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Atentamente maniflesto a usted que la fuente normatlva de la
reciprocidad de la cual se deriva el derecho del solicitante para
relvindicar prioridad en el presente caso, se encuentra:

a)

b)

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de
Propiedad Intelectual relaclonados con el Comercio, del
Acuerdo por el cual se establece la “Organizacién Mundial de
Comerclo (OMC)” suscrito en Marruecos el 15 de abril de
1994. Este acuerdo fue aprobado por el Congreso de
Colombia mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte
Constltuclonal Colomblana mediante Sentencla C-137-95 de
28 de marzo de 1995, y entré en vigencia en nuestro pais el
30 de abril de 1995, 30 dias después de su ratificacion.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las partes
II, III y IV del Acuerdo (referldas a la existencla, alcance y
ejerciclo de los derechos de propledad intelectual, entre
otros) los Miembros cumplirdn los articulos 1 a 12 y el
Articulo 19 del Convenlo de Paris -—el Articulo que establece
la prioridad de las patentes de invencién es el Articulo 4--

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspectos de los
Derechos de Propledad Intelectual relacionados con el
Comercio, del Acuerdo por el cual se establece la
Organizaclén Mundlal de Comercio (OMC), el cual consagra
el “Trato de la naciébn mds favoreclda” para los paises
Miembros del mismo.

En el Articulo 4 del Convenio de Paris, del cual ya era parte
Colombla en el momento en que se presentd la solicltud
cuya prioridad ahora relvindico, con lo' cual se cumple [a
reciprocidad exigida en el Articulo 9 de la Declsién 486 del
Acuerdo de Cartagena para con solicitudes provenlentes del
Pais Miembro del Acuerdo de Cartagena.



ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o GUSTAVO TAMAYO y/o ANGELA MARIA RESTREPO
y/o ALICIA LLOREDA para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2002-07-03-411

DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal conferido a: JOSE ANTONIO
LLOREDA, ylo GUSTAVO TAMAYO, y/o ANGELA MARIA RESTREPO, y/o
ALICIA LLOREDA, por WYETH.

Documento escrito simultdneamente en inglés y en espaiiol, dado y fimado este

dla 7 de junio de 2002,

(firma: ilegible)

William H. Calnan; Subsecretario

espaiol, firma ilegible por Michelle L. Kalbfell.
Hay un sello Notarial que dice:

MICHELLE L. KALBFELL

Notario Pablico, Estado de New Jersey
No. 2108903 '

La Comisién Expira el 25 de octubre de 2005
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APOSTILLA

(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Este documento pablico ha side firmado por:

MICHELLE L. KALBFELL

actuando como:

NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY

VNEHVAD

lleva el sello/estampilla de
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CERTIFICADO
en TRENTON, NEW JERSEY
el dfa 10 de junio de 2002

IRVS

por. John E McComac, CPA; TESORERO DE NEW JERSEY

d h- 1 M
qusNOdSIR
%‘hg“vra"sm -

NO. A152470 g_
Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible) !'\".
l-‘- u"‘v’in " ::g:;u.
Hay un sello dorado. m&':‘.?-.“l'm-.-m ':'i ..«:.#.
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Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 3 de julig dé -2'002m S ‘j
JllMl Il.-iNl.lllL BON.I-'-U HlGIHA

ciudad de Santafé de Bogotd, por Anita Escobar de Tamayo, Tl%ductbra'ﬂeﬁzlalgﬂ- X

Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Reptblica de Colombia.

1LAvUCTOR OFIOIAL
RESULUCIOR 13177

: e Ny
AMITA FSCONAR DE TAMs VD .
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APOSTILLZ

(CONVENT-ON DE LA HAYE DU 5 2CTOBRE _¢51)

COUNTRY: UNZTED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT :HAS BEEN SIGNED B::
MICHELLE L “ALBFELL

ACTING IN T=E CAPACITY OF:
NOTARY PUBLZC OF NEW JERSEY

BEARS TH= SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L XALBFELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 10TH DAY OF JUNE 2002

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER

NO. Al152470
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SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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‘¢ CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

Estadous Unidos du Aindrica
Eslado de {ss
Condado de

Alos dias del mes de de 20
comparecio personaiments ante mi, Notario
Publico en y por el condado antes citado,

a quien doy fe de conocer y me consta
que es/son |s persona daescrita y fimante del
documento que precede, declarando ante ml que
otorga el mismo para los fines y propésitos que en &l
$0 exprasan.

Notary Public (Nolario Pdblico).

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUQ)

Estados Unidos de América

Estado de {ss

Condado de

Alos dias del mes de de 20
comparecio r.onalments ante
mi, Notario Publico en y por dado antes citado,

aquien de conocer y me consta
que es/son la ona deacrita y fimante del
documento precede, declarando ante ml que
otorga el o para los fines y propdsitos que en él

8o
ry Public (Notarlo Pablico).

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos da América
Estado de New Jersey (ss
Condadode Morris

H 7 d&  Junio de 2002, comparecid
William H. Calnan , aqulen conozco y

de quien me consta que fiMmé el anterior documento,
y quien debidaments juramentado declaré y dljc que
éles Secretario Asiagtente

de wyeth

la compafila nombrada en
¢l documento que antecede, una socledad
debldamente organizada y existente conforme a las
leyes del Estado de Delaware , Estados
Unidos de América, domiclllada en la ciudad de
Madison , Condadode Morris
Estado de New Jersey , Estados Unidos de
América, lagalmoente conutllulda para un perlodo de
duracién que ain no ha terminado, que ejerce
legaiments su objeto conforme a las leyes del Estado
do Delaware= , Estados Unidos de América; que el
declarante estd a autorizado por dicha Compalila
pare conferir este poder; que el selio estampado por
6l al ple de tal poder, en nombre y en representacitn
de la expresada Compafila, es el selio oficlal de ella;
y que el obleio para el cual se conflere este
instrumento estd comprendido dentro del de la
socledad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
Incorporacién firmados en Madison
Estado de n fecha
y cerlifica t{iuee de oon'fxrmldad con IAdblregIslacl&n 5‘2
dicho Estado la antsrior declaraclén Juramentada es
prueba suflclente de que los hechos sobre que ella
versa son clertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notarlo Pblico).

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

United States of America
State of {ss
County of

Onthis dayof , 20
appeared before me, a Notary P
above mentioned county,

;  personally
, In and for the

described In and
oing document, and who duly

o that oxacuted same for the
as thereln expressed.

to me known to be the
who executed the
acknowledged
uses and pul

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

United States of Amarica

State of {ss

County of

On this day of ,20 , personally
appeared before me, a Notary Public, in and for the
above mentioned county,

to me known to be the person described in and who
axecuted the foregoing document, and who duly
acknowledged to me that executed same for the
uses and purposes therein expressed.

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United Stgtes cg Amerlca
State of ersey
On this 7th day of

rsonail
:me yw:l.:l.:l.iam H. Calnan

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregolng Instrument, who being by me

dumllis gé:llq:dggo .end gay "‘ﬂ}’%ﬁ the
. the company named

within, a Corporation or%qn W%_qq r

June , 2092

the laws of the State of

Countyof Morris ,.-.,-,
United States of Amerlt;a
perlod of tenure not yo!-’ )
carporate purposes acco the
of Delaware , United Statas ‘of.
deponent [s authorized By slildN
this power of attorney; that the ual
by the deponent in the name and on behalf of sald
Corporatlon Is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this Instrument is granted Is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation executed at
Madigson |, State of New Jersey under date of
April 25, 2002 , and heraby
carfifina thet under the lawes of anki Steta the
toregoing acknowledgment le sufficlent proof that the
facts therein contained are true, which he attests.

A3
MICH

NOTARY PUBLIC, State of New Jerssy
No. 2108003
nnmmmcum

il



Las abajo firmados,

Wyeth

Organizada y Fxistente de Conformidad
con las leyes del Estado de Delaware,
Entados nidan de Améiricen

con domigilio an

Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940
Eastados Unidos de América

nombramos por el presente a JOSE ANTONIO
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYQO ylo ANGELA
MARIA RESTREPO ylo ALICIA LLOREDA,
domicliiados en Bogotd, Colombia, con oficinas en
dicha cludad, Calle 72 No. 5-83, plso 6°, nuestros
representantes legales y verdaderos en Bogota, con
facultades para reclbir notificaciones y nombrar
apoderados Judiciales o extrajudiclales, con el fin de
dar cumplimiento al paragrafo 10. del articulo 543 del
decreto 410 de 1971.

Los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO vylo ANGELA MARIA
RESTREPO ylo ALICIA LLOREDA, o los apoderados
que cusalquiera de ellos designe, quedan
aspacialmente facultados para representamos ante
lus auloridades colomblenas, adminisirativas,
Judiciales o de policia, en todos los tramites relativos
a |a propledad Industrial, a cuyo efecto les facultamos
para der ante dichas autoridades todos los pasos
necesarios al objeto Indicado; elevar solicitudes,
declaraciones, reclamos y recursos; formular
descripciones, enmiendas, oposiclones y
apelaclones; instaurar cancelaclones y amparos
adminletrativos; abonar todos los Impuestos y cuotas
y efectuar todo otro pago detsrminado por la ley;
rechir todos los documentos y valores, dando el
descargo respectivo; llenar cualesqulera ofros
requisitos y tomar, en fin, todes las medidas que
creyeren conducentes &l resguardo de nuestros
intereses; y en caso de producirse oposicién,
pasando los antecedentes a los tribunales, quedan
facultados para tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, deslslir, perclbir y apelar, con todas las
demds facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vélldo y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que

cualquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores JOSE
ANTONIO LLOREDA ylo GUSTAVQO TAMAYO vy/o
ANGELA MARIA RESTREPO y/o ALICIA LLOREDA,
para solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquler
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro. -

Dado y firmado

William H. Calnan; Secretario Asistente

The undersigned,
Wyeth
Five Giralda Farms
Madieson, New Jersey 07940
United States of America
of Organized and existing under

the laws of Delaware, United

States of America.

hereby appoint, JOSE ANTONIO LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or ANGELA MARIA
RESTREPO and/or ALICIA LLOREDA, of Bogota,
Colombia, with offices In sald town, Calle 72 No.
5-83, Sixth Floor, our true and legal representatives In
Bogota, with power to recelve notifications and to
appoint judicial or extrajudicial agents, so as to
comply with paragraph 10. of article 643 of decree
410 of 1971.

