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Anticuerpo monoclonal para la deteccién de IgM totales y especificas de

antigenos en pez cebra

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal para la deteccion en pez
cebra de IgM totales y especificas frente a antigenos, asi como sus usos y
aplicaciones. Por lo tanto, la presente invencion se puede encuadrar en el campo de

la medicina.

ESTADO DE LA TECNICA

El pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en una excelente herramienta para el
estudio del desarrollo embrionario, de la ontogenia del sistema inmune, y del estudio
de la respuesta inmune frente a patologias como infecciones y cancer. En particular,
el pez cebra es un modelo animal muy versatil para el estudio de enfermedades
propias de peces que cursan en aguas calientes y frias, debido a su gran capacidad
de adaptacién al medio. Por otro lado, el pez cebra es la especie cuyo genoma se
encuentra secuenciado en mayor proporcion (80%) [1], respecto a otras especies de

interés como la trucha.

Sin embargo, y al contrario que en otras especies de peces, no existe hasta la fecha la
posibilidad de determinar/cuantificar los anticuerpos del tipo IgM que el pez cebra (Zf)
genera frente a un antigeno nativo conformacional en el desarrollo de la respuesta
inmune mediada por anticuerpos. Se han producido anticuerpos que reconocen la
cadena pesada IgM de Zf (IgM-Zf), pero siempre que ésta se encuentre
desnaturalizada, es decir, en conformacién casi lineal, cuando pierde la conformacién
adecuada para reconocer el antigeno en su conformacién natural. Este hecho limita la
deteccion de gran cantidad de anticuerpos especificos frente a antigenos de estudio
en modelos de enfermedades humanas y animales. Cabe destacar las enfermedades
causadas por virus o bacterias que conllevan infecciones con grandes pérdidas
econdmicas en peces de piscifactoria [2]. Una de ellas es la enfermedad causada por
un rhabdovirus (novirhabdovirus) que causa infecciones en multiples especies con
grandes pérdidas econdmicas en peces salvajes y de piscifactoria: el virus de la

septicemia hemorragica viral (VHSV).
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Se hace por lo tanto necesario obtener un anticuerpo frente a IgM-Zf que reconozca
anticuerpos de Zf generados frente a antigenos conformacionales. La capacidad de
determinar de forma cualitativa y cuantitativa los anticuerpos IgM-Zf que produce el
pez cebra en respuesta a antigenos concretos, permitira desarrollar nuevas
estrategias de vacunacion basadas en este modelo de pez, frente a patdégenos que

afectan a humanos y a otros organismos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se demuestra el uso de un anticuerpo monoclonal que
reconoce especificamente la secuencia SEQ ID NO: 1, para la deteccion de la cadena
pesada de la IgM de pez cebra. Ademas, se han caracterizado por primera vez
anticuerpos frente a IgM-Zf especificos de la proteina G del virus VHSV, que confieren
proteccion frente a la infeccion por VHSV, y de la proteina flagelina de Marinobacter

algicola, como ejemplos de uso de los anticuerpos de la presente invencion.

A partir del plasma de un solo pez cebra, las IgM-Zf especificas se pueden determinar
por técnicas conocidas por el experto en la materia, por ejemplo seroldgicas (ELISA),
inmunoquimicas (Western-blot), de inmunofluorescencia y de citometria de flujo
(FACS).

El anticuerpo monoclonal de la presente invencién también puede usarse “in vivo”

mediante técnicas de imagen por fluorescencia.

En un primer aspecto la invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal que reconoce
especificamente la secuencia SEQ ID NO: 1. En adelante nos referiremos a él como al

“anticuerpo de la invenciéon”.

El término “anticuerpo”, tal como aqui se utiliza en la presente invencion, se refiere a
moléculas de inmunoglobulinas y porciones (o fragmentos) inmunolégicamente activas
de moléculas de inmunoglobulinas. Es decir, moléculas que se unen especificamente
(inmunorreaccionan) con un antigeno, tal como, por ejemplo, un péptido o una
proteina (un inmundégeno o epitopo). El término “anticuerpo” comprende anticuerpos
monoclonales y anticuerpos policlonales, en la presente invencion el anticuerpo es
monoclonal, y se refiere a un anticuerpo intacto o a fragmentos inmunolégicamente

activos de él, e incluye anticuerpos humanos, humanizados y de origen no humano,

3
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recombinantes, quiméricos y sintéticos. En el contexto de esta invencion el término
anticuerpo se refiere a la inmunoglobulina que el animal o una célula hibrida ha

sintetizado de forma especifica frente a la secuencia SEQ ID NO: 1.

Ejemplos de porciones o fragmentos de inmunoglobulinas inmunolégicamente activas
incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2, los cuales pueden ser generados tratando el

anticuerpo con una enzima, por ejemplo pepsina.

Los “anticuerpos monoclonales” son poblaciones homogéneas de anticuerpos
idénticos, producidos por un hibridoma, es decir, una célula hibrida producto de la
fusion de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y unica célula madre y una
célula plasmatica tumoral, que estan dirigidos contra un unico sitio o determinante
antigénico. El procedimiento de obtencion de los anticuerpos monoclonales de la
invencién puede realizarse segun meétodos convencionales, conocidos en el estado de
la técnica. Opcionalmente, dichos anticuerpos pueden purificarse por medios
convencionales, tales como cromatografia de afinidad, proteina A-Sepharosa,

cromatografia con hidroxiapatito, electroforesis en gel o dialisis.

Tal y como es conocido por el experto en la materia, hay cinco isotipos o clases
principales de inmunoglobulinas: inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina D (IgD),

inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A (IgA) e inmunoglobulina E (IgE).

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invenciéon el anticuerpo es de

tipo 1gG, preferiblemente IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4; mas preferiblemente es 1gG1.

Una realizacion mas preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al
anticuerpo donde dicho anticuerpo esta expresado a partir de la linea celular
(hibridoma) depositada en la autoridad internacional Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bajo la designacion
DSM ACC3243, en la presente invencion también se denomina hibridoma 4F6E7 y
genera el anticuerpo 4F6E7 (o también denominado 4F6E7 anti-IgM-zf). El depdsito
tuvo lugar el 5 de junio de 2014 en esta autoridad de depédsito en Braunschweig,

Alemania.

En una realizacién particular el anticuerpo puede comprender una etiqueta detectable.

Una realizaciéon aun mas preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al

4
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anticuerpo donde dicho anticuerpo esta conjugado con un fluorocromo, una enzima,
una particula de oro, una nanoparticula, un péptido u otra proteina de interés, por

ejemplo una proteina o péptido ligando de un receptor.

El término “etiqueta detectable” o “marcaje” en la presente invencion hace referencia a
una etiqueta molecular que permite la deteccion, localizacion y/o identificacion de la
molécula a la que esta unido, mediante procedimientos y equipamiento adecuados
para la deteccién, bien mediante medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos o quimicos. Ejemplos de etiquetas detectables para el marcaje de
compuestos incluyen, aunque no se limitan a isotopos radiactivos, sustratos
enzimaticos, co-factores, ligandos, agentes quimioluminiscentes, fluoréforos, enzimas
(por ejemplo peroxidasa), receptores y combinaciones de éstos. En una realizacion
particular el anticuerpo esta marcado con biotina, avidina, estreptoavidina, fosfatasa
alcalina o peroxidasa de rabano (HRP). Métodos para el marcaje y guia para la
eleccion de marcajes adecuados para diferentes propdsitos son conocidos por el

experto en la materia.

El anticuerpo monoclonal puede ser alterado bioquimicamente, por manipulacion
genética o puede ser sintético, puede también carecer de porciones que confieran

ventajas.

El anticuerpo de la invencién también puede reconocer especificamente variantes de
la secuencia SEQ ID NO: 1. Las variantes pueden tener al menos un 70% de
identidad (un 70, 71,72, 73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100% de identidad). El anticuerpo también

puede reconocer fragmentos de la secuencia SEQ ID NO: 1 o de sus variantes.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
proporcion de aminoacidos idénticos entre dos péptidos o proteinas que se comparan.
Los métodos de comparacién de secuencias son conocidos en el estado de la técnica,
e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP o BLASTN, ClustalW y
FASTA. Podemos considerar, que péptidos o proteinas con porcentajes de identidad

de, al menos, un 70% mantendran las mismas propiedades de dicho péptido.
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En una realizacién particular la presente invencidon también se refiere a una
construccion génica que es capaz de generar el anticuerpo del primer aspecto de la

presente invencion.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere al antisuero que comprende el
anticuerpo del primer aspecto de la invencion. En adelante nos referiremos a él como

al “antisuero de la invencion”.

