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METODOS

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio nimero 451 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y notificado

por fijacion en lista el 22 de Enero de 2013.

Como primera medida, queremos aclarar al sefior Examinador que si se presentd en su
debido término la respuesta a la Oposicién de la sociedad LAFRANCOL S.A, y que de igual
manera se cancelé el valor correspondiente a las 50 reivindicaciones en exceso de la

solicitud inicial.

Para referencia del sefor Examinador, adjuntamos copia de la respuesta a la oposicion
radicada el 19 de diciembre de 2011, asi como copia del correspondiente recibo de pago
No. 10-26,241 equivalente a $1.300.000 (50 * $ 26.000). Asi mismo, adjuntamos copia del

petitorio en donde se hace referencia - .a dicho recibo.

Ahora bien, con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador,
nos permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por treinta y seis (36)

reivindicaciones, en donde no se amplia en ningdn momento la materia inicialmente
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divulgada, y se encuentra enteramente sustentado en la descripcion. Adjuntamos el recibo
correspondiente a las reivindicaciones adicionales, aunque consideramos que este no
deberia cancelarse en vista de que la sefiora examinadora no estudio la totalidad de las
reivindicaciones adicionales (50) de la solicitud inicial, aun cuando dicho pago si se efectud

en su momento tal como se expuso previamente.

Ahora bien, las reivindicaciones sefialadas por corresponder a excepciones a la
patentabilidad, han sido eliminadas en el nuevo pliego reivindicatorio con el fin de dar
cumplimiento a los requerimientos de su Despacho. Por tanto, el pliego presentado es

completamente patentable.
Claridad

La nueva reivindicacion 1 ha sido modificada de manera tal que presenta una
caracterizacion del anticuerpo objeto de la presente invencion, mediante la debida
especificacion de las seis secuencias de CDRs que caracterizan a las regiones variables del
mismo. Asi las cosas, la nueva reivindicacion establece que el anticuerpo aislado que se

une a VEGF comprende los siguientes CDRs:

(a) una CDRI1 ligera variable (VL) que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID

NO: 8 o una secuencia sustancialmente homdloga a la misma,

(b) una CDR2 VL que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9 o una

secuencia sustancialmente homologa a la misma, y

(¢c) una CDR3 v que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10 o una

secuencia sustancialmente homdloga a la misma, y

(d) una CDRI pesada variable (VH) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO: 5 o una secuencia sustancialmente homologa a la misma,

(e) una CDR2 VH que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6 o una
secuencia sustancialmente homdloga a la misma, y

(f) una CDR3 VH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 o una

secuencia sustancialmente homdloga a la misma,
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lo cual se encuentra debidamente sustentado en la anterior reivindicacion 4.

Adicionalmente, la nueva reivindicacion 1 fue modificada con el fin de hacer claridad en

que dicho anticuerpo aislado:
(1) se une al menos a VEGF humano y a VEGF de raton, e

(i) inhibe significativamente la union de VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/Flk-1) sin
inhibir significativamente la union de VEGF al receptor VEGFRI (Fit-1).

lo cual encuentra entero sustento en la materia revelada por las anteriores

reivindicaciones 18 y 20, y por la descripcién en las paginas 5, 15 y 16 (publicacion PCT).

En este sentido, el anticuerpo revelado se encuentra debidamente caracterizado por su
estructura y sus efectos bioldgicos, lo cual cumple enteramente con los requisitos de su

Despacho.

Ahora bien, la reivindicacion 1 hace referencia adicionalmente a las secuencias

sustancialmente homologas de los respectivos CDRs y sefala que,

en donde dicha secuencia sustancialmente homdloga es una secuencia que
contiene 1, 2 o 3 sustituciones de aminoacidos en comparacion con la secuencia
de CDR dada, o en donde dicha secuencia sustancialmente homdloga es una
secuencia que contiene sustituciones de aminodcidos conservativas de la secuencia
de CDR dada,

lo cual al ser interpretado a la luz de las secuencias especificas dadas (CDRs) va acorde
con el derecho con el que cuenta el solicitante de proteger su invencién en contra de
terceros, que con la intencion de no infringir el derecho perseguido, buscarian la
realizaciéon de modificaciones triviales de las secuencias de aminodacidos conservando asi

las propiedades del anticuerpo reivindicado.

De igual manera consideramos que la referencia a las secuencias sustancialmente
homologas es un justo reconocimiento a la extensa investigacién llevada a cabo por el
solicitante, y que ha supuesto el desarrollo del anticuerpo reivindicado. De no permitirse

esta terminologia en la reivindicacién 1, los competidores podrian disefiar anticuerpos con
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actividad muy similar a la del anticuerpo reivindicado mediante la sustitucién o reemplazo

de pequefias fracciones o residuos de aminodcidos.

En este sentido, consideramos fundamental tener en cuenta que cualquier versado en |la

materia _esperaria_razonablemente que las variantes del anticuerpo revelado por la

reivindicacion 1 presentaran las mismas propiedades funcionales de interés, es decir,:

0] unién al menos a VEGF humano y a VEGF de ratdn, e

(i) inhibicion significativa de la unién de VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/Flk-1) sin
inhibir significativamente la unién de VEGF al receptor VEGFR1 (Flt-1).

motivo por el cual dicho versado se encontraria en capacidad para llevar a cabo ensayos
bien conocidos que le permitan identificar cuales variantes del anticuerpo cuentan con la
capacidad de unirse al VEGF humano y murino, y de inhibir significativamente la unién de
VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/FlIk-1) sin inhibir significativamente la union de VEGF al
receptor VEGFR1 (FIt-1), mediante experimentacion rutinaria sin requerir de la
aplicacion de actividad inventiva, mas aun al tener en cuenta que la descripcion cuenta

con el sustento requerido para:

(a) evaluar la unién de los anticuerpos a VEGF humano y VEGF murino (Ver ejemplo
9.

(b) Evaluar si un anticuerpo cuanta con capacidad para bloguear la unién del VEGF a
los receptores VEGFR1 y VEGFR2 (Ver ejemplo 9)

Ademas, consideramos que no se esta incluyendo como parte de la reivindicacién 1 una
amplia generalizacién de la invencion pues al definirse especificamente los seis CDRs se
estan limitando las posibilidades de variacion del anticuerpo, lo cual sumado a que las
secuencias sustancialmente homdlogas corresponden a secuencias que contienen 1, 2 0 3
sustituciones de aminoacidos en comparacion con la secuencia de CDR dada, deriva en la

inclusion de materia que corresponde a una justa generalizacidn de las ensefianzas de la
descripcion.
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Para hacer mas evidente la necesidad del lenguaje empleado, nos permitimos remitir al
sefior Examinador a la descripcidn, en donde se establece lo siguiente (Ver seccién C7:

Equivalentes Bioldgicamente Funcionales),

"Como se describe en la presente (Seccion C7), con la provision de informacion
estructural y funcional para una molécula biologica, se puede generar una variedad
de moléculas equivalentes, o aun mejoradas. Esto aplica a los anticuerpos
humanos anti-VEGF blogueadores de VEGFRZ2 de la presente invencion, como se
ejemplifica por el anticuerpo r84. Aunque se deben conservar las propiedades de
union a antigeno y otras funcionales de un anticuerpo, existe un grado
extremadamente alto de conocimiento en la técnica al producir anticuerpos
equivalentes y aun mejorados una vez que se ha provisto un anticuerpo de
referencia. Esta habilidad técnica se puede aplicar, en vista de las secuencias y de
la informacion proporcionada en la presente, a la produccion de anticuerpos
adicionales que tienen caracteristicas iguales, mejoradas o de otro modo

deseables.

Para anticuerpos equivalentes, ciertos aminodcidos pueden sustituirse por otros
aminodcidos en las regiones menos variables de dominio constante o variable de/

anticuerpo sin perdida apreciable de capacidad interactiva de union.

Otros tipos de variantes son anticuerpos con propiedades biologicas mejoradas con
relacion al anticuerpo de origen del cual se generaron. Estas variantes, o
compuestos de segunda generacion, son tipicamente variantes de sustitucion que
comprenden uno o mds residuos sustituidos de region hipervariable de un
anticuerpo de origen. Una manera conveniente para generar estas variantes de

sustitucion es maduracion por afinidad usando visualizacion en fagos.”

De esta manera, la seccién C7 describe cdmo las modificaciones en la estructura de un
anticuerpo se pueden llevar a cabo conservando las caracteristicas deseables del mismo, y
asi se brinda una guia relacionada con los tipos de sustituciones de aminodcidos
requeridas para dicho propdsito. En este sentido, dichos equivalentes bioldgicamente
funcionales corresponden a secuencias sustancialmente homologas que pueden ser

obtenidas mediante las ensefianzas de la descripcién, y por tanto que hacen parte del

alcance de la presente invencion.
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Asi las cosas, el normalmente versado en la materia contaria con la base requerida para la
modificacion de las secuencias de los seis CDRs, la cual sumada al conocimiento basico de
técnicas analiticas de rutina, permitiria que dicho versado identificara los residuos que
contribuyen significativamente a la union al antigeno, y de esta manera el mismo se
encontraria en plena capacidad de obtener diversas secuencias sustancialmente
homologas que exhiban las mismas propiedades funcionales ventajosas del anticuerpo
r84. '

En este orden de ideas, es claro que un competidor podria llevar a cabo lo que se
denomina en patentes como “design around’, en donde, dicho competidor podria
claramente modificar algunos aminoacidos aun manteniendo la actividad del anticuerpo sin

infringir el alcance del anticuerpo reivindicado en una eventual patente.

