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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para el diagndstico prematuro de la prefiez

Antecedente de la invencion

|l. campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en lineas generales, los campos de medicina veterinaria, biologia reproductora y
diagnéstico. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a procedimientos y composiciones para detectar
la prefiez en fase prematura en un animal bovino.

ll. Técnica relacionada

El diagndstico de la prefiez permite una gestion reproductiva juiciosa en la industria lactea y de la carne. En general,
la inseminacion artificial es satisfactoria menos del 50 % de las veces y el productor debe depender de signos
evidentes de retorno al celo (que se omite faciimente) o el retardo en volver a cruzarse hasta que se confirma un
fallo de la prefiez por uno de los procedimientos descritos anteriormente. Dichos retardos son extremadamente
costosos y constituyen una pérdida econdmica principal a la industria.

Una prueba de prefiez precisa para ganado bovino que puede realizarse de forma prematura y que tiene bajos
falsos positivos se ha buscado desde hace tiempo. Estan disponibles varias pruebas de prefiez, incluyendo un
ensayo de progesterona en la leche (Oltenacu y col., 1990; Markusfeld y col., 1990), analisis de sulfato de estrona
(Holdsworth y col., 1982; Warnick y col., 1995), palpacion rectal (Hatzidakis y col., 1993), ultrasonidos (Beal y col.,
1992; Cameron y Malmo, 1993) y ensayos en sangre para antigenos especificos de prefiez.

Cada uno de estos procedimientos ha quedado corto de expectativas en términos de su uso practico en granjas. Por
ejemplo, las mediciones de progesterona en leche o suero alrededor del dia 18-22 producen tasas altamente
inaceptables de falsos positivos (Oltenacu y col., 1990; Markusfeld y col., 1990). La palpacion rectal puede usarse
para detectar la prefiez tan pronto como en el dia 35, pero este procedimiento conduce a un 5-10 % o mayor de
mortalidad embrionaria (Oltenacu y col., 1990; Hatzidakis y col., 1993). La palpacion rectal en el dia 50 causa menos
dafo a los embriones, pero tiene un valor econémico solamente marginal a causa de su demora (Oltenacu y col.,
1990). La ultrasonografia tiene una ventaja sobre la palpacion rectal en la precision, particularmente antes del dia 45
(Beal y col., 1992; Cameron y Malmo, 1993), pero el instrumento es caro, su uso requiere formacion considerable y
existe un riesgo limitado para el animal. Un procedimiento relacionado, la sonografia de Doppler, es mas preciso que
la palpacion rectal (Cameron y Malmo, 1993), pero de nuevo requiere personal bien formado. La presencia de
sulfato de estrona en orina o suero proporciona otro ensayo, pero es solamente util después del dia 100 cuando
suben las concentraciones (Holdsworth y col., 1982; Warnick y col., 1995).

El descubrimiento de la proteina B especifica de prefiez (PSP-B) (Butler y col., 1982) proporcioné un nuevo enfoque
para el diagnostico de la prefiez ya que podia detectarse en la sangre de vacas prefiadas en la cuarta semana de
prefiez (Sasser y col., 1986; Humblot y col., 1988). Otros han desarrollado inmunoensayos que pueden basarse en
un antigeno idéntico o inmunoldgicamente similar (Zoli y col., 1992a; Mialon y col., 1993; Mialon y col., 1994). En un
caso, el antigeno (Mr ~67 kDa) se llamo glucoproteina asociada a prefiez bovina (boPAG; ahora boPAG-1) (Zoli y
col., 1992a); en el segundo, se denominé como proteina sérica 60 de prefiez (PSP60) (Mialon y col., 1993; Mialon y
col., 1994). Los inmunoensayos para PSP-B/boPAG1/PSP60 tienen ciertas desventajas. En primer lugar, el
diagndstico positivo en la cuarta semana de prefiez sigue siendo algo incierto porque las concentraciones de
antigeno en la sangre son bajas y algo variables. En segundo lugar, las concentraciones de boPAG1 suben
notablemente a término (Sasser y col., 1986; Zoli y col., 1992a; Mialon y col., 1993) y, debido a la larga semivida en
circulacién de la molécula (Kiracofe y col., 1993), el antigeno aun puede detectarse 80-100 después del parto (Zoli y
col., 1992a; Mialon y col., 1993; Mialon y col., 1994; Kiracofe y col., 1993), comprometiendo el diagndstico de la
prefiez en vacas cruzadas en el periodo posparto prematuro. Por tanto, el ensayo puede realizarse en vacas
lecheras en el dia 30 solamente si se realiza inseminacion artificial ("Al") en o después de 70 dias posparto.

Las glucoproteinas asociadas a prefiez (PAG) estan estructuralmente relacionadas con las pepsinas. Se cree que
estan restringidas a los mamiferos con pezufas (ungulados) y se caracterizan por expresarse especificamente en la
capa celular epitelial exterior (corion/trofectodermo) de la placenta (Green y col., 2000; Hughes y col., 2003; Xie y
col., 1997). Al menos algunas PAG son cataliticamente inactivas como proteinasas, aunque cada una parece poseer
una hendidura capaz de unirse a péptidos (Guruprasad y col., 1996). Se estima que el ganado bovino, las ovejas y
muy probablemente todos los rumiantes Arfiodactyla poseen docenas de genes PAG. Las PAG son altamente
diversas en secuencia, con regiones de hipervariabilidad confinadas en gran medida a los bucles expuestos a
superficie.

Las glucoproteinas asociadas a prefiez bovina (boPAGs/PSPB/PSP60) se descubrieron en intentos por desarrollar
pruebas de prefiez para el ganado (Butler y col., 1982; Sasser y col., 1986; Zoli y col., 1991: Zoli y col., 1992a). En
cada intento, se inyectd a conejos extractos de cotiledones placentarios, y se retiraron los anticuerpos no dirigidos
contra los antigenos placentarios por adsorcion con los extractos tisulares de animales no prefiados. Los antisueros
resultantes proporcionaron la base de una prueba de prefiez precisa para ganado bovino y ovejas tan pronto como
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un mes después de la inseminacion.

Incluso en los estudios iniciales (Butler y col., 1982; Zoli y col., 1991; Xie y col., 1991; Xie y col., 1994; Xie y col.,
1996), no estaba claro que las boPAG fueran heterogéneas en su peso molecular y carga, y como se han purificado
mas isoformas ha quedado evidente que difieren en sus secuencias aminoterminales (Atkinson y col., 1993; Xie y
col., 1997a). El cribado adicional de bibliotecas ha revelado transcritos adicionales en rumiantes (Xie y col., 1994;
Xie y col., 1995; Xie y col., 1997b) y la existencia de PAG en especies no rumiantes tales como los cerdos
(Szafranska y col., 1995). Las proteinas de tipo PAG (también conocidas como "pepsinégeno F" o "pepsina F") se
han descrito en caballos y gatos (Green y col., 1999; Guruprasad y col., 1996). Entre las PAG bovinas que se han
descrito estan boPAG2, boPAG4, boPAG5, boPAGE, boPAG7, boPAG9, boPAG7v; boPAGY9v; boPAG15; boPAG16;
boPAG17; boPAG18; boPAG19; boPAG20 y boPAG21 (patente de Estados Unidos 6.869.770). La informacion
respecto a los procedimientos para diagnosticar la prefiez en fase prematura ensayando dichas PAG puede
encontrarse, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos 6.869.770 y la publicacion de solicitud de patente de
Estados Unidos n.° 20050100975.

Se han descrito procedimientos para detectar la prefiez en animales bovinos basandose en el uso de los anticuerpos
que reconocen una pluralidad PAG (Green y col., 2005).

La mayoria de los ensayos disponibles para detectar la prefiez en ganado bovino son menos precisos antes del dia
30 después de la reproduccion. Ademas, para muchos de los ensayos existentes, se requiere personal cualificado.
Por tanto, existe la necesidad de un ensayo preciso y sensible de prefiez en ganado vacuno que pueda realizarse
rapida y facilmente antes del dia 30 después de la reproduccion.

Sumario de la invencién

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencién proporciona un ensayo sensible y preciso para la prefiez en fase
prematura. La presente invencién proporciona una prueba de prefiez en fase prematura para animales bovinos en
que un polipéptido especifico que incluye un dominio que es altamente especifico para una PAG puede detectarse
con un alto grado de sensibilidad y especificidad antes del final de la cuarta semana de prefiez. La capacidad de
diagnosticar la prefiez en dicha fase prematura es particularmente util en la industria lactea en la que los animales
estan habitualmente confinados durante al menos parte del dia y en la que es practica una gestion intensiva. En
particular, la invencién proporciona un procedimiento para detectar la prefiez en un animal bovino, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra obtenida de un animal bovina con un anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende

- un anticuerpo 2D9 o fragmento o variante del mismo, o

- un anticuerpo que se une especificamente a los antigenos asociados a prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAG9,
PAG16, PAG 17, PAG 19, PAG20 y PAG21, en el que el dominio de cadena ligera se selecciona de: una
secuencia polipeptidica con al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y una
secuencia polipeptidica que compre la SEQ ID NO: 1, y el dominio de cadena pesada se selecciona de: una
secuencia polipeptidica con al menos un 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y una
secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 2; y

(b) detectar el contacto del anticuerpo o fragmento de anticuerpo con al menos un antigeno asociado a prefiez
(PAG) en la muestra, en el que la deteccion del PAG indica que el animal esta prefiado.

Se deposité una linea celular de hibridoma que produce 2D9 en el depésito de patentes de la Coleccidon Americana
de Cultivos Tipo (ATCC), Manassas, Va., 20110-2209 el 2 de agosto de 2007 y se le asigno el depdsito de patente
n.° PTA-8566 (referencia de identificacion MON-PAG-2D9). El depdsito se mantuvo segun los términos del Tratado
de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos con Propdsitos de
Procedimiento de Patente. Este depdsito se hizo simplemente como conveniencia para los expertos en la materia y
no es una admision de que el depdsito sea necesario segin 35 U.S.C. § 112.

En ciertas realizaciones, el dominio de cadena ligera tiene un 98 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 1, incluyendo el 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. En realizaciones adicionales, el
dominio de cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el dominio de cadena pesada tiene
al menos un 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2, incluyendo al menos un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % y 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones especificas, el
dominio de cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 2. En realizaciones adicionales, la cadena pesada tiene mas
del 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En realizaciones mas particulares, la cadena pesada tiene
mas del 98 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En otras realizaciones la cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 2.

En algunas otras realizaciones particulares, el anticuerpo comprende una cadena ligera que comprende la SEQ ID
NO: 3 y una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 4. En particular, la invencion se refiere a procedimientos
para detectar la prefiez en un animal bovino que comprende: (a) poner en contacto una muestra obtenida de un
animal bovino con el anticuerpo monoclonal 2D9, y (b) detectar el contacto del anticuerpo con uno o mas de
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boPAG4, boPAG6, boPAGY, boPAG16, boPAG17, boPAG19, boPAG20 o boPAG21 en la muestra, en los que la
deteccion de los PAG indica que el animal esta prefiado. El procedimiento para detectar la prefiez, por ejemplo,
puede realizarse en el dia 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, o mas después de la
inseminacion artificial.

Una muestra puede ser cualquier muestra conocida o sospechosa de contener un PAG. En realizaciones
especificas, la muestra es saliva, suero plasma, sangre, leche, u orina. Cualquier cantidad eficaz de muestra puede
obtenerse del animal. Por ejemplo, la cantidad puede ser 5 pl, 10 yl, 15 pl, 20 pl, 25 pl, 30 yl, 40 pl, 50 yl, 60 pl, 70
pl, 80 pl, 90 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl, 250 pl, 300 pl, 350 pl, 400 pl, 450 pl, 500 pl, 550 pl, 600 pl, 700 pl, 800 ul, 900
plh, 1 mi, 1,5ml, 2,0 ml, 2,5ml, 3,0 ml, 3,5 ml, 4,0 ml, 4,5 ml, 5,0 ml, o mas.

Se contempla cualquier procedimiento de deteccion del contacto del anticuerpo o fragmento de anticuerpo con un
PAG que sea conocido para los expertos en la materia por los procedimientos de la presente invencion. Por ejemplo,
el procedimiento puede comprender ELISA o transferencia de Western. En realizaciones particulares, el PAG a
detectarse es boPAG2, boPAG4, boPAG5, boPAG6, boPAG7, boPAGY, boPAG7v, boPAG9v, boPAG15, boPAG16,
boPAG17, boPAG18, boPAG19, boPAG20, o boPAG21. En realizaciones especificas, el PAG es boPAG6. En
algunas realizaciones de los presentes procedimientos, se detecta mas de un PAG en cada muestra. Cuando se
aplica a especies diferentes de ganado bovino, es posible la deteccién de otros PAG producidos en el momento en
que comienza el trofoblasto (preplacenta) a fijarse o a implantarse en la pared uterina de la madre. Los PAG
"prematuros” en estas especies pueden reaccionar de forma cruzada inmunolégicamente con los PAG dtiles en la
deteccion de prefiez prematura en ganado bovino.

En realizaciones particulares, el ELISA es un ELISA de tipo sandwich que comprende unir un PAG al anticuerpo o
fragmento de anticuerpo fijado a un sustrato y una segunda preparacion de anticuerpos marcada con una enzima.
Por ejemplo, el sustrato, al que se fija el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser un tubo, una pared, un vial,
una tira, una varilla graduada o un biodetector. La enzima, por ejemplo, puede ser fosfatasa alcalina o peroxidasa de
rabano rusticano o cualquier marca enzimatica.

La presente invencién también se refiere a un polipéptido aislado que comprende un anticuerpo que se une
especificamente a antigenos asociados a prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY, PAG16, PAG 17, PAG 19, PAG20 y
PAG21, en el que el dominio de cadena ligera se selecciona de: una secuencia polipeptidica con al menos un 97 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y una secuencia polipeptidica que compren la SEQ ID NO: 1, y el
dominio de cadena pesada se selecciona de: una secuencia polipeptidica con al menos un 92 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2 y una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 2.

En realizaciones particulares, el dominio comprende mas del 98 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1.
En realizaciones mas particulares, el dominio comprende la SEQ ID NO: 1. Puede haber uno o mas restos de
aminoacido adicionales unidos al extremo N-terminal o el extremo C-terminal del dominio. En una realizacion
particular, el polipéptido es la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el dominio comprende mas del 95 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En mas realizaciones particulares, el dominio comprende mas del 98
% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En una realizacion particular adicional, el polipéptido es la SEQ
ID NO: 2. En otras realizaciones el polipéptido comprende la SEQ ID NO: 3. En realizaciones adicionales, el
polipéptido comprende la SEQ ID NO: 4. La presente invencion también se refiere a un polinucledtido aislado y
purificado que codifica un anticuerpo que se une especificamente a los antigenos asociados a prefiez (PAG): PAG4,
PAG6, PAGY, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21, en el que el dominio de cadena ligera se selecciona de:
una secuencia polipeptidica con al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y una secuencia
polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 1, y el dominio de cadena pesada se selecciona de una secuencia
polipeptidica con al menos un 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y una secuencia polipeptidica
que comprende la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el polinucleétido codifica un polipéptido que tiene mas
del 98 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. En realizaciones particulares, el polinucleétido codifica la
SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la cadena pesada codificada por el polinucleétido es la SEQ ID NO: 3 y/o
la cadena pesada codificada por el polinucledtido es la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones particulares, el
polinucledtido comprende la SEQ ID NO: 5 y/o la SEQ ID NO: 6. La presente invencion también se refiere, en lineas
generales a una célula de hibridoma que secreta el anticuerpo monoclonal 2D9.

La presente invencion también se refiere a kits para detectar la presencia de un PAG en un animal bovino, en la que
el kit incluye un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente a los antigenos asociados a
prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY9, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21, y comprende una cadena ligera y
una cadena pesada como se describe anteriormente. En una realizacion el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
esta fijado a un soporte. Por ejemplo, el soporte puede ser una placa de poliestireno, tubo de ensayo, una tira, una
varilla graduada o un biodetector.

En algunas realizaciones, el kit incluye adicionalmente un marcador detectable. Por ejemplo, el marcador detectable
puede ser una marca fluorescente unida al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En otras realizaciones, el
marcador detectable es una marca quimioluminiscente. En realizaciones adicionales, el marcador detectable es una
enzima, tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano rusticano. El kit puede incluir adicionalmente un sustrato
para la enzima. En realizaciones adicionales, el kit incluye un tampoén o diluyente. El kit también puede incluir
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opcionalmente pipetas desechables. Otros componentes del kit, incluyendo depdsitos de reactivo e instrucciones
son bien conocidos para los expertos en la materia y también se contemplan para su uso en los kits descritos en el
presente documento.

La presente invencion también se refiere en lineas generales, a procedimiento para detectar la prefiez en un animal
bovino, que comprende: (a) poner en contacto una muestra obtenida del animal bovino con un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo proporcionado por la invencion; (b) detectar un PAG en la muestra poniéndola en contacto
con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, en el que la deteccién de uno o mas de boPAG4, boPAG6, boPAGY,
boPAG16, boPAG17, boPAG19, boPAG20 o boPAG21, incluyendo todas las posibles combinaciones de los mismos,
indica que el animal esta prefiado.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion llegaran a ser evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacion con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

FIG. 1. Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera de 2D9 (SEQ ID NO: 5). El coddn de inicio de la forma
procesada (aminoacido N-terminal) y el codon de parada se indican en negrita.

FIG. 2. Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de 2D9 (SEQ ID NO: 6) el coddn de inicio de la forma
procesada (aminoacido N-terminal) y el codon de parada se indican en negrita.

FIG. 3A, 3B. FIG. 3A - Secuencias peptidicas de boPAG6 (panel superior) y secuencias peptidicas (panel
inferior) identificadas en andlisis CL-EM-EM (SEQ ID NO: 7-18) que demostraron que las PAG eluidas de perlas
magnéticas recubiertas con 2D9 después de inmunoprecipitacion de preparacion enriquecida con PAG
corresponden principalmente a boPAG6. Para identificar todos los componentes de unién a 2D9, se realizé una
purificacion por cromatografia de inmunoafinidad de la preparacion enriquecida con PAG. El material purificado
por columna de inmunoafinidad se sometié a analisis CL-EM-EM. Este analisis revelé que boPAG6 es la PAG de
union a 2D9 principal y boPAG-4, boPAG-9, boPAG-20 y boPAG21 son PAG de union a 2D9 minoritarias. FIG.
3B - Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE) y analisis de transferencia de Western de PAG
purificadas de cromatografia de inmunoafinidad por 2D9 de extracto tisular preparado a partir de placenta bovina
del dia 55. Tanto el gel tefiido con Coomassie como el analisis de transferencia de Western con anticuerpos
policlonales contra PAG mostraron tres bandas de proteina a 67 kDa, 55 kDa y 50 kDa como PAG de union a
2D9. "Mz" = relacién de masa a carga: masa del péptido a la carga del péptido ionizado, menos el agua; "Carga"
= estado de carga i6nica; "Mr(calc)" = peso molecular calculado del péptido; "Inicio" = aminoacido de inicio de la
proteina con que se alinea el péptido; "Final" = aminoacido de parada de la proteina con que se alinea el péptido;
"Valor" = medida de la confianza de la secuencia peptidica.

FIG. 4. SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie que muestra PAG de unién a 2D9 purificadas por
cromatografia de inmunoafinidad de extractos de tejido de carincula (endometrio) y cotiledén (placenta). Las
bandas de proteinas 1 a 7 se cortaron y sometieron a digestién con tripsina, seguido por analisis de CL-EM-EM
(SEQ ID NO: 7-18).