El término “antisuero” se refiere a un suero obtenido tras la inmunizaciéon de un animal
con un inmundgeno. El antisuero comprende anticuerpos especificos de dicho
inmunogeno generados tras la respuesta inmune producida en el animal. En el
contexto de la presente invencion el inmundégeno es el péptido de secuencia SEQ ID
NO: 1 y el antisuero comprende anticuerpos monoclonales especificos generados

frente a dicha secuencia.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicidon que
comprende el anticuerpo del primer aspecto de la invencion o el antisuero del segundo

aspecto de la invencion, preferiblemente, es una composicion farmacéutica.

El término "composiciéon farmacéutica" en esta memoria hace referencia a cualquier
sustancia usada para diagnéstico, prevencion, alivio, tratamiento o curacion de una
enfermedad en el ser humano o en los animales, en la presente invenciéon en pez
cebra. La composicion farmacéutica de la invencién puede utilizarse tanto sola como
en combinacién con otras composiciones farmacéuticas. En una realizacién preferida,
la composiciéon farmacéutica ademas comprende un vehiculo o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de la
composicién farmacéutica, que comprende el anticuerpo de la invencion, la estabiliza
o ayuda en su preparacion en el sentido de darle una consistencia, forma, sabor o
cualquier otra caracteristica funcional especifica. Asi pues, los excipientes podrian
tener la funcidon de mantener los ingredientes unidos como por ejemplo almidones,
azucares o celulosas, funcidén de endulzar, funcién de colorante, funcion de proteccion
como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcion de relleno de una

pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacién como por ejemplo el fosfato de
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calcio dibasico, funcion desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes

y su absorcion, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” (o “farmacoldégicamente aceptable”) se
refiere a aquellas sustancias, o combinacién de sustancias, conocidas en el sector
farmacéutico, utilizadas en la elaboracion de formas farmacéuticas de administracion
e incluye, pero sin limitarse, solidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. El vehiculo
puede ser una sustancia inerte o de accion analoga a cualquiera de los compuestos
de la presente invencion y cuya funcion es facilitar la incorporacion del farmaco asi
como también de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y administracion o
dar consistencia y forma a la composicion farmacéutica. Cuando la forma de
presentacion es liquida, el vehiculo es el diluyente. El término “farmacolégicamente
aceptable” se refiere a que el compuesto al que hace referencia esté permitido y

evaluado de modo que no cause dafio a los organismos a los que se administra.

La composicion farmacéutica de esta invencion puede ser facilitada por cualquier via
de administracion, para lo cual dicha composicion se formulara en la forma

farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a una célula que expresa el anticuerpo
del primer aspecto de la invencion. En una realizacién particular la célula es la
depositada en la institucion de depésito Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH de acuerdo con el tratado de Budapest
bajo la designacion DSM ACC3243 el dia 5 de junio de 2014 y que fue depositada por
el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). La
célula DSM ACC3243 (hibridoma DSM ACC3243) también se denomina hibridoma

“4F6E7 anti-lgM-zf” en la presente invencion.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro o in vivo del anticuerpo del
primer aspecto de la invencion o del antisuero del segundo aspecto de la invencion
para la deteccion y/o cuantificacion de anticuerpos IgM de Danio rerio. Por lo tanto

sirve para detectar y/o cuantificar IgM totales y también IgM especificas de antigeno.

En una realizacion particular del quinto aspecto de la presente invencion se refiere al
uso donde los anticuerpos IgM de Danio rerio que se detectan y/o cuantifican son los

que reconocen la proteina G del virus de la septicemia hemorragica virica. Por lo tanto
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el anticuerpo del primer aspecto de la invencion o el antisuero del segundo aspecto de
la invencion sirven también para distinguir individuos (pez cebra) infectados de

individuos protegidos frente a la infeccion por el VHSV.

El virus de la septicemia hemorragica virica (VSHV o viral haemorrhagic septicaemial
virus, VHSV) es un virus de la familia Rhabdoviridae, género Novirhabdovirus que
produce septicemia hemorragica en muchas especies de peces incluyendo
salménidos y ciprinidos como el pez cebra. Preferiblemente se refiere a las cepas

(cepas francesas) 23-75y 07-71.

La glicoproteina G (gpG) del virus de la septicemia hemorragica virica (VHSV) es una
proteina anclada a la membrana del virus de numero de acceso en el Genbank
A10182, preferiblemente la de la cepa 07-71, cuyo numero de acceso al GenBank es
AJ233396.1)

El término “in vitro” se refiere a que el método de la invencion se realiza fuera del

cuerpo del sujeto. Es decir, se realiza en una muestra biolégica de un sujeto.

El término “muestra bioldgica” en la presente invencion se refiere a cualquier muestra
que permita analizar los anticuerpos IgM del individuo del que se ha obtenido dicha
muestra, en la presente invencion de Danio rerio, e incluye, pero sin limitarnos, fluidos
bioldgicos o tejidos de un individuo, obtenidos mediante cualquier método conocido
por un experto en la materia que sirva para tal fin. La muestra biolégica podria ser, por
ejemplo, pero sin limitarse, una muestra de fluido, como sangre, plasma, suero o
tejido. La IgM a detectar y/o cuantificar en la presente invencién también puede estar

libre en el fluido bioldgico o situada en la membrana celular.

La muestra bioldgica en la presente invencion puede ser fresca, congelada, fijada o

fijada y embebida en parafina.

El término “in vivo” se refiere a que el uso del anticuerpo de la invencion se realiza
dentro del cuerpo del sujeto. Por ejemplo, mediante la introduccion (por inyeccién) del
anticuerpo de la invencion en el interior del pez cebra. Cuando se realiza de esta
manera la deteccion y/o cuantificacion se puede realizar por métodos de

fluorescencia, de modo que el anticuerpo de la invencién puede estar marcado con



10

15

20

25

30

35

una etiqueta fluorescente o ser detectado por otro anticuerpo a su vez marcado con

una etiqueta fluorescente.

En la presente invencioén el término “sujeto” se refiere a un pez cebra (Danio rerio). En

la presente invencion los términos “sujeto” e “individuo” se usan indistintamente.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro o in vivo del anticuerpo del
primer aspecto de la invencién o del antisuero del segundo aspecto de la invencion
para el diagndstico o prondstico de enfermedades que cursan con variacion
(significativa) en el numero de anticuerpos IgM de Danio rerio. Por ejemplo,
enfermedades viricas y bacterianas en humanos que se estudien en pez cebra,
enfermedades viricas o bacterianas que cursen en peces, trastornos del sistema

inmune o las relativas al trasplante de 6rganos, entre otras.

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere al uso in vitro o in vivo del anticuerpo
del primer aspecto de la invencion o del antisuero del segundo aspecto de la invencién
para el diagndstico o prondstico del virus de la septicemia hemorragica virica (VHSV),

es decir, para el diagndstico de la septicemia hemorragica causada por el VHSV.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro o in vivo del anticuerpo del
primer aspecto de la invencién o del antisuero del segundo aspecto de la invencion
para el cribado de farmacos que varian el numero de anticuerpos IgM de Danio rerio.
Por ejemplo, los farmacos pueden ser farmacos anti-tumorales, farmacos que
aumenten o disminuyan poblaciones celulares en la respuesta inmune, y todos

aquellos que puedan cursar con el cambio de expresion de anticuerpos.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere al uso in vitro o in vivo del anticuerpo del
primer aspecto de la invencién o del antisuero del segundo aspecto de la invencion
para el cribado de antigenos reconocidos por anticuerpos IgM de Danio rerio. Los
antigenos pueden ser todos aquellos que se le administren a un pez cebra contra los
que generara anticuerpos y también los inducidos por infecciones experimentales
contra virus de peces, por ejemplo VHSV, SVCV (Spring Viraemia of Carp Virus) u

otros.

Una realizacion preferida del quinto, sexto, séptimo, octavo y noveno aspecto de la

invencion se refiere al uso donde la deteccion y/o cuantificacién, el diagndstico, el
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pronostico o el cribado se realiza mediante inmunoensayo, preferiblemente mediante
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), western-blot, inmunoquimica,

inmunohistoquimica , inmunofluorescencia o citometria de flujo.

