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Expediente numero 05-040.022,-

1 Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista el 03 de

Abril de 2009.

2. Con el fin de responder a las objeciones expuestas por el sefior Examinador en su
Concepto Técnico No. 822 bajo los acapites de claridad de las reivindicaciones y nivel
inventivo, atentamente me permito presentar los siguientes argumentos técnicos y las
siguientes modificaciones, mediante lo cual no sélo se superan dichas objeciones, sino
qgque ademas se demuestra en forma contundente la patentabilidad de la presente

solicitud.

3. MODIFICACIONES A LA SOLICITUD

En primer lugar, me permito manifestar a este Despacho que es deseo del
solicitante modificar voluntariamente el capitulo descriptivo de la solicitud bajo estudio,
de acuerdo con las modificaciones hechas durante la Fase Internacional de la misma, en
en atencion a lo prescrito en el Art. 34 del Tratado de Cooperaciéon en material de
Patentes (PCT), las cuales fueron oportunamente presentadas por el solicitante al

momento de iniciar el trdmite en Fase Nacional de la solicitud de la referencia.

En consecuencia, anexo al presente memorial me permito presentar una copia de
la nueva descripcion de la solicitud, la cual ha sido modificada tal y como me permito

mencionar a continuacién de manera detallada;

a) En la pagina 10 (linea 20) de la descripcion presentada en fase nacional se
incluyé la expresiéon (SEC ID No:1). Dicha modificacién corresponde a la
correccién realizada en fase internacional en la pagina 9 del documento WO
2004/031236;
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b) I la pagina 11 (lineas 14 y 15) de la descripcién presentada en fase

flnacional se incluyd la expresién (SEC ID No:4). Dicha modificacién
LE orresponde a la correccion realizada en fase internacional en la pagina 10
‘ del documento WO 2004/031236;

| ‘\

c) | En la pagina 14 (lineas 18 y 19) de la descripcién presentada en fase
nacnonal se incluyeron las expresiones (SEC ID No:1) y (SEC ID No:6),
respectivamente. Dichas modificaciones corresponden a las correcciones
realizadas en fase internacional en la pagina 12 del documento WO

2004/031236; .

d) {En la pagina 17 (lineas 21, 22 y 34) de la descripcién presentada en fase
nac»onal se incluyeron las expresiones (SEC ID No:4), (SEC ID No:7) y (SEC
ID No:4), respectivamente. Dichas modificaciones corresponden a las

‘correccuones realizadas en fase internacional en las paginas 15 y 16 del
il documento WO 2004/031236;

e) B En la figura 6 de la solicitud presentada en fase nacional se incluyd la
‘ expresion (SEC ID No:2). Dicha modificacion corresponde a la correccién
realizada en fase internacional en la figura 9/20 del documento WO
; 2004/031236;

f) :En la figura 8 de la solicitud presentada en fase nacional se incluyd la

| | expresion (SEC ID No:3). Dicha modificaciéon corresponde a la correccion
‘ realizada en fase internacional en la figura 11/20 del documento WO

1 2004/031236; v,
;‘

a) En la figura 10 de la solicitud presentada en fase nacional se incluyé la
E expresion (SEC ID No:5). Dicha modificacién corresponde a la correccién

| realizada en fase internacional en la figura 13/20 del documento WO
i | 2004/031236.

i
D4 ‘- anterior es claro que las modificaciones realizadas en la descripcion de la

solicitud he patente en cuestion no amplian de manera alguna el alcance de la solicitud
present ‘ originalmente, toda vez que se encuentran dirigidas exclusivamente a
definir Ip Inimeros de secuencia de las listas de aminoécidos mencionadas a lo largo de
dicho dpf “ mento, y presentan pleno sustento en las modificaciones realizadas por el
solicitarjts ‘ | en fase internacional.
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4. ANALISIS DE LA PRIORIDAD INVOCADA

Ahora bien, el sefior Examinador afirma lo siguiente en su Concepto Técnico:

"De acuerdo con la reivision del documento de prioridad citado por la solicitud,
esta prioridad no puede ser aceptada debido a que no hace referencia a la misma

materia que es divulgada en la presente solicitud.

La prioridad menciona que la molécula UspAl tiene un sitio de unién al receptor
CEACAM que esta localizado entre los segmentos aminodcidos 463-863; mientras que
en la presente solicitud se menciona que el ligando con actividad de union al receptor
CEACAM estd definido por los segmentos 427 a 623 de acuerdo con la reivindicacién 1,
6 con los segmentos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, 427 a

863 de acuerdo con la reivindicacion 2.

Por tanto, en razén de la materia definida en la descripcion y en las
reivindicaciones 1 y 2 de la presente solicitud, el documento de prioridad invocado no

puede ser aceptado.”

En respuesta a lo anterior, inicialmente me permito sefialar ante ese Despacho
que el solicitante de la invencién en cuestion ha decidido modificar el capitulo

reivindicatorio de la siguiente manera:

. La reivindicacién 1 se encuentra ahora dirigida a proteger un ligando que
comprende la SEC ID No. 3 o un fragmento de ésta requerido para el enlace
del receptor CEACAM,

En este sentido y de conformidad con las correcciones mencionadas en el
numeral 3 del presente escrito, resulta de gran importancia sefialar que la
SEC ID No:3 corresponde a los aminoacidos 463 a 863 de un péptido triptico
de la proteina UspAl de MX2, esto es, corresponde a la secuencia divulgada

en la figura 8 de la descripcion.

Por lo tanto, la nueva reivindicacion 1 presenta adecuado sustento, por
ejemplo, en las paginas 5 (lineas 25 a 30), 11 (lineas 9 a 14) y 17 (lineas 31
a 34) de la descripcién; y

. La reivindicacién 2 se encuentra ahora dirigida simpiemente a especificar
que el ligando de la nueva reivindicacién 1 consiste de una secuencia de
aminodcidos de la SEC ID No: 3.
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Asi i cosas, Yy teniendo en cuenta lo anterior, me permito manifestar que la

materia §@inica comprendida en las nuevas reivindicaciones 1 y 2 de la presente

solicitud
0222764 .M e Octubre 2 de 2002, la cual fue invocada como documento de prioridad en

q il
el presen !“‘ aso.

te parte de la informacion técnica divulgada en la solicitud de patente GB
|

Lo gferior es claro al tener en cuenta que, por ejemplo, en el Concepto Técnico
N° 822 senor Examinador afirma precisamente que el documento de prioridad
invocado f@enciona que la molécula UspAl tiene un sitio de unién al receptor CEACAM
que esta ‘ alizado en el segmento comprendido entre los aminodacidos 463 a 863 de
dicha pro -u a.

Coni k:onsecuencia de lo anterior, es evidente que las modificaciones realizadas

Ll o . - s .
en el calo reivindicatorio de la solicitud de patente en cuestion permiten superar
completarf@inte las objeciones realizadas por el sefior Examinador con respecto a la

. | . -
validez dg§ @ prioridad invocada por el solicitante en el presente caso.

5. CLAHEDAD DE LA SOLICITUD

De ¢t ‘ lado, el sefior Examinador ha objetado la claridad de la presente solicitud

con base ¢4l los siguientes argumentos:
ﬁ

Reiyilidicacione
|
"Peseldll los argumentos del solicitante, se sigue apreciando una falsa dependencia

entre la r‘& indicacién 1 y la reivindicacion 2, puesto que la primera hace referencia a

un ligandg jue comprende:
1 o Wesiduos 427 a 623 de la SEQ ID N°2, o

2. uffragmento de este requerido para el enlace del receptor CEACAM

mierg@bs que la segunda reivindicacién hace referencia a este ligando, definido por
pntos de esta secuencia de aminodcidos de manera que no estén

circunscritpll en el segmento que se define en la reivindicacién 1, sino que son mds

esta. La indicacion de un fragmento se entiende como un segmento de la

‘s
otros se
[}
amplios q I

dencionada, pero no puede definir un segmento mucho mayor a la secuencia

secuencia

de Ja cual {¥ce referencia.”

'Y
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Frente a éste particular me permito manifestar que, -tal como se mencioné
previamente en el numeral 4 del presente escrito-, el capitulo reivindicatorio ha sido
modificado de tal manera que ahora la reivindicacion 1 se encuentra dirigida a proteger
un ligando que comprende la SEC ID No. 3 o un fragmento de ésta requerido para el
enlace del receptor CEACAM, vy la reivindicacion 2 se encuentra dirigida Unicamente a
especificar que el ligando de la reivindicacidn 1 comprende la secuencia de aminoacidos

de la SEC ID No. 3.

De lo anterior es absolutamente claro que la materia técnica definida en la nueva
reivindicacion 2 se encuentra dentro del alcance de la nueva reivindicacién 1, razén por

la cual la dependencia existente entre dichas reivindicaciones es completamente valida.

En otras palabras, me permito manifestar que como consecuencia de las
modificaciones realizadas en el capitulo reivindicatorio de la solicitud, la nueva
reivindicacion 2 resulta ser claramente dependiente de la nueva reivindicacién 1, con lo
cual se supera completamente la objecion realizada por el sefior Examinador a éste

respecto.

6. EVALUACION DEL NIVEL INVENTIVO

Ahora bien, el sefior Examinador ha objetado nuevamente el nivel inventivo de la
solicitud de patente en cuestion basdndose en las ensefianzas de los siguientes

documentos:

= WO 9828333 —» (D1) vy,
= Hill D. et al., Molecular microbiology, vol 48, N°1: 117-129 — (D2)

En este sentido, el sefor Examinador argumenta basicamente que en el
documento D1 se divulga la secuencia completa de la proteina UspAl, asi como su

empleo en vacunas para prevenir la infeccién por M. catarrhalis.