Ahora bien, con el animo de complementar la argumentacion previamente expuesta,
adjuntamos al presente memorial una referencia del arte previo (Proceedings of the
National Academy of Sciences, 2007, 104(22): 9230-9235), la cual establece a lo largo de
su contenido como diversas pruebas, tal como la mutagénesis por escaneo de alanina,
encuentran plena utilidad en la determinacion de la importancia funcional de cada residuo
del CDR en un anticuerpo (Pagina 9232: "Functional Mapping of the Antigen-Combining
site”). Al respecto, es fundamental resaltar que al llevar a cabo 50 mutaciones de
reemplazo de alanina en los CDRs, se encontré que 18 de ellas (denominadas “null
spots”) no mostraron un efecto significativo sobre la afinidad del anticuerpo al antigeno,

lo cual en definitiva corresponde a una proporcidn sustancialmente alta (18/50).

Asi las cosas, la aplicacién de una técnica rutinaria (bien conocida por el versado en la
materia) permite la identificacién de los residuos que contribuyen significativamente en la
union del anticuerpo al antigeno, lo cual deriva en el entendimiento de los residuos que
deben ser conservados para la obtencién de variantes funcionales. Por tanto, es claro que
no todas las modificaciones sobre las secuencias de los CDRs derivan en la alteracion de
las propiedades funcionales de un anticuerpo, y en consecuencia, el versado en la materia
cuenta con las herramientas requeridas para obtener anticuerpos con secuencias
homologas que conserven las propiedades significativas de un anticuerpo de partida sin la

necesidad de aplicar actividad inventiva.

Por tanto, consideramos que el lenguaje empleado como parte de la reivindicacion 1 (y el

pliego reivindicatorio en general) es necesario para la proteccién de la invencion, toda vez



FAX: (571) 74222 00
www.bc.com.co

Calle 70 A No. 4 — 41
B R I GA R D BOGOTA - COLOMBIA
CAST RO TEL: (571) 744 22 00
PROPIEDAD INTELECTUAL

que al incluirse puntualmente las regiones determinantes de complementariedad que
caracterizan al anticuerpo se esta caracterizando debidamente el anticuerpo mediante su
estructura, y adicionalmente se estan incluyendo como parte del alcance de la invencion
las variantes que presentan las propiedades funcionales ventajosas que permiten dar

solucidén al problema técnico.

En consecuencia, el nuevo pliego reivindicatorio se encuentra dirigido hacia un anticuerpo
especifico, denominado r84, y sus variantes sustancialmente homologas, que se
caracteriza mediante su debida estructura (Ver reivindicaciones 1-14), y por tanto, cumple
con los requerimientos solicitados por el sefior Examinador. Asi mismo, las reivindicaciones
dependientes 15 a 18 definen un inmunoconjugado de dicho anticuerpo, la 19 a 24
definen una composicién que comprende el anticuerpo o sus inmunoconjugados, la 25 a
32 definen una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo de las
reivindicaciones 1 a 14, la reivindicacién 33 define un kit relacionado con el anticuerpo o
inmunoconjugado del mismo, y las reivindicaciones 34 a 36 definen métodos de

produccion del anticuerpo y métodos in vitro de deteccidn.

De esta manera, solicitamos al sefior Examinador aceptar el nuevo pliego reivindicatorio

como claro y conciso.
Nivel inventivo

Teniendo en cuenta las modificaciones realizadas sobre el pliego reivindicatorio
consideramos que ninguna de las referencias citadas por su Despacho (D1 y D2) afecta el
nivel inventivo de la presente invencion, de manera que procedemos a incluir los

argumentos a favor del nivel inventivo del anticuerpo reivindicado.

La referencia D1 (US 6524583) centra sus ensefianzas en anticuerpos anti-VEGF que
inhiben especificamente la unidn del factor de crecimiento endotelial vascular a uno de sus
dos receptores (VEGFR2), lo cual es completamente claro al realizar una lectura general
de dicha referencia. De esta manera, al hacer una comparacion estructural entre las
divulgaciones de D1 y el pliego reivindicatorio de la presente solicitud, es claro que las
secuencias de CDRs acd reveladas son sustancialmente diferentes de las del anticuerpo

que hace parte de la referencia D1.
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En este orden de ideas, D1 revela el anticuerpo especifico denominado 2¢3, el cual no se
caracteriza por presentar la combinacion de propiedades funcionales exhibidas por el
anticuerpo de la presente invencién, toda vez que no cuenta con la capacidad dual de

unirse a VEGF murino y humano.

En este sentido, con el fin de resaltar dicha diferencia nos permitimos remitir al sefor
Examinador a la descripcion de la presente solicitud, en donde, especificamente el
ejemplo 4 corresponde al debido sustento que demuestra que el anticuerpo r84
(presente invencién) se une tanto a VEGF murino como a VEGF humano, mientras que el

anticuerpo 2c3 (D1), solo cuenta con capacidad para unirse a VEGF humano. Asi las cosas,

el anticuerpo r84 presenta una ventaja funcional sobre el anticuerpo de D1, tal como se

expone en la descripcion, de la siguiente manera,

"Los resultados descritos anteriormente, muestran que el anticuerpo r84/PGN311
completamente humano se une tanto a VEGF murino como a VEGF humano, en

tanto que los anticuerpos 2C3 y Avastin nos e unen a VEGF murino. Esto es una

ventaja importante en términos de la capacidad de r84 para valorar por
ejemplo_actividad anti-tumoral tanto en modelos singeneicos de raton,
es decir, donde se administran células tumorales de raton a ratones y en

modelos de xenoinjerto, es decir, donde se administran células tumorales
humanas a ratones.

Ademds, la capacidad para unirse tanto a VEGF de humano como de ratén como se

muestra por r84/PGN311 pero no por los anticuerpos tal como 2C3 y Avastin,

significa que los resultados mostrados por r84 en los modelos de
xenoinjerto _de _raton son probablemente mds representativos de la
actividad de r84 en sujetos humanos, es decir, los resultados con r84 en
modelos pre-clinicos de raton probablemente van a ser un buen modelo
para lo que se vera cuando el anticuerpo se ponga en pacientes. La razon

para esto es que los anticuerpos que sdlo pueden unirse a VEGF humano (por

efemplo, Avastin y 2C3) se unirén a VEGF producido por las células tumorales
humanas pero no serdn capaces de unirse a VEGF murino enddgeno. Por supuesto,
esto es diferente de la situacion en un paciente humano, en el cual se presentaran

el VEGF producido por el tumor y el VEGF enddgeno.
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En contraste, si se esta trabajando con un anticuerpo que se una tanto a VEGF
humano como de raton, entonces esto se unird a todas las formas de VEGF
presentes en el sistema de modelo de raton y es probable que sea mucho mas
representativo de la situacion cuando el anticuerpo se ponga en humanos. Esta es

una ventaja importante y una que se presenta por los anticuerpos de la invencion.”

Por otra parte, el ejemplo 9 contenido en la descripcion demuestra que el anticuerpo r84
cuenta con la capacidad para bloquear la interaccidn entre VEGF y el receptor VEGFR2, sin
afectar de manera sustancial la interaccion de VEGF con VEGFR1, estableciendo
particularmente que el anticuerpo de la presente invencion presenta un bloqueo diferencial
que es sustancialmente mas alto que el exhibido por el anticuerpo 2C3 de D1. Lo anterior
se constituye como una ventaja adicional de la presente invencidn sobre la referencia D1

(Ver ejemplo 9, e imagenes 8A y 8B).

Asi las cosas, la invencion aca reivindicada presenta una ventaja clara sobre D1, la cual

permite su diferenciacién, y adicionalmente le confiere nivel inventivo a la presente
invencion, pues no existe ninguna sugerencia en D1 para el desarrollo del anticuerpo r89,

y por tanto, D1 es silencioso frente a un anticuerpos que presente las siguientes ventajas:

Q) Utilidad en la evaluacion de la actividad anti-tumoral en modelos singeneicos y

en modelos de xenoinjerto,

(i) Obtencién de resultados estadisticamente mas representativos en los modelos

de xenoinjerto de ratodn, y

(i)  Bloqueo diferencial de los receptores de VEGF mas marcado, es decir, el
bloqueo de la interaccion de VEGF con VEGFR2 sin bloqueo sustancial de la
interaccion de VEGF con VEGFR1 es mayor para el anticuerpo de la presente
invencién en comparacién con el exhibido por el anticuerpo 2¢3 revelado por
D1.

