
va de calibracao é estimada a partir de sete concentragéés padrao ao usar
uma equacao de regressao quadratica. Esse ensaio ELISA de PAT é especi-
fico e sensivel o bastante para a quantificacdo de PAT em extratos de amos- ‘
tras de tecidos de plantas. Além disso, os anticorpos da invjengéo podem ser
usados para confirmar a presenca de PAT ao usar um gprocedimento de
transferéncia Western padrao. j

A preparacg&o dos anticorpos versus as proteinas de interesse é
bem conhecida no estado da técnica. Vide Galfre and Milétein, Methods in
Enzymology, Vol. 73, Academic Press, New York (1981); James W. Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, Orlando,

Florida (1986); Current Protocols in Molecular Biolopy, F. M. Ausubel, et al.

i
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ed., Wiley Interscience, New York, (1987).

Para preparar os anticorpos reativos com uma proteina de inte-
resse, a proteina deve ser em primeiro lugar enriquecida ou purificada. Pre-
parados antigénicos relativamente brutos da profeina podem ser usados pa-
ra finalidades de imunizacado. No entanto, uma proteina altamente purificada
€ requerida para determinar com exatiddao se os hibridomas estao produzin-
do os anticorpos monoclonais procurados ou para o ensaio dos titulos do

!

anticorpo do soro imunologico. |

Uma vez que a enzima PAT tenha sido puriﬁcéda, os anticorpos
especificos para a PAT podem ser obtidos pelos métodos convencionais que
sdo bem conhecidos no estado da técnica. As injegbes repetidas em um
hospedeiro animal selecionado por um periodo de semanas ou meses irao
acarretar uma resposta imunolégica e resultar em titulos significativos do
soro anti-PAT. Os hospedeiros preferidos sao espécies de mamiferos e as
espécies mais altamente preferidas sao de coelhos, cabras, carneiros e ca-
mundongos. O sangue extraido de tais animais imunizadosi pode ser proces-
sado por métodos estabelecidos para obter o antissoro (énticorpos policlo-
nais) reativo com PAT. O antissoro pode entdo ser purificado por afinidade
mediante a adsor¢éo para PAT de acordo com as técnicas conhecidas no
estado da técnica. O antissoro purificado por afinidade pode ainda ser purifi-
cado ao isolar a fracdo de imunoglobulina dentro do antissoro ao usar pro-
cedimentos conhecidos no estado da técnica. O material resultante sera uma
populacao heterogénea de imunoglobulinas reativas com PAT.

Os mAbs anti-PAT sao preparados de imediato ao usar PAT pu-
rificada. Os métodos para a produgao de mAbs tém sido pr:%\ticados ha varias
décadas e sdo bem conhecidos dos elementos versados n:jsl técnica. As inje-
¢Oes intraperitoneais ou subcutaneas repetidas de PAT em um adjuvante
irdo acarretar uma resposta imunolégica na maior parte dos animais, especi-
almente os camundongos. Os B-linfocitos hiperimunizados sao removidos do
animal e fundidos com uma linhagem de células parceira de fusdo apropria-
da que pode ser cultivada indefinidamente. Numerosas linhagens de células

de mamiferos sdo parceiros de fusao apropriados para a produgao de hibri-



10,

15

20

25

30

7/24

domas. Muitas de tais linhagens sdo comercialmente diéponiveis junto a
ATCC e a fornecedores comerciais.

Uma vez fundidos, os hibridomas resultantes sao cultivados em
um meio de crescimento seletivo por uma a duas seman{as. Dois sistemas
de selecao bem conhecidos sao disponiveis para a eliminazgéo de células de
mieloma nao fundidas ou fusGes entre células de mieloma %ja cultura de mie-
lomas misturados. A escolha do sistema de selegdo depende da cepa do
camundongo imunizada e do parceiro da fusdao de mieloma usado. O siste-
ma de selecao AAT, descrito por Taggart e Samioff, Séience 219, 1228
(1982), pode ser usado; no entanto, o sistema de selecao HAT (hipoxantina,
aminopterina, timidina), descrito por Littlefield, Science 145, 709 (1964), é o
preferido por causa de sua compatibilidade com as células de camundongo
e os parceiros de fusdo mencionados acima.

O meio de crescimento usado é entao selecion?do para a secre-
¢ao imunoespecifica de mAb. Os procedimentos de ensai(j)s imunossorven-
tes ligados por enzima sao mais bem adequados para e%ta finalidade; no
entanto, os ensaios radioimunologicos adaptados para a sélegéo em grande
volume também sao aceitaveis. Multiplas selecdes destinadas a restringir
consecutivamente abaixo o numero consideravel de culturas irrelevantes ou
menos desejadas devem ser executadas para isolar a porc{antagem pequena
dos mAbs da presente invengao. As culturas que secretam mAbs reativos
com PAT podem ser isotipificadas ao usar ensaios comercialmente disponi-
veis.