De acuerdo con el seflor Examinador, la diferencia entre D1 y la solicitud en
estudio es que ésta ditima identifica el segmento especifico que se une al receptor
CEACAM, mientras que en D1 se menciona la posible interaccién de UspAl con
fibronectina en lugar del receptor CEACAM. Sin embargo, segun el sefior Examinador D2

ya divulgaba la actividad de UspAl de M. Catarrhalis sobre el receptor CEACAM.

=
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Fin : ente, en el Concepto Técnico N° 822 se afirma que el aporte técnico de la

presentef folicitud consiste en haber identificado el segmento de UspAl que tiene

interaccig®l con CEACAM, hecho que carece de nivel inventivo de acuerdo con el sefior
Examina§d porque para el experto en la materia es habitual la determinacién del sitio
activo deygha proteina mediante diversos tipos de experimentos.

En [@spuesta a lo anterior, inicialmente resulta de gran importancia aclarar que
como cof cuencia de las modificaciones realizadas en el capitulo reivindicatorio de la
solicitud “: patente en cuestion (ver el numeral 4 del presente escrito), la prioridad

pbor el solicitante en el presente caso tiene completa validez, razén por la
‘seﬁanzas del documento D2 citado por el seiior Examinador, esto es,
fento Hill D. et al., Molecular microbiology, vol 48, N°1: 117-129, NO
e del estado de la técnica anterior que puede tener en cuenta ese
il momento de evaluar los méritos de patentabilidad de la presente
)toda vez que dicho documento fue publicado en Abril de 2003, es
“’publicado después de la fecha de presentaciéon del documento de
| alidamente invocado por el solicitante (documento GB 0222764.3 de
ide 2002).

Por tanto, es claro que todas las objeciones de patentabilidad
realizadad
D2 han s

por el sefior Examinador con base en las ensefianzas del documento
D completamente superadas.

Aho
Examinadp

ien, con respecto a las objeciones de nivel inventivo realizadas por el sefior
lcon base en las enseflanzas del documento D1, a continuacién me permito
presentar §§ siguientes consideraciones técnicas;

documento D1 revela basicamente la existencia de dos proteinas

enominadas UspAl y UspA2, asi como sus respectivos genes codificantes

arte del solicitante de un ligando de alto peso molecular aislado de la
oteina de membrana exterior de Moraxella catarrhalis que se enlaza a los
ceptores de CEACAM, donde dicho ligando comprende la SEC ID No. 3 6 un
gmento de ésta requerido para el enlace del receptor CEACAM.
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. De lo anterior resulta claro que si bien la proteina UspAl era conocida (su
secuencia es revelada en D1), las propiedades para enlazar el receptor de
CEACAM de dicha proteina no eran reveladas por el arte previo. De manera
especifica me permito sefialar que en el documento D1 no se ensefa y
tampoco se sugiere que la proteina UspAl se enlaza a CEACAM, toda vez que
incluso, tal y como se afirma en el Reporte de Examen Preliminar
Internacional de la solicitud, en las paginas 93 y 94 de D1 se sugiere que la

UspAl enlaza a fibronectina.

. En consecuencia, la materia revelada en la presente solicitud de patente
presenta un inequivoco caracter inventivo frente a las ensefianzas del arte /
previo, toda vez que ningin documento anterior es capaz de proporcionar a (%ﬁ%ﬁﬂ ;
una persona medianamente versada en la materia alguna sugerencia que lo g;‘l +R Cov
Hleve a localizar un dominio de enlace de receptor de CEACAM en la proteina

UspA1l, pues no existia ninguna sugerencia que indicara su existencia.

A este respecto resulta de gran importancia destacar que las moléculas de
adhesién celular relacionadas con antigeno carcinoembrionario (CEACAMs)
han sido asociadas durante mucho tiempo con las proteinas Opa de
membrana externé, las cuales se encuentran, por ejemplo, en patdgenos
Neisseriae. Sin embargo, los autores de la presente invencidn han _Thw {0{,-

ENC L
identificado la presencia de ligandos de enlace de CEACAM en Moraxella e

CAN) 0

I
{
catarrhalis y Haemophilus influenzae, hecho que resuita completamente ,'v’eaep. CEA
!
sorpresivo en vista de que ninguno de estos patégenos produce proteinas E%d Opa.

Opa.

. Finalmente resulta de gran importancia resaltar que aunque la capacidad de
enlace al receptor de CEACAM por parte de algunos fragmentos de la
proteina UspAl sea algo intrinseco de dicha molécula, ésta caracteristica no
era conocida, lo cual concede un evidente caracter inventivo a la materia
revelada en la presente solicitud de patente, asi como a todas sus

posibilidades de aplicfacion industrial.

De lo anterior es claro entonces que la materia técnica revelada en la solicitud de
patente en cuestién presenta un inequivoco cardcter inventivo frente a las ensefianzas
del documento D1, cumpliendo a cabalidad con las disposiciones de patentabilidad

establecidas en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000. Por lo tanto, atentamente me
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icitar al sefior Examinador la reconsideracién de sus objeciones en contra de

ilidad de la presente invencion.

RTE DE EXAMEN PRE INAR INTERNACIONAL

ente y aparte de lo planteado hasta el momento, considero de gran
resaltar una vez mas ante ese Despacho que el documento WO 98/28333'
itado en el Reporte del Examen Preliminar Internacional realizado a la
pn cuestion; sin embargo, dicho examen de patentabilidad concluyd que el
)D1 no afecta las caracteristicas de novedad y nivel inventivo de la materia

| la presente solicitud de patente,

r

FLUSION

formidad con las modificaciones realizadas en la descripcién y en el capitulo
io de la solicitud de patente en cuestion, asi como teniendo en cuenta los
técnicos presentados para demostrar el inequivoco cardcter inventivo de
capitulo reivindicatorio con respecto a las ensefianzas del documento D1,
mente claro que se han superado la totalidad de las objeciones expuestas
Examinador en su Concepto Técnico N° 822, y por lo tanto, dicha invencion

bra del privilegio de patente solicitado.

9. Ane&  al presente memorial me permito presentar:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

“ecibo nimero 09-44,102, expedido por la Superintendencia de Industria y

omercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas;

opia de la nueva descripcion de la solicitud, en la cual se han realizado las

' modificaciones mencionadas en el numeral 3 del presente escrito:

Kopia del nuevo capitulo reivindicatorio (compuesto por 4 reivindicaciones),
|

I cual reemplaza al presentado actualmente y en el que se han realizado las
U

odificaciones previamente mencionadas; y

pia de las figuras, en las que se han modificado los aspectos antes

Efalados.
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En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud
a la luz de las argumentaciones y las modificaciones presentadas y conceder el

privilegio de patente solicitado

Sefior Superintendente,

\ _UICCJ\
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PEPTIDOS TERAPEUTICOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un figando aislado de proteina de membrana

externa de Moraxella catarrhalis que se une a los receptores CEACAM, dicho

ligando comprende un dominio enlazante de receptor que comprende una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo revelado o un fragmento,
homdlogo, equivalente funcional, derivado, producto degenerado o de
hidroxilacion, sulfonacion o glicosilacidon u otro producto de procesamiento
secundario del mismo. La invencién proporciona ademas medicamentos y
vacunas que comprenden dicho ligando, y su uso en el tratamiento o profilaxis de
infeccién. También se proporciona un método de seleccidn para la identificacién
de compuestos terapéuticos novedosos.
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EPTIDOS TERAPEUTICOS

—eati—

Esta invencion esta relacionada con péptidos terapéuticos y en
particular con péptidos terapéuticos que son utiles en la preparacion de
vacunas u otros tratamientos para la infeccion asi como en la seleccion de
compuestos para actividad farmacéutica potencial en el tratamiento de

infecciones.

Los inventores presentes han identificado previamente que el
antigeno Carcinoembridnico relacionado con las moléculas de adhesion
celular (CEACAMs) son receptores para patogenos de membranas
mucosas, especialmente para patogenos respiratorio tales como Neisseria
meningitidis, Haemophilus inflienzae y Moraxella catarrhalis. Las CEACAMs
pertenecen a la familia de Antigeno CarcinoEmbriénico (CEA), un miembro
de la superfamilia de immunoglobulina. La familia del gen CEA comprende
sub-familias expresadas (CEA) y secretadas (glicoproteina especifica de
embarazo, PSG). La sub-familia asociada con membrana redefinida como
CEACAM (molécula de adhesion celular relacionada con CEA)Y?® comprende
varias glicoproteinas relacionadas de las cuales la CEACAM1 es la mas

2. Los estudios

ampliamente expresada en diferentes tejidos humanos
reportados por los inventores principalmente usaron células de Ovario de
Hamster Chino (CHO) trasnfectadas con CEACAM1 (previamente calificado
CD66a y BGPc) que contienen cuatro dominios extracelulares, una region
TM y una cola citoplasmica corta (8) y larga (L) (formula molecular: NA1BA2-
TM-S o L). Ademas, se usaron construcciones truncadas solubles que
contienen uno o0 mas de los dominios extracelulares. Estudios previos
demostraron que tanto la Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae
marcan principalmente el dominio N de varias CEACAMs *'°. Tal marcado
puede conducir a la unién de superficie celular asi como a la invasion
celular®. Ademas, las bacterias pueden enlazarse a las CEACAMSs sobre las
celulas fagociticas y los linfocitos T y B. Tales interacciones pueden
conducir a muerte celular bacteriana 8, muerte celular marcan o inhibicion de
la funcién inmune, e.g., de los lincofitos T y B, cuando la N. gonorrhoeae
(estrechamente relacionada con la N. meningitidis) se enlaza a las
CEACAMs de estos linfocitos 222,

I%6






La presencia de ligandos de enlace de CEACAM en la Moraxella
catarrhalis y Haemophilus influenzae han sido un hallazgo sorprendente para
los inventores presentes porque las CEACAMs han sido asociadas por largo
tiempo con las proteinas Opa de membrana exterior, asociadas con la
opacidad, de Neisseriae y, ni la Haemophilus Influenzae ni la Moraxella
Catarrhalis producen proteinas Opa. En la siguiente descripcion, la presente
invencion describira en particular la relacion con la infeccidbn de las
membranas mucosas, especialmente de las membranas respiratorias, o la
infeccion del oido (especialmente otitis media) pero se debe entender que la
invencién encuentra igual utilidad en otras areas tales como mucosa genital
o uretral, en donde los receptores CEACAM estan implicados en la infeccion
u otros procesos de ligamiento del receptor, 0 en cualquier otra parte de
infeccién humana en donde las bacterias pueden llegar a diseminarse desde

las superficies mucosas.