En cuanto a la referencia D2 (WO 2003/102157) notamos que la misma centra sus
ensefianzas en el anticuerpo V1, el cual difiere estructuralmente del anticuerpo r84. Asi las
cosas, de acuerdo con el sefior Examinador, D2 hace referencia a un anticuerpo anti-VEGF
que se une selectivamente a VEGFR2 y bloquea VEGF, teniendo que cuenta que dicho

anticuerpo cuenta con capacidad para unirse a VEGF humano.
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En este sentido, no existe una ensefianza, o una sugerencia, que permita al versado en la
materia saber que el anticuerpo V1 presenta la combinaciéon de propiedades ventajosas
exhibidas por el anticuerpo 84, y por tanto, D2 es silencioso frente a las ventajas del

anticuerpo aca reivindicado.
Ahora bien, notamos que el sefior Examinador afirmo lo siguiente,

"La diferencia entre /a materia reclamada en la solicitud y el documento DI (o D2)

estd dada por las secuencias con las cuales definen los tres CDRs de cadena ligera”

“El problema planteado por la solicitud es suministrar un anticuerpo alternativo que

se une unicamente a VEGFR2 con mayor afinidad”

Asumimos que el sefior Examinador hace referencia a “un anticuerpo que inhiba
Unicamente la unién de VEGF a VEGFR2 con mayor afinidad”. Al respecto, nos permitimos
mostrar nuestro desacuerdo, toda vez que el problema planteado por la presente

invencidén corresponde a proporcionar anticuerpos anti-VEGF con propiedades
mejoradas.

Por tanto, a partir de las ventajas previamente expuestas sobre las ensefianzas del arte
previo (D1 y D2), es claro que el problema técnico planteado se soluciona

satisfactoriamente a partir de la presente invencion, toda vez que ninguna de las

referencias en mencion proporciona una guia para el desarrollo de anticuerpos anti-VEGF

que cuentan con la ventaja de unirse tanto a VEGF murino como a VEGF humano, e inhibir
significativamente la unidn de VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/FIk-1) sin inhibir
significativamente |a unién de VEGF al receptor VEGFR1 (Flt-1).

De esta manera, consideramos que:

(i) Las secuencias de CDRs divulgadas por las referencias D1 y D2 difieren
sustancialmente de las secuencias ensefadas por la presente invencion
(anticuerpo r84, y sus variantes), y por tanto, tomando como punto de partida
dichas secuencias no existe motivacién alguna (en términos estructurales) para
el desarrollo del anticuerpo acé reivindicado: SEQ ID Nos: 8, 9, 10, 5, 6 y 7.

Por tanto, no existe obviedad alguna en el desarrollo de la presente invencidn,
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ya que el anticuerpo r84 no era predecible a partir de las ensefianzas de D1 y
D2.

(ii) Las referencias D1 y D2 no divulgan anticuerpos anti-VEGF que cuenten con la
capacidad de unirse a VEGF murino y a VEGF humano, e inhiban
significativamente la unién de VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/Flk-1) sin inhibir
significativamente la unién de VEGF al receptor VEGFR1 (Fit-1), y por tanto, las

mismas no brindan ninguna motivacion para el desarrollo de un anticuerpo

como el que hace parte de la presente invencion.

(i)  Debido a lo anterior, la presente invencidn se constituye como una ventaja

sobre el arte previo al proporcionar anticuerpos anti-VEGF mejorados que

cuentan con propiedades funcionales ventajosas sobre las conocidas en el arte

previo.

En consecuencia, el anticuerpo reivindicado, y las variantes del mismo, permiten dar
solucién a la necesidad de anticuerpos anti-VEGF mejorados, lo cual, tal como se expuso
inicialmente, se encuentra debidamente sustentado en la descripcién tanto para el
anticuerpo r84 como para las secuencias sustancialmente homdlogas del mismo, ya que se
exponen todas las herramientas requeridas para que el versado en la materia lleve a cabo

la invencion.

Asi las cosas, al tener en cuenta que ninguna referencia del arte previo ensefia, ni sugiere,
las seis secuencias de CDRs, ni las propiedades técnicas ventajosas que caracterizan a la
presente invencién, nos permitimos concluir que el desarrollo de la misma requirié de la
aplicacion de un arduo esfuerzo intelectual, y por tanto, cumple a cabalidad con el

requisito de nivel inventivo.

Finalmente, solicitamos_al sefior examinador emitir una sequnda accion oficial o la

realizacién de una entrevista si a su juicio persisten obijeciones en vista del nuevo plieqo

reivindicatorio.

Z
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en

opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decisién 486.

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.S.].

C.C. 80.410.337 de Usaquén

Calle 70 A No. 4 - 41
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud. $ 554.000

Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionana, en cuanto no estén inscritas en alguna Camara de Comercio Colombiana.

Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccion de la sclictud internacional al castellano. (Resumen, descripcion,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA)

Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.,

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento gue acredite |a licencia o autonzacion de uso de conocimientos
tradicicnales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biologico.

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacién sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencion de esta solicitud,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.,

Otros: Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de Reivindicaciones adicionales.
$ 1'300.000 (50*$26.000)

11 FIGURA CARACTERISTICA:

C.C. 80:

Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina.
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As. 113937 7350- 00

Fecha' 2011-12-19 16:2828 Cep ?DQEDiR_.NlJEVASCR
T:. ‘?1 PATENTEIYII Eve' 376 FASENACIONALI

Act. 446 RESPUESQPOSICI  Folios: 3
Sefior

DIRECTOR DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E; S. D.

REF: Expediente No. 10 - 67350 solicitud de patente de invencién a favor de
PEREGRINE PHARMACEUTICALS, INC. y AFFITECH RESEARCH AS.
Titulo COMPOSICIONES DE ANTICUERPO ANTI-FACTOR DE
CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR Y METODOS.

RESPUESTA A OPOSICION

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del C.8.4,
obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta a la oposicién
presentada por TITO NOE PARRA MURILLO en calidad de apoderado de la sociedad
LABORATORIO FRANCO COLOMBIANO S.A. LAFRANCOL S.A. relacionada con la
patentabilidad de la presente invencion y notificada por fijacién en lista el 23 de Septiembre de
2011.

Con el animo de responder a la oposicion mencionada, me permito presentar los siguientes
argumentos a favor de la patentabilidad de la presente invencién.

El opositor ha afirmado que

‘composiciones y combinaciones farmacéuticas que se refieren a anticuerpos humanos que
inhiben de manera especifica la union de VEGF a solo uno (VEGFR2) de los dos receptores
primarios, los cuales inhiben de manera efectiva la angiogénesis e inducen regresion tumoral, son
préclicas y eventos totalmente conocidos en la industria farmacéutica carecen de novedad y nivel
inventivo™ (Subrayado fuera de texto)

Con respecto a la anterior afirmacion, deseamos puntualizar que los anticuerpos reivindicados
corresponden a la categoria de productos y no a “practicas o eventos” tal como lo afirma el opositor
en su escrito de oposicion. Ademas, el opasitor dice que las composiciones y combinaciones de
anticuerpos son conocidos en la industria farmacéutica perc no hace referencia a documentos,
publicaciones o articulos en concreto que revelen el anticuerpo reivindicado.

Al SUPERINTENDENCIA DE INOUSTRIA Y COMERCIC
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Como queda claro a partir del pliego reivindicatorio, la presente invencion esta dirigida a un
anticuerpo que se une al factor de crecimiento endotelial vascular {(anti-VEGF) que comprende
regiones variables de cadena pesada 3VH CDR y 3VL CDR en donde |a regién variable 3 VL COR
se encuentra caracterizada por las secuencias de aminoacidos descritas en la reivindicacion 1 .

Teniendo en cuenta el alcance de la reivindicacién 1 y dependientes, es claro que ningunc de los
documentos citados por el opositor se refiere a un anticuerpo con dichas caracteristicas. De hecho,
el opositor no se refiere en ningiin momento a un anticuerpo anti-VEGF o por lo menos no ha
citado ningn documento especifico que revele todas y cada una de las caracleristicas del
anticuerpo reivindicado. Cabe resaltar que una invencién se ve afectada por novedad, cuando el
estado de la tecnica revela todas y cada una de las caracteristicas de la invencion definidas en sus
reivindicaciones independientes. Claramente el opositor ha fallado en revelar el estado de la
técnica que pudiera afectar la solicitud en este sentido. Por lo tanto, la novedad de la invencién no
se ve afeclada en ningin momento ni bajo ninguna circunstancia.

El opositor afirma ademéds que “dicha solicitud presenta précticas comunes dentro del sector
farmacéutico tanto en Colombia como en muchos otros palses”.

Con respecto a la anterior afirmacion, los solicitantes de la presente invencién no conocen ningun
anticuerpo terapéutico aprobado para el mercado farmacéutico que inhiba especificamente la unién
con VEGFR2.