As culturas de Hibridomas que secretam os m/?\bs anti-PAT pro-
curados podem ser subclonadas varias vezes para estabe}lecer a monocio-
nalidade e a estabilidade. Os métodos bem conhecidos ai: subclonagem de
culturas de células eucariotas nao aderentes incluem as técnicas de limita-
¢ao da diluicao, agarose mole e de classificagado de células ativadas por fluo-
rescéncia. Depois de cada subclonagem, as culturas resuitantes devem en-
saiadas novamente quanto a secrecao de anticorpo e isotipificadas para as-
segurar que uma linhagem de células de hibridoma de secré¢ao de anticorpo

estavel seja estabelecida.
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Os anticorpos anti-PAR reivindicados podemv ser imobilizados
em uma superficie de modo que uma parte do sitio de ligagao de anticorpo
permanega exposto e com capacidade de ligar PAT. Uma ampla variedade
de esquemés para a imobilizagao de anticorpos foi desenvg‘)lvida nas poucas
décadas passadas. A imobilizacao pode ser realizada ao a;boplar de maneira
covalente o anticorpo diretamente a superficie desejada ou ao ligar o anti-
corpo a superficie. ‘:

‘ O acoplamento de CNBr e de carbodiimida de-anticorpos a gra-
nulos a base de polissacarideos tais como SEPHAROSE® ’(Pharmacia, Pis-
cataway, NJ) & ilustrativo dos esquemas de acoplamento direto que séo
consistentes com a invengao. Os acoplamentos diretos dé modo geral nao
orientam os anticorpos de nenhuma forma particular; no entanto, alguns ti-
pos de acoplamentos diretos podem orientar de maneira reproduzivel o anti-

i

corpo na substancia de imobilizagao.

Os esquemas de acoplamento preferidos orie;ntam o anticorpo

de maneira tal que as suas regides de ligagcao de antigenoj permanecem ex-
postas. Tal esquema utiliza o carboidrato natural encontrado nas cadeias
pesadas do anticorpo. Ao oxidar em primeiro lugar as porgdes carboidrato
nos aldeidos correspondentes e ao reagir entdo o aldeido com um grupo
amino primario na superficie, & possivel ligar o anticorpo erm uma orientagao
vantajosa. |

Muitos tipos de ligagbes sdo possiveis e incluem pequenos li-
gantes organicos, que ligam covalentemente o anticorpo‘a substancia de
imobilizagao. Tais bragos espagadores sao aceitaveis e de preferéncia nao
devém interagir com as proteinas uma vez que a ligagcao terjlha sido formada.

A discussao acima nao se presta de nenhumaimaneira a limitar
o ambito da invengao. Numerosos outros esquemas bem conhecidos para a
ligacao de anticorpos a substancias de imobilizagdo sao consistentes com a
invencao. :
_ E bem conhecido que os anticorpos etiquetados com um grupo
relatador podem ser usados para identificar a presenga de antigenos em

uma variedade de ambientes. Os anticorpos etiquetados com radioisétopos
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tém sido usados ha décadas em ensaios radioim>unolégic¢s para identificar,
com grande precisao e sensibilidade, a presenca de antigénos em uma vari-
edade de fluidos biolégicos. Mais recentemente, os anticorpos etiquetados
com enzimas tém sido usados como um substituto para:os anticorpos ra-
dioetiquetados no ensaio ELISA popular.

Os anticorpos da presente invengao podem ser ligados a uma
superficie de ensaio da substancia de imobilizacao, tal cofmo uma cavidade
ou uma particula de poliestireno, e ser usados nos imunoensaios para de-
terminar se a PAT esta presente em uma amostra de teste. Nesta modalida-
de da invencao, uma amostra € colocada em contato com a superficie de
imunoafinidade e e colocada para incubar. Apés uma etapa de lavagem, to-
da PAT que estiver ligada a superficie de imunoafinidade é detectada ao
colocar a superficie em contato com um outro anticorpo da invengéao etique-
tado com um grupo relatador. '

O uso de tiras de fluxo laterais ou tiras imunocromatograficas
com os anticorpos de ensaio e os métodos reivindicados é consistente com
a invencao. Os ensaios de fluxo lateral sdo bem conhecidos no estado da
técnica. Vide, por exemplo, a Patente U.S. 6.485.982. Nesse modo, os tes- 7
tes de fluxo lateral podem ser usados para a deteccao qualitativa ou semi-
quantitativa de PAT sozinha ou simultaneamente com outros analitos. Os
testes de fluxo lateral sdo os mais simples de usar de tod;)s os formatos de
teste aqui descritos e sao particularmente uteis nos ajus’jtes de campo em
que o material da planta € extraido rapidamente para umafsolugéo e testado
em uma tira de fluxo lateral. Desse modo, s6 é necesséri(j) colocar a tira de
fluxo lateral em uma amostra liquida ou aplicar a amostré liguida a tira de
fluxo lateral e ler os resultados depois de um tempo predeterminado. Todos
os testes de fluxo lateral devem incorporar uma linha de C(;)ntrole de proces-
so ou entdao uma linha de controle de amostra que & use%da para validar o
resultado do teste. O aparecimento de duas linhas, portant%), indica um resul-
tado positivo, ao passo que um teste negativo valido produfz somente a linha
de controle. Se apenas a linha do teste aparecer, ou se nénhuma linha apa-

recer, ele nao é valido.
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Uma tira de teste de fluxo lateral tipica consiste em quatro com-
ponentes principais: uma almofada de amostra sobre a qual a amostra de
teste & aplicada, uma almofada de conjugado que contém fanticorpos da pre-
sente invencao conjugados a particulas coloridas (tipicaméente particulas de
ouro coloidal, ou microesferas de latex); uma membrana de reacéo, tal como
uma membrana hidrofébica de nitrocelulose ou acetato de celulose sobre a
qual um anticorpo diferente da invengao é imobilizado em iuma linha através
da membrana como uma zona de captura ou linha de teiste; um anticorpo
secundario especifico de espécie para capturar o conjugado de Pat Ab-ouro
ndo ligado para formar a linha de controle; e um reservatério de residuos
destinado a extrair a amostra através da membrana de Teacao pela agao
capilar.