Doctors JOSE ANTONIO LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYQ andior ANGELA MARIA
RESTREPO and/or ALICIA LLOREDA, or the agents
by any one of them appointed, ere especlally
empowered to represent us before the administrative,
judiclal or police authoriies of Colombia, in ali
proceedings pertaining to Industrial property, for
which purpose we authorize them to take before the
sald authorities all the neceasary steps for the sald
end; to flle petitions, declarations, claims, recourses,
cancellations  and administrative  Injunction
proceedings; to draw up specifications; to flle
amendments, oppositions and appeals, to pay all
instaliments and effect all other payments prescribed
by law; o receive proper receipts, to comply with all
other requirements and, in short, to take all those
measures which they may deem fit for the protection
of our Interests; and In case of opposition, where the
proceedings be passed over to the courts, we
authorize sald agents to act on our behalf, as
complainants as well as defendants, bsfore the
competent Judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, In short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare

from now on es vgllqgm' 0

k. that.. said
representatives and/or ; 'g;l'g‘of
appolnted may do for ogir & eicun,

iy . Yr., ﬁ

i R ‘; LS

We also luth(ilj[ﬂ'l doctdfs JUS EURFJT o 121
LLOREDA and/or GUSTAVO™; TAMAYEMaAddr

ANGELA MARIA RESTREFO.aidiod “-ALIC

LLOREDA, to appiy P mBhih
document and ofan%of’itfom ,@ny one. of
them conferred In our name, before the Oﬁé‘df
Industrial Property.

c.f

Given and signed this v ‘b’f of Jure 2002,

Nkt JCS——

william H. Calnan; Assistant Secretary
NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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ANTICUERPO MONOCL NAL ESPECIFIC PARAUNEPIT P
DE GLICOPROTEINA CODIFICADA POR INMUNODEFICIENCIA
FELINA INACTIVADA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION
La presente invencién provee un anticuerpo monoclonal especifico para un
epltopo que es (nico para el componente de proteina de superficie de una
glicoproteina de envoltura de virus de inmunodeficiencia felina inactivado (FIV).
Dicho anticuerpo es 0atii para la cuantificacién del FIV inactivado o la

determinacién de la potencia de una vacuna de FIV inactivado.
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ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA UN EPITOPO
DE GLICOPROTEINA CODIFICADA POR INMUNODEFICIENCIA

FELINA INACTIVADA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus de la inmunodeficiencia felina (FIV), denominado originalmente
lentivirus felino T-linfotrépico, fue mencionado primero por Pederson ef al.,
Science, (1987) 235:790-793 y ha sido identificado en gatos y leopardos. La
infeccién es endémica en los gatos en todo el mundo. Igual que el HIV, el FIV es
un problema intemacional. De acuerdo con la American Association of Feline
Practitioners, uno de cada doce gatos puede dar positivo al FIV. Después de la
Infeccién, existe un periodo transitorio de fiebre, linfadenopatia y neutropenia. La
mayoria de los gatos se recuperan de esta etapa y aparentan ser normales
durante meses o afios antes de que aparezca la inmunodeficiencia. Debido a esta
manifestacién latente de inmunodeficiencia, serla extremadamente peligroso
utilizar una vacuna de virus vivos para el tratamiento o prevencion del FIV.
Aunque los anticuerpos monocionales especlificos para los epltopos de los
antigenos codificados por FIV o de las proteinas antigénicas, son conocidos, por
ejemplo, por la patente norteamericana No. 5.177.014 y la patente
norteamericana No. 5.219.725, estos anticuerpos no son capaces de reconocer el
FIV inactivado. Esto significa que para las vacunas corrientes de FIV comerciales,
todas las cuales utilizan FIV inactivado, no se conocen anticuerpos monocionales
dtiles para la determinacién de la cantidad de virus o la potencia del componente
de FIV inactivado en la composicion de una vacuna.

Por lo tanto, es un objeto de esta invencidn proveer un anticuerpo

monoclonal especifico para un epitopo de una glicoproteina FIV inactivada.
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Es otro objeto de esta invencién proveer un método para la determinacion
de la cantidad de un FIV inactivado.

Es otro objeto de esta invencién proveer un método para determinar la
potencia de una vacuna de FIV inactivada.

Es una caracteristica de esta invencién que el anticuerpo monoclonal de la
invencién es especifico para el epitopo de una glicoproteina FIV inactivada y no
reconoce epltopos de glicoproteinas, proteinas o antigenos de FIV vivos.

Otros objetos y caracteristicas de la invencién resultardn méas aparentes a

partir de la descripcién detallada que se establece a continuacién.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencién provee un anticuerpo monoclonal especifico para un
epltopo Gnico para una glicoproteina codificada por el virus de inmunodeficiencia
felina inactivado.

La presente invencién provee ademas un método para la deteccién de un
eplitopo tnico para una glicoproteina codificada por el virus de inmunodeficiencia
felina inactivado en una muestra que comprende: poner en contacto dicha
muestra con un anticuerpo monoclonal especifico para un epitopo Unico para
glicoproteina codificada por el virus de inmunodeficiencia felina inactivado para

formar un complejo; y detectar dicho complejo.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La FIG. 1 es una fotografia de un andlisis de inmunotransferencia Westemn
del anticuerpo monoclonal, mAb1D9, identificado como especlifico para un epltopo
tnico de una glicoproteina codificada por el virus de inmunodeficiencia felina

inactivado.

A2



La FIG 1 se describe adicionaimente de la siguiente manera:
Inmunoprecipitacién de las glicoprotelnas de envoltura FIV con el anticuerpo
monoclonal 1D9. Una carga de virus enriquecida con FIV inactivado en formalina,
fue biotinilado con sulfo-NHS-LC-biotina, y se extrajo con Triton X-100. La
inmunoprecipitacién se llevdé a cabo por incubacién del extracto con Mab 1D9 o
H5332. Los complejos inmunes fueron recogidos sobre Proteina G Inmobilizada,
se lavaron y se sometieron a SDS-PAGE e inmunotransferencia Western. Las
protelnas en la inmunotransferencia se detectaron usando estreptoavidina
rotulada con peroxidasa. Bandas 1 y 5, el marcador de peso molecular biotinilado;
banda 2, 20 uL de Mab 1D9 usado para la inmunoprecipitacién; banda 3, 100 ulL
de 1D9 usado para la inmunoprecipitacién; banda 4, 100 uL de un anticuerpo
monoclonal irelevante, H5332, usado en la inmunoprecipitacién. Las cadenas H
(50Kd) y L (25 Kd) de los anticuerpos y algtin BSA (867 Kd) fueron teflidos en
forma no especifica mediante estreptoavidina rotulada con peroxidasa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La glicoproteina de envoltura del virus de inmuncdeficiencia felina (FIV)
estd involucrada en las interacciones del receptor con las células y esta
interaccibn determina la susceptibilidad de las células a dicho virus. La
glicoprotelna de envoltura FIV estd también involucrada en la penetracion del
virus y en la formacién de sincitia y es el objetivo primordial para las respuestas
de inmunidad humoral y celular. (Bendinelli, M., et al, Clinical Microbiology
Review, (1995) 8:87-112). Dicha glicoproteina de envoltura consiste en dos
componentes que no estan unidos covalentemente en el viridn, la proteina de
superficie (SU) que esta pesadamente glicosilada y que tiene un peso molecular
aparente de 95.000-100.000 y la proteina de trans-membrana (TM) que esta
menos glicosilada y que tiene un peso molecular aparente de 35.000-40.000.



(Pacino, G et al., Virology, (1995) 206:796-808). Varios estudios han sugerido que
la proteina de envoltura FIV es capaz de inducir inmunidad FIV protectora en
gatos. Por lo tanto, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) que
mide la cantidad relativa o la pureza de la proteina de envoltura FIV serla
sumamente Util para determinar la potencia de una vacuna FIV. Sin embargo,
todas las vacunas FIV cormrientes comercialmente disponibles utilizan virus
inactivados o muertos y los anticuerpos monoclonales que se sabe que
reaccionan con, o que reconocen el FIV o la glicoproteina FIV no reaccionan con,
ni reconocen el FIV o la glicoprotelna FIV inactivada. Se ha opinado que la
inactivacion de dicho virus puede alterar la conformacién de la proteina de
envoltura FIV.

Sorprendentemente, se ha hallado ahora que el anticuerpo monoclonal,
designado mAb 1D8, reconoce especlficamente solamente el FIV inactivado y no
reconoce el FIV vivo. Ademéas, los experimentos con ELISA y con
inmunoprecipitacién demuestran que el anticuerpo monoclonal de la invencién
reacciona especificaments con el componente de la protelna de superficie de la
glicoproteina de envoltura FIV.

El término anticuerpo monocional, tal como se usa en la memoria y
reivindicaciones, designa un anticuerpo producido a partir de una sola célula
productora de anticuerpos que ha sido clonada para producir una linea celular
productora de anticuerpos. El termino epitopo designa una secuencia de amino
dcido especifica, una secuencia de amino 4cido modificada, 0 una estructura de
proteina secundaria o terciaria que es reconocida por un anticuerpo. El tdrmino
virus inactivado designa un virus "no vivo” o virus "muerto”.