Los patégenos mucosos Neisseria meningitidis (Nm), Haemophilus
influenzae (Hi) y Moraxella catarrhalis (Mx), son organismos especificos de
humanos y residen en el tracto respiratorio superior desde donde se
diseminan para causar infecciones serias. Las cepas meningocécicas de
distintos serogrupos pueden ser cargadas dentro de la nasofaringe de hasta
el 25% de los individuos adultos '. Sin embargo, en un nimero de sujetos,
el organismo invade la barrera mucosa para causar una de las
enfermedades de mas rapido avance y extremadamente seria. Los factores
precisos que aumentan la susceptibilidad del huésped a la infecciéon
meningococica no estan entendidos totalmente. Mas aln, la proteccion
limitada producida por vacunas especificas de grupo y la no
inmunogenicidad del grupo B polisacarido recalca la necesidad de estudios
fundamentales para entender que podria servir como objetivos comunes
para combatir el meningococo. Los estudios de los presentes inventores han
proporcionado un entendimiento de las bases moleculares de la colonizacion
meningococica, la naturaleza de sus interacciones con células barrera
humanas (epitelial y endotelial) asé como con células fagociticas. En afios
recientes, las bases para la colonizacién mucosa del comensal Neisseriae
han sido investigadas para entender las caracteristicas que la diferencian
entre colonizadores ampliamente inofensivos y patdégenos ocasionales pero
serios como la Nm. Adicionalmente, los estudios han determinado si el

%%






comensal Neisseriae podria usarse como vehiculo de antigenos de vacuna

potenciales de Nm.

Hasta el 75% de individuos saludables pueden portar cepas que
pertenecen a las especies M. influsnzae 2. Aunque, como resultado de la
vacuna Hib, ha habido un decrecimiento dramético en la incidencia de la
enfermedad de tipo b en el Oeste, la enfermedad causada por las cepas de
Hi no clasificable (NTHi) permanece como un problema mayor. La NTHi
causa infecciones tanto localizadas como diseminadas que incluyen
epiglotitis, otitis media, celulitis, neumonia, endocarditis, bacteremia y
meningitis. La otitis media es uno de los mayores problemas en la medicina
pediatrica y la NTHi es responsable de mas del 20% de episodios en los
nifios durante el primer afio de vida >°. La NTHi también esta asociada con
infecciones agudas recurrentes y persistentes en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (COPD) y fibrosis quistica. Lo que determina
las infecciones recurrentes por NTHi en estos pacientes, o episodios

multiples de otitis media en nifios no es claro 2>,

La Moraxella cararrhalis, otro residente del tracto respiratorio humano,
es usualmente aislada de los caos de infecciones localizadas junto con Hi.
Ambos organismos estan asociados con sinusitis y exacerbaciones de las
condiciones asmaticas >°. La Ms es la tercera causa mas comun de ofitis
media en nifios (se estima que es responsable de 3-4 millones de casos
anualmente). También causa infecciones del tracto respiratorio inferior en
adultos, especialmente en pacientes con COPD °. En raras ocasiones, ha
sido asociada con infecciones diseminadas °. Tanto la Hi como la Mx causan
infecciones persistentes y se cree que escapan a los mecanismos inmunes
del huésped y a los antibidticos mediante penetracion del tejido *. Varias
proteinas de membrana exterior de Mx han sido estudiadas con respecto a
sus propiedades adhesivas. Sin embargo, se han identificado pocos
receptores celulares para Mx y muchos de los detalles de los mecanismos

patogénicos permanecen en investigacion +5°.

Un requerimiento primario para los patdgenos mucosos respiratorios
es el establecimiento de un contacto firme con las células epiteliales
respiratorias. Los objetivos de estos patdgenos tropicales humanos son
moleculas especificas de humanos, y los estudios se han basado en tejido
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humano in vitro y cultivos de érganos. La union es usualmente mediada por
estructuras de fase bacteriana y variables antigénicamente. En adicién, se
ha vuelto crecientemente claro que la unién de patégenos tiene mdltiples
facetas y la adaptacion ambiental juega un papel significativo en la forma de
unién. Aunque muchos estudios recientes han empezado a definir varias
etapas en los mecanismos de marcado celular complejos, los detalles de la
adaptacion ambiental o inter-relacién microbiana del huésped permanecen a

ser descritos.

Estudios recientes de los inventores han mostrado que la Nm "®y [a
Hi """ comparten algunos mecanismos de marcado distintos y otros

comunes de ciertas CEACAMs de receptores de superficie de célula humana
12

Ademas, los presentes inventores han identificado recientemente que
los aislados clinicos de Moraxella catarrhalis también marcan las moléculas
CEACAM humanas. Adicionalmente, ahora se ha encontrado que una
proteina de membrana exterior de Moraxella de alto peso molecular se
enlaza al receptor. Se ha demostrado la expresion de las CEACAMs en

2 incluyendo células epiteliales respiratorias. Estas

diferentes tejidos
observaciones implican que el marcado especifico de las CEACAMs es de
ventaja particular para las bacterias respiratorias y puede haber surgido

como resultado de la evolucién convergente.

Entre los factores de adhesion elaborados por la Neisseria

meningitidis estan los pili (fimbrias) '*1416

15,16

y las proteinas de opacidad de
membrana exterior, Opa y Opc Las pili de Nm son estructuras de
proteina filamentosas largas compuestas de muitiples subunidades pili.
Estan referidas generaimente como las adhesinas mas importantes en las
bacterias capsuladas '*'*'> debido al hecho que la capsula enmascara
parcialmente o totalmente los ligandos de membrana exterior produciendo su
reducida eficacia funcional, mientras que las pili atraviesan la capsula y
permanecen funcionales en la totalidad de las bacterias encapsuladas. Las
Opa son una familia antigénicamente variable de proteinas y se encuentran
tanto en la N. meningitidis como en la N. gonorrhoeae. En el meningococo,
el codigo de los sitios 3 —~ 4 del gen opa para proteinas de transmembrana

relacionadas con cuatro vueltas de superficie expuestas, tres de los cuales
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llevan a la secuencia de variacion '®'. Durante los ultimos 12 anos. Los
presentes inventores han investigado las relaciones estructura/funcién de las
pili de Nm, la virulencia potencial de las proteinas Opa y Opc, e identificaron
dos receptores humanos para las proteinas de opacidad neisserial.
Ademas, los presentes inventores han estudiado el papel de los acidos
sialicos de superficie en las interacciones bacterianas con células objetivo
humanas, asi como el papel de LPS y otros factores en la toxicidad celular.

La presente invencion es el resultado de la identificacion de los
inventores de un ligando de alto peso molecular aislado de la proteina de
membrana exterior de Moraxella que se enlaza a los receptores de
CEACAM.

El ligando se puede caracterizas por su patrén de migracion SDS-
PAGE gue es indicativo de la familia USP de proteinas en las que se rompe
a monomeros que tienen un peso molecular entre aproximadamente 60 y

150 kD cuando son ebullidos por un periodo prolongado.

El ligando ha sido caracterizado en la cepa de Mx ATCC 25238 (MX2)
como UspA1 y su secuencia de amino acido ha sido determinada. El ligando
ha sido caracterizado ademas para determinar la regiéon de ligamento del
receptor o dominio, i.e., caracteristicas asociadas de péptido que se enlazan

al receptor.

En consecuencia, la presente invencidn provee un ligando aislado de
la proteina de membrana exterior de la Moraxella catarrhalis, que se enlaza
a los receptores CEACAM, dicho ligando comprende un dominio de enlace
de receptor que comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del
grupo consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a
623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, 0 un
fragmento, homdlogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o
producto de hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacion, u otro producto de

procesamiento secundario de esta.

El término ligando como se usa aqui denota tanto la molécula entra
que se enlaza al receptor como cualquier parte de esta, que incluye el

dominio de enlace del receptor de forma que retiene la propiedad enlazante






del receptor. Asi, “ligando” abarca moléculas que consisten solo del dominio
de enlace del receptor, i.e., la region o regiones de péptido requeridas para

el enlace del receptor.

En una realizacion, la presente invenciéon provee un ligando que
consiste de una secuencia de amino acido seleccionada del grupo
consistente de los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427
a 668, y 427 a 863 de la secuencia mostrada en la Figura 6, o un fragmento,
homélogo, equivalente funcional, derivado, degenerado o producto de
hidroxilacién, sulfonacién o glicosilacion, u otro producto de procesamiento

secundario de esta.