Con respecto al nivel inventivo, deseamos resaltar que al no haberse demostrado la falta de
novedad del anticuerpo reivindicado por parte del opositor, mucho menos lo es la falta de nivel
inventivo. El hecho de que el opositor no haya citado documentos especlficos del estado de la
tecnica en contra de las reivindicaciones independientes de la presente solicitud, no vemos como
se pueda ver afectado el nivel inventivo de la misma

Por otra parte, el opositor hace referencia a varios agentes aclivos que se conocen en el estado de
la técnica (Paclitaxel, Cisplatino, Gemcitabina, Doxorubicina y Docetaxel) y cita documentos
relacionados con dichos agentes.

Con respecto a lo anterior, deseamos puntualizar que estos agentes se encuentran listados en la
parte (b) de la reivindicacién 17 la cual es una reivindicacion dependiente. Dicha reivindicacion
depende de la reivindicacion 15 que a su vez depende de las reivindicaciones 1 — 14 las cuales
caracterizan o definen el anticuerpo reivindicado en la reivindicacin 1. Sobre este punto
resaltamos que las reivindicaciones dependientes definen modalidades preferidas de la invencion
ya sea caracterizando o definiendo caracteristicas particulares de los elementos descritos en las
reivindicaciones independientes.
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En este orden de ideas, la reivindicacién 17 es una modalidad preferida del anticuerpo de la
reivindicacion 1 el cual se une a otro tipo de compuestos v al ser esta dependiente de la
reivindicaciéon 1 contiene todas y cada una de las caracteristicas del anticuerpo definido en dicha
reivindicacion. Por lo tanto, teniendo en cuenta que los compuestos citados por el opositor no
hacen referencia en ningan momento al anticuerpo reivindicado consideramos que la presente
invencién cumple con los requisitos de novedad y nivel inventivo,

Continta argumentando el opositor que los puntos 16, 17, 18, 19, 20 y 21 pretender reivindicar
metodos de tratamiento y de diagnéstico. En cuanto a esta afirmacion, creemos que los puntos se
refieren a reivindicaciones. Sin embargo, hacemos notar que las reivindicaciones 16-21 se refieren

a un anticuerpo y a un inmunoconjugado y no a metodos de tratamiento.

De acuerdo a los argumentos citados anteriormente, respetuosamente solicito al sefior examinador
declarar la presente oposicién como infundada debido a que los fundamentos que presenta el
opositor no desvirtian la patentabilidad de la presente solicitud,

Del SefigrDirector

o

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.

C.C. 80.410.337 de Usaguén

Calle 70 A No. 4 - 41
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Broadly neutralizing anti-hepatitis B virus antibody
reveals a complementarity determining region H3

lid-opening mechanism

Seung-Wook Chi*', Cheol-Young Maeng*, Seung Jun Kim*5, Mee Sook Oh*, Chun Jeih Ryu*", Sang Jick Kim?,

Kyou-Hoon Han', Hyo Jeong Hong*, and Seong Eon Ryu*s!

*Center for Cellular Switch Protein Structure, "Molecular Cancer Research Center, *Therapeutic Antibody Research Center, and
$Systemic Proteomics Research Center, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology, Daejeon 305-333, Korea

Edited by Rino Rappuoli, Novartis Vaccines, Siena, Italy, and approved April 8, 2007 (received for review February 14, 2007)

The humanized monoclonal antibody HzKR127 recognizes the
preS1 domain of the human hepatitis B virus surface proteins with
a broadly neutralizing activity in vivo. We present the crystal
structures of HzKR127 Fab and its complex with a major epitope
peptide. In the complex structure, the bound peptide forms a type
IV B-turn followed by 319 helical turn, the looped-out conformation
of which provides a structural basis for broad neutralization. Upon
peptide binding, the antibody undergoes a dramatic complemen-
tarity determining region H3 lid opening. To understand the
structural implication of the virus neutralization, we carried out
comprehensive alanine-scanning mutagenesis of all complemen-
tarity determining region residues in HzKR127 Fab. The functional
mapping of the antigen-combining site demonstrates the specific
roles of major binding determinants in antigen binding, contrib-
uting to the rational design for maximal humanization and affinity
maturation of the antibody.

alanine-scanning mutagenesis | crystal structure | humanized antibody |
virus neutralization

H uman hepatitis B virus (HBV) is a small enveloped DNA virus
that causes acute and chronic hepatitis in humans (1-3). There
arc approximately 400 million carriers of HBV worldwide, posing
a serious health threat. The current HBV vaccines have several
limitations, including nonresponsiveness, escape mutants, and low
immunogenicity (4). Recently, the potential of immunoprophylaxis
for virus prevention has been increased by the discovery of mono-
clonal antibodics that have broad specificity toward various isolates
of infectious viruses (5, 6).

The HBV cnvelope consists of three surface glycoproteins
called the large (L), middle (M), and small (S) proteins. All of
these proteins are translated from a single ORF comprising
preS1, preS2, and S domains (7). Translation of S, preS2+8, and
preSl+preS2+S domains results in S, M, and L proteins,
respectively (Fig. 1). The L protein, preferentially localized in
infectious HBV particles, plays an essential role in viral infection
(7, 8), and its preS1 domain is responsible for cell attachment in
viral infection (9-12). In particular, the residue 21-47 region of
preS1ohas been suggested to contain a specific binding site for
hepatocyte receptors and also has been shown to carry virus-
neutralizing epitopes (10-13).

In the blood of HBV-infected persons, the noninfectious
subviral particles with M and S proteins are present in excess
amounts over the infectious virus particles containing L protein
(7, 8). Thus, ncutralizing anti-preS1 antibodies are thought to
have advantages over the neutralizing antibodies targeting S
protein, which are currently undergoing clinical trials (4). Pre-
viously, we generated an anti-preS1 murine antibody KR127 that
recognizes adr subtype preS1 (residues 37-45) (15). KR127 and
the humanized version of KR127 antibody (HzKR127) bind to
the preS1 domain of various clinical HBV isolates, including
both adr and ayw subtypes, suggesting their broad neutralizing
activity (15, 16). HzKR 127 also has been shown to exhibit in vivo

9230-9235 | PNAS | May 28,2007 | wvol. 104 | no. 22

1 preS1  spa  preS2 e, S 400

3 48
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Fig. 1. Domains of HBV surface proteins. The domain structures of 5, M, and
L proteins are presented with each domain colored differently. The adr
subtype preS1 includes an epitope that is recognized by the neutralizing
monaclonal antibody HzKR127. The peptide sequence of the epitope region
is presented below the pre51 domain, with the epitope colored red.

neutralizing activity in chimpanzee and to protect the chimpan-
zee from HBV infection (16), indicating the high potential of the
antibody for the immunoprophylaxis of HBV infection and
therapy of hepatitis.

An understanding of how the broadly neutralizing antibodies
recognize antigens would facilitate design of vaccines by pro-
viding information regarding essential antigenic features. In
particular, the antigen—antibody complex structure could pro-
vide dircet information about the native antigen structure. The
structural information could lead to the design of structurally
constrained peptide antigens for the development of efficient
vaccines (17). In HI'V-1, the broadly neutralizing antibody b12
binds to the conformationally invariant and functionally con-
served CD4-binding site on gpl20 (18, 19). The extensive
interaction of b12 complementarity determining region (CDR)
heavy-chain loops with the CD4-binding loop of gp120 contrib-
ute to the high-affinity binding that is required for the effective
neutralization of primary HIV-1 isolates (19). The long CDR H3
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research; 5-W.C., C-Y.M,, Seung lun Kim, M.5.0, C.LR, Sang Jick Kim, and S.E.R. per-
formed research; K-H.H. and H.JH. contributed new reagent¥analytic tools; 5.-W.C.,
C-Y.M., Seung Jun Kim, M.5.0,, CJ.R, Sang Jick Kim, K.-H.H., H.1.H., and S.E.R. analyzed
data; and 5.-W.C., H.J.H,, and S.E.R. wrote the paper.

The authors declare no conflict of interest.

This article is a PNAS Direct Submission

Abbreviations: COR, complementarity determining region; HBV, hepatitis B virus; HzKR127,
humanized KR127.

Data deposition: The atomic coordinates and structure factors have been deposited in the
Protein Data Bank, www.pdb.org [PDE ID codes 2EH7 (free HzKR127 Fab) and 2EHB
{complexed HzKR127 Fab)].

TPresent address: Department of Bioscience and Biotechnology, Sejong University, Seoul
143-747, Korea.

To whom correspondence may be addressed. E-mail; ryuse@kribbore kr or hjhong@
kribb.rekr.