El término “inmunoensayo” o “técnica inmunoquimica de analisis” es un método
inmunoquimico de analisis en el que se emplea un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno. El inmunoensayo se caracteriza por el uso de
propiedades de union especificas de un anticuerpo particular para aislar, dirigir y/o
cuantificar el antigeno. Los inmunoensayos comprenden, sin limitarse a, técnicas
inmunoldgicas tales como ELISA, Western-blot, RIA (radioinmunoensayo), EIA
competitivo (inmunoensayo de enzima competitivo), DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich-ELISA), cromatografia de inmunoafinidad, ensayos de tira o de flujo lateral
(lateral-flow immunoassay), inmunoprecipitacion, dot-blot , citometria de flujo, técnicas
de inmunomarcaje, técnicas inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas,
inmunofluorescencia, técnicas basadas en el uso de biochips de biomarcadores, de
biosensores o microarrays que incluyan anticuerpos especificos o ensayos basados
en la precipitacion coloidal en formatos tales como los “dipsticks”. Entre los ensayos
tipo ELISA son conocidos diferentes tipos de ELISA, tales como el ELISA directo, ELISA
indirecto o ELISA tipo sandwich, de caracter competitivo o no competitivo. Dentro de
otros inmunoensayos también se encuentran los inmunosensores cuyo principio de
transduccion puede ser optico, electroquimico, masico o termométrico. Igualmente,
también se incluyen los inmunosorbentes o sistemas de extraccidbn por
inmunoafinidad, que permiten la extraccion selectiva del analito en el seno de una
mezcla compleja. Estos sistemas, suelen ser materiales biohibridos, resultado de la
union estable del anticuerpo a un soporte solido (polimero, material inorganico,
particulas metalicas, etc.), y que se utilizan para la separacion o extraccién del analito
del resto de componentes de la matriz. Tales formatos pueden ser heterogéneos u

homogéneos, secuenciales o simultaneos, competitivos o no competitivos.

Un décimo aspecto de la presente invencion se refiere al método in vitro para la
deteccion y/o cuantificacion de anticuerpos IgM de Danio rerio que comprende las
siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
del primer aspecto de la invencién o el antisuero del segundo aspecto de la
invencion; y

b. detectar y/o cuantificar la union especifica.
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Los anticuerpos IgM detectados y/o cuantificados pueden ser IgM totales o IgM

especificas de determinados antigenos.

Se entiende por “unién especifica” a la union (reaccion, interaccion o reconocimiento

especifico) entre el anticuerpo de la invencién y la IgM de Danio rerio.

La incubacion del anticuerpo o antisuero con la muestra bioldgica aislada se realiza
bajo condiciones que permiten la formacién de complejos antigeno-anticuerpo y se
mantiene durante un periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una respuesta

inmunoldgica.

Un onceavo aspecto de la presente invencion se refiere a un método in vitro para el
diagndstico de enfermedades que cursan con variacion en el numero de anticuerpos
IgM de Danio rerio que comprende las siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
del primer aspecto de la invencién o el antisuero del segundo aspecto de la
invencion; y
b. cuantificar la uniéon especifica del anticuerpo o del antisuero del paso (a),
es decir, cuantificar los anticuerpos IgM totales;
c. comparar la concentracion de los anticuerpos IgM de pez cebra con un
control;

d. atribuir la diferencia significativa a la enfermedad.

Enfermedades que se pueden detectar mediante este método pueden ser
enfermedades viricas y bacterianas en humanos que se estudien en pez cebra,
enfermedades viricas o bacterianas que cursen en peces, trastornos del sistema

inmune o las relativas al trasplante de 6rganos entre otras.

Un doceavo aspecto de la presente invencién se refiere a un método in vitro para el

diagndstico del virus de la septicemia hemorragica virica (VHSV) que comprende las
siguientes etapas:

a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo

del primer aspecto de la invencién o el antisuero del segundo aspecto de la

invencion; y

11
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b. detectar y/o cuantificar la unién especifica a anticuerpos IgM de Danio rerio
especificos del VHSV.

Un treceavo aspecto de la presente invencion se refiere a un método in vitro para
evaluar la proteccion frente al VHSV en Danio rerio que comprende las siguientes
etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
del primer aspecto de la invencién o el antisuero del segundo aspecto de la
invencion; y
b. detectar y/o cuantificar la unién especifica a las IgM de Danio rerio que

reconocen la proteina G del VHSV.

En una realizacion particular del treceavo aspecto de la invencién las IgM de Danio

rerio que reconocen la proteina G del VHSV estan unidas a la proteina G del VHSV.

Un catorceavo aspecto de la presente invencién se refiere a un método in vitro para
para el cribado de farmacos que varian el numero de anticuerpos IgM de Danio rerio
que comprende las siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
del primer aspecto de la invencién o el antisuero del segundo aspecto de la
invencion; y

b. detectar y/o cuantificar la union especifica.

El método del catorceavo aspecto de la invencion ademas puede comprender los
siguientes pasos o combinaciones de ellos: antes del paso (a), la administracién de
los distintos farmacos a grupos de peces en las condiciones de estudio de tiempo y
concentracion determinada requerida para cada farmaco y conocida por el experto en
la materia; la obtencion del plasma de cada pez individualmente, preferiblemente
antes de la administracion del farmaco y/o después de la administracion de dicho
farmaco; en el paso (b) medir por la técnica de ELISA indirecto el niumero de
anticuerpos totales; y/o asociar la variacion de anticuerpos tras la medicion a cada

farmaco administrado.

Un quinceavo aspecto de la presente invencion se refiere a un método in vitro para
para el cribado de antigenos reconocidos por anticuerpos IgM de Danio rerio que

comprende las siguientes etapas:
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a. poner en contacto una muestra bioldgica de Danio rerio con el anticuerpo
del primer aspecto de la invencion o el antisuero del segundo aspecto de la
invencion; y

b. detectar y/o cuantificar la unién especifica.

El método del quinceavo aspecto de la invencién ademas puede comprender los
siguientes pasos o combinaciones de ellos: antes del paso (a) administrar el antigeno
(proteina, péptido o virus) para inducir inmunidad; la extraccion del plasma de cada
pez de forma individualizada; realizar un ELISA indirecto usando en fase sélida
pegado a la placa el antigeno contra el que queremos determinar los anticuerpos; y/o

valorar de forma cualitativa y cuantitativa la positividad de las muestras.

El método del quinceavo aspecto de la invencion también permite investigar si una

cohorte de peces han sido infectados con patégenos concretos.

Una realizaciéon preferida del décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y
quinceavo aspecto de la invencion se refiere al método donde la deteccion y/o
cuantificacion, diagnéstico o cribado se realiza mediante ELISA, western-blot,

inmunoquimica, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o citometria de flujo.

En otra realizacion particular del décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y
quinceavo aspecto de la presente invencion el anticuerpo de la presente invencién

puede estar marcado con una etiqueta detectable.

En otra realizacion particular del décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y
quinceavo aspecto de la presente invencion ademas puede comprender otro
anticuerpo secundario que reconozca al anticuerpo de la presente invencion y donde

dicho anticuerpo secundario puede estar marcado con una etiqueta detectable.
En otra realizacion particular del décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y
quinceavo aspecto de la presente invencién el método también puede comprender un

paso de comparacion con una muestra de referencia (control).

El término “muestra de referencia” entendida en la presente invencién se refiere, por

ejemplo, pero no se limita a, las muestras tomadas de individuos que presentan una
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concentracion conocida de anticuerpos IgM-Zf (“control positivo”) o que no presenta la

dichos anticuerpos (“control negativo”).

El método del décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y quinceavo aspecto
de la invencion también puede realizarse in vivo si en vez de la muestra biolégica se
utiliza el pez cebra vivo. En dicho caso el anticuerpo del primer aspecto de la
invencién o el antisuero del segundo aspecto de la invencion se introduce en el interior
del pez cebra vivo mediante cualquier técnica conocida por el experto en la materia,
por ejemplo mediante administracién oral, intravenosa, intraperitoneal o subcutanea.
Preferiblemente en este caso el anticuerpo de la invencion esta marcado mediante
una técnica conocida por el experto en la materia que permita detectarlo en un
organismo vivo, por ejemplo fluorocromos o péptidos o proteinas de interés

detectables.

Un dieciseisavo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de obtencion
de un anticuerpo monoclonal que reconoce la cadena pesada del anticuerpo IgM de
Danio rerio que comprende:

a. obtener el suero o plasma previamente extraido de un animal no-
humano inmunizado con una proteina recombinante que comprende,
preferiblemente consiste en, el péptido de secuencia SEQ ID NO: 1,

b. obtener un hibridoma a partir del suero o plasma que genere
anticuerpos monoclonales frente a la cadena pesada de los anticuerpos

IgM de Danio rerio.