Dominios de enlace del receptor estructuralmente y/o funcionalmente
equivalentes también se pueden encontrar en las proteinas tipo UspA ya que
las proteinas hibridas se encuentran en la Mx que pueden contener epitopes
mosaicos derivados de proteinas UspA y UspB ?*. Los ligandos que
comprenden tales dominios de enlace de receptor equivalentes también
estan dentro del alcance de la invencion.

Preferiblemente el domino de enlace de receptor o ligando es

adecuado para uso en la prevencion o tratamiento de la infeccion.

La presente invencién también provee una secuencia de acido
nucléico que codifica la proteina ligando de la presente invencién junto con

homélogos, polimorfismos, degenerados y variantes empalmadas de estos.

El ligando de la invencién, o combinaciones de este se pueden usar
en una vacuna u otro tratamiento profilactico de la infeccion.

La vacuna u otro tratamiento profilactica pueden comprender
cualquier adyuvante, vehiculo, excipiente, aglutinante, portador, preservativo
y similares adecuados, para proporcionar una  preparacion
farmacéuticamente aceptable del ligando para uso en el tratamiento de un
paciente.






La invencion también provee una preparacion farmaceuticamente

aceptable del ligando para uso en medicina.

La preparacion farmacéuticamente aceptable del ligando se puede
usar en el tratamiento o prevencion de cualquier enfermedad en donde los
receptores de CEACAM esta implicados, por ejemplo, en el tratamiento o
prevencibn de la infeccidén, enfermedad respiratoria, enfermedades
neoplasticas y condiciones asociadas de enfermedades neoplasticas, y

angiogénesis.

Preferiblemente, cuando una infeccion es tratada, la infeccion es, o se
encuentra en la membrana mucosa, especialmente una infeccion

respiratoria.

Lo més preferido, el ligando se usa como una vacuna o en otra
profilaxis tratamiento de la Neisseris meningitidis, Haemophilus influenzae y
Moraxella catarrhalis. |dealmente, el ligando se usa como una vacuna o en
otra profilaxis o tratamiento de otitis media.

En un aspecto adicional, el ligando de la presente invencion se usa
para identificar nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapéuticos para proteger grupos vulnerables y al publico en general contra
varios patégenos mucosos. Por ejemplo, el ligando se puede usar para
identificar los analogos de receptor que son Utiles para este proposito.

Asi, la presente invencién también provee un ensayo de seleccion
para la identificacion de nuevos reactivos de bloqueo para uso como agentes
terapeuticos, el ensayo comprende los pasos de seleccion de agentes
terapeuticos potenciales por su habilidad para imitar, o por su homologia al
ligando de la presente invencion. La invencién provee ademas agentes
terapeuticos identificados mediante el ensayo de seleccion mencionado
anteriormente.

Se pueden producir componentes de vacuna efectivos mediante el
uso de la informacion de los mecanismos de marcado del receptor
identificados por la presente invencion, tales como imitadores de péptido

biolbgicamente activos. Estos podrian prevenir la colonizacion/invasion
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bacteriana de la mucosa asi como producir anticuerpos que puedan ser

bloqueadores, opsoénicos y bactericidas.

Las secuencias de péptido bioloégicamente activas derivadas
bacterialmente, identificadas por el ligando de la presente invencién se
podrian usar para estudiar los roles de las CEACAMs in el cancer y el
desarrollo en la medida en que las moléculas estan asociadas con estos
procesos. Estos también tienen potencial como agentes anti-cancer y para
controlar o, de otra forma en el tratamiento de angiogénesis.

En una realizacion adicional, la invencion provee el uso de un ligando
de enlace del receptor de CEACAM en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad en la cual los receptores
de CEACAM estan involucrados en el marcado celular del patdgeno que
causa la enfermedad, en donde el ligando comprende una secuencia de
amino acido seleccionada del grupo consistente de los residuos 463 a 863,
527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, y 427 a 863 de la secuencia
mostrada en la Figura 6, o un fragmento, homoélogo, equivalente funcional,
derivado, degenerado y producto de hidroxilacién, sulfonacién o
glicosilacion, u otro producto de procesamiento secundario de esta.

Preferiblemente, le enfermedad es seleccionada del grupo consistente
de infeccién, enfermedad respiratoria, enfermedad neoplastica y condiciones

asociadas de enfermedad neoplastica, y angiogénesis.

Los medicamentos como se describieron anteriormente, son de
utilidad particular cuando el patdgeno infecta, o entra mediante una
membrana mucosa.

Los medicamentos como se describieron aqui son particularmente
utiles en el tratamiento o prevencién de infecciones (enfermedad) causada
por la Moraxella catarrhalis. Sin embargo, los ligandos como se describen
aqui son utiles en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de
cualquier enfermedad en donde los receptores de CEACAM estan
implicados, tales como enfermedades causadas por Neisseria meningitidis y
Haemophilus influenzae.
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En una realizacion particularmente preferida, la enfermedad es otitis

media.

Los ligandos de la invencion también se pueden usar en el tratamiento
de enfermedades causadas por otras bacterias orales tales como caries

dental.

Las realizaciones de la presente invencion serdn ahora descritas
Gnicamente a manera de ejemplo no limitante en el cual se hace referencia a

los figuras de las cuales:

La Figura 1 es una gréfica que muestra los niveles relativos de enlace
de la construccién de receptor soluble CEACAM1-Fc (1 Og-mi™) solo (barras
blanca, mano izquierda), o en presencia del anticuerpo YTH71.3 especifico
del dominio de N CEACAM1 (barras gris, central) para 3 cepas de Mx
inmovilizadas sobre nitrocelulosa. El enlace CD33-Fc en cada caso fue
insignificante (barras negra, derecha). Cepas 1, 2, 3: MX2 (ATCC 25238),
MX3, MX4 (aislados clinicos) respectivamente. E| ligamiento se determiné
en una extension con punto de mancha y la intensidad de las reacciones de
cuantificd mediante analisis densiométrico usando el programa NIH Scion

image.

La Figura 2 muestra una mancha de Western de las proteinas de
cepa MX2 separadas bajo no disociacion (no calentadas, pista 1) o después
de ebullicibn por 10 min (pista 2). El manchado fue extendido con
CEACAM1-Fc (1 Og:ml”"; a), anticuerpo péptido anti-UspA1 (10 Og-ml™; b) y
anticuerpo péptido anti-UspA2 (10 Og-ml”; ¢). Note el perfil de migracién
similar de las proteinas de enlace de CEAM1-Fc y las proteinas de enlace
Anti-UspA1 en las tres cepas. Los remanentes de proteinas no disociadas a
c. 250 kDa, (detectados en este caso debido a la sensibilidad mayor de
deteccion en el ensayo de fosfatasa alcalina) se enlazaron a CEACAM1-Fc.
Estos son solamente reconocidos débilmente por los anticuerpos anti-
peptidos, presumiblemente porque los epitopes contenidos en los péptidos
sintéticos no estan totalmente expuestos en la proteina nativa, que se torna
progresivamente expuesta en la medida en que el complejo se
desnaturaliza. Los anticuerpos anti-UspA2 se enlazan a las proteinas de
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masas aparentes > 200 kDa, que permanecen no disociadas después de

ebullicion, una propiedad indicativa de las proteinas UspAz2.

La Figura 4 muestra un espectro de masa de peptidos tripticos de la
proteina de enlace CEACAM1 de MX2 siguiendo la electro-elucion (4a). El
resumen de la entrada de datos en la base de datos de identificacidn de
proteina ProFound se muestra en (4b). Una tabla de las 10 proteinas
identificadas y la probabilidad de valores se muestra en (4c). El detalle del
candidato clasificado en el numero 1, en este caso UspA1 con un puntaje Z
de 2.34 se muestra en (4d) indicando el nimero de péptidos coincidentes,
sus posiciones dentro de la proteina, el % de proteina cubierto y una lista de

péptidos no coincidentes en esta ocasion.

La Figura 5 muestra un analisis de mancha de Western de fragmentos

tripticos de UspA1 de MX2. A: Mancha de Control usando anticuerpos
secundarios (mezcla de Fc anti-humano de cabra y Ig anti-conejo de cabra
usadosenByC). B: mancha extendida con CECAM1-Fc¢ y Fc anti-humano
de cabra. C: mancha extendida con anticuerpos de conejo purificados de
afinidad elevados contra el péptido UspA1
(ETNNHQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (SEC ID No:1)) (ver Figura 6) e Ig
anti-conejo.
* = pistas con marcadores de peso molecular — mostrados a la izquierda.
Los péptidos mostrados mediante las flechas dobles reaccionan fuertemente
con CEACAM1-Fc (B) asi como con los anticuerpos de péptido anti-UspA1
(C). El enlace de los anticuerpos de péptido anti-UspA1 al péptido de mas
bajo PM (punta de la flecha) identifica este fragmento de enlace de CEACAM
con el fragmento del terminal C contenido dentro del N-199 a K-863 de
UspA1 de MX2 (Ver Figura 6).

La Figura 6 muestra la secuencia de aminoacido de la proteina UspAf1
de MX2. el péptido especifico de UspA1 usado para elevar el antisuero en
conejos se muestra en negrita. La regidon de enlace de CEACAM esta
contenida en el fragmento subrayado del terminal C del UspA1 de MX2.