This article contains supporting information anline at www.pras.org/egicontentfullf
0701279104/DCY,

© 2007 by The National Academy of Sciences of the USA

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0701279104

Z/



<
v
2y

Table 1. Crystallographic and refinement statistics

Data set Fab Fab/epitope complex
Space group 2 c2
Cell constant

a, A 100.12 95.34

b, A 61.11 61.27

¢ A 77.53 83.54

B ° 91.49 93.25

2.50 (2.64-2.50)
44,196 (6,424)
15,758 (2,343)

2.60 (2.74-2.60)
52,874 (7,721)
14,611 (2,070)

Resolution, A
Total observation
Unique reflections

Completeness, % 96.3 (97.9) 97.5 (96.1)
Rrerge.” % 7.8(29.4) 7.5(28.0)
Multiplicity 2.8(2.7) 3.6 (3.7
Average l/a{f) 5.9(2.4) 6.8 (2.1)
Reryat? 20.7 (31.7) 19.3 (30.8)
Riree® 25.2 (38.0) 25.8 (40.7)
rmsd bond lengths, A 0.006 0.006
rmsd bond angles, ® 1.320 1.348

Values in parentheses are for the highest resolution bin.
YRmerge = il li— (DI/Z1(h], where 1is the intensity for the ith measurement of
an equivalent reflection with the indices h, &, I.
PRt = E1Fa = F/Z Fo, where £, and £, are the observed and calculated
structure factor amplitudes, respectively,
§The Riree value was calculated from 5% of all data that were not used in the
refinement.

of another HIV-1-neutralizing antibody, 4E10, has been pro-
posed to contact the viral membrane, which results in effective
neutralization (20).

To shed light on the antigen recognition mechanism of the
broadly ncutralizing antibody of HBV, we determined the crystal
structures of antibody HzKR127 in its free and antigen peptide-
bound forms. The looped-out conformation of the bound pep-
tide provides a structural basis for broad specificity of the
antibody against various clinical HBV isolates. Structural com-
parison between the free and bound forms reveals a mechanism
of lid opening in antibody-antigen recognition, To assess their
relative importance for antigen binding, we performed extensive
alanine-replacement scan of all CDR residues in HzZKR 127, The
mapping of the functional paratope of HZKR127 would contrib-
ute to the generation of improved anti-preS1 humanized anti-
bodies,

Results

Structure Determination and Overall Structure. The crystal struc-
tures of HzKR127 Fab in its free and preS1 peptide-bound forms
were determined by the molecular replacement method and
refined to 2.5- and 2.6-A resolutions, respectively (Table 1). In
the Fab—peptide complex structure, the clearly defined density
was observed for the bound peptide (residues 36-45, 1P-10P)
[supporting information (SI) Fig. 54]. The HzKR 127 Fab has the
canonical 8 sandwich Ig fold with four domains: Vi, Cp, Vy, and
Cul (where L indicates light chain; H, heavy chain; V, variable
domain; C, constant domain). The clbow angle of the HzKR127
Fab is 153° that falls within the range of 127 to 225° commonly
observed for Fab molecules. The CDRs L1, L2, and L3 conform
to the canonical conformations belonging to the classifications
kL1-3, L2-1, and «L3-1 (21), respectively. The CDRs H1 and H2
belong to canonical classes H1-1 and H2-2 (21), respectively. The
short CDR H3 (six residues in length) is folded inside the
antigen-binding site that exhibits a large conformational change
upon the peptide binding (see below).

The structures of constant domains (C;. and Cyl) are almost
the same for both the free and peptide-bound Fabs. The peptide
binds to the interface between the light- and heavy-chain vari-
able QOmains (V1. and Vy) with the intermolecular interface of
697 A? (SI Fig. 5B). The bound peptide is surrounded by
light-chain CDRs L1-L3 and heavy-chain CDRs H1-H3 (SI Fig.
58). The L3 and H3 loops have the closest contacts with the
preS1 peptide, providing the most significant contributions to
the peptide binding. The L1, H1, and H2 loops form a few
interactions with the peptide. The H2 loop is situated distal to
the binding pocket behind the HI loop, maintaining the config-
uration of the H1 loop adequate for preS1 peptide binding. On
the other hand, the L2 loop has no direct interaction with the
preS1 peptide.

Peptide Conformation. The preS1 peptide comprises a sequence of
Ala—Asn-Ser-Asn-Asn-Pro-Asp-Trp-Asp-Phe—Asn (1P-11P,
residues 36—-46 in the preS1 sequence). In the complex structure,
the bound preS1 peptide exhibits two consecutive turns (Fig.
24). Secondary structure analysis by the program PROMOTIF
(22) indicated that residues 2P—5P of the bound peptide form a
type IV B turn followed by a 3y helical turn (residues SP-9P),
In the type IV B turn, main-chain ¢ and i angles are —105.3°,
—14.3° and —73.1°, —31.4° for the i 4+ 1 (Ser3P) and i + 2
(AsndP) residues, respectively. The running direction of the
backbone is kinked around Asn3P. A total of seven intrapeptide

Fig.2. Crystal structure of the HzKR127 Fab—preS1 peptide complex. (4) Conformation of the pres1 peptide bound to HzKR127 Fab. Note that the side chains

of Ser3P and Asn4P point toward the outside of the binding pocket. The side chains of the Fab residues involved in major interactions with the peptide are drawn
and labeled. The light, heavy, and peptide chains are shown in red, blue, and green, respectively. (8) H3 lid opening. The free and bound structures of HzKR127
Fab are superimposed. The backbone structure of the variable domains in the Fab is drawn as thick tubes, and the light and heavy chains are colored pink and
blue, respectively. The free and bound forms are shown in lighter and darker colors, respectively. The CDR1, CDR2, and CDR3 loops are colored yellow, green,
and red, respectively.
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Fig.3. Comparison of antigen-binding site in the free and bound HzKR127 Fabs. Interactions between the H3 lid (yellow) and neighbors in the free (Left) and
bound (Right) HzKR127 Fabs, The residues involved in the interactions are drawn, and the major interactions are presented as dotted lines. The light and heavy
chains are colored pink and blue (labeled red and blue), respectively, The bound peptide residues Pro6P-Trp8P are presented as sticks with atomic colars.

hydrogen bonds stabilize the double-turn conformation. The
first turn involves four hydrogen bonds between the side-chain
atoms (OD1 and ND2) of Asn2P and the main-chain atoms of
AsndP and AsnSP (SI Table 3). The second turn is maintained
by three hydrogen bonds formed between the backbone carbonyl
oxygen atoms of AsnSP and Pro6P and the backbone amide
nitrogen atoms of Trp8P and Asp9P. The first turn of the peptide
is situated proximal to the L3 loop, whereas its second turn has
the closest contact with the H3 loop (SI Fig. 55).

Alanine-scanning mutagenesis of residues 2P-10P of the
preSl epitope showed that mutations in residues 2P and 5P-10P
caused a significant decrease in antibody binding, whereas
mutations in Ser3P and Asp4P did not have any effect (16). In
particular, mutations at Asp7P and Trp8P completely impaired
the antibody binding (16). In the complex structure, the residues
SP-10P were placed in the binding pocket of the Fab with Asp7P
and Trp8P, located deep inside the pocket (Fig. 24), explaining
their mutational effects. In contrast, the side chains of Ser3P and
AsndP point toward the outside of the binding pocket (Fig. 24),
consistent with no mutational effect of Ser3P and Asp4P on
antibody binding.

Conformational Changes upon Peptide Binding. The superposition
of the free and complexed Fab structures reveals conformational
changes triggered by the preS1 peptide binding (Fig. 2B). The
most noticeable conformational change between the free and
complexed structures occurs at the H3 loop (Fig. 2B). The
residues Glu9SH-Tyr102H of the H3 loop are found to adopt
entirely different conformation between the two forms (Fig. 3).
The largest atomic displacement in the main chain occurs in
Asp97H having a 9.6 A difference between the two structures.
Tyr96H and Glu98H show deviations of 7.7 and 8.0 A in the main
chain, respectively. The side-chain orientation also differs sub-
stantially in the [ree and complexed forms. The side chain of
GIu98H rotates from one side of the H3 loop to the other side,
showing the largest movement at 15.1 A. The aromatic side
chains of Tyr96H and Tyr102H also flip to the opposite dircc-
tion, with 7.3 and 6.5 A shifts, respectively.

The CDR H3 lid opening significantly changed the shape of
the antigen-binding site. In the free form, no prominent binding
groove was present on the surface of the antigen-binding site.
The distinct groove connected to a deep binding pocket of
HzKR127 became fully exposed only by the CDR H3 lid
opening. The prominent groove, with a length of 14 A, width of
11 A, and depthof 10 A, was capable of accommodating the two
turns of the bound peptide. The most striking change in the
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shape of the binding site was the creation of a binding pocket for
Trp8P, where the aromatic ring of Trp8P snugly fit into the deep
pocket, leading to tight locking-in of the peptide.

The CDR H3 lid opening also resulted in a considerable
reconstitution of hydrogen bond network around the antigen-
binding site (Fig. 3). In the free structure, the overall H3 loop
conformation was maintained by hydrogen bonds between the
H3 loop and the rest of the Fab. Upon the preS1 peptide binding,
most of these hydrogen bonds were disrupted and a new network
of interactions was formed.

