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INTERNACIONAL
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presentar copia en inglés dael examen preliminar internacional junto con su
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expadiente correspondiente a esta solicitud de Patente de Invencién.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMININ&W%OCHEI&CAL&- R 1 2 t
To: ATTORNEY INITIALS PCT / 2004
et et CTY ;
SYNG R 2004

OTIFICATION OF THANSMITI‘ALO
%Ig?xgs?abpm Department THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
Bracknell _EXAMINATION REPORT
Serkshire, RG42 YA
GRANDE BRETAGNE SCANED ALL (PCT Rute 71.7)
PAGES —
i 0AdqysErme (dayimantnyear) 12.08,2004
Applicant's o agent's e relerence
S-60086A IMPORTANT NOTIFICATION
intarnational applieation No. Intsmational liling date (dawmonthvirear) Priortly date (dayinanthiear) .
PCT/EP 0209780 02.08.2002 31,08.2001 '
Apglicant

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG et al.

application,

The applicant Is hereby notifiad that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the
intemational preliminary examination report and its annexas, if any, established on the International

2. A copy of the report and Its annexas, if any, Is being transmitted to the Intemational Bureau for
communication to all'the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the Intamational Bureau will prepare an English translation of
ihe report (but not of any annexas) and will tranemkt such transiation to those Offices.

4. REMINDER /
The epplicant must enter the national phase before each elected Office by parforming certain acts (fling

PCT Applicant's Guide.

tranalations and paying national fees) within 30 monthe trom the priority dete (or later in some Offices)
(Article 38(1)) (see aiso the reminder sent by the International Bureau with Form PCTAB&O01).

Whenm a translation of the intemational application must be fumished to an elected Office, tha! transiation
must contain a transiation of any annexes 1o the interational preliminary examination report. It Is the
applilcant's responshbility to prepare and furnish such translation directly to each elscted Office coancemad.
For further detalls on the applicable time limits and requiraments of the elected Offices, see Volume Il of the

The applicant's atiantion is drawn to Article 83(6), which provides thet the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicabliity described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational

preliminary axamination and that "any conncm;? State may apply additional or differant criteria for the

rposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions is patentable or not' (see also Article
27(5)). Such additional criteria may relete, for example, to exemptions from patentabllity, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

“ame and malling adcrese of e teralional AUthortzad Officer
reltmirary autnorty:
' European Patant Offics Sliberg, A
D-80298 Munich

—
=

Tel. +48 B9 2380 - 0 Tx: 522456 opmu d Tol. +40 85 2305-7848

Paor: +48 BP 2389 - 4485

d

Form PCTAPEA/418 (January 2004)
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PCT \\]ja
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

Appficants or agenfs file rafersnca Sea Notifieation of Transmital of international
5-60065A FOR FURTHER ACTION  2r.iiminary Examination Raport (Fom PCTAPEAMIE)
imfemenional appiication Ne. Intamational fillng dale (dayfnonthyear) Priohy daw (deyfnonthyean
PCTAEP 0208780 02.00.2002 31.08.2001

International Paten Classlfleasion {I{PC) or both national clasaification wnd IPC

C12N1581

Applicani

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG et .

I.  This interatianal praliminary examination report has been prapared by this Itemational Prallminary Examining
Authority and Is transmitted to the applicant according to Ardcle 348.

2  Thia REPORT conegists of a intal of § aheets, Inziuding this cover sheet.

O  This repor Is also accompaniod by ANNEXES, L.e. shests of the description, claima andbr drawings which have
besn amended and are the basis for this report andbr shests contalning ractifications made before this Authority
! {(ses Rule 70.16 and Section 807 of the Administrativa tmatructions under the PCT).

Thess annexes consist of a iotal of sheels.