Os componentes da tira de fluxo lateral sao noimalmente fixados
a um material de suporte inerte e podem ser apresentados em um formato
simples de bastao imerso ou dentro de uma embalagerﬁ de plastico com
uma porta de amostra e uma janela de reagao que mostra'as zonas de cap-
tura e controle. Em um outro modo da modalidade de ensaio, uma amostra
de teste suspeita de conter a PAT & secada em uma superficie, formando
uma amostra de teste imobilizada. Um anticorpo etiquetado da invengéao é
entao colocado em contato com a amostra de teste imobilizada e colocado
para incubar. Se a amostra contiver a PAT, o anticorpo etiquetado ira se ligar
a PAT imobilizada. Esse método também pode ser Ievadc? a efeito ao usar
um anticorpo nao etiquetado da invencao seguido por um( anticorpo secun-
dario etiquetado que se liga a um anticorpo da invencao }que ja de ligou a
PAT. Apds a lavagem, a amostra de teste imobilizada é mjedida para detec-

. |
tar a presenca de quaisquer grupos relatadores. §

Os grupos relatadores sao tipicamente enzir}las, tais como a
fosfatase alcalina, a peroxidase de rabano silvestré ou a beta-D-
galactosidase. Os substratos apropriados produzem umaé mudanc¢a de cor
quando reagidos com a enzima. Ao fazer isso, as medi¢Ges da intensidade
da cor podem ser quantificadas ao usar um espectrofotémetro. Se o grupo

relatador for um radioisétopo, um instrumento de deteccao de raios gama
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ou beta pode ser usado para quantificar o grupo relatador. A intensidade do
grupo relatador é diretamente corelacionada com a quanfidade de PAT na
amostra de teste.

Os exemplos a seguir irdo ajudar a descrever cbmo a invengao é
praticada e irdo ilustrar as caracteristicas dos anticorpos e:dos ensaios anti-
PAT reivindicados.

EXEMPLO 1

Geracao de Anticorpo Monoclonal

Camundongos foram imunizados com proteina PAT recombinan-
te purificado, e técnicas de fusdo mediadas por PEG padrao foram usadas
na preparagao de um painel de hibridomas que expressam anticorpos anti-
PAT monoclonais. Amostras do meio de cultura de tecidjos usadas foram
removidas assepticamente de cada cavidade contendo um;e\ cultura de hibri-
doma e ensaiadas quanto a reatividade de PAT ao usar of; seguinte método
de analise ELISA de captura de anticorpo. As cavidades dof microtitulo foram
revestidas com uma solugdo de 1-10 pyg/ml da proteina PAT recombinante
purificada. As cavidades foram lavadas e as amostras de meios de tecidos
usados foram colocadas nas cavidades e colocadas para lﬁ.incubar. As cavi-
dades foram lavadas e um anticorpo anticamundongo etiquetado com pero-
xidase de rabano silvestre foi adicionado e colocado para incubar As placas
foram lavadas, o substrato foi adicionado para desenvolver ?uma reacgdo colo-
rida, e as placas foram lidas quanto a densidade Gtica (OD). As cavidades
com leituras de OD elevada foram mapeadas de volta a cavidade de cuitura
que contém os hibridomas. As culturas positivas de anticorpo de PAT foram
selecionadas continuamente quanto a produgao de anticorpo para assegurar
a estabilidade do crescimento e a producao de anticorpo a medida que as
culturas foram expandidas. Varias rodadas de limitagéo da clonagem de dilu-
icao foram pré-formadas para estabelecer uma monoclonalidade verdadeira
para cada cultura. Outros ensaios de clones positivos de anticorpo foram
realizados para determinar a adequabilidade de cada anticorpo para o uso
nos métodos de deteccao quantitativa presentemente reivindicados para o

uso de campo com material de planta.
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EXEMPLO 2

"~ Desenvolvimento do Ensaio de Imunotransferéncia

As condigdes de transferéncia Western foram
belecidas para ao usar anticorpos de PAT monoclonais ou
deteccao da proteina PAT a partir de amostras de tecido d

nica. O ensaio final usou SDS-PAGE para separar as amo

avaliadas e esta-
policlonais para a
a cultura transgé-

stras e sondou as

mesmas com anticorpos de PAT monoclonais ou policlonais depois da trans-

feréncia a uma membrana.
As amostras de tecido de folha de soja transgé¢
sam PAT foram extraidas primeiramente em um tampao P

retamente em tampao Laemmli. Em seguida, as amostras

Snica que expres-
BST ou entao di-

tratadas a quente

foram sujeitadas a SDS-PAGE. Depois que as proteinas foram transferidas a

uma membrana de PVDF ou de nitrocelulose, a membrana

um tampéao de bloqueio e entdo incubada com anticorpos

foi bloqueada em

de PAT monocio-

nais ou policlonais a temperatura ambiente por cerca de 1 hora. Depois de

uma etapa de lavagem, a membrana foi incubada com um anticorpo secun-

dario especifico de espécie conjugado com HRP (peroxidase de rabano sil-

vestre) (por exemplo, para o anticorpo de PAT-monoclonal, o anticorpo se-

cundario era anticorpo IgG anticamund'ongo de cabra). Ap()43 a incubagao, os
anticorpos nao ligados foram removidos por lavagem e os énticorpos ligados
foram incubados com um substrato quimioluminescente. Os sinais _quimiolu—
minescentes foram capturados pela exposi¢cao a uma peliéula a varios inter-
valos de tempo para obter as faixas resultantes. Os anticorpos tanto mono-
clonais quanto policlonais puderam detectar a proteina PAT das amostras de
tecido da cultura transgénica. |