El anticuerpo monoclonal de la invencién puede prepararse usando
técnicas convencionales conocidas en el arte. Por ejemplo, los ratones pueden

ser inmunizados con un virus inactivado, parclaimente purificado, tal como FIV-
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Shiz, FiV-Petaluma, o similares, preferiblemente FIV-Shiz; luego se analiza
sangre extraida del rabo de ratones para determinar la respuesta a los
anticuerpos y se seleccionan para la fusién: luego se seleccionan células de
hibridoma clonadas y se analizan para determinar la reactividad especifica con
FIV inactivado. El hibridoma para el clon estable Gnico asl obtenido puede
cultivarse en un bioreactor y pueden reunirse multiples cosechas del anticuerpo
para generar el anticuerpo monoclonal daseadoCmAb _/1D9

Dicho anticuerpo puede producirse mediante una linea de células

depositada en la American Type Culture Collection y se le asigna el nimero de
ATCC nﬁme@./

La inactivaciaa -del virus puede lograrse por medios de inactivacion
convencionales, por ejemplo inactivacién quimica usando agentes inactivadores
quimicos tales como etilenimina binaria, fenol, a-lactopropionato, formalina,
mertiolato, gluteraldehido, dodecil sulfato de sodio, o similares o una mezcla de
los mismos, preferiblemente formalina. Dicho virus puede ser también inactivado
por calor o psoralen en presencia de luz ultravioleta.

El anticuerpo monoclonal de la invencibn es especifico para el FIV
inactivado y forma una interaccién suficientemente fuerte con un epltopo Gnico
para una glicoproteina de envoltura FIV Inactivada, tal como gp 95 6 gp 130, para
que resulte atil en un ensayo para determinar la cantidad de virus inactivado o la
potencia de una vacuna FIV inactivada. Por consiguiente, la presente invencion
provee un metodo para la deteccidn de un epitopo Gnico para una glicoproteina
inactivada codificada por FIV en una muesira que comprende: poner en contacto
dicha muestra con un anticuerpo monoclonal especifico para un epitopo (nico
para una glicoproteina inactivada codificada por FIV para formar un complejo; y
detectar dicho complejo.
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Las muestras apropiadas para ser usadas en el método de la invencion
incluyen aquellas que contienen un virus inactivado o células infectadas con virus
inactivados en un medio de cultivo 0 en una composicién para una vacuna.

Los medios para detectar el complejo apropiado para ser usado en el
método de la invencién incluyen cualquier medio convencional usado en forma
general para la deteccién de complejos de proteina de anticuerpos monoclonales
tal como la deteccién con anticuerpos antli-ratén rotulados con enzima, fluorcromo,
0 biotina, deteccibn mediante Proteina A, o similares. En la practica real, el
método de la invencién puede implementarse en forma de un ensayo ELISA o de
inmunoprecipitacibn que tiene el anticuerpo monoclonal, mAb 1D8, como
anticuerpo de deteccion.

Para una comprensibn mas clara de la invenciébn, se proveen a
continuacién los siguientes ejemplos : Estos ejemplos son simplemente
ilustrativos y no limitan el alcance o principios subyacentes de la invencion en
ninguna de sus formas. En realidad, varias modificaciones de la invencién,
ademés de los que se han mostrado y descrito aqul, resultaran aparentes para los
expertos en la materia a partir de los ejemplos que se indican a continuacién y en
la siguiente descripcién. Dichas modificaciones entran también dentro del alcance
de las reivindicaciones anexas.

A menos que se indique lo contrario, todas las partes son partes en peso.

EJEMPLO 1

Preparacion de un Anticuerpo Monoclonal Especifico para un E @ _una
Glicoproteina codificada por FIV inactivado

Células vy Virus

Se propagé FIV-Shizuoka (FIV-Shiz, un subtipo D FIV) en lineas de células
linfoides infectadas persistentemente, derivadas de FIV-Shizuoka y FeT-J (ATCC
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No. de Acceso CRL 11867), una linea de células independiente de IL-2,
designada Shiz. También se depositd en ATCC una linea de células infectadas
persistentemente con Fl-Shizuoka, bajo el No. de Acceso CRL 11976. Para
generar cargas de antigeno, se inactivaron fluidos de virus usando formalina y se
concentraron usando ultrafiltracion.

Se prepararon de manera similar cargas de antigeno a partir de una
variedad de otras cepas y subtipos de FIV, tales como, aislaciones de campo, la
cepa de FIV NCSU 1 (No. de Acceso de ATCC VR-2333), cepa de FIV UC24818
(No. de Acceso de ATCC VR-2619), FIV-Petaluma (subtipo A, No. de Acceso
ATCC VR-2186), FIV-Dixon (subtipo A), FIV-UK8 (subtipo A), FIV-Bangston
(subtipo B), FIV-Amori-1 (subtipo B), FIV-Amori-2 (subtipo B), propagados sobre
lineas de células apropiadamente susceptibles y dependientes de IL-2 6 de lineas
de células T felinas, independientes o dependientes de IL-2, tales como PMBCs,
CRFK, NYA-1 (No de Acceso ATCC CRL-2417), FeT-1M (No. de Acceso ATCC
CRL-10775), FeT-2D (No de Acceso ATCC 10773), o propagados sobre lineas de
células persistentemente infectadas con FIV derivadas de las mismas, tales
como, la linea de células FIV-CRFK que tiene el No. de Acceso ATCC VR-1312,
la Iinea de células infectadas con FIV-Bangston depositada bajo el No. de Acceso
de ATCC 11975, y similares tales como las descritas por ejemplo, en |a patente
norteamericana No. 6.254.872.

GENERACION DE ANTICUERPO MONOCLONAL

Se inmunizaron ratones Balb/c dos veces con virus FIV-Shiz tratado con
formalina el cual fue purificado usando las técnicas de gradiente de glicerol. El
sitio donde se aplic la inyeccién fue subcutdneo para ambas inyecciones. Se
analizd sangre extralda de rabo de ratdén para determinar la respuesta al
anticuerpo. Se eligid para la fusion un ratén que exhibla elevados tftulos de
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anticuerpos especificos para FIV. Se recogieron esplenocitos de este ratdn los
cuales se fusionaron con células de mieloma SP2/0. Se seleccionaron células de
hibridoma tal como se describié en "Anticuerpos: Un Manual de Laboratorio™ de
Ed Harlow y David Lane para Cold Spring Harbor Press. Se rastrearon clones de
hibridoma primario para determinar la reactividad especlifica con FIV-Shiz tratado
con formalina. Se obtuvo un clon estable, el'r’nfb 1D9.
EJEMPLO 2
Uso de Anticuerpo Monoclonal, mAb 1D mo Anticuerpo de Deteccitn en un
Ensayo Inmunoabsorbents Ligado a Enzima.

En esita evaluacion, se usé Galanthus Nivalis Agglutinin (GNA) para
capturar las glicoproteinas. £ste ELISA con GNA combina la alta selectividad de

la aglutinacion de GNA con su amplia reactividad con las glicoproteinas de HIV-1,
HIV-2, SIV y FIV. Para comenzar, se recubrieron placas de noventa y seis
microreceptdculos con 10 pg /ml de GNA en 50 mM de carbonato, a pH 9,6
durante 2 horas a 37°C. Después de bloquear los recepticulos con FBS al 10%
de PBS durante 2 horas a 37°C, se agregaron muestras que hablan sido tratadas
con 1% de Empigen BB (Calbiochem) durante 1 hora a 37°C, y se incubaron
durante 2 horas a 37°C. Se extrajeron los antigenos no adheridos, lavando tres
veces con PBS que contenla 0,1% de Tween 20. El anticuerpo monoclonal del
Ejemplo 1, mAb 1D8 diluldo a 1:8.000 se agregd a cada receptaculo y la placa se
incubd a 37°C durante 1 hora. Luego del lavado, se agregé IgG anti-ratdn de
cabra rotulado con peroxidasa, de Kirkegaard & Perry Laboratories (KPL), diluido
1:1000 y la placa se incubd a 37°C durante 1 hora, y luego se lavé y se reveld con
substrato de peroxidasa de TMB (KPL). La placa se leyd a 650 nm menos 480 nm
después de un periodo de reacciéon de 5 minutos.
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EJEMPLO 3
Uso del Anticuerpo Monoclonal mAb, 1D9, como Anticuerpo de ccién_en_un
Ensayo de Inmunoprecipitacién.

En esta evaluacién, una carga de virus enriquecida para el virus de FIV-
Petaluma Iinactivado con formalina (0,38 m de protelna total, con menos de 5%
constituldo por proteinas FIV) se incubé con 5 mg de sulfo-NHS-LC-biotina
(Pierce) en 2 mL de PBS sobre hielo durante 1 hora. Después de remover el
reactivo de biotina no incorporado mediante didlisis, la muestra que contenia el
virus fue extraida durante 1 hora con 1% de Triton X-100 en 12 mL de PBS, y se
centrifugé a 100.000 g durante 2 horas. El sobrenadante se recuperé y se usd
para la inmunoprecipitacidn. La inmunoprecipitacién se llevd a cabo incubando
600 pl del extracto con 80 uL de mAb 1D9 o bien mAb H5332 a 4°C durante 1
hora. El mAB H5332, que tiene especificidad para la proteina Borrelia OspA, se
usd como control de anticuerpo irrelevante. Los complejos de inmunidad se
recogieron sobre Proteina G Inmobilizada (Pierce), se lavaron 4 veces con PBS-
1% NP-40 frio, se resuspendieron en buffer de Laemmli y se sometieron a SDS-
PAGE e inmunotransferencia Western. La inmunotransferencia se bloqued
durante 60 minutos con SuperBlock Pierce y luego se incubé durante 45 minutos
con estreptoavidina rotulada con peroxidas (KPL), se diluyd a 1:400.000. La
membrana se lavd 4 veces con PBS-0-05% de Tween-20, y los complejos de
biotina-estreptoavidina se detectaron con el equipo de deteccidn de

quimioluminiscencia SuperSignal (Pierce) seguido de exposicion a pelicula de

rayos X.