3. This raport contalns indications relating to the following temas:

| @& Baslsofthe opnion
It O Priodty
il [0 Non-gstablishment of oplnion with regard ta navelty, invantive step and industrial applicability
Iv 0O Lackof unily of Invention
i v Reasoned statement under Rule 66.2(n){ with regard to novely, inventive atep or indusirial apphcabiy;
ciations and sxplanations supporting such statement
Vi O Certaln documents citad
VIl O Certain defects In the intemational application
i VIl 0 Certain observations on the Iimemational application
|mummmam- demand Daie of complestion of this report
28.03.2003 12.03.2004
Name and malling addrexs of the inlemational Authorized Oftcer
prefminary @ 0 authority: -
O 82208 Maien P D { ﬂ
i
Tol. +43 80 2399 - 0 Tic 529456 epmu d arasca. ___)
—-  Fax +40 0B 2300 - 4485 Talophona No. +45 89 2399-8995 .

Forrn PCTAPEA/4D9 [Cover Sheet) {January 2004)
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INTERNATI NAL PRELIMINARY
EXAMINATI N REPORT Intemational application No. PCT/EP 0209789

Easis of the report

*. With regard to the elemente of the intemational application (FReplacemeant shests which have been furnished to
the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originglly flea"
and are not annexed fo thig report since thay do not contain amendmaents (Rules 70.16 and 70.17));

Cascription, Pagea
1-52 as originally fllad

Claims, 'Numben
1-108 as originally filed

Teguence llating part of the deacription, pages:

1-52, ag originally fllad

2. With regard to the language, all the elements marked above were avallable or fumished to this Authority in the
languags In which the intemational application was filed, uniess otherwise indicated under this ltem.

These alements were avallable or fumnished ta this Authority in the following language: , whioh is:

L the language of a translation fumished for the purposes of the Intematlonal search (under Rule 23.1(b)).
G the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a transiation fumnished for the purposss of internationel preliminary examination {under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. Withre to any nuclestide andor amino acld sequence disciosed in the intemational application, the
interabona! prellminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:
B contained In the intemational application in written form.

filad together with tha international application in computer readable form.

fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequantly to this Authority in computer readable form.

The etatement that the subsequently fumished written ssquencs listing doas not go beyond the disclosure
in the Internationeal application as filed has bean fumished.

The statement that the Information recorded in computer readable form [a Identical to the written sequenca
lieting has bean fumished.

4. The amendments have resulted in the ¢cancellation of:

0 00O mw

0O the description, pages:
O theclaims, Nos.:
— the drawings, sheets:
5. 0 This report has been established as If (some of) the amendments had not been made, since they have

bean considarad to go beyond the disclosure as flied {Rule 70.2(c)).

(Any rﬁplaaemem sheet contrining such amendments must be refarrad to undsr item 1 and annexed to this

Form PCTAPEA/40D (January 2004)
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Infemational application No.

PCT/EP 0209789
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6. Additonal observations, i nacessary;

v, Reasoned sistement under Article 35(2) with regard fo novelty, Inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes:
No:

Inventive step (IS) Yes:
No:

industrial applicabllity (1A) Yes:
No:

Crtetions and explenations

see aepamate sheet

Fom PCTIPEA/409 (January 2004)

Claims
Claims

Claima
Claims
Claime
Claims

1-106

1-105
1-105
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BeltemV
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1} The documents mentioned in this communication are numbered as in the search
report, l.e. D1 comresponds to the first document of the Intemationai search report.

2) Novelty

The subject-matter of claims 1-105 has not been made available to the public by
any of the available prior art documents and can therefore be regarded as novel.

. 3) Inventive Step: Article 33(3) PCT

The subject-matter of claims 1-105 of the present application cannot be
considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the foflowing
reasons.

The documents D1 or D2 are regarded as being the closest prior art to the
subject-matter of claims 1-105.