EXEMPLO 3

Formato e desenvolvimento do Ensaio ELISA

As condicdes do ensaio foram avaliadas para/ determinar o par

de anticorpos ideal, a concentracao de revestimento de anticorpo, os consti-
tuintes do tampao de revestimento e de bloqueio, o formatT) de revestimento

e o pH, e a relagéao de conjugacao e a concentracao de ant;icorpo de HRP. O

. . , | ] .
formato final do ensaio usou um formato de sanduiche se<]_1uenC|aI ou simul-
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taneo que constitui um anticorpo de revestimento policlona] e um conjugado
de anticorpo de HRP monoclonal. ,

Nesse sistema, o anticorpo policlonal de PAT jpurificado do lote
D2976 de antissoro foi diluido no tampao de revestimen’gb e adicionado a
uma placa de microtitulagao. Apoés a incubacao, as cavidades foram bloque-
adas com tampao de blogueio e lavadas. As amostras dejproteina PAT re-
combinante purificada foram adicionadas as cavidades de reacgao revestidas
e incubadas com o anticorpo monoclonal conjugado com HRP 165Q12 por
cerca de 1 hora. Depois de uma etapa de lavagem, um subzstrato colorimétri-
co foi adicionado as cavidades de reacao. Na presenc¢a da'proteina PAT, os
anticorpos monoclonais especificos de PAT foram ligados nas cavidades de
reacao a HRP conjugada reagiu com a HRP e gerou subsequentemente
uma mudancga da cor nas cavidades. Apos a incubacgéao cofn o substrato por
um tempo apropriado, as reagées foram interrompidas ao adicionar uma so-
lucao de paralisagao. As densidades 6ticas do desenvolvimento da cor foram
lidas em um leitor de placa de 96 cavidades a um comprirﬁento de onda es-
pecifico do substrato (isto €, 450 nm) apés a subtragao da leitura a um com-
primento de onda de referéncia (isto €, 650 nm). Os dados resuitantes foram
tracados e uma curva de calibracdo padrao foi calculada tal como mostrado
na FIG. 1.
EXEMPLO 4
Caracteristicas do Ensaio ELISA

A) Desempenho da curva de calibracao padréo:;

O formato do ensaio foi aplicado para a anéliszja quantitativa das
proteinas PAT extraidas de materiais de plantas. A faixa dal curva de calibra-
cao padrao foi estabelecida com sete concentragées que variam de 0,25 a
6,0 ng/ml e a faixa e a variagdo de OD correspondentes fOTram avaliadas. A
partir de cinco testes realizados por varios analistas em dias diferentes, os
resultados mostraram que a absorbancia da curva padrdo total variou de
0,113 a 1,773. A precisao dos testes interplacas e interanalistas resultou em
um coeficiente porcentual de variagao (CV%) que varia de 8,0% a 12,6%

(Tabela 1a). Ao usar a curva de calibragao estabelecida para o retrocalculo,
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as concentragdes-padrao preditas mostraram uma predicaig:éo exata com %
de erro médio que varia de 0,4% a 3,5% e que a variacao (CV%) era menor
do que 5% de cinco testes independentes (Tabela 1b). ;

Tabela 1a

Desempenho da curva de calibragao de PAT — faixa e p,:reciséo de OD

_ Conc. predita | % de erro ;
Amostra Concentragao . ... I CV% (n=)

. média médio |
Padrao 01 6,00 5,98 04 | 05 5
Padrao 02 | 4,80 4,85 1,1 1,2 5
Padr&o 03 3,60 3,55 1,4 0,7 5
Padrao 04 2,40 2,41 12 | 15 5
Padrao 05 1,20 1,21 14 | 21 5
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B) Exatidao do ensaio: _

O ensaio foi avaliado quanto a exatidao ao fortificar os tecidos
de cultura de controle negativos com uma quantidade conhecida de proteina
padrao de referéncia e ao medir a recuperagao. Com base em dois testes
independentes, as amostras de folhas de mitho e de sojé eram reforcadas
com niveis de 0,25 ng/ml (nivel de LOD), 0,60 ng/mL (nivél de LOQ), niveis
médio (2,40 ng/ml) e superior (6,00 ng/ml) da faixa quantiitativa. As recupe-
racbes em média dentro da faixa quantitativa (0,60 — 6,09 ng/ml) eram de
88,5% e 117% para as folhas de milho e de soja, respectiivamente, (Tabela
2), que caitam dentro da industria praticaram amplamente a faixa de 70 -
120% aceitavel para a avaliagao da exatidao do ensaio. A variagao de dois
testes resultou em uma CV% de 18,3% e 2,5% para o milho e a soja, res-
pectivamente. Diferente da soja, a folha de milho ficou fora da faixa de 70 -
120% ao nivel de LOD, mas a quantificagdo exata nao era aplicavel neste
nivel.