EJEMPLO 4

Evaluacion de la Especificidad del Anticuerpo Monoclonal, mAb 1D9.
CELULAS Y VIRUS
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Se propagaron FIV-Shizuoka (FIV-Shiz) y FIV-Petaluma en lineas de
células linfoides persistentemente infectadas, designadas Shiz y FL-8,
respectivaments. Se propagé virus de leucemia felina (FeLV) en una linea de
células cronicamente infectadas. Se cultivaron virus de calicivirus felino (FVC),
virus de rinotraqueitis viral felina (FVR) y virus de panleucopenia felina (FPV) en
células de rifion felino Crandell. Para generar cargas de antigeno, se inactivaron

fluidos de virus con formalina y se concentraron usando ultrafiltracion.

Evaluacién
En esta evaluacion, la especificidad de mAb 1D9 se determiné usando
tanto las técnicas ELISA como las de inmunoprecipitacién descritas en lo que

antecede en los Ejemplos 2 y 3.

A - ELISA con GNA
Se ensayaron varias muestras de antigeno usando el ensayo descrito en el

Ejemplo 2. Los resultados se muestran en la Tabla 1 siguiente.
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Tabla |

Muestra de Antigeno Concentraclén de la Valor de la Densidad

Muestrade Antigeno  Optica Aes-Aga

Virus FIV-Shiz inactivado 1x 0,572
Virus FIV-Petaluma 1x 0,385
inactivado

Virus FIV-Shiz vivo 1x 0,008
Virus FIV-Petaluma vivo  1x 0.006
FetJ) TCS, inactivado 1x 0,027
Fel.V, inactivado 1x 0,020
FCV inactivado 1x 0,027
FVR inactivado 1x 0,027
FPV inactivado 1x 0,026
FeLV, vivo 10%2TCIDso/mL 0,039
FCV, vivo 10”9 TCIDso/mL 0,035
FVR, vivo 10"44TCIDgo/mL 0,039
FPV. vivo 10%7*TCIDso/mL 0,051
Sin control de antigeno 0 0,033
Observaciones

Cuando se usa a una dilucién de 1:8000, el mAb 1D9 reacciona bien , tanto
con las muesiras de FIV-Shiz como con el FIV-Petaluma inactivado. En
contraste, el mAb 1D9 no muestra ninguna reaccién cuando se somete a ensayo

con muestras de FeLV, FCV, FVR y FPV vivos o bien de cargas de antigeno
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inactivadas para estos varios virus. Ventajosamente, el mAb 1D9 no reacciona
con muestras de FIV-Petaluma vivo o FIV-Shizuoka vivo incluso a pesar de que
reacciona bien con muestras tanto de FIV-Shiz inactivado como con FIV-Shiz
inactivado. Los datos de ELISA en la Tabla | indican que el ELISA de GNA
basado en el anticuerpo monoclonal mAb 1D8 puede usarse para detectar
especificamente la glicoproteina FIV. La observacién de que el mAb 1D8 que ha
reaccionado con FIV inactivado con formalina, FIV no vivo, indica que el epitopo
reconocido por mAb 1D9 es un epitopo Gnico creado por el tratamiento de FIV con
formalina.
B - Inmunoprecipitacién

Para confirnar adicionalmente la especificidad de mAb 1D9 para la
glicoproteina de envoltura FIV inactivada, una carga enriquecida con FIV
inactivado, fue biotinilada e inmunoprecipitada tal como se describié en el Ejemplo
3, con mAb 1D8 6 mAb H5332, un anticuerpo monoclonal irmelevanta. Tal como
se muestra en la Figura 1, el mAb 1D9 reacciond especlficamente con la
proteina SU, tal como se indica mediante la banda ancha de 95-100 Kd. La banda
con un peso molecular superior (casi 160 Kd) podria ser un complejo de SU con
otra proteina entrecruzada por tratamiento con formalina.
Conclusién

Los resultados de ELISA y los experimentos de inmunoprecipitacién
demostraron que el anticuerpo monoclonal mAb 1D8 reaccioné especificamente
con el components de la proteina de superficie de la glicoproteina de envoltura
FIV, y que es apropiado para ser usado en una prueba de la potencia de las
vacunas de F|V inactivado o para la determinacién de la cantidad en una muestra

de virus inactivados o una muestra de células infectadas con virus inactivados.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la
presente invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica se
declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

( Anticuerpo monocional especifico para un epltopo (nico para una
glicoprotelna codificada por FIV inactivado. d'C'

/2. Anticuerpo monocional de acuerdo con la reivindicacién 1 en el cual el
FIV inactivado as FIV-Shiz o FIV-Petaluma. oﬂa
/3. Anticuerpo monaclonal de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el cual
dicha glicoproteina es gp95 o gp130. Cia
/4. Anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes producido a partir de la linea de células depositada
como ATCC nimero PTA-4837.
/5. Anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera .de las
reivindicaciones precedentes que es mAb 1D9. —» A\ND g{"mu C_&% 2043}0:\* _
, 6. Anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 3, en el cual
dicha glicoproteina es gp95. ~fq
/1. Anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 2, en el cual
dicho FIV es FIV-Shiz. c£a
¢ 8. Anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de . las
reivindicaciones precedentes en el cual dicho FIV ha sido inactivado mediante
tratamiento con formalina. * 2{';‘ P’B

9, Un método para la deteccién de un epltopo Gnico para una glicoproteina *
codificada por FIV inactivado en una muestra que comprende: poner en contacto
dicha muestra con un anticuerpo monocional especifico para un epitopo dnico
para una glicoprotelna codificada por FIV inactivado para formar un complejo; y | L

detectar dicho complejo.
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/1’0. Un m’é’togg_para determinar la cantidad de un FIV inactivado en una
muestra, que comprende: poner en contacto dicha muestra con un anticuerpe
monocional especifico para un epitopo (nico para una glicoprotelna codificada p?r&m
FIV inactivado para formar un complejo; y detectar dicho complejo. \

/11. Un método para determinar la potencia de un FIV inactivado en una
muestra que comprende: poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo
monoclonal especifico para un epltopo Gnico para una glicoproteina codificada por \}X
FIV inactivado para formar un complejo; y detectar dicho complejo. e}

/ 12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 en
el cual el anticuerpo monocional es un anticuerpo monoclonal tal como se definié
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
ZS. Un método para la preparacibn de anticuerpos monocionales
especificos para un epitopo Elﬂfcq‘gar‘-a una glicoproteina codificada por FIV o -
inactivado que comprende ” inmunir_,\un huésped apropiado con un FIV ‘0)1

inactivado, parcialmente purtficado, rastrear el huésped para obtener la respuesta g

de anticuerpo especifica para FIV, fusionar los esplenocitos de dicho huésped con é& .
una linea de células de mieloma apropiada para generar células de hibridoma, oi?’\o
rastrear t!iqhgs__ célu_l_a__s Elg hibridoma_para la reactividad especifica con FIV .
in;&iv;&o. y luego seleccionar un clon estable, cultivar dicho clon estable y jl
cosechar los anticuerpos monoclonales deseados.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 13 en el cual el FIV
inactivado es FIV-Shiz o FIV-Petaluma. o1 ot

15. El método de acuerdo con la raiv;n\?i?acién 13 6 14 en el cual dicho FIV
es FIV-Shiz. f'MAPU

/ 16. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 en

el cual la linea de células est4 depositada como ATCC nimero PTA-4837.
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/1 7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 en

el cual dicho FIV ha sido inactivado por tratamiento con formalina.

18. Una célula de hibridoma apropiada para obtener los anticuerpos @'
monoclonales especificos para un epitopo Gnico para una glicoprotelna codificada : h
por FIV inactivado preparada por inmunizacién de un huésped apropiado con un | ;1.,'\

FIV inactivado, parcialmente purificado, rastrear el huésped para determinar la ' N &
respuesta de anticuerpos especificos para FIV, y fusionar los esplenocitos de {3&\
dicho huésped con una linea de células de mieloma apropiada, y rastrear (
hibridomas para la reactividad especifica con FIV inactivado. 89\\

19. La linea de células de la reivindicacidn 18 que es apropiada para 6
obtener un anticuerpo monoclonal especifico para un epftopo Gnico para una
glicoproteina codiflcada por FIV inactivado, seleccionada entre gp 95 y gp 130. J

20. La linea de células depositada en la American Type Culture Collection
bajo el No. de Acceso PTA-4837.
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HACE CONSTAR

Que l1la sefiora ANITA CECILE ESCOBAR DE TAMAYD. se en-
cuentra debidamente registrada ante este Ministerilo, camo
traductora e intérprete oficial para los idiomas INGLES

ESPANOL—-ESPANOL, INGLES.

Para efectos de ésta certificacidén la interesada presentd
copia autenticada de la certificacién del Ministerio ds
Justicia acerca de la vigencia de la resolucion 2177/89.
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EL JEFE DE LA OFICINA JURIDICA DEL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEL
DERECHO :

CERTIFICA:

-

Que mediante Resolucién 2177 del 15 de agosto de 1989, le fue expedida licencia para
cjercer funciones de Traductor e Intérprete Oficial en los idiomas INGLES-ESPANOL,
ESPANOL-INGLES, a ANITA CECILE ESCOBAR DE TAMAYO, identificada con
Ia cédula de ciudadania 41.502.533 de Bogotd, D.E, providencia vigente en Ia
actualidad.