D1 diecloses methods for increasing the activity of B. thuringiensis 5-endotoxins
against Coleopteran insects (such as rootworm). Cry3A, Cry3B, and Cry3C toxins
are described in D1. D1 discloses a method of Improving the ineecticida! activity of
a B. thuringlensis Cry3Bb 8-sndotoxin, which compriees Inserting one or more
protease sensltive sites into one or more ioop regions of domain 1 of the 6-
endotoxin (see p. 33). Two of the designed CryBb proteins (Cry3Bb.60 and
Cry3B8b.11221) were engineered by identification and alteration of protease-
sensitive sites and proteclytic processing. It Is also mentioned in D1 that treatment
of Cry3A toxin proteln with trypsin, yields a stable cleavage product of 55 kDa from
the 67 kDa native protein. The truncated Cry3A protein was found to retain the
same lavel of insecticidal activity as the native protein. Cry38b toxin protein was
also treated with trypsin. Unexpectedly, the bioactivity of the truncated Cry3Bb
toxin was found to increass. Using this method, protease digestion of a B.
thuringlensis toxin protein, a proteclytically sensitive site was identified on Cry3Bb,

* .m PCT/Scpanala Shest/a0s (Sheest 1) (EPO-Apdl 1997)




INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No. PCT/EP02/09789 \\
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

and a more highly active form of the protein (Cry3Bb., 60) was identified.
Modlfications to this proteclytically-sensitive slte by introducing an additional
protease recognition site also resulted in the isolation of a blologically more active
protein (Cry3Bb. 11221). |t Is mentioned that Cry3Bb. 11221 is produced by B.
thuringiensis as a full length toxin protein but is probably digested by insect gut
proteases to the same size as Cry3Bb, 60 (see example 7). The additional
protease recognition site may make the 1a3,4 region even more sensitive to
digestion, thereby increasing activity. D1 also mantions that proteolytically
sensitive regions, once identified, may be madified or utilized to produce
biologically more active toxins.

D2 also discloses methods for Increasing the activity of B. thuringiensis 8-
endotoxing against Coleopteran insects (such as rootworm). Isolated Cry3Bb
polypeptides were medified to have improved insacticidal activity, Cry3B
endotoxins, nucleic acid sequences and transgenic plants expressing said genes
are disclosed. D2 discloses a method of improving the Insecticidal activity of a
Cry3Bb endotoxin, which comprises inserting one or more protease sensitive sites
Into one or more loop regions of domain 1 of the endotoxin. (see column 18,
example 7).

D3 discloses modified Cry proteins, particularly modified CryiliA proteins, having
significantly altered toxicity, and DNA sequences encoding thege proteins.
Analysis of solvent-accessible amino acld positions in domaln |l of the CrylllA
proteln by alanine-scanning mutegenesis identified individual amino aclds Involved
in com rootwomm toxicity. The modified CrylliA proteins AAW34811-41 have
increased toxicity to Coleopteran Insects (eg. com rootworm).

D5 discioses that the insecticidal activity and specificity of different B. thuringlensis
§-endotoxins depends not only on the amine acid sequence of the endotoxin but
aiso differentlal proteolytic processing within larval guts can determine the actlvity
and specificity of the toxin (see p. 531 and 539)

The IPEA is of the opinion that the addition of a protease recognition site to a
CryA toxin is not Inventive in view of D1 or D2. The documents discloss the
additian of a protease recognitlon site to a CryB toxin. Introducing an additional
protease recognition site resulted In the Isolation of a biologically more active

“'2¢ pr.rale Sheal/208 (Sheet 2) (EPOC-Apri 1897)
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protein. it would be obvious to the person skilled In the art, namely when the same
result is to be achieved, to apply the methods according to D1 or D2 with
corresponding effect to a CryA toxin polypeptide as in D3 in which CrylllA proteins
are modified to have increased toxicity.

3) Clarity: Article 6 PCT

The application contains an unacceptable number of claims. Therefore, the
requirements of Article 6 PCT regarding conciseness of claims has not been met
and a detalled examination of the claims Is difficult until a reagsonable number of
claims I on file. In this context, the attention of the applicant is drawn to the fact
that undue repetition of wording between one clalm and ancther should be
avoided by use of the dependent form and that the relationship between the
claims should be clearly visible.