Tabela 2

Avaliacao da exatiddo para a quantificacao da proteina PAT de milho e soja

Desvio:

Folha de milho 6,00 76,0 3.1 f 4,1 2
2,40 82,6 7.8 | 9,4 2

0,60 (LOQ) 106,8 17,5 16,4 2

0,25 (LOD) 169,8 42,3 24,9 2

0,60-6,00 88,5 16,2 18,3 6

Folha se soja 6,00 120,3 1,8 1,5 2
2,40 116,0 5,8 5,0 2

0,60 (LOQ) 114.,8 54 4,7 2

0,25 (LOD) 119,3 0,2 0,2 2

0,60-6,00 117,0 2,9 2,5 6

C) Quantificagao da proteina PAT transgénica jda amostra de te-

cido da cultura:

l

f
i
i
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O ensaio foi aplicado as amostras de tecido da cultura para me-
dir a expressao da proteina PAT. Tal como mostrado na Tabela 3, uma a-
mostra de folha de soja de controle negativo e trés amostras de folha de soja
transgénica de PAT foram analisadas em diluicdoes multiplas pelo ensaio E-
LISA. As linearidades e a precisdo foram avaliadas ao calculando a CV% do
resultado ajustado através de diluigdes multiplas e através de amostras re-
plicadas, respectivamente. Ambas as CV% eram menores do que 5%, indi-

cando boa linearidade e precisao do ensaio.

Tabela 3
Quantificagao de proteina PAT de amostras de filha de soja pela
analise ELISA :
Resultado Resultado;
5 Médi
Amostra OD médio CV% Diluigao ajustado: edia CV%
média (ng/ml)
(ng/mil) (ng/mi) .
- ;
Tampao | 5g N.D. N.A. 1 N.D. NA | NA.
modelo
S‘j(’f.:")eg 0,073 N.D. N.A. 1 N.D. ND. | NA
Soja Neg !
7 .D. N.A. D.
(12) 0,073 N 2 N.D |
Soja #1 '
1,6 100 86 232,02 2,3
(1:100) 0,593 2,36 , 235, | 32,0
Soja #1
1,10 4,56 1,0 50 228,19
(1:50) 3
Soja #2 '
4 1 234,07 | 3.4
(1:100) 0,602 2,40 1 100 239,69 , ,
Soja #2
1,2 50 228,45
(1:50) 1,105 4,57
Soja #3
0,597 2,38 1,5 100 237,72 235,06 1,6
(1:100) 5 3 :
Soja #3
12 4,65 1,3 50 232,40
(1:50) 1 » 3 6 .
Média total 233,72
Desvio padréo 1,55
CV% 0,7
n= 3

O resultado ajustado e o resultado médio sdo de determinacdes
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replicadas multiplicadas pelo fator de diluicao; N.D., ndo detectavel se a OD

meédia for menor do que a OD do nivel de LOD na curva de calibragdao; N.A.,

nao aplicavel.

EXEMPLO 5

Protocolo de Analise ELISA Quantitativa de PAT

Equipamento e materiais

Balanca, analitica, Modelo AES0, Mettler Instrument Corporation,
Hightstown, NJ 08520.

Centrifuga, com capacidade para places de 96 anvidades, Mode-
lo GR422, ndmero de catalogo 11176916, Jouan, Inc.; Winchester, VA
22602. '

Centrifuga, com capacidade para tubos Eppengdorf de 2 ml, Ep-
pendorf-5417C, Brinkmann Instruments. Inc., Westbury, NY 11590.

Freezer, capaz de manter —20°C, Modelo 75F,}U Line Corporati-
on, Miiwaukee, Wi 53223. ;

Freezer, capaz de manter —80°C, Modelo ULT2586, numero de
catalogo 13 989 233, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA 15205.

Incubadora, Precision, Economy, niumero de cqtélogo 51221087,

Jouan, Inc.
Pilao, porcelana, Coors 60316, nimero de catélogo 12 961A, Fi-

sher Scientific.

Almofariz, porcelana, Coors 60317, nimero de catalogo 12 961
5A, Fisher Scientific.

Pipeta, varios tamanhos, Rainin, Woburn, MA 01888.

Pipeta, 8 ou 12 canais, Rainin, Woburn, MA 01888.

Auxiliar de pipeta, portatil, numero de catalogo 513 681 19, Fisher
Scientific. |

Leitor de placas, leitor de microplacas MAX_"NE® Vmax com
software SOFTMAX PRO®, capacidade de leitura de 450 and 650 nm, niime-
ro de catalogo 0200 2018, Molecular Devices, Sunnyvale, CA 94089

Refrigerador, capaz de manter 4°C, numero deg catalogo 13 991

86, Fisher Scientific.
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Agitador/Triturador, Modelo Geno/Grinder, nimero de catalogo
2000 115, Certiprep, Metuchen, New Jersey 08840.

Placa de agitacao, Modelo 220T, namero de catalogo 14 493
220T, Fisher Scientific. ‘

Vortice, Modelo Genie 2, numero de catalogo 12 812, Fisher
Scientific. :

Lavadora, microplaca de 96 cavidades, Modeld Elx 405, Bio Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT 05404. \

Sistema de purificacao de agua, Modelo Milli Q UV Plus, Millipo-
re Corporation, Milford, MA 01757.

Bacia, Reagente, nao estéril, nimero de catalogo 13 681 100,
Fisher Scientific. :

Granulos, 1/8" ago ao cromo, numero de cata’loigo 039347, Small
Parts Inc., Miami Lakes, FL 33014 0650. j

Pipeta, 10 ml sorologica descartavel, niUmero d%e catalogo 13 678

11E, Fisher Scientific. |

Ponta de pipeta, varios tamanhos, Fisher Scienjtific.
Placa, 96 cavidades, polipropileno de cavidadeﬁi profunda para li-
gacao para a diluicado de amostras, Fisher Scientific. |

Vedante de placa, 96 cavidades, numero de:catélogo 07 200
375, Fisher Scientific.