FIG. 5. Transformacion log-logit de la curva patron de ELIA de PAG desarrollada con placas ELISA recubiertas
con anticuerpo 2D9 y PAG purificados por inmunoafinidad como patrones. El ensayo mostré una respuesta lineal
desde 0,5 ng/ml hasta 50 ng/ml.

FIG. 6. Las tablas expuestas muestran la precision del diagnostico de prefiez en el dia 28 usando un ELISA
basado en laboratorio en comparacién con el diagnéstico de prefiez en ultrasonidos en el dia 28 en dos sitios de
estudio, Wisconsin y California. La rentabilidad de una prueba de prefiez en el dia 28 en la gestion de la
reproducciéon de vacas lecheras se examind en este estudio beta. Se us6 un ELISA de PAG basado en
laboratorio con anticuerpos policlonales para el diagnéstico de la prefiez. El sitio de Wisconsin usé reproduccion
estrictamente sincronizada mientras que el sitio de California usé reproduccion sincronizada mas reproduccion
estral. Se usaron aproximadamente 1.000 vacas en el estudio por sitio. Se recogieron muestras de sangre en el
dia 28, se transportaron al laboratorio para la prueba de prefiez. Los resultados se devolvieron a las granjas en
24 h para posibilitar las decisiones de reproduccion. El estado de prefiez también se determiné por ultrasonidos
en el momento de la recogida de sangre en el dia 28.

FIG. 7. Resultados de analisis de parametros de reproduccién en el ensayo del sitio de Wisconsin. Este sitio usé
un programa de reproduccion estrictamente sincronizado con una prueba de prefiez en el dia 28 (grupo de
resincronizacion prematura) o con palpacion en el dia 45 (grupo de control de resincronizacion tardia). Los
resultados muestran una reduccion significativa en los dias entre la inseminacion y los dias receptivos en el
grupo de resincronizacion prematura (prueba de prefiez en el dia 28) en comparacion con el grupo de
resincronizacion tardia (grupo de control).

FIG. 8. Resultados del analisis de los parametros de reproduccion en el ensayo del sitio de California. Este sitio
uso reproduccion sincronizada mas reproduccion estral con (grupo de resincronizaciéon prematura) y sin (grupo
de resincronizacion tardia) prueba de prefiez en el dia 28. Los resultados muestran una reduccion significativa en
los dias entre la inseminacion, el nimero de inseminaciones y los dias receptivos en comparacion al grupo de
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resincronizacion tardia.

FIG. 9. Base de ensayo de color. Resultados de inmunoensayo de PAG desarrollado con anticuerpo monoclonal
2D9 como anticuerpo de captura y anticuerpo policlonal de conejo marcado con biotina como anticuerpo
secundario. Las muestras del panel de ensayo de plasma (20 no prefiadas y 20 prefiadas) recogidas en el dia 28
y el dia 55 de prefiez mostraron una separacion completa de vacas no prefiadas (azul) en comparacion con
vacas prefiadas (rosa). El valor de PAG cerca de cero obtenido para vacas no prefiadas sugirié que puede no ser
necesario un patron de PAG para la deteccion cualitativa de PAG inmunorreactiva en el plasma de ensayo.

FIG. 10. Resultados del diagnostico de prefiez bovino realizado con muestras de sangre completa en el ensayo
de color. Los resultados se leen visualmente. Los tubos que muestran solucién de reaccion de color azul (tubos
1, 3, 6,9, 10, 14 y 15) son un resultado positivo para el estado de prefiez y los tubos que muestran un fondo
transparente (tubos 2, 4, 5,7, 8, 11, 12, 13 y 16) son negativos (no prefiadas) para el estado de prefiez. Para la
lectura en un espectrofotémetro, puede afiadirse un volumen igual (0,4 ml) de solucion de parada (HCI 1 N) a
cada tubo. La adicién de solucion de parada cambiara el color a amarillo. Después, pueden medirse las
densidades 6pticas (DO) de cada muestra en un espectrofotometro a 630 nm.

FIG. 11A, 11B. Resultados del ensayo de color realizado con tubos de plastico recubiertos con 2D9. FIG. 11A -
Panel de plasma del dia 28. FIG. 11B - Panel de plasma del dia 55. Todas las muestras de vacas no prefiadas
en los paneles de ensayo del dia 28 y el dia 55 produjeron una intensidad de color de 0,2 DO o menos mientras
que las muestras de plasma de las prefiadas produjeron una intensidad de color tan alta como de 1,0 unidad DO.
En este ensayo, las muestras de plasma del dia 28 mostraron una sensibilidad del 100 % y una especificidad del
100 % cuando la intensidad del color de 0,2 DO se establecia como punto de corte. En el mismo punto de corte
de intensidad de color, las muestras de plasma del dia 55 mostraron una sensibilidad del 95 % y una
especificidad del 100 % en el ensayo de tubos de plastico.

FIG. 12. Comparacién de la prueba de prefiez de muestras frescas de plasma con ELISA de tipo sandwich de
PAG realizado con anticuerpos policlonales (poli:poli, panel superior) y anticuerpo monoclonal 2D9 y anticuerpo
policlonal (mono:poli, panel inferior). Obsérvese una clara separacion de las muestras de vacas no prefiadas
facilmente distinguidas usando una intensidad de color de punto de corte de 0,2 DO. Todas las muestras de
vacas prefiadas tenian una intensidad de color >0,2 unidades DO. El ensayo mono:poli tuvo una sensibilidad del
100 % y una especificidad del 100 % en este experimento.

FIG. 13. Ensayo de campo del ensayo de color con muestras de sangre. Se ensayaron 54 muestras de sangre
recogidas de los dias 33-34 después de la reproduccion y el color se leyé visualmente por 3 personas. No hubo
desacuerdos observados en la valoracion visual de los resultados entre los tres individuos-

FIG. 14. Resultados del ensayo de campo del ensayo de color en comparacion con los resultados de
ultrasonidos de 54 muestras. El ensayo identifico todas las vacas prefiadas (sensibilidad del 100 %) con un
resultado falso positivo en comparacion con los resultados de ultrasonidos. Hubo dos muestras con resultados no
concluyentes en el ensayo de color que posteriormente se encontraron que eran vacas "no prefiadas". Sin
embargo, el ensayo de color identificd 37 de 40 vacas no prefiadas (especificidad del 92,5 %) en comparacion
con los ultrasonidos.

FIG. 15. Grupos de la secuencia proteica de la isoforma de PAG generados por el paquete de analisis Neighbor
Phylogenetic Tree de PROTDIST (v. 3.5c), en BioEdit (v. 7.0.5.3; www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html; Hall,
1999).

FIG. 16. Alineacion directa de las isoformas de PAG 1, 4, 6, 9, 16, 17, 19, 20 y 21. Las secuencias proteicas para
las isoformas de PAG vy las variantes se dan en las SEQ ID NO: 51-62, derivadas de los accesos UniProt
Q29432, 046492, 046494, ASPJW4, 046497, A4FV16, QITTVS8, QITTV7, ATMBA4, QOTTV5, Q9TTV4 y
QITTV3.

FIG. 17. Gel de SDS-PAGE de lotes de PAG purificadas (5 pug cada uno) tefiidos con azul de Coomassie, que
ilustra las tres bandas de PAG (bandas superior, central e inferior) entre 50 y 75 kDa. 1) Patrones de proteina
(Bio-Rad Cat. n.° 161-0374); 2) caruncula d55; 3) cotiledén d55; 4) cariincula y cotiledéon d55 combinados; 5)
caruncula d215; 6) cotileddn d215; 7) cardncula y cotileddn d215 combinados; 8) patrones de proteinas (Bio-Rad
Cat. n.° 161-0374).

Descripcién detallada de realizaciones ilustrativas

A pesar de la disponibilidad de varios ensayos para detectar la prefiez, sigue existiendo una necesidad de
proporcionar ensayos mejorados para una deteccion precisa y prematura de la prefiez, especialmente en ganado
bovino que se reproduce en dos a tres meses posparto o antes. Ciertas realizaciones de la presente invencién se
refieren a procedimientos de determinacion del estado de prefiez de una vaca realizando un ensayo de color para
medir la unién de una PAG en una muestra obtenida del animal con un polipéptido, tal como el anticuerpo
monoclonal 2D9, un anticuerpo que se une a PAG indicativas de prefiez bovina. El ensayo de color puede realizarse
de forma prematura, tal como 26 dias después de la inseminacion. El ensayo de color puede usarse en cualquiera
de una diversidad de formatos, tal como con tubos de ensayo o placas ELISA. En realizaciones particulares, el
ensayo utiliza un principio de inmunoensayo de tipo sandwich que usa un anticuerpo secundario. Un color, tal como
un color azul, indica un ensayo positivo, mientras que tubos que estan transparentes indican un ensayo negativo.
Las realizaciones de los presentes procedimientos pueden realizarse de forma prematura antes de 30 dias después
de la inseminacion artificial, y son altamente sensibles y especificas. Ademas, multiples muestras pueden analizarse
facil y rapidamente de forma concurrente, lo que mejora adicionalmente el valor de los presentes procedimientos.
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También se proporcionan anticuerpo y fragmentos de unién a antigeno que se unen especificamente a los antigenos
asociados a prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21 que comprenden ciertos
novedosos polipéptidos de unidon a PAG que pueden aplicarse en procedimientos para detectar la prefiez en un
sujeto, y polinucledétidos que codifican los polipéptidos expuestos en el presente documento. La divulgacion restante
describe diversas caracteristicas de la invencién y su implementacion.

l. Polipéptidos

Algunas realizaciones de la invencion expuestas en este documento se refieren a polipéptidos aislados que
comprenden un anticuerpo que se une especificamente a PAG4, PAG6, PAGY9, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y
PAG21 y que incluyen un dominio de unién a PAG que tiene mas del 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 1 y mas del 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el dominio de
union a PAG tiene mas del 97,1 %, 97,3 %, 97,5 %, 97,7 %, 97,9 %, 98,1 %, 98,3 %, 98,5 %, 98,7 %, 98,9 %, 99,1
%, 99,3 %, 99,5 %, 99,7 %, 99,9 %, o 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, el dominio de uniéon a PAG tiene mas del 92,2 %, 92,6 %, 93,0 %, 93,4 %, 93,8 %, 94,2 %, 94,6 %,
95,0 %, 95,4 %, 95,8 %, 96,2 %, 96,6 %, 97,0 %, 97,4 %, 97,8 %, 98,2 %, 98,6 %, 99,0 %, 99,4 %, 99,8 %, 0 100 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. Un "polipéptido", como se usa en el presente documento, se refiere
a un segmento de aminoacidos consecutivos de cualquier longitud. En algunas realizaciones de los presente
procedimientos, los polipéptidos empleados en los mismos son secuencias de aminoacidos consecutivos que tienen
al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o al menos un 92 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 2. Un experto en la materia entenderia el modo de generar dicho polipéptido en vista de la
divulgacion expuesta en el presente documento usando cualquiera de varios procedimientos experimentales bien
conocidos para los expertos en la materia.

La expresion "porcentaje de identidad de secuencia”, como se sabe en la técnica, es una relacion entre dos o mas
secuencias polipeptidicas o dos o mas secuencias polinucleotidicas, que se determina comparando las secuencias.
En la técnica, "identidad" también significa el grado de relacion de secuencia entre secuencias polipeptidicas o
polinucleotidicas, segun pueda ser el caso, que se determina por la coincidencia entre hebras de dichas secuencias.
La "identidad" y "similitud" pueden calcularse facilmente por procedimientos conocidos, incluyendo los descritos en:
Computational Molecular Biology (1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects (1993); Computer Analysis
of Sequence Data, Part | (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology (1987); y Sequence Analysis Primer
(1991). Los procedimientos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para dar la mejor coincidencia
entre las secuencias ensayadas. Los procedimientos para determinar la identidad y la similitud estan codificados en
programas informaticos disponibles al publico. Las alineaciones de secuencia y los calculos del porcentaje de
identidad pueden realizarse usando el programa Megalign del paquete de calculo de bioinformatica de LASERGENE
(DNASTAR Inc., Madison, Wis.). Pueden realizarse multiples alineaciones de las secuencias usando el
procedimiento de alineacion Clustal (Higgins y Sharp (1989) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR
HUECO = 10, PENALIZACION POR LONGITUD DE HUECO = 10). Los parametros por defecto para alineaciones
por pares usando el procedimiento Clustal son KTUPLO 1, PENALIZACION POR HUECO = 3, VENTANA = 5y
DIAGONALES EVITADAS = 5.

Es bien sabido por los expertos en la materia que, inherente en la definiciéon de un "polipéptido”, esta el concepto de
que hay un limite en la cantidad de cambios que pueden hacerse dentro de una parte definida de la molécula y aun
producir una molécula con un nivel aceptable de identidad de secuencia o funcion, por ejemplo, capacidad de unirse
a una PAG.

Se contempla una secuencia de aminoacidos de cualquier longitud dentro de la definicion de polipéptido expuesta en
el presente documento, siempre que el polipéptido retenga la identidad de secuencia indicada. El dominio de uniéon a
PAG de los polipéptidos expuestos en el presente documento puede tener aminoacidos adicionales en cualquier
extremo C-terminal o N-terminal. Por ejemplo, el equivalente polipeptidico puede incluir 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, o mas acidos nucleicos adicionales unidos
a cualquiera del extremo C-terminal o extremo N-terminal del dominio de unién a PAG.

Por supuesto, puede prepararse facilmente una pluralidad de polipéptidos distintos con diferentes sustituciones y
usarse de acuerdo con la invencion.

La presente invencién puede utilizar polipéptidos purificados de una fuente natural o de material producido de forma
recombinante. Los expertos en la materia conocerian el modo de producir estos polipéptidos a partir de material
producido de forma recombinante. Este material puede usar los 20 aminoacidos comunes en proteinas sintetizadas
de forma natural, o un o mas aminoacidos modificados o inusuales. Generalmente, "purificado” se referira a una
composicioén polipeptidica que se ha sometido a fraccionamiento para retirar otras diversas proteinas, polipéptidos o
péptidos, y cuya composicion retiene sustancialmente su actividad. La purificacion puede ser sustancial, en que el
polipéptido es la especie predominante, o hasta homogeneidad, cuyo nivel de purificacion permitiria una
secuenciacion precisa por degradacion.

Los mutantes de secuencia de aminoacidos estan incluidos por la presente invencion, y se incluyen dentro de la
definicion de "polipéptido”. Los mutantes de secuencia de aminoacidos del polipéptido pueden ser mutantes de
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sustitucién o mutantes de insercion. Los mutantes de insercion tipicamente implican la adicion de material en un
punto no terminal en el péptido. Esto puede incluir la insercion de unos pocos restos; un epitopo inmunorreactivo; o
simplemente un Unico resto. El material afadido puede modificarse, tal como por metilacion y acetilacion. Como
alternativa, pueden afiadirse restos adicionales a los extremos N-terminal o C-terminal del péptido.

Las sustituciones de aminoacidos generalmente se basan en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena
lateral de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga y tamafio. Un analisis del tamario, forma
y tipo de los sustituyentes de cadena lateral de aminoacidos revela que la arginina, lisina e histidina son todos restos
cargados positivamente; que la alanina, glicina y serina son todos de un tamafio similar; y que la fenilalanina,
triptéfano y tirosina todos tienen una forma generalmente similar. Por lo tanto, basandose en estas consideraciones,
la arginina, lisina e histidina; la alanina, glicina y serina; y la fenilalanina, triptéfano y tirosina se definen en el
presente documento como equivalentes biolégicamente funcionales.

Al hacer cambios, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. Cada aminoacido tiene un indice
hidropatico asignado basado en su hidrofobicidad y caracteristicas de carga. Estas son: isoleucina (+4,5); valina
(+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteinalcistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4);
treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina
(-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5). La importancia del indice hidropatico del
aminoacido al conferir una funcion bioldgica interactiva a la proteina generalmente esta entendida en la técnica (Kyte
y Doolittle, 1982). Se sabe que ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o
valor hidropatico similar y aun retienen una actividad bioldgica similar. Al hacer cambios basados en el indicio
hidropatico, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan en +2, aquellos que estan en
+1 son particularmente preferidos y aquellos en +0,5 son incluso mas particularmente preferidos.

Se entiende que un aminoacido puede sustituirse por otro que tiene un valor de hidrofilicidad similar y aun obtener
una proteina biolégicamente equivalente. Como se detalla en la patente de Estados Unidos 4.554.101, se han
asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los restos de aminoacido: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato
(+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina
(-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8);
tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptofano (-3,4).

Al hacer cambios basados en valores de hidrofilicidad similares, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos
valores de hidrofilicidad estan en +2, aquellos que estan en +1 son particularmente preferidos y aquellos en +0,5 son
incluso mas particularmente preferidos.

Il. Polinucleédtidos

Diversos aspectos de la presente invencion se refieren a polinucleétidos que codifican un polipéptido que incluye un
dominio de cadena ligera con al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y un dominio de
cadena pesada con al menos un 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. También se divulgan
polinucledtidos que comprenden una secuencia de acido nucleico que tiene mas del 98 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 5 0 mas del 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6. La SEQ ID NO: 5 se refiere a
la secuencia de acido nucleico del ADNc que codifica la cadena ligera de 2D9 y la SEQ ID NO: 6 se refiere a la
secuencia de acido nucleico del ADNc que codifica la cadena pesada de 2D9.

Los polinucledtido pueden obtenerse de fuentes naturales o sintetizarse quimicamente usando cualquier
procedimiento conocido para los expertos en la materia. La presente invencion también abarca mutantes
sintetizados quimicamente de estas secuencias.

En ciertas realizaciones, se puede desear emplear construcciones que incluyen otros elementos, por ejemplo,
aquellos que incluyen C-5 propina pirimidinas. Los oligonucleétidos que contienen analogos C-5 propina de uridina y
citidina han demostrado unirse a ARN con alta afinidad (Wagner y col., 1993). En algunas realizaciones, el
polinucleétido codifica uno o mas segmentos adicionales de aminoacidos que pueden unirse a una PAG.

lll. Anticuerpos y fragmentos de anticuerpo

Realizaciones particulares de la presente invencion implican anticuerpos o fragmento de anticuerpo. El término
"anticuerpo” se usa para hacer referencia a cualquier molécula de tipo anticuerpo que tenga una regién de union a
antigeno, e incluye fragmentos de anticuerpo tales como Fab', Fab, F(ab'),, anticuerpos de un unico dominio (DAB),
Fv y scFv (Fv de cadena sencilla). Las técnicas para preparar y usar diversas construcciones y fragmentos basados
en anticuerpo son bien conocidas en la técnica. Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos también son
bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
1988).

También se contemplan "minianticuerpos” o "minicuerpos" para su uso con la presente invencion. Los minicuerpos
son cadenas polipeptidicas sFv que incluyen dominios de oligomerizacién en sus extremos C-terminales, separados
del sFv por una region de bisagra. Pack y col. (1992). El dominio de oligomerizacién comprende hélices alfa de
autoasociacion, por ejemplo, cremalleras de leucina que pueden estabilizarse adicionalmente por enlaces disulfuro
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adicionales. El dominio de oligomerizacion se disefia para que sea compatible con el plegamiento vectorial a través
de una membrana, un procedimiento que se cree que facilita el plegamiento in vivo del polipéptido en una proteina
de unién funcional. Generalmente, los minicuerpos se producen usando procedimientos recombinantes bien
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Pack y col. (1992); Cumber y col. (1992).

Los peptidomiméticos de unién de tipo anticuerpo (ABiPS) como se describe por Liu y col., 2003, son péptidos que
actian como anticuerpos recortados y tienen ciertas ventajas de semivida en suero mas larga, asi como
procedimientos de sintesis menos problematicos.