En Santafé de Bogots, D.C., 8 los 8 dias del mes de junio de 1994, ajpofiibidE bt 20 Cacs
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TRIBUNAL SUPERTOR DEL DISTRITO JUDICIAL DE SANTAFE DE BOGOTA
SECRETARIA GENERAL '

EL SUSCRITO SECRETARIO DEL H. TRIBUNAL SUPERIOR DEL DISTRITO JUDICIAL
DE SANTAFE DE BOGOJA,

CERTIFICA:

Que el Acuerdo No. 039 del 11 de diclembre de 1989, mediante el
cual esta Corporacidon did posesidn a 1a sefiora ANITA CECILIA ESCOBAR
DE TAMAYD, didentificada con Cédula de Ciudadanfa No. 41.502.533
de Bogot&, como TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL DE LOS IDIOMAS INGLES-
ESPANOL, ESPANOL- INGLES, en virtud de la Resclucifn o,
agosto 15/89, emanada del Ministerio de Just :
VIGENTE.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2003-09-08-504
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE VIEREN ESTOS PRESENTES:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

07 de agosto de 2003

EL PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE ANEXA SE ENCUENTRA UNA
COPIA VERDADERA DE LOS REGISTROS DE LA OFICINA DE MARCAS Y
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Comisionado para Patentes
Box Provigional Patent Application
Washington, DC 20231

CARATULA PARA SOLICITUD PROVISIONAL

Transmitido con el presente para registro segin 37 CFR 1.53(c) se
encuentra la solicitud provisional de patente del siguiente Inventor(es): Chengjin

M. HUANG

Para: ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA UN EPITOPE
DE LA GLICOPROTEINA QUE CODIFICA LA
INMUNODEFICIENCIA FELINA INACTIVADA

1. Documentos adjuntos que se requieren para fecha de registro segan 37
CFR 1.51(c) y 1.53(c):

X Paginas de descripcién ~ 9 paginas

L__—] Listado de Secuencia - paginas



Paginas de reivindicaciones - 2 paginas

Pagina(s) de resumen - 1 pagina

Hoja(s) de dibujo — 1 pagina
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Nombre(s) y direccién(es) del inventor{es) (o mencione el nimero del acta
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1. Chengjin M. HUANG 1169 26™ Avenue North
Fort Dodge, lowa 50501
Cesion

Una cesidn de la invencion a:

Wyeth
Five Giralda Farms

Madison, New Jersey 07940

|:I se adjunta bajo Caratula de Recordacién separada.

X se presentara después.
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Correo Postal de los Estados Unidos en la fecha escrita a continuacién en un
sobre como “Oficina de Correo Postal al Destinatario” Numero de Etiqueta de
Comreo EV 100597626 US dirigido al Comisionado para Patentes, Box Provisional
Patent Application, Washington, DC 20231.

12 de septiembre de 2002 (firma: ilegible)
Fecha Cecilia Chessell

4, Derechos de Registro $1680.00

5. Método de Pago de Derechos:
Cargo a la Cuenta de Depdésito No. 01-1428 por la suma de $160.00

Se adjunta un duplicado de esta transmisién.

6. Instrucciones respecto a Sobrepago/Pago Menor:
Acredite el sobrepago y cargue el pago menor a Ja Cuenta de Depdsito No.

01-1426.

4



7.

Autorizacion para cobrar Derechos Adicionales

X
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siguientes derechos adicionales por este documento y durante
todo el tiempo que esta solicitud esté pendiente a la Cuenta de
Depésito No. 01-1425;

37 CFR 1.51(c)(4) y 1.53(c) derechos de registro
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Tel. No. 973-683-2133
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Reivindicaciones:

1. Un anticuerpo monoclonal especifico para un epitope Unico para una

glicoproteina que codifica FIV inactivado.

2. El anticuerpo monocional de acuerdo con la Reivindicacion 1 mAb

109.

3. El anticuerpo monocional de acuerdo con la Reivindicacién 1, en

donde glicoproteina es gp 95 o gp 130.

4. El anticuerpoc monocional de acuerdo con la Reivindicacion 1

producido a partir de la linea celular depositada como nimero ATCC -

5. Et anticuerpo monocional de acuerdo con la Reivindicacidn 1, en

donde el FIV inactivado es FIV-Shiz o FIV-Petaluma.

8. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la Reivindicacion 3, en

donde dicha glicoproteina es gp 95.



7. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la Reivindicacion 5, en

donde FIV ea Fiv-Shiz.

8. E! anticuerpo monocional de acuerdo con la Reivindicacién 7, en

donde dicho FIV ha sido inactivado por tratamiento con formalina.

9. Un método para la deteccibn de un epitope Gnico para una
glicoproetina que codifica FIV inactivado en una muestra, el cual comprende:
contactar dicha muestra con un anticuerpo monoclonal especifico para un epitope
Unico para una giicoproteina que codifica FIV inactivado hasta formar un

complejo; y detectar dicho complejo.

10. E! método de acuerdo a la Reivindicacion 9 que tiene el anticuerpo

monoclonal mAb 1D9.

11. El méatodo de acuerdo a la Reivindicacién 9, en donde dicha muestra

es una vacuna de Fiv inactivado.

12. El método de acuerdo a la Reivindicacién © que tiene un anticuerpo

monocional producido de la linea celular depositada como ATC-



13. E! método de acuerdo a la Reivindicacion 9, en donde dicha

glicoproteina es gp 85 o gp 130.

14. E! método de acuerdo a la reivindicacién 9, en donde dicho FIV es

FIV-Shiz o FiIV-Petaluma.

15. El método de acuerdo a la Reivindicacion 13, en donde dicha

glicoproteina es gp 95.

16. El método de acuerdo a la Reivindicaciéon 14, en donde dicho FUV es
FiV-Shiz.



RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA UN EPITOPE DE LA
GLICOPROTEINA QUE CODIFICA LA INMUNODEFICIENCIA FELINA

INACTIVADA

La presente invencién proporciona un anticuerpo monocional especifico para un
epltope que es Unico para el componente de proteina superficial de una
glicoproteina de envoltura de un virus de inmunodeficiencia felina (FIV) inactivado.
Dicho anticuerpo es (itil para la cuantificacion de FIV inactivado o la determinacién

de la potencia de una vacuna de FIV inactivado.

ER



Figura 1

FIG 1. Inmunoprecipitacién de glicoprotelnas de envoltura FIV con anticuerpo
monocional 1D9. Una cepa de virus enriquecida en FIV inactivado con
formalina fue biotinilado con sulfo-NHS-LC-biotina, y se exirajo con Triton
X-100. La inmunoprecipitacion se llevd a cabo mediante incubacién del
extracto con mAb 1D9 o H5332. Los complejos inmunes fueron recogidos
sobre Proteina G Inmovilizada. Lavados y sometidos a SDS-PAGE y
manchado de Westem. Las proteinas sobre la mancha fueron detectadas
utiizando estreptoavidina marcada con peroxidasa. Las lineas 1 y 5,
marcador de peso molecular biotinilado; linea 2, 20 L de mAb 1D9 usado
para inmunoprecipitaciéon; linea 3, 100 pL de 1D9 usado para
inmunoprecipitacién; Iinea 4, 100 uL de un anticuerpo monocional no
especifico, H5332, usado en inmunoprecipitacion. Las cadenas H (50 kD) y
L (25 kD) de los anticuerpos y algin BSA (67 kD) no fueron teflidos

especificamente por estreptoavidina marcada con peroxidasa.

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 8 de septiembre de 2003,
en la ciudad de Santafé de Bogotd, por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colorobiga onaaL

ABSOLUCION 3177

——
ANTTA NSCOBAR DE TAMAYO i IS
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DocketNo: AMIOIIBLY 3
Pateat

Commissioner for Patents

FROVISIONAL APPLICATION COVER SHEET

Trenamitted herewith for filing under 37 CFR 1.53(c) is the provisional patent application
of the following Inventor(s): Chengjin M. HUANG;

For: MONOCLONAL ANTIBODY SPECIFIC FOR AN EPITOPE OF INACTIVATED
FELINE IMMUNODEFICIENCY-ENCODED GLYCOPROTEIN

1. enclosed which are required for filing date under 37 CFR 1.51(c) and 1.53 (c):

Pages of specification — 9 pages -

| | Sequence Listing - pages

X Pages of claims — 2 pages

B4  Page(s) of abstract ~ 1 pages
Sheet(s) of drawing — 1 sheets
] Formal
d Informal

2, Inventor(s) name(s) and address(es) (or list attorney docket number as alpharumeric
identifier):

1. Chenglin M. HUANG 1169 26" Avenue North
Fort Dodge, Iowa 50501

3.  Asgignment
An assignment of the invention to:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940

[C] is attached under separate Recordation Form Cover Sheet.
P will follow.

CERTIFICATE OF MAILING 37 CFR §1.10
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Commissioner for Peteas, Bax Provisonsl Pasent Application, Washingten, DC 20331,
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Patent

Filing Fec $160.00

Method of Payment of Fees:
Charge Deposit Account No. 01-1425 in the amount of $160.00.
A duplicate of this transmittal is attached

Instructions 2s to Overpayment/Underpayment:

Credit any overpayment and charge sny underpayment to Depoait Acconnt No. 01-142S.

Authorization to Charge Additional Fees

Dd  The Commissioner is hereby authorized to charge the following additiona] fees by
this paper and during the entire pendency of this application to Deposit Account
No. 01-142S:

D4 37 CPR 1.51(c)4) and 1.53 (¢) filing fees

X  Surcharge for filing the basic filing fee and/or complete cover sheet on a date later
than the filing date of the application.

SEND CORRESPONDENCE TO:

IR

25291

PATENT TRADEMARK OFFICE

DIRECT ALL TELEPHONE CALILS TO:
Name: Adley F. Mandel
Tel. No. (973) 683-2133

The invention was made by an agency of the U.S. Government or under a confract with an

of the U.S. Government.
% No
Yea, the name of the U.S. Govarnment agency and the Government contract
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Reg. No. 26942
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Patent Law Department
Five Giralda Farms
Madison, NJ 07940

Tel. No. (973) 683-2133
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MO ODY SPECIF D
EELINE IMMUNODEFICIENCY-ENCODED QLYCOPROVEIN

BACKGROUND OF THE INVENTION
10
Feline Immunodeficlency virus (FIV), originally feline T-lymphotropic lentivirus,
was first reported by Pederson ef a/., Sclence, (1087) 235:790-763 and has been
identified in domestic cats and cheetahs. The infection Is endemic in cats throughout
the world. Like HIV, FiV s an international concem. According to the American
15  Assoclation of Feline Practitioners, up to one In twelve cats may test positive for FIV.
Aftar infection, there is a translent perlod of fever, lymphadenopathy and
neutropenia. Most cats recover from this stage and appear normal for months or
years before immunodeficiency occurs. Due to this latent manifestation of
Immunodeficiency, it would be unduly hazardous to utiiize a live virus vaceine for the
20 treatment or prevention of FIV. Although monocionat antibodies spacific for epltopes
of FlV-ancoded antigens or antigenic proteins are known, e.g., US 5,177,014 and US
5,219,725, thess antibodies are not capable of recognizing nactivated FIV, This
means that for current, commercial FIV vaccines, ali of which utllize inactivated Fiv,
there are no known monocional antibodies useful for the determination of virus
25 quantity or the potancy of the inactivatad FIV component In a vaccine composition.
Therefore, It Is an abject of this invention to provide a monocional antibody
specific for an epltope of an Inactivated FiV glycopratsin.
It is another abject of this invention to provide a method for the determination
of the quantity of an Inactivated FiV.
30 1t is a further object of this invention to provide a method to detarmine the
potsncy of an inactivated FIV vaccine.

