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En relacion con el expediente de la referencia y dando cumplimiento a la ultima
providencia recaida sobre este asunto por medio del presente escrito me permito

manifestarles lo siguiente:

1. Segun precisas instrucciones de la sociedad solicitante adjunto a este escrito un
nuevo capitulo reivindicatorio debidamente revisado y corregido.

2. Con respecto a la objecidon presentada por el bDespacho sobre que las
reivindicaciones 2 a 7 no son claras mi representada no comparte esta opinion.
En efecto, las reivindicaciones 2 a 7 dependen de la reivindicacién 1 y por lo tanto
estan restringidas no solamente a las caracteristicas técnicas mencionadas en cada
una de las reivindicaciones dependientes, sino también a las caracteristicas
requeridas por la reivindicacién 1. La reivindicacion 1 explicitamente abarca
solamente polipéptidos recombinantes que comprenden actividad de celulasa y
termoestabilidad aumentada en comparacién con una celulasa de tipo silvestre. Por lo
tanto, el término “homologia del 85%, 90%, 95%, 98%, 99%” en la reivindicacion 2
esta restringido al alcance de la reivindicacion 1 en adicion a requerir la identidad de
secuencia a Ioé SEQ IDs mencionada en la reivindicaciény 2.
Mas aun, el paragrafo [0049] y los paragrafos [0060] a [0064] de la descripcion
claramente indican las formas en que la identidad de secuencia puede ser

determinada.
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Por lo tanto el alcance de las reivindicaciones 2 a 7 se considera como claro y
CONCiso.
Con respecto a la objeciéon recaida sobre la reivindicacion 8 acerca de la falta de
definicion de caracteristicas estructurales, la sociedad solicitante manifiesta que
teniendo en cuenta que dicha reivindicacioén depende de las reivindicaciones 1a4y 7,
cada una de las cuales claramente presentan una secuencia amino acida, y tal y
como se describe en el paragrafo [0043] de la descripcion que una secuencia de
polinucledtido esta determinada por la secuencia deu nucleétidos de la porcidn
codificadora de un ARNm, el cual a su vez es especificado por informacion genética,
tipicamente ADN gendmico; basada en la secuencia polipéptido, una persona versada
en la materia puede determinar la secuencia de nucleétido.
La descripciéon provee mayor ilustracion y guia sobre este tema, p.e. en los paragrafos
[0047], [0083] y [00101].
Con respecto a la alegada falta de novedad de la presente invencién por la previa
existencia de US2006/053514 (D1) la sociedad solicitante sostiene lo siguiente:
¢ La reivindicacion 1 de la presente solicitud contiene las siguientes caracteristicas

tecnicas:

a.) unrecombinante

b.) polipéptido '

¢.) comprende una Serina

d.) enlaregién C Terminal

e.) en un motivo que comprende la secuencia GEXDG

f) endondeXesC,Ao0G

g.) endonde X es sustituido con Serina

h.) en donde la variante comprende actividad de celulasa y

i.) en donde el polipéptido tiene termoestabilidad aumentada en comparacién

con una celulasa de tipo silvestre que carece de una Serina en la secuencia
GEXDG

¢ La referencia citada por el Despacho revela lo siguiente:
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a.) un polipéptido (secuencia amino acida que tiene por lo menos 75% de
identidad con SEQ ID No. 2)
b.) que comprende una Serina (posicioén 430)
¢.) en laregiéon C Terminal (en total 477 amino acidos)

d.) en donde la variante comprende actividad celobiohidrolasa |l

En el caso que el polipéptido de la SEQ ID NO:2 de D1 sea un polipéptido
recombinante, esta referencia no revela si el correspondiente tipo silvestre de este
polipéptido comprende Cisterna, Alanita o Glicina en vez de Serina en la posicién 430
de la secuencia amino acida (caracteristicas e) y f)). No hay ninguna revelacion que
haga D1 que establezca que cuando el reemplazo de este residuo especifico es
hecho de un residuo no serino, mas particularmente estos tres amino acidos
mencionados por la reivindicaciéon 1 son sustituidos con Serina, es observado un
incremento en la termoestablilidad en tanto que se retiene la actividad de celulasa. El
alcance de la reivindicacion 1 de la presente invencion no incluye ningtn polipéptido
recombinante, cuyo tipo silvestre comprenda en la posiciéon X ningin amino acido
diferente a Cisteina, Alanita o Glicina.

Mas aun, D1 no revela ninguna informacion sobre termoestabilidad. Por lo tanto no
hay ninguna revelacion sobre la caracteristica i).

Por lo tanto la materia reclamada en la reivindicacién 1 de la presente invencién es

novedosa sobre D1, ya que esta anterioridad no revela ninguna de las caracteristicas

)

e), f) ei).