La Figura 7 muestra la separacion de péptidos tripticos que
reaccionan con las CEACAMs. La cepa MX2 de M. catarrhalis se trato con 1

mg/ml de tripsina a 37°C por 10 min. La muestra tripsinizada se electroeluyo
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durante la noche. La proteina electroeluida fue liofilizadas y resuspendida
en amortiguador, y se aplicd a un segundo gel. Parte del gel fue manchado
en nitrocelulosa y las bandas de péptido que reaccionaron con CEACAM
fueron identificadas mediante extensiébn con macha Western usando
CEACAM-Fc (Mancha).

*- denota bandas de péptido enviadas para el secuenciamiento del

terminal N.

La Figura 8 muestra la secuencia de aminoacido de un péptido triptico
de la proteina UspA1 de MX2. EI péptido triptico de 50 kDa mostrado
(aminoacidos 753-863) se enlaza a CEACAM vy el antisuero contra el péptido
UspA1 (aminoacidos 763-780 subrayados). La secuencia del terminal N del
CEACAM de c. 50 kDA que enlaza al péptido es “ALESNVEEGL" (SEC ID
No:4) que se encuentra después del sitio de clivado de tripsina en el amino
acido 462.

La Figura 9 muestra una representacion diagramatica de las
posiciones de las plantillas usadas para generar los fragmentos del gen
uspA1 para la expresion de los péptidos recombinantes. El sitio de enlace
de CEACAM1 fue codificado por el ADN amplificado mediante las plantillas
P4 y P7, se disefiaron y usaron plantillas adicionales a lo largo de esta
region (letras A-l).

La Figura 10 muestra la secuencia del fragmento recombinante 4-7.
La region subrayada es la region del terminal N del péptido triptico reactivo
de CEACAM1. EI peso molecular predicho del fragmento 4-7 es c. 26 kDa.
El PM predicho del fragmento His-marcado: ¢. 28 kDa. La posicion del
peptido truncado esta mostrada por “t” (Ver Figura 3).

La Figura 11 es un diagrama que muestra estrategia general de
clonacion, expresion y purificacion para los péptidos UspA1 recombinantes,

como lo ejemplariza el sistema pQE30.

La Figura 12 es un mapa del vector pQE30.
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La Figura 13 muestra en enlace de CEACAM-Fc en extension de
mancha a los polipéptidos recombinantes 4-8 (pista 3), 4-T (pista 4) y 4-7
(pista 5). La pista 1 contenia un péptido recombinante de control
Treponemal y la pista 2 contenia lisatos de M15 no inducido que contienen la

construccion 4-8.

La Figura 14 muestra manchas de Western que muestran la
reactividad del péptido recombinante con el anticuerpo etiqueta anti-His
(superior) y CEACAM1-Fc (inferior). Las pistas 2-4 contenian el péptido 6-8,
la pista 1 contenia 4-8 como control. Las posiciones de migracion predichas
de los péptidos se muestran a la derecha. Ambos péptidos se enlazan al
anticuerpo anti-His. Sin embargo, mientras que 4-8 se enlaza al CEACAM1-

Fe, 6-8 no lo hace.

La Figura 15 muestra que el polipéptido D-8 se enlaza a CEACAM1-
Fc (pista 1) pero no a CD33-Fc usado como control (pista 2). El origen de
este péptido se confirmé mediante reactividad con el anticuerpo de etiqueta
anti—His (pista 3).

La Figura 16 es un diagrama esquematico de los tamafios y
posiciones relativas de los fragmentos de rUspA1. El recombinante 4-7 se

ha usado para el bloqueo bacteriano - ver Figura 17.

La Figura 17 muestra que los transfectantes CHO-CEACAM1 fueron
incubados en ausencia de péptidos (A) o con el péptido de control
recombinante (un péptido treponemal, B), o el péptido r4-7 de UspA1
(secuencia correspondiente a la cepa MX2, C y D) a las concentraciones
mostradas, y se agregaron bacterias por un periodo de 2 horas. Al final de
esta incubacion, las bacterias no enlazadas fueron lavadas y las bacterias
enlazadas fueron detectadas con antisuero policlonal de anti-M. catarrhalis y
anticuerpo secundario conjugado de TRITC. A 1 Og/ml, se obtuvo una
inhibicion significativa de una cepa heter6loga de M. catarrhalis, y a 10 Og
por ml, el enlace de H. influenzae se inhibi6 significativamente mediante el
péptido recombinante UspA1 de M. catarrhalis.
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Ejemplo 1. Las cepas de Moraxella Catarrhalis se enlazan a CEACAM-

Fc humana mediante las proteinas de UspA

Las cepas de Moraxella catarrhalis (MX) usadas en este estudio
incluyen aislados clinicos (MX3 y MX4) asi como la cepa de referencia
comprada en American Type Culture Collection (ATCC 25238, un cultivo
clonico de esta fue designado MX2).

Ensayos _de extension del receptor muestran que la Mx se enlaza a las

construcciones del receptor CEACAM-F¢

Para evaluar la interaccién de las cepas de M. catarrhalis con
CEACAM1, se aplicaron bacterias (c. 4 — 8 x 10°) a nitrocelulosa, aire seco y
los sitios de ligamiento no especifico bloqueados en BAS-PBST al 3%. Las
tiras de celulosa fueron recubiertas con CEACAM1-Fc (1-2 Og ml'1) solo, o
en presencia de el anticuerpo YTH71.3 del dominio de N de CEACAM1. Se
uso CD33-Fc (1-2 Og mI™") como control negativo. Las construcciones de
proteina quimérica se prepararon como se describié anteriormente "', El
ligamiento del receptor quimérico se detectdé mediante anticuerpos anti-
humanos Fc de cabra conjugados ya sea con peroxidasa de rabano picante
o fosfatasa alcalina. Se desarrollaron manchas con diamino bencideno y
perdxido de hidrégeno, o sustratos de tetrazolio de nitroazul y 5-bromo-4-
cloro-3-indoilfosfato respectivamente. Todas las cepas Mx se enlazaron a
CEACAM1-Fc pero no a CD33-Fc (Fig. 1). El ligamiento del receptor se
inhibié en presencia del anticuerpo YTH71.3 monocli6nico, sugiriendo que las
cepas se enlazaron al dominio del terminal N del receptor. En consecuencia,
todas las cepas se enlazaron igualmente bien a la construccién N-Fc
truncada de CEACAM1, que contenia solo el dominio N (no mostrado).

Identificacién de la proteina de enlace de CEACAM1-Fc de M. catarrhalis

Lisatos de célula enteros de Mx (c. 3 x 107) fueron aplicados a pistas
individuales de un gel de poliacrilamida bis-tris al 10% (Invitrogen), con
tratamiento de calor o después de calentamiento a 100°C por 10 minutos, y
sometidos a electroforesis por 45 min a 180 V. Las proteinas de los geles
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa usando condiciones de

manchado estandar. Las membranas de nitrocelulosa fueron extendidas con
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construcciones quiméricas solubles como se describié anteriormente. En
cada caso, se observd que una proteina simple se enlaz6 especificamente a
CEACAM1-Fc. La migracion de la proteina sobre los geles fue indicativo de
la proteina UspA de Mx, porque cuando los lisatos bacterianos fueron
aplicados sin desnaturalizacibn de calor, las proteinas de enlace de
CEACAM1 migraron con una masa aparente de > 200 kDa, mientras que
cuando los lisatos primero se calentaron, las proteinas de enlace de
CEACAM1 migraron con una masa reducida de circa 92 kDa (Fig. 2).

Los anticuerpos aumentados contra UspA1 pero no aquellos contra una

proteina UspA2 similar se enlazaron a las proteinas de enlace de
CEACAM1-Fc de las cepas de Mx

Se disefiaron péptidos segin las secuencias publicadas para las
proteinas UspA de cepas de M. -catarrhalis. A saber,
ETNNRQDQKIDQLGYALKEQGQHFNNR (SEC ID No:1-péptido de UspA1)
y KDEHDKLITANKTAIDANKAS (SEC ID No:6-péptido de UspA2). Los
péptidos fueron acoplados a KHL por medio de un residuo de cisteina de
terminal N que fue incorporado, y se usaron para inmunizar conejos (200 Og
de péptido por conejo) a intervalos de 14 dias, inicialmente con adyuvante
de Freund completo y posteriormente con adyuvante de Freid incompleto.
Los conejos fueron sangrados a intervalos en el dia 0 y en el dia 14 post
inmunizacién. Los anticuerpos policlonales fueron purificados usando el
peptido apropiado acoplado a las columnas Aminolink Plus (Pierce). Se
usaron anticuerpos especificos de UspA a una concentracion de 1-10 Og ml-
1 para recubrir la mancha Western y se detectaron con anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo acoplado a la fosfatasa alcalina. Las
manchas se desarrollaron como se describié anteriormente. La migracién de
las proteinas de enlace de CEACAM1-Fc sobre SDS-PAGE de las tres
cepas de Mx fue idéntica a la de las proteinas de enlace de anticuerpo de
UspA1, pero no a las proteinas de enlace de anticuerpo de UspA2 (Fig. 3).

La co-precipitacion del ligando de M. catarrhalis con CEACAM1-Fc es

identificada como UspA1

199






15

Durante la noche, cultivos de bacterias fueron suspendidos en 100 nM de
octil OD glucopiranosida en PBSB que contenia un cocktail de inhibidor de
proteasa (pic; PMSF 1 nM, E-64 1 OM, pepstatina A 1 UM, bestatina 6 nM y
EDTA 100 OM). Las muestras fueron mezcladas de extremo a extremo
durante la noche a 4°C. Mientras tanto 100 [l de proteina A acoplada a
sefarosa CL-4B (Sigma) se incubé en 20 0ig de CEACAM1-Fc o CD33-F¢
(usado como control), durante la noche a 4°C, y posteriormente se lavo 3
veces con PBSB para remover cualquier receptor no enlazado. El material
bacteriano insoluble fue removido por centrifugacioén a 15, 000 g por 30 min.
El extracto soluble fue incubado con complejo receptor - sefarosa Proteina A
por 2h a 4°C (a una relacion de 5 x 10° bacterias por Og de construccion de
receptor). Seguido de un lavado extensivo con octil OD glucopiranosida 50
mM y PBSB, las muestras fueron analizadas mediante electroforesis SDS-
PAGE y Manchado Western bajo condiciones de desnaturalizacion.