Preferiblemente, ademas comprende una etapa (c) de aislamiento o purificacion del
anticuerpo monoclonal a partir del hibridoma generado en la etapa (b). Mas
preferiblemente el animal no-humano es un mamifero que se selecciona de la lista

que consiste en cerdo, chimpancé, ratén, rata, conejo y cobaya.

El término “purificar” tal y como se emplea en la descripcion, se refiere al aislamiento y
concentraciéon del anticuerpo de la invencién respecto del resto de anticuerpos
presentes en el medio de cultivo y/o en la célula de la invencion. El aislamiento del
anticuerpo de la invencion puede llevarse a cabo mediante técnicas de solubilidad

diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque.
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La extraccion del suero o plasma del animal inmunizado se lleva a cabo mediante
cualquier método conocido por el experto en la materia, por ejemplo mediante
extraccidn sanguinea, posterior coagulacion de ésta, eliminacion del coagulo y
aislamiento del suero. Se entiendo por “suero” el componente de la sangre resultante
de permitir la coagulaciéon de ésta u eliminar el coagulo de fibrina y otros

componentes.

Un diecisieteavo aspecto de la presente invencion se refiere a un anticuerpo
monoclonal obtenido mediante el método del dieciseisavo aspecto de la presente
invencion. Preferiblemente de isotipo es IgG, mas preferiblemente IgG1, 1gG2, 1IgG3 o
IgG4, en una realizacion particular es IgG1. La presente invencion también se refiere
al uso del anticuerpo del diecisiete aspecto de la invencion para los usos descritos en

el quinto, sexto, séptimo, octavo y noveno aspecto de la invencion.

Un dieciochoavo aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o un dispositivo
que comprende el anticuerpo del primer aspecto de la invencién, el antisuero del
segundo aspecto de la invencion, la composicion del tercer aspecto de la invencion o
la célula del cuarto aspecto de la invencidn. El dispositivo puede ser un dispositivo

electrénico.

En una realizacion particular el anticuerpo de la invencion esta unido a un soporte
sélido comprendido en el kit o en el dispositivo, por ejemplo, pero no limitado a: vidrio,
plastico, tubos, placa, placas de multiples pocillos, membranas, soportes de silicio,
soportes de plastico, discos compactos, filtros, capas de gel, soportes metalicos, un

dispositivo, cualquier otro soporte conocido, o una mezcla de ellos.

El kit de la invencion comprende los elementos necesarios para llevar a cabo los
métodos descritos en el décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y quinceavo
aspectos de la invencién. Este kit puede comprender, sin ningun tipo de limitacion,
tampdn, enzimas, agentes para prevenir contaminacion, otros anticuerpos que
reconozcan al anticuerpo de la invencion, etc. También puede incluir los soportes y
recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion. También puede
contener ademas controles positivos o negativos. También puede comprender las

instrucciones para llevar a cabo su utilizacion.
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Un diecinueveavo aspecto de la presente invencion se refiere al uso del kit o del
dispositivo del dieciochoavo aspecto de la invencion para llevar a cabo el método
descrito en el décimo, onceavo, doceavo, treceavo, catorceavo y quinceavo aspectos

de la invencion.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 El monoclonal 4F6E7 detecta las IgM totales semipurificadas de un pool de
suero de Zf en western-blot (WB) de forma similar al anticuerpo policlonal resultante

de la inmunizacion de los ratones.

FIG. 2 Se utilizé una cantidad fija por pocillo en fase sélida de IgM-Zf semipurificada.
Después se estudio la capacidad de reconocimiento del suero policlonal de ratén anti-
IgM-Zf (dilucién 1/100) y el anticuerpo monoclonal 4F6E7 purificado y a concentracion
de 1mg/ml usado en diluciones 1/25, 1/50, 1/100 y 1/200. También se comparé el
sobrenadante del cultivo del hibridoma 4F6E7 sin purificar y un suero de ratén no

relacionado a diluciéon 1/100.

FIG. 3 El monoclonal 4F6E7 detecta IgM de Zf especificas de antigeno. La
inmunizacion Zf con la proteina flagelina (M. algicola) induce la produccion de IgM
especificas contra esta proteina. Mediante un ELISA de captura y usando el

monoclonal 4F6E7 podemos diferenciar los peces inmunizados de los controles.

FIG. 4 Estudio de los niveles de IgM especificas contra la proteina G de VHSV. En el
eje Y se representa la absorbancia medida, y en el eje X los grupos de peces
estudiados. El monoclonal 4F6E7 detecta IgM de Zf especificas contra la proteina G
de VHSYV tras la vacunacion oral con distintas combinaciones de adyuvantes/G. Cada
circulo representa el plasma de un pez. Los grupos de peces vacunados oralmente
fueron +il17 (pMCV1.4-i117 + pT2MCV1.4-G), +il22 (pMCV1.4-i122 + pT2MCV1.4-G),
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+il12 (pMCV1.4-il12 + pT2MCV1.4-G), +def12 (pMCV1.4-def12 + pT2MCV1.4-G)
(donde G es proteina G, il es interleucina y def12 es beta defensina), grupo vacunado
con plasmido control negativo/vacio (pT2MCV1.4) y grupo vacunado con la proteina G
sin adyuvantes (pT2MCV1.4-G). En la figura se observa que el monoclonal 4F6E7
detecta mas anticuerpos especificos contra la proteina G (usando el fragmento 11 [3])

en los grupos que se administra la il17 y la iI22 como adyuvantes.

FIG. 5 Representacion del espectro de poblaciones del bazo y rifidén cefalico de pez
cebra separadas mediante citometria de flujo (FACS). Las poblaciones celulares
obtenidas pueden diferenciarse en linfocitos (regién P3), progenitores mieloides
(region P10) y eritrocitos (region P5), encontrando positividad para IgM en las dos

primeras (Tabla1). FSC-A, forward scatter (lineal); SSC-A, side scatter (logaritmico).

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

MATERIAL Y METODOS

1. Disefio de péptidos de la IgM de pez cebra como inmunégenos

Se estudio la secuencia de proteina de la cadena pesada de la IgM de pez cebra (n°
acceso GenBank AY643753) en relacion a la prediccion de hidrofilicidad, antigenicidad

y epitopos lineales [4-6].

Se eligio la secuencia del péptido “LNFKWKDPAGKDLSDFVQYP”, que se localiza en
la region CH1 de la cadena pesada de la IgM-Zf, es especifica de la inmunoglobulina
M y no tiene reactividad cruzada con otras especies. Esta secuencia se sintetizo
quimicamente (GL Biochem, China) y se conjugaron a 8 unidades de este péptido a
una estructura denominada MAP (Multiple Antigenic Peptide) para que el péptido
tuviera una naturaleza mas inmunogénica, por métodos conocidos por el experto en la
materia, ademas, también se obtuvo de forma comercial (Chinapeptides, China) el

péptido conjugado a la proteina KLH (Keyhole limpet hemocyanin) [7].
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Se comparé con otro péptido (SEQ ID NO: 2; CDEPAYGYKNSTSEP) siendo
sorprendentemente el péptido de secuencia SEQ ID NO: 1 el que generé6 mejores
resultados. Los anticuerpos generados frente a la secuencia SEQ ID NO: 2 no
funcionaron en ELISA para detectar los anticuerpos IgM de Zf, mientras que los
anticuerpos generados frente a la secuencia SEQ ID NO: 1 sorprendentemente si

funcionaron.

2. Inmunizacion de ratones

Mediante un procedimiento estandar, se inocul6 un grupo de 5 ratones con 10
microgramos del péptido- MAP junto con adyuvante completo de Freund (1:1) por via
intraperitoneal. Se repiti6 con adyuvante incompleto de Freund (1:1) repetidas
ocasiones separadas 15 dias. El grupo control se inocul6 por la misma via con suero
fosfato salino (PBS) y adyuvante de Freund. La inmunidad generada se estudio
mediante ELISA con los sueros pre-inmune de los ratones y los recogidos tras 15 dias

de cada inoculacion.