Se reconoce que los anticuerpos monoclonales (MAb) tienen ciertas ventajas, por ejemplo, reproducibilidad y
produccién a gran escala, y su uso generalmente es preferido. Los anticuerpos monoclonales pueden ser de origen
humano, murino, de mono, de rata, de hamster, de conejo e incluso de pollo. Debido a la facilidad de preparacion y
facil disponibilidad de los reactivos, a menudo se preferiran los anticuerpos monoclonales murinos.

Sin embargo, también se contempla los anticuerpos "humanizados", que son anticuerpos quiméricos de ratén, rata u
otra especie que albergan dominios de regidon constante y/o variable humanos, anticuerpos biespecificos,
anticuerpos recombinantes y modificados por ingenieria y fragmentos de los mismos. Como se usa en el presente
documento, la expresién inmunoglobulina "humanizada" se refiere a una inmunoglobulina que comprende una region
flanqueante humana y una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de una inmunoglobulina no
humana (habitualmente de ratén o rata). La inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR se llama
"donante" y la inmunoglobulina humana que proporciona la region flanqueante se llama "aceptora”. Un "anticuerpo
humanizado" es un anticuerpo que comprende una inmunoglobulina de cadena ligera humanizada y de cadena
pesada humanizada.

El término "anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (mAb), anticuerpos quimeéricos,
anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) contra anticuerpos que pueden marcarse en forma soluble o unida, asi como
fragmentos, regiones o derivados de los mismos, proporcionados por cualquier técnica conocida, tal como escision
enzimatica, sintesis peptidica o técnicas recombinantes. Los anticuerpos expuestos en el presente documento son
capaces de unirse a una PAG.

Los "anticuerpos policlonales" se definen en el presente documento para hacer referencia a poblaciones
heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de animales inmunizados con el antigeno. Estos
diferentes anticuerpos pueden reconocer varios epitopos en el mismo antigeno. Un "anticuerpo monoclonal"
contiene una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos especificos para los antigenos, conteniendo
dicha poblacion sitios de unién a epitopo sustancialmente similares. Los mAb pueden obtenerse por procedimientos
conocidos para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, 1975; patente de Estados Unidos
n.° 4.376.110; Ausubel y col., 1992); Harlow y Lane 1988; Colligan y col., 1993. Dichos anticuerpos pueden ser de
cualquier clase de inmunoglobulina incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas. Puede
cultivarse un hibridoma que produce un mAb de la presente invencion in vitro, in situ, o in vivo. La produccién de
altos titulos de mAb in vivo o in situ hace que este sea el procedimiento de produccién actualmente preferido.

Los "anticuerpos quiméricos" son moléculas, diferentes partes de las cuales se obtienen de diferentes especies
animales, tales como aquellos que tienen una region variable derivada de un mAb murino y una regién constante de
inmunoglobulina humana, que se usan principalmente para reducir la inmunogenicidad en su aplicacion y para
aumentar los rendimientos en la produccion. Los anticuerpos quiméricos y procedimientos para su producciéon son
conocidos en la técnica. Se describen procedimientos ejemplares de produccion en Cabilly y col., 1984; Boulianne y
col., 1984; y Neuberger y col., 1985.

Un "anticuerpo antiidiotipico" (anti-ld) es un anticuerpo que reconoce determinantes Unicos generalmente asociados
con el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo. Un anticuerpo anti-ld puede prepararse inmunizando un animal de
la misma especie y tipo genético (por ejemplo, cepa de ratéon) como fuente de mAb con el mAb para el que se esta
preparando un anti-ld. El animal inmunizado reconocera y respondera a los determinantes idiotipicos del anticuerpo
inmunizante produciendo un anticuerpo contra estos determinantes idiotipicos (el anticuerpo anti-Id). Un
procedimiento ejemplar de produccion de dichos anticuerpos se encuentra en la patente de Estados Unidos n.°
4.699.880.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden incluir al menos una cadena pesada y al menos una ligera que se
unen especificamente a los antigenos asociados a prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY, PAG16, PAG 17, PAG 19,
PAG20 y PAG21.

IV. Procedimientos de deteccion y formatos de ensayo

Ciertas realizaciones de la presente invencién se refieren a procedimientos de deteccién de prefiez en un animal
bovino que implica poner en contacto una muestra obtenida del animal bovino con el anticuerpo proporcionado en el
presente documento y detectar al menos un antigeno asociado a prefiez en la muestra, en el que la deteccion de la
PAG indica que el animal esta prefiado. Puede usarse cualquier procedimiento conocido para los expertos en la
materia para detectar el anticuerpo o fragmentos de anticuerpo unidos a una PAG en la muestra.
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En la presente invencion, por lo tanto, proporciona el uso de anticuerpos en la deteccidon inmunolégica de PAG. Se
han descrito diversos procedimientos utiles de inmunodeteccion en la bibliografia cientifica, tales como, por ejemplo,
Nakamura y col. (1987). Los inmunoensayos, en su sentido mas simple y directo son ensayos de unién. Ciertos
inmunoensayos son ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) y radioinmunoensayos (RIA). La
deteccion inmunohistoquimica usando secciones tisulares también es particularmente Gtil. Sin embargo, se apreciara
facilmente que la deteccion no esta limitada a dichas técnicas, y también puede usarse transferencia de Western,
transferencia puntual y analisis FACS en relacion con la presente invencion.

En general, los procedimientos de inmunounioén incluyen obtener una muestra sospechosa de contener una proteina,
péptido o anticuerpo, y poner en contacto la muestra con un anticuerpo o proteina o péptido de acuerdo con la
presente invencion, segun pueda ser el caso, en condiciones eficaces para permitir la formacion de
inmunocomplejos. Las muestras preferidas, de acuerdo con la presente invencion, son fluidos, tales como leche,
orina, sangre, suero o saliva.

En realizaciones particulares, el anticuerpo se une a un soporte sélido, tal como la pared interna de un tubo o pocillo
y la muestra sospechosa de contener la PAG se aplicara al anticuerpo inmovilizado.

Se describen sistemas de tubo recubiertos con anticuerpo en la patente de Estados Unidos n.° 3.646.346 y el
documento WO 98/16832. Entonces puede detectarse la presencia de complejos de PAG-anticuerpo en condiciones
especificas. Opcionalmente, dichos complejos inmunitarios pueden cuantificare.

El contacto de la muestra bioldgica elegida con el anticuerpo en condiciones eficaces y durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la formacion de complejos inmunitarios (complejos inmunitarios primarios) es generalmente
una cuestion de afiadir simplemente la composicidon de anticuerpo a la muestra e incubar la mezcla durante un
periodo de tiempo suficientemente largo para que los anticuerpos formen complejos inmunitarios con, es decir, se
unan a, cualquier PAG presente en la muestra. Después de este tiempo, la muestra-composicién de anticuerpo
generalmente se lava para retirar cualquier especie de anticuerpo unido de forma no especifica, permitiendo que
solamente aquellos anticuerpos unidos especificamente dentro de los complejos inmunitarios primarios se detecten.

En general, la deteccién de la formacion de inmunocomplejos es bien conocida en la técnica y puede conseguirse a
través de la aplicacion de numerosos enfoques. Estos procedimientos generalmente se basan en deteccion de un
marcador o sefal, tal como cualquiera de las marcas radiactivas, fluorescentes, biolégicas y enzimaticas. Las
patentes de Estados Unidos que se refieren al uso de dichos marcadores incluyen 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350;
3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. Pueden encontrarse procedimientos para la determinacion
inmunoldgica de proteinas y kits para realizar el procedimiento en la patente de Estados Unidos 5.721.105.

El procedimiento puede implicar el uso de un ligando de unién secundario tal como un anticuerpo secundario y/o una
disposicion de union a ligando de biotina/avidina, como se sabe en la técnica. El anticuerpo secundario empleado en
la deteccidn puede estar por si mismo unido a un marcador detectable, en el que simplemente tendria entonces que
detectarse este marcador, permitiendo de ese modo determinar la cantidad de los complejos inmunitarios primarios
en la composicion. Los procedimientos para la deteccion de una biomolécula en una muestra de ensayo usando
inmunocaptura, amplificacion de biotina/avidina y produccion de color con peroxidasa de rabano rusticano pueden
encontrarse en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2003/508381.

Habitualmente, los complejos inmunitarios primarios pueden detectarse mediante un segundo ligando de unién que
tiene afinidad de union por la PAG o el primer anticuerpo especifico de PAG. En estos casos, el segundo ligando de
union puede unirse a un marcador detectable. El segundo ligando de unién a menudo es en si mismo un anticuerpo,
que puede llamarse, por tanto, anticuerpo "secundario". Los complejos inmunitarios primarios se ponen en contacto
con el ligando de unién o anticuerpo secundario marcado, en condiciones eficaces y durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la formacion de complejos inmunitarios secundarios. Los complejos inmunitarios secundarios
después generalmente se lavan para retirar cualquier anticuerpo o ligando secundario marcado unido de forma no
especifica, y entonces se detecta el marcador restante en los complejos inmunitarios secundarios.

Procedimientos adicionales incluyen la deteccion de complejos inmunitarios primarios por un enfoque de dos etapas.
Un segundo ligando de unién, tal como un anticuerpo, que tiene afinidad de unién por la PAG o anticuerpo anti-PAG
se usa para formar complejos inmunitarios secundarios, como se describe anteriormente. El segundo ligando de
union contiene una enzima capaz de procesar un sustrato en un producto detectable y, por tanto, amplificar la sefal
en el tiempo. Después del lavado, los complejos inmunitarios secundarios se ponen en contacto con el sustrato,
permitiendo la deteccion.

En una realizacion de la invencion, puede usarse inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA). Véase, por ejemplo,
Engvall, 1980; Engvall, 1976; Engvall, 1977; Gripenberg y col., 1978; Makler y col., 1981; Sarangadharan y col.,
1984. El ELISA permite que las sustancias se adsorban de forma pasiva en soporte sélidos tales como plastico para
posibilitar una facil manipulacién en condiciones de laboratorio. Para un tratado exhaustivo sobre ELISA se remite al
experto en la materia a "Theory and Practise" (Crowther, 1995).

La sensibilidad de los procedimientos ELISA depende del recambio de la enzima usada y la facilidad de deteccion
del producto de la reaccidon enzimatica. La potenciacion de la sensibilidad de estos sistemas de ensayo puede
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conseguirse por el uso de sustratos fluorescentes o radiactivos para las enzimas. Los inmunoensayos incluidos por
la presente invencion incluyen, los descritos en la patente de Estados Unidos 4.367.110 (ensayo de tipo sandwich de
doble anticuerpo monoclonal) y la patente de Estados Unidos 4.452.901 (transferencia de Western). Otros ensayos
incluyen inmunoprecipitacion de ligandos marcados e inmunocitoquimica, ambos in vitro e in vivo.

En una realizacion, la invencion comprende un ELISA "de tipo sandwich”, donde los anticuerpos anti-PAG de la
presente invencién se inmovilizan en una superficie seleccionada, tal como un pocillo en una placa de microtitulaciéon
de poliestireno, un tubo o una varilla graduada. Después, una composicion de ensayo sospechosa de contener PAG,
por ejemplo, una muestra clinica, se pone en contacto con la superficie. Después de la unién y el lavado para retirar
los inmunocomplejos unidos de forma no especifica, el antigeno unido puede detectarse por un segundo anticuerpo
contra la PAG.

En otro ELISA ejemplar, se inmovilizan polipéptidos de la muestra en una superficie y después se ponen en contacto
con los anticuerpos anti-PAG. Después de la union y el lavado para retirar los complejos inmunitarios unidos de
forma no especifica, se detecta el anticuerpo unido. Cuando los anticuerpos iniciales se unen a un marcador
detectable, los complejos inmunitarios primarios pueden detectarse directamente. Como alternativa, los complejos
inmunitarios pueden detectarse usando un segundo anticuerpo que tiene afinidad de unién por el primer anticuerpo,
estando unido el segundo anticuerpo a un marcador detectable.

Otro ELISA en que las PAG se inmovilizan, implica el uso de competicién de anticuerpos en la deteccién. En este
ELISA, se afiaden anticuerpos marcados a los pocillos, que se deja que se unan a las PAG, y se detectan mediante
su marcador. La cantidad de PAG en una muestra se determina mezclando la muestra con los anticuerpos
marcados antes o durante la incubacién con pocillos recubiertos. La presencia de PAG en la muestra actlia
reduciendo la cantidad de anticuerpo disponible para la unién al pocillo, y por tanto reduce la sefal final.

Independientemente del formato empleado, los ELISA tienen ciertas caracteristicas en comun, tales como
recubrimiento, incubacién o unién, lavado para retirar las especies unidas de forma no especifica y deteccion de los
complejos inmunitarios unidos. Al recubrir una placa con antigeno o anticuerpo, generalmente se incubaran los
pocillos de la placa con una solucién del antigeno o anticuerpo, durante una noche o durante un periodo
especificado de horas. Los pocillos de la placa después se lavaran para retirar el material adsorbido de forma
incompleta. Cualquier superficie disponible restante de los pocillos después se "recubre" con una proteina no
especifica que es antigénicamente neutra con respecto al antisuero de ensayo. Esta puede incluir albumina sérica
bovina (BSA), caseina, soluciones de leche en polvo u otras proteinas antigénicamente neutras. El recubrimiento
permite el bloqueo de los sitios de adsorcidon no especificos en la superficie de inmovilizacion y, por tanto, reduce el
fondo causado por la unién no especifica de los antisueros en la superficie.

"En condiciones eficaces para permitir la formacién de complejos inmunitarios (antigeno/anticuerpo)" significa que
las condiciones incluyen preferentemente diluir los antigenos y anticuerpos con soluciones tales como BSA,
gammaglobulina bovina (BGG), leche evaporada o en polvo, y solucidon salina tamponada con fosfato
(PBS)/ITWEEN. Estos agentes afiadidos también tienden a ayudar a la reduccién del fondo no especifico.

Las condiciones "adecuadas" también indican que la incubacion es a una temperatura y durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la union eficaz. Las etapas de incubacion tipicamente son de aproximadamente 1 h a
2 h a4 h, atemperaturas preferentemente del orden de 25 °C a 27 °C, o pueden ser durante una noche a 4 °C.

Para proporcionar un medio de deteccion, el segundo o tercer anticuerpo tendra un marcador asociado para permitir
la deteccidon. A menudo, este sera una enzima que generara desarrollo de color tras la incubaciéon con un sustrato
cromogénico apropiado. Por tanto, por ejemplo, se deseara poner en contacto e incubar el primero o segundo
complejo inmunitario con un anticuerpo conjugado con ureasa, glucosa oxidasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa de
hidrégeno durante un periodo de tiempo y en condiciones que favorecen el desarrollo de la formacion de
inmunocomplejos adicionales (por ejemplo, incubacién durante 2 h a temperatura ambiente en una solucion que
contiene PBS tal como PBS-TWEEN). Después de la incubacion con el anticuerpo marcado, y después del lavado
para retirar el material no unido, se cuantifica la cantidad de marcador, por ejemplo, por incubacién con un sustrato
cromogeénico tal como urea y purpura de bromocresol o acido 2,2'-acido-di-(3-etil-benciazolina-6-sulfénico [ABTS] y
H202, en el caso de peroxidasa como marcador enzimatico. La cuantificacion entonces se consigue midiendo el
grado de generacion de color, por ejemplo, usando un espectrofotdmetro en el espectro visible. Una variante de
ELISA es el ensayo de coagulacion ligado a enzimas, o ELCA (patente de Estados Unidos 4.668.621), que usa la
cascada de coagulacion combinada con la enzima de marcaje RVV-XA como sistema de deteccion universal. La
ventaja de este sistema para la presente invencidon es que las reacciones de coagulaciéon pueden realizarse a pH
fisiolégico en presencia de una amplia diversidad de tampones. Es posible, por lo tanto, retener la integridad de los
analitos complejos.

También puede usarse inmunohistoquimica (IHC) de acuerdo con la presente invencion en la identificacion de PAG.
Esto implica ensayar bloques tisulares incrustados en parafina, tanto congelados en fresco como fijados en formalina
preparados a partir del estudio por IHC. Por ejemplo, cada bloque tisular consiste en 50 mg de tejido placentario
"pulverizado" residual. El procedimiento de preparacion de bloques tisulares a partir de estas muestras particuladas
se ha usado satisfactoriamente en estudios de IHC previos de diversos factores de prondstico, por ejemplo, en
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mama, y es bien conocido para los expertos en la materia (Brown y col., 1990; Abbondanzo y col., 1990; Allred y
col., 1990).

En resumen, pueden prepararse secciones congeladas rehidratando 50 mg de tejido placentario "pulverizado"
congelado a temperatura ambiente en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) en pequefias capsulas de
plastico; sedimentando las particulas por centrifugacion; resuspendiéndolas en un medio de incrustacion viscoso
(OCT); invirtiendo la capsula y sedimentando de nuevo por centrifugacion; congelando inmediatamente en
isopentano a -70 °C; cortando la capsula de plastico y retirando el cilindro congelado de tejido; fijando el cilindro de
tejido en un mandril de micrétomo de criostato; y cortando 25-50 secciones en serie que contienen un promedio de
500 células placentarias notablemente intactas.

Las secciones permanentes pueden prepararse por un procedimiento similar que implica la rehidratacién de los 50
mg de muestra en un tubo de microfuga de plastico; sedimentacion; resuspension en formalina al 10 % durante 4 h
de fijacion; lavado/sedimentacion; resuspension en agar caliente al 2,5 %; sedimentacion; refrigeracion en agua
enfriada con hielo para endurecer el agar; retirada del bloque de tejido/agar del tubo; infiltracién e incrustacion del
bloque en parafina; y corte de hasta 50 secciones permanentes en serie.

V. Purificacion de proteinas

Las técnicas de purificacidon de proteinas son bien conocidas para los expertos en la materia. Estas técnicas
implican, a un nivel, el fraccionamiento en bruto del medio celular en fracciones polipeptidicas y no polipeptidicas.
Habiendo separado el polipéptido de otras proteinas, el polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente
usando técnicas cromatograficas y electroforéticas para conseguir una purificacion parcial o completa (o purificacion
hasta homogeneidad). Los procedimientos analiticos particularmente adecuados para la preparacion de un péptido
puro son cromatografia de intercambio ionico, cromatografia de exclusion; electroforesis en gel de poliacrilamida;
enfoque isoeléctrico. Un procedimiento particularmente eficaz de purificacion de péptidos es cromatografia liquida
rapida de proteinas o incluso HPLC.

La expresion "polipéptido, proteina o péptido purificado", como se usa en el presente documento, pretende hacer
referencia a una composicion, que se puede aislar de otros componentes, en la que la proteina o péptido se purifica
a cualquier grado respecto a su estado obtenible de forma natural. Una proteina o péptido purificado, por lo tanto,
también se refiere a una proteina o péptido, libre del entorno en el que puede producirse de forma natural.
Generalmente, "purificada" se referira a una composicion de proteina o péptido que se ha sometido a
fraccionamiento para retirar otros diversos componentes, y reteniendo sustancialmente dicha composicion su
actividad biologica expresada. Cuando se usa la expresion "sustancialmente purificada", esta denominacion se
referira a una composicion en la que la proteina o péptido forma el componente principal de la composicion, tal como
constituyendo el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas de las proteinas en la composicion.

Diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacion de proteinas seran bien conocidas para los expertos en
la materia. Estas incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato amoénico, PEG y anticuerpos o por
desnaturalizacion por calor o pH acido de las proteinas contaminantes, seguido por centrifugacion; etapas de
cromatografia tales como intercambio idnico, filtracién en gel, fase inversa, cromatografia en hidroxilapatita y de
afinidad; enfoque isoeléctrico; electroforesis en gel; y combinaciones de estas y otras técnicas. Como se sabe
generalmente en la técnica, se cree que el orden de realizacion de las diversas etapas de purificacion puede
cambiarse, o que ciertas etapas pueden omitirse y adn producir un procedimiento adecuado para la preparacion de
una proteina o péptido sustancialmente purificado.

No existen requisitos generales de que el polipéptido siempre tenga que proporcionarse en su estado mas
purificado. De hecho, se contempla que tendran utilidad productos sustancialmente menos purificados en ciertas
realizaciones. La purificacion parcial puede conseguirse usando menos etapas de purificacion en combinacién, o
utilizando diferentes formas del mismo esquema de purificacion general. Por ejemplo, se aprecia que una
cromatografia en columna de intercambio catidnico realizada utilizando un aparato de HPLC generalmente producira
una purificacion de mayor "factor" que la misma técnica utilizando un sistema de cromatografia de baja presion. Los
procedimientos que muestran un grado menor de purificacion relativa pueden tener ventajas en la recuperacion total
del producto proteico, o en el mantenimiento de la actividad de una proteina expresada.

VI. Kits

En mas realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona kits para su uso con los procedimientos de
inmunodeteccion descritos anteriormente para la deteccion de PAG, tal como un kit de inmunodeteccion para
diagnosticar la prefiez en un bovino. En realizaciones especificas, se incluye un anticuerpo que comprende un
dominio de cadena ligera con al menos un 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y un dominio de
cadena pesada con al menos un 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 en el kit. El kit puede incluir
uno o mas recipientes. El recipiente, por ejemplo, puede ser un vial, un tubo, un matraz o una jeringa.
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En realizaciones particulares, el anticuerpo es el anticuerpo monoclonal 2D9. En realizaciones particulares, el kit
incluye uno o mas tubos o pocillos de una placa de microtitulacién con anticuerpo preunido. Como alternativa, el kit
puede incluir anticuerpo preunido a una matriz de columna. El kit puede permitir el ensayo de una Unica muestra, o
mas de una muestra. En algunas realizaciones, el kit incluye una pluralidad de placas de microtitulacion o tubos
recubiertos con anticuerpo que permiten la inmunodeteccion de numerosas muestras de forma concurrente o
consecutiva.

Los reactivos de inmunodeteccion del kit pueden adoptar una cualquiera de una diversidad de formas, incluyendo los
marcadores detectables que se asocian con y/o unen al anticuerpo dado. También se contemplan marcadores
detectables que se asocian con y/o unen a un ligando de unién secundario. Los ligandos secundarios ejemplares
son aquellos anticuerpos secundarios que tienen afinidad de unién por el primer anticuerpo.

Los kits pueden incluir un anticuerpo secundario que tiene afinidad de unién por el primer anticuerpo. El segundo
anticuerpo puede unirse o0 no a un marcador detectable. El kit puede incluir adicionalmente un tercer anticuerpo que
tiene afinidad de union por el segundo anticuerpo, estando unido el tercer anticuerpo a un marcador detectable.
Como se indica anteriormente, se conocen varios marcadores ejemplares en la técnica y/o todos estos marcadores
pueden emplearse en relacién con la presente invencion.

Los kits pueden incluir opcionalmente una composicién dividida adecuadamente en alicuotas de una PAG para
proporcionar un control positivo. Los componentes de los kits pueden basarse en medios acuosos y/o en forma
liofilizada.

VIl. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferidas de la invencion. Debe apreciarse
por los expertos en la materia que en los siguientes ejemplos se representan técnicas descubiertas por el inventor
que funcionan bien en la practica de la invencion y, por tanto, puede considerarse que constituyen modos preferidos
para su practica

Ejemplo 1
Identificacion de PAG que se unen a 2D9

Se emprendieron estudios para identificar las proteinas de unién a 2D9, para caracterizar y secuenciar el anticuerpo
2D9, y para ubicar los sitios de union de PAG a 2D9. Para conseguir esto, se emprendieron dos enfoques (descritos
a continuacion).

Materiales y procedimientos

Inmunoprecipitacion _de PAG con perlas _magnéticas recubiertas con 2D9. Se acopldé 2D9 purificado a perlas
magnéticas Dynal activadas con tosilo de acuerdo con las directrices del fabricante (Dynal). Las perlas magnéticas
recubiertas con anticuerpo se incubaron con 100 microgramos de preparacion enriquecida con PAG (obtenida de
placenta del dia 55) durante 30 min en PBS 1x y se lavaron ampliamente con el mismo tampoén. Las proteinas
unidas se eluyeron usando acido acético pH 3,0 y se sometieron a analisis en gel y de transferencia de Western. La
transferencia de Western se reveld con anticuerpos policlonales de conejo anti-PAG. Las bandas de proteina
inmunorreactiva se cortaron del SDS-PAGE y se sometieron a analisis CL-EM-EM después de digestion con tripsina
(FIG. 3).

Cromatografia de inmunoafinidad de extractos tisulares preparados a partir de tejidos de cardncula (endometrio) y
cotiledén (placenta) del dia 55 de prefiez bovina. En resumen, se acopld 2D9 purificado (10 mg) a un gramo de
sepharose activado con CNBr de acuerdo con las directrices del fabricante (Sigma, St. Louis). La resina de afinidad
por 2D9 (aproximadamente 5,0 ml) se incubd con 25 ml de extracto tisular a pH 7,0, durante una noche para la
union. El siguiente dia, la resina se compacté en una columna y se lavd con PBS 1x para retirar los materiales no
unidos y se eluyd con acido acético pH 3,0. El pH del material eluido se neutralizé con Tris 1 M inmediatamente
después de la elucién hasta pH 7,0. El material eluido se sometié a analisis en gel y de transferencia de Western. La
transferencia de Western se revel6 con anticuerpos policlonales de conejo anti-PAG. Las bandas de proteina 1 a 7
se cortaron del SDS-PAGE y se sometieron a analisis CL-EM-EM después de digestion con tripsina (FIG. 4). Las
identidades de las secuencias peptidicas se determinaron usando analisis BLAST.

La afinidad de uniéon de PAG por 2D9 se determiné por transformacion log-log de los datos de ELISA (FIG. 5)
revelados con el antigeno de unién a 2D9 como patrones de PAG (purificados por cromatografia de inmunoafinidad).
El ensayo se realizé con una serie de patrones de PAG que variaban de 0,05 ng/ml a 50 ng/ml (0,083 nM a 8,3 nM).
El ensayo ELISA se repitié 8 veces. Los datos se analizaron con SoftMax™ (Molecular Devices, Inc., Sunnyvale,
CA).
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Resultados

Inmunoprecipitacion de PAG con perlas magnéticas acopladas a 2D9. El analisis de SDS-PAGE vy transferencia de
Western del material eluido de las perlas magnéticas mostré una uUnica banda de proteina a 67 kDa. La huella
peptidica y el analisis CL-EM-EM identificd esta banda de proteina como boPAG6 (FIG. 3). Sin embargo, este
analisis no revel6 todas las PAG que se unen a 2D9 ya que el analisis usé 100 microgramos de preparacion
enriquecida con PAG para el experimento de inmunoprecipitacion. Este material se aislé por cromatografia de
afinidad por pepstatina de extracto de tejido placentario a pH 5,0, seguido por elucién a pH 9,5. Esta preparacion
también se llam6 "PAG acidas”, una preparacion enriquecida de antigenos PAG prematuros. Para identificar todas
PAG que se unen a 2D9, se realizé cromatografia de inmunoafinidad con extractos tisulares (véase a continuacion).

Analisis de PAG purificadas de extractos tisulares con cromatografia de inmunoafinidad por 2D9. La tincién con azul
de Coomassie del material eluido de la columna de inmunoafinidad mostr6 3 bandas de proteina con pesos
moleculares de 67 kDa, 55 kDa y 50 kDa. Se descubri6 que las tres bandas de proteina también eran
inmunorreactivas en analisis de transferencia de Western con anticuerpos de conejo anti-PAG. Basandose en estos
resultados, todas las bandas de proteinas se cortaron después de SDS-PAGE (FIG.4) y se sometieron a huella
peptidica y CL-EM-EM. Las identidades de las secuencias peptidicas resultantes se determinaron por analisis
BLAST. La tabla 1 muestra un resumen de los resultados de secuencia peptidica y su identificacion como PAG
correspondientes a secuencias de boPAG-4, boPAG-6, boPAG-9, boPAG-20 y boPAG21 por andlisis BLAST. Para
los significados de los parametros de la Tabla 1, véase la descripcion de la FIG.3.

Tabla 1. Resumen de los resultados de secuencia peptidica

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas 3,5,6y 7

Glucoproteina 4 asociada a prefiez de Bos faurus (gi28603710)

Mz Carga| Mr (calculado)|lnicio|Final| Valor |Secuencia peptidica
494,7897 2 969,5647| 323| 331| 97,72 %|VPGQAYILK (SEQ ID NO: 19)
523,7799 2 1027,5127| 362| 369| 99,00 %|LYFSVFDR (SEQ ID NO: 20)
544,7657 2 1069,5193| 127| 136| 98,95 %|TFSITYGSGR (SEQ ID NO: 21)
608,8262 2 1197,6216| 232| 241| 94,10 %|GELNWIPLMK (SEQ ID NO: 22)
671,695 3 1994,0513| 195 212| 99,00 %|LKNEGAISEPVFAFYLSK (SEQ ID NO: 23)
820,4574 3 2440,2678| 172 194| 87,95 %|FDGVLGLSYTNISPSGAIPIFYK (SEQ ID NO: 24)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas 1,2,4y 5

Glucoproteina 6 asociada a prefiez de Bos faurus (gi28603714)

Mz Carga| Mr (calculado)|lnicio|Final| Valor |Secuencia peptidica
886,4235 2 1752,8722| 196 211| 88,08 %|NEGAISEPVFAFYLSK (SEQ ID NO: 25)
881,9394 2 1743,8865| 147| 162| 95,46 %|IGDLVSTDQPFGLCLK (SEQ ID NO: 26)
809,7131 3 2408,1736| 231| 250| 91,77 %|GELNWVPLIQVGDWFVHMDR (SEQ ID NO: 27)
671,6718 3 1994,0513| 194| 211| 97,94 %|LKNEGAISEPVFAFYLSK (SEQ ID NO: 28)
615,3026 2 1210,6022| 183| 193] 98,74 %|TFSGAFPIFDK (SEQ ID NO: 29)
592,9321 3 1757,8154| 212| 227| 99,00 %|DKQEGSVVMFGGVDHR (SEQ ID NO: 30)
511,9066 3 1514,6936| 214| 227| 90,49 %|QEGSVVMFGGVDHR (SEQ ID NO: 31)
467,2242 2 914,4286| 362| 368| 91,26 %|YFSVFDR (SEQ ID NO: 32)
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(continuacion)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas 2y 5

Glucoproteina 9 asociada a prefiez de Bos faurus (gi28603720)

Mz Carga| Mr (calculado)|lnicio|Final| Valor |Secuencia peptidica

467,2146 2 914,4286| 362| 368| 99,00 %|YFSVFDR (SEQ ID NO: 33)

521,2636 2 1022,5185| 138| 146| 99,00 %|GFLAYDTVR (SEQ ID NO: 34)

653,9534 3 1940,8727| 214| 230| 96,15 %|QEGSVVMFGGVDHQYYK (SEQ ID NO: 35)

654,80054 2 1289,5962| 126| 137| 97,70 %|TFTITYGSGSMK (SEQ ID NO: 36)

660,8375 2 1301,6768| 350 360| 94,72 %|ETWILGDAFLR (SEQ ID NO: 37)

3
2
3
3

734,6413 2183,0105| 212| 230| 87,19 %|NKQEGSVVMFGGVDHQYYK (SEQ ID NO: 38)
739,9147 1459,8439| 307| 319| 99,00 %|YLPSITFIINGIK (SEQ ID NO: 39)

817,7423 2432,2222| 147| 169| 99,00 %|IGDLVSTDQPFGLSVVEYGLEGR (SEQ ID NO: 40)
875,3999 2605,2012| 256| 280| 83,62 %|TVIACSDGCEALVHTGTSHIEGPGR (SEQ ID NO: 41)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas 1y 4

Glucoproteina 20 asociada a prefiez de Bos taurus (gi28603736)

Mz Carga| Mr (calculado)|lnicio|Final| Valor |Secuencia peptidica
671,6718 3 1994,0513| 195 212| 97,94 %|LKNEGAISEPVFAFYLSK (SEQ ID NO: 42)
758,8157 2 1497,7511| 215 228| 80,98 %|QKGSVVMFGGVDHR (SEQ ID NO: 43)
886,4235 2 1752,8722| 197 212| 88,08 %|NEGAISEPVFAFYLSK (SEQ ID NO: 44)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas 3,5y 7

Glucoproteina 21 asociada a prefiez de Bos taurus (gi28603738)

Mz Carga| Mr (calculado)|lnicio|Final| Valor |Secuencia peptidica
516,7575 2 1013,497| 362 369| 99,00 %|VYFSVFDR (SEQ ID NO: 45)
544,7657 2 1069,5193| 127| 136| 98,95 %|TFSITYGSGR (SEQ ID NO: 46)
694,3238 3 2061,9712| 258| 277| 98,47 %|VVACSDGCEAVVDTGTSLIK (SEQ ID NO: 47)
3
3
2

753,6964 2240,1| 148| 168| 99,00 %|IGDLVSTDQPFGLSVSEYGFK (SEQ ID NO: 48)
892,1082 2655,2744| 171| 194| 99,00 %|AYDGILGLNYPDESFSEAIPIFDK (SEQ ID NO: 49)
915,4483 1810,8889| 346| 361| 81,37 %|FSSSTETWLLGDAFLR (SEQ ID NO: 50)

Este analisis mostro que cada una de las 3 bandas de proteina, tienen mas de una PAG. (Tabla 1). La banda de 67
kDa contenia péptidos correspondientes a boPAG6 y boPAG20. La banda de proteina de 55 kDa contenia péptidos
que pertenecen a boPAG6 y boPAG9. La banda de proteina de 50 kDa correspondia a boPAG4 y boPAG21 con
boPAG9 como componente minoritario. Estos resultados muestran que el anticuerpo monoclonal 2D9 se une a
boPAG4, boPAG6, boPAGY9, boPAG20 y boPAG21. Este anticuerpo monoclonal se une epitopos comunes a las 5
PAG. La comparacion de secuencia mostré un alto grado de identidad de secuencia entre estas PAG.

Los resultados de ELISA de PAG (FIG. 5) obtenidos usando PAG de unién a 2D9 como patrones se usaron para
calcular el valor Kd usando SoftMax™. El valor Kd de 2D9 se determiné en 0,9 nM (FIG. 5). Por tanto, 2D9 es un
anticuerpo monoclonal de alta afinidad para PAG. Estos resultados muestran que 2D9, un anticuerpo monoclonal
contra PAG, se une a boPAG4, boPAGE, boPAGY, boPAG20 y boPAG21 de extractos tisulares de placenta del dia
55. Las identidades de las secuencias peptidicas obtenidas por CL-EM-EM correspondian a secuencias previamente
caracterizadas de estas 5 PAG (boPAG4, boPAG6, boPAGY, boPAG20 y boPAG21).
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Ejemplo 2
Secuenciacion de proteina y ARNm

Secuenciacion de proteina de 2D9 purificado. La secuenciacion de 2D9 se realizé para identificar las secuencias de
union al antigeno PAG de 2D9. La secuenciacion de 2D9 se consiguidé por procedimientos de secuenciacion de
proteina y ADN. En primer lugar, se separaron las cadenas pesada y ligera del anticuerpo 2D9 por electroforesis en
gel desnaturalizante. Las bandas del gel se escindieron y se sometieron a digestiones con enzima tripsina y
quimotripsina, por separado. Los péptidos resultantes se separaron y secuenciaron por el procedimiento CL-EM-EM
(cromatografia liquida-espectrometria de masas- espectrometria de masas). Los péptidos con un valor de confianza
de >90 % en el andlisis de masa y secuencia se seleccionaron. Las secuencias peptidicas resultantes se usaron
para ensamblar ~80 % de la secuencia de la cadena ligera 'y ~50 % de la secuencia de la cadena pesada.

Secuenciacién del ARNm de cadena pesada y ligera de 2D9. En un segundo enfoque, se secuencid el ARNm
correspondiente a las cadenas pesada y ligera de 2D9 usando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR) con el ARN total preparado a partir de células de hibridoma de PAG 2D9.

En resumen, se cultivaron células de hibridoma que producen anticuerpo monoclonal contra PAG en medio de
cultivo tisular sin suero para producir 1x108 células. Las células se centrifugaron y el sedimento celular resultante se
congeld rapidamente en nitrégeno liquido. El sedimento celular se almacené a -80 °C hasta su uso. El primer ADN
de hebra complementaria (ADNc) se produjo usando el kit Cell-to-cDNA |l adquirido de Ambion, Inc., Austin, TX. El
ARN en las células de hibridoma se transcribié de forma inversa para producir el ADNc sin una etapa de extraccion
de ARN diferente. El molde de ADNCc resultante se usé para amplificar las cadenas ligera y pesada usando reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) con un conjunto de cebadores disefiado para amplificar todas las subclases de
cadenas pesadas y ligeras de raton (Chardes y col., 1999). El producto de PCR resultante se secuencid. Los datos
de secuencia se reunieron con el paquete de software DNA STAR™. El estudio completo se repitié para asegurar la
precision de la secuencia. La segunda repeticiéon de la amplificacion de PCR y la secuenciacion incluyeron
cebadores adicionales para aumentar la cobertura.

El analisis de secuencia mostré que la cadena pesada de 2D9 se obtenia de la subclase IgG1 gamma de ratén y la
cadena ligera se obtenia del tipo kappa. La cadena pesada consistia en 448 restos de aminoacido y la cadena ligera
consistia en 219 restos de aminoacido. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de 2D9 se expone como
SEQ ID NO: 3. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de 2D9 se expone como la SEQ ID NO: 4. La
secuencia de acido nucleico de la cadena ligera de 2D9 se expone como la SEQ ID NO: 5 (FIG. 1). La secuencia de
acido nucleico de la cadena pesada de 2D9 se expone como la SEQ ID NO: 6 (FIG. 2).

Ejemplo 3
Estudios de viabilidad de una prueba de preiiez basada en inmunoensayo en ganado bovino

Se realizé un estudio a gran escala para evaluar la rentabilidad de ensayar la prefiez de forma prematura en el dia
28 en la gestion reproductiva de vacas lecheras. Los animales de estudio estaban localizados en dos sitios
diferentes, uno en California y uno en Wisconsin. Se asignaron 1.050 animales por sitio. La reproduccion inicial se
siguidé por realizacion de una prueba de prefiez basada en inmunoensayo como se describe a continuacién, o por
palpacién convencional. Las muestras se transportaron al laboratorio durante la noche. El estudio us6 un ELISA de
tipo sandwich optimizado con anticuerpos policlonales de conejo anti-PAG. El ELISA de PAG us6 un punto de corte
de 1,7 ng/ml, basado en un estudio de ensayo. Las muestras de sangre se recogieron en el dia 28 y se
transportaron al laboratorio para la prueba de prefiez. El diagnostico de prefiez se consiguio por ELISA de PAG y se
generd un informe de los resultados, y estaban disponibles en 24 horas para el personal de la granja. Las decisiones
de reproduccion se tomaron basandose en los resultados del diagndstico de prefiez del ensayo de PAG para el
grupo de resincronizacion prematura. Las decisiones de reproduccion para el grupo de resincronizacion tardia
(control) se tomaron basandose en la palpacion en los dias 35 a 45. Los resultados de los dos sitios se muestran en
las FIG. 6-8.