Como el polipéptido recombinante de la reivindicacion 1 es novedoso, las
reivindicaciones 8 a 13 también son novedosas ya que ellas se refieren a
polinucleétidos codificando el polipéptido novedoso, un vector que comprende el
polinucleétido novedoso, una célula hospedera que comprende el polinucleétido
novedoso, una célula hospedera que comprende el vector, una preparaciéon
enzimatica que comprende el polipéptido novedoso y una preparacion enzimatica que

comprende el polipéptido novedoso producido por una célula hospedera.
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Adjunto el comprobante de pago por concepto de exceso de reivindicaciones por valor de

$ 150.000.00, recibo No. /_i |€5 L

Renuncio al término faltante de traslado, y les solicito otorgar el privilegio de patente de

invencion aqui tramitado.

De Ustedes Atentamente,

LU
T.P. No. 68.995 del C.S.J.
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Lo que se reivindica es:

1. Un polipéptido recombinante que comprende una Serina en la regién C terminal en un
motivo que comprende la secuencia GEXDG, en donde X es C, A o G (SEQ ID NO: 107), en
donde X esta sustituido por Serina, en donde la variante comprende actividad de celulasa y
en donde el polipéptido tiene termoestabilidad aumentada en comparacién con una celulasa

de tipo silvestre que carece de una Serina en la secuencia GEXDG (SEQ ID NO: 107).

2. El polipéptido recombinante de la reivindicacion 1, el cual polipéptido comprende una
secuencia que es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2 que
comprende una C314S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
4 que comprende una C311S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 12 que comprende una C310S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 13 que comprende una C312S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 14 que comprende una C314S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 15 gque comprende una C315S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 16 que comprende una C313S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S;
es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 19 que comprende una
C313S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 21 que
comprende una C312S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
22 que comprende una C3118S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 64 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 65 que comprende una C407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 66 que comprende una C394S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 67 que comprende una C400S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 68 que comprende una C400S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a ia SEQ ID NO: 69 que comprende una C400S;
es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 70 que comprende una
C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 71 que
comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
72 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 73 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 74 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 75 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 76 que comprende una C407S; es por 1o menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S,
en donde los anteriores polipéptidos tienen actividad de celulasa y mejor termoestabilidad en
comparacion con su proteina progenitora correspondiente (de tipo silvestre) que carece de la
mutacién Cys—>Ser.
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3. El polipéptido recombinante de la reivindicacién 1 que comprende una secuencia
como la que se estipula mas adelante que tienen de 1-10, 10-20 o 20-30 sustituciones
conservadoras de aminoacido excepto en la posicidn que se identifica a continuacién en
donde esta presente una sustituciéon C>S: SEQ ID NO: 2 que comprende una C314S; SEQ
ID NO: 4 que comprende una C311S; SEQ ID NO: 12 que comprende una C310S; SEQ ID
NO: 13 que comprende una C312S; SEQ ID NO: 14 que comprende una C314S; SEQ ID NO:
15 que comprende una C315S; SEQ ID NO: 16 que comprende una C313S; SEQ ID NO: 17
que comprende una C311S; SEQ ID NO: 19 que comprende una C313S; SEQ ID NO: 21 que
comprende una C312S; SEQ ID NO: 22 que comprende una C311S; SEQ ID NO: 64 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 65 que comprende una C407S; SEQ ID NO: 66 que
comprende una C394S; SEQ ID NO: 67 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 68 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 69 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 70 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 71 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 72 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 73 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 74 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 75 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 76 que
comprende una C407S; SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o la SEQ ID NO: 78 que

comprende una C412S.

4. El polipéptido recombinante de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia
seleccionada de entre el grupo compuesto por:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de 85% o mas con la SEQ ID NO: 2, que
tiene una Ser en la posicién 314 y en donde el polipéptido tiene actividad de celulasa;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de por lo menos 70% o mas con la SEQ
ID NO: 4, que tiene una Ser en la posicién 311 y en donde el polipéptido tiene actividad de
celulasa;

(c) un polipéptido que tiene una identidad del 70% o mas con una secuencia
seleccionada de entre el grupo compuesto por: (i) SEQ ID NO: 12 y que tiene una Ser en la
posicién 310, (i) SEQ ID NO: 13 y que tiene una Ser en la posicion 312, (iii) SEQ ID NO: 14y
que tiene una Ser en la posicion 314, (iv) SEQ ID NO: 15 y que tiene una Ser en la posicion
315, (v) SEQ ID NO: 16 y que tiene una Ser en la posicion 313, (vi) SEQ ID NO: 17 y que
tiene una Ser en la posicion 311, (vii) SEQ ID NO: 19 y que tiene una Ser en la posicion 313,
(viii) SEQ ID NO: 21 y que tiene una Ser en la posicidén 312 y (ix) SEQ ID NO: 22 y que tiene
una Ser en la posicion 311 y en donde cada uno de los anteriores polipéptidos tienen
actividad de celulasa;