2
D
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It is a feature of this Invention that the monocional antfbody of the invention is
spacific for the epitope of an inactivated FIV glycoprotein and does not recognize
epitopes of live FIV glycopratains, proteins or antigens.

Further objects and features of the invention will become more apparent from
the detailed description set forth herein below.

FTHE!

The present invention provides a monocional antibody spectfic for an epitope
unique to an inactivated feline immunodeficiency virus-encoded glycoprotein.

The present invention further provides a methed for the detection of an
epltope unique to an inactivated feline Immunodeficlency virus-encoded glycoprotein
in a sample which comprises: contacting said sample with a monocional antibody
specific for an epitope unique to an inactivated feline immunodeficiency virus-

ancoded glycoproteln to form a complex; and detecting sald complex.
BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWING

FiG. 1 Is a photograph of a Weatem immunobiot analysis of the monocional
antibody, mAb 1D9, identified as specific for a unique epltope of an inactivated feline
immunodaficlency virus-encoded glycoprotein.

ETAILED PTION OF THE |

The faline immunodeflclency virus (FIV) envelope glycoprotsin is involved In
receptor interactions with cells and this interaction deterrnines the cells' suscaptibikty
to sald virue. The FIV envelope glycoprotein Is also involved in virus penetration and
syncytium formation and is the primary target for humoral and cellular immune
responses. (Bendinelli, M., et al., Clinical Microblology Review, (1985) 8:87-112)
Said envelope glycoprotein consists of two components which are non-covalently
bound in the virion, the surface (SU) protein which is heavily glycosylated and has an
apparent molecular weight of 85,000-100,000 and the trans-membrana (TM) protein

>t

"Copy provided by USPTO from the PACH image Datahase on DA/ONZ003
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which Is less glycosylated and has an apparent molecular weight of 35,000-40,000.
{Supra and Pacino, G. et al., Virology, (1985) 208:796-808). Various shudles have
suggested that the FIV envelope protsin is capable of inducing protective FiV
Immunity in cats. Therefore, an enzyme-iinked immunosorbent assay (ELISA) which
measures the relative quantity of the FIV envelope protein would be most useful for
determining the patency of an FIV vaccine. However, all cufrent commercially
available FIV vaccines utilize inactivated or killed virus and the monocional
antibodies known to react with or recognize FIV or FIV glycoprotein do not react with
or recognize inactivated FIV or FIV glycoprotein. it is proposed that the inactivation
of said virus may alter the conformation of the FIV envelope protein.

Surprisingly, it has now been found that the monocional antibody, designated
mAb 1D9, specifically recognizes only inactivated FIV and does not recognize live
FIV. Further, ELISA and immunoprecipitation experiments demonstrate that the
monocional antibody of the invention reacts specifically with the surface protain
component of the FIV envelope glycoprotein.

The term monacional antibody, as used in the specification and claims,
designates an antibody produced from a single antibody-producing cefl which has
been cloned to produce an antibody-producing ceall line. The term epitope designates
a specific amino acid sequence, madified amino acid sequence, or protein secondary
or tertiary structure which Is recognized by an antibody. The term Inactivated virus
designates "not live® or “lied” virus.

The monocional antibody of the invention may be prepared using
conventional techniques known In the art. For axample, mice may be immuntzed
with a partially purified, inactivated virus such as FIV-Shiz, FIV-Petaluma, or the ke,
praferably FIV-Shiz; mouse tall bieads are then screened for antibody response and
selacted for fusion; cioned hybridoma celis are then selected and screened for
specific reactivity with Inactivated FIV. The hybridoma for the single stable cione
thus obtained may be grown In a bloreactor and muitiple harvests of the antibody
may be pooled to generate the desired monocional antibody, mAb 1D9.

Said antibody may be produced by a cefl iine depoalied with the American
Type Culture Coliection and assigned the number ATCC .

inactivation of the virus may be achleved by conventional inactivating means,
for example chemical inactivation using chemical Inactivating agents such as binary

‘Copy provided by USPTO from the PACH image Databage on (8/08/200%
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ethyleneimine, phenol, a-lactoproplanate, beta-proplolactone, formalin, merthlolate,
gluteraidehyde, sodium dodecy! sulfate, or the like or a mixture thereof, preferably
formalin. Sald virus may also be Inactivated by heat or psoralen in the presence of
ultraviolet light.

The monocional antibody of the Invention Is apecific for inactivated FIV and
forms a sufficlently strong interaction with an apitope unique to an inactivated FiV
aenvelope glycoproteln, such as gp 95 or gp 130, to be useful in an assay for the
determination of the quantity of an Inactivated virus or for the potency of an
inactivated FiV vaccine. Accordingly, the present Invention provides a mathad for the
detection of an epitope unique to an inactivated FIV-encoded glycoprotaln in a
sample which comprises: conlacting said sarnple with a monocional antibody specific
for an epitope unique to an Inactivated FIV-encoded glycoprotein to form a complex;
and detecting said complex.

Samples suitable for use in the method of the Invention Include those which
cantain an Inactivated virus or inactivated virus-infected celis In a culture medium or
In a vaccine compasition.

Means of detecting the complax sultable for use In the method of the
invention include any conventional means generally used to detect monocional
antibody protein complexes such as detection by enzyme-, fluorochromea-, or blotin-
labeled anti-mouse antibody, detection by Protsin A, or the llke. In actual practice,
the method of the Invention may be implemented In the form of an ELISA or
immunoprecipitation assay having the monocional antibody, mAb 1D8, as the

For a more clear undarstanding of the invention, the following examples are
set forth below. These examples are merely flustrative and are not understood to
Emit the scope or underlying principles of the Invention In any way. Indeed, various
modifications of the invention, in addition to those shown and described herein, will
become apparent to those skilled in the art from the examples set forth herainbelow
and the foregoing description. Such modifications are also intended to fall within the
scope of the appended daims.

Unless ctherwise noted, all parts are parts by weight.

26
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FiV-Shizuoka (FIV-Shiz) and FIV-Petaluma are propagated in persistently
Infected lymphold cell ines designated Shi/FeT-J (sometimes referred to as “Shiz")
and FL-8, respectively. To generate antigen stocks, virus flulds are inactivated using

Generation of Monoclonal Antibody

Balb/c mice are immunized twice with formalin-treated FIV-Shiz virus which ls
purified using glycerol gradient tachnique. The injection sie is subcutaneous for both
injections. Mouse tail bleeds are screened for antibody response. One mouse which
dispiayed high FIV-epecific antibody titers is chosen for fusion. Splenocytes
coliected from this mouse are fusaed to SP2/0 myeioma cells. Hybridoma cslls are
selacted as described in “Antibodies: A Laboratory Manual™ by Ed Harlow and David
Lane for Cold Spring Harbor Press. Primary hybridoma clones are scresned for
spacific reactivity with formalin-treated FIV-Shiz. One stable clona, mAb 1D8, s
obtained. The hybridoma for mAb 1D8 is grown in a hearus Minlperm blonsactor.
Muttiple harvests of the antibody are obtained and pooled fo generate a large
quantity of mAb 1D@.

Capy provided By USPTO rom the PACH mane Datsiass = Aers ===
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In this evaluation, Galanthus Nivalls Aggiutinin (GNA) Is used to capture the
glycoproteins. This GNA ELISA combines the high salectivity of GNA binding with its
broad reactivity with the glycoproteins of HIV-1, HIV-2, 8V and FIV. To begin,
ninety-six microwel! platas are coated with 10 ug/ml. of GNA in 50 mM carbonate, pH
9.6 for 1 h at 37°C. After blocking wells with PBS-10% FBS for 2 h at 37°C, samples
which were treated with 1% Empigen BB (Calblochem) for 1 h at 37°C are added,
and incubated for 2 hours at 37°C. Unbound antigens are removed by washing 3
times with PBS contalning 0.1% Tween 20. The monocional antibody of Example 1,
mADb 1D8 diiuted at 1:8,000 is added to each well and the plate Is incubated at 37°C
for 1 h. After washing, peroxidase-labeled goat ant-mouse igG, Kirkegsard & Perry
Laboratories (KPL), diluted 1:1,000 is added and the plate is Incubated at 37°C for 1
h, and then washed and develaped with TMB peraxidase substrate (KPL). The plate
Is read at 650 nm minus 480 nm after a 5 min reaction period.