Farm PCT/Separats Sheat/d0d (Sheet 3) (EPO-Apr! 1097)
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TRATADO DE COOPERACIONENMATERIA DE PATENTES

Dx: ADMINISTRACION ENCARGADA DEL EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL

PCT

Al
TR ESON, Frank Mieckie NOTIFICACIONDETRANSMISIONDEL
inteltectizs} Property Deparument INFORME DEEXAMEN PRELIMINAR
P.O. Bax 3538 INTERNACIONAL
l.lncl:lfl'l
gm';'im:"“ (Regla 71.1 del PCT)
Fax: 01344481112 Fecha de expedicidn -
Fechn decxpe 12.03.2004

Reiviencia del e pediente del suliciianw o del mandalardo
5-60065A
Solwitied mternzconal N*

PCI/EP U2/09789

Sulivitanie

SYNGENTA PARTICLPATIONS AG et al.

NOTIFICACIONIMPORTANTE

Fecha de prioridad fdiusases wito)
31.08.2001

Fecha de presentocién intemacional

. .2002

1. Se notilicn ol solicitante que la Administracidn encargada del examen preliminar imemacional ha emitido el
infunme de cxzmen preliminar interpocionel pera In solicitud internacional y se lo transmire adjunto, acompadudo.
si procede, de sus anexos.

2. Se¢ tranwite una copia del preseate informe y, si procede. de sus ancxos. a la Oficina Internucional pary
comunicacidn 3 wodas las Oficinas clegidas.

1. Si alguna Olicina elegida lo exipe, la Oficina Internacional realizaci una truduccidn en inglés del infomw (cun
exclusion Je sus anexos) y la tmnsmiticd a las Oficinas intcresadas.

4. RECORDATORIO

Pary iniciar la fase nucional ante cadu Oficina clegidu, el solicitante debe cumplir cicrtos actos (presentacién de
traduccion y pago de las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde Ia fecha de prioridad (o mds tarde por lo
que respevta a ciertus Oficinas) (Articulo 39.1)) (véase también ¢l recordatorio enviado por la Oficing Intcrmacional
en ¢l formulario PCTAB/01).

Cuando debe entregarse una traduccidn de la solicitud internacional a una Oficina elegida, debe incluir la
traduccién de cualquier nnexo del informe de examen preliminar internacional. Corresponde al solicitante preparar
la imduccion en cuestidn y entregaria directamente a cada Oficina clegida interesada.

I'arn mis amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las cxigencias de las Oficinas elegidns, véuse ¢l
Volumen 1 de 1a Gufa del solicitante PCT.
k¥l soliciiante debe dirigir su ntencidn al Artieulo 33(5), el ewal provee que los criterios de novedad, etapa inventiva y nplieabilidod industrial
dexcritos cn el Artleulo 33(2) ol {4) simplemente sirven kot propdsitos del cxamen preliminar intemocional y que “cualquicr Estado contratani
pudri aplicar crilerios adicionales o diferentes parn decidir si L invencidn reivindicada es o no patentable en e3¢ Esmulo™ (ver mmbién Anikeule
27{$).Tak criterina adicionakes padrin relacinnarse. por ejemplo. a excnciones de b patentshilidad. requisites para permitir fa dis ulaciion.
claridsd y apuyv para s rejvindicaciones.

Numbre y direccidén posial du a Administracidn encargads del
exzmen preliminar internacional

Okl de Parantes Europes

DN-30208 Munich

Tel +4i5 89 2199 D Tx: 523456 cpmu d

Fux: 0 59 2300 i85

Funcionario autorizndo

Stilberg, A
Ndewléfono 49 89 2399-7548

Formulario PCTAPEA/MLG  (encro 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORMEDEEXAMEN PRELIMINARINTERNACIONAL

(Articulo 36 y Regla 70 del PCT)

Referencia delexpediente del solicitanue j e . Y .
u del mamfazrio PARAACCION Véase lanatificacion de transmisidnde! informe deccamien
5—606‘85A preliminar intermacional {(formulario PCT/IPEA/416)
Sulivitud intemacional N® Fecha de presentncion internacional Fecha de prioridad Zdic/mesiaio)
y {dha/mestaio)
PCT/EP 02/0978Y 02.09.2002 31.0. 2001
Clasificacion termacional de Patenies (IPC) o a la vez clusificacién nocional e [PC
Cl2N15/31
Sulivikmie

SYNGENTA PARTICIPATIONS AG et al.