Functional Mapping of the Antigen-Combining Site. To cvaluate the
relative importance of individual CDR residues in antigen
binding, we performed alanine-scanning mutagenecsis of all of
the residues in the CDRs of HzKR127 Fab (ST Tables 4 and 3)
and determined the affinity of each alanine-mutated antibody
(SI Fig. 6). The ELISAs on the 50 alanine-replacement mutants,
21 from heavy chain and 29 from light chain, identificd 16 hot
spots, 7 warm spots, 18 null spots, and 2 affinity-enhanced spots.
First, the 16 hot spots (Trp33H, Met34H, Asn35H in CDR Hl,
ArgS0H in CDR H2, Glu95H, Tyr96H in CDR H3, Leu27bL,
Ser27cL, Asn28L, Lys30L, Tyr32L, Asn34L in CDR L1, and
GIn90L, Gly91L, Phe94L, Pro95L in CDR L3) completely lost
the antigen-binding activity (>900-fold decrease in affinity)
upon alanine mutation. Second, the 7 warm spots (Tyr52H,
Pro52aH in CDR H2, Tyr-27 dl in CDR LI, Leu30L, Asp55L in
CDR L2, and Val89L, GIn96L in CDR L3) showed the reduced
affinity by >10-fold upon mutation. Third, the 18 null spots
(Ser31H, Ser32H in CDR HI1, IleS1H, Gly53H, Asp34H,
Gly55H, Asp56H, Thr37H, Asn58H in CDR H2, Scr26L,
GIn27L, Gly29L, Thr31L in CDR L1, Ser52L, Lys33L, Leu54L,
Ser56L in CDR L2, and Thr97L in CDR L3) showed no
significant effect on the affinity (<2-fold decrease or slight
increase in affinity) upon mutation. Lastly, alanine mutations of
Asp97H or both Asp97H and Tyr102H in CDR H3 resulted in
significant (>10-fold) increase in affinity.

The mapping of the hot spots, warm spots, and affinity-
enhanced spots onto the antigen-bound structure of HzKR127
Fab shows the overall distribution of major binding determinants
(Fig. 4). The hot spots (colored pink in Fig. 4) mainly surround
the binding groove, comprising the antigen-combining site, and
thereby most of them involve direct contacts with the preSl
peptide. On the other hand, most warm spots (colored blue in
Fig. 4) are situated more remote from the center of the binding
site. The null spots are mainly distributed in the CDRs L1, L2,
and H2, forming no direct interaction with the peptide. The
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Fig. 4.

Mapping of functionally important residues on the crystal structure of preS1 peptide-bound HzKR127 Fab. (A) Space-filling representation of the

interface of the Fab. The variable domain in the Fab is shown in gray. The hot spots, warm spots, and affinity-enhanced spots are colored as follows: pink
(900-fold decreased affinity relative to WT; AAGp, =4 kcal/mol), blue (10- to 300-fold decreased affinity; AAGp, 1.4-4 kcal/mol), and yellow (=10-fold increased
affinity; AAGp, lessthan — 1.4 kcal/mol). Tyr102H (labeled in 102H) is colored yellow because the double-alanine mutation of both Asp97H and Tyr102H increased
the affinity by 25-fold. (B) Ribbon representation of the HzKR127 Fab bound to preS1 peptide. The color coding is the same as in A. The bound pre51 peptide
1s drawn as green sticks. Among the hot spots, Gly91L is not displayed because of the absence of its side chain.

presence of affinity-enhanced spots (colored yellow in Fig. 4) is
restricted to CDR H3, and the spots are not involved in intimate
contact with the peptide antigen.

The comparison of antigen-binding interaction profile of
HzKR127 (Fig. 44) with other antibodies reveals the distinet
characteristics of HzKR127. First, HzKR127 has a very large
number of hot spots (16) of AGnuam — AGwt (AAGp) of >4
kcal/mol, where AG indicates free energy change. Thus, forma-
tion of HzKR127-preS1 complex is stabilized by the accumula-
tion of many interactions throughout the binding interface, as
found in the A6=IFN-y receptor complex (23) and the VEGF-
Fab complex (24). This contrasts with the antibody D1.3-hen
cgg white lysozyme (HEL) complex (25) and the HyHEL-10-
lysozyme complex (26), in which only a small subset of residues
dominate the energetics of association (one and three hot spots
of AAGH of >4 keal/mol, respectively). Second, major binding
determinants are concentrated in light-chain CDRs (10 of 16 hot
spots) (Fig. 4B). The extensive involvement of light-chain CDRs
in direct contacts with antigen is contrary to what has been
observed for most other peptide—antibody complexcs. Gener-
ally, the heavy-chain CDRs make more extensive contacts than
light-chain CDRs (27). Thus, the HzKR127-preS1 complex is
among the few examples that are exceptional to the general
trend.

Elucidation of Specific Roles of Major Binding Determinants. On the
basis of the functional mapping on the structure (Fig. 4B), we
investigated specific roles of the 23 major binding determinants
(16 hot spots and 7 warm spots). Among them, 12 major binding
determinants are involved in direct contacts with the antigen (SI
Table 3). Consistent with the structural features for the Fab-
preS1complex, alanine substitutions on most directly contacting
residues completely abrogated (Trp33H, Asn35H, ArgS0H,
Glu9sH, Tyr96H, Asn28L., Tyr32L, Asn34L, Gly91L, and
Phc94L) or significantly impaired (GIn96L., 27-fold reduction;
Val89L, 11-fold reduction) the antigen-binding activity (Table
2). Overall, most of the direct Fab—peptide interactions observed
in the complex structure are critical for the Fab—peptide binding,
exhibiting good correlation between the structure and antigen-
binding activity.

The other 11 major binding determinants scem to play a
scaffolding role by preciscly positioning the contacting residues
for optimal interaction with the antigen or by maintaining the
CDR loops in a binding-competent configuration. Without
direct contact with the antigen, the six scaffolding residues
(Met34H, Leu27bl, Ser27el, Lys30L, GIn90L, and Pro95L)
exhibited complete loss of the binding activity, and the five
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scaffolding residues (Tyr52H, Pro52aH, Tyr-27 dl, Leu50L, and
Asp55L) showed 10- to 100-fold reductions in the affinity upon
mutation (Table 2). For cxample, GIn90L stabilizes the canon-
ical conformation of L3 loop by forming a hydrogen bond with
the main-chain carbonyl group of Pro95L in CDR L3. In case of
Tyr52H, the residue keeps, through hydrophobic interaction, the
ring orientation of Trp33H in CDR HI1 optimal for dircct

Table 2. Summary of mutagenesis in HzKR127

Mutant Ka, nM KaMUT/KWT
CDR H1
W33A =10,000 =900
M34A =10,000 =900
N35A =10,000 >9300
CDR H2
R50A =10,000 =900
Y52A 276.80 = 23.60 25.16
P52aA 170.30 = 5.32 15.48
CDR H3
E95A =10,000 =900
Y96A =10,000 =900
D97A 0.57 = 0.03 0.05
D97A/Y102A 0.44 = 0.10 0.04
CDR L1
L27bA =10,000 =500
Y27dA 1032.70 = 56.10 93.90
S27eA =10,000 =900
N28BA =10,000 =900
K30A >10,000 =900
Y32A =10,000 =900
N34A >=10,000 =900
CDR L2
L50A 159.40 = 21.37 14.50
D55A 225.20 * 2.97 20.50
CDR L3
V89A 121.20 = 4.62 11.00
QI0A =10,000 =900
G91A =10,000 =900
Fa94a =>10,000 >900
P95A >10,000 =900
QIB6A 293.60 + 7.13 26.70
WT 11.00 = 1.66

The dissociation equilibrium constants of HzKR127 mutants (K ,MUT) were
measured by competitive indirect ELISA and compared with that of HzKR127
WT (KaWT).
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interaction with preSI1 peptide (Fig. 48). These observations
illustrate the functional importance of the scalfolding role in
antigen binding,.

Discussion

The structures of the HzKRI127 Fab and the preS1 peptide
complex demonstrate how the antibody is very broadly neutral-
izing. The sequence of preS1 (residues 37-45) epitope is highly
conserved among various different HBV isolates except residues
38 and 39 (15). On the complex structure, the side chains of all
of the highly conserved preS1 residucs are involved in direct
contacts with the antibody. In comparison, the variable residues
38 and 39 point toward the outside of the binding pocket with few
contacts with the antibody. This agrees well with the finding that
the alanine substitutions on the positions do not affect the
reactivily of the preS1 with HzKR 127 (16).

So far, structural studies on broad neutralization mechanism
of antivirus antibodies have focused mainly on anti-HIV anti-
bodics. The complex structure of anti-HIV antibody 4E10 and its
epitope showed why it is broadly ncutralizing. The WEFXI(T/S)
motif of the epitope is highly conserved in all HIV-1 viruses, and
variable residues near the epitope are situated on the opposite
side of the helical epitope conformation with few contacts with
the antibody (20). The ability of anti-HI'V antibody 447-52D to
bind many different gp120 V3 sequences stems from the mode
of peptide-antibody recognition, where the peptide 8 hairpin
forms a three-stranded mixed B sheet with CDR H3, with most
of the V3 side chains exposed to solvent (28). Another broadly
neutralizing anti-HIV antibody, bl12, also interacts with the
conserved CD4 epitope through extensive CDR heavy-chain
contacts (18, 19). However, there is no information for the broad
neutralizing mechanisms for HBV monoclonal antibodics. This
study is the first case to uncover a structural basis for a broad
neutralization mechanism of an anti-HBV antibody.

The three-dimensional structure of antigen-bound HzKR 127
Fab and the comprehensive alanine-scanning mutagenesis of its
antigen-combining site identified major binding determinants,
including the most critical CDR residues in antigen-binding,
Based on the significant structurc-function correlation in
antigen-combining site, we clucidated their specific roles for
antigen binding. This knowledge is crucial for humanization of
the antibody by specificity-determining residue grafting. The
CDR-grafting, used for constructing HzKR127, is not enough
for reducing the immunogenicity of a murine antibody to a
minimum because murine CDRs could still elicit antivariable
region responses (29, 30). Thercfore, humanization of an anti-
body by grafting only specificity-determining residues onto a
human antibody framework may further reduce the immunoge-
nicity. In this process, the framework residues in contact with
antigen (Argd6bl and Tyr49L in FR2) and the scaffolding
residues, which are hot spots but are not in contact with an
antigen (Met34H, Leu27bL, Ser27cl., Lys30L, GIn90L, and
Pro95L), should be retained.

Although HzKR127 neutralizes HBV in vive, the humanized
antibody of higher affinity would be more effective in clinical
usc. Structural inspection of aflinity-enhanced spots offers a
basis of rational design for further affinity maturation. Tt is
noteworthy to find that alanine replacements of AspY7H or both
Asp97H and Tyr102H (DY97A/Y102A) increased the affinity by
20- and 25-fold, respectively (Table 2). How could the alanine
mutations on Asp97H and Tyr102H increase the antigen-binding
affinity? Both AspY7H and Tyr102H in CDR H3 arc involved
not in direct interaction with antigen but in the CDR H3 lid
opening (Fig. 3). The Asp97H forms a salt bridge with Argd6L
(FR2), which stabilizes the closing of the CDR H3 lid in the free
structure (Fig. 3). Obviously, the mutation of Asp97H into
alanine would disrupt the salt bridge scen in the structure,
making the H3 loop more flexible. This may facilitate the
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structural transition from closed to open state. On the other
hand, Tyr102H is located at the base of the CDR H3 lid, and its
aromatic ring flips in the opposite direction upon antigen
binding (Fig. 3). The small side chain of alaninc is likely to reduce
the steric clashes of lid opening more than the bulky rigid
aromatic ring of tyrosine. We can thercfore conclude that the
alanine mutations in both the positions may increasce the affinity
by facilitating the CDR H3 lid opening, suggesting that the
antigen-binding affinity could be further enhanced by modulat-
ing the flexibility of the CDR H3 lid.

The three-dimensional structure of HBV surface protein,
including preSl, has not yet been determined, and the peptide
structure observed in this study may provide an insight into the
native structure of preS1 domain. In the complex structure,
despite the characteristic sccondary structure of the peptide, all
Ramachandran angles of the peptide main chain lay on the most
favored and additionally allowed regions, and no residue lies in
generously allowed or disallowed regions (data not shown). The
stable main-chain conformation and the extensive intrapeptide
hydrogen bonds (SI Table 3) suggest that the observed peptide
conformation may have correlation with its native structure in
the surface of HBV.

In summary, we determined the free and preS1 peptide-bound
structures of HzKR127 Fab exhibiting in vive HBV-neutralizing
activity. The structures reveal a lid-opening mechanism for
antigen-binding, illustrating one of the largest conformational
changes in antigen-antibody recognition. In the complex struc-
ture, only the conserved peptide residues form tight interaction
with the Fab, whercas the varied residues are looped out from
the binding pocket, which cnables the antibody to recognize
various virus isolates. The information regarding the broad
neutralizing mechanism and the antigen recognition should
contribute to the design of vaccines and the development of
immunoprophylaxis strategies against HBV. The extensive ala-
ninc-scanning mutagenesis of CDRs identified major binding
determinants in antigen binding, offering a basis for maximal
humanization of the antibody. Affinity-enhanced mutations in
CDR H3 suggest the possibility to further enhance the antigen-
binding affinity by modulating the process of CDR H3 lid
opening.

Materials and Methods

Preparation of HzKR127 Fab Fragment. The cDNA encoding the Vi
and Cyl domains of HzKR127 was synthesized by PCR from
humanized heavy-chain plasmid pHKRI27HC (16) and cloned
into the Sall-Notl sites of pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA)
to yield pCMV-HKRI127-Fd. This plasmid and humanized
light-chain plasmid pKC-dhfr-HKR 127 (16) were cotransfected
into dihydrofolate reductase-deficient CHO cell line (DG44)
and stably transformed cell lines were selected, as previously
described (16). The isolated cell line was adapted in nucleosides-
minus MEMa medium (Gibco/BRL, Grand Island, NY) sup-
plemented with 10% dialyzed FBS and 20 uM methothrexate
(Sigma, St. Louis, MO), then transferred to Cell Factorics
(Nunc, Roskilde, Denmark) containing CHO-S-SFM 11 (Gibco/
BRL) and 20 uM methothrexate. To purify the Fab, the culture
supernatants were harvested, filtered through a 0.22-pm filter,
and loaded onto a preS1-Sepharose affinity column, in which
GST-preS1 (residues 1-56) (15) was conjugated to CNBr-
activated Sepharose FF (Amersham Pharmacia, Piscataway,
NJ). The bound HzKR127 Fab fragments were eluted by the
addition of 0.2 M glycine—HCI, pH 2.7, followed by immediate
neutralization with 1 M Tris-HCl, pH 8.0. The HzKR127
Fab-containing fractions were pooled and dialyzed against 10
mM Hepes-NaOH, pH 7.4. The purity of pooled fraction was
analyzed by SDS/PAGE, followed by silver staining, and stored
at —70°C until use.
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Crystallization and Diffraction Data Collection. All of the crystals of
HzKR127 Fab were obtained at 18°C by the hanging drop
vapor diffusion method. An aliquot (1.7 ul) of the protein (20
mg/ml) was mixed with an equal volume of a reservoir solution
containing 17% PEG 4000, 10 mM Hepes-NaOH (pH 7.5),
and 0.2 M ammonium sulfate. Crystals appeared 4 days after
the initial sctup, and they belonged to the space group C2 with
unit cell dimensions of @ = 100.12 A b =6111 f&, ¢ = 7153
A, and B = 91.49° For the crystallization of the complex, adr
subtype HBV preSl (residues 36-46) peptide (acetyl-
ANSNNPDWDFN-amide) was used with a 10-fold molar
excess of peptide over Fab. Crystals of the complex grew in
the space group C2 with cell dimensions of @ = 95.34 A, b =
61.27 A, ¢ = 83.54 A, and B = 93.25°. X-ray diffraction data
were collected at room temperature by using a RU-300
rotating anode generator (40 KV and 100 mA; Rigaku, Tokyo,
Japan) equipped with an R-AXIS 1V ++ detector (Rigaku)
and an Osmic mirror (Osmic, Troy, MI). Data for phasing and
refinement were processed with the programs MOSFLM (31)
and CrystalClear (Rigaku).

Structure Determination and Refinement. The structures of ree
HzKR127 Fab and the Fab-peptide complex were determined
by molecular replacement by using the program AMoRe (32).
For the structure determination of free Fab, the anti-hapten
(3-para-nitrophenyl phosphonate-pentanoic acid) 48G7 Fab
(PDB ID code 1AJ7) that showed the highest sequence homol-
ogy with HzKR127 Fab was used as the scarch model. The
structure of the Fab—peptide complex was determined by using
the refined free form structure as the starting model. The
programs O (33) and CNS (34) were used in the model building
and refinement, respectively. During the refinement, the ran-
domly selected 5% of data were set aside for the Ry calculation.
The free structure of 2.5 A resolution was refined to an Rervm 0f
20.7% and an Ry of 25.2%, and the complex structure of 2.6

resolution was refined to an Ry of 19.3% and an Ry of
25.8%. Crystallographic and refinement statistics are shown
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in Table 1. The Ramachandran plots drawn by the program
PROCHECK (35) show that 98.6 and 98.9% of all residues in the
free and complex structures fall within the most favored and
additional allowed regions, respectively. Figures were drawn by
using the programs RIBBONS (36) and BOBSCRIPT (37).

Construction of Alanine-Replacement Mutants of HzKR127. All
HzKR127 mutants were constructed by recombinant PCR from
the humanized heavy-chain plasmid pHKRI127HC (16) or hu-
manized light-chain plasmid pHKRI127KC (16) by using muta-
genic primers, as described previously (15). The mutated con-
structs were introduced into Escherichia coli DHS aa and verified
by nucleotide sequencing. Finally, the mutated Vi or Vi was
subcloned into the EcoRI-Apal or HindI11-Xbal sites, respec-
tively, of pdCMV-dhfr-AKA (14) containing human Cyl and
Ck to construct heavy or light-chain expression plasmid. WT and
mutant HzZKR127 were transiently expressed in COS7 cells by
cotransfection of the heavy and light-chain expression plasmids
by using LipofectAMINE reagent (Life Technologies, Gaithers-
burg, MD) according to the protocol suggested by the supplier.
The culture supernatants were harvested 2 days after transfec-
tions and stored at —70°C until use.