3. Obtencion de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se generaron mediante la técnica descrita por Kdhler y
Milstein en 1975 [8]. Se procedio a la extracciéon del bazo del ratdn mejor inmunizado,
y se fusionaron esas células del bazo con la linea plasmacitoma SP2/0. La fusion
celular se realiz6 mediante procedimientos estandar y se sometid a seleccion con
medio suplementado con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT). Tras doce dias
de seleccion, en aquellos pocillos que presentan un crecimiento adecuado se
recogieron muestras del sobrenadante y se analizaron por ELISA frente al antigeno
con el que se inmunizd (péptido-MAP). Para el inmunoensayo enzimatico en fase
solida (ELISA), se tapizaron placas de poliestireno de 96 pocillos (MaxiSorp, NUNC)
con una solucion de 100 pl/pocillo de tampdn carbonato/bicarbonato (pH 9,6) y 2
ug/pocillo de la proteina KLH fusionada al péptido, y las placas se mantuvieron en
humedad a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron dos
veces con 100 pl/pocillo de tampdn de lavado (130 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO,, 1,7 mM KH,;PO4, 0,1 % Tween ®20, pH 6,8) y se bloquearon durante una
hora con 100 pl/pocillo de tampén de dilucion (130 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,, 1,7 mM KH,PO,, 0,1 % Tween ®20, 4 % de leche desnatada en polvo, pH

6,8). A continuacion, se incubaron a temperatura ambiente y durante una hora con
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100 pl/pocillo de los sobrenadantes de los pocillos de los hibridos en crecimiento.
Después se lavaron las placas dos veces con tampon de lavado y se incubaron una
hora con 100 pl/pocillo del anticuerpo secundario anti-lgM conjugado con peroxidasa
(NA931V, GE Healthcare Life Sciences) a una dilucion 1/3000 en tampdn de dilucion.
Después se lavaron las placas tres veces y se revelaron afadiendo 50 ul/pocillo de
orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD, Dako, Dinamarca) disuelta en tampdn sustrato
(150 mM citrato soédico, 3 mM H;O,, 0,24 mM mertiolato, pH 4,8) esperando el
desarrollo de color durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, se frend la reaccion con 50 pl/pocillo de 2 M H,SO, y se leyo la
absorbancia de las placas en un lector ELISA Multiskan RC a 492 y 620 nm. La Aszonm
se utilizé para corregir diferencias individuales de absorbancia entre pocillos. Los

resultados se expresaron como Aug, - Aszo.

Las células de los pocillos positivos se recuperaron y se realizdé un proceso clonacion
por diluciéon limite. Para ello, las células de fusién se plaguearon a una densidad de 1
célula por pocillo. Aquellos pocillos en los que cayo una sola célula produjeron un
unico clon viable y posteriormente se analiz6 la produccion de anticuerpos especificos
mediante el ELISA descrito anteriormente. Se realizaron 4 rondas de clonacién para
asegurarnos la especificidad del clon y su estabilidad. Finalmente, se realizdé un ELISA
frente a 3 antigenos para valorar su especificidad: 1) el péptido MAP, 2) el péptido

conjugado a KLH y 3) frente a suero de Zf que contenia IgM-Zf totales.

Se obtuvieron los anticuerpos monoclonales: 4F6E7, 1D11, 18C5B5, 18C5C10,
18C6C8 y 18C6B10.

4. Isotipado del anticuerpo monoclonal de ratoén.

Los sobrenadantes de los clones finales obtenidos se estudiaron para determinar el
isotipo mediante el uso de un kit comercial (Mouse Immunoglobulin Isotyping Kit,

Invitrogen) por la técnica de ELISA.

5. Purificacion de IgM totales de Zf.

Se obtuvo plasma de 200 peces cebra que fueron sedados con tricaina metano
sulfonato (MS-222, Sigma, a una concentracion final de 100 mg/ml) y posterior corte

de la cola para el sangrado [9]. La sangre de 100 Zf se recogi6 en 200 pl/pez de una
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solucién anticoagulante con 6,4 g/l de citrato sédico y 1,5 g/l de EDTA en suero salino
isoténico (Grifols, Barcelona, Espana). Posteriormente, el plasma se sometié a
cromatografia de afinidad de tipo tiofilica siguiendo las instrucciones del fabricante
para su uso (Pierce Thiophilic Adsorbent, Thermo Scientific, EEUU). Las IgM totales
obtenidas se titularon mediante ELISA para conocer la concentracion relativa para su

uso posterior en Western-blot y ELISA.

6. Inmunizacion de peces cebra con flagelina

Se inmunizé mediante inyeccion intraperitoneal un grupo de veinte Zf con 1 yg de
flagelina FR de Marinobacter algicola [10] cada tres semanas, hasta un total de 5
inmunizaciones. Los sueros de peces cebra se obtuvieron previa anestesia por
inmersion en agua con MS-222 y mediante sangrado por cola hasta su muerte como
se ha detallado anteriormente. Con el fin de obtener el mayor volumen posible de
sangre evitando la coagulacion, las muestras de sangre se recogieron en 200 pl /pez
de una solucién anticoagulante descrita anteriormente, y se centrifugaron a 14.000
revoluciones/minuto (rpm) durante dos minutos para separar el sobrenadante diluido
del pellet celular. Asi, se estima que el suero recogido se encuentra diluido alrededor
de 1/20 o 1/30. Para el estudio disponiamos de los siguientes tipos de suero: 1)
Sueros de peces inmunizados con flagelina; 2) sueros de peces no inmunizados (16
Zf en 440 pl de anticoagulante) y 3) sueros de peces no inmunizados con distinto

grado de hemodlisis.

7. Inmunoensayo enzimatico indirecto (ELISA) para la deteccion de

anticuerpos anti-flagelina y anti-lgM-Zf

Se tapizaron placas de poliestireno de 96 pocillos (MaxiSorp, NUNC) con 2 ug/pocillo
del correspondiente antigeno (flagelina, IgM-Zf semipurificada), en funcion del ensayo,
disuelto en 100 pl/pocillo de tampdn carbonato/bicarbonato (pH 9,6) y se mantuvieron
en humedad a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron dos
veces con 100 pl/pocillo de tampdn de lavado (130 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO,, 1,7 mM KH,;PO4, 0,1 % Tween ®20, pH 6,8) y se bloquearon durante una
hora con 100 pl/pocillo de tampén de dilucion (130 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,, 1,7 mM KH,PO,, 0,1 % Tween ®20, 4 % de leche desnatada en polvo, pH
6,8). A continuacion, se incubaron a temperatura ambiente durante una hora con 100

Ml/pocillo de los sueros de peces cebra diluidos 1/10 en tampdén de dilucion. Se
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lavaron las placas dos veces con tampon de lavado y se incubaron una hora con el
anticuerpo monoclonal anti-lgM de pez cebra obtenido en ratén, diluido a la mitad en
tampon de dilucion (100 pl/pocillo). Después de lavar las placas, se incubaron durante
una hora con 100 pl/pocillo de un anticuerpo policlonal anti-IgGs de ratén obtenido en
oveja y conjugado con peroxidasa (NA931V, GE Healthcare Life Sciences) diluido
1/3000 en tampoén de dilucidon. Se lavaron las placas tres veces y se revelaron
anadiendo 50 pl/pocillo de orto-fenilendiamina 1 mg/ml (OPD, Dako, Dinamarca)
disuelta en tampon sustrato (150 mM citrato sédico, 3 mM H,0,, 0,24 mM mertiolato,
pH 4,8) esperando el desarrollo de color durante 30 minutos a temperatura ambiente y
en oscuridad. Finalmente, se frend la reaccién con 50 pl/pocillo de 2 M H,SO, y se
leyé la absorbancia de las placas en un lector Elisa Multiskan RC a 492 y 620 nm. La
As2onm S€ utilizd para corregir diferencias individuales de absorbancia entre pocillos.

Los resultados se expresaron como Aoz - Aso.

8. Deteccion de IgM en la membrana de distintas poblaciones celulares de

Zf mediante citometria de flujo

De un pez cebra sacrificado, previa sedacién ya descrita, se aislé y homogenizé el
bazo y rifidn cefalico mediante el uso de una malla de 70 micras (BD Falcon, Madrid,
Espafia) y un buffer compuesto de PBS 1x + 2% de BSA (albumina bovina) y 0,02%
de azida sddica. Este buffer se us6 para favorecer el paso por la malla de las células y
su conservacion. Las células se separaron en distintas alicuotas para incubarlas con
el monoclonal 4F6E7-FITC (1000 mg/ml) a diluciones 1/50, 1/100, 1/3000 y una
alicuota sin marcar como control. Después de la incubacion con el monoclonal, las
células se lavaron 3 veces con el buffer descrito. Finalmente, las células se fijaron con
formaldehido al 0,1% y se analizaron en un citometro de flujo FACSCanto Il (BD
Biosciences, Madrid, Espafia). El grupo control sirvido para establecer las diferentes

regiones poblacionales y la fluorescencia basal dentro de cada region.