La FIG. 6 muestra la precision de un diagnéstico de prefiez basado en laboratorio con ELISA de PAG comparado
con el diagnostico de prefiez basado en ultrasonidos. La FIG. 6 muestra la precision del diagndstico de prefiez en el
dia 28 usando un ELISA basado en laboratorio en comparacion con el diagnéstico de prefiez con ultrasonidos en el
dia 28 en los dos sitios de estudio, Wisconsin y California. La rentabilidad de una prueba de prefiez en el dia 28 en
la gestion de la reproduccion de vacas lecheras se examiné en este estudio beta. Se usé un ELISA de PAG basado
en laboratorio con anticuerpos policlonales para el diagnéstico de prefiez. El sitio de Wisconsin usé reproduccion
estrictamente sincronizada mientras que el sitio de California usé reproduccién sincronizada mas reproduccion
estral. Se usaron aproximadamente 1000 vacas en el estudio por sitio. Las muestras de sangre se recogieron en el
dia 28, se transportaron al laboratorio para la prueba de prefiez. Los resultados se devolvieron a las granjas en 24
horas para posibilitar las decisiones de reproduccién. El estado de prefiez también se determiné por ultrasonidos en
el momento de la recogida de sangre en el dia 28.

La FIG 7. y FIG. 8 muestran los resultados de los parametros de reproduccién usados para determinar la
rentabilidad de la deteccion prematura de la prefiez en la gestion reproductora de vacas lecheras en dos esquemas
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diferentes de reproduccion. Los resultados muestran claramente que hay una reduccién significativa en los dias
receptivos en 10 a 15 dias en el grupo de resincronizacion prematura en comparacion con los controles. Ademas, se
observo una reduccion en los dias entre las inseminaciones en ambos sitios.

Estos resultados muestran que el ensayo prematuro de la prefiez con ELISA de PAG después de 27-30 dias desde
la inseminacién permitia una reproduccion prematura en comparacion con la palpacion. El ensayo prematuro de la
prefiez reducia significativamente los "dias receptivos" en la reproduccion repetida de las vacas. Ademas, el ensayo
prematuro de la prefiez reducia significativamente los dias entre inseminaciones. La estrategia de reproduccion
estral con el ensayo prematuro de la prefiez mostré que reducia la cantidad de inseminaciones por concepcion.

Ejemplo 4
Conceptos de ensayo en granja: prueba de prefiez bovina (tiras)

Se realizé un estudio adicional para evaluar la viabilidad de usar 2D9 en el desarrollo de una prueba de prefiez "en
granja" con tiras de ensayo. Las tiras de ensayo usaron tecnologia de flujo lateral, que es la misma tecnologia usada
en las pruebas de prefiez para el hogar. Las tiras de ensayo de flujo lateral tienen anticuerpo conjugado a oro
coloidal en el extremo de aplicacién de la muestra y un anticuerpo de captura colocado como linea de ensayo en el
centro de la tira. Si hay antigeno de ensayo (PAG) presente en la muestra, entonces el anticuerpo conjugado con
oro de unira al antigeno y el complejo resultante migrara hacia la linea de ensayo. En la linea de ensayo, el
anticuerpo de captura (también creado contra PAG) se unira a este complejo y se concentrara en la linea. Cuando
se retienen complejos suficientes en la linea de ensayo como un sandwich de anticuerpos, aparecera una linea
purpura visible debido al anticuerpo marcado con oro coloidal unido al antigeno de ensayo. Se produjeron y
ensayaron tiras de flujo lateral con mas de 40 combinaciones de anticuerpos (incluyendo 2D9 como anticuerpo de
captura). Ninguna de las combinaciones de tira de flujo lateral produjo sensibilidad y especificidad aceptables. Como
resultado, se evaluaron otros formatos de ensayo de diagndstico rapidos para desarrollar un ensayo "en granja".
Entre los formatos evaluados, los tubos de plastico con aletas internas mostraron resultados prometedores. A causa
de esto, el formato de tubo se selecciond para optimizacién adicional como ensayo de color.

Ejemplo 5
Conceptos de ensayos en granja: prueba de prefiez bovina (placas de multiples pocillos)

En un estudio adicional, se usaron muestras de plasma recogidas de vacas prefiadas confirmadas en el dia 28 para
determinar la sensibilidad y especificidad del ensayo de color. Se determiné la intensidad de color transfiriendo la
solucién de muestra a una placa de muiltiples pocillos recubierta con 2D9. La placa se leyd en un lector de placas
(SpectraMax, Molecular Devices, Inc., CA). El panel de plasma consistia en 20 muestras de vacas prefiadas y 20
muestras de vacas receptivas (no prefiadas). Cada muestra se ensay6 por duplicado. Basandose en la densidad
optica de las intensidades de color obtenidas de las 40 muestras, usando un punto de corte de 0,2 unidades DO
como color de fondo, el ensayo mostré una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 100 % (FIG. 9).

Ejemplo 6
Conceptos de ensayo en granja: prueba de prefiez bovina de color (tubos de plastico)

Materiales y procedimientos. El siguiente protocolo describe el procedimiento optimizado para ensayar la prefiez con
tubos de plastico recubiertos con 2D9. El ensayo puede realizarse con muestras de sangre completa recogidas con
tubos de recogida de sangre K3EDTA o con muestras de plasma.

Materiales. Se adquirieron tubos con nervaduras internas (n.° 214-2131-010) de Evergreen Scientific Company, Los
Angeles, California. El anticuerpo monoclonal contra PAG 2D9 y los anticuerpos policlonales de conejos se
purificaron por cromatografia de afinidad por proteina G. El marcaje con biotina de los anticuerpos policlonales de
conejo de consiguié usando el kit de marcaje con biotina de Roche (n.° 1-418-165, Roche Applied Science,
Indianapolis, Indiana) de acuerdo con las directrices del fabricante. Se adquirié estreptavidina-PoliHRP20® n.° RDI-
PHRP20-SA) que se adquirio de Research Diagnostics, Inc, Concord, MA. El Sure Blue Reserve@ (n.° 53-00-03) se
adquirid de KPL, Inc, Gaithersburg, MD. SuperBlock con TWEEN20® (n.° 37516) se adquirié de Pierce Biotech,
Rockford, IL. El anticuerpo monoclonal 2D9 purificado en soluciéon salina tamponada con fosfato (pH 7,4) con
concentracion conocida; tampén de recubrimiento: Na,CO3 0,1 M, pH 9,3; tampdn de lavado: PBS 1x con Tween20
al 0,05 %; tampodn de dilucion: SuperBlock™ al 10 % en tampdn de lavado.

Marcaje con biotina de anticuerpos policlonales. El anticuerpo policlonal de conejo purificado (1 mg) se us6 para el
marcaje con biotina de acuerdo con el procedimiento recomendado por el fabricante del kit (Roche). En resumen, se
afiadieron 7,6 ul de reactivo de biotina activado en DMSO a 1 ml de anticuerpo en 1,0 ml de solucién de PBS en un
tubo de 1,5 ml. El tubo se colocé en un agitador giratorio con un ajuste de 45 r.p.m. durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después de esta etapa, los contenidos se transfirieron a un Slide-A-lyzer™ de dialisis (Pierce Biotech, n.°
63380) y se dializaron frente a PBS 1x a 4 °C durante 16 horas con 2 cambios de tampén. La IgG marcada con
biotina se recupero del Slide-A-lyzer y se almacend como una soluciéon madre diluida 1:100 con BSA al 1 % en PBS.
Esta solucidn se diluy6 hasta 1:2000 con tampdn de dilucién para el ensayo de la prefiez antes de su uso.
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Recubrimiento con anticuerpo de los tubos. El anticuerpo monoclonal purificado, 2D9 se diluyé en tampén carbonato
sédico 0,1 M (pH 9,3) hasta una concentracion de 1,25 ug/ml para recubrir los tubos. Los tubos se recubrieron con
0,5 ug de anticuerpo en 0,4 ml de tampdn carbonato sédico durante 16 a 18 horas a 4 °C para el recubrimiento. Para
la incubacién, los tubos se colocaron dentro de un recipiente de plastico con una tapa hermética cerrada fuertemente
mas una toalla de papel hiumeda para la humedad y se mantuvo a 4 °C. Después de la incubacion, la soluciéon de
anticuerpo se retird y los tubos se lavaron dos veces con tampoén de lavado. Los tubos después se bloquearon con
0,4 ml de superblock-TWEEN20 durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacion, se retird el superblock y los
tubos se secaron colocandolos en una camara seca durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de esta
etapa, los tubos se sellaron y almacenaron a 4 °C en un recipiente de plastico sin humedad hasta su uso. Los tubos
recubiertos se podian usar durante 6 meses con pérdida minima en el rendimiento de ensayo.

Recogida de muestras. Las vacas se reprodujeron en un estro sincronizado usando un protocolo de sincronizacion
OvSynch. Se usaron aproximadamente 200 vacas para cada reproduccion sincronizada. Se reprodujo un total de
815 vacas por inseminacion artificial (Al) y el dia de Al fue el dia 0. Se recogieron muestras de sangre de 800 vacas
en tubos con anticoagulante K3EDTA (BD n.° 366643) para vacas en los dias 26 y 28 y se transportaron al
laboratorio en hielo por transporte durante una noche. Las muestras de sangre se usaron directamente en el ensayo
de color tras recibirlas. Las vacas se comprobaron para el estado de prefiez por ultrasonidos en el dia -29 y se
reconfirmo por palpacion rectal en el dia -60. Los datos de diagndstico de la prefiez de las 797 vacas estuvieron
disponibles al final del estudio y se usaron para el analisis de la precision del ensayo.

Procedimiento de ensayo de color:

Las muestras de sangre se mezclaron por inversion hasta 10 veces para facilitar la facil transferencia de la muestra.
Se transfirieron cuatrocientos microlitros (0,4 ml) de sangre a cada tubo y los tubos se incubaron en un bafio de
agua a 37 °C durante 15 min. Después de esta incubacion, la muestra de sangre se aspird y los tubos se llenaron
con tampodn de lavado (PBS 1x con Tween20 al 0,05 %). El tampon de lavado se aspird y los tubos se lavaron 2
veces adicionales con tampén de lavado. Después del tercer lavado, se afiadieron 0,4 ml de anticuerpo policlonal
anti-PAG marcado con biotina diluido 1:2000 en tampon de dilucion (SuperblockT20™ al 10 % en tampon de lavado)
a cada tubo y se incubaron durante 15 min a 37 °C en un bafio de agua. Después de la incubacion, los tubos se
aspiraron y se lavaron dos veces con tampoén de lavado. A continuacion, se afiadieron 0,4 ml de estreptavidina-
PoliHRP20 (1:30000) en tampon de dilucion a cada tubo y se incubaron durante 15 min a 37 °C en un bafio de agua.
Después de la tercera incubacion, el contenido de cada tubo se aspird y el tubo se lavé dos veces con tampon de
lavado. A continuacion, se afiadieron 0,4 ml del sustrato de HRP, SureBlueReserve™, y se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Después de la incubacioén, se observé un color azul oscuro en los tubos que recibieron
muestras de vacas prefiadas (FIG. 10). Los tubos que recibieron muestras de animales no prefiados permanecieron
transparentes (FIG. 10). El color puede leerse visualmente para inferir el estado de prefiez. Sin embargo, para
cuantificar el color en el laboratorio, se afiadié un volumen igual (0,4 ml) de soluciéon de parada (HCI 1 N) a cada
tubo que cambid de color azul a amarillo. Después se transfirié un alicuota (0,2 ml) de cada muestra a una placa
ELISA y se registré la densidad éptica a 430 nm. Los valores de DO por encima o iguales a 0,2 se consideraron
"prefiada" y valores por debajo se consideraron "no prefiadas”. El punto de corte de la intensidad de color de 0,2 DO
se establecid previamente con las muestras del panel del ensayo de plasma que se uso para el diagndstico de
prefiez.

Lo siguiente es un breve resumen de las etapas para el procedimiento del ensayo en tubo:

Anadir 400 ul de muestra, 15 min a 37 °C

Lavar 3x para sangre, 2x para plasma

Afadir 400 ul de marcador biotina, 15 min a 37 °C

Lavar 2x

Aradir 400 pl de Poli-HRP20, 15 min a 37 °C

Lavar 2x

Anadir 400 ul de SureBlue Reserve™

Leer - 5 min-15 (azul = prefiada; transparente = receptiva (no prefiada)

N~ WN =

Definiciones de los parametros del analisis de ensayo:
Sensibilidad: Capacidad del ensayo de sangre de identificar vacas prefiadas como prefiadas

Especificidad: Capacidad del ensayo de sangre de identificar vacas receptivas (no prefiadas) como vaca no
prefada

Ventajas del ensayo de color: Los suministros del ensayo incluyen un tubo de sangre de tapén purpura (3,0 ml con
Ko:EDTA) para la recogida de sangre, tubos prerrecubiertos, reactivos, frasco con atomizador y pipetas de
transferencia. Se requiere una incubadora a 37 °C/retorno de agua/bloqueo. A diferencia del ELISA en placa, este
ensayo no requiere una centrifuga para separar el plasma ya que puede usarse sangre completa directamente en el
ensayo. El ensayo tampoco requiere equipos como agitador de placa, equipo para el lavado (lavadora de placas) o
lectura (lector de placas). El lavado puede conseguirse con los frascos con atomizador y las pipetas de transferencia
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se usan para la eliminacion de la solucion de tampén de lavado entre los lavados. El color puede leerse visualmente.
Sin embargo, en el laboratorio, al final del ensayo del ensayo de color (después de la etapa 8), se afiaden 0,4 ml de
solucion de parada HCI 1 N a todos los tubos y se transfiere una alicuota (0,2 ml) a una placa ELISA y se registra la
intensidad del color en un lector de placas. El tiempo de ensayo total es de aproximadamente 2 horas en
comparacion con un ELISA convencional en placa (4 horas). Este ensayo de color puede combinarse
opcionalmente, tal como con placas de 96 pocillos, 48 pocillos o 24 pocillos.

Resultados. Los resultados del ensayo de color con el panel de ensayo de plasma del dia 28 (20 muestras no
prefiadas y 20 prefiadas) se muestran en la FIG. 11A, y los resultados del ensayo con el panel de ensayo de plasma
del dia 55 (20 muestras no prefiadas y 20 prefiadas) se muestran en la FIG. 11B. Todas las muestras no prefiadas
tienen un valor de intensidad de color <0,2 DO mientras que las muestras prefiadas muestran intensidad de color
>0,2 DO.

Usando este valor de punto de corte, ambos paneles de ensayo (FIG. 11A y 11B) mostraron >95 % de sensibilidad y
especificidad. También se ensay6 un conjunto de plasma fresco en este sistema y demostrd proporcionar una clara
separacion de las vacas no prefiadas y las vacas prefiadas (FIG. 12).

Ejemplo 7
Conceptos de ensayo en granja: prueba de prefiez bovina de color (tubos de plastico)

El ensayo se realizé "en granja" como se describe usando un bafio de agua a 37 °C y sin equipo adicional. En este
ensayo de campo, se ensayaron 58 muestras de sangre. El ensayo de color se realizdé con 0,4 ml de muestras de
sangre (FIG. 13) y la confirmacién de la prefiez se consiguié por ultrasonidos (FIG. 14). El color se leyo por tres
personas y no hubo desacuerdo en la valoracion visual de los resultados del ensayo. El ensayo de color era capaz
de identificar las 14 vacas prefiadas. Los 3 individuos valoraron "no concluyentes" 2 muestras debido a un fondo azul
y las muestras se encontraron que eran "no prefiadas”. Este ensayo de campo demostré una sensibilidad del 100 %
y una especificidad del 92,5 % (37/40) en comparacion con ultrasonidos.

Ejemplo 8
Prueba de preiiez de color basada en inmunoensayo de tipo sandwich (tubos de plastico)

Materiales y procedimientos. Se desarrollé un ensayo basado en inmunoensayo de tipo sandwich usando el
anticuerpo monoclonal contra PAG 2D9 anticuerpo de captura y anticuerpo policlonal de conejo marcado con biotina,
anticuerpo secundario. El anticuerpo monoclonal contra PAG se recubre dentro de un tubo de plastico transparente
o pocillo y sirve como trampa. Los tubos usados eran tubos internamente acanalados para aumentar el area
superficial para el recubrimiento con anticuerpo (Evergreen Scientific, Los Angeles, CA). El complejo se detecta con
el sistema de estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano rusticano)/sustrato de HRP. Se obtuvo estreptavidina-Poli-
HRP20 de Research Diagnostics Inc., Concord, MA, y la peroxidasa de rabano rusticano se obtuvo de KPL, Inc.,
Gaithersburg, MD. La deteccion del complejo se indica por un color (azul o amarillo) en el tubo o pocillo, que indica
la presencia de PAG en la muestra. La informacion respecto al establecimiento general de un ELISA para la
deteccion de PAG en el suero de vacas prefiadas y novillas puede encontrarse en Green y col., 2005. El patron de
ensayo fue 0,5 ng a 6,0 ng. El ensayo tarda aproximadamente 4 horas en completarse.

El ensayo puede realizarse con suministros simples de laboratorio en una granja o sitio comparable. En este
ejemplo, una incubadora a 37 °C y pipetas son los Unicos componentes necesarios ademas de los suministros de
reactivos. El concepto de ensayo de color puede combinarse con Ovsynch, Resynch e inseminacion artificial
temporizada (TAI) como parte de una herramienta de tratamiento reproductor para ganado vacuno. El concepto de
ensayo también se amplié a otros analitos, tales como progesterona y otros antigenos de prefiez para aumentar la
precision del diagndstico y para una deteccion anticipada de prefiez antes del dia 26. La combinacién puede
realizarse usando, por ejemplo, placas de 96 pocillos 0 48 pocillos o usando multiples tubos.

Tabla 2. Reactivos de ensayo, suministros e informacion del proveedor

Articulo | Reactivos/suministros de ensayo Propdsito Informacion del
proveedor

1 Anticuerpo monoclonal 2D9 Anticuerpo de recubrimiento

2 Anticuerpo policlonal de conejo Anticuerpo marcado con biotina

3 Estreptavidina-Poli peroxidasa de Amplificaciéon de seial Research Diagnostics

rabano rusticano (HRP) 20 Inc., Concord, MA

4 Sure Blue Reserve™ Sustrato de color para HRP KPL Inc, Gaithersburg,
MD

5 Super Block Usado en tampon de bloque, tampon | Pierce Biotechnology

de lavado y tampén de dilucion Inc., Rockford, IL
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(continuacion)

Articulo | Reactivos/suministros de ensayo Propdsito Informacion del
proveedor
6 Tubos internamente acanalados, Tubo usado para el ensayo Evergreen Scientific,
tubo de 12 x 75 mm, de poliestireno Los Angeles, CA
con 6 nervaduras inferiores.
7 Solucién salina tamponada con Medio tamponante para el Roche
fosfato recubrimiento, blogueo, lavado y
dilucién de biotina-IgG, reactivos de
HRP.
8 Kit de marcaje con biotina (5 Preparacion de IgG marcado con Roche
reacciones) y kit de dialisis, Slide-A- | biotina
Lyzer™
9 Tween 20 Detergente usado en tampon para Sigma Aldrich, St.
recubrimiento, bloqueo, lavado y Louis, MO.
dilucion de biotina-IgG, reactivos de
HRP a concentracién del 0,05 %.
10 Carbonato sédico Tampon de recubrimiento con Sigma Aldrich, St.
anticuerpo Louis, MO.