In this evaluation, a virus stock enriched for the formalin inactivated FIV-
Petaluma virus (0.38 mg total protein with less than 5% being FV proteing) is
incubated with 5 mg of sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce) In 2 mL of PBS on lce for 1 h.
After removing the unincorporated biotin reagent by dialysis, the virus-containing
sample is extracted far 1 h with 1% Triton X-100 in 12 mL of PBS, and centrifuged at
100,000 g for 2 h. The supematant Is recovered and usad for Immunoprecipitation.
Immunoprecipitation s camied out by incubating 600 L of the extract with 80 pl. of
either mAb 1D9 or mAb H5332 at 4°C for 1 h. The mAB H5332, which has a

specificity for Borrelia OspA protein, is used as a non-specific antibody control. The

-
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immune complexas are coliected on Immobilized Protein G (Plerce), washed 4 times
with cold PBS-1% NP-40, resuspended in Laemmil buffer and subjected to SDS-
PAGE and Westem blotting. The biot is biocked for 80 min with SuperBiock (Piercs)
and then incubated for 45 min with paraxidase-labeled streptoavidin (IKKPL), diluted
1:400,000. The membrane is washed 4 times with PBS-0.05% Tween-20, and the
blotin-streptoavidin complexas are detected with the SuperSignal
chemiiluminescence detaction kit (Plarce) foliowed by exposure to X-ray film.

Fiv-Shizuoka (FIV-Shiz) and FIV-Pstaluma are propagated in persistently
Infectad lymphoid cell lines designated Shiz and FL-8, respectively. Feline leukemia
virus (Fel.V) is propagated in a chvonically infected cell line. Feline calicivirus (FCV),
feline viral rhinotracheitis virus (FVR) and feline panileukopenia virus (FPV) are grown
on Crandell feline kidney celis. To generats antigen stacks, virus fluids are
inactivated with formalin and concentratad using ultrafiltration.

Evaluation
In this evaluation, the spacificity of mAb 1D9 Is detsrmined using both of the

ELISA and immunoprecipitation tachniques dascribed herainabove in Examples 2
and 3.

A -GNA ELISA

Various antigen samples are tested using the assay described in Example 2.
The results are shown In Table | below.

"Copy provided by LSPTO from the PACT image Databese on QABAMA~s
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Table!
Antigen Sample Optical Density
Antigen Ssmple Concentration Acar-Auz Value

FIV-Shiz virus, 1x 0.572
inactivated

1x 0.385
FIV-Petaluma virus,
inactivated
FiV-8hiz virus, live x 0.008
FiV-Petaluma virus, live 1x 0.008
Fet] TCS, naclivated
TCS = Tissue Cuiture 1x 0.027
supematant
FelL.V, Inactivated 1x 0.020
FCV, inactivatad ix 0.027
FVR, inactivatad 1x 0.027
FPV, inactivatad 1x 0.026
FelV, live 10" TCIDgymL 0.039
FCV, live 10™ TCIDg/mL 0.035
FVR, live 10" TCIDp/mL 0.038
FPV, tive 10* ™ TCIDg/mL. 0.051

~ Copy provided by USPTO from the PACR Immge Datsbase on 002003
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Observations
When used at 1:8000 dilution, mAb 1D9 reacts well with both Inactivated FIV-

Shiz and inactivated FIV-Petaluma samples. In contrast, mAb 1D9 shows no
reaction whan it ls tasted with samples of elther live FelLV, FCV, FVR and FPV or
inactivated antigen stocks for those various viruses. Advantageously, mAb 1D8 does
not react with samples of live FIV-Petaluma or live FIV-Shizuoka even though it
reacts well with sampies of both inactivated FIV-Shiz and Inactivated FIV-Shiz. The
ELISA data in Table { indicate that the GNA ELISA based on the monocional
antibody mAb t1D9 may be used to detect specifically the FiV glycoprotein. The
observation that mADb 100 reacts with formalin-inactivated FIV, not live FIV, Indicates
that the epitope recognized by mAb 1D0 Is a unique epitope created by the formalin
treatment of FIV.

B ~ Immunoprecipitation

To further confirm the specificity of mAb 1D8 for the inactivated FIV envelope
glycoprotein, an inactivated FiV-enriched stock ie biotinylated and
immunoprecipltated as described In:Example 3 with mAb 1D9 or mAb H5332, an
irmelevant manocional antibody. As shown In Figure 1, mAb 1D8 reacts specifically
with the SU protein, as Indicaied by the broad 85-100 Kd band. The band with a
higher molecular weight (ca. 180 Kd) might be a complex of SU with another protein
which was cross-linked by formaln treatrment.

Conclusion
The results of ELISA and Immuncprecipitation experiments demonstrate that

the monocional antibody mAb 1D9 reacts specifically with the surface protein
component of the FIV envelops glycoprotein, and is suitable for use in a potency test
for Inactivated FIV vaccines or for the determination of the quantity of an [nactivated
virus sample or an inactivated virus-infected ceil sample.

2,
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What is claimed is:

1. A monocional antibody specific for an epitope unique to an Inactivated
FIV-encoded glycoprotein.

2 The monocional antibody according to claim 1 mAb 1D8.

3. The monacional antibody according to claim 1 wherein said
glycoprotein Is gp95 or gp130.

4, The monocional antibody according to claim 1 produced from the call
line deposited as ATCC number

5. The monocional antibody according to claim 1 whersin the inactivated
FIV is FIV-Shiz or FIV-Pstaluma.

8. The monocional antibody according to claim 3 wheraln sald
glycoproteln is gp95.

7. The monodional antibody according to claim 5 wherein sald FIV is
Fiv-Shiz.

8. The monocional antibody according to clalm 7 wherein said FIV has
been inactivated by treatment with formalin.

9. A method for the detection of an epitope uniqus to an inactivated FIV-
encoded glycoprotein in a sample which comprises: contacting sald sample with 2
monocional antibody specific for an epliope unique to an inactiveted FIV-encoded
glycoprotain to form a complax; and detecting sald complex.

10. The method according to claim 9 having the monocional antibody mAb
1D9.

10
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11.  The method according to clalm 9 wherein sald sample Is an
inactivated FIV vaccine.

12. The method according to claim 8 having a monocional antibody
produced from the cell line depasited as ATC

13. The method according to claim 9 wherein said glycoprotein Is gp85 or
gp130.

14. The method according to claim 0 whereln sald FIV is FIV-Shiz or FIV-
Petaluma.

15. The method according to claim 13 wherain said glycoprotein Is gp95.

16.  The mathod according to claim 14 wherein sald FIV s FIV-Shiz
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Figure 1
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FIiG 1. Immunoprecipitation of FIV envalope glycoproteins with monocional
antibody 1D8. A virus stock enriched in formalin-inactivated FIV
was bilotinylated with suifo-NHS-LC-biotin, and extracted with Triton
X-100. Immunoprecipitation was camed out by incubating the
axtract with Mab 1D9 or H5332. The immune complexes were
collected on immobilized Protein G, washed and subjected to SDS-
PAGE and Westam blotling. The proteins on the blot were
detecied using peroxidase-iabeled strepioavidin. Lanes 1 and 5,
biotinylated molecutar weight marker; lane 2, 20 ul of Mab 1D8
used for immunoprecipitation; lans 3, 100 ul. of 1D0 used for
Immunopracipitation; lane 4, 100 ul of a non-apecific monoclonal
antibody, H5332, used in immunoprecipitation. The H (50Kd) and
L chaine (25 Kd) of the antibodies and some BSA (87 Kd) were
non-specificaliy stainad by paroxidase-labeled straptoavidin,

) 12
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MONOCLO DY SPECIF] TOP| D
FELINE -ENC OPR!

ABSTRACT OF THE INVENTION

The present invention provides a monocional antibody specific for an epliope
which Is unique to the surface protein component of an Inactivated feline
immunodaeficiency virus (FIV) envelope glycoprotein. Said antibody is useful for the
quantification of Inactivated FIV or the determination of the potancy of an inactivated
FIV vaccine.

13
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TRADUCCION OFICIAL No. 2002-09-23-535
OE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

AFFIDAVIT

Yo, William H. Cainan, Subsecretario de Wyeth, mediante el presente
certifico que he comparado la copia adjunta con la Cesién original (60/410,248)
con fecha 21 de julio de 2003 de Chengjin M. Huang a Wyeth, y que dicha copia

es una copia fiel del original.

Para ser usado en Colombia.

Fechado este dia 5 de agosto de 2003 en Madison, New Jersey, Estados

Unidos de América.

Wyeth
(firma: ilegible)
William H. Calnan

Subsecretario



RECONOCIMIENTO

Estado de New Jersey )
) s8:

Condado de Morris )

En este dia 5 de agosto de 2003, comparecid personaimente ante mi
William H. Calnan, Subsecretario de Wyeth, a quien conozco y quien 8é que es la
persona descrita en el presente y que ejecutd el instrumento anterior y quien

reconocié ante mi que él ejecutd el mismo.

(fimma: ilegible)
Notario P(blico

Sello del Notario:

Marilyn L Mitchell

Notario Pablico, Estado de New Jersey

Mi Comisién Expira el 8 de febrero de 2005



Para: | * | DerechosdelosE.U.ylo | X | Extranjeros

Para: | X| Solicitud de los E.U. 0 Patents de los E.U.

Cesi6n de Invencién

En consideracion del pago por parte del CESIONARIO al CEDENTE de una

causa contractual adecuada, el recibo de la cual se reconoce por el presente,

CEDENTE:
{(t) Nombre Completo del inventor: Chengjin M. HUANG
Residencia: 1169 26™ Avenue North - Fort Dodge, lowa 50501

Ciudadania: Estados Unidos de América

(2) Nombre Completo del Inventor:
Residencia:

Ciudadania:

(3) Nombre Completo del Inventor:



Residencia:

Ciudadania:

(4) Nombre Completo del Inventor:
Residencia:

Ciudadania:

(5) Nombre Completo del Inventor:
Residencia:

Ciudadania:

por el presente vende, cede y transfiere al CESIONARIO:

Wyeth
Five Giralda Farms

Madison, New Jersey 07940

y a sus sucesores, cesionarios y representantes legales del CESIONARIO todos
los derechos, titulos e intereses para los Estados Unidos y sus posesiones
temitoriales y en todos los palises extranjeros, incluyendo todos los derechos para

reivindicar prioridad, en y con la invencién liamada:



ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO PARA UN EPITOPE DE LA
GLICOPROTEINA QUE CODIFICA LA INMUNODEFICIENCIA FELINA
INACTIVADA

e inventada por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, si hubiese:

y la cual se encuentra en

[verificar y completar (a), (b), (¢). (d) O (e)]

(a) X solicitud de patente de los EE.UU. ejecutada en fecha par con

el presente.
(b) solicitud de patente de los EE.UU. ejecutada el
(c) solicitud provisional de los EE.UU., no registrada aun,

nombrando al inventor(s) mencionado anteriormente para la
invencién anteriormente mencionada

[ ] Etiqueta de correo expreso no.:

(d) Salicitud de los EE.UU. Sclicitud No. registrada el:

(e) Patente de los E.U. No. emitida el:

[también verifique (f) si la(s) solicitud(es) extranjera(s) también se esta(n)

cediendo)



\j] X y cualquier equivalente legal de la misma en un pais

extranjero,

incluyendo el derecho de reivindicar prioridad, incluyendo cualquiera y todas las
mejoras reveladas en el presente y en y para todas las Patentes de Invencién
para ser obtenidas para dicha invencion por la solicitud anteriormente mencionada
o0 cualquier provisional, no provisional, continuacién, divisiobn, renovacion o
sustituto de la misma regisirada posteriormente y en cuanto a las Patentes de

Invencién cualquier reemision o re-examen de la misma.