Tubos, aglomerado de polipropileno de 1,2 ml, 96 tubos por pra-
teleira, nimero de catalogo 7200320, Fisher Scientific.

Tubo, microcentrifuga Eppendorf de polipropileno cénica de 2,0
ml, numero de catalogo 02 681 344, Fisher Scientific. ,

Tampa, para tubo cénico de 2,0 ml, nimero de catalogo 02 681
361, Fisher Scientific. f

Tubo, centrifuga de polipropileno de 5 m! com ﬂampa, ndmero de
catalogo 14 959 11A, Fisher Scientific. :

Tubo, centrifuga de polipropileno de 15 mi com tampa, namero
de catalogo 05 538 59A, Fisher Scientific. :

Tubo, centrifuga de polipropileno de 50 ml com tampa, numero
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de catalogo 05 526B, Fisher Scientific.
Disco de peso, pequeno, nimero de catalogo 02 204A, Fisher

Scientific. 1

Reagentes e padrées ;
Placa de microtitulagao de 96 cavidades revestida com anticorpo

de PAT, solucao de conjugado de anticorpo de PAT, solugdo de substrato
colorimétrico, solugao de paralisagao.

PBST, pH 7,4, pacotes para produzir 1 litro, nimero de catalogo
P 3563, Sigma. Armazenar a 2-8°C. |

' Polivinil pirrolidona (PVP), peso molecular 4Q.OOO, nuamero de

catalogo PVP 40, Sigma. ]

Proteina-padrao microbiana PAT.

Tampao de lavagem: PBS, pH 7,4,.com 0,05% de Tween 20
(PBST) _
Tampao de ensaio: Solugao salina tamponadé com fosfato, pH
7,4, com 0,05% de Tween 20 mais 1% de PVP (peso/volume) (PBST/PVP):
Procedimento do ensaio ; _

Equilibrar os reagentes de ELISA de PAT a 2? - 25°C mediante

a sua remogao do refrigerador pelo menos 30 minutos antes de executar o
ensaio.

Preparar a solucao de partida de trabalho de PAT, 100 ng/ml.

O padrao de PAT inicial pode ser um po6 Iiofili;ado ou aliquotas
de solugbes de partida liquidas. Por exemplo, uma solugcao de partida € uma
solugao a 0,3 mg/mi. :

Turbilhonar a solugéo de partida e adicionar entao um minimo de
10 ul da solucao de partida de PAT a 0,3 mg/ml em 990 u’l de PBST/PVP e
misturar bem para obter a solugao de partida a 3.000 ng)ml. Similarmente,
adicionar 40 pl da solugao de partida da solugao de partida a 1.000 ng/ml em
1.160 pl de PBST/PVP e misturar bem para obter a solugao de partida a 100
ng/mil. Manter as mesmas geladas e usar as mesmas déntro de 2 horas.
Descartar se qualquer contaminagao visivel for observada. |

Preparar as solugbes da curva de calibracao de PAT de acordo
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Tabela 4

Conc. da Aliquota da Volume Volume Conc.i Volume res-

solucdo. de | solugcdo de | de tampao final da Padrao tante apos a

partida partida inicial solugao final aliquota

(ng/ml) () (ui) () (ng/ml) ()
100 105 1.645 1.750 6,00 550
6.00 1.200 300 1.500 4,80 600
4.80 900 300 1.200 3,60 500
3.60 700 350 1.050 2,40 600
2.40 450 450 900 1,20 : 500
1.20 400 400 800 0,60 550
0.60 250 350 600 0,25 600
0 ' 0 500 500 0 500

Preparacao das amostras
A) As amostras do tecido da cultura sdo armazenadas congela-

das a —-80°C até serem liofilizadas. Apos a liofilizagéo, as amostras sao tritu-
radas e em seguida armazenadas em um freezer a -80°C até serem pesa-
das para a analise. ,

B) De modo geral, pesam-se porgcoes de 15 mg‘ das amostras de
tecido preparadas e distribuem-se as mesmas em tubos dé polipropileno de
2 ml. Adicionam-se dois ou trés granulos de metal a cada tubo e 1,5 ml de
tampao de ensaio de PBST/PVP. Um reagente modelo e um controle devem
ser carregados através do método com cada jogo de amostras. O reagente
modelo contém 1,5 ml de tampao de ensaio de PBST/PVP.

C) Tampam-se todos os tubos. Extraem-se as amostras ao usar
o agitador/triturador Geno/Grinder automatico a um ajuste do seletor de 500
e no interruptor de alavanca ao ajuste do 1X (cerca de 1.5}00 cursos por mi-
nuto) por 3 minutos como um ciclo.

D) Centrifugam-se as amostras a 3.000 rpm (ou mais) por 5 minu-
tos ou até separar (nenhuma particula visivel no sobrenadante). O sobrenadan-
te pode ser transferido a um tubo separado ou submetido a diluigées adicionais
no tampao de ensaio para a analise tal como descrito nas-seguintes etapas.

Mantém-se o extrato gelado e ensaia-se o mesmo e dentro de 4 horas.
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Realiza-se cada teste em uma placa de microtitulagao individual.
A média de analises duplicadas de uma amostra ou de um padrdo constitui
um Unico resultado. Uma curva de calibracdo e o controle :E:zpropriado devem
ser incluidos em cada placa.