Resultados. Se evaluaron las pruebas de prefiez de 797 muestras de sangre recogidas de animales del dia 26 y el
dia 28, para la sensibilidad y especificidad comparando con los resultados de ultrasonidos del dia 29 y de palpacion
rectal en el dia 60. Se obtuvieron muestras de plasma. Un punto de corte de 0,2 unidades DO para el diagnéstico de
prefiez. La Tabla 3 muestra la precision del ensayo de sangre en comparacion con el diagndstico de prefiez basado
en ultrasonidos del dia 29 y palpacion rectal del dia 60.

Tabla 3. Analisis de la precision del ensayo de sangre en comparacion con ultrasonidos en el dia 29 (US) y
palpacion rectal en el dia 60

Dia del ensayo de sangre Dia 26 Dia 28

Numero de vacas ensayadas | 357 357 797 797

Comprobacioén de prefiez US del dia 29 | Palpacién del dia 60 | US del dia 29 | Palpacion del dia 60
Sensibilidad 97,4 % 97,5 % 99,3 % 99,3 %
Especificidad 90,1 % 91,2 % 90,9 % 91,2 %

Estos resultados muestran que una prueba de prefiez bovina desarrollada con anticuerpo monoclonal contra PAG,
2D9, proporciona precision comercialmente aceptable con bajos resultados falsos negativos. Este anticuerpo puede
aplicarse en el desarrollo de formatos de ensayo rapido para detectar el estado de prefiez de vacas tan pronto como
en el dia 26 después de la reproduccion con alta sensibilidad y especificidad. Analisis adicionales mostraron que la
precision del ensayo puede mejorarse hasta una sensibilidad del 99 % y una especificidad del 94 % ajustando el
valor de punto de corte a 0,35 unidades de DO.

Ejemplo 9

Aislamiento de un subgrupo de proteinas PAG prematuras adecuadas para desarrollar una prueba de prefiez
bovina

Recogida de tejido. Se recogio tejido de cotileddn fetal de vacas prefiadas prematuras de 50 a 60 dias después de
la inseminacion. De cincuenta a sesenta dias de prefiez es un periodo preferido en la gestacion porque el subgrupo
de proteinas PAG prematuras representa un alta porcentaje de las proteinas PAG totales en o aproximadamente
esta fase de gestacion. Pero mientras el porcentaje de la proteina PAG prematura deseable es alto en o
aproximadamente 50 a 60 dias después de la inseminacion, las proteinas totales y la cantidad de tejido disponible
es pequefia. En o aproximadamente 61 a 250 después de la inseminacion, las proteinas PAG totales y la cantidad
de tejido cotileddn y cardncula fetales es mucho mayor.

Procedimientos que pueden emprenderse para identificar las proteinas que se unen a 2D9 y para ubicar los
sitios de union de PAG a 2D9. Hay cuatro enfoques que pueden adoptarse para identificar las proteinas que se
unen a 2D9, para caracterizar y secuenciar el anticuerpo 2D9, y para ubicar los sitios de union a 2D9. Se realiz6 el
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siguiente estudio:

1. Inmunoprecipitacion de PAG (obtenidas de placenta del dia 55) con perlas magnéticas recubiertas con
2D9. Se acopla 2D9 purificado a perlas magnéticas Dynal activadas con tosilo de acuerdo con las directrices del
fabricante (Dynal). Las perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo se incubaron con 100 microgramos de
preparacion enriquecida con PAG durante 30 minutos en PBS 1x y se lavaron ampliamente con el mismo
tampon. Las proteinas unidas se eluyeron usando acido acético pH 3,0 y se sometieron a analisis en gel y de
transferencia de Western. El analisis de Western se reveld con anticuerpos policlonales de conejo anti-PAG. Las
bandas de proteinas inmunorreactivas se cortaron del SDS-PAGE y se sometieron a anadlisis CL-EM-EM
después de digestion con tripsina.

El siguiente procedimiento es un procedimiento de inmunoprecipitacion alternativo que puede realizarse:

2. Inmunoprecipitacion de PAG (obtenidas de placenta del dia 61 a 250) con perlas magnéticas
recubiertas con 2D9. Puede acoplarse 2D9 purificado a perlas magnéticas Dynal activadas con tosilo de
acuerdo con las directrices del fabricante (Dynal). Las perlas magnéticas recubiertas con anticuerpo pueden
incubarse con 100 pg de preparacion de PAG durante 30 min en PBS 1x y pueden lavarse ampliamente con el
mismo tampon. Las proteinas unidas pueden eluirse usando acido acético pH 3,0 y pueden someterse a analisis
en gel o de transferencia de Western. La transferencia de Western puede revelarse con anticuerpos policlonales
de conejo anti-PAG. Las bandas de proteinas inmunorreactivas después pueden cortarse de SDS-PAGE y
someterse a analisis CL-EM-EM después de digestion con tripsina. Puede purificarse una preparacion altamente
purificada del subgrupo de proteinas PAG prematuras (especificamente PAG 4, 6, 9, 20 y 21) usando este
procedimiento.

Se realiz6 el siguiente estudio:

3. Cromatografia de inmunoafinidad de extractos tisulares preparados a partir de tejidos de caruncula
(endometrio) y cotiledon (placenta) del dia 55 de prefiez bovina. En resumen, se acoplé 2D9 purificado (10
mg) a 1 g de sepharose activado con CNBr de acuerdo con las directrices del fabricante (Sigma, St. Louis). La
resina de afinidad por 2D9 (aproximadamente 5,0 ml) se incubd con 25 ml de extracto tisular a pH 7,0 durante
una noche para la union. El siguiente, la resina se compacté en una columna y se lavé con PBS 1x para retirar
los materiales no unidos y se eluyé con acido acético pH 3,0. El pH del material eluido se neutralizé con Tris 1 M
inmediatamente después de la elucion hasta pH 7,0. El material eluido se sometié a andlisis en gel o de
transferencia de Western. La transferencia de Western se reveld con anticuerpos policlonales de conejo anti-
PAG. Las bandas de proteinas 1 a 7 se cortaron del SDS-PAGE y se sometieron a analisis CL-EM-EM después
de digestion con ftripsina. Las identidades de las secuencias peptidicas se determinaron usando analisis BLAST.

Lo siguiente es un procedimiento cromatografico alternativo que puede realizarse:

4. Cromatografia de inmunoafinidad de extractos tisulares preparados a partir de tejido de caruncula
(endometrio) y cotiledon (placenta) del dia 61 a 250 de prefiez bovina. En resumen, puede acoplarse 2D9
purificado (10 mg) a 1 gramo de sepharose activado con CNBr de acuerdo con las directrices del fabricante
(Sigma, St. Louis). La resina de afinidad por 2D9 (aproximadamente 5,0 ml) puede incubarse con 25 ml de
extracto tisular a pH 7,0 durante una noche para la union. El siguiente dia, la resina puede compactarse en una
columna y lavarse con PBS 1x para retirar los materiales no unidos y puede eluirse con acido acético pH 3,0. El
pH del material eluido puede neutralizarse son Tris 1 M inmediatamente después de la elucién hasta pH 7,0. El
material eluido puede someterse a analisis en gel o de transferencia de Western. La transferencia de Western
puede revelarse con anticuerpos policlonales de conejo anti-PAG. Las bandas de proteinas 1 a 7 pueden
cortarse del SDS-PAGE y someterse a analisis CL-EM-EM después de digestion con tripsina. Las identidades de
las secuencias peptidicas entonces pueden determinarse usando analisis BLAST. Puede purificarse una
preparacion altamente purificada del subgrupo de proteinas PAG prematuras (especificamente PAG 4, 6, 9, 20 y
21) usando este procedimiento.

Ejemplo 10
Identificacion de PAG adicionales de union a 2D9

Se descubrié que el MAb 2D9 reconoce cinco isoformas de PAG (4, 6, 9, 20 y 21) como se resumen en el Ejemplo 1.
Estas isoformas se identificaron por secuenciacion de péptidos por CL/EM/EM de muestras de PAG purificadas
obtenidas de tejidos placentarios recogidos 55 dias después de la reproduccion. EI MAb 2D9 se utilizé
adicionalmente para la purificacién e identificacion de PAG por acoplamiento del anticuerpo a una resina activada
con CNBr para crear una columna de inmunoafinidad. Las PAG presentes en una muestra purificada pueden unirse
(reconocerse) por 2D9. De una manera similar, las PAG presentes en muestras de sangre completa o plasma bovino
en el ELISA de PAG pueden unirse por 2D9 y provocar una respuesta ELISA positiva, indicando prefiez. La elucion
de las PAG purificadas durante el procedimiento de inmunopurificacion se modificd ajustando el pH de 3,0 a 2,5 con
neutralizacion inmediata hasta pH 7,0 durante la recogida del eluyente. La visualizacion de las PAG purificadas por
SDS-PAGE con muestras purificadas se realizé6 esencialmente como se describe anteriormente (por ejemplo,
Ejemplo 1). Se observaron patrones de bandas similares, con tres bandas principales entre 50 y 75 kDa.
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Ademas de los tejidos placentarios recogidos de vacas 55 dias después de la reproduccion, las PAG también se
purificaron de tejidos placentarios recogidos de vacas 215 dias después de la reproduccion. Ciertos miembros de la
familia de proteinas PAG (isoformas) se expresan de forma mas prematura en la gestacion que otros. El conjunto de
PAG expresadas de forma prematura en la gestaciéon se menciona cominmente como PAG prematuras y el
conjunto de PAG expresadas posteriormente en la gestacion, se menciona comunmente como PAG tardias. Los
tejidos placentarios de 55 dias después de la reproduccion son representativos de una fase de gestacion que
expresa PAG prematuras, mientras que los tejidos placentarios de 215 dias después de la reproduccion son
representativos de una fase de gestacion que incluye la expresion de PAG tardias. La visualizacion de las PAG
purificadas por SDS-PAGE de tejidos placentarios del dia 55 y el dia 215 muestra las mismas tres bandas entre 50 y
75 kDa para ambos, sin embargo, la proporcion (intensidad) de la banda de peso molecular mayor es mayor de
tejidos placentarios del dia 215.

Los péptidos de muestras de PAG para tejidos placentarios tanto del dia 55 como del dia 215 se purificaron con una
columna de inmunoafinidad por 2D9 y se analizaron por secuenciacion de péptidos por CL/EM/EM para identificar la
isoforma o isoformas de PAG presentes en las muestras. Las secuencias peptidicas se compararon con las
secuencias de la isoforma de PAG obtenidas de la base de datos UniProt (www.uniprot.org) enumeradas en la Tabla
4. La Tabla 5 muestra un resumen de los resultados de secuencia peptidica y su identificacion como PAG
correspondientes a secuencias de boPAG-16, boPAG-17 y boPAG-19 por analisis BLAST. "Carriles" y "bandas"
(parte inferior, centro) mencionadas en la Tabla 5 se muestran en la FIG. 17. Se muestra un resumen de las
isoformas de PAG caracterizadas en las muestras de PAG purificadas en la Tabla 6.

Tabla 4. Isoformas de PAG con los numeros de acceso a UniProt (SEQ ID NO: 51-62)

Isoforma de PAG | Numero de acceso
1 Q29432

4 046492

6 046494, A5PJW4
9 046497, A4AFV16
16 QITTV8

17 QITTV7, ATMBA4
19 QITTVS

20 Q9TTV4

21 QITTV3

Tabla 5. Resumen de los resultados de secuencia peptidica (incluyendo las SEQ ID NO: 63-74). "MH+" = masa a
carga del péptido mas agua; "Carga" = estado de carga idnica; "P(pep)" = probabilidad de secuencia peptidica;
"Inicio" = aminoacido de inicio de la proteina con la que se alinea el péptido; "Final" = aminoacido de parada de la
proteina con la que se alinea el péptido.

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas del Carril 2 (parte inferior), Carril 3 (centro), Carril 6
(centro), Carril 7 (centro y parte inferior)

Glucoproteina 16 asociada a prefiez de Bos taurus (gi75074836)

MH+ Carga | Inicio | Final P(pep) Secuencia peptidica

1389,65796| 2 215 | 229 2,54E-05 REGSVVMFGGVDHRY (SEQ ID NO: 63)
1046,53052| 2 361 | 370 6,28E-04 RLYFSVFDRG (SEQ ID NO: 64)
1770,90613| 2 197 | 212 7,51E-06 NQGAISDPIFAFYLSK (SEQ ID NO: 65)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas del Carril 2 (parte inferior), Carril 3 (parte inferior), Carril
4 (parte inferior), Carril 5 (parte inferior, Carril 6 (parte inferior), Carril 7 (parte inferior)

Glucoproteina 17 asociada a prefiez de Bos taurus (gi75074835)

MH+ Carga| Inicio | Final P(pep) Secuencia peptidica

1389,65796| 2 215 | 229 2,54E-05 REGSWMFGGVDHRY (SEQ ID NO: 66)
1035,58337| 2 138 | 148 1,69E-05 KGLLVYDTVRI (SEQ ID NO: 67)
1046,53052| 2 361 | 370 6,28E-04 RLYFSVFDRG (SEQ ID NO: 68)
1771,89014| 2 196 | 213 7,53E-07 KNEGAISEPVFAFYLSKD (SEQ ID NO: 69)
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(continuacion)

N.° de banda de proteina: Presente en las bandas del Carril 3 (centro), Carril 4 (centro), Carril 5 (centro),
Carril 6 (centro)

Glucoproteina 19 asociada a prefiez de Bos taurus (gi75051662)

MH+ Carga | Inicio | Final P(pep) Secuencia peptidica

1760,83850| 3 212 | 229 1,00E-06 KDKQEGSVVMFGGVDHRY (SEQ ID NO: 70)
1088,53711| 2 126 | 137 4,36E-06 KTFSITYGSGRI (SEQ ID NO: 71)

2243,06616| 3 213 | 231 1,32E-03 DKQEGSVVMFGGVDHRYYR (SEQ ID NO: 72)
1046,53052| 2 361 | 370 9,55E-04 RLYFSVFDRG (SEQ ID NO: 73)

1770,90613| 2 196 | 213 6,03E-09 KNQGAISEPVFAFYLSKD (SEQ ID NO: 74)

Tabla 6. Isoformas de PAG caracterizadas en tejidos placentarios del dia 55 y el dia 215

Tipo de tejido del dia

Isoformas de PAG

Tipo de tejido del dia 215

Isoformas de PAG

55
carlncula 4,6,9, 16,17, 21 carlncula 4,6,9,17,19, 21
cotiledén 4,6,9,16, 17,19, 21 cotiledén 4,6,9,16, 17,19, 21

caruncula/cotiledén

4,6,9,17,19

caruncula/cotiledon

4,6,9,16, 17, 21

Las secuencias polipeptidicas mostradas en la Tabla 4 se alinearon usando PROTDIST v. 3.5c, por ejemplo, del
paquete PHYLIP (Felsenstein, 1989). Se usod el paquete de analisis Neighbor Phylogenetic Tree de PROTDIST
sobre las secuencias alineadas para generar el arbol mostrado en la FIG. 15. Las alineaciones de las PAG se
muestran en la FIG. 16. Este analisis de las isoformas 1, 4, 6, 9, 16, 17, 19, 20 y 21 de PAG se realizé para
visualizar la relacién de las isoformas basandose en sus regiones de similitud y diferencia. De acuerdo con el
analisis, las PAG 4, 6, 9, 16, 17, 19, 20 y 21 se agrupan juntas, dejando aparte PAG1.
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cggttocctge ttoccagcagt gatgttttga tgacccaaac tccactctoc ctgectgtca 60
gtcttggaga tcaagoctce atttcttgca gatctaggca gagcattgta catagtaatg 120
gaaacaccta tttagaatgg ttcctgcaga aaccaggoca gtctccaaag ctectgatcet 180
acaaagtttc caaccgattt tctggggtec cagacaggtt cagtggoagt ggatcaggga 240
cagatttcac actcaagatc agcagagtgyg aggctgagga tctgggagtt tattactget 300
Ltcaaggttc acatgttccg ctcacgttecyg gtgctgggac caagctggag ctgaaacggqg 360
ctgatgctge accaactgta tccatcttece caccatccag tgagcagtta acatctggag 424
gtgcctrcagt cgtgtgettc ttgaacaact tctaccccaa agacatcaat gtcaagtgga 484
agattgatgg cagtgaacga caaaatggcg tcctgaacag ttggactgat caggacagca H4dQ
aagacagcac ctacagcatg agcagcaccc tcacgttgac caaggacgag tatgaacgac 600
ataacagcta tacctgtgag gccactcaca agacatctac ttcacccatt gtcaagaget 660
tcaacagygaa tgagtgttag agacaaagqgt ccoctga 695
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gotacaggtyg tcoccactococca ggttcagotg cagcagtctg gagcectgaget gatgaagoct 60
ggggroctcag tgaagatatc ctgcaaggot actggetaca tattcagtaa ctactggatg 120
gagtgggtaa agcagaggco tggacatgge cttgagtgga ttggagagat tttacctgga 180
agtgatatta ctaactacaa tgagaagtbtc aaggacaagy ccacattcac tgcagattca 240
tcctccocaaca cggcocctacat gcaactcage agcocctgacat ctgaggactce tgccgtcetat 300
tactgtgcaa gagctgggag tggttactac ggggtatatt actatgctat ggactactgg 360
ggtcaaggaa cctcagtcac cgtctcctca gocaaaacga cacocccatce tgtctatcca 420
ctggoococty gatctgotge ccaaactaac tccatggtga coctgggatg cctggtcaag 480
ggctatttoc ctgagocagt gacagtgace tggaactchtyg gatccctgto cagoggtgtg 540
cacaccttce cagcectgtcocct gcagtctgac ctctacactc tgagcagctc agtgactgtce 600
cectcococagea cctggccecag cgagaccgtc acctgcaacg ttgcccacce ggoccagcago 660
accaaggtygg acaagaaaat tgtgcccagg gattgtggtt gtaagccttg catatgtaca 7240
gtcccagaag tatcatctgt cttcatctte ccoccaaage ccaaggatght goctcaccatt 7840
actctgactc ctaaggtcac gtgtgttgtg gtagacatca gcaaggatga tcoccocgaggtco 840
cagttcagct ggtttgtaga tgatgtggag gtgcacacag ctcagacgca accoccgggaq 900
gagcagttca acagcactit ccgctcagtc agtgaacttc ccatcatgca ccaggactgg 960
ctcaatggeca aggagttcaa atgcagggtc aacagtgrag ctttcoccctge cccoccatcgag 1020
aaaaccatct ccaaaaccaa aggcagaccg aaggctccac aggtgtacac cattccacct 1080
cccaaggagc agatggccaa ggataaagtc agtbctgacct gcatgataac agacttcottc 1140
cctgaagaca ttactgtgga ghtggcagtgyg aatgggcage cagcggagaa ctacaagaac 1200
actcagecca tcatggacac agatggotet tacttegtect acagecaaget caatgtgeag 1260
aagagceaact gggaggoagy aaatactttoc acctgetetyg tgttacatga gggectgeac 1320
aaccaccata ctgagaagag cchctcocccac tctbcoctggta aatgatccca aagtocttgg 1380
agcocctoctgg toctacagga ctactgecagg tgtbccactcce ccotcaaaca 1429
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Thr vVal Ile Ala Cys Ser Asp Gly Cys Glu Ala Leu Val His Thr Gly
1 5 10 15

Thr Ser His Ile Glu Gly Pro Gly Arg
20 25

<210> 42

<211> 18

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 42

Leu Lys Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Lys

<210> 43

<211> 14

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 43

Gln Lys Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg
1 5 10

<210> 44

<211> 16

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 44

Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Rla Phe Tyr Leu Ser Lys
1 5 10 15

<210> 45
<211>8

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 45

Val Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
1 Y

<210> 46
<211>10

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 46

Thr Phe Ser Ile Thr Tyr Gly Ser Gly Arg
1 5 10

<210> 47

<211> 20

<212> PRT
<213> Bos taurus
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Val Val Ala
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Ser Leu Ile

<210> 48

<211> 21

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 48

Ile Gly Asp
1

Glu Tyr Gly

<210> 49

<211> 24

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 49

Ala Tyr Asp
1

Glu Ala Ile

<210> 50

<211> 16

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 50

Phz Ser Ser
1

<210> 51

<211> 380
<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 51
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Cys Ser Asp Gly Cys Glu Ala Val vVal Asp Thr Gly Thr
o} 10 15

Lys
20

Lzu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Ser Val Ser
5 10 15

Phe Lys
20

Gly Ile Leu Gly Leu Asn Tyr Pro Asp Glu Ser Phe Ser
o) 10 15

Prc Ile Phe Azp Lvys
20

Ser Thr Glu Thr Trp Leu Leu Gly Asp Ala Phe Leu Arg
5 10 15
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Asn
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Pro

Val

Phe

Arg
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145

Ser

Gly

Lys

Lys
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Gln

50

Ile

Gln

Pro

Arg

Ile

130

Val

Ile

Trp

Ile

Asn

35

Ile

Lys

Glu

His
115
Thr
Arg

Glu

Asn

Leu

Pro

20

Met

Asp

Phe

Asp

100

Leu

Tyr

Ile

Glu

Tyr
180

Leu

Phe

Gln

85

Phe

Gln

Gly

Gly

Tyr

165

Pro
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Leu

Arg

Asn

Arg

Val

70

Val

Cvs

Ser

Asn
120

Gly

Asn

Leu

Arg

Asn

Gly

55

Tyr

Val

Thr

Ser

Gly

135

Phe

Ile

Gly

Phe

Thr

120

Arg

Val

Glu

41

Leu

Lys

Leu

Asn

Gly

Asp

Pro

105

Fhe

Met

Ser

Gly

Phe
185

Val

10

Thr

Lys

Leu

Asn

Thr

a0

Ala

Arg

Lys

Thr

Arg

170

Ser

Ala

Met

Glu

Thr

Il

=)

Ala

Cvs

Leu

Gly

Asp

155

Ile

Gly

Fhe

Arg

His

Thr

60

Thr

Ser

Thr

Val

140

Gln

Tyr

Ala

Asn

Ala

45

His

Il

Thr

Asn

125

Val

Pro

Asp

Il

Glu

Val

30

Tyr

Pro

Gly

Asp

His

110

Lys

Val

Phe

Gly

Pro
120

Cys
13

Val

Leu

Thr

Leu

95

Val

Thr

His

Gly

Val

175

Il

Ser

Leu

Arg

Pro

a0

Trp

Arg

Fhe

BEp

Leu
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Leu

Phe
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Tyr

Val

225

Gln

Lys

Thr

Leu

Glu

305

Tyr

Cys

Trp

Arg

<210> 52

<211> 380
<212> PRT

Lys

Leu

210

Lsp

Ala

Ile

Ser

Ile

290

Val

Fro

Tyr

Tyr

Gly
370

<213> Bos taurus

<400> 52

Mzt
1

Lys

Leu

195

Ser

His

Gly

Ile

Asp
2715

Gly

Val

Thr

Leu
3b5

Lys

Arg

Ala

260

Ile

Ala

Thr

Fro

Thr

340

Gly

Tyr

Trp

245

Cvys

Val

Ile

Leu

Gly

325

Fhe

Arg
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Gln

Glu

Tyr

230

Ser

Gly

Fro

Pro

310

Arg

Gln

Val

Ile

Trp L=u Val Leu

5

Arg

Arg

215

Glu

Val

Lsp

Fro

Arg

295

Ala

Glu

FPhe

Gly
375

Leu

Ala

200

Glu

Gly

His

Gly

Arg

280

Gly

Ile

Tyr

Leu
360

Leu

Ile

Gly

Glu

Mat

Val
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Arg

345

Arg

Ala

Ser

Ser

Leu

Asp
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Leu

Glu

Fhe
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330

Val
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Arg

Glu

Val

Asn

235

Arg

Ala

Val
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Thr
315

Tyr

Ala

Gly Leu Val ala
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Fro

Val

220

Trp

Ile

Leu

Asn

Tyr

300

Ile

FPhe

Val
380

FPhe

WVal Phe
205

Met Phe

Val Fro

Ser Ile

Val Asp
270

Asn Ile
285

Val Pro

Asn Gly

Asp Arg

S5er Thr

350

Ser Val
365

Ala

Gly

Leu

Glu

255

Thr

Ile

Gly

33%

Glu

FPhe

Ser Glu Cys
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240

Arg
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3 Arg
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320
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Fro

= Arg
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Arg

Glu

His

115

Thr

Arg

Glu

Gly I
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Fro
20

et

Phe
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100

Leu

Tyr
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Glu

- Tyr

180

Ala

Leu

Leu
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Phe

Gln

8o

Fhe

Glu

Gly

Gly

1ab

Thr

Aan

Tyr

Trp ¢

245

Cys

ES 2623459 T3

Arg

Phe
0

Val
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Asp

150

Gly

Glu

Glu

Tyr
230

[#2)
T
I

Arg

]
o]
ju

Gly
85

Tyr

Gly

135

Leu

Phe

Ile

Gly

Arg

214

Lys

Val

Gly

WVal

FPhe

40
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Val

> Phe

Thr
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Arg

Glu

Ala
200

Glu

Gly

Gly
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Lys
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Val
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Ser

Gly

Il=

Glu

Thr

Lys

Leu

Thr
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Arg
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Thr

Met
170

Lsp
250

Lys

HMet

Glu

Thr

Ile

K=

Gly

Ala

Asp

1==

Arg

Glu

Val

Asn

235

Arg

Thr

I
50

Thr

Leu
140
Gln
Phe
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Fro
Val
220

Tre

Leu

Lys

1 Ala

45
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Ile

Ser

Lys

Arg

125

Val

Gln

Asp
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Val
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Met
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Val
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Fro

Gly

Glu
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Arg
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Pro
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Thr
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Gly

Val
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]
i
o

Leu

Arg

Pro
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Trp

Arg

FPhe

Leu
160

Fhe

FPhe

P Gly

Met
240

Arg
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Ser

Leu

Ala

305

Tyr

Cys

Trp

Arg

<210> 53
<211> 379
<212> PRT

Ser

Ile

290

Val

Arg

Fhe

Ile

Arg
370

<213> Bos taurus

<400> 53

Mat

1

Val

Gly

Fro

Gln

Lys

Gln
o]l

Arg

Glu

Asp

275

Gly

Asn

Val

Thr

Leu

3b5Y

Lys

3 Trp

Ile

Asn

35

Ile

FPhe

260

Ile

Ala

Fro
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340

Gly

Leu

Pro

20

Thr

Leu

Gln

Val

Thr

Leu

Gly

325

Fhe

Arg

Val

Leu

Leu

FPhe

Fhe

Val
gh
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Gln

Lys

Val
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Leu
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Arg

Tyr
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Fro

Gln
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Gly

FPhe

Gly
375

Leu

Arg
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Gly

ole}

Val
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Ser
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Gly
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Tyr
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Leu

360
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Gly

Val
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Gly
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Thr
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Ala

Leu

Lys
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Leu
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Leu

Glu

Fhe

Leu

330

Gln

Leu
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Val
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Leu
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315

Tyr
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300
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365
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Gly
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Leu
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Lys

Gly
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Lys

230

Val

Asp
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Leu

Ser

310

Ala

Ser

Thr

Arg
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Lys
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215

Gly
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Gly

Ser
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Ile
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Met
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200
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Met
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Thr
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330
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Thr
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Trp
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Ala
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Tyr Thr Ala Phe Lys Glu His Arg Phe S5er Ser Pro Ile Glu Thr Trp
340 345 350

Leu Leu Gly Asp Val Phe Leu Arg Arg Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg
355 360 365

Gly Asn Asp Arg Ile Gly Leu Ala Arg aAla Val
370 375

<210> 54

<211> 379
<212> PRT
<213> Bos taurus
<400> 54

Met Lys Trp Leu Val Leu Leu Gly Leu Val Ala Phe Ser Glu Cys Ile

Val Lys Ile Pro Leu Arg Arg Val Lys Thr Met Arg Asn Ala Ile Ser
20 25 30

Gly Lys &sn Thr Leu Asn Asn Ile Leu Lys Glu His Ala Tyr Arg Leu
35 40 45

Pro Gln Ile Ser Phe Arg Gly Ser Asn Leu Thr His Pro Leu Arg Asn
50 oo 60

Ile Arg Asp Leu Phe Tyr Val Gly Asn Ile Thr Ile Gly Thr Pro Pro
6b O o 80

Gln Glu Phe Gln Val Ile Phe &sp Thr Gly Ser Ser Asp Leu Trp Val
85 90 95

Bla Ser Ile Phe Cys Asn Ser Ser Ser Cys Ala Ala His vVal Arg Fhe
100 10% 110

Arg His His Gln Ser Ser Thr Phe Arg Pro Thr Asn Lys Thr Phe Arg
115 120 125

Ile Thr Tyr Gly Ser Gly Arg Met Lys Gly Val Val Val His Asp Thr
130 135 140

Val Arg Ile Gly Asp Leu Val Ser Thr Asp Gln Pro Phe Gly Leu Cys
14% 150 1b% 160

Leu Lys Asp Ser Gly Phe Lys Gly Ile Pro Phe Asp Gly Ile Leu Gly
165 170 175
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Gly

Ser

Gly

295

Ile

Tyr

His

Leu

Leu
375

FPhe

Ile

200

Gly

Glu

Met

Cvys

Thr

280

Pro
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Trp
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Ile

200

Gly

Glu
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Ile

Thr
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Trp
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Ala