ELISA Analysis. All ELISAs were performed at 37°C, as previously
reported (16). To determine the Ky, competition ELISAs were
uscd. The 5- to 10-ng aliquots of antibodies from the culture
supernatants were preincubated with various amounts ol puri-
fied GST-preS1 (residues 1-56) in 400 pl of PBS with Tween 20
that contained 0.2% BSA at 37°C for 3 h, and then mixtures were
added to the wells that had been coated with 100 ng per well of
GST-preS1 (residues 1-56). Plates were incubated for 30 min,
followed by washing and detection.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que se une a VEGF y que comprende al menos una region

variable de cadena pesada que comprende tres CDRs y al menos una region variable
de cadena ligera que comprende tres CDRs, en donde dicha region variable de la

cadena ligera comprende:

(a) una CDRI1 ligera variable (VL) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 8 o una secuencia sustancialmente homdloga a la misma,

(b) una CDR2 VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o una

secuencia sustancialmente homdloga a la misma, y

(c) una CDR3 VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 o una

secuencia sustancialmente homologa a la misma; y

en donde dicha region variable de la cadena pesada comprende:

(d) una CDR1 pesada variable (VH) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO: 5 o una secuencia sustancialmente homologa a la misma,

(e) una CDR2 VH que tiene la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 6 o una

secuencia sustancialmente homologa a la misma, y

(f) una CDR3 VH que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 7 o una

secuencia sustancialmente homodloga a la misma,

en donde dicha secuencia sustancialmente homologa es una secuencia que contiene
1, 2 o 3 sustituciones de aminodcidos en comparacion con la secuencia de CDR
dada, o en donde dicha secuencia sustancialmente homdloga es una secuencia que
contiene sustituciones de aminoacidos conservativas de la secuencia de CDR dada, y

en donde dicho anticuerpo aislado

(i) se une al menos a VEGF humano y a VEGF de ratén, e

(i) inhibe significativamente la union de VEGF al receptor VEGFR2 (KDR/Flk-1) sin
inhibir significativamente la union de VEGF al receptor VEGFR1 (Fit-1).

. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que comprende al menos una regién variable de
cadena pesada que comprende tres CDRs y al menos una region variable de cadena
ligera que comprende tres CDRs, en donde dicha region variable de cadena ligera

comprende:



(a) una CDR1 ligera variable (VL) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8,

(b) una CDR2 VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y

(c) una CDR3 VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; y

en donde dicha region variable de la cadena pesada comprende:

(d) una CDR1 pesada variable (VH) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 5,

(e) una CDR2 VH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y
(f) una CDR3 VH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;
y en donde dicho anticuerpo aislado

(i} se une al menos a VEGF humano y a VEGF de ratdn, e

(i) inhibe significativamente la union de VEGF al receptor VEGF VEGFR2 (de
KDR/Flk-1) sin inhibir significativamente la union de VEGF al receptor VEGF
VEGFR1 (Flt-1).

. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicha region
variable de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, o una

secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia de la misma.

. El' anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha regién
variable de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, o

una secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia de la misma.

. El anticuerpo de la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, en donde dicha region
variable de cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y dicha
region variable de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3

. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho anticuerpo
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 21, o una secuencia que

tiene al menos 80% de identidad de secuencia a la misma.

. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho anticuerpo

es un anticuerpo completamente humano.
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10.

11.

12,

13,

14.

15,

16.

17,

. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho anticuerpo

es un anticuerpo completo que comprende una region constante de anticuerpo.

. El anticuerpo de la reivindicacion 8, en donde dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG.

El anticuerpo de la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en donde dicho anticuerpo
comprende una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24 o una secuencia que tiene al menos 80% identidad de secuencia de la
misma y una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25

0 una secuencia que tiene al menos 80% de identidad de secuencia de la misma.

El anticuerpo de la reivindicacion 10, en donde dicho anticuerpo comprende una
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 y una
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25,

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho anticuerpo

es un fragmento de union a antigeno de un anticuerpo.

El anticuerpo de la reivindicacién 12, en donde dicho fragmento de unién a antigeno
de dicho anticuerpo es un fragmento Fab, Fab', F(ab');, scFv, Fv, dsFv, ds-scFv, Fd,
DAB, TandAb dimero, anticuerpo lineal, minicuerpo, diacuerpo o fragmento de

anticuerpo biespecifico.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho anticuerpo
tiene una afinidad de unidn por VEGF que corresponde a una Kd de menos de 10 nM

cuando dicho anticuerpo estd en formato IgG.

El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde dicho anticuerpo

esta unido a al menos un primer agente de diagndstico o terapéutico.

El anticuerpo de la reivindicacion 15, en donde dicho anticuerpo estd unido a al
menos un primer agente radioterapéutico, agente quimioterapéutico, agente anti-
angiogénico, agente inductor de apoptosis, fidrmaco anti-tubulina, agente anti-

celular o citotoxico, esteroide, citoquina, quimioquina o coagulante,
El anticuerpo de la reivindicacion 15, en donde dicho anticuerpo esta unido a:

(a) un radioisdtopo arsénico;

(b) taxol, docetaxel, paclitaxel, cisplatino, gemcitabina, una combretastatina,
doxorrubicina o adriamicina;

¢) un ricina, gelonina, abrina, difteria, Pseudomonas o la toxina pertussis;

un inhibidor de la ATPasa de tipo en V;

IL-2, IL-12, TNF-c, un interferdn o LEC; o

f) factor de Tejido truncado.
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18.

19,

20.

21,

22.

23.

24.

29;

26.

27

28.

Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, unido a al menos un primer agente terapéutico o de

diagnostico.

Una composicion que comprende al menos un primer anticuerpo de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 o un inmunoconjugado del mismao.

La composicién de la reivindicacién 19, en donde dicha composicion es una

composicion farmacéuticamente aceptable.

La composicion de la reivindicacion 19 o la reivindicacion 20, en donde dicha

composicion comprende ademas al menos un segundo agente terapéutico.

La composicion de la reivindicacion 21, en donde dicho al menos un segundo agente

terapéutico es un agente quimioterapéutico.

La composician de la reivindicacion 22, en donde dicho al menos un segundo agente
terapéutico se selecciona del grupo que consiste de andlogos de pirimidina,
complejos de coordinacion de platino, camptotecinas, inhibidores de tirosina quinasa

e inhibidores de receptor de tirosina quinasas.

La composicion de la reivindicacion 23, en donde dicho al menos un segundo agente
terapéutico es S-fluorouracilo, capecitabina, oxaliplatino, cisplatino, carboplatino,

irinotecan, axitinib, sunitinib o paclitaxel.

Una molécula de &acido nucleico que comprende una regidn de secuencia de
nucledtidos que codifica el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 25, en donde dicha region de
secuencia de nucledtidos codifica un anticuerpo que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21, o una secuencia que tiene al menos 80% de

identidad de secuencia de la misma.

La molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 26, en donde dicha regién de

secuencia de nucledtidos tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 20.

La molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 25, en donde dicha regién de
nucledtidos codifica un anticuerpo que comprende una cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 o una secuencia que tiene al menos
80% de identidad de secuencia de la misma y una cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 o una secuencia que tiene al menos

80% de identidad de secuencia de la misma.
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25;

30.

315

32.

33;

La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 28, en donde dicha region de
secuencia de nucledtidos que codifica la SEQ ID NO: 24 tiene la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 22 y en donde dicha regién de secuencia de nuclectidos
que codifica la regién de la SEQ ID NO: 25 tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ
ID NO: 23.

Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera

de las reivindicaciones 25 a 29.

Una célula huésped que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de

las reivindicaciones 25 a 29 o el vector de expresion de la reivindicacion 30.

Un virus que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las

reivindicaciones 25 a 29 o el vector de expresion de la reivindicacion 30.
Un kit que comprende, en por lo menos un primer recipiente:

(a) el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17;
b) el inmunoconjugado de la reivindicacion 18;

c) la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24;

e) el vector de expresion de la reivindicacion 30;

(
(
(d) la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 25 a 29;
(
(f) la célula huésped de la reivindicacion 31, o

(

g) el virus de la reivindicacion 32.

34. Un método de produccion de un anticuerpo, que comprende:

(a) cultivar una célula huésped que comprende el vector de expresion de la
reivindicacion 30 bajo condiciones efectivas para expresar el anticuerpo

codificado; y

(b) obtener el anticuerpo expresado a partir de dicha célula huésped.

35. Un método de unidn de VEGF, que comprende poner en contacto una composicion

que comprende VEGF con el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,

o un inmunoconjugado del mismo.

36. Un método /n vitro de deteccion de VEGF, que comprende poner en contacto una

composicion sospechosa de contener VEGF con el anticuerpo de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, o un inmunoconjugado del mismo, bajo condiciones
efectivas para permitir la formacion de complejos VEGF/anticuerpo y detectar los
complejos asi formados.
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