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[X] Patente de Invencion

[] Patente de Modelo de Utilidad

Xl capitulo |. [] capitulo 1.
® Nombre: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG IDENTIFICACION
Direccién: Grenzacherstrasse 124, CH-
SOLICITANTE 4070 Basilea, Suiza. cc. [ w~t [
™) Nacionalidad o Domicilio: Basilea, Suiza | CE []  Oto []
Lugar de Constitucion: Suiza.
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N Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/002974 Fecha: _31/03/06
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®| &

Prioridad

siD ~o []
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@ Comprobante de Pago No. _07-74.077 y 07-77.451
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documentos de cesion de los inventores

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos y
listado de secuencias)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

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

Otros: Reporte de busqueda internacional con su traduccién, publicacién con su traduccion, documento
de indicaciones relacionadas con microorganismos depositados u otro material biologico con su
traduccion y opinién escrita con su traduccion.
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ESTA CERTIFICACION DE EXCEDENTE DE PAGO SOLO PODRA SER UTILIZADA
COMO PARTE DE LA CANCELACION DE UNA TARIFA VIGENTE Y NO PODRA SER
SUSTITUIDA POR NINGUN RECIBO.
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- 2007-08-27 16:11:40 _Dep. 2020
ﬁ"?a?h‘la‘l PATENTE!YII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 134

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID

NIT @ 800176089-2

"ERTIFICACION DE EXCEDENTE : 07 - 74,077
L ECHA : SEPTIEMERE 13 BE 2007

see3r CONSIGNACTION 1yt

LLOREDA Y CIA S. A DEVOLUCION TASA 763 13/09/2067 593,000,00

iy C 0 N C E P T 0 3t

NT. RENTISTICO CONCEFTO TOTAL CONCEFTO
{ 50005-01-09 GTROS SERVICIOS DE FROPIEDAD 1 99 GTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 463.,000.00
TOTAL $ 463,000, 00

SON:  CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES MIL PESOS

RESPONSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Nao.
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ANEXO

El documento que  acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA vy/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

IA LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL Mo.

de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccidn de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacion de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

Amt

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) s ™~ =

1. Pais: Suiza i My
vl ) el

Este documento publico e P
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster .

3. Actuando en calidad de notario publico

4. Lleva el sello del mencionado notario

Certificado
5. en Basel (Basilea) 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de Basel-Stadt
8. bajo el No 8835/13376 S
9. Sello 10. Firma .
Cancilleria de Estado Fdo.: fi iIrma lleglble
de la ciudad de Basel (Basilea) . Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004 £ £ %2,‘&:3::“&0 consnaoopxté 3
E FOTOCOPIA COINC!DE CON (18 A ‘

oue ue ‘I’!NIDO LA

\X\Muzj)\gg

m'a ercedes Oricoechea™™
K ARE \ Traductora Juramentada
ACVED T REDINA Rcsoluuon 10607/81 Minjusticia
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75 a0 firmados, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,

W UnNg sociedad organizada y existente de conformidad

con las leyes de Suiza.

s

con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVC TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calie 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos anle las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
trémites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos formular

solicitudes, presental oposncnones y apelacnones
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA

LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO,

SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para

solicitar en ia Oficina de Propiedad Industrial la..

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said-agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/for GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power

protocolizacion de este documento y de. cqalqu:e

Gfo“a'ttorney by any one of them conferred in our name,
poder que cualquiera de ellos gToggﬂgeN(a,ﬁggtbcﬂg a m efore e Office of Industrial Property.
nuestro. pz BOGOTA, W

‘GINAL 3
0COPIA CO!NC!QE con EL OR
' 'OT OVIE HE TFNIO'.) A L

Dado y firmado
igned this 4?7 A f i’ 2 e
F. Hoffmann-La Roche AG

—— e
Denise Strebel
Mandatory

Ut e soTE Wa\{ 2 l}/
o ‘owdl Frldolln lausner
e o6 Tde ¥ of procuration

,.‘ . N\



7 CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

{ss
oy 1®de A, etq de 200%, compareci6

\ fiollv\s PR Lpenoe Stebea quien conozco y
8h e ¢ -"/_Im 07% 4 esidentes O L €0

e qilen & consta que firm¢ el anterior documento,
y quity dewidamente juramentado declard y dijo que
éles b \\( ded vader/mo Nnda tar o

de F.HOFFMMNN-LA ROCHE AG, Ia compaidia
nombrada‘\en ‘el documento que antecede, una
sociedad dﬁbid!\mente organizada y existente
conforme a lak leygs de Suiza, domiciliada en la
ciudad de Besiled, Suiza, legalmente constituida
para un periodd, diy duracion que adn no ha
terminado, que ejé.\ce \“u objeto social; conforme a
las leyes de Suiza; d‘ie é\declarante esta autorizado
por dicha Compafiia pdra tonferir este poder; que el
sello estampado por él {\piéme tal poder, en nombre
y en representacion de la é‘<pﬁ?sada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que d‘tjeto para el cual se
confiere este instrumento eé‘a Yomprendido dentro
del de la sociedad. \ Y

El suscrito Notario ha visto \lo% Estatutos de
incorporacion firmados en Suiza, tjudad de Basilea,
con fecha 14Juni) 149% -y cditlica que de
conformidad con la legislacion de Q'Ld‘qo Pais, la
anterior  declaracion  juramentada ¥}, prueba
suficiente de que los hechos sobre que eh}\\;ersa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe. \ \

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

On this 17th day of August

personally  prigolin Klausner and Denise Strebe:

Camé both Swiss citizens and Swiss residents,
to me known, and known 16 me to be the person who

signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the Holder of
Procuration/Mandatory of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
- the Switzerland, domiciled at the City of Basel,
legally constituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises its corporate purposes
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is authorized by said Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

2004

Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
June 1997 » and hereby certifies that under
the laws of said Country the foregoing
acknowledgment is sufficient proof that the facts
therein contained are true, which he attests.
Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
A . two thousand and four)
\
»

i

Dr. Peter Kuster

\f..QQ“zgg?? \ Advokat und Notar
L. . Peterskirchplatz 12
o ] Postfach
2 Fr - ,é CH-4001 Basl
soeEN e : . : 2.0

- o . — M 7Ne.
B N //‘
7\
= \
-~ \
- \
- \
’, N
; SESTEARR AN N
- 5’5:0%6 'nb*lj’amo SEXTO DEL CIRCY

" OE BOGOTA, HAGO CONSTARQUE LA
f-rotocoria COILCIDE CON EL JJRIGINAL

RS N A

Uamw MANEL EOTERD Mb . =1y .
MNOTARY
ARSI
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
| SUPERINTENDENCIA ~_ SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int Ci CO7K 16128

{22) Fecha de solicitud: 27-09-07 (T1)Solicitante(s) F, HOFFMANN-LA ROCHE AG
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
050071380 01/04/0 EP BRANDT,  Michael,  SANKURATRI,
(72) Inventor(es) ~ Suryanarayana; SCHUMACHER, Raif y

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  01-11-07

(74) Apoderado:

SEEBER, Stefan.

ALICIA LLOREDA RICAURTE

(87)  Publicacién internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de 1a solicitud PCT Fecha: 05-10-06
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 31-03-06 N° publicacién: WO 2006/103100 A3
No. de solicitud PCT/EP2006/002974

(54) Titulo;:  ANTICUERPOS ANTI-CCRS Y USOS DE LOS MISMOS

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion niumero 1.-

Anticuerpo que se une al CCR5 que se caracteriza en que la secuencia de aminoacidos CDR3 de
cadena pesada variable de dicho anticuerpo se selecciona de un grupo formado por las secuencias

CDR3 de cadena pesada con la ID. DE SEC. NUM.: 16 0 17.



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/002974

A. CLASIFICACION DE MATERIA
INV. C07K16/28

Segun la Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segin la clasificacion nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacion)

CO7K

Documentacién buscada fuera de documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos clectronica consultada durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea préctico, buscar términos usados)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, Sequence Search, MEDLINE, WPI Data

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ° Citacion de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevante a la reivindicacién No.
X WO 01/42308 A (NOVARTIS AG; THE SCRIPPS 13
RESEARCH INSTITUTE; BARBAS, CARLOS, F;
STEINB) 14 de Junio de 2001 (2001-06-14)
pagina 21, linea 8 -linea 11
Y AARONS EMMA J ET AL: "Adaptacion del bloqueo al ingreso del 12,13
virus de inmunodeficiencia humana tipo I impuesta por el anticuerpo
anti-CCRS monoclonal 2D7"
VIROLOGY,
vol. 287, no. 2,
1 de Septiembre de 2001 (2001-09-01), paginas
382-390, XP002329620
ISSN: 0042-6822
A pagina 383, columna 1, paragrafo 1 I-11
/-

@ En el recuadro C se enumeran mas documentos.

& En el anexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados:

‘A" documento que define el estado general de la técnica el cual no sc
considera de relevancia particular

‘E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacién internacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacidon de otra
citacién u otra razon especial (segun sc especifica)

‘0" documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicion u
otros medios

'P* documento publicado antes de la fecha dc presentacion internacional
pero después de la fecha de prioridad reivindicada

‘T documento posterior publicado después de la fecha de presentacion
internacional o fecha de prioridad y que no esté en conflicto con la
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teoria que sustenta
la invencién

'X' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

'Y' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando cl
documento se combina con uno o méas documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la busqueda internacional

11 de Septiembre de 2006

Fecha de envio por correo del reporte de busqueda internacional

09/10/2006

Nombre y direccion de correo de ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax No.  (+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Voigt-Ritzer, Heike

Forma PCT ISA 210 (segunda hoja) (Abril de 2005)

pagina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemmacional No.

PCT/EP2006/002974

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacion de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

Y

SICILIANO SALVATORE J ET AL: "Un sitio critico en el
nicleo del receptor de la quemokina requerido para el
enlazamiento e infectacion el virus de inmunodeficiencia humana
tipo I"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 274, no. 4,

22 de Enero de 1999 (1999-01-22), paginas

1905-1913, XP002329621

ISSN: 0021-9258

pagina 1905, column 2, paragraph 2

WO 88/07089 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL),

22 de September de 1988 (1988-09-22)

citado en la solicitud

pagina 3

figura 6

tabla 1

reivindicacion §

ANGAL S ET AL: "Una unica sustitucién de aminoacido anula la
heterogeneidad del anticuerpo quimérico ratén/humano (1GG4)"
MOLECULAR IMMUNOLOGY, ELMSFORD, NY, US,

vol. 30, no. 1, Enero de 1993 (1993-01),

paginas 105-108, XP000770218

ISSN: 0161-5890

citado en la solicitud

todo el documento

STEINBERGERP ET AL: "Generacién y caracterizacion de un
anticuerpo recombinante humano especifico a CCRS5 una
aproximacion a la exhibicion fagica para la humanizacién de
anticuerpos de conejo”
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ISSN: 0021-9258

todo el documento
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GB,
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todo el documento
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Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/002974

Casilla II Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 2 de
la primera hoja)

Este reporte de busqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo €l Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [X] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Aunque la reivindicacion 10 esta dirigida a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal (Articulo 52(4) EPC), la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en
los supuestos efectos del compuesto/composicion.

2. D Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estan disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracion de Ja Regla 6.4(a).

Casilla ITI Observaciones donde falta unidad de invencion (Continuacion del Item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd invenciones multiples en esta solicitud internacional, asi:

ver hoja adicional

1. IZ] Puesto que todos los derechos de busqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3. D Puesto que sélo algunos de los derechos de busqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de busqueda internacional cubre unicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4, D El solicitante no pagd oportunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de busqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; esta cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de busqueda adicionales estuvieron acompafiados por la
protesta del solicitante.

|Z] El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT/ ISA 210 (continuacién de primera pagina (2)) (Enero de 2004)



Solicitud internacional No. PCT/EP2006/002974

INFORMACION ADICIONAL QUE CONTINUA DE PCT/ISA/ 210

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré multiples (grupos de) invenciones en esta solicitud
internacional, como sigue:

1. Reivindicaciones: 1-11 parcialmente

El anticuerpo CCRS comprendiendo como variable importante la cadena CDR3 Seq ID
No:16 (parte de la Seq ID No: 1), 4cido nucleico, composicion farmacéutica, uso de €ste.

2. Reivindicaciones: 1-11 parcialmente

El anticuerpo CCRS comprendiendo como variable importante la cadena CDR3 Seq ID
No:17 (parte de la Seq ID No: 3, 5, 7), dcido nucleico, composicion farmacéutica, uso de
éste.