I.  El preseme informe de examen preliminar internacional, emitide por la Administracion encargada del exomen preliminar
wmiemacion:l, se tronsmite al sulicitante confonue al Articulo 36.

iJ
B

Fate INFORME compremle _6_ hojas. incluidn la presente hoja de portada.

I:I Fsti acompadodo de ANEXOS, es deeir, de hojos de la deseripeidn, las reivindicaciones o los dibujos que han fido
nusdilicadus y que sirven de base al presente informe o de hojas que contienen rectificaciones efectuadas ante la
Administrucion encargada del examen preliminar internecionol (vénse la Regla 70.16 y la Instruccion 607 de las
Instrucciones Adminisiitivas del PCT).

Esosomeavscomprenden _____ hojos.

3. El presente infonne contiene indicnciones relativas & los puntos siguientes:
| Base del informe
I D Prioridad

] E] Fulta Jde formwlacidn de opinién sobre ln novedad, Ja actividad inventiva y la posibilidad de aplicacion industrinl

N [J  Fulta de unidad de lu invencidn

v(x] Declarneidn motivada segin I Regla 66.2 sobrs la povedad, b actividad inventiva y In pasbilidad de aplicasisn
industrial; citns y explicaciones en apoyo de esta declaracién .

A D Ciertod docunwnius citados
Y| D Defecios en la salicitud intemacional

Vil D Observaciones relativas o la solicitud intemacional

Fecha de presentacion de la sulicined e cxamen preliminar | Fecha de finalizacin del presente informe
inlmacian.al

28.03.2003 12.03.2004

Numbre v dircecion postal de la Administmcidn encargoda del | Funeionario autorizado
examen preliminar internacional

Ofkcina de Patemtes Europea Paresce, D
l.!-lll!!ll Munlch .
:-'L.H’ 89 21399 - 0 Tx: 523656 epmu o N* deteléfono No. +49 89 2399-899%

Formulario PCT/IPEAZ09 (hoja e portada) (enero 2004)
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INFORME DE EXAMEN Sdliciwd Internacional N® PCT/EPO 02/09789
PRELIMINAR INTERNACIONAL

Uase del Inforte
1. Porlo que respecia o los clementos de la solicitud internacional (Las hojas de reemplazo entregadas n la Oficina recepiora

¢n respuesta a un requerimicnto cfectuado segin €l Anticulo 14 se consideran en el presente informe como “inicialmente
preseniadas™ y no se adjuntan como anexo 3] informe debido a que no conticnen modificaciones (Reglas 70.16 y 70.17):

L.a descripelén, Piginas

1-52 + 1al como se presentaron inicialmente

Las reivindicaclones, Niimeros

1-105 , lal como se presentaron inicialmente
L.a parte de la descripcldn reservada o Ia listy de secuenclas, piginas:

1-62, tal como se presentaron inicialmente

2. Porlo que respecta al idioma, todos los elementos indicados a continuacién estaban o disposicidn de fu
Administracidn o sc je han cniregado en el idioma de presentscidn de Ia solicitud inlemnacional, salve que en csle
punito sc indigue otra cosa.

Estas clemenios cstaban a disposicién de la Administracidn o sc le han entregado en el idioma siguicnic:__que cs:

d el idioma de una trduccidn cntregada a Jos fines de la bisqueda intemacional {segiin Ta Regla 23.1.b))
[ «l idioma de publicacién de 1a solicitud internacional (segén 1s Regla 45.3.b))

' of idionra de Ja traduccién enircgoda a los fines del examen preliminor internacional (seglin la Regh 55.2 0 55.3)

3. Porlo que respecta o las secuencias de nucledtides o de aminodcidos divulgadas en la solicitud intermacional, la opinidn
vscrila se ha fonmulado sobre la base de la lista de secuencias:

. coutenida on la solicitud internacional, en forma cscrita

) presentada con Ja solicilud intemacional, en forma legible por ordcnader.
O entregada posteriormente a la Administracion, en forma escrita,
(. catregada posteriunnente g la Administracidn, en forma legible por ordenador.