Transferem-se as solugdes de calibragdo padriao de ELISA a
uma placa de diluicdo de 96 cavidades que nao de ligagao e regvistra—se a
localizagcao na folha de molde de ensaio de 96 cavidades.

Preparam-se diluicdes da amostra tal como necessario e transfe-
rem-se as amostras diluidas a placa de diluicao de 96 cavidades que nao de
ligacdo que contém as solugdes de calibracdo padrao e r?gistra-se a locali-
zacao na folha de molde de ensaio de 96 cavidades. i

Aplicam-se cerca de 6 ml do conjugado de anticorpo de PAT por
placa em uma bacia de reagente.

Pipetam-se 50 pl do conjugado de anticorpo de PAT da bacia de
reagente em cada cavidade da placa de microtitulagdo de 96 cavidades re-
vestida com anticorpo. Descarta-se qualquer solugcao de conjugado de anti-
corpo de PAT nao utilizada. '

Adicionam-se 100 pl das solugdes-padrao de IjELlSA € as amos-
tras diluidas da placa de diluicdo de 96 cavidades que néc;i de ligacéo a pla-
ca de microtitulacao de 96 cavidades revestida com anticorpo, mantendo a
mesma orientacdo que o molde de ensaio de 96 cavidades. Trocam-se as
pontas de pipeta por pontas com cada amostra.

Cobre-se a placa com um vedante de placa adfesivo. Gira-se su-
avemente a placa de ELISA em cima da bancada ou em um agitador de pla-
ca por cerca de dez segundos para misturar os padroes de referéncia e as

|

amostras diluidas com o conjugado de anticorpo de PAT. |
Agita-se a placa de microtitulacao a temperatdra ambiente (20 -

30°C) por cerca de 60 minutos em um agitador de placa.
Lava-se a placa cinco vezes com 350 pl/cavidade de PBST ao

usar uma arruela de placa automatica. Seca-se o excesso de liquido em

uma toalha de papel.
Aplicam-se cerca de 12 ml do reagente de cor (solucao de subs-
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trato) por placa em uma bacia de reagente.

Pipetam-se 100 pl do reagente de cor da bacia de reagente em
cada cavidade da placa de microtitulagdo de 96 cavidades revestida com
anticorpo. Cobre-se a placa e misturar suavemente. Descarta-se qualquer
solugao nao utilizada do reagente de dor.

Agita-se a placa de microtitulagado a temperatura ambiente (20 -
30°C) por cerca de 30 minutos em um agitador de placa. 1

Aplicam-se cerca de 12 ml por placa da solucdo de paralisacéao
em uma bacia de reagente. :

Adicionam-se 100 pl da solugao de paralisacao a cada cavidade
para paralisar a reagdo. Mistura-se a placa suavemente. A adi¢ao da solu-
cao de paralisagdo deve ser completada sem interrupgao. éProtege—se a pla-
ca de microtitulagédo da luz solar; caso contrario, a intensidade da cor é influ-
enciada. |

Lé-se a absorbancia a 450 nm menos 650 nm'}ao usér um leitor
de placa de microtitulagdo de 96 cavidades. Todas as Ie;ituras devem ser
completadas dentro de 30 minutos da adigao da solugao de} paralisagao.

i

/

Andlise de Dados e Calculos; Curva de Calibracdo
~ As concentragdes conhecidas das solugdes de calibragao pa-

drao e sua absorbancia subsequente (densidade o6tica) devem ser usadas
para a regressao da curva de calibragdo. Um modelo de regressao quadrati-
ca foi usado no software SOFTMAX PRO® para desenvolver a curva de re-
gressao e os calculos subsequentes.

A equagao acomoda a melhor parabola a curva-padrao com ba-
se na equacao; y = A + Bx + Cx? '

onde: y = valor de absorbancia médio (OD) e x = concentragao
padrao de referéncia
Célculo de PAT em amostras desconhecidas

O software SOFTMAX PRO® ou Excel da Microsoft pode ser u-

sado para calcular a concentragéo de PAT em cada amostra. Os valores de

absorbancia de cada cavidade foram usados para interpolar concentragées

da regressao da curva de calibracao (vide a equacgdo abaixo) e o resultado
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medio da amostra, o desvio-padrao e a porcentagem do coeficiente de vari-

acao foram calculados entao a partir dos resultados de cavidades replicadas.

2
—B+\/B -4C*(A-0D)
2C |

A concentragéao final de PAT de cada amostré foi calculada co-

Concentragéao interpolada (ng/mi) =

mo ng/mg com base no peso da amostra, no volume do tampéo de ensaio

usado para a extragao e no fator de diluigao aplicado.

Conc. Interp. (ng/ml) x Vol. De Extr. (ml)
Concentracao de PAT (ng/mg) =

Peso da amostra (mg) x Diluicao

Critérios para a aceitacao de uma batelada analitica

Cada corrida deve ser compativel com os critérios aceitos no
procedimento para ser valida tal como listado abaixo. Se os dados nao forem
compativeis com esses critérios de desempenho, O analista deve avaliar os
resultados; determinar a fonte potencial da variagao, e repetir a analise caso

necessario.
Tabela 5

Tampao de ensaio modelo Absorbéiincia
(0 ng/ml padrao) (450 nm - 650 ;nm) < 0,120

Absorbéncia
(450 nm - 650 nm) > 1.000

r? (Correlacao de determinagéo) >

6 ng/ml padrao

Curva de calibragao

0,990
Todo padrao de referéncia positivo, o
CV (OD) de triplicatas < 15%
oD »
Amostras desconhecidas ou QC, .
_ CV (OD) de replicados < 20%*
solugcao :

Embora a presente invengao tenha sido descrita em relagao ao
relatério descritivo e aos exemplos, a presente invengcdo também pode ser
miodificada dentro do carater e do ambito desta apresentagao. Alem disso,
este pedido de patente presta-se a cobrir tais desvios da presente apresen-
tacao tal como dentro da pratica no estado da técnica conhecida ou habitual

a qual pertence a presente invencgao.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal que se liga especificamente a uma en-
zima fosflnotrlcma N-acetil transferase (PAT) selecionada 'do grupo de anti-
corpos monoclonais que consistem em 155AD4, 155E2.1.114, 1565Q3,
155Q12 e 155Q19.1.