3. Reivindicaciones: 12,13

Anticuerpo humano IgG1 anti CCRS el cual no enlaza al receptor Fc-gamma y/o Clgq,
método para su produccion.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internatlonal appllcation No

PCT/EP2006/002974

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. C07K16/28

According o [nternational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B, FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classificatlon symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Elecironic data base consulted during the International seasch (name of data base and, where praclical, search terms used)

EPO~Internal, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data, Sequence Search, MEDLINE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indicatlon, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

page 21, line 8 - line 11

monoclonal antibody 2D7"
VIROLOGY,
vol. 287, no. 2,

382-390, XP002329620
ISSN: 0042-6822
A page 383, column 1, paragraph 1

1 September 2001 (2001-09-01), pages

-/

X WO 01/42308 A (NOVARTIS AG; THE SCRIPPS 13
RESEARCH INSTITUTE; BARBAS, CARLOS, F;
STEINB) 14 June 2001 (2001-06-14)

Y AARONS EMMA J ET AL: "Adaptation to 12,13
biockade of human immunodeficiency virus
type 1 entry imposed by the anti-CCR5

1-11

m Further documents ara listed In the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Spedial categorles of cited documents :

*A" document defining the general stale of the art which is not
consldered to be of particular relevance

*E® earlier document but published on or after the international
filing date

“L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is clted to establish the publication date of another
citation or other speciai reason (as specitied)

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibltion or
other means

'P* document published prior to the international flling date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the Intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited t? understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of padicular relevance; the claimed Invention
cannot be considerad novel or cannot be considered to
Involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of paricular relevance; the claimed Invention
cannot be considered to involve an invenlive stap when the
document is combined with one or more other such docu-
;nents, such combination being obvious to a person skilled
n the art.

*&" document member of the same patent famlly

Dale of the actual completion of the international search

11 September 2006

Date of malling of the Intemational search report

09/10/2006

Namsg and malling address of the ISA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rljswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorlzed offlcer

Voigt-Ritzer, Heike

Form PCTAISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2
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International application No

PCT/EP2006/002974

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indicatlon, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y SICILIANO SALVATORE J ET AL: "A critical 12,13
site in the core of the CCR5 chemokine
receptor required for binding and
infectivity of human immunodeficiency
virus type 1"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 274, no. 4,

22 January 1999 (1999-01-22), pages
1905-1913, XP002329621

ISSN: 0021-9258

A page 1905, column 2, paragraph 2 1-11
Y WO 88/07089 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL) 12,13
22 September 1988 (1988-09-22)
cited in the application

page 3

figure 6

table 1

claim 8

Y ANGAL S ET AL: "A SINGLE AMINO ACID 12,13
SUBSTITUTION ABOLISHES THE HETEROGENEITY
OF CHIMERIC MOUSE/HUMAN (I1GG4) ANTIBODY"
MOLECULAR IMMUNOLOGY, ELMSFORD, NY, US,
vol. 30, no. 1, January 1993 (1993-01),
pages 105-108, XP000770218

ISSN: 0161-5890

cited in the application

the whole document

A STEINBERGER P ET AL: "GENERATION AND 1-11
CHARACTERIZATION OF A RECOMBINANT HUMAN
CCRE5-SPECIFIC ANTIBODY A PHAGE DISPLAY
APPROACH FOR RABBIT ANTIBODY HUMANIZATION"
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

vol. 275, no. 46,

17 November 2000 (2000-11-17), pages
36073-36078, XP000999141

ISSN: 0021-9258

the whole document

A LEHNER T: "The role of CCR5 chemokine 1-11
ligands and antibodies to CCR5 coreceptors
in preventing HIV infection"

TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, CAMBRIDGE,
GB,

vol. 23, no. 7, 1 July 2002 (2002-07-01),
pages 347-351, XP004367754

ISSN: 1471-4906

the whole documeng

Form PCT/A18A/210 (continuation of second sheat) (Aprfl 2005)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2006/002974

Box It Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. m Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authorlty, namely:

Although claim 10 is directed to a method of treatment of the human/animal
body (Article 52(4) EPC), the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the Intemational Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful International Search ¢an be carried out, specifically:

3. D Claims'Nos.:
because they are depsndsnt claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box Ill Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple Inventions in this intemational application, as follows:

'see additional sheet

1. m As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this Intemational Search Report covers alt
searchable claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fes, this Authority did not invite payment
of any additional fes.

3. D As only some of the required additional search fees were timely pald by the applicant, this International Search Report
covers only those clalms for which fees were pald, specifically clalms Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

@ No protest accompanled the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first shest (2)) (January 2004)
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International Application No. PCT/EP2006 /002974

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-11 partialiy

CCR5 antibody comprising as variable heavy chain CDR3 Seq ID
No:16 (part of Seq ID No:1), nucleic acid, pharamaceutical
composition, use of it.

2. claims: 1-11 partially

CCR5 antibody comprising as variable heavy chain CDR3 Seq ID
No:17 (part of Seq ID No: 3, 5, 7), nucleic acid,
pharamaceutical composition, use of it.

3. claims: 12,13

Human IgGl anti-CCRS antibody which does not bind Fc-gamma
receptor and/ or Clq, method for its prodcution.
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Information on patent family members

International application No

PCT/EP2006/002974
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date

WO 0142308 A 14-06-2001 AU 2841101 A 18-06-2001
WO 8807089 A 22-09-1988 AU 600575 B2 . 16-08-1990
AU 1480388 A 10-10-1988
DE 3883899 D1 14-10-1993
DE 3883899 T2 31-03-1994
EP 0307434 Al 22-03-1989
GB 2209757 A 24-05-1989
JP 1502875 T 05-10-1989
JP 3101690 B2 23-10-2000

Form PCTASA/210 (patent famlly annex) (April 2005)
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(57) Resumen: Un anticuerpo que se une al CCRS humano formado por una cadena pesada variable y una cadena ligera
variable, que se caracteriza en que la cadena pesada variable consta de las secuencias CDR, CDR1, CDR2 y CDR3 y
siendo la CDR1 seleccionada de un grupo formado por los Id. de sec. num.: 9, 10, 11, 12; siendo la CDR2 scleccionada
de un grupo formado por los Id. de sec. nim.: 13, 14, 15; y siendo la CDR3 seleccionada de un grupo formado por los
1d. de sec. nim.: 16, 17, donde dichas CDR se seleccionan independientemente de cada una, o es una variante
humanizada, quimérica o un fragmento de dicho anticuerpo y tiene unas propiedades ventajosas para el tratamiento de
las enfermedades inmunosupresoras.,
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(54) Title: ANTIBODIES AGAINST CCRS5 AND USES THEREOF
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& (57) Abstract: An antibody binding to human CCRS comprising a variable hcavy chain and a variable light chain, characterized in

that the variable heavy chain comprises CDR sequences CDRI, CDR2 and CDR3 and CDRI being selected from the group consisting
of SEQ ID NOs: 9, 10, 11, 12, CDR2 being sclected from the group consisting of SEQ ID NOs: 13, 14, 15, CDR3 being sclected
from the group consisting of SEQ ID NOs: 16, 17, wherein said CDRs are selected independently of each other, or is a chimeric,
humanized variant or a fragment of said antibody, has advantageous properties for the treatment of immunosuppressive diseases.
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Referencia del archivo del solicitante o | Solicitud internacional No.
agente 23010 WO-SR PCT/EP2006/002974

INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS U OTRO
MATERIAL BIOLOGICO DEPOSITADO
(Regla PCT 13bis)

A. Las indicaciones hechas a continuacién se relacionan con microorganismos
u otro material bioldgico depositado referido en la descripcién en la pagina 22,
linea _tabla

B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO
Los depositos adicionales se identifican en una hoja adicional []

Nombre de la Institucion depositaria
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)

Direccion de la institucion depositaria (incluyendo cédigo postal y pais)
Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

Alemania
Fecha del depésito Numero de Acceso
18.08.2004 DSM ACC2681 /2 /2 /4

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en blanco si no aplica)
Esta informacién continta en una hoja adicional [X]

Indicaciones relacionadas con la Solucién Experta con respecto al material
biolégico depositado DSM ACC2681, DSM ACC2682, DSM ACC2683 y DSM
ACC 2683

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN
INDICACIONES (si /as indicaciones no son para todos los estados designados)

CA (Canada), EP (Patente Europea), SG (Singapur)

E. SUMINISTRO SEPARADO DE INDICACIONES (dejar en blanco si no
aplica)

Las indicaciones enumeradas a continuacion seran presentadas al Buro
Internacional después (especificar la naturaleza general de las indicaciones,
v.g., “Numero de Acceso de Depdsito’)

Para uso de la Oficina receptora Para uso del buré Internacional
solamente solamente
[ ] Esta hoja fue recibida con la [ ] Esta hoja fue recibida por el
solicitud internacional Buro Internacional el:
Funcionario autorizado Funcionario autorizado

Formulario PCT/R0O/134 (Julio 1998; reimpreso Enero de 2004)
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C. INDICACIONES ADICIONALES (hoja adicional)

Solicitantes . F. Hoffmann-La Roche AG, et al
Referencia del archivo de los solicitantes . 23010 WO-SR
Solicitud internacional No. . PCT/EP/2006/002974

Indicaciones Relacionadas con la Solucion del Experto Respecto al

Material Biolégico Depositado a que se hace Referencia en la Descripcién

Las indicaciones relacionadas con el material biolégico depositado estan todas
contenidas en la descripcion.

No se requiere que las siguientes indicaciones adicionales sean parte de la
descripcion y deben tratarse como “indicaciones separadas”. Unicamente se

relacionan con la solucion del experto.

Las indicaciones adicionales que se hacen a continuacién se relacionan con el

material biolégico depositado al que se hace referencia como:

m<CCR5)>Pz01.F3 DSM ACC2681
m<CCR5)>Pz02.1C11 DSM ACC2682
m<CCR5)>Pz03.1C5 DSM ACC2683
m<CCRb)>Pz04.1F6 DSM ACC2684

en la descripcion en la pagina 22.

Las indicaciones adicionales son:

Para la designacion de CA (Canada):

Respecto de la designaciéon de Canada, muestras del material bioldgico
depositado estaran disponibles hasta el otorgamiento de la patente de Canada,
o hasta la fecha en la cual se rechace la solicitud, o sea abandonada y ya no
sea objeto de restitucion, o sea retirada, segun lo disponen las Reglas 107 y
108 de las Reglas de Patentes bajo la Ley de Patentes de Canada, unicamente
por la expedicion de una muestra a un experto independiente nominado por el
Comisionado (Regla 104(4)).

Para la designacion de la EP (Patente Europea):

L6



Respecto de la designacion de la EPO, muestras del material bioldgico
depositado estaran disponibles hasta la publicacién de la mencion del
otorgamiento de la patente Europea, o hasta 20 afios desde la fecha de
presentacion si la solicitud es rechazada o retirada o se considera que ha sido
retirada, segun lo dispone la Regla 28(3) de las Regulaciones de
Implementacion bajo la EPC, Unicamente por la expedicion de una muestra a

un experto nominado por quien solicita (Regla 28(4) EPC).

Para la designacion de SG (Singapur):

Por el presente los solicitantes notifican sobre nuestra intencion de que
muestras del cultivo anteriormente identificado estaran disponibles unicamente
a los expertos de conformidad con el parrafo 3 del Anexo Cuarto a las Reglas
de Patentes de 1995.
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PCT/EP2006/002974

Applicant's or agent's International application No.
file reference 23010 WO-SR PCT/EP2006/002974

INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

(PCT Rule 13bis)

A. The indications made below relate to the deposited microorgenism or other biological material referred to in the description
on page 22 ,line table

B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT Further deposits are identified on an additional sheet [:]

Name of depositary institution
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuituren GmbH (DSMZ)

Address of depositary institution (including postal code and country)
-Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

Germany
Date of deposit Accession Number
18.08.2004 DSM ACC2681/2/3 /4
C. ADDITIONAL INDICATIONS (feave blank if not applicable) This information is continued on an additional sheet [X]

Indications relating to the Expert Solution in respect of the deposited biological material DSM ACC2681,
DSM ACC2682, DSM ACC2683 and DSM ACC 2683 -

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indications are not for all designated States)

CA (Canada), EP (European Patent), SG (Singapore)

E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (leave blank if not applicable)

The indications listed below will be submitted to the International Bureau later (specify the general nature of the indications e.g., "Accession
Number of Depasit")

e For receiving Office use only For International Bureau use only
D This sheet was received with the international application D This sheet was received by the International Burcau on:
Authorized officer Authorized officer

Form PCT/RO/134 (July1998; reprint January 2004)
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C. ADDITIONAL INDICATIONS (additional sheet)

Applicants : F. Hoffmann-La Roche AG, et al.
Applicants file reference : 23010 WO-SR
International application No. : PCT/EP2006/002974

Indications Relating to the Expert Solution in Respect of Deposited Biological Material
Referred to in the Description

The indications relating to deposited biological material are all contained in the description.
The following additional indications are not required to be part of the description and
should be treated as “separate indications.“ They relate only to the expert solution.

The'additional indications made below relate to the deposited biological material referred
to as: : ' '

m<CCR5)>Pz01.F3 DSM ACC2681
m<CCR5)>Pz02.1C11 DSM ACC2682
m<CCR5)>Pz03.1C5 DSM ACC2683
m<CCR5)>Pz04.1F6 DSM ACC2684

in the description on page 22.
The additional indications are:

For CA (Canada) designation:

In respect of the designation of Canada, samples of the deposited biological material will be
made available until the grant of the Canadian patent, or until the date on which the
application is refused, or is abandoned and no longer subject to reinstatement, or is .
withdrawn, as provided in Rules 107 and 108 of the Patent Rules under the Canadian
Patent Act, only by the issue of a sample to an independent expert nominated by the
Commissioner (Rule 104(4))

- For EP (European Patent) designation:

In respect of the designation of the EPO, samples of the deposited biological material will
be made available until the publication of the mention of the grant of the European patent,
or until 20 years from the date of filing if the application is refused or withdrawn or is
deemed to be withdrawn, as provided in Rule 28(3) of the Implementing Regulations
under the EPC, only by the issue of a sample to an expert nominated by requester (Rule
28(4) EPC).