CJ Ha s-ido entregada fa deelaracion, segin la cual la lista de seeuencias presentada por escrito y entregada posicriormente
no va més alld de la divulgacién contenida en la solicitud tal como fuc presentada por escrito.

4. Las madificacioncs han ocasionado la anulacidn:

] dela descripeion, phgimas:

(. de las reivindicaciones, Nos.:
1 dclosdibujos,  hojas:

5. [C] Elpresenie informe ha sido formulado como si no sc hubiescn presentada (algunns) de las modificaciones, que s¢ ha
censideraclo que iban mis alld de la exposicidn de 1a invencitn tal como fue presentada, como se indica en €l recuadro '
suplementario (Regla 70.2.c))

(Toda hoja de reemplazo que contenga madificaciones de esta naturaleza debe indicarse en cl punto 1 y adjuntarse sl
presente informe.)

Fonnulurio PBCTAPEA/409 (enero de 2004



INFORME DE EXAMEN

PRELIMINAR INTERNACIONAL

1>

Saolicitud Internacional No, PCT/EP 02/09789

6.. Observaciones adicionales, si es necesario:

V. Declaracién motivada segin el Articulo 35.(2) sobre la novedad, la actividad inventiva y Ia posibilidad de aplicacién
indusirial: citas y explicaciones en apoyo de csta declamcidn

1. Declaracidn

Novedud (N)

Actividad Inventiva (Al)

Aplicacion [ndustrial (Al)

Ciuas y explicaciones

Ver hoja eparte

Formulario PCT/IPEA/409 (cnero 2004)

Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones
Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones
Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones

1-105

1-105
1-105

Iz



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - FOLIO SEPARAD
Solicitud intemacional No.: PCT/EP02/09789

Re temV

Declaracién motivada segiin el Articulo 35(2) sobre la novedad, la actividad

inventiva o aplicaclén Industrial; citas y explicaclones en apoyo de tal

declaracion

1) Los documentos mencionados en esta comunicacion estdn numerados como

en el informe de blsqueda, es decir D1 comresponde al primer documento del

informe de bisqueda Internacional.

2) Novedad

El tema de las reivindicaciones 1-105 no ha sido puesto a disposicién del piblico

por ninguno de los documentos disponibles del arte previo y puede, por lo tanto,

considerarse novedoso.

3) Actividad inventiva; Articulo 33(3) PCT

El tema de las reivindicaciones 1-105 de la presente solicitud no puede

congiderarse que implique una actividad inventiva (Articulo 33(3) PCT) por las

siguientes razones:

Los documentos D1 o D2 se consideran el arte previo més cercano al tema de las

reivindicaciones 1-105.

D1 revela métodos para aumentar la actividad de las S-endotoxinas de B.