En los experimentos de co-precipitacion con CEACAM1-Fc, las MX4
produjeron una proteina fuertemente colorante de c. 97 kDa y las MX3
produjeron una broteina de relativamente débilmente colorante de c. 92 kDa.
Las masas de las proteinas co-precipitadas correspondian a las observadas
en los experimentos de extensién del receptor (mostrados en la Fig. 3).
Ningu'na proteina se co-precipito con CD33-Fc. Las proteinas co-
precipitadas fueron ademas identificadas como proteinas UspA1 porque se
enlazaron al anticuerpo de péptido anti-UspA1. Adicionalmente, siguiendo la
extirpacion del gel, la proteina de MX4 se sometid a espectrometria de
masas MALDI-TOF (ver a continuacion).

[dentificacién del ligando CEACAM1 mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF

(a) Muestras de extension Western. Lisatos de célula entera de MX2 y MX3
fueron sometidos a SDS-PAGE en geles con surcos y la banda
correspondiente al ligando de enlace de CEACAM1-Fc fue electroeluido del
gel. La muestra fue concentrada y re-aplicada en una pista simple de un
segundo gel, sometida a electroforesis antes de la digestion de tripsina en el
gel, de la proteina apropiada. Los péptidos resultantes fueron analizados
mediante espectrometria de masas de desorcion Laser asistida por
Matriz/ionizacion de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Un ejemplo del espectro
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de masas resultante se muestra para la proteina de enlace CEACAM de
MX2 (Fig. 4a). Las masas de péptido obtenidas fueron ingresadas al sitio de
identificacion de proteina ProFound y se obtuvieron los resultados como se
muestran para esta proteina (Fig. 4b, c). En este caso 10 masas de péptido
coincidieron con las masas predichas para péptidos tripticos de UspA1 de M.
catarrhalis que cubren aproximadamente el 18% de la proteina (Fig. 4d). El
puntaje Z de 2.34 es altamente sugestivo que es la proteina UspA1 (puntaje
Z > 1.65 esta por encima del 95 percentil);
http:129.85.19.192/profpund_bin/webProfound.exe). Ademas, se identificd
otra banda de alto peso molecular no enlazante de MX2 como UspA2
siguiendo un analisis similar. De la misma forma para la cepa MX3, se
identificaron las proteinas CEACAM1 enlazantes y no-enlazantes, como

UspA1 y UspA2 respectivamente.

(b)  Muestras co-precipitadas: Para MX4, la proteina co-precipitada
CEACAM-Fc (como se describié anteriormente) también se identificd como
UspA1 mediante MALDI-TOF MS con un puntaje Z de 2.27 en toda la
busqueda taxones. Coincidieron 12 péptidos que cubren el 21% de la
proteina.

Por lo tanto, este estudio ha identificado que la Moraxella catarrhalis
marca CEACAM1 humano mediante la proteina UspA1 de alto peso

molecular en la referencia y en las cepas clinicas indicadas.

Clivaje enzimatico de UspA1 v péptido recombinante

(a)  Péptidos tripticos de UspA1 se enlazan a CEACAM1-F¢

Las suspensiones bacterianas de MX2 (10" mI"") fueron tratadas con
tripsina (Sigma) a concentraciones de 0.1-1 mg/ml y se incubaron por 1-4
hors a 37°C. Los lisatos digeridos fueron disociados en amortiguador de
SDS-PAGE, ebullidos y sometidos a electroforesis. Después de la
transferencia a nitrocelulosa, las manchas fueron extendidas con la
construccion del receptor CEACAM-Fc o los anticuerpos de péptido anti-
UspA1 purificados por afinidad. Un pequefio fragmento que reacciona con el
receptor también se enlazo6 a los anticuerpos especificos de anti-UspA1 (Fig.
5).
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(b)  Localizacion del dominio enlazante de CEACAM de UspAZ2 de la cepa
MX2 de M. catarrhalis

Las suspensiones bacterianas de MX2 fueron tratadas con Tripsina a

1 mg/ml por 10 minutos a 37°C.

La muestra tripsinizada se corrié en un gel SDS-PAGE. Después de
la coloracién, la region de 50 kDa fue electroeluida durante la noche. La
proteina electroeluida fue liofilizada y resuspendida en amortiguador, y
aplicada a un segundo gel. Parte del gel fue manchado en nitrocelulosa y las
bandas de péptido que reaccionan con CEACAM fueron identificadas
mediante extension de manchado Western usando CEACAM1-Fc (Fig. 7).

Las bandas de péptido que corresponden a péptidos de circa. 50 kDa
y circa. 150 kDa se sometieron al secuenciamiento del terminal N. Las
secuencias del terminal N fueron ALESNVEEGL (SEC ID No:4) (péptido de
¢. 50 kDa) y ALESNV (SEC ID No:7) (péptido de c. 150 kDa). La proteina de
150 kDa es aparentemente un trimero de la proteina de 50 kDa en la medida
en que tengan la misma secuencia de terminal N. La secuencia de terminal
C de este péptido de UspA1 de MX2 se muestra en la Figura 8.

(¢)  Péptido recombinante

- El péptido de MX2 recombinante de terminal N que se construyd,
consistente de los amino acidos 1 a 449 de la secuencia mostrada en la
Figura 6 no se enlaza a CEACAM. Esto ademas indica que el péptido
triptico de ¢. 50 kDa que consiste de los amino acidos 463 a 863 de la
secuencia mostrada en la Figura 8, que tiene la secuencia terminal de
ALESNVEEGL (SEC ID No:4) contiene el dominio enlazante CEACAM.

Ejemplo 2: Identificacién de los Dominios de Enlace de Receptor sobre

Multiples Determinantes de Virulencia de Patégenos Mucosos

La M. meningitidis y H, influenzae marcan las moléculas de CEACAM
mediante ligandos que se enlazan a sitios de traslapo superposicion en la
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CEACAM. Los ligandos Mx de la presente invencion también marcan el
dominio de N. Estas observaciones sefialan una posibilidad excitante que
caracteristicas similares sobre ligandos de diferentes patdégenos mucosos

puedan estar involucradas en el marcado del receptor.

Como las interacciones. Nm y Hi con las CEACAMs estan
directamente afectadas por las caracteristicas estructurales de la superficie
expresada en dominios variables, esto sugiere que pueden contener amino
acidos cruciales similares en una configuracion espacial que es capaz de
enlazarse al receptor, y estos pueden ser conservados en proteinas
variables de otra forma. De hecho nuestros estudios y los de otros sugieren
que las dos vueltas hiper-variables de Opa (HV1 y HV2) pueden estar
involucrados en el marcado CEACAM '8, Una técnica potente que puede
identificar posibles determinantes de interacciones entre ligandos y
receptores es el despliegue del fago, que se puede usar para identificar
mimotopos (secuencias aleatorias para imitar los dominios de enlace) *°, asi
como aptameros (secuencias relacionadas muy de cerca con la estructura
original que inhibe en enlace del ligando) 2.

La invencion actual también hace altamente posible que el dominio
del ligando Mx que se enlaza a las CEACAMs actlie como un imitador para
otros patdgenos mucosos que se enlazan a CEACAM, y las caracteristicas
estructurales de este ligando ayudaran a identificar las caracteristicas
salientes requeridas en los ligandos Nm y Hi para el marcado del dominio de
N de CEACAM. Los anticuerpos al dominio de Mx podrian tener el potencial
para identificar otros ligandos que tienen la capacidad de marcar las mismas,
similares o regiones posicionadas muy cerca del receptor.

La identificacién del dominio minimo de enlace de CEACAM1 de
UspA2 de MX2 estd siendo asumida usando métodos conocidos de
ingenieria de proteinas y tecnologia de ADN recombinante. Los péptidos
recombinantes pueden ser seleccionados in vitro mediante los ensayos de
extension del receptor descritos anteriormente para detectar el dominio de
MX2 que se enlaza al receptor. Los péptidos marcados con His pueden ser
separados en una columna de niquel, His-Tag clivados y usados para
inmunizar conejos y ratones para obtener anticuerpos para investigaciones
adicionales.
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Se puede determinar un péptido de longitud adecuada para
aplicaciones Dbioldégicas mediante el examen de las propiedades
estimuladoras inmunolégicas asi como otras funciones tales como bioqueo
del enlace del receptor.

Ejiemplo 3. Caracteristicas notables del Receptor requerido para_las
interacciones del ligando

Como el dominio de N de CEACAM es suficiente para las
interacciones de las proteinas Opa, la presente invencién esta usando una
técnica de despliegue del fago también para investigar los epitopes
adhesivos del dominio de N de CEACAM. El conocimiento de la(s)
regién(es) de enlace del ligando en el receptor, que ha sido estudiado por los
presentes inventores por medio de mutagénesis de rastreo de alanina del
receptor °, ha facilitado este estudio. También en este caso, un ensayo de
extension de ligando esta disponible para la biofiltracién (concentracion de

afinidad) de fagos quiméricos que portan las secuencias del receptor.