For SG (Singapore) designation:

Applicants hereby give notice of our intention that samples of the above-identified culture
shall be available only to experts in accordance with paragraph 3 of the Fourth Schedule to
the Patents Rules 1995.



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: PCT

ver forma PCT/ISA /220 OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(PCT Regla 43bis.1)

Fecha de envio por correo
(dia/ mes/ afio) ver forma PCT/ISA /210 (segunda pégina)

Registro de referencia del solicitante PARA FUTURAS ACCIONES

o agente Ver el parrafo 2 a continuacién

ver forma PCT/ISA/220

Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dia/mes/afio) (dia/ mes/ afio)

PCT/EP2006/002974 31.03.2006 01.04.2005

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
INV. C07K16/28

Solicitante
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

1.  Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

Casilla No. I Bases del Reporte

Casilla No. II Prioridad

Casilla No. Il No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad Industrial.

Casilla No. IV Falta de unidad de invencién

XX XKOKX

Casilla No.V  Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 43bis.1(a)(i) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién.

[] CasillaNo.VI  Ciertos documentos citados
[] CasillaNo. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional
X} Casilla No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
2. ACCIONES FUTURAS
Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente sera
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (“IPEA”). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la

IPEA y la IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con la Regla
66.1bis(b) que no se consideraran las opiniones escritas de esta Autoridad Examinadora Preliminar.

Si esta opini6n es, segun se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracion de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de la fecha de expiracion de 22 meses desde la fecha de prioridad, la que
expire mas tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT/ISA /220

3. Para detalles adicionales, ver las notas a la Forma PCT/ISA/220

Nombre y direccion de correo de ISA: Fecha de la terminacién de | Funcionario Autorizado
European Patent Office esta opini6n

D-80298 Munich Voigt-Ritzer, Heike

Tel. +49 892399 - 0 Tx: 523656 epmu d

Fax: +49 89 2399 - 4465 ver forma PCT/ISA/220 Teléfono No. +49 89 2399-7187

Forma (PCT/ISA/237) (Portada) (Abril de 2005)



OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/002974

Casilla No. I. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opini6n ha sido establecida con base en:
(X la solicitud internacional en el idioma en el cual se present6

[] una traduccién de la solicitud internacional en , la cual es el idioma de una traduccién proporcionada
para los prop6sitos de busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencion reivindicada, esta opinién se ha establecido segun:

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

X] en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:
X contenido en la solicitud internacional segun se registr6

X registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la busqueda.

3. [X] Ademas, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud seguin se present6 o no va mas

alla de la solicitud segtn se registr6, segin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Forma PCT/1SA /237 (Abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006,/002974

Casilla No. IV. Falta de unidad de invencién

1. X En respuesta a la invitacién (Forma PCT/ISA/206) a pagar derechos adicionales, el solicitante ha,
dentro del limite de tiempo aplicable:

X pagado derechos adicionales.

(] pagado derechos adicionales bajo protesta y, si aplica, los derechos de la protesta.

[] pagado derechos adicionales bajo protesta pero los derechos de la protesta no se pagaron
(] no ha pagado derechos adicionales.

2. [] Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogié no
invitar al solicitante a pagar derechos adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1,13.2 y
133 es

[J se ha cumplido.
DX no se ha cumplido por las siguientes razones:
ver hoja separada

4. Por consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional han sido establecidas con respecto a
este reporte:

X todas las partes.

[] las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos.

Casilla No. V Afirmacion razonada bajo la Regla 43bis.1 (a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-12
No: Reivindicaciones 13

Nivel Inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones 2-11
No: Reivindicaciones 1,12,13

Aplicabilidad Industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-9,11-13
No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7):

ver hoja separada

Forma PCT/ISA /237 (Abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/002974

Casilla No. III No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

D toda la solicitud internacional,

X reivindicaciones Nos. 10
porque:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 10 se relacionan con la siguiente materia objeto
que no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

ver hoja separada

(] la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacion) de dichas
reivindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opinién significativa (especifique):

] las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. son sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién que
no se podria formar una opinién significativa.

[J no se ha establecido ningtn reporte de busqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

D no pudo establecerse una opinién significativa sin el listado de secuencia; el solicitante, dentro del limite de
tiempo prescrito, no:

[} suministré un listado de secuencias en papel para cumplir con el estandar para ello provisto en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicho listado no estuvo disponible para la Autoridad Internacional
de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

(] suministr6 un listado de secuencias en formato electrénico para cumplir en el estandar para ello provisto
en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo disponible para la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

[J pag6 la tarifa de suministro tardio para el suministro de un listado de secuencia en respuesta a una
invitacion de acuerdo con las Reglas 13ter.1(a) o (b).

[C] no pudo establecerse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con los listados de secuencias; el
solicitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suministr6 dichas tablas en formato electrénico para
cumplir con los requisitos técnicos para ello provistos en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas y
dichas tablas no estuvieron disponibles para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y
manera aceptable para ésta.

[] las tablas relacionadas con el nucle6tido y/o lista de secuencia aminoécida, si estdn en formato legible por
computador unicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[] Ver la hoja separada para mé4s detalles.

Forma PCT/ISA /237 (Abril de 2005)



OPINION ESCRITADELA Solicitud internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/002974

Casilla No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, descripcion, y dibujos o sobre la pregunta
de si las reivindicaciones estdn completamente soportadas por la descripcién, esta hechas:

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No.

SEPARADA) PCT/EP2006/ 002974

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 01/42308 A (NOVARTIS AG; THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE; BARBAS,
CARLOS, F; STEINB) 14 de junio de 2001 (2001-06-14)

D2: ANGAL S ET AL: “SINGLE AMINO ACID SUBSTITUTION ABOLISHES THE
HETEROGENEITY OF CHIMERIC MOUSE/HUMAN (IGG4) ANTIBODY” MOLECULAR
IMMUNOLOGY, ELMSFORD, NY, US, vol. 30, no. 1, enero de 1993 (1993-01), paginas 105-
108

D3: WO 88/07089 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL) 22 de septiembre de 1988 (1988-09-22)

D4:  AARONS EMMA J ET AL: “Adaptation to blockade of human immunodeficiency virus type
1 entry imposed by the anti-CCR5 2D7” VIROLOGY, vol. 287, no. 2, 1 de septiembre de 2001
(2001-09-01), péaginas 382-390

Re Item III

No establecimiento de opinion respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial
La reivindicacién 10 se relaciona con la materia objeto que esta Autoridad considera que est4
cubierta por la disposicién de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formulard ninguna
opinién respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de esta reivindicacién (Articulo
34(4)(a)(I) PCT).
Para la evaluacion de esta reivindicacion sobre la pregunta de si es aplicable industrialmente, no
existen criterios unificados en los Estados Contratantes del PCT. La patentabilidad también puede
depender de la formulaci6n de la reivindicacién. La EPO, por ejemplo, no reconoce como aplicable
industrialmente la materia objeto de las reivindicaciones en cuanto al uso de un compuesto en el
tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo, reivindicaciones a un compuesto conocido
para primer uso en el tratamiento médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un

medicamento para un nuevo tratamiento médico.

Re Item IV

Forma PCT/1SA /237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO - Abril de 2005)



OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No.

SEPARADA) PCT/EP2006/002974

Falta de unidad de invencién

La presente reivindicacién no cumple con los requerimientos de unidad de invencién. En vista de la
revelacion de la presente solicitud, el problema técnico que hay que resolver es la provisién de
anticuerpos alternativos anti-CCR5. Muchos anticuerpos anti-CCR5 han sido descritos en la técnica
anterior (ver la descripcién pagina 2, linea 32 - péagina 3, linea 10). D4 revela que el anticuerpo
monoclonal 2D7 inhibe la entrada del HIV-1. Se deduce que no hay ninguna caracteristica técnica
especial comun para los anticuerpos individuales revelados en la presente solicitud que definiria una
contribucién apreciable sobre la técnica anterior respecto a novedad e inventividad.

La solicitud se divide en al menos tres grupos de invenciones segtin se describen en la invitacién a
pagar derechos adicionales. Se han pagado dos derechos de busqueda adicionales. La opinién escrita

por consiguiente se relaciona con las tres invenciones.

Re Item V

Afirmaciéon razonada respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial; menciones y

explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1.2

Invencién

Novedad

La materia objeto de las reivindicaciones 1, 2a, 3-11 que se relaciona con la invenci6én 1 es nueva
(Articulo 33(2) PCT)

Nivel inventivo

La técnica anterior mas cercana estd representada por la ensenanza de D4 que revela que el
anticuerpo CCR5 2D7 bloquea la entrada a la célula dependiente CCR5 por el HIV-1.

Sin embargo, hay una diferencia entre 2D7 y el anticuerpo A (que comprende la Seq ID No: 1y 2 de
cadenas pesadas y ligeras) de la presente solicitud que puede verse en los Ejemplos 3 y 4.

El problema técnico que la presente solicitud tiene que resolver por lo tanto yace en la provision de
anticuerpos anti-CCR5 alternativos capaces de reducir la entrada del HIV-1 en las células.

El problema ha sido solucionado por la provisién del anticuerpo A (que comprende la

Forma PCT/ 1SA /237 (Hoja separada) (Hoja 2) (EPO - Abril de 2005)



OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No.

SEPARADA) PCT/EP2006/002974

2.2

Seq ID No: 1y 2 de cadenas pesadas y ligeras) que inhibe el crecimiento del HIV-1 en PBMC
(Ejemplo 4) y la fusién célula-célula (Ejemplo 3). Este anticuerpo no es una alternativa obvia a 2D7.
Sin embargo, no es probable que un anticuerpo CCR5 que tenga la cadena pesada CDR3 codificada
por la Seq ID No: 16 (reivindicacién 1) sea capaz de inhibir el crecimiento del HIV-1 en PBMC y la
fusién célula-célula como lo hace el anticuerpo A.

La materia objeto de las reivindicaciones 2a, 3-11 que se relaciona con la invencién 1 por lo tanto
parece que cumple con los requerimientos de paso inventivo mientras que la materia objeto de la

reivindicacién 1 no.

Invencion

Novedad

La materia objeto de las reivindicaciones 1, 2b-d, 3-11 que se relaciona con la invencién 2 es nueva
(Articulo 33(2) PCT).

Nivel inventivo

La técnica anterior mas cercana estd representada por la ensefianza de D4 que revela que el
anticuerpo CCR5 2D7 bloquea la entrada a la célula dependiente CCR5 por el HIV-1.

Sin embargo, hay una diferencia entre 2D7 y el anticuerpo B, C o D (que comprende la Seq ID No: 3,
507y 4,6u8de cadenas pesadas y ligeras) de la presente solicitud.

El problema técnico que la presente solicitud tiene que resolver por lo tanto yace en la provision de
anticuerpos anti-CCR5 alternativos capaces de reducir la entrada del HIV-1 en las células.

El problema ha sido solucionado por la provisién del anticuerpo B y C que inhibe el crecimiento del
HIV-1 en PBMC (Ejemplo 4) y la fusién célula-célula (Ejemplo 3). Estos anticuerpos no son
alternativas obvias a 2D7.

No se revelan resultados para el anticuerpo D. El anticuerpo D sin embargo tiene la misma
secuencia CDR3 en su cadena pesada y ligera que el anticuerpo B y C. Toda su cadena ligera (Seq ID
No: 8) es idéntica a la del anticuerpo C (Seq ID No: 6). Su cadena pesada difiere en dos posiciones aa
de las cadenas pesadas de cada anticuerpo B y C. Por lo tanto parece probable que el anticuerpo D,
también, es capaz de inhibir el crecimiento del HIV-1 en PBMC y la fusion célula-célula.
Sin embargo, no es probable que un anticuerpo CCR5 que tenga la cadena pesada CDR3 codificada

por la Seq ID No: 17 (reivindicacion 1) sea capaz de inhibir el crecimiento del HIV-1 en PBMC y la

fusién célula-célula como lo hacen los anticuerpos By C.

Forma PCT/1SA/237 (Hoja separada) (Hoja 3) (EPO - Abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA
SEPARADA) Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/002974

La materia objeto de las reivindicaciones 2b-d, 3-11 que se relaciona con la invencién 2 por lo tanto
parece que cumple con los requerimientos de paso inventivo mientras que la materia objeto de la

reivindicacion 1 no.

Invencién

3.1 Novedad
La materia objeto de la reivindicacién 13 comprende fragmentos de Fab dirigidos contra CCR5 y por
consiguiente no es nueva. D1 v.g. revela ST6 un fragmento de Fab especifico para el dominio extra-
celular terminal N de CCR5. “Este Fab se aislé a partir de un conejo inmunizado utilizando la
aproximacién de expresion de fago.” (D1 pagina 21, lineas 8-11).
La materia objeto de la reivindicacién 13 por consiguiente no es nueva.
La materia objeto de la reivindicacién 12 parece ser, aunque no esté claramente formulada como
resultado a lograrse, nueva (Articulo 33(2) PCT).