thuringiensis contra insectos coledpteros (tales como el gusano de la raiz). Las

toxinas Cry3A, Cry3B y Cry3C se describen en D1, D1 revela un método para

mejorar la actividad insecticida de una 6-endotoxina Cry3Bb de B. thuringiensis,

que comprende insertar uno o mas sitios sensibles a proteasas en una 0 mas

regiones de bucle del dominio 1 de la 6-endotoxina (ver pag. 33). Dos de las

proteinas Cry3Bb (Cry3Bb.60 y Cry3Bb.11221) se disefiaron por ingenieria

genética por identificacion y alteracion de sitios sensibles a proteasas y
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procesamiento proteolitico. También se menciona en D1 que el tratamiento de la
proteina téxica Cry3A con fripsina da un producto de ruptura estable de 55 kDa a
partir de la proteina nativa de 67 kDa. Se descubrid que la protelna truncada
Cry3A retiene el mismo nivel de actividad insecticida que la proteina nativa. La
proteina téxica Cry3Bb también se traté con tripsina. Inesperadaments, se
descubrié que la actividad biologica de la toxina truncada Cry3Bb aumentaba.
Utilizando este método, la digestion con proteasas de una proteina toxica de B.
thuringiensis, se identificd un sitio sensible a la protedlisis sobre Cry3Bb, y se
identificd una forma mas sltamente activa de la proteina (Cry3Bb. 60). Las
modificaciones a este sitio sansible a la protedlisia por introduccién de un sitio de
reconocimiento de proteasas adicional dieron lugar al aislamiento de una proteina
bioldgicamente mas activa {Cry3Bb. 11221). Se menciona que Cry3Bb 11221 es
producida por B. thuringiensis como proteina tdxica de extension completa pero
es digerida probablemente por proteasas intestinales de insectos al mismo
tamafio de Cry3Bb. 60 (ver ejemplo 7). El sitio de reconocimiento de proteasas
adicional puede tormar a la region [a3,4 ain mas sensible a la digestion,
aumentando por ello ia actividead. D1 también menciona que las regiones
sensibles a la protedlisis, una vez identificadas, pueden modificarse o utilizarse
para producir toxinas bioldgicamente méas activas.

D2 también revela métodos para aumentar Ia actividad de 5-endotoxinas de B.
thuringiensis contra insectos coledpteros (tales como el gusano de la ralz). Los
polipéptidos Cry3Bb aislados se modificaron para tener actividad insecticida
mejorada. Se revelan endotoxinas Cry3B, secuencias de Acidos nucleicos y
plantas transgénicas que expresan dichos genes. D2 revela un método para
mejorar la actividad insecticida de una endotoxina Cry3Bb que comprende insertar
uno o mas sitios sensibies a proteasas en una o mas regiones de bucle dei

dominio 1 de la endotoxina (ver columna 18, ejemplo 7).
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D3 revela proteinas Cry modificadas, en particular proteinas CrylllA modificadas,
que poseen una toxicidad alterada de modo significativo, y secuencias de ADN
que codifican estas protelnas. El anélisis de posiciones de aminoécidos
accesibles por solventes del dominio Il de la proteina CrylllA mediante
mutagénesis de barmrido de alanina, identificd aminoécidos individuales
involucrados en la toxicidad del gusano de la raliz del malz. Las proteinas CrylllA
modificadas AAW34811-41 han aumentado la toxicidad para con los insectos
coledpteros (por sjemplo el gusano de la ralz del maiz).

D5 revela que la actividad insecticida y la especificidad de diferentes §-
endotoxinas de B. thuringiensis depende no sdlo de la secuencia de aminoacidos
de la endotoxina sino que también el procesamiento proteolitico diferencial dentro
del intestino de las larvas puede determinar la actividad y especificidad de Ia
toxina (ver pags. 531 y 539).

El IPEA es de la opinibn que el agregado de un sitio de reconocimiento de
proteasas a una toxina CryA no as inventivo en vista de D1 o D2. Los documentos
revelan el agregado de un sitic de reconocimiento de proteasas a una toxina
CryB. La introduccién de un sitio de reconocimiento de proteasas adicional dio
lugar al aislamiento de una proteina biolégicamente méas activa. Serfa obvio para
un experto en la técnica, en particular cuando ha de lograrse el mismo resultado,
aplicar los métodos de acuerdo con D1 o D2 con el efecto correspondiente a un
polipéptido tédxico CryA como en D3, en el cual se modifican proteinas CrylllA
para obtener una toxicidad aumentada.

3) Claridad: Articulo 6 PCT

La solicitud contiene un nimero inaceptable de reivindicaciones. Por ende, no se
han cumplido los requisitos del Articulo 6 PCT concemnientes al cardcter conciso
de las reivindicaciones y es dificil un examen detallado de las reivindicaciones

hasta que un nimero razonable de reivindicaciones estd en archivo. En este

Is
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contexto, se llama la atencion al solicitante por el hecho de que debe evitarse la
repeticién indebida de palabras entre una reivindicacion y ofra mediants al uso de
la forma dependients, y que la relacién entre las reivindicaciones debe ser

claramente visible.