Val

Il=

Thr
305

Gln

Fro

Gln

Thr

130

Arg

Val

Leu

Ser

210

Hi=

Gly

Il=

His

Arqg

290

Lys

Glu

Leu

115

Tvyr

Il=

Glu

Tvr

Lys

195

Lys

Gln

Glu

Ala

Ile

275

Thr

Tyr

FPhe

FPhe

100

Gln

Gly

Gly

Tyr

Fro

180

Asn

Tyxr

Trp

Cys

260

Glu

Arqg

Leun

Gln
Bh

Cys

Gln

Lys

Tyxr

Arg

245

Ser

Gly

Pro

Pro

ES 2623459 T3

Val

Thr

Gly

Leu

150

Leu

Ile

Gly

Gln

Lys

230

Val

Asp

Pro

Phz

Ser
310

Val

Met

Thr

Ser

135

Val

Glu

Ala

Glu

215

Gly

His

Gly

Gly

Asp

295

Ile

FPhe

Fro

Phe

120

Met

Gly

Fhe

Ile

200

Gly

Glu

Met

Cys

Arg

280

Ser

Thr

50

Lsp

ala

105

Gln

Lys

Thr

Arqg

Ser

185

Ser

Leu

Glu

265

Leu

Lys

Phe

Thr

20

Cys

Pro

Gly

Asp

Asn

140

Gly

Glu

Val

Arqg

250

&la

Val

His

Ile

Gly

Ser

Thr

Fhe

Gln

155

Tyr

Ala

Pro

Val

Trp

235

Ile

Leu

Asn

Tyr

Ile
315

ala

Asn

Leu

140

Pro

hsp

Ile

Val

Met

220

Ile

Val

Val
300

Asn

Fro

Lys

125

Ala

Fhe

Gly

Fro

Phe

205

Phe

Prao

Met

His

Ile

285

Ser

Gly

Lsp

Wal

110

Thr

Tyr

Gly

Val

Ile

190

Ala

Gly

Leu

Lys

Thr

2740

His

Cysa

Ile

Leu
95

Trp

Fhe

Leu

Leu

145

Phe

Phe

Gly

Ile

Arg

255

Gly

Arg

Fhe

Trp

FPhe

Thr

Thr

Ser

160

Gly

Tyr

Val

Glu

240

Thr

Thr

Leu

Ala

Tyr
320



10

FPro

Tyr

Ile

Gly

<210> 57

<211> 380
<212> PRT

Mat

Leu

Asn
370

<213> Bos taurus

<400> 57

Met

1

Val

Gly

Ser

Asn

65

Pro

Val

Phe

Arg

Thr
145

Lys

Lys

Lys

His

50

Ile

Gln

Pro

Arg

Ile

130

Val

Ala

Gly

3%b

Asp

Trp

Ile

Asn

35

Ile

Arg

Glu

His
115

Ile

Arg

Ala

FPhe

340

Arg

Leu

Pro

20

Thr

Ser

Asp

Phe

Asp

100

Phe

Tyr

Ile

Arg

325

Lys

Ala

Ile

Phe

Gln

85

Phe

Gln

Gly

Gly

ES 2623459 T3

Ala

Glu

Phe

Gly

Leu

Arg

Asn

Arg

Lezu

70

Val

Cvs

Ser

Asn
150

Tyr

Leu

Leu
375

Leu

Arg

Asn

Gly

55

Tyr

Val

Thr

Ile

Thr

Arg

360

Ala

Gly

Val

Phe

40

Ser

Val

Phe

Thr
120

Arg

Val

51

Flie Lys Asp

Val
345

Arg

Gln

Leu

Lys

Leu

Asn

Gly

Asp

Pro

105

Phe

Met

Ser

330

Arg

Tyr

Ala

Val

10

Thr

Lys

Leu

Asn

Thr

a0

Ala

Arg

Lys

Thr

Thr

Phe

Val

Ala

Met

Glu

Thr

Il

75

Gly

Cvs

Pro

Gly

Asp
155

Ser

Fhe

Arg

His

Thr

&0

Thr

Ser

Thr

Val

144

Gln

Arg

Arg

Val
365

Lys

Pro

45

Leu

Il

Thr

Thr

125

Val

Pro

Gly

Glu
350

Glu

Thr

30

Tyvr

Fro

Gly

Asp

His

110

Lys

Ala

Phe

Arg
335

Thr

Asp

Cys

15

Leu

Arg

Leu

Thr

Leu

95

Val

Thr

His

Gly

Cys

Trp

Arg

Ser

Leu

Arg

Pro

g0

Trp

Arg

Phe

Asp

Leu
160



<210> 58
<211> 38

Ser

Gly

Tyr

Val

225

Arg

Glu

Thr

Leu

Val

30%

Tyr

Cys

Trp

Arg

0

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 58

Mat

Leu

Lys

Leu

210

Ala

Val

Ile

290

Val

Pro

Tyr

Leu

Gly
370

Ala

Asn

Leu
195

Gly

Ile

Leu

27Y

Gly

Val

Thr

Leu
3b5

Glu

Tyr
180

Lys

3 Arg

Lsp

Ala

260

Ile

Ala

Thr

Pro

Ala

340

Gly

Tyr
165

Pro

Lsp

Tyr

Trp

245

Gln

Thr

Len

Ala

325

Fhe

Arg

ES 2623459 T3

Gly

Asn

Gln

Tyr
230

Ile

Gly

Pro

FPro

310

Pro

Lys

Val

Ile

Leu

Leu

Gly

Arg

215

Val

Lsp

Fro

Arg

295

Ala

Glu

FPhe

Gly
375

Glu

Ala
200

Glu

5 Gly

His

Gly

Gly

280

Gly

Ile

Tyr

Gln

Leu

360

Leu

52

Ser

Cvys

185

Ile

Gly

Glu

Val

Cvys

265

Arg

Ile

Ile

Arg

34%

Arg

Ala

Arg
170

Ser

Leu

Lsp

250

Ala

Val

Lys

Fhe

Leu

330

Val

Leu

Arg

Arg

Gly

Val

Asn

235

Arg

Ala

Ile

His

Thr

31%

Lys

Arg

Tyr

Ala

Phe

Ala

Fro

Val

220

Trp

Ile

Leu

Tyr
300

Ile

Arg

FPhe

Val
380

Asp

Ile

Ile

205

Met

Val

Thr

Val

Asn

285

Val

Ser

36%

Gly

Pro

150

Phe

Fhe

Fro

Met

Lsp

270

Ile

Gly

Arg

Thr

350

Val

Ile

175

Ile

Ala

Gly

Leu

Thr

His

Cys

Ile

Gly

335

Glu

FPhe

Leu

Fhe

Phe

Gly

Ile
240

s Arg

Gly

Asn
320

Tyr



Met

Val

Gly

Ser

Asn

65

Pro

Val

Phe

Asn

Thr

145

Ser

Gly

Asp

Tyr

Val

Lys

Lys

Lys

Gln

50

Ile

Gln

Pro

Ile

Ile

130

Val

Leu

Leu

Asn

Leu

210

Asp

Trp

Ile

Asn

35

Ile

Met

Glu

Ser

His

115

Lys

Arg

Ala

Asn

Leu

195

Ser

His

Leu

Pro

20

Thr

Ser

Asp

Phe

Val

100

Leu

Tyr

Ile

Glu

Tyr

180

Lys

Lys

Arg

Val

Leu

Leu

Ser

Met

Gln

85

Phe

His

Asn

Val

165

Pro

Asn

Asp

Tyr

ES 2623459 T3

Leu

Arg

Asn

Arg

Leu

70

Val

Cys

Ser

Thr

Asp

150

Gly

Asn

Glu

Lys

Tyr

Leu

Gln

Asn

Gly

55

Tyr

Val

Gln

Ser

Gly

135

Leu

Phe

Met

Gly

Arg

215

Lys

Trp

Val

Phe

40

Ser

Val

Phe

Ser

Thr

120

Arg

Val

Asp

Ser

Ala

200

Glu

Gly

53

Leu

Lys

25

Leu

Asn

Gly

Asp

Leu

105

Phe

Met

Ser

Gly

Phe

185

Ile

Gly

Glu

Val

10

Thr

Lys

Leu

Asn

Thr

90

Ala

Arg

Lys

Thr

Ile

170

Ser

Ser

Ser

Leu

Ala

Met

Glu

Thr

Ile

75

Gly

Cys

His

Gly

Asp

155

Pro

Gly

Glu

Val

Asn

Phe

Arg

His

Ile

60

Thr

Ser

Ala

Thr

Leu

140

Gln

Phe

Ala

Pro

Val

220

Trp

Ser

Lys

Thr

45

His

Ile

Ser

Thr

Gln

125

Leu

Pro

Asp

Ile

Val

205

Met

Val

Glu

Thr

30

Tyr

Pro

Gly

Asp

Lys

110

Lys

Val

Phe

Gly

Pro

190

Phe

Phe

Pro

Cys

15

Leu

Ser

Leu

Thr

Leu

95

Val

Val

Tyr

Cys

Val

175

Ile

Ala

Gly

Leu

Ile

Ser

Leu

Arg

Pro

80

Trp

Met

Phe

Asp

Ile

160

Leu

Phe

Phe

Gly

Ile



10

225

Gln

Lys

Thr

Leu

Val

305

Tyr

Cys

Trp

Arg

<210> 59

<211> 380
<212> PRT

Ala

Ile

Ala

Ile

290

Val

Fro

Tyr

Ile

Gly
370

<213> Bos taurus

<400> 59

Met

1

Val

Gly

Ser

Lys

Lys

Lys

Gln
50

Gly

Ile

Leu

275

Gly

Asnh

Val

Thr

Leu

355

Aszsn

Trp

Ile

Asn

35

Ile

Gly

Ala

260

Ile

Thr

Thr

Fro

Thr

340

Gly

Asp

Leu

Pro

20

Thr

Ser

Trp

245

Cys

Lys

Thr

Leu

Ala

325

Phe

Asp

Arg

Val

Leu

Leu

Ser

ES 2623459 T3

230

Thr

Ser

Gly

Fro

Pro

310

Arg

Lys

Val

Ile

Leu

Arg

Asn

Arg

Val

Gly

Pro

Arg

295

Ser

Ala

Glu

Phe

Gly
375

Leu

Gln

Asn

Gly
55

His

Gly

Arg

280

Gly

Ile

Tyr

Asnh

Pro

360

Leu

Trp

Val

Phe

40

Ser

54

Val

Cys

265

Arg

Ser

Ile

Ile

Thr

345

Arg

Ala

Leu

Lys

25

Leu

Asn

Asp

250

Glu

Leu

Lys

Phe

Leu

330

Val

Leu

Arg

Val

10

Thr

Lys

Leu

235

Arg

Ala

Val

His

Thr

315

Lys

Arg

Tyr

Ala

Ala

Met

Glu

Thr

Ile

Leu

Asnh

Tyr

300

Ile

Asp

Thr

Phe

Val
380

Phe

Arg

His

Ile
60

Ser

Val

Asnh

285

Val

Asnh

Ser

Ser

Ser
365

Ser

Lys

Thr

45

His

Met

Asp

270

Ile

Ser

Gly

Glu

Arg

350

Val

Glu

Thr

30

Tyr

Pro

Lys

255

Thr

Gln

Cvys

Ile

Ser

335

Glu

Phe

240

Arg

Gly

Lys

Ser

Asnh

320

Aszsn

Thr

Asp

Cys Ile

15

Leu Ser

Ser Leu

Leu Arg



Asn

65

Pro

Val

Phe

Asn

Thr

145

Ser

Gly

Asp

Tyr

Val

225

Gln

Lys

Thr

Leu

Ile

Gln

Pro

Ile

Ile

130

Val

Leu

Leu

Asn

Leu

210

Asp

Ala

Ile

Ala

Ile
290

Met

Glu

Ser

His

115

Lys

Arg

Ala

Asn

Leu

195

Ser

His

Gly

Ile

Leu

275

Gly

Asp

Phe

Val

100

Leu

Tyr

Ile

Glu

Tyr

180

Lys

Lys

Arg

Gly

Ala

260

Ile

Thr

Met

Gln

85

Phe

Tyr

Asn

Gly

Val

165

Pro

Asn

Asp

Tyr

Trp

245

Cys

Lys

Thr

ES 2623459 T3

Leu

70

Val

Cys

Ser

Thr

Asp

150

Gly

Asn

Glu

Lys

Tyr

230

Thr

Ser

Gly

Pro

Tyr

Val

Gln

Ser

Gly

135

Leu

Phe

Met

Gly

Arg

215

Lys

Val

Gly

Pro

Arg
295

val

Phe

Ser

Thr

120

Arg

val

Asp

Ser

Ala

200

Glu

Gly

His

Gly

Arg

280

Gly

55

Gly

Asp

Leu

105

Phe

Met

Ser

Gly

Phe

185

Ile

Gly

Glu

Val

Cys

265

Arg

Ser

Asn

Thr

90

Ala

Arg

Lys

Thr

Ile

170

Ser

Ser

Ser

Leu

Asp

250

Glu

Leu

Lys

Ile

75

Gly

Cys

His

Gly

Asp

155

Pro

Gly

Glu

Val

Asn

235

Arg

Ala

Val

His

Thr

Ser

Ala

Thr

Leu

140

Gln

Phe

Ala

Pro

Val

220

Trp

Ile

Leu

Asn

Tyr
300

Ile

Ser

Thr

Gln

125

Leu

Pro

Asp

Ile

Val

205

Met

Val

Ser

Val

Asn

285

Val

Gly

Asp

Lys

110

Lys

Val

Phe

Gly

Pro

190

Phe

Phe

Pro

Met

Asp

270

Ile

Ser

Thr

Leu

95

Val

Val

Tyr

Cys

Val

175

Ile

Ala

Gly

Leu

Lys

255

Thr

Gln

Cys

Pro

80

Trp

Met

Phe

Asp

Ile

160

Leu

Phe

Phe

Gly

Ile

240

Arg

Gly

Lys

Ser



Val
305

Tyr

Cys

Trp

Arg

<210> 60
<211> 380
<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 60

Val

Pro

Tyr

Ile

Gly
370

Asn

Val

Thr

Leu

355

Asn

Thr

Pro

Ala

340

Gly

Asp

Leu

Ala

325

Phe

Asp

Arg

ES 2623459 T3

Pro

310

Arg

Lys

Val

Ile

Ser

Ala

Glu

Phe

Gly
375

Ile

Tyr

Asn

Leu

360

Leu

56

Ile

Ile

Thr

345

Arg

Ala

Phe

Leu

330

Val

Leu

Arg

Thr

315

Lys

Arg

Tyr

Ala

Ile Asn

Asp Ser

Thr Ser

Phe Ser

365

Val
380

Gly

Glu

Arg

350

Val

Ile Asn
320

Ser His
335

Glu Thr

Phe Asp



Met

Val

Gly

Ser

Asnh

65

Fro

Val

Phe

Ser

Lys

Lys

Lys

Gln

50

Ile

Gln

Fro

Arg

Ile
130

Trp

Ile

Asnh

35

Ile

Lys

Glu

Ser

His

115

Thr

Leu

Fro

20

Met

Ser

Asp

FPhe

Bsp

100

Leu

Tyr

Val

Leu

Leu

FPhe

Leu

Gln

85

FPhe

Gln

Gly

ES 2623459 T3

Val

Arg

Asnh

Arg

Val

70

Val

Cvys

Ser

Ser

Leu

Arg

Asnh

Gly

55

Tyr

FPhe

Thr

Ser

Gly
135

Gly

Val

Phe

40

Ser

Leu

Leu

Ser

Thr

120

Arg

57

Leu

Lys

25

Leu

Aszsn

Ala

Asp

Fro

105

Phe

Ile

Val

10

Thr

Lys

Leu

Asnh

Thr

20

Gly

Arg

Lys

Ala

Met

Glu

Thr

Ile

75

Gly

Cvys

Leu

Gly

FPhe

Arg

His

Ser

60

Thr

Ser

Ser

Thr

Val
140

Ser

Lys

Ala

45

His

Ile

Ser

Lys

Asnh

125

Val

Glu

Ala

30

Tyr

Fro

Gly

Bsp

His

110

Lys

Ala

Cvys

15

Leu

Arg

Leu

Thr

Leu

95

Val

Thr

His

Ile

Ser

Leu

Arg

Pro

a0

Trp

Arg

Phe

Asp



Thr

145

Ser

Gly

Asp

Tyr

Val

225

Gln

Lys

Thr

Leu

Ala

305

Tyr

Cys

Trp

Arg

Val

Met

Leu

Lys

Leu

210

Asp

Bla

Val

Bla

Il=

290

Val

Pro

Tyr

Met

Gly
370

Arg

Bla

Asn

Leun

195

Ser

His

Gly

Il=

FPhe

275

Arg

Asn

Val

Ser

Leun

355

Asn

Ile

Glu

Tyr

180

Lys

Lys

Arg

Asn

Ala

260

Ile

Ala

Thr

Pro

Thr

340

Gly

Asp

Gly

Tyr

165

Pro

Asn

Asp

Tyr

Tre

245

Cys

Glu

Lys

Leun

Gly

325

Asp

Arg

ES 2623459 T3

Asp

150

Gly

Asn

Gln

Lys

Tyr

230

Ile

Ser

Gly

Pro

Pro

310

Arg

Lys

Val

Il=

Leun

Leun

Val

Gly

Gln

215

Arg

Ile

Gly

Pro

Trp

295

Ser

Bla

=lu

FPhe

Gly
375

Val

Glu

Ser

Bla

200

=lu

Gly

His

Gly

Lys

230

Arg

Ile

Tyr

Leun
360

Leu

58

Ser

His

Ser

185

Ile

Gly

Lys

Met

Cys

265

Fro

Ser

Thr

Ile

Fro

345

Arg

Ala

Thr

Ile

170

Ser

Ser

Ser

Leu

Asp

250

Val

Leu

Lys

Fhe

Leu

330

Leu

Leu

Arg

Asp

135

Fro

Gly

Glu

Val

Asn

235

Ser

Ala

WVal

His

Thr

315

Lys

Ser

Tyr

Ala

Gln

Fhe

Ala

Fro

Val

220

Trp

Ile

Fhe

Asp

Tyr

300

Ile

Asp

Fro

Fhe

Val
380

Fro

Asp

Ile

WVal

205

Met

WVal

Ser

Val

Asn

285

Val

Asn

Ser

Thr

Ser
365

Fhe

Gly

Fro

190

Fhe

Fhe

Fro

Ile

Asp

270

Met

Ser

Gly

Arg

Thr

350

WVal

Ser

Ile

175

Ile

Ala

Gly

Leu

Glu

255

Ile

Gln

Cys

Ile

Arg

335

Glu

Fhe

Leu

160

Leu

Fhe

Fhe

Gly

Ile

240

Arg

Gly

Lys

Ser

Asn

320

Arg

Fhe

Asp



<210> 61

<211> 380
<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 61

Met
1

Fhe

Gly

Asn
=4

Fro

Val

Gly
Thr
145
Ser
Gly

Asp

Tyr

Lys

Lys

Lys

Gln

50

Il=

Gln

Pro

Arg

Il=

130

Val

Val

Leun

Lys

Lenu

Trp

Il=

Ila

Trp

Glu

Arg

Ala

Asn

Leu

195

Ser

Leu

Pro

20

Met

Il=

100

Arg

Tyr

Ile

Glu

Tyxr

180

Lys

Lys

Wal

Leu

Leu

Il=

Gln

85

Ile

Gln

Gly

Gly

Tyr

165

Pro

Asn

ES 2623459 T3

Leu

Arg

Asn

Arg

Fhe

70

Val

Cys

Asp

150

Gly

Asn

Glu

Lys

Leu

Arg

Asn

Gly

55

Tyr

Val

Gly

135

Leu

Fha

Ile

Gly

Gln

Gly

Val

Phe

40

Ile

Fhe

Thr
120

Arqg

Val

Glu

Ala
200

Lys

59

Leu

Leu

Gly

Phe

Met

Ser

Gly

Phe

185

Ile

Gly

Wal

10

Thr

Lys

Leu

Thr

Thr

90

Thr

Arqg

Thr

Arg

1740

Ser

Ser

ala

Mat

Glu

Thr

Ile

75

Ala

Cys

Leu

Gly

Lys

Glu

Val

Fhe

Arg

His

Thr

54

Thr

Thr

Val

140

Gln
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Val
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Arg

Glu
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Leu

Ala
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Trp
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Tyr Tyr
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Trp Ser
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Fro

Pro

310

Arg

Lys

Ala

Ile

Arg Gly
295

Ser Ile

Ala Tyr

Lys Gln

Phe Leu

360

Gly Leu
375

Ser

Ile

Ile

Arg

345

Arg

Ala

Lys

Phe

Leu

330

Phe

Val

Gln

His

Thr

315

Lys

Ser

Tyr

Ala

Tyr

300

Ile

Asp

Ser

Phe

Val
380

val Tyr Cys

Asn Gly Ile

Ser Arg Gly
335

Ser Thr Glu
350

Ser Val Phe
365

Ser

Asnh

320

Arg

Thr
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Arg Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg Tyr

1 5

<210> 64
<211>10

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 64

10

15

Arg Leu Tyr Phz 3er Val Phe Rsp Arg Gly

1

<210> 65

<211> 16

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 65

5

10

Asn Gln Gly Ala Ile Sar Asp Pro Ile Phe Ala Phe Tyr Leu Ser Lys

1 5

<210> 66
<211>15

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 66

Arg Glu Gly Ser val val

1 5
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<210> 67

<211> 11

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 67

Lys Gly Lzu Leu Val Tyr Asp Thr Val Arg Ile
1 5 10

<210> 68
<211>10

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 68

Arg Leu Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg Gly
1 5 10

<210> 69

<211> 18

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 69

Lys Asn Glu Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu Ser
1 5 10 15

Lys Asp

<210>70

<211> 18

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 70

Lys Asp Lys Gln Glu Gly Ser Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His
1 5 10 15

aAarg Tyr

<210> 71
<211>12

<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 71

Lys Thr Phe Ser Ile Thr Tyr Gly Ser Gly Arg Ile
1 5 10

<210> 72

<211>19

<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 72
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Agp Lys Gln Glu Gly Ssr Val Val Met Phe Gly Gly Val Asp His Arg
1 5 10 15

Tyr Tyr Arg
<210>73
<211>10
<212> PRT
<213> Bos taurus
<400> 73

Arg Leu Tyr Phe Ser Val Phe Asp Arg Gly
1 5 10

<210> 74

<211> 18

<212> PRT
<213> Bos taurus
<400> 74

Lys Asn Gln Gly Ala Ile Ser Glu Pro Val Phe Ala Phe Tyr Leu Ser
1 5 10 15

Lys Asp
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo producido por un hibridoma depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTA-8566, o un
fragmento de unién a antigeno del mismo.

2. Una célula aislada depositada con el nUmero de acceso de la ATCC PTA-8566, o una célula descendiente de la
misma que produce el anticuerpo 2D9.

3. Un polinucledtido aislado que codifica un dominio de cadena pesada y ligera del anticuerpo que se une
especificamente a los antigenos asociados a la prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY, PAG16, PAG17, PAG19,
PAG20 y PAG21, en el que el dominio de cadena ligera se selecciona de:

una secuencia polipeptidica con el menos 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y una secuencia
polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 1;y
el dominio de cadena pesada se selecciona de:

una secuencia polipeptidica con al menos 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2y
una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 2.

4. El polinucleétido de la reivindicacion 3, en el que el polinucleétido codifica la cadena ligera de la SEQ ID NO: 3 y/o
la cadena pesada de la SEQ ID NO: 4.

5. El polinucleétido de la reivindicacion 3, en el que el polinucleétido comprende la SEQ ID NO: 5 y/o la SEQ ID NO:
6.

6. Un polipéptido aislado que comprende un anticuerpo que se une especificamente a los antigenos asociados a la
prefiez (PAG): PAG4, PAG6, PAGY, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21, en el que el dominio de cadena
ligera de dicho anticuerpo se selecciona de:

una secuencia polipeptidica con al menos 97 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 y una secuencia
polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 1; y
el dominio de cadena pesada de dicho anticuerpo se selecciona de:

una secuencia polipeptidica con al menos 92 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 y una
secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID NO: 2.

7. El polipéptido de la reivindicacién 6, en el que la cadena ligera del anticuerpo tiene la secuencia polipeptidica de la
SEQ ID NO: 3y la cadena pesada del anticuerpo tiene el polipéptido de la SEQ ID NO: 4.

8. Un procedimiento para detectar la prefiez en un animal bovino que comprende:

a) poner en contacto una muestra obtenida de un animal bovino con un anticuerpo o fragmento del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 6; y

b) determinar si la muestra contiene al menos un primer antigeno asociado a la prefiez (PAG) que es capaz de
unirse especificamente por el anticuerpo o fragmento del mismo, en el que la presencia del PAG en la muestra
es indicativa de la prefiez.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que:

i) el anticuerpo o fragmento del mismo es el anticuerpo monoclonal 2D9;

ii) dicha determinacion de si la muestra contiene al menos un primer antigeno asociado a prefiez comprende
ELISA o transferencia Western;

i) dicha determinacion de si la muestra contiene al menos un primer antigeno asociado a prefiez comprende un
ELISA de tipo sandwich que comprende la union de un PAG al anticuerpo o fragmento del mismo fijado a un
sustrato y una segunda preparacion de anticuerpo marcada con una enzima;

iv) el PAG se selecciona de PAG4, PAG6, PAGY9, PAG16, PAG17, PAG19, PAG20 y PAG21; o

v) el PAG es PAGS6.

10. Un kit que comprende:

a) un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 0 6; y
b) un recipiente para el anticuerpo o fragmento del mismo.

11. El kit de la reivindicacion 10, en el que:

i) el kit se define adicionalmente como que contiene un medio para detectar especificamente la unién entre el
anticuerpo o fragmento del mismo y al menos un primer antigeno asociado a la prefiez (PAG);

ii) el anticuerpo o fragmento del mismo esta unido a un soporte;

iii) dicho soporte es una placa de poliestireno, tubo de ensayo o varilla;
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iv) el kit comprende adicionalmente un marcador detectable;

v) el kit comprende adicionalmente un marcador detectable que es una marca fluorescente o quimioluminiscente;
vi) el kit comprende adicionalmente un marcador detectable que es una enzima; o

vii) el kit comprende adicionalmente un marcador detectable que es fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano
rusticano.

Un procedimiento de purificacion de al menos un primer antigeno asociado a la prefiez (PAG), que comprende:

purificar al menos un primer PAG, respecto a una muestra obtenida de un animal bovino que comprende el al
menos un primer PAG, basado en la afinidad del PAG por el anticuerpo o fragmento del mismo de la
reivindicacion 1 0 6.

El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que:

i) la muestra se obtiene de placenta bovina del dia 50 a 250;

ii) la muestra se obtiene de placenta bovina del dia 61 a 250; o

iii) la purificacion del PAG respecto a la muestra basada en la afinidad del PAG comprende inmunoprecipitacion,
transferencia de Western o cromatografia de inmunoafinidad.
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Cadena ligera de 2D9

CGGTTCCTGCTTCCAGCAGTGATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTT
GGAGATCAAGCCTCCATTTCTTGCAGATCTAGGCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAG
AATGGTTCCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGG
GGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCT
GAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGC
TGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAG TGAGCAGTTAACATC
TGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACT TCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATT
GATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACA
GCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAG TATGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCAC
TCACAAGACATCTACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGTTAGAGACAAAGGTCCTGA

FIG.1

67



ES 2623459 T3

Cadena pesada de 2D9

GCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGATGAAGCCTGGGGCCTCAG
TGAAGATATCCTGCAAGGCTACTGGCTACATATTCAGTAACTACTGGATGGAGTGGGTAAAGCAGAGGCC
TGGACATGGCCTTGAGTGGAT TGGAGAGATTTTACCTGGAAGTGATATTACTAACTACAATGAGAAGTTC
AAGGACAAGGCCACATTCACTGCAGAT TCATCCTCCAACACGGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACAT
CTGAGGACTCTGCOGTCTATTACTGTGCAAGAGCTGGGAGTGGT TACTACGGGG TATATTACTATGCTAT
GGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACOGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCA
CTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGG TGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCC
CTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCT
GCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACOGTC
ACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGG TGGACAAGAAAAT TGTGCCCAGGGATTGTGGTT
GTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGT
GCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGG TAGACATCAGCAAGGATGATCCOGAGGTC
CAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGG TGCACACAGCTCAGACGCAACCCOGGGAGGAGCAGTTCA
ACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAA
ATGCAGGG TCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAMACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCG
AAGGCTCCACAGGTGTACACCAT TCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCT
GCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAA
CTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAG
AAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATA
CTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGATCCCAAAGTCCTTGGAGCCCTCTGGTCCTACAGGA
CTACTGCAGGTGTCCACTCCCCTCAAACA

FIG.2
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Identificacion de PAG de union a 2D9

A B c D E

A. Albumina sérica bovina

B. Cadenas pesada y ligera de 2D9

C. Fraccion enriquecida con PAG

D. PAG de caruncula purificado por afinidad con 2D9
E. PAG de cotiledon purificado por afinidad con 2D9

Las bandas 1 a 7 se cortaron y sometieron
a digestion con tripsinay CL-EM-EM

FIG.4
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75 kD
Parte superior
Centro

50 kD Parte inferior
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