(d) un polipéptido quimérico que comprende por lo menos dos dominios de dos
polipéptidos progenitores de celobiohidrolasa diferentes, en donde los dominios comprenden
de N- a C- terminal: (segmento 1)-(segmento 2)-(segmento 3)-(segmento 4)-(segmento 5)-
(segmento 6)-(segmento 7)-(segmento 8);

en donde:

el segmento 1 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al
residuo de aminoacidos de cerca de 1 a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO:
4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 2 comprende una secuencia que es por lo menos
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50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x, a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 (“1"), la SEQ
ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (*3"); el segmento 3 comprende una secuencia que es por lo
menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x, a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“17),
la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 4 comprende una secuencia que
es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x; a cerca de x4 de la SEQ ID
NO: 2 (“1%), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 5 comprende una
secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica a cerca del residuos de aminoacidos x,; a
cerca de x5 de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el
segmento 6 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de
aminoacidos xs a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“1"), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO:
6 (“3"); el segmento 7 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al
residuo de aminoacidos xs a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3"); y segmento 8 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100%
idéntica al residuo de aminoacidos x; a cerca de xg de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4
("2") o la SEQ ID NO: 6 (“3);

en donde x4 es el residuo 43, 44, 45, 46 0 47 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 42, 43,
44, 45 0 46 de la SEQ ID NO: 4 o ia SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 70, 71, 72, 73 0 74 de la
SEQ ID NO: 2 o el residuo 68, 69, 70, 71, 72, 73 0 74 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6:
X3 es el residuo 113, 114, 115, 116, 117 0 118 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 110, 111, 112,
113, 114, 115 0 116 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x, es el residuo 153, 154, 155,
156 0 1567 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155 o0 156 de la SEQ
ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; xs es el residuo 220, 221, 222, 223 0 224 de la SEQ ID NO: 2 o
el residuo 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222 0 223 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; xg
es el residuo 256, 257, 258, 259, 260 o 261 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 253, 254, 255,
256, 257, 258, 259 o 260 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 312, 313,
314, 315 0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 309, 310, 311, 312, 313, 314, 3150 318 de la
SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; y xs es un residuo de aminoacidos correspondiente al C
terminal del polipéptido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o la SEQ
ID NO: 6,

en donde el polipéptido quimérico comprende una Ser en la posicién 314 de la SEQ ID
NO: 2 o posicién 311 de la SEQ ID NO: 4 y en donde el polipéptido quimérico tiene actividad
de celulasa y mejor termoestabilidad y/o estabilidad de pH en comparacién con un polipéptido
CBH Il que comprende la SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

5. El polipeptido recombinante de la reivindicacion 1, en donde el segmento 1 comprende
residuos de aminoacidos de cerca de 1 a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 (“1"), la SEQ ID NO:
4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y que tienen 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido;
el segmento 2 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca del x, de {a SEQ ID NO: 2
(“1"), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoéacido; el segmento 3 va de cerca del residuo de aminoacidos X, a
cerca del x3 de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 4 va de cerca del
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residuo de aminoacidos x; a cerca del x, de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el
segmento 5 va de cerca del residuo de aminoacidos x4 a cerca del x5 de la SEQ ID NO: 2
(“17), 1a SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; el segmento 6 va de cerca del residuo de aminoacidos x5 a
cerca del x de la SEQ ID NO: 2 (*1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 7 va de cerca del
residuo de aminoacidos xs a cerca del x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; y
segmento 8 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca del xz de la SEQ ID NO: 2
(“1"), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido excepto en la posiciéon 314 de la SEQ ID NO: 2, posicion 311 o
la SEQ ID NO: 4 0 313 de la SEQ ID NO: 6. '

6. El polipéptido recombinante de Ia reivindicacion 4, en donde el polipéptido quimérico
comprende una secuencia que es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo compuesto por la SEQ ID NO: 12-62 y 63.

7. Un polipeptido recombinante de la reivindicacion 1, el cual polipéptido comprende una
secuencia que tiene por lo menos 85% de identidad con las SEQ ID NO: 79-105 o 106 y tiene
una Serina en X en la secuencia de la SEQ ID NO: 107.

8. Un polinucleétido que codifica un polipéptido de las reivindicaciones 1, 2, 3,40 7.
9. Un vector que comprende un polinucleétido de la reivindicacion 8.

10. Una célula hospedera que comprende el polinucleétido de la reivindicacién 8.

11. Una ceélula hospedera que comprende el vector de la reivindicacion 9.

12. Una preparaciéon enzimatica que comprende un polipéptido de la reivindicacion 1, 2, 3,
407.

13. Una preparacion enzimatica que comprende un polipéptido producido por una célula
hospedera de la reivindicacion 10.

14, Un método para el tratamiento de biomasa que comprende celulosa, el cual método

comprende poner en contacto la biomasa con un polipéptido de la reivindicacién 1, 2, 3,40 7.

15. Un método para el tratamiento de biomasa que comprende celulosa, el cual método

comprende poner en contacto la biomasa con una preparacion enzimatica de la reivindicacion
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