2. Anticorpo monoclonal, de acordo com a reivindicagdo 1, o
qual é produziu pelo hibridoma que tem uma designagao de 155AD4.

3. Anticorpo monoclonal, de acordo com a rTeivindicag:éo 1, o
qual é produziu pelo hibridoma que tem uma designacao dé 155E2.1.114.

4. Anticorpo monocional, de acordo com a reivindicagao 1 o
qual é produzido pélo hibridoma que tem uma designacao de 155Q3.

5. Anticorpo monoclonal, de acordo com a reiyindicac;éo, o qual
e 1 produzido pelo hibridoma que tem uma designagao de ‘;]55Q12.

6. Anticorpo monoclonal, de acordo com a ﬁeivindicagéo 1, o
qual é produzido pelo hibridoma que tem uma designacao de 155Q19.1.

7. Linhagem de células de hibridoma que pro;duz um anticorpo
monoclonal como definido na reivindicacdo 1, que foi depositada junto a
American Type Culture Collection (ATCC) sob os nl]merosj de acessao sele-
cionados do grupo que consiste em PTA 13186, PTA 13187, PTA 13188,
PTA 13189 e PTA 13190. ‘

8. Hibridoma, de acordo com a reivindicagéo 7, o qual foi deposi-
tado sob o numero de acessao PTA 13186 junto a ATCC.

9. Hibridoma, de acordo com a reivindicagao 7} o qual foi deposi-
tado sob o ntimero de ascens&o PTA 13187 junto a4 ATCC.

10. Hibridoma, de acordo com a reivindicagao 7, o qual foi depo-
sitado sob o nimero de acessao ATCC 13188 junto a ATCC. ‘

11. Hibridoma, de acordo com a reivindicagao 7, o qual foi depo-
sitado sob o nimero de acessdo PTA 13189 junto a ATCC.f‘

~12. Hibridoma, de acordo com a reivindicagao 7, o qual foi depo-
sitado sob o numero de acessao PTA 13190 junto a ATCC.

13. Método para a identificagcdo da presenga da enzima PAT, o

qual compreende:
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a) a imobilizagado de um primeiro mAb como déﬁnido na reivindi-
cacao 1, sobre uma superficie de ensaio e em seguida a lavagem da dita
superficie de ensaio; '

b) a colocagao da dita superficie de ensaio em contato com um
liquido suspeito de conter a PAT por um periodo de tempo suficiente para
permitir a ligagao e em seguida a lavagem da dita superficie de ensaio;

c) a colocacao da dita superficie de ensaio em contato com um
segundo anticorpo diferente como definido na reivindicacao 1, conjugado a
um grupo relatador por um periodo de tempo suficiente pdra permitir a liga-
¢éo doo dito segundo anticorpo monoclonal conjugado e em seguida a lava-
gem da dita superficie de ensaio; e

d) a deteccao da presenca ou auséncia do dito ?grupo relatador.

14. Método para a determinacao quantitativa da enzima PAT, o
qual compreende:

a) a imobilizagcao de um anticorpo policlonal especifico de PAT
em uma superficie de ensaio;

b) a colocacao da dita superficie de ensaio em contato com um
liquido suspeito de conter a PAT por um periodo de tempo suficiente para
permitir a ligacdo e em seguida a lavagem da dita superficie de ensaio;

c) a colocacao da dita superficie de ensaio en@w contato com um
segundo anticorpo diferente como definido na reivindicac;éo 1, conjugado a
um grupo relatador por um periodo de tempo suficiente parira permitir a liga-
¢ao do dito segundo anticorpo monoclonal conjugado e em seguida a lava-
gem da dita superficie de ensaio; e

d) a quantificacao da presenca do dito grupo relatador por meio
da interpolagao de uma curva de calibracgao. _

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14, em que o anti-
corpo monoclonal conjugado €& selecionado do grupo que consiste em
155Q12 e em 155Q19.1.

16. Método, de acordo com 'a reivindicagao 14 em que o anti-
corpo monoclonal conjugado é 155Q12. 1

17. Método, de acordo com a reivindicagao 114, em que o anti-

corpo monoclonal conjugado é 155Q19.1.
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RESUMO :
Patente de Invengao: "ANTICORPOS MONOCLONAIS E METODOS DE
DETECGCAO PARA ENZIMAS QUE CONFEREM RESISTENCIA A FOSFI-
NOTRICIN-N-ACETIL TRANSFERASE".

A presente invencao refere-se a anticorpos monoclonais e méto-
dos uteis para determinar e quantificar a presenca de uma enzima fosfinotri-
cin-N-acetil transferase. Os anticorpos e os métodos reivindicados sao parti-
cularmente uteis para identificar e quantificar a presenga de fosfinotricin-N-

acetil transferase expressa em plantas transgénicas.
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