9. Preparacion de los plasmidos para la inmunizacién oral.

En la presente invencién se usaron pMCV1.4 [11] y pT2MCV1.4 [12] como vectores
plasmidicos donde poder clonar diferentes transgenes de interleucinas de pez cebra
(17,112, 122, beta defensina (def12)) y la glicoproteina G del virus de la septicemia
hemorragica (VHSV, cepa 0771) [13], respectivamente. Se eligié pT2MCV1.4-G (que

contiene la glicoproteina G del virus VHSV) porque era el de mayor expresion en
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células epiteliales de pez, y por tanto el mejor candidato para la inmunizacion oral [12].
El plasmido pMCV1.4 se encuentra bajo el promotor de expresion de citomegalovirus

y se ha comprobado un buen nivel de expresion [11].

10. Formulacion de las microesferas de DNA-alginato para la vacunacion oral

El procedimiento de preparacion de estas microesferas de DNA-alginato fue adaptado
del descrito en [14]. Brevemente, 166 pl de una solucion 3% de alginato sédico se
mezcld con 100 microgramos de cada DNA plasmidico en 500 pl de H,O en un tubo
de cristal de 4 ml y mezclando lentamente mediante agitacion con un agitador
magnético durante 10 minutos. Después se afadieron 3 ml de aceite de parafina y
Span 80 (70 ml + 350 ul, respectivamente) y la mezcla se emulsioné durante 30
minutos con agitacion maxima. Para remover el exceso de parafina, las microesferas
de alginato formadas se centrifugaron y lavaron con etanol al 70% y finalmente se

resuspendieron en 100 pl of H,O.

11. Inmunizacion oral de los peces cebra.

Peces adultos de tamafio extra-grande de 600-800 mg (~ 4 cm de longitud) fueron y
mantenidos a 24-26°C en acuarios de 30 litros con agua tamponada (1 g de CaCl2, 1
g de NaHCO3 and 0,5 g de sales marinas “Instant Ocean”, dando lugar a un agua de
200-300 pS y pH 7,8-8,2), filtros bioldgicos correspondientes y una dieta comercial.
Dos grupos de 5 peces fueron estudiados por métodos estandar para confirmar la
ausencia de virus de salménidos (VHSV e IPNV, virus de la necrosis pancreatica)
mediante el cultivo en monocapas de células EPC/ZF4. Para la inmunizacion oral, a
grupos de 10 peces se les co-administro 10 yl de los complejos plasmido-alginato
conteniendo 10 yg de pT2MCV1.4-G y 5 pg de cada plasmido adyuvante pMCV1.4-
117, pMCV1.4-1122, pMCV1.4-1112, pMCV1.4-def12), mientras que los grupos control
solo recibieron un plasmido: pT2MCV1.4-G y pMCV1.4. La administracion se realizé
con una punta de 20 pl que se introdujo en la boca llegando hasta el eséfago de cada
pez, proceso descrito previamente [14, 15]. Los peces se anestesiaron previamente
por inmersion en 50 mg/ml de tricaina-etanosulfonato (MS-222, Sigma, Madrid,

Espafa) tamponado en PBS.

12. ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos anti-G de VHSV
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Para evaluar si las inmunizaciones fueron eficaces en inducir anticuerpos contra la
proteina G del virus VHSV, se realizé un ELISA indirecto usando como fase sélida una

parte de la proteina G, denominada fragmento 11 [3].

Se obtuvo el plasma de los peces inmunizados como se ha descrito previamente.
Para el ensayo se usaron placas de poliestireno de 96 pocillos (Maxisorb®, Nunc) con
2 ug por pocillo del fragmento 11 adherido en fase sélida. Esto se consigue mediante
la incubacion a 37°C toda la noche de los 2 ug del fragmento 11 en 100 ul de agua
bidestilada por pocillo [3]. Al dia siguiente y para reducir la union inespecifica, los
pocillos se bloquearon durante 60 minutos con 100 ul del buffer de dilucién (0,5 %
BSA, 0,1 % Tween® 20, 0,01 % mertiolato, 0,005 % rojo fenol, en PBS a pH 6,7)
conteniendo 50 pg de extracto de E. coli BL21 y 25 pg de leche por ml. Tras los
lavados, los pocillos se incubaron durante 60 min con 100 pl/pocillo de plasma de pez
cebra diluido 5x en buffer de dilucién. Tras lavar de nuevo, los pocillos se incubaron
durante 30 minutos con el anticuerpo monoclonal 4F6E7 diluido 50 veces.
Posteriormente se lava, y se anade el sustrato 1/1000 del anticuerpo de conejo anti-
raton conjugado a peroxidasa de rabano (Sigma Chem. Co, St. Louis, EEUU, Ref.
A9044). La reaccion de color se desarroll6 afadiendo 50 pl/pocillo de orto-
fenilendiamina 1 mg/ml (OPD, Dako, Dinamarca) disuelta en tampén sustrato (150 mM
citrato sodico, 3 mM H,0,, 0,24 mM mertiolato, pH 4,8) esperando el desarrollo de
color durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se frené
la reaccion con 50 pl/pocillo de 2 M H,SO, y se leyd la absorbancia de las placas en
un lector ELISA Multiskan RC a 492 y 620 nm. La Asxonm Se utilizé para corregir
diferencias individuales de absorbancia entre pocillos. Los resultados se expresaron
como Asgz - Aso. El punto de corte se establecié en la media de la absorbancia + 2

veces la desviacion estandar de 10 peces inmunizados con pT2MCV1 4.

RESULTADOS

1. Caracterizacion del monoclonal 4F6E7 obtenido.

El sobrenadante del cultivo se estudidé para caracterizar el isotipo del monoclonal

4FB6E7 mediante un kit comercial, determinandose que es de isotipo IgG1.

2. El anticuerpo monoclonal 4F6E7 reconoce mediante WB y ELISA la IgM

semipurificada del suero de Zf.
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Se realizaron ensayos de reconocimiento de la IgM de Zf semipurificada del suero por
cromatografia de afinidad con una resina tiofilica (IgM totales). Esta IgM de Zf se
detect6é de forma especifica mediante las técnicas de Western-blot (WB) (Figura 1) y
ELISA con el monoclonal 4F6E7 (Figura 2). En ELISA, se utilizaron distintos sueros o
anticuerpos: el sobrenadante del cultivo del monoclonal 4F6E7 sin purificar, el
anticuerpo monoclonal 4F6E7 purificado por cromatografia de afinidad, ajustado a
1mg/ml y usado a distintas diluciones (1/25, 1/50, 1/100, 1/200), el policlonal de ratdon
obtenido en las inmunizaciones iniciales (1/100) y un antisuero de ratéon no
relacionado (control no inmunizado) (1/100). Se observé que la mayor senal
correspondia al suero policlonal capaz de reconocer la IgM-Zf. Ademas, el monoclonal
4F6E7 reconocia la IgM-Zf semipurificada de manera similar en el rango de
concentraciones estudiadas (de 1/25 a 1/200), coincidiendo la sefal de 4F6E7
purificado a 1/100 (de 1 mg/mg) con la sefial del sobrenadante del cultivo del
monoclonal sin purificar. En cualquier caso, el monoclonal 4F6E7 purificado o sin
purificar tenia una sefal especifica y estadisticamente mayor que + el doble de la
desviacion estandar (2SD) de la sefal obtenida con el suero de ratén no relacionado.
En el proceso de fusidon se obtuvieron otros anticuerpos monoclonales (1D11,
18C5B5, 18C5C10, 18C6C8 y 18C6B10) capaces de reconocer en diversa medida la
IgM-Zf semipurificada en ELISA (no mostrado) pero no asi por la técnica de WB.
Mientras que el monoclonal 4F6E7 era el mas completo ya que reconocia tanto por

ELISA como por WB la IgM-Zf semipurificada.

3. El anticuerpo monoclonal 4F6E7 determina las IgMs de Zf especificas del

antigeno flagelina en los peces inmunizados.

Estos estudios se realizaron para determinar la capacidad del anticuerpo monoclonal
4F6E7 en reconocer IgM de zf especificas del antigeno flagelina, tras la inmunizacién
repetida de Zf con esta proteina (ver “Material y Métodos”). Para ello se realizaron
ELISAs indirectos con sueros de Zf inmunizados con la flagelina FR de Marinobacter
algicola [10]. El resultado mostré que los sueros de los Zf inmunizados con la flagelina
presentaban IgMs especificas de flagelina que pudieron ser detectadas con el
monoclonal 4F6E7 (Figura 3), y aunque la sefal es relativamente baja, esta es muy

especifica.
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4. El anticuerpo monoclonal 4F6E7 reconoce las IgMs especificas anti-G VHSV

en los peces vacunados.