El CEDENTE por el presente conviene que ninguna cesion, venta, acuerdo
o gravamen ha sido o serd hecho o se celebrara que entre en conflicto con esta

cesion.

El CEDENTE autoriza al CESIONARIO para hacer solicitudes y para recibir
Patentes de Invencion para dicha invencidn en cualquiera de dichos paises en su

propio nombre o en el nombre det CEDENTE, a su eleccion.

El CEDENTE conviene y acuerda ejecutar o procurar cualquier
aseguramiento posterior necesario del titulo sobre dicha invencion y cualquier

Patente de Invencidn que pueda emitir por eso y, en cualquier momento, a

&



solictud y a expensas del CESIONARIO entregar cualquier testimonio en
cualquier interferencia, litigio o procedimiento relacionado con ello y sjecutar todos
ios documentos que sean necesarios o deseables para perfeccionar el titulo sobre
dicha invencién o cualquier Patente de Invencidn que pueda otorgarse para ello al
CESIONARIO, sus sucesores, cesionarios y representantes legales, y que, en
cualquier momento, a solicitud y a expensas del CESIONARIO ejecutar cualquier
continuacion, continuacidn en parte, divisional, renovacion o sustituto de la misma
y en cuanto a Patentes de Invencion y reemision o reexamen de las mismas, o
cualquier otra solicitud adicional de Patentes de Invencién para dicha invencién o
parte de la misma, todas las solicitudes y Patentes de Invencién que se emitan de
ello por el presente se ceden al CESIONARIO, y hard todos los juramentos o
declaraciones legales y hara todos ios actos legales requeridos para procurar las
mismas, sin mas compensacion, peio a expensas del CESIONARIO, sus

sucesores, cesionarios u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita ai Comisionado de Patentes para que emita
cualquiera y todas las Patentes de Invencion de los Estados Unidos para dicha
invencion, que resulte de cualquiera de las solicitudes anteriormente mencionadas

a su CESIONARIO.

69



(fima: ilegible) 21 de julio de 2003

Chengjin M. HUANG L.S. Fecha
Reconocimiento
Estado de lowa )
) 88:

Condado de Webster )

El dia 21 de julio de 2003, comparecié personalmente ante mi Chengjin M.
HUANG, quien sé que es las persona descrita en el presente y quien ejecutd el
instrumento anterior y reconocié que él ejecutd el mismo, de su propia voluntad y

para los fines expresados.

(fima: ilegible)

Notario Pdblico



Sello del Notario;
Heather Farreli
Sello Notarial — lowa

La Comisidon Expira 9-27-05

+



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1981)

Pals: Estados Unidos de América

=Y

Este documento publico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchell

actuando como Notario Pablico de New Jersey

D N

lleva el sello/estampilla de Marityn L Mitchell, Notario
Certificado
en Trenton, New Jersey 6. eldia7 de agosto de 2003
por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey
No. A178630

© ®& N o

Sello/Estampilla 10. Firma:

Sello del Estado de New Jersey (ilegible)

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 3 de septiembre de 2003,
‘ en la ciudad de Santafé de Bogota, por Anita Escabar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

‘HACUCTOR OFICRAL
RESOLUCION 2577
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R
vahorsy vb:0

P
L K FO PR




Ly eth
M |onqa,w

APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MARILYN L MITCHELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MARILYN L MITCHELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 7TH DAY OF AUGUST 2003

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. Al178630

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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AFFIDAVIT

I, William H. Calnan, Assistant Secretary of Wyeth, do hereby certify that the
attached copy has been compared with the original Assignment (60/410,246) dated July
21, 2003 from Chengjin M. Huang to Wyeth, and that the said copy is a true copy of the

To be used in Colombia.

Dated this 5™ day of August 2003 at Madison, New Jersey, United States of
America.

Wyeth
William H. Calnan
Assistant Secretary

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )
) SS:
County of Morris )

On this 5% day of August 2003, before me personally sppeared William H.
Calnan, Assistant Secretary of Wyeth, to me known and known fo me to be the individual
described in and who executed the foregoing instrument, and he acknowledged to me that

he executed the same. N N
o ol - She Lo

Notary Public

MARILYN L. MITCHELL
NOTARY PUBLIC, STATE OF NEW JERSEY
My Commiasion Expires February 8, 2006



a " ' Docket No: AM101193
Patent

For: [{ U.S. and/or [X] Foreign Rights
For: U.S. Application or U.S. Patent

Assienment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valsble
consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1) Full Name of Inventor: Chengjin M. HUANG
Residence: 1169 26" Avenue North - Fort Dodge, Iowa 50501
Citizenship: United States of America

(2) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(3) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(4) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(5) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

(6) Full Name of Inventor:
Residence:
Citizenship:

hereby sells, assigns and tranafers to ASSIGNEE:
Wyeth

Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940

AssignmentNewApp.dot - Rev 403 Page 1 of 3 Assignment of Invention
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Docket No: AM101193
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title and
interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries, including
all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

MONOCLONAL ANTIBODY SPECIFIC FOR AN EPITOPE OF INACTIVATED
FELINE IMMUNODEFICIENCY-ENCODED GLYCOPROTEIN

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in
[check and complete (a), (b), (c), (d) or ()]

U.S. Patent No. issued on:

(@ [ US. patent application executed on even date herewith.

®) [ U.S. patent epplication executed on:

(¢ [0 U.S. provisional application, not yet filed, naming the above inventor(s) for
the above-entitled invention
[[] Express mail label no.:

d) H U.S. application Application No. filed on:

(©)
[also check (f) if foreign application(s) is(are) also being assigned]
(0 [XI eand anylegal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priarity, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance has
been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters patent
for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name, at its
election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary assurance
of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefor and to, at any time,
upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in any interference,
litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be necessary or desirable
to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may be granted therefor in
ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives, and that to, at any time, upon
the request and at the expense of ASSIGNEE execute any continuation, continuation-in-part,
divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters Patent and reissue or re-examination
thereof, or any other additional applications of Letters Patent for said invention or any part
thereof, all of which applications and any Letters Patent issuing thereon are hereby assigned to
ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or declarations, and do all lawful acts requisite for
procuring the same therein, without further compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its
successors, assigns or other legal representatives.

%

AssignmentNewAppdot - Rev 4003 Page 2 of 3 Assignment of Invention q



v ‘ ' Docket No: AM101193
Patent

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from amy of the aforesaid

applic Kiio/ﬂ:ASSIGNEE.
) el .‘ ‘LIL 2
Chengjin M. HUANG 5 LS. Date
ACKNOWLEDGMENT
State of Iwa, } HEATHER FARRELL
5. Commision § 224758
County of h/e bstey } My Commission Explres _4—_1'9_5’
Onthe 2/ day of 2003, Chengjin M. HUANG personally appeared

before me, known by me to be the same person described in and who executed the. foregoing -
msmunmt,mdaclmowledgedﬂnthdsheuecutedtheme,ofhwhcownﬁuemllandfur_

the purposes set forth.

H LMM-

Notary Public

AssigrmentNewApp Aot~ Rev 4003 Page 3 of 3 Assignment of Invention
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION [ X ]

Descripcién de la invencion
Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobante de pago de las tasas establecidas

L L B B N

COMPLETA [X]

DISERO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Diseflo Industrial

Indicacién de que se solicita la concesion de una patente
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] 1

MODELODE UTILIDAD [ 1]

[X]1
[X]10

[X]26
[X]2

INCOMPLETA []

[]

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Representacion gréfica del esquema trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas

* o o0

COMPLETA [ ]

el Nouwo

Firma Responsable

Fecha O~ OY- ‘3:535

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado |
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

[]
[ ]

INCOMPLETA [ ]

Bl Sl Bl Sl

INCOMPLETA []

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: Info@@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombla
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

+

Folio u/
2020
Bogots, D. C.
Doctor
JOSE ANTONIO LLOREDA
Representants y/o Apoderado
oficpNo. §8136

REFERENCIA: Radicacibn 03-78838

Trémite 002

Evento 001

Actuacién 430

Folios 001

Como resultado de! examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe presantar el recibo de pago por ia prioridad invocada para trdmites en nuevas
creaciones.

En cumplimiento del articulo 30 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos (2) meses sigulentes a la fecha de notificacién del presente oficio,
complete los requisitos anteriorments enunclados. En caso de no dar cumplimiento al
presente requerimiento, ia solicitud se considerard abandonada y perderé su prelacién.

Natifiquese el presents a lo dispuesto en el numeral 5.2, iteral e), del capftulo
quinto del titulo pri Circular Unica No.10 de 2001.

DE VERGEL
de Nuevas Creaciones

E anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha 02 Ger. Zﬂm

Camrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
Emall: Info sic.gov.co
WWW.Sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