Los analogos de receptor tienen el potencial de bloquear cepas
multiples independientemente del tipo de Opa producida ya que nuestros
estudios ya mostraron que a pesar de su variacion antigénica, las diferentes
proteinas Opa requieren caracteristicas comunes en el receptor para la
adhesion primaria °. También es de interés notar que los antigenos de CEA
estan despojados de la mucosa intestinal y pueden bloquear la adhesion de
las cepas E. coli también conocidas por marcar las CEACAMs. Esto se ha
propuesto como un mecanismo de inmunidad innato vs. patdgenos
entéricos. ' Asi, estos analogos de receptores actian como agentes
terapeéuticos.

Ejemplo 4. Produccién de los los péptidos recombinantes de UspA de
Moraxella catarrhalis que enlazan el CEACAM

Resumen:

La amplificacién de PCR de varios fragmentos a lo largo de la longitud

de UspA1 se realizd6 usando las plantillas mostradas en la Figura 9. Los







20

péptidos recombinantes se obtuvieron como se describe a continuacion. En
la primera ronda, se encontrdé que el péptido recombinante que se enlaza a
CEACAM1 estaba codificado por el ADN amplificado por las plantillas P4 y
P8, pero no el codificado por la regién entre P1 y P5. Ademas, el
recombinante P4 — P7 se enlazé a CEACAM1 pero no P 6 — P8. Se usaron
plantillas adicionales entre la region P4 y P7. La region D7 retuvo el enlace
CEACAM. La secuencia del fragmento 4-7 se muestra en la Figura 10.

Estrategia de clonacion, expresion y purificacion general para los péptidos

UspA1 recombinantes

El fragmento 1-5 de UspA1 se produjo usando el sistema pBAD. Los
productos de PCR requeridos fueron clonados a TA en el vector pBAD, y se
uso la cepa TOP10 de E. coli para la amplificacion. El resto del
procedimiento fue como se muestra en la Fig. 11 con excepcion que la pBAD
se indujo usando arabinosa. El fragmento 4-7 se produjo usando los
sistemas pBAD y pQE30 (Fig. 11) con resultados de enlace de cEACAM
similares. El resto de los fragmentos se produjeron usando la estrategia de
la Fig. 11.

Vector vy el sistema de expresion de pQE30

Se uso el vector pQE30 (Fig. 12) en conjuncion con la cepa M15 de E.
coli. La M15 contiene el plasmido pREP4 que codifica un represor, que
restringe la transcripcién de ADN clonado en pQE30. La adicion de IPTG a
una concentracion de 1 mM evita la codificacion de este represor y asi, la
transcripcion de los fragmentos clonados en pQE30.

La estrategia de clonacién

Los amplimeros de PCR fuero primero ligados en pCR2.1. Esto
proporciond un huésped estable del cual el amplimero podia ser recuperado
mediante la digestion de restriccion (BamHi/Pstl), asegurando que cada
extremo del fragmento del gen fue cortado. La pQE30 se digiri6 en forma
similar y se recuperdé mediante purificacion del gel, que también aseguré que

ambos sitios de restriccion habian sido cortados. El pQE30 digerido y el
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amplimero de UspA1 fueron ligados durante la noche a 16°C con ligasa de
ADN T4, y se transformaron en M15 de E. coli competente de CaCl,.

Los transformantes fueron seleccionados sobre agar LB
complementado con ampicilina (100 TUg/ml) y kanamicina (25 Og/ml). Se
recogieron 4-8 colonias y se cultivaron en caldo LB con antibiéticos. Las
bacterias de 3-4 ml de cuitivo fueron recolectadas mediante centrifugacion y
se sometieron al método de lisis miniprep alcalina. El vector purificado fue
digerido como se indicé anteriormente para verificar el inserto de uspAf7.
Las bacterias que contenian pQE30 con un inserto de tamafio correcto fuero
cultivadas en cultivos de 50 ml e inducidas con IPTG (ver mas adelante).
Entonces se usaron Manchas Western para seleccionar la produccion de
proteina recombinante. Ademds, los vectores fueron secuenciados para
determinar que el inserto estuviera en la region correcta de ADN vy verificar

cualquier error de secuencia.

Expresion y Purificacion

M15 que contenia construcciones de pQE30/uspA1 fueron cultivadas
en caldo LB (complementados con 100 Og/mi de ampicilina y 25 Og/ml de
kanamicina), con agitacion a OD600 = 0.5 antes de la adicion de IPTG a una
concentracion 1 mM. Los cultivos fueron incubados por unas 3-4 horas
adicionales y las bacterias se recuperaron mediante centrifugacion. Los
pellets bacterianos fueron solubilizados en amortiguador B (urea 8M, Tris 50
mM, etanol al 10%, Tween al 2%, imidazol 5mM, pH 7) por 1-3 horas, vy el
material de membrana fue removido por centrifugacién a 20,000 g por 20
min. Los sobrenadantes fueron incubados con resina de niquel por 1-2
horas en un mezclador rotatorio, y pasados a través de cuna columna de
polipropileno. La resina retenida fue lavada con 5-10 ml de amortiguador B y
la proteina enlazada fue eluida con eluciones de 0.5 ml de amortiguador B
complementado con imidazol 100 mM. Las proteinas eluidas fueron
verificadas mediante SDS-PHAGE antes de la dialisis para remover la urea y
otras sales.
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Fragmentos Recombinantes

A: Fragmentos 1-5 y 4-8
Estos fragmentos producidos por el sistema pBAD mostraron que 1-5
no sde enlazé a CEACAM1 pero 4-8 si.

B: Fragmentos 4-8, 4-8T, 4-7 y 6-8 producidos usando el sistema
PQE30.

El fragmento 4-8 fue el primer fragmento de rUspA1 producido, y se
encontré que se enlaza a CEACAM con una alta afinidad en los ensayos de
extension de mancha. Ademas del péptido rUspA1 4-8 de longitud total, se
observd una proteina mas pequefia truncada. Este péptido (designada 4-T)
también se enlazd6 a CEACAM1 y parece estar expresado en niveles mas
bajos que en 4-8 (Fig. 13). El andlisis de secuencia de pQE30/4-T encontré
una disparidad (CAA a TAA) que condujo a un codén de terminacion en el
residuo Q624 (ver Fig. 10).

Los péptidos 4-7 y 6-8 se produjeron con el fin de descartar la
posibilidad que se encontrara un segundo sitio de enlace de CEACAM en 6-
8. Como se predijo del péptido 4-T, 4-7 demostré enlace de CEACAM (Fig.
13) pero no de 6-8 (Fig. 14).

C: Fragmentos D-8 y D-7 producidos por el sistema pQE30

Se encontré que ambos fragmentos de rUspA1 D-8 (Fig. 15) y D-7 (no
mostrado) se enlazaron a CEACAM1.



K



23

Actividad Bioloagica del péptido recombinante 4-7

La cepa MX1 de M. catarrhalis y la cepa Rd de H. influenzae se
enlazan a las células de Ovario de Hamster Chino (CHO) trasnfectadas con
CEACAM1. Su enlace puede ser bloqueado con el péptido recombinante 4-
7 de UspA1 de M. catarrhalis, pero no a un péptido de control (Fig. 17).
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REIVINDICACIONES

. Un ligando que es parte de la molécula UspA1 entera, que incluye el
dominio de enlace del receptor CEACAM, donde dicho ligando
comprende la SEC ID No. 3 o un fragmento de éste requerido para el
enlace del receptor CEACAM.

. El ligando segun la reivindicacion 1, en donde el ligando consiste de una
secuencia de aminoacidos de la SEC ID No: 3.

. Un medicamento que comprende el ligando segln la reivindicacion 1 o
reivindicacion 2, y uno o mas adyuvantes, vehiculos, excipientes,

aglutinantes, portadores o preservativos farmacéuticamente aceptables.

. Una vacuna que comprende al ligando segln la reivindicaciéon 1 y uno o
mas adyuvantes, vehiculos, excipientes, aglutinantes, portadores o
preservativos farmaceéuticamente aceptables.
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SEC ID No: 3
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Figura 8
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INTRODUCTION Transient protein-protein interactions are also involved in the

Protein-protein interactions are intrinsic to virtually every
celtular process. Any listing of major research topics in biolo-
gy—for example, DNA replication, transcription, translation,
splicing, secretion, cell cycle control, signal transduction, and
intermediary metabolism—is also a listing of processes in
which protein complexes have been implicated as essential
components. In consequence, the analysis of the proteins in
these complexes is no longer the exclusive domain of biochem-
ists; geneticists, cell biologists, developmental biologists, mo-
lecular biologists, and biophysicists have by necessity all gotten
into the act. We attempt in this review to summarize both
classical and recent methods to identify proteins that interact
and to assess the strengths of these interactions.

Proteins that are composed of more than one subunit are
found in many different classes of proteins. Some of the best-
characterized multisubunit proteins are those that, as originally
purified, contained two or more different components. These
include classical proteins such as hemoglobin, tryptophan syn-
thetasc, aspartate transcarbamylase, corc RNA' polymerasc,
QpB-replicase, and glycyl-tRNA synthetase. Since these pro-
teins purified as multisubunit complexes, their protein-protein
interactions were self-evident.

Other well-known examples of multisubunit proteins include
much more complicated assemblies of polypeptides. These in-
clude metabolic enzymes such as the pyruvate dehydrogenase
and a-ketoglutarate dehydrogenase complexes, the DNA rep-
lication complex of Escherichia coli and other organisms, the
bacterial flagellar apparatus, the puclear pore complex, and the
tail assembly of bacteriophage T4. Also included in this group
are ribonucleoprotein complexes, such as the signal recogni-
tion particle of the glycosylation pathway, small nuclear ribo-
nucleoproteins of the spliceosome, and the ribosome itself.
Although some of the subunits of these protein complexes arc
not tightly bound, activity is associated with a large structure
that in many cases is called a protein machine (5).

There are also a large number of transient protein-protein
interactions, which in turn control a large number of cellular
processes. All modifications of proteins necessarily involve
such transient protein-protein interactions. These include the
interactions of protein kinases, protein phosphatases, glycosy!
transferases, -acyl transferases, proteases, etc., with their sub-
strate proteins, Such protein-modifying enzymes encompass a
large number of protein-protein interactions in the cell and
regulate all manner of fundamental processes such as cell
growth, cell cycle, metabolic pathways, and signal transduction,

recruitment and assembly of the transcription complex to spe-
cific promoters, the transport of proteins across membranes,
the folding of native proteins catalyzed by chaperonins, indi-
vidual steps of the translation cycle, and the breakdown and
re-formation of subcellular structures during the cell cycle
(such as the c¢ytoplasmic microtubules, the spindle apparatus,
nuclear lamina, and the nuclear pore cornplex). Transient com-
plexes are much more difficult to study, because the proteins or
conditions responsible for the transient reaction have to be
identified first. Part of the goal of this review is to describe
recent methods and developments that have allowed their
identification and characterization,

Protein-protein intcractions can have a number of diffcrent
measurable effects. First, they can alter the kinetic properties
of proteins, This can be reflected in altered binding of sub-
strates, altered catalysis, or (as first enunciated by Monod et al.
[153]) altered allosteric properties of the complex. Thus, the
interaction of proliferating-cell nuclear antigen with DNA
polymerase & alters the processivity of the polymerase (174),
the interaction of succinate thiokinase and a-ketoglutarate de-
hydrogenase lowers the K,,, for succinyl coenzyme A by 30-fold
(171), and the cooperative binding of oxygen to hemoglobin
and the allosteric regulation of aspartate transcarbamylase are
regulated by intcractions of the protomers. Second, protein-
protein interactions are one common mechanism to allow for
substrate channeling. The paradigm for this type of complex is
tryptophan synthetase from Neurospora crassa. 1t is a complex
of two subunits, each of which carrics out one of the two steps
of reaction (formation of indole from indole 3-glycerol phos-
phate, followed by conversion of indole to tryptophan). The
intermediate indole is noncovalently bound, but it is preferen-
tially channeled to form tryptophan (241). Many similar exam-
ples of metabolic channeling have been demonstrated, both
between different subunits of a complex and between different
domains of a single multifunctional polypeptide (see reference
208 for a review). Third, protein-protein interactions can result
in the formation of a new binding site, Thus, an ADP site forms
at the interface of the o and B subunits of Escherichia coli
F,-ATPase (228), yeast hexokinase binds one ATP molecule at
the interface of the asymmetric homodimer (209), and phos-
phofructokinase from Bacillus stearothermophilus binds both
fructose 6-phosphate and ADP at the interface between sub-
units (60). Fourth, protein-protein interactions can inactivate a
protein; this is the case with the interaction of phage P22
repressor with its antirepressor (213), with the interaction of
trypsin with trypsin inhibitor (221), and with the interaction of
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

Se acepto la divisional de esta solicitud, por tanto este concepto técnico hace Mo_
referencia al expediente 05-07268 que corresponde a la solicitud original.

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios: 71 a 94 como se radicé inicialmente.
Reivindicaciones: Folios: 95 a 97 como se radicé inicialmente.

Folios: 152 modificadas el 18/03/2008
Figuras: Folios: 98 a 117 como se radico inicialmente.
2. Analisis de la prioridad
Prioridad: 02/10/2002, Gran Bretafa, GB0222764.3
De acuerdo con los ajustes realizados al capitulo reivindicatorio presentado el
03/07/2009, se acepta el documento GB0222764.3 como prioridad de la solicitud en
estudio. Con lo anterior, toda la materia de la solicitud se debe referir a un péptido
(derivado de UspA1) con un sitio de unién al receptor CEACAM que esta localizado
entre los segmentos aminoacidos 463-863.

3. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Péptidos terapéuticos”.
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La presente solicitud se refiere a un ligando que comprende los residuos 427 a 623
de la secuencia SEQ ID N°2 de UspA1, que incluye el dominio de enlace del receptor
CEACAM. También se reclama el ligando que presenta una secuencia escogida
entre los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623, 427 a 668, 427 a 863
de la SEQ ID N°2. Adicionalmente se reclama el medicamento que comprende
cualquiera de los anteriores ligandos.

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de medicamentos que
interacttien con el receptor CEACAM de manera que disminuyan la infeccién en la
membrana mucoide por accion de los patdgenos mucosos Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae y Moraxela catarrhalis.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un ligando
que hace parte de la molécula UspA1, que incluye el dominio de enlace del receptor
CEACAM y el medicamento y vacuna que comprende dicho ligando, de manera que
se puede usar para la infeccidn para cualquiera de lo tres patdgenos mucosos
mencionados.

IPC: CO7K 14/705.
4, De la solicitud de Patente

4.1, Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

El capitulo reivindicatorio presentado carece de claridad por cuanto:

e La reivindicacién 3 se refiere a un medicamento que comprende el ligando
segun la reivindicacion 1 y la reivindicacién 4 se refiere a una vacuna que
comprende el mismo ligando. Sin embargo, estas dos RV no se diferencian
por ninguna de las caracteristicas técnicas, puesto que ambas tienen los
mismos elementos secundarios enunciados y carecen de informacion sobre la
composicion especifica o la proporcion de estos.

El capitulo reivindicatorio presentado no se ajusta a los requisitos estipulados en el
articulo 30 de la D486.

5. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (articulos 14y 21D
486)

Las reivindicaciones 3 y 4, tal como se menciono en el numeral anterior, reclaman un
medicamento y una vacuna que comprende el ligando definido en la reivindicacion 1.
Sin embargo, estas reivindicaciones se diferencian entre si Unicamente por el
preambulo de las mismas, pareciendo indicar un uso particular que se le puede dar
al ligando.

De esta manera y de acuerdo a lo establecido en los articulos 14 y 21 de la Decision
486 la materia de las reivindicaciones 3 y 4 no es admisible tal como esta
reivindicada.

6. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica es:

Fecha de presentacién de la solicitud prioritaria: 02/10/2002
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Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizd la busqueda en el estado de la
técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los siguientes
documentos mas relevantes:

. Fecha de
N° Documento Titulo publicacién
“UspA1 and UspA2 antigens of Moraxella
D1 WO 98/28333 catarrhalis’ 02/07/1998
MICROBIOLOGICAL p ; ; S
D3 | REVIEWS, 1995, Vol. 59, Proteln-FE’)rottelrs Intera:jcf&onsl. M%thods for Marzo, 1995
No. 1: 94-123 etection and Analysis

7. Andlisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

7.1.Nivel inventivo (Articulo 18 de D486)

La reivindicacion 1 hace referencia a un ligando del receptor CEACAM, el cual
comprende los residuos 427 a 623 de la SEQ ID N°2 de UspA1 o cualquier
fragmento de la misma. La reivindicacion 2, reclama el ligando que presenta una
secuencia escogida entre los residuos 463 a 863, 527 a 668, 527 a 863, 427 a 623,
427 a 668, 427 a 863 de la SEQ ID N°2. Adicionalmente se reclama el medicamento
que comprende cualquiera de los anteriores ligandos.

El documento WO 98/28333 (D1), tal como se habia mencionado en los conceptos
técnicos anteriores, divulga la secuencia completa de la proteina UspA1 asi como su
empleo en vacunas para prevenir la infeccién por M.catarrhalis (ver todo el
documento).

La diferencia entre D1 y la solicitud en estudio es que esta Ultima identifica el
segmento especifico que se une al receptor CEACAM, es decir el segmento
aminoacido 427 a 623 y que el documento D1 mencionaba la posible interaccion de
UspA1 con fibronectina en lugar del receptor CEACAM.

Por tanto, el aporte de esta solicitud consiste en identificar la interaccion de la
proteina UspA1 y el receptor CEACAM, asi como el segmento especifico que tiene
esta interaccion. Sin embargo, para un experto en la materia resulta una técnica
habitual determinar el sitio activo de una proteina o su sitio de interaccion realizando
experimentos de competencia para unién al receptor o0 experimentos de inhibicion de
accion de enzimas digestivas, o cualquier otra técnica habitual de interaccion, tal
como se ilustra en el documento D3 (ver todo el documento).

Por tanto, la estandarizaciéon de una de estas técnicas para la obtencion del sitio
especifico de interaccioén entre UspA1 y CEACAM, se considera carente de nivel
inventivo pues un experto en la materia podria realizar la invencién tal como es
planteada en la solicitud. Por lo tanto, la invencion no cumple con el requisito de nivel
inventivo establecido en el articulo 18 de la Decision 486.

8. Conclusion:

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi:

N° Documento N° Reivindicaciones afectadas | Requisito que afecta

D1 WO 98/28333 1-4 Nivel inventivo

D3 MICROBIOLOGICAL REVIEWS, 1-4 Nivel inventivo
Vol. 59, No.1: 94—123
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En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacién de la presente comunicacion. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primer la Circular Unica N° 10 de 2001.

s

ALIX CARMENZA CESPEDES
Jefe de Divisigh de Nuevas Creaciones

El anterigr/ requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha

—2-4-Jl. 2008

CONCEPTO TECNICO No. EXAMINADOR TECNICO
2417 Codigo No.202052