Se realizé el estudio del plasma obtenido de los grupos de peces vacunados
oralmente con los diferentes plasmidos que expresan adyuvantes (pMCV1.4-il17,
pMCV1.4-il12, pMCV1.4-i122, pMCV1.4-def12 (beta defensina)) ademas del plasmido
que expresa para la glicoproteina pT2MCV1.4-G, y/o los controles (Figura 4). La linea
discontinua en la grafica establece el punto de corte de positividad (arriba)/negatividad
(abajo) para cada plasma (pez) en cada grupo. Mediante un ELISA indirecto y
utilizando el anticuerpo 4F6E7 se puede determinar de forma individual aquellos
peces que han desarrollado anticuerpos anti-G en funcién del adyuvante utilizado en
el ensayo de vacunacion oral. El grupo de peces co-vacunados oralmente con los
plasmidos de pMCV1.4-IL17 + pT2MCV1.4-G desarrollaron mas anticuerpos (6/9,
66,6%), seguido del grupo co-vacunado con pMCV1.4-IL22 + pT2MCV1.4-G (3/10,
33,3%) y del grupo vacunado solo con el plasmido de la pT2MCV1.4-G (1/8, 12,5%).
Por otro lado, en los grupos co-vacunados oralmente con los plasmidos de pMCV1.4-
IL12 + pT2MCV1.4-G y los plasmidos de pMCV1.4-def12 + pT2MCV1.4-G no
desarrollaron anticuerpos anti-G, puesto que no se detectaron en el estudio mediante
ELISA. El grupo de vacunacion oral con pT2MCV1.4-G resulté en la produccion de
anticuerpos IgM anti-G VHSV en sélo un pez. El método de vacunacién oral con el
plasmido de la proteina G (pT2MCV1.4-G) y el plasmido de expresion de la 1117
produce en el pez cebra mas anticuerpos anti-G que los otros adyuvantes de
interleucinas ensayados. El anticuerpo monoclonal 4F6E7 es capaz de determinar

IgMs especificas de antigeno, en este caso de la glicoproteina G de VHSV.

5. El anticuerpo monoclonal reconoce la IgM de membrana en distintas

poblaciones celulares de Zf.

El monoclonal 4F6E7 conjugado con el fluorocromo FITC (isotiocianato de
fluoresceina) se us6 para la deteccién de la IgM de membrana del conjunto de
poblaciones celulares presentes en el homogenizado de un bazo y rifién cefélico de
un pez cebra. El estudio por citometria de flujo (FACS) mostré que el anticuerpo
monoclonal 4F6E7-FITC detectaba la IgM en la superficie celular de algunas
poblaciones celulares (Figura 5, Tabla 1). Los valores de fluorescencia detectados
disminuyen en funcion de la dilucion del anticuerpo 4F6E7-FITC, respecto a un control

(Tabla 1). Asi, teniendo en cuenta todas las poblaciones, a una dilucion 1/50 de
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4F6E7-FITC se detectaron un 7,6% de células IgM+ de un total de 10000 células
analizadas, mientras que a una dilucion 1/100 de 4F6E7-FITC baja a 4,2%, a dilucién
1/200 del anticuerpo hay un 3% de células y a una dilucién de 1/3000 de 4F6E7-FITC
se observo un 1,8% de células IgM+ cuyo valor era muy similar al control establecido
(2,1%). Ademas, mediante esta técnica de citometria de flujo, se pudo determinar que
la presencia de IgM se daba en poblaciones celulares que corresponden con los
linfocitos B y otros precursores mieloides (Tabla 1 y Figura 5). Asi, en linfocitos se
detecté que un 12,8% de ellos eran IgM+ a una diluciéon 1/50, mientras que a una
dilucion 1/3000 no se detectaban IgM+ (0,5%). Respecto a los precursores mieloides
se observo un 19% de ellos IgM+ a una dilucién 1/50 de 4F6E7-FITC, mientras que a
una dilucién 1/3000 el monoclonal 4F6E7 detectaba niveles de IgM+ (5,8%) similares
al control (5,4%) (Tabla 1). De estos resultados se puede concluir que el monoclonal
4F6E7 se puede utilizar, por tanto, para aislar/separar aquellas poblaciones celulares

que expresen en superficie la IgM.

Tabla 1. Porcentajes de células IgM+ de un homogenizado de bazo y rifién cefalico de
Zf. Las células se detectaron con el monoclonal 4F6E7-FITC tras analizar por

citometria de flujo 10000 células totales.

Dilucion del monoclonal
4F6ET7-FITC Control sin
Células IgM+ 1/50  1/100 1/200 1/3000 marcaje
Células Totales 7,6 42 3,0 1,8 2,1
Linfocitos 128 17 0,6 0,5 0,2
Precursores 19 14 10,3 58 54

CONCLUSION

El anticuerpo monoclonal 4F6E7 es capaz de reconocer las IgM totales en plasma o
en la membrana celular, asi como las IgMs especificas desarrolladas frente a un
antigeno concreto.
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11.

REIVINDICACIONES

. Anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente la secuencia SEQ ID NO: 1.

Anticuerpo segun la reivindicacién 1 donde el anticuerpo es de tipo IgG1.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 donde dicho anticuerpo

esta expresado a partir de la linea celular de designacion DSM ACC3243.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde dicho anticuerpo

esta conjugado con un fluorocromo, una enzima, un péptido o una proteina.

Antisuero que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a4.

Composicion que comprende el anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

Célula que expresa el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

Célula segun la reivindicaciéon 7 donde dicha célula es la denominada DSM
ACC3243.

Uso in vitro del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o del
antisuero segun la reivindicacion 5 para la deteccion y/o cuantificacion de

anticuerpos IgM de Danio rerio.

. Uso segun la reivindicacién 9 donde los anticuerpos IgM de Danio rerio reconocen

la proteina G del VHSV.
Uso in vitro del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o del

antisuero segun la reivindicacion 5 para el diagnéstico de enfermedades que

cursan con variacion en el numero de anticuerpos IgM de Danio rerio.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Uso in vitro del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o del
antisuero segun la reivindicacion 5 para el diagnéstico del virus de la septicemia

hemorragica virica (VHSV).

Uso in vitro del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o del
antisuero segun la reivindicacion 5 para el cribado de farmacos que varian el

numero de anticuerpos IgM de Danio rerio.

Uso in vitro del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o del
antisuero segun la reivindicacion 5 para el cribado de antigenos reconocidos por

anticuerpos IgM de Danio rerio.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14 donde la detecciéon y/o
cuantificacion, el diagnodstico o el cribado se realiza mediante ELISA, western blot,

inmunoquimica, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o citometria de flujo.

Método in vitro para la deteccion y/o cuantificacion de anticuerpos IgM de Danio
rerio que comprende las siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la union especifica.

Método in vitro para el diagnostico de enfermedades que cursan con variacion en
el numero de anticuerpos IgM de Danio rerio que comprende las siguientes
etapas:

a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la unién especifica del anticuerpo o del antisuero
del paso (a);

c. comparar la concentracion de los anticuerpos IgM de pez cebra con un
control;

d. atribuir una diferencia significativa a la enfermedad.
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18. Método in vitro para el diagnéstico del virus de la septicemia hemorragica virica
(VHSV) que comprende las siguientes etapas:

a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la unién especifica a anticuerpos IgM especificos
del VHSV.

19. Método in vitro para evaluar la proteccion frente al VHSV en Danio rerio que
comprende las siguientes etapas:

a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la unién especifica a las IgM de Danio rerio que

reconocen la proteina G del VHSV.

20. Método in vitro para para el cribado de farmacos que varian el numero de
anticuerpos IgM de Danio rerio que comprende las siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la union especifica.

21. Método in vitro para para el cribado de antigenos reconocidos por anticuerpos IgM
de Danio rerio que comprende las siguientes etapas:
a. poner en contacto una muestra biolégica de Danio rerio con el anticuerpo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el antisuero segun la
reivindicacion 5; y

b. detectar y/o cuantificar la union especifica.

22. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21 donde la deteccién y/o
cuantificacion se realiza mediante ELISA, western blot, inmunoquimica,

inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o citometria de flujo.