3.2 Nivel inventivo
La reivindicacién 12 se relaciona con la produccién de anticuerpos anti-CCR5 que no unen al
receptor Fcy y/o a Clq. Las mutaciones en la region constante de los anticuerpos de IgG que
conducen a tales pérdidas de la funcién efectora son conocidas en el estado de la técnica (v.g. D2 o
D3). Aplicarlas a los anticuerpos CCR5 (que son conocidos en la técnica anterior, también, v.g. D4)
no comprende un paso inventivo.
Por consiguiente, la materia objeto de la reivindicacién 12 no comprende un paso inventivo.

Re Item VIII

Ciertos observaciones sobre la solicitud internacional

La reivindicacién 12 intenta definir la materia objeto en términos del resultado que pretende ser
logrado. Sin embargo, parece posible definir la materia objeto en términos mas concretos, v.g., en

términos de que un cierto efecto va a ser logrado.

Las lineas de la célula hibridoma reivindicada en la reivindicacién 5 deben caracterizarse en dicha

reivindicacién por su niimero de declaracion.

Forma PCT/ ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 4) (EPO - Abril de 2005)
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(PCT Rule 43bis.1)
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PATENT COOPERATION TREATY RCCNe 4//

Date of mailing
I ' (day/month/ear) see form PCTASAR10 (second sheet)
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FApplicanl's or agent's file reference ! FOR FURTHER ACTION

| see form PCTASAR220 See paragraph 2 below

International application No. International filing date (daymmonthyear) Priority date (day/nonthjear)
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International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC
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1. This opinion contains indications relating to the following items: (pz \_9 /4 06)

Box No. | Basis of the opinion
Box No. Il - Priority
Box No. I Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI  Certain documents cited T @ Eﬂ éﬂ\g@g g E'”E

Box No. Vil Certain defects in the international application

OO I RROX

2. FURTHER ACTION C 20, AL 05)

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/002974

Box No. | Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

&
O

the international application in the language in which it was filed

a translation of the international application into , which is the language of a transtation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b})).

2. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:

& asequence listing

[J table(s) related to the sequence listing

b. format of material:

& on paper

& in electronic form

c. time of filingfurnishing:

3 X

X contained in the international application as filed.
X filed together with the international application in electronic form.

0 furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

in addition, in the case that more than one version aor copy of a sequence listing andfor table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/002974
Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

O
&

the entire international application

claims Nos. 10

because:

™

the said international application, or the said claims Nos. 10 relate to the following subject matter which
does not require an international search (specify):

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): »

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion

could be formed (specify):
no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

[ furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

[J furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptabie to it.

the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.

PCT/EP2006/002974

Box No. IV

Lack of unity of invention

1. ® Inresponse to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

X

g
W
O

2..00 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite

paid additional fees

paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee

paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

not paid additional fees

the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

U complied with

X not complied with for the following reasons:

see separate sheet

& all parts.

U the parts relating to claims Nos.

Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims
Industrial applicability (IA) Yes: Claims
No: Claims

Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2006/002974

Box No. VIil Certain observations on the international application

The foliowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/002974

Reference is made to the following documents:

D1: WO 01/42308 A (NOVARTIS AG; THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE;
BARBAS, CARLOS, F; STEINB) 14 June 2001 (2001-06-14)

D2: ANGAL S ET AL: "A SINGLE AMINO ACID SUBSTITUTION ABOLISHES THE
HETEROGENEITY OF CHIMERIC MOUSE/HUMAN (IGG4) ANTIBODY"
MOLECULAR IMMUNOLOGY, ELMSFORD, NY, US, vol. 30, no. 1, January
1993 (1993-01), pages 105-108

D3: WO 88/07089 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL) 22 September 1988 (1988-
09-22)

D4: AARONS EMMA J ET AL: "Adaptation to blockade of human immunodeficiency
virus type 1 entry imposed by the anti-CCR5 monoclonal antibody 2D7"
VIROLOGY, vol. 287, no. 2, 1 September 2001 (2001-09-01), pages 382-390

Re Item llI
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

Claim 10 relates to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of this claim (Article
34(4)a)(l) PCT).

For the assessment of this claim on the question whether it is industrially applicable,
no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can also be
dependent upon the formulation of the claim. The EPO, for example, does not
recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Re item IV

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/002974

Lack of unity of invention
The present application does not comply with the requirements of unity of invention.
In view of the disclosure of the present application, the technical problem to be
solved is the provision of alternative anti-CCRS antibodies. Many anti-CCR5
antibodies have been described in the prior art (see description page 2, line 32 - page
3, line 10). D4 reveals that the monoclonal antibody 2D7 inhibits HIV-1 entry. It
follows that there is no common special technical feature for the individual antibodies
disclosed in the present application that would define an appreciable contribution
over the prior art in respect to novelty and inventiveness.
The application splits up into at least three groups of inventions as lined out in the
invitation to pay additional fees. Two additional search fees have been payed. The
written opinion consequently relates to all three inventions.

Re ltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Invention

1.1 Novelty
The subject-matter of claims 1, 2a, 3-11 relating to Invention 1 is new (Article 33(2)
PCT).

1.2 Inventive step
The closest prior art is represented by the teaching of D4 disclosing that the CCRS
antibody 2D7 blocks CCR5-dependent cell entry by HIV-1.
However, there is a difference between 2D7 and antibody A (comprising heavy and
light chain Seq ID No: 1 and 2) of the present application which can be seen in
Example 3 and 4.
The technical problem to be solved by the present application therefor lies in the
provision of alternative anti CCR5 antibodies capable of reducing HIV-1 entry into
cells.
The problem has been solved by the provision of antibody A (comprising heavy and

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/002974

light chain Seq ID No: 1 and 2) which inhibits HIV-1 growth in PBMC (Example 4) and
cell-cell fusion (Example 3). This antibody is a non-obvious alternative to 2D7.

It is however not likely that any CCRS antibody having the heavy chain CDR3
encoded by Seq ID No:16 (claim 1) is capable of inhibiting HIV-1 growth in PBMC
and cell-cell fusion as antibody A does.

The subject-matter of claims 2a, 3-11 relating to Invention 1 therefore seems to fulfil
the requirements of inventive step whereas the subject-matter of claim 1 does not.

2. Invention

2.1

2.2

Novelty
The subject-matter of claims 1, 2b-d, 3-11 relating to Invention 2 is new (Article 33(2)
PCT).

Inventive step

The closest prior art is represented by the teaching of D4 disclosing that the CCR5
antibody 2D7 blocks CCR5-dependent cell entry by HIV-1.

However, there is a difference between 2D7 and antibody B, C or D (comprising
heavy and light chain Seq ID No: 3, 5 or 7 and 4, 6 or 8) of the present application.
The technical problem to be solved by the present application therefor lies in the
provision of alternative anti CCRS antibodies capable of reducing HIV-1 entry into
cells.

The problem has been solved by the provision of antibody B and C which inhibit HiV-
1 growth in PBMC (Example 4) and cell-cell fusion (Example 3). These antibodies are
non-obvious alternatives to 2D7.

No results are disclosed for antibody D. Antibody D however has the same CDR3
sequence in its light and heavy chain as antibody B and C. Its entire light chain (Seq
ID No: 8) is identical to the one of antibody C (Seq ID No: 6). Its heavy chain differs in
two aa positions from the heavy chains of each antibody B and C. It therefore seems
likely that antibody D, too, is capable of inhibiting HIV-1 growth in PBMC and cell-cell
fusion.

It is however not likely that any CCR5 antibody having the heavy chain CDR3
encoded by Seq ID No:17 (claim 1) is capable of inhibiting HIV-1 growth in PBMC
and cell-cell fusion as antibodies B and C do.

Form PCT/IASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/002974

The subject-matter of claims 2b-d, 3-11 relating to Invention 2 therefore seems to
fulfil the requirements of inventive step whereas the subject-matter of claim 1 does

not.
3. Invention
3.1 Novelty

The subject-matter of claim 13 comprises Fab-fragments directed against CCR5 and
is consequently not new. D1 e.g. discloses ST6 a Fab fragment specific for the
N-terminal extra-cellular domain of CCR5. “This Fab was isolated from an immunized
rabbit using the phage display approach.” ( D1 page 21, lines 8-11).

The subject-matter of claim 13 is consequently not new.

The subject-matter of claim 12 seems to be, even though unclearly formulated as
result to be achieved, new (Article 33(2) PCT).

3.2 Inventive step
Claim 12 relates to the production of anti-CCRS antibodies which do not bind Fcy
receptor and/or C1q. Mutations in the constant region of IgG antibodies leading to
such a loss of effector function are known in the prior art (e.g. D2 or D3). Applying
them on CCRS5 antibodies (which are known in the prior art, too, e.g. D4) does not
involve an inventive step.
Consequently, the subject-matter of claim 12 does not involve an inventive step.

Re Item VIli
Certain observations on the international application

1. Claim 12 attempts to define the subject-matter in terms of the result to be achieved. It
however appears possible to define the subject-matter in more concrete terms, viz. in
terms of that a certain effect is to be achieved.

2. The hybridoma cell lines claimed in claim 5 should be characterized in said claim by
their deposition number.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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ANTICUERPOS ANTI-CCRS5 Y USOS DE LOS MISMOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Un anticuerpo que se une al CCR5 humano formado por una
cadena pesada variable y una cadena ligera variable, que se
caracteriza en que la cadena pesada variable consta de las se-
cuencias CDR, CDR1, CDR2 y CDR3 y siendo la CDR1 seleccionada
de un grupo formado por los Id. de sec. nam.: 9, 10, 11, 12;
siendo la CDR2 seleccionada de un grupo formado por los Id. de
sec. nam.: 13, 14, 15; y siendo la CDR3 seleccionada de un
grupo formado por los Id. de sec. nim.: 16, 17, donde dichas
CDR se seleccionan independientemente de cada una, © es una
variante humanizada, quimérica o un fragmento de dicho anti-

cuerpo y tiene unas propiedades ventajosas para el tratamiento

de las enfermedades inmunosupresoras.



Caso 23010

La presente invencidn esté& relacionada con anticuerpos an-
ti-CCR5, métodos para su produccidén, compuestos farmacéuticos
que contienen dichos anticuerpos y usos de los mismos.

A lo largo de los dltimos afios ha surgido una creciente
comprensién de los mecanismos especificos que utiliza el VIH-1
para entrar en las células diana. Este hecho ha facilitado los
esfuerzos para desarrollar farmacos que ataquen pasos diferen-
ciados de este proceso. El uso clinico del primer farmaco para
la entrada en las dianas ha sido aprobado recientemente (enfu-
virtide, T20; Lazzarin, A., et al., N. Engl J. Med. 348 (2003)
2186-2195) . Enfuvirtide es un farmaco peptidico gue bloquea la
fusién en un estadio posterior a la unidén al receptor de qui-
miocina.

La infeccién por VIH-1 se inicia mediante interacciones
entre la glicoproteina de cubierta virica (Env) y un complejo
de receptores celulares formado por el CD4 y un receptor de
guimiocina (Pierson, T.C., and Doms, R.W., Immuno. Lett. 85
(2003) 113-118; y Kilby, J.M., and Eron, J.J., N. Engl. J.
Med. 348 (2003) 2228-2238). Env posee dos subunidades: la gli-
coproteina de superficie gp 120, que interacciona con los re-
ceptores CD4 celulares y que estd asociada de manera no cova-
lente con la subunidad transmembrana virica gp 41. La gp 41
ancla la gp 120 a la membrana virica y también es la responsa-
ble de la fusién. La unidén de la gp 120 al CD4 en las células
desencadena un cambio conformacional que expone o crea un si-
tio de unién que permite la interaccidén de la gp 120 con un

receptor de gquimiocina de superficie de membrana, el «co-

£
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receptor». Los receptores de quimiocina son receptores
transmembrana acoplados a proteina G con siete regiones (7 TM
GPCR) que normalmente transmiten seflales en respuesta a las
quimiocinas, citocinas de pequeflo tamafio con funcidén quimio-
tédctica e inflamatoria, entre otras.

Una gran proporcién de farmacos de uso clinico esta diri-
gida hacia otros 7TM GPCR por lo que la utilizacidén de estas
moléculas como diana para bloquear la entrada virica es una
extensién de los programas pasados de desarrollo de farmacos
con mas éxito. Los aislamientos de VIH-1 necesitan el CD4 y un
co-receptor para entrar en las células e infectarlas. El re-
ceptor de gquimiocina CC CCR5 es un co-receptor para cepas M-
tréficas (R5) y desempefia un papel crucial en la trasmisidn
sexual del VIH-1 (Berger, E.A., AIDS 11 (Suppl. A) (1997) S3-
S16; Bieniasz, P.D., and Cullen, B.R., Frontiers in Bioscience
3 (1998) 44-58; Littman, D.R., Cell 93 (1998) 677-680).