23. Método de obtencién de un anticuerpo monoclonal que reconoce la cadena

pesada del anticuerpo IgM de Danio rerio que comprende:
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a. obtener el suero previamente extraido de un animal no-humano
inmunizado con una proteina recombinante que comprende el péptido de
secuencia SEQ ID NO: 1,

b. obtener un hibridoma a partir del suero que genere anticuerpos
monoclonales frente a la cadena pesada de los anticuerpos IgM de Danio

rerio.

24. Método segun la reivindicacion 23, que comprende ademas una etapa (c) de

aislamiento del anticuerpo monoclonal a partir del hibridoma generado en la etapa

(b).

25. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 23 o 24, donde el animal no-
humano es un mamifero que se selecciona de la lista que consiste en cerdo,

chimpance, raton, rata, conejo y cobaya.
26.Kit o dispositivo que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, el antisuero segun la reivindicacion 5, la composicion segun

la reivindicacion 6 o la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8.

27.Uso del kit o dispositivo segun la reivindicacion 26 para llevar a cabo el método

descrito en cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22.
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10

RESUMEN

Anticuerpo monoclonal para la deteccion de IgM totales v especificas de antigenos en
pez cebra

En la presente invencion se describe un anticuerpo monoclonal para la deteccién de
IgM totales e IgM especificas en Danio rerio, asi como sus usos y métodos que los
utilizan para deteccion y/o cuantificacion de dichas IgM, diagnéstico o cribado en pez
cebra. También se refiere al antisuero, composicién y kit que lo comprende asi como a

SUS USOS.
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SEQUENCE LISTING

<110> INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y TECNOLOGIA AGRARIA Y
ALIMENTARIA (INIA)

<120> Anticuerpo monoclonal para la deteccion de IgM totales y
especificas de antigenos en pez cebra

<130> ES3041.1
<160> 2

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Fragmento de Ta cadena pesada de la IgM-zf
<400> 1

Leu Asn Phe Lys Trp Lys Asp Pro Ala Gly Lys Asp Leu Ser Asp Phe
1 5 10 15

val Gln Tyr Pro
20

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Fragmento de Ta cadena pesada de la IgM-zf
<400> 2

Cys Asp Glu Pro Ala Tyr Gly Tyr Lys Asn Ser Thr Ser Glu Pro
1 5 10 15

Pagina 1



Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Lelbniz-Institut DSMZ GmbH - 7B - 38124 Braunschweig - GERMANY
Inhoffenstrale 7 B
38124 Braunschweig
Instituto Nacional de Investigacion y SERMANY
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) Tel:  +49(0)531 26 16-0
Carretera de la Coruna Km 7.5 z:::ail-. ::::Sif;iaiiﬁ: .
28040 Madrid Internet: www.dsmz.de
SPAIN
Ihr ZeichenYour ref. Unser Zeichen/Our red +49 (0)531-2616- Datum/Date
P154 14/B 254 2014-07-04
vew@dsmz.de

Deposit of microorganisms according to the Budapest Treaty

Dear Sir or Madam,
enclosed please find our Statements of Receipt and Viability for the cell culture

4F6E7 anti-lgM-zf = DSM ACC3243

Sincerely yours,

O ssas

Dr. Vera Bussas

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

P.5.: Please guard against loss of the cultures at your institution to be prepared to submit replacement cultures to the DSMZ if
necessary.

Geschaftstihrer, Braunschwedgische L S /
Managing Director: Kto.-Nr.fAccount: 2 035 220 Commercial Register:

Prof. Dr. Jorg Overmann BL7/Bank Coda: 350 500 00 Amtsgericht Braunschweig
Aufsichtsratsvorsitzender/Head of IBAN DE22 2505 0000 0002 0392 20 HRB 2570

Supervisory Board: MR Dr. Axel Kallatschny SWIFT (BIC) NOLADE 2H Steuer-Nr. 13/200/24030



\
BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL Ds MZ \

RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS i =
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

Instituto Nacional de Investigacion y

Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
issued pursuant to Rule 7.1 by the

i INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
28040 Madrid identified at the bottom of this page

SPAIN

Carretera de la Coruna Km 7.5

[ IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the DEPOSITOR: Accession number given by the
. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
4F6E7 anti-IgM-zf

DSM ACC3243

1. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under . above was accompanied by:

(x) ascientific description
() aproposed taxonomic designation

(Mark with a cross where applicable).

L RECEIPT AND ACCEPTANCE

This International Depositary Authority aceepts the microorganism identified under I. above, which was received by iton 2014-06-05
(Date of the original deposit)'.

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit)

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request
for conversion).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Signature(s) of person(s) having the power to represent the
Microorganisms and Cell Cultures International Depositary Authority or of authorized official(s):

Address: Inhoffenstr, 7 B

D-38124 Braunschweig V ’ 5 2
- ‘ W

Date: 2014-07-04

! Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of intcrnational depositary authority was acquired.

Form DSMZ-BP/4 (sole nage) 02/2012



BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE
ANERK.EN'E}\]UNG DER HINTERLEGUNG VON MH(RO}?EIKGANISMEN

UR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAH gt\\\_

INTERNATIONALES FORMBLATT

Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)
Carretera de la Coruna Km 7.5
LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

28040 Madrid ausgestellt gemifl Regel 10.2 von der unten angegebenen
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

SPAIN

I. HINTERLEGER 1I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Name: Instituto Nacional de Investigacién y Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) ugeteilte EINGANGSNUMMER:
Carretera de la Coruna Km 7.5

Anschrift:
28040 Madrid DSM ACC3243
SPAIN Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung':

2014-06-05

1. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

Die Lebensfahigkeit des unter I genannten Mikroorganismus istam 2014-06-05 ? gepriift worden.
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus

(x) lebensfihig
( ¥ nicht mehr lebensfihig

IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST*

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung Unterschrift(en) der zur Vertretung der i ionalen Hinterl
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermichtigten Bediensteten:

Anschrift: Inhoffenstr. 7 B
D-38124 Bi hwei !;ﬂ 2
raunschweig V g %L

Daum: 2014-07-04

! Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums der
Jjeweils letzten erneuten Hinterlegung oder Weiterleitung. )
In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fillen Angabe der letzten Lebensfahigkeitspriifung.

Zutreffendes ankreuzen.
Ausfiillen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifung negativ waren.

Formblatt DSMZ-BP/9 (einzige Seite) 02/2012



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)
Carretera de la Coruna Km 7.5

28040 Madrid

SPAIN

INTERNATIONAL FORM

VIABILITY STATEMENT

issued pursuant to Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

L DEPOSITOR

IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)

Name: Accession number given by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

Address; Carretera de la Coruna Km 7.5

DSM ACC3243

28040 Madrid
SPAIN Date of the deposit or the transfer':
2014-06-05
III. VIABILITY STATEMENT
The viability of the microorganism identified under Il above was tested on 2014-06-05 L

On that date, the said microorganism was

(x)' viable

( )* nolonger viable

IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED"*

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Signature(s) of person(s) having the power to represent the
International Depositary Authority or of authorized official(s):

Name: Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures

Address:  Inhoffenstr. 7 B
D-38124 Braunschweig V 82 , 8=

Date: 2014-07-04

’ Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date
of the transfer)

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test.

Mark with a cross the applicable box

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative.

e

Form DSMZ-BP/9 (sale page) 02/2012



BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE Ds Mz \

ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN \\ .

-x-...._m..u

INTERNATIONALES FORMBLATT

Instituto Nacional de Investigacion y

Tecnologia Agraria y Alimentaria (INLA)

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG,
Carretera de la Coruna Km 7.5 ausgestellt gemil Regel 7.1 von der unten angegebenen
28040 Madrid INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
adari

SPAIN

L KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
R zugeteilte EINGANGSNUMMER:
4F6E7 anti-IgM-zf

DSM ACC3243

II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG

Mit dem unter 1. bezeichneten Mikroorganismus wurde

(x) eine wissenschaftliche Bcschmbung

1 " res

( ) einevor

eingereicht.
(Zutreffendes ankreuzen),

T EINGANG UND ANNAHME

Diese internationale Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bei ihram 2014-06-05 (Datum der Erst-
hinterlegung)' eingegangen ist.

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hmr.crlcgungsstel]e am eingegangen (Datum der Erst-
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gemiil Budapester Vertrag ist am
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung).

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung Unterschrift(en) der zur Vertretung der i Hinter
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachllgtsn Bediensteten:

Anschrift:  Inhoffenstr. 7 B
D-38124 Braunschweig V ! 5
-~ %

Datum:  2014-07-04

! Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist.
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