El CCR5 lo utilizan la mayoria de aislamientos primarios
de VIH-1 y es clave para el establecimiento y el mantenimiento
de la infeccién. Ademés, la funcién del CCR5 es prescindible
para la salud humana. Un alelo del CCR5 mutante, "“CCR5 AN 327,
codifica una proteina truncada no funcional (Samson, M., et
al., Nature 382 (1996) 722-725; Dean, M., et al., Science 273
(1996) 1856-1862). Los individuos homocigéticos para la muta-
cién carecen de la expresidn del CCR5 y estan protegidos fuer-
temente frente a la infeccidédn por VIH-1. No muestran ninguna
consecuencia fenotipica evidente y son altamente resistentes a
la infeccién por VIH M-trdépico, mientras que los individuos

heterocigbéticos presentan una progresién de la enfermedad re-
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tardada (Schwarz, M.K., and Wells, T.N., Nat. Rev. Drug
Discov. 1 (2002) 347-358). La carencia del CCR5 no parece te-
ner consecuencias adversas aparentes, probablemente porque el
CCR5 forma parte de una red altamente redundante de quimioci-
nas como receptor de las o quimiocinas MIP 1la, MIP-1f8 vy
RANTES, las cuales tienen en comin muchas funciones solapadas,
y la mayor parte de las cuales tiene receptores alternativos
(Rossi, D., and Zlotnik, A., Annu. Rev. Immunol. 18 (2000)
217-243). La identificacidén del CCR5 como un co-receptor del
VIH-1 se basé en la capacidad de sus ligandos, MIP-la, MIP-1f
y RANTES, para bloquear la infeccién por aislamientos de R5
pero no de R5X4 o X4 (Cocchi, F., et al., Science 270 (1995)
1811-1815) .

El CCRS5 también es un receptor de las gquimiocinas «clus-
ter» producidas principalmente durante respuestas inflamato-
rias y que controlan el reclutamiento de neutrdéfilos (quimio-
cinas CXC), macréfagos y subgrupos de células T (células cola-
boradoras Thl y Th2). Las respuestas Thl son caracteristica-
mente las que implican inmunidad celular efectiva frente a vi-
rus y tumores, por ejemplo, mientras que las respuestas Th2 se
cree que son cruciales en las alergias. Por lo tanto, los in-
hibidores de estos receptores de quimiocinas pueden servir co-
mo inmunomoduladores: para las respuestas Thl, las respuestas
superactivas se ven amortiguadas, por ejemplo, en casos de au-
toinmunidad como la artritis reumatoide o, para las respuestas
Th2, para atenuar ataques de asma o respuestas alérgicas como
la dermatitis atdpica. (Véase por ejemplo Schols, D., Curr.

Top. Med. Chem. 4 (2004) 883-893; Mueller, A., and Strange,
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P.G., Int. J. Biochem. Cell Biol. 36 (2004) 35-38; Kaz-
mierski, W.M., et al., Curr. Drug Targets Infect. Disord. 2
(2002) 265-278; Lehner, T., Trends Immunol. 23 (2002) 347-
351) .

Algunos anticuerpos anti-CCR5 son PRO 140 (Olson, W.C., et
al., J. Virol. 73 (1999) 4145-4155) y 2D7 (Samson, M., et al.,
J. Biol. Chem 272 (1997) 24934-24941). Otros anticuerpos adi-
cionales se mencionan en UsS20040043033, US6610834,
Us20030228306, UsS20030195348, US20030166870, US20030166024,
UsS20030165988, Us20030152913, UsS20030100058, UsS20030099645,
Us20030049251, Us20030044411, Us20030003440, UsSe6528625,
UsS20020147147, US20020146415, US20020106374, UsS20020061834,
US20020048786, US20010000241, PE1322332, PE1263791, PE1207202,
PE1161456, PE1144006, W02003072766, W02003066830,
W02003033666, W02002083172, WO0222077, WO0158%916, WO0158915,
WO0143779, WO00142308.

El objeto de la invencidén es proporcionar nuevos anticuer-
pos anti-CCRS5 cuya funcién principal sea su uso como agente
terapéutico para el SIDA.

Resumen de la Invencidn

La invencién se compone de un anticuerpo de unidén a CCRS5
que se caracteriza porque la secuencia de aminodcidos CDR3 de
cadena pesada variable de dicho anticuerpo es seleccionada a
partir del grupo que consiste en las secuencias CDR3 de cadena
pesada ID. DE SEC. NOM.: 16 o 17.

La invencidén proporcicna preferiblemente un anticuerpo de
unién a CCR5, que comprende una cadena pesada variable y una

cadena ligera variable, que se caracteriza porque la cadena

>
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pesada variable comprende las secuencias CDR: CDR1l, CDR2 vy
CDR3; siendo CDR1 seleccionada a partir del grupo formado por
los I1d. de sec. ndm.: 9, 10, 11, 12; CDR2 seleccionada a par-
tir del grupo formado por los Id. de sec. nGm.: 13, 14, 15 y
CDR3 seleccionada a partir del grupo formado por los Id. de
sec. nim.: 16,17; donde dichas CDR son seleccionadas indepen-
dientemente unas de otras.

Segin la invencidén, el anticuerpo preferiblemente se ca-
racteriza porque la cadena ligera variable comprende las se-
cuencias CDR: CDR1, CDR2 y CDR3; la CDR1 es seleccionada a
partir de los Id. de sec. nam.: 18, 19, 20; la CDR2 es selec-
cionada a partir de los Id. de sec. ntm.: 21, 22, 23 y la CDR3
es seleccionada a partir de los Id. de sec. nam.: 24 o 25; ;
donde dichas CDR son seleccionadas independientemente unas de
otras.

El anticuerpo se caracteriza preferiblemente por contener
como CDR de cadena pesada las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 1 y co-
mo CDR de cadena ligera las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 2, como
CDR de cadena pesada las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 3 y como CDR
de cadena ligera las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 4, como CDR de
cadena pesada las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 5 y como CDR de ca-
dena ligera las CDR de ID. DE SEC. NOM.: 6, como CDR de cadena
pesada las CDR de ID. DE SEC. NUM.: 7 y como CDR de cadena li-
gera las CDR de ID. DE SEC. NUM.: 8.

Se pueden determinar las secuencias CDR de acuerdo con la
definicién estandar de Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, Natio-

nal Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Las CDR de ID.
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DE SEC. NUM.: 1-8 se muestran en los ID. DE SEC. NOM.: 9-25.

Las CDR de cada cadena estan separadas por aminoacidos de
armazdn.

Seglin la invencidén el anticuerpo se caracteriza preferi-
blemente porque dicho anticuerpo se une a CCRS5 y comprende una
regién pesada variable y una regidén ligera seleccionadas inde-
pendientemente a partir del grupo gque consiste en

a) el dominio variable de cadena pesada (Vy) definido
por la secuencia de aminodcidos con ID. DE SEC. NOM.:1 y el
dominio variable de cadena ligera (V) definido por el ID. DE
SEC. NUM.:2;

b) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminodcidos con ID. DE SEC. NOM.:3 y el dominio
variable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NUM.:4;

c) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminodcidos con ID. DE SEC. NUM.:5 y el dominio
variable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NOM.:6;

d) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminodcidos con ID. DE SEC. NUM.:7 y el dominio
variable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NOM.:8;

o un fragmento de unidén al CCR5 del mismo.

Segln la invencién, el anticuerpo se caracteriza preferen-
temente en que la regién variable de cadena pesada consta de
una secuencia de aminodcidos seleccionada independientemente
de un grupo formado por los Id. de sec. nGm.: 1, 3, 5y 7.

Segin la invencidn, el anticuerpo se caracteriza preferen-
temente en que la regidén variable de cadena ligera consta de

una secuencia de aminodcidos seleccionada independientemente
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de un grupo formado por los Id. de sec. nam.: 2, 4, 6, Y
8.

Segin la invencidn, el anticuerpo se caracteriza preferen-
temente en que las cadenas constantes son de origen humano.
Dichas cadenas constantes se conocen bien en el estado de de-
sarrollo actual del campo y estédn descritas por Kabat (véase
por ejemplo Johnson, G., y Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28
(2000) 214-218). Por ejemplo, una regién constante de cadena
pesada humana consta de una secuencia de amino&dcidos seleccio-
nada independientemente de un grupo formado por los Id. de
sec. nim.: 26 y 27. Por ejemplo, una regidén constante de cade-
na ligera humana consta de una secuencia de aminoédcidos de una
regién constante de cadena ligera-kappa del Id. de sec. nam.:
28. Ademds, segln Kabat (véase p. ej. Johnson, G., and Wu,
T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000) 214-218) se prefiere que el
anticuerpo sea de origen de ratén y conste de la secuencia
marco variable de anticuerpo de un anticuerpo de ratédn.

Los anticuerpos inhiben una o mas funciones del CCRS huma-
no, como la unién de ligandos al CCR5, la actividad de sefiali-
zacién (p. ej. activacién de la proteina G de los mamiferos,
induccién de un aumento rapido y temporal de la concentracién
del Ca®* libre citosélico o la estimulacién de una respuesta
celular (p. ej. estimulacidén de la quimiotaxis, la exocitosis
o la liberacién del mediador inflamatorio mediante leucocitos
o activacién de 1la integrina)). Los anticuerpos inhiben la
unién de RANTES, MIP-1 alfa, MIP-1 beta o VIH al CCR5 humano e
inhiben 1las funciones mediadas por el CCR5 humano, como el

trafico de leucocitos, la entrada del VIH en una célula, 1la

S
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activacién de 1las células T, la liberacién del mediador
inflamatorio o la degranulacién de los leucocitos.

Segin la invencién, el anticuerpo se une especificamente
al CCR5 humano e inhibe la fusidén del VIH con una célula diana
en un ensayo que comprende poner en contacto el virus, en pre-
sencia de dicha célula diana, con el anticuerpo en una concen-
tracidén efectiva para inhibir la fusidén de la membrana entre
el virus y dicha célula con un valor ICs, de 4,0 pg/ml o infe-
rior.

Seglin la invencién el anticuerpo se une especificamente al
CCR5 e inhibe la fusién de la membrana entre una primera célu-
la que co-expresa CCR5 y los polipéptidos CD4 y una segunda
célula que expresa una proteina env del VIH con un valor ICs
de 1,5 pug/ml o inferior, preferentemente 0,3 ug/ml o inferior.

Segin la invencién, preferentemente un anticuerpo no in-
hibe la unién de las quimiocinas en un ensayo de unidén a
CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR6 y CXCR4 en una concentracién de
anticuerpos de hasta 100 pg/ml.

Segin la invencién, preferentemente un anticuerpo no esti-
mula el aumento de Ca?" intracelular, detectado en las células
CHO que expresan CCR5 y Galfalé en una concentracidén de anti-
cuerpos de hasta 50 ug/ml.

Segin la invencidén, el anticuerpo es preferentemente del
isotipo humano IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4, siendo preferidos IgGl
o IgG4.

Segin la invencidén, el anticuerpo es preferentemente un
isotipo IgG4, preferentemente con una mutacidén S228P adicional

o es preferentemente del isotipo IgGl, modificado en la regidn
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bisagra a unos 220-240 aa entre CH1 y CH2 (Angal, S., et
al., Mol. Immunol. 30 (1993) 105-108) o la segunda regidén in-
terdominio de unos 330 aa entre CH2 y CH3 (numeracidén de
acuerdo con Kabat, véase p. ej. Johnson, G., and Wu, T.T., Nu-
cleic Acids Res. 28 (2000) 214-218). Dicha modificacién evita
la funcién del efector (ADCC y/o CDC). El1 cambio de clase a
IgG se puede realizar mediante el intercambio de las cadenas
pesadas y ligeras constantes del anticuerpo con las de un an-
ticuerpo de la clase deseada, como los mutantes IgGl © un
IgG4. Estos métodos se conocen bien en los Gltimos avances del
campo.

Segiin la invencién, el anticuerpo se caracteriza preferen-
temente por ser de la subclase humana IgGl y estar formado por
lo menos por una mutacién en L234 (leucina en la posicidén del
aminocacido 234), L235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 o
P329 (numeracidén de acuerdo con el indice EU). Preferentemente
el anticuerpo es del tipo IgGl humano formado por mutaciones
L234A (alanina en lugar de leucina en la posicién del aminoa-
cido 234) y L235A.

Por lo tanto la invencién se refiere preferentemente a los
anticuerpos caracterizados por unirse al CCR5, que contienen
una parte Fc de origen humano y no se unen al factor del com-
plemento humano Clqg y/o activan el C3. Preferentemente los an-
ticuerpos no se unen, como minimo, a un receptor Fcy humano.

La invencién ademds proporciona unas lineas celulares de
hibridomas que producen anticuerpos monoclonales de acuerdo
con la invencién. Las lineas celulares de hibridomas preferi-

das, segin la invencidén, se depositaron en Deutsche Sammlung
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von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) ,
Alemania. Los anticuerpos que se pueden obtener de dichas 1li-
neas celulares son realizaciones preferidas de la invencién.

Otra realizacidén de la invencidén es un anticuerpoc que se
une a CCRS, con la caracteristica de gque es producido por la
linea celular m<CCR5>Pz01.F3, m<CCR5>Pz04.1F6, m<CCR5>Pz03.1CS
o m<CCR5>Pz02.1C1l1l. Las secuencias de los polinucledtidos que
contienen estos materiales depositados, ademds de las secuen-
cias de aminodcidos de los polipéptidos codificados por esta,
prevalecen en caso de conflicto con las secuencias descritas
en el protocolo de secuencia.

Seglin la invencidn el anticuerpo se une al CCR5 humano en
competencia con un anticuerpo de una linea celular selecciona-
da del grupo formado por los anticuerpos desde el A hasta el
E.

La invencidén ademds consta de una molécula de &acido nu-
cleico que codifica una cadena de anticuerpos , una cadena va-
riable o un dominio CDR de la misma de acuerdo con la inven-
cién.

La invencidén ademds proporciona vectores de expresidn que
contienen dichos &cidos nucleicos, y las células hospederas
que constan de dichos vectores para la produccidén recombinante
de dicho anticuerpo capaz de expresar dicho &acido nucleico en
una célula hospedera procaridtica o eucaridtica.

La invencidén ademas consta de una célula hospedera proca-
ridtica o eucaridtica que contiene un vector, de acuerdo con
la invencién.

La invencién ademéds consta de un método para la produccién
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de un anticuerpo humano recombinante de acuerdo con la
invencién, que se caracteriza por expresar un &acido nucleico
de acuerdo con la invencién en una célula hospedera procarid-
tica o eucaridtica y por recuperar dicho anticuerpo de dicha
célula. La invencidén ademds consta de un anticuerpo que se
puede obtener con tal método recombinante.

Los anticuerpos segin la invencidén muestran beneficios pa-
ra los pacientes con necesidad de un tratamiento dirigido a
CCR5. Los anticuerpos segin la invencidén tiene unas propieda-
des nuevas e ingeniosas que causan un beneficio para el pa-
ciente que padece tal enfermedad, especialmente los pacientes
con inmunosupresidén o pacientes con infeccidén por el VIH.

La invencidén ademds proporciona un método para tratar un
paciente que padece inmunosupresidn, especialmente que tiene
la infeccidén del VIH, que consta de la administracién a un pa-
ciente diagnosticado con dicha enfermedad (y por lo tanto con
la necesidad de dicho tratamiento) de una cantidad eficaz de
un anticuerpo de unidén al CCR5 de acuerdo con la invencién.
Preferentemente, el anticuerpo se administra en una composi-
cidén farmacéutica.

La invencién ademas consta del uso de un anticuerpo de
acuerdo con la invencién para el tratamiento de un paciente
que padece inmunosupresién y para fabricar una composicidn
farmacéutica de acuerdo con la invencidén. Ademés, la invencidn
consta de un método para la fabricacién de una composicién
farmacéutica de acuerdo con la invencién.

La invencién ademds consta de una composicidén farmacéutica

formada por un anticuerpo de acuerdo con la invencidn en una
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cantidad farmacéuticamente eficaz, opcionalmente junto
con un tampdn y/o un adyuvante Gtil para la formulacién de los
anticuerpos para finalidades farmacéuticas.

La invencién ademds proporciona composiciones farmacéuti-
cas que constan de dichos anticuerpos en un portador farmacéu-
ticamente aceptable. En una realizacidn, la composicién farma-
céutica se puede incluir en una articulo de fabricacién o un
equipo.

Descripcién detallada de la invencidn

El término «anticuerpo» abarca las formas varias de es-
tructuras de anticuerpos incluyendo, sin limitarse a anticuer-
pos completos, fragmentos de anticuerpos. Segln la invencidn
el anticuerpo es preferentemente un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo quimérico o un futuro anticuerpo producido genéti-
camente mientras las propiedades caracteristicas de acuerdo
con la invencién se mantengan.

Los «fragmentos de anticuerpos» abarcan una porcidén de un
anticuerpo completo, preferentemente su regién variable o como
minimo la porcién de unién al antigeno del mismo. Algunos
ejemplos de fragmentos de anticuerpos son: diacuerpos, molécu-
las de anticuerpos de cadena Unica, inmunotoxinas y anticuer-
pos multiespecificos formados a partir de los fragmentos de
anticuerpos. Ademds, los fragmentos de anticuerpos abarcan po-
lipéptidos de una sola cadena con las caracteristicas de una
cadena Vg, concretamente con la capacidad de ensamblarse con
una cadena V.,,o de una cadena V, de unién a CCR5, concretamente
con la capacidad de ensamblarse con una cadena Vy a una bolsa

de unién de antigenos funcional con lo que proporciona la pro-
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piedad de inhibir la fusidén de la wmembrana o la fusidn del
VIH con una célula diana.

Los términos «anticuerpo monoclonal» o «composicidén de an-
ticuerpos monoclonales», tal y como se usan aqui, se refieren
a una preparacién de moléculas de anticuerpos de una sola com-
posicién de aminodcidos. El término «anticuerpo quimérico» se
refiere a un anticuerpo monoclonal formado por una regidén va-
riable, es decir, una regién de unién, de ratdén y, como mini-
mo, una porcidén de una regidén constante derivada de una fuente
o especie diferentes, normalmente preparada mediante técnicas
de DNA. Los anticuerpos quiméricos formados por una regidén va-
riable de ratén y una regidén constante humana son especialmen-
te preferidos. Dichos anticuerpos de ratén/humanos quiméricos
son el producto de la expresién de genes de inmunoglobulina
que estéan formados por segmentos de DNA que codifican regiones
variables de inmunoglobulina de ratdén y segmentos de DNA que
codifican regiones constantes de inmunoglobulina humanas.
Otras formas de «anticuerpos quiméricos» que abarca la presen-
te invencidén son esas en las que la clase o subclase se ha mo-
dificado o cambiado respecto a la del anticuerpo original. Di-
chos anticuerpos «quiméricos» también se denominan «anticuer-
pos de clase cambiada». Los métodos para producir anticuerpos
quiméricos implican DNA recombinante convencional y técnicas
de transfeccidén de genes conocidas en el campo. Véase, p. ej.
Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad Sci. EEUU 81 (1984)
6851-6855; Patentes Estadounidenses nlmeros 5.202.238 vy
5.204.244.

El término «anticuerpo humanizado» se refiere a los anti-

gl
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cuerpos en los que el armazédn o las «regiones determinantes
de complementariedad» (CDR) han sido modificadas para compren-
der las CDR de una inmunoglobulina con una especificidad dife-
rente comparada a la de la inmunoglobulina original. En una
realizacidén preferida, una CDR de ratdén se injerta en la re-
gién de armazdén de un anticuerpo humano para preparar el «an-
ticuerpo humanizado». Véase, por ejemplo, Riechmann, L., et
al., Nature 332 (1988) 323-327; y Neuberger, M.S., et al., Na-
ture 314 (1985) 268-270. Las CDR particularmente preferidas
corresponden a las que representan secuencias gue reconocen
los antigenos arriba mencionados para los anticuerpos quiméri-
cos y bifuncionales.

El término «unidén a CCR5» tal y como se usa aqui significa
la unién de un anticuerpo al CCR5 en un ensayo ELISA in vitro
sobre células (células CHO de expresién de CCRS5). La unidn se
puede encontrar si el anticuerpo causa una proporcién S/R (se-
flal/ruido) de 5 o mé&s en una concentracidén de anticuerpos de
100 ng/ml.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencidén muestra una
unién al mismo epitopo de CCR5 tal y como lo hace un anticuer-
po seleccionado de un grupo formado por los anticuerpos desde
el A hasta el E, o bien ambos ven inhibida su unién al CCRS
debido a un impedimento estérico de la misma. La unidén del
epitopo se investiga mediante el uso de una mutacién de alani-
na de acuerdo con el método descrito por Olson, W.C. et al.,
J. Virol. 73 (1999) 4145-4155 para el mapeo de epitopos. Una
reduccién de seflal del 75 % o mads muestra que el aminodcido(s)

mutado forma parte del epitopo de dicho anticuerpo. La unidn
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al mismo epitopo se puede en- contrar si los aminodcidos que
forman parte del epitopo del anticuerpo investigado y los ami-
nodcidos que forman parte del epitopo del anticuerpo A, B, C,
D o E son idénticos.

El anticuerpo C, que muestra valores de ICs; inferiores
que el anticuerpo 2D7 en los ensayos con el VIH, se une a un
epitopo incluyendo los aminodcidos en el dominio ECL2 del CCRS5
(Lee, B., et al., J. Biol. Chem. 274 (1999) 9617-9626), que es
diferente del epitopo reconocido por el anticuerpo 2D7 (2D7 se
une a los aminoacidos K171 y E172 de ECL2A, pero no a los ami-
nodcidos de ECL2B, 184-189). La unién del epitopo para el an-
ticuerpo C es de un 20 % para el mutante K171A o E172A de CCR5
(si glu 172 es mutado a ala). El 100 % de la unidén del epitopo
se define para el CCR5 de tipo salvaje. Otra realizacidn de la
invencién es, por lo tanto, un anticuerpo que se une a CCR5 en
el mismo epitopo en el gque se une el anticuerpo C.

El término «estructura molecular de siete quimiocinas
transmembrana» tal como se utiliza aqui se refiere a la es-
tructura natural que presenta el CCR5 cuando estd situado en
la bicapa de la membrana celular (véase por ejemplo Oppermann,
M., Cell. Sig. 16 (2004) 1201-1210). Del mismo modo que Otros
receptores acoplados a proteina G 1lb, el CCR5 esta formado por
un dominio extracelular N-terminal, un dominio transmembrana y
un dominio citoplasmatico C-terminal. El dominio transmembrana
estd constituido por siete segmentos transmembrana hidrofdbi-
cos unidos por tres segmentos citoplasmaticos y tres extrace-
lulares. Segin la invencién el anticuerpo se une al CCR5 en su

estructura molecular de siete quimiocinas transmembrana.
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El término «epitopo» significa un determinante
proteico con capacidad de unién especifica a un anticuerpo.
Los epitopos normalmente constan de unas agrupaciones de su-
perficie quimicamente activas de moléculas como aminoacidos o
cadenas laterales glucidicas, y suelen presentar unas caracte-
risticas estructurales tridimensionales y unas de carga espe-
cificas. La diferencia entre los epitopos conformacionales y
los no conformacionales radica en que en presencia de disol-
ventes desnaturalizantes se pierde la unién a los primeros pe-
ro no a los segundos. Preferiblemente un anticuerpo segin la
invencién se une de manera especifica a un CCR5 nativo pero no
a uno desnaturlalizado. Un anticuerpo de este tipo comprende
preferiblemente una CDR3 de cadena pesada de ID. DE SEC.
NOM.:17, y ademés preferiblemente las CDR de cadena pesada con
ID. DE SEC. NOM.:10, 11, 12, 14 y/o 15. Preferiblemente dicho
anticuerpo es un anticuerpo B, C, D o E, o comprende las re-
giones variables del anticuerpo B, C, D o E. Preferiblemente
un anticuerpo de unién al CCR5 desnaturalizado es el anticuer-
po A o comprende las regiones variables del anticuerpo A.

El término «fusién de membranas» se refiere a la fusidn
entre una primera célula que coexpresa los polipéptidos CCRS5 y
CD4 y una segunda célula que expresa una proteina env del VIH.
La fusién de membranas se determina mediante un ensayo con el
gen indicador de luciferasa.

El término «inhibicién de la fusidén del VIH con una célula
diana» se refiere a la inhibicién de la fusién del VIH con una
célula diana medida en un ensayo en el que, en presencia de la

célula diana, se pone en contacto el virus con el anticuerpo
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en una concentracidén suficientemente efectiva como
para inhibir la fusidén de membranas entre el virus y dicha cé-
lula y en el que se mide la actividad del gen indicador de lu-
ciferasa.

El término «molécula de acido nucleico», tal como aqui se
emplea, debe incluir moléculas de DNA y de RNA. Una molécula
de &cido nucleico puede se de cadena uUnica o doble, pero es
preferiblemente de doble cadena.

La «regién variable» (regién variable de una cadena ligera
(V.), regién variable de una cadena pesada (Vy)), tal como aqui
se emplea, denota cada uno de los pares de cadenas ligeras vy
pesadas que interviene directamente en la unién del anticuerpo
con el antigeno. Los dominios de cadenas variables pesadas y
ligeras tienen la misma estructura general y cada dominio
consta de cuatro regiones de armazdén (FR, siglas en inglés de
framework regions), cuyas secuencias estdn ampliamente conser-
vadas, que estan conectadas por tres «regiones hipervariables»
( o regiones determinantes de complementariedad, CDR). Las re-
giones de armazén adoptan una conformacién en lamina B y las
CDR pueden formar asas de conexién con la estructura de lamina
B. Las CDR de cada cadena se mantienen en su estructura tridi-
mensional gracias a las regiones de armazdén y, junto a las CDR
de la otra cadena, forman el sitio de unién al antigeno o pa-
radtopo. Las regiones CDR3 de cadena ligera y pesada desempeflan
un papel particularmente importante en la especifici-
dad/afinidad de unién de los anticuerpos segin la invencidén y
de esta manera proporcionan otro objeto de la invencidn.

Los términos «regidén hipervariable» o «porcidén de unidn al
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antigeno de un anticuerpo» en este texto se refieren a los
residuos de aminodcidos de un anticuerpo que son responsables
de la unién antigénica. La regidén hipervariable contiene resi-
duos de aminodcidos de las «regiones determinantes de comple-
mentariedad» o «CDR». Las regiones de armazén o FR son aque-
llas regiones de dominio variable diferentes de los residuos
de regidn hipervariable aqui definidos. Por lo tanto, las ca-
denas variables pesadas y ligeras de un anticuerpo comprenden
los dominios FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3, CDR3, y FR4, desde el
extremo N-terminal hasta el C-terminal. La CDR3 de la cadena
pesada es especialmente la regidén que mas contribuye a la
unién antigénica y define al anticuerpo. Segin la invencién el
anticuerpo estd caracterizado por comprender en su regién va-
riable de cadena pesada 1la secuencia CDR3 con ID. DE SEC.
NOM.:16 o ID. DE SEC. NOM.:17. Las regiones CDR y FR se deter-
minan segin la definicidén estédndar de Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)
y/o seglin aquellos residuos de un «asa hipervariable».

Los términos «acido nucleico» o «molécula de &acido nuclei-
co», tal como aqui se emplean, deben incluir moléculas de DNA
y moléculas de RNA. Una molécula de &acido nucleico puede ser
de cadena Unica o doble, pero es preferible la de doble cade-
na.

Un &cido nucleico esté& «unido funcionalmentes» cuando se
encuentra en una relacién funcional con otra secuencia de &ci-
do nucleico. Por ejemplo, el DNA de una pre-secuencia o una

secuencia guia estd unido funcionalmente a un DNA de un poli-
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péptido si se expresa como una preproteina que participa en
la secrecién del polipéptido; un promotor o intensificador es-
td unido funcionalmente a una secuencia codificadora si afecta
a la transcripcién de la secuencia; o un sitio de unidén ribo-
sémico estd unido funcionalmente a una secuencia codificadora
si estad situado de manera que facilite la traduccidén. En gene-
ral, «unido funcionalmente» significa que las secuencias de
DNA que estdn unidas son colineales y, en el caso de una se-
cuencia guia, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo,
los intensificadores no tienen que ser contiguos. La unién se
consigue mediante el ligamiento en los sitios de restriccidn
convenientes. Si estos sitios no existen se utilizan los adap-
tadores de oligonucledtidos sintéticos o conectores de acuerdo
con la préactica convencional.

Tal como se utilizan aqui, las expresiones «célula», «li-
nea celular» y «cultivo celular» se emplean indistintamente y
todas ellas incluyen progenie. Por lo tanto, las palabras
«transformantes» y «células transformadas» incluyen la célula
objeto principal y los cultivos derivados de la misma sin te-
ner en cuenta el nﬁmero de transferencias. También se entiende
que toda la progenie no tiene porqué ser exactamente idéntica
en cuanto al contenido de DNA debido a mutaciones intenciona-
das o involuntarias. Se incluye la progenie variante que pre-
senta la misma funcién o actividad biolégica que 1la que se
buscaba originalmente en la célula transformada.

Los «dominios constantes» no intervienen directamente en
la unién antigeno-anticuerpo, pero muestran diversas funciones

efectoras. Los anticuerpos y las inmunoglobulinas, dependiendo
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de la secuencia de aminocdcidos de la regién constante de sus
cadenas pesadas, se dividen en las siguientes clases: IgA,
IgD, IgE, IgG y IgM, y varias de estas pueden a su vez divi-
dirse en subclases (isotipos), por ejemplo IgGl, IgG2, IgG3, vy
IgG4, IgAl y IgA2. Las regiones constantes de la cadena pesada
que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas
se denominan «, 8, & Yy y M, respectivamente. Los anticuerpos
seglin la invencidén son preferiblemente del tipo IgG.

El término «parte Fc derivada de origen humano», tal como
se utiliza aqui, denota una parte Fc que es, o bien una parte
Fc de un anticuerpo humano de la subclase IgG4, o bien una
parte Fc de un anticuerpo humano de la subclase IgGl, IgG2 o
IgG3 que estd modificado de manera gque no se pueda detectar
ninguna unién FcR (FcyRIIIa) ni ninguna Clq definidas a conti-
nuacién. Una «parte Fc de un anticuerpo» es un término bien
conocido por los expertos y se define en base a la escisidn de
anticuerpos con papaina. Los anticuerpos segin la invencién
contienen como parte Fc una parte Fc derivada de origen humano
y, preferiblemente, el resto de partes de las regiones humanas
constantes. Preferiblemente la parte Fc es una parte Fc humana
y especialmente se prefiere o bien de subclase IgG4 humana o
bien una parte Fc mutada de la subclase IgGl humana. Las mas
preferibles son las partes Fc y las regiones constantes de ca-
dena pesada mostradas en el ID. DE SEC. NOM.: 26 y 27 , el ID.
DE SEC. NOM.: 26 con mutaciones L234A y L235A o el ID. DE SEC.
NOM. :27 con mutacién S228P.

Mientras IgG4 muestra una unidén de receptor de Fc

(FcyRIIIa) reducida, los anticuerpos de otras subclases de IgG
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muestran una unidn fuerte. Sin embargo, Pro238, Asp265,
Asp270, Asn297 (pérdida de carbohidrato de Fc), Pro329 y 234,
235, 236 y 237, 1Ile253, Ser254, Lys288 , Thr307, Gln31ll,
Asn434, y His435 son residuos que también proporcionan, si se
alteran, una unidén a FcR reducida (Shields, R.L., et al. J.
Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604; Lund, J., et al. FASEB J. 9
(1995) 115-119; Morgan, A., et al. Immunology 86 (1995) 319-
324; y EP 0307434). Preferentemente un anticuerpo, de acuerdo
con la invencidén, estd en referencia a la unién a FcR de la
subclase IgG4 o de las subclases IgGl o IgG2 con una mutacidn
en S$228, L234, L235 y/o D265, y/o contiene la mutacidén de
PVA236. Las mutaciones de S8228P, L234A, L235A, L235E vy/o
PVA236 son las preferidas y las mutaciones especialmente pre-
feridas son las de IgG4 en S228P y las de IgGl en LZ234A +
L235A.

La parte Fc de un anticuerpo estd directamente involucrada
en la activacién del complemento y la unién a Clg. Mientras
que la influencia de un anticuerpo en el sistema de complemen-
to depende de ciertas condiciones, la unidén a Clg estad causada
por sitios de unién definidos en la parte Fc. Tales sitios de
unién son conocidos por 1los expertos y estdn descritos por
ejemplo por Lukas, T.J., et al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-
2560; Brunhouse, R., and Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16 (1979)
907-917; Burton, D.R., et al., Nature 288 (1980) 338-344;
Thommesen, J.E., et al., Mol. Immunocl. 37 (2000) 995-1004;
Idusogie, E.E., et al., J. Immunol.164 (2000) 4178-4184; Heza-
reh, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A.,

et al., Immunology 86 (1995) 319-324; y PE0307434. Dichos si-
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tios de unién son, por ejemplo, L234, L235, D270,
N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracidn segin el indi-
ce EU de Kabat). Los anticuerpos de las subclases IgGl, IgG2 y
IgG3 normalmente muestran activacién del complemento y unidn a
Clg y C3, mientras que los de la IgG4 no activan el sistema de
complemento ni se unen a Clqg y C3.

La presente invencién se refiere a un anticuerpo de unidn
al CCR5 que no se une al receptor de Fc o al factor del com-
plemento Clg. El anticuerpo no conlleva citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (CCDA) o citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC). Preferentemente, este anticuerpo se ca-
racteriza por su unién al CCRS, contiene una parte Fc derivada
de origen humano y no se une al receptor FC o al factor del
complemento Clg. Mas preferiblemente, este anticuerpo es un
anticuerpo humano o humanizado, o un anticuerpo reducido de
antigeno de célula T, por ejemplo segin WO 98/52976 y WO
00/34317. La unién a Clg puede medirse segin Idusogie, E.E.,
et al., J. Immunol.164 (2000) 4178-4184. No se encuentra nin-
guna <«unién a Clg» si la DO a 492-405 nm es inferior al 15 %
del valor para la unién de Clg humano en el caso del anticuer-
po con una parte FC no modificada (tipo salvaje) en una con-
centracién de anticuerpos de 8 ug/ml. La CCDA se puede medir
como la unién del anticuerpo al FcyRIIIa humano sobre células
NK humanas. La unién estid determinada por una concentracidén de
anticuerpos de 20 ug/ml. La «falta de unién a FcR o la falta
de CCDA» significa una unién a FcyRIIIa humano sobre las célu-
las NK humanas de hasta el 30 % en una concentracién de 20

pg/ml de anticuerpos, comparada con la unién del mismo anti-
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cuerpo como IgGl humano (ID. de SEC. NOM. :26) .

Los anticuerpos de acuerdo con 1la invencién incluyen,
ademds, los anticuerpos que tienen «modificaciones de secuen-
cia conservadoras» (anticuerpos variables), las modificaciones
de secuencias de aminodcidos que no afectan o alteran las vya
mencionadas caracteristicas del anticuerpo de acuerdo con la
invencién. Las modificaciones se pueden introducir mediante
las técnicas habituales conocidas en el campo, como la mutagé-
nesis dirigida y la mutagénesis por PCR. Las sustituciones de
aminodcidos conservadoras incluyen aquellas en las que el re-
siduo de aminodcidos es sustituido por un residuo de amino&ci-
dos que tiene una cadena lateral similar. Las familias de re-
siduos de aminodcidos con cadenas laterales similares estén
definidas en el campo. Estas familias incluyen los aminoacidos
con cadenas laterales bésicas (p. ej. lisina, arginina, histi-
dina), cadenas laterales acidicas (p. ej. acido aspartico,
dcido glutédmico), cadenas laterales polares no cargadas (p.
ej. glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosi-
na, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (p.
ej. alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalani-
na, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (p. ej.
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas
(p. ej. tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo
tanto, un residuo de aminodcidos no esencial predicho de un
anticuerpo anti-CCRS5 humano se puede sustituir preferentemente
por otro residuo de aminodcidos de la misma familia de cadena
lateral. Por lo tanto, un anticuerpo anti-CCR5 «variante» aqui

se refiere a una molécula cuya diferencia radica en la secuen-
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cia de aminodcidos respecto a la de un anticuerpo anti-CCR5
«originals» en hasta diez, preferiblemente desde unas dos a
cinco, adiciones, deleciones o sustituciones en una o més re-
giones variables del anticuerpo original fuera de la cadena
pesada CDR3. Cada una de las otras regiones CDR consta de como
maximo una sola adicién, eliminacidén o sustitucién de amino.
La invencién consta de un método para modificar la secuencia
de aminoadcidos CDR de un anticuerpo original de unidén al CCRS5,
que se caracteriza por la seleccidén de una cadena pesada de
CDR seleccionada a su vez a partir de un grupo formado por los
Id. de sec. ntm.: 1, 3, 5 y 7 o una cadena CDR ligera de anti-
cuerpos seleccionada a partir de un grupo formado por los Id.
de sec. nGm.: 2, 4, 6 y 8, porporcionando un &cido nucleico
que codifica dicha secuencia CDR de aminodcidos inicial, modi-
ficando dicho &cido nucleico en que se modifica un aminoacido
de la cadena pesada de CDR1, un aminodcido de la cadena pesada
de CDR2, 1 a 3 aminocdcidos de la cadena ligera de CDR1, 1 a 3
aminoadcidos de la cadena ligera de CDR2 o 1 a 3 aminoacidos de
la cadena ligera de CDR3, expresando dicha secuencia de ami-
nodcidos de CDR en una estructura de anticuerpo, midiendo si
dicho anticuerpo se une al CCR5 y seleccionando dicha CDR mo-
dificada si el anticuerpo se une al CCRS5. Preferiblemente di-
chas modificaciones son modificaciones de secuencia conserva-
doras.

Las sustituciones de aminocdcidos se pueden realizar me-
diante mutagénesis basada en la modulacidén molecular tal y co-
mo se describe en Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988)

323-327 y Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
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(1989) 10029-10033.

Otra realizacién de la invencidén es un método para la pro-
duccién de un anticuerpo anti-CCR5 que no se une al receptor
de Fcy o al Clqg con la caracteristica de que la secuencia del
dcido nucleico que codifica la cadena pesada de un anticuerpo
de tipo IgGl humano de unién al CCR5 se modifica de tal modo
que dicho anticuerpo modificado no se une a Clg o al receptor
de Fcy, dicho &cido nucleico y el &acido nucleico que codifica
la cadena ligera de dicho anticuerpo se insertan en un vector
de expresidn, dicho vector se inserta en una célula hospedera
eucaridtica y la proteina codificada se expresa y se recupera
de la célula hospedera o del sobrenadante. Preferentemente el
anticuerpo se modifica mediante un «cambio de clase», es decir
cambio o mutacidén de la parte Fc (p. ej. de IgGl a IgG4 o la
mutacién IgGl/IgG4) preferiblemente definido como IgGlvl (PVA-
236; GLPSS331 tal y como especifica E233P; L234V; L235A; delta
G236; A327G; A330S; P331S), IgGlv2 (L234A; L235A) y IgG4vl
(S228P; L235E) y IgG4x (S228P).

La identidad o la homologia respecto a la secuencia se de-
finen aqui como el porcentaje de residuos de aminodcidos en la
secuencia candidata que son idénticos a los residuos de anti-
cuerpos originales, después de alinear las secuencias e intro-
ducir los huecos , si es necesario, para conseguir el méaximo
porcentaje de identidad de la secuencia. Ninguna de las exten-
siones internas, N-terminales o C-terminales, deleciones o in-
serciones en la secuencia del anticuerpo se deben interpretar
como secuencias que afectan a la identidad o la homologia de

la secuencia. La variante mantiene la capacidad de unirse al
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CCR5 humano y. preferentemente, tiene
propiedades que son superiores a las del anticuerpo original.
Por ejemplo, la variante puede tener unos efectos secundarios
reducidos durante el tratamiento.

Aqui el anticuerpo «original» es uno, que esté& codificado
por una secuencia de aminodcidos utilizada para la preparacidn
de la variante. Preferentemente, el anticuerpo original tiene
una regién de armazén y, si estéd presente, tiene una re-
gién(es) constante de anticuerpos humanos. Por ejemplo, el an-
ticuerpo original puede ser un anticuerpo humano o humanizado.

Los anticuerpos, de acuerdo con la invencién preferente-
mente se producen mediante métodos recombinantes. Dichos méto-
dos son muy conocidos en el campo y comprenden la expresidn
proteica en células procaridticas y eucaridticas con un aisla-
miento posterior del polipéptido de anticuerpo, y normalmente
con una purificacién hasta alcanzar una pureza farmacéutica-
mente aceptable. Para la expresidén de las proteinas se inser-
tan &cidos nucleicos que codifican cadenas ligeras y pesadas,
o fragmentos de las mismas, en vectores de expresidn mediante
los métodos estandar. La expresidén se realiza en células hos-
pederas procariéticas o eucaridéticas apropiadas, como las cé-
lulas CHO, las células NSO, las células SP2/0, las células
HEK293, las células COS, la levadura o las células de E. coli,
y el anticuerpo se recupera a partir de las células (sobrena-
dante o células después de la lisis).

La produccién recombinante de anticuerpos se conoce bien
en el campo y esté& descrita, por ejemplo, en el resumen de los

articulos de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999)
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183-202; Geisse, S., et al., Protein Expr. Purif. 8 (1996)
271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-161;
Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células enteras,
en un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o
bastante pura. Se realiza la purificacidén para eliminar otros
componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo otros
dcidos nucleicos celulares o proteinas, mediante las técnicas
estandar, incluyendo tratamiento SDS/alcalino, gradiente de
CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de aga-
rosa y otros conocidos en el campo. Véase Ausubel, F., et al.,
ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
and Wiley Interscience, New York (1987).

La expresién en células NSO estéd descrita en, por ejemplo,
Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000) 109-123; y Bar-
nes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-270. La ex-
presién temporal estd descrita en, por ejemplo, Durocher, Y.,
et al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002) E9. El clonaje de dominios
variables estd descrito por Orlandi, R., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-4289; y Norderhaug, L., et
al., J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Un sistema de ex-
presién temporal (HEK 293) preferido estd descrito en Schlae-
ger, E.-J., y Christensen, K., en Cytotechnology 30 (1999) 71-
83 y by Schlaeger, E.-J., in J. Immunol. Methods 194 (1996)
191-199.

Las secuencias de control que son adecuadas para los pro-

cariotas incluyen, por ejemplo, un promotor; opcionalmente una
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secuencia operadora y un sitio de unién ribosdmico. Se sabe
que las células eucaridticas usan promotores, estimuladores vy
seflales de poliadenilacién.

Un &cido nucleico estd <«unido funcionalmente» cuando se
encuentra situado en una relacidén funcional con otra secuencia
de &acido nucleico. Por ejemplo, el DNA de una pre-secuencia o
una secuencia guia estd unido funcionalmente a un DNA de un
polipéptido si es expresado como una preproteina que participa
en la secrecién del polipéptido; un promotor o intensificador
estd unido funcionalmente a una secuencia codificadora si
afecta a la transcripcidén de la secuencia; o un sitio de unidn
ribosémico estd unido funcionalmente a una secuencia codifica-
dora si estd situado de manera que facilite la traduccidn. En
general, «unido funcionalmente» significa que las secuencias
de DNA que estadn unidas son contiguas y, en el caso de una se-
cuencia guia, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo,
los intensificadores no tienen que ser contiguos. La unidén se
consigue mediante el ligamiento en los sitios de restriccidn
convenientes. Si estos sitios no existen se utilizan los adap-
tadores de oligonucledtidos sintéticos o conectores, de acuer-
do con la practica convencional.

Los anticuerpos monoclonales se separan adecuadamente del
medio de cultivo mediante procedimientos convencionales de pu-
rificacién de inmunoglobulinas como, por ejemplo, proteina A-
sefarosa, cromatografia en hidroxilapatita, electroforesis en
gel, didlisis o cromatografia de afinidad. El DNA, y RNA, que
codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y secuencia in-

mediatamente mediante procedimientos convencionales. Las célu-
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las de hibridoma se pueden wutilizar como fuente de dicho
DNA y RNA. Una vez aislado, el DNA puede insertarse en vecto-
res de expresidén que entonces se transfectan en células hospe-
deras comc las células HEK 293, células CHO o células de mie-
loma que sin embargo no producen proteina de inmunoglobulina,
para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales recombi-
nantes en las células huésped.

Las variantes de secuencias de aminodcidos del anticuerpo
CCR5 humano se preparan introduciendo cambios nucleotidicos
apropiados en el DNA del anticuerpo o mediante sintesis pepti-
dica. Sin embargo, estas modificaciones se pueden realizar so-
lamente en un rango muy limitado, como se describe arriba. Por
ejemplo, las modificaciones no alteran las caracteristicas del
anticuerpo antes mencionado como el isotipo IgG y la unidn al
epitopo, pero pueden mejorar el rendimiento de la produccidn
de recombinantes, la estabilidad de las proteinas o facilitar
la purificacién.

Cualquier residuo de cisteina que no intervenga en el man-
tenimiento de la conformacidén correcta del anticuerpo anti-
CCR5 puede también ser sustituido, generalmente por serina,
para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar
enlaces cruzados aberrantes. Por el contrario, se pueden afia-
dir enlace(s) de cisteina al anticuerpo para mejorar su esta-
bilidad (en particular alli donde el anticuerpo es un fragmen-
to de anticuerpo como un fragmento Fv).

Otro tipo de variante aminocacidico del anticuerpo altera
el patrdén de glicosilacién original del anticuerpo. Por alte-

rar se entiende delecionar una o mas regiones glucidicas del
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anticuerpo y/o afiadir uno o més sitios de glicosilaéién
que no estan presentes en el anticuerpo. La glicosilacién de
anticuerpos es caracteristicamente de unién N. Esto se refiere
a la unién de la regidén glucidica a la cadena lateral de un
residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagi-
na-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier ami-
nodcido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimdtica de la regidén glucidica con la cadena
lateral del residuo de asparagina. Por lo tanto, la presencia
de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipép-
tido constituye un posible sitio de glicosilacién. La adicidn
de sitios de glicosilacién al anticuerpo se lleva a cabo con-
venientemente mediante la alteracidén de la secuencia de ami-
noédcidos de manera que contenga una o mas de las secuencias
tripeptidicas antes descritas (para sitios de N-
glicosilacidn) .

Las moléculas de &cido nucleico que codifican las varian-
tes de secuencia de aminodcidos del anticuerpo anti-CCR5 se
preparan segin una serie de diferentes métodos conocidos. Es-
tos métodos incluyen, aunque no exclusivamente, el aislamiento
a partir de una fuente natural (en el caso de variantes de se-
cuencia aminoacidica que se producen de forma natural) o la
preparacién mediante mutagénesis mediada por oligonucledtidos
(dirigida), mutagénesis por PCR y mutagénesis por insercidén de
un casete de una variante preparada anteriormente o una ver-
sién no variante del anticuerpo anti-CCR5 humanizado.

Otro tipo de modificacidén covalente implica el acoplamien-

to quimico o enzimdtico de glicdésidos al anticuerpo. Estos
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procedimientos representan una ventaja en cuanto a gue no re-
quieren la produccidn del anticuerpo en una célula hospedera
que tenga capacidad de realizar N- o O-glicosilacidén. Depen-
diendo del modo de acoplamiento utilizado los gltcidos pueden
estar unidos a (a) arginina y histidina, (b) grupos carboxilo
libres, (c) grupos sulfhidrilo libres como los de cisteina,
(d) grupos hidroxilo libres como los de serina, treonina o
hidroxiprolina, (e) residuos aromidticos como los de fenilala-
nina, tirosina o triptdéfano, o (f) el grupo amida de la gluta-
mina. Estos métodos se describen en WO 87/05330, y en Aplin,
J.D., and Wriston, J.C. Jr., CRC Crit. Rev. Biochem. 4 (1981)
259-306.

La eliminacién de cualquier regidén glucidica presente en
el anticuerpo puede llevarse a cabo gquimica o enzimaticamente.
La deglicosilacién quimica requiere la exposicién del anti-
cuerpo al Aacido trifluorometasulfdénico o a un compuesto equi-
valente. Este tratamiento provoca el anclaje de todos o casi
todos los gliGcidos excepto el azlcar enlazante (N-
acetilglucosamina o N- acetilgalactosamina), mientras que el
anticuerpo permanece intacto. La deglicosilacién quimica esta
descrita por Sojahr, H.T., and Bahl, O.P., Arch. Biochem.
Biophys. 259 (1987) 52-57 y por Edge, A.S., et al. Anal. Bio-
chem. 118 (1981) 131-137. El anclaje enzimatico de las regio-
nes glucidicas en anticuerpos se puede conseguir utilizando
una variedad de endo- y exo-glicosidasas como se describe en
Thotakura, N.R., and Bahl, O0.P., Meth. Enzymol. 138 (1987)
350-359.

Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo com-



_33-

prende la unién del anticuerpo a uno de varios polimeros no
proteinicos; por ejemplo polietilenglicol, propilenglicol o
polioxialquilenos; en la forma expuesta en las patentes esta-
dounidenses nium. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417;
4.791.192 o 4.179.337.

Las regiones variables de cadena pesada y ligera recons-
truidas se combinan con secuencias de promotor, iniciacidén de
traduccién, regién constante, 3’ no traducida, poliadenilacién
y terminacién de trascripcidén para formar constructos de vec-
tores de expresidn. Los constructos de expresidén de cadena pe-
sada y ligera se pueden combinar en un Unico vector cotrans-
fectado, transfectado serialmente o transfectado separadamente
en células hospederas que entonces se fusionan para formar una
Gnica célula hospedera que expresa ambas cadenas.

La invencién ademds consta del uso de un anticuerpo segin
la invencién para el diagndstico in vitro de la vulnerabilidad
al SIDA, preferiblemente mediante un ensayo inmunoldgico de
determinacién de la unidén entre el CCR5 soluble de una muestra
de plasma humano (Tsimanis T., Immunology Letters 96 (2005)
55-61) y el anticuerpo segin la invencidén. La expresién del
CCR5 presenta una correlacidén con la progresidén de la enferme-
dad y puede utilizarse para identificar individuos con alto o
bajo riesgo en cuanto a la vulnerabilidad al SIDA. Los anti-
cuerpos o los fragmentos de unidén antigénica se pueden marcar
o no, con finalidad diagndéstica. Normalmente los ensayos dia-
gnésticos conllevan la deteccidén de la formacién de un comple-
jo resultante de la unién de un anticuerpo o un fragmento con

el CCR5.
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En otro aspecto, la presente invencién proporciona
una composicidén, por ejemplo una composicidén farmacéutica, que
contiene un anticuerpo monoclonal (o wuna combinacién de
ellos), o la porcidén de unidén antigénica del mismo, de la pre-
sente invencién, formulada junto con un portador farmacéutica-
mente aceptable.

Tal como se emplea aqui,«portador farmacéuticamente acep-
table » incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersién, coberturas, agentes antibacterianos y antifingi-
cos, agentes isotdnicos y retardantes de la absorcién y simi-
lares que son compatibles fisioldégicamente. Preferiblemente,
el portador es apropiado para inyeccidén o infusién.

Una composicién de la presente invencidén se puede adminis-
trar segiin una variedad de métodos conocidos. La ruta y/o modo
de administracién variarad dependiendo de los resultados desea-
dos, como comprenderd un experto en la materia.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen solu-
ciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles pa-
ra la preparacién de soluciones inyectables estériles o dis-
persién. El uso de estos medios y agentes para sustancias far-
macéuticamente activas es muy conocido. Ademés de agua, el
portador puede ser, por ejemplo, una solucién salina tamponada
isotdbnica.

Sin tener en cuenta la ruta de administracién selecciona-
da, los compuestos de la presente invencidn, gque pueden utili-
zarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones
farmacéuticas de la presente invencién se formulan en formas

de dosificacién farmacéuticamente aceptables mediante métodos

g |
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convencionales conocidos por los expertos.

Los niveles de dosis actuales de los ingredientes activos
en las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
pueden variarse para obtener una cantidad de ingrediente acti-
vo que sea efectiva para conseguir la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, una composicién o un modo de admi-
nistracién en particular, sin ser tdxico para el paciente. El
nivel de dosis seleccionado dependera de una variedad de fac-
tores farmacocinéticos: la actividad de las composiciones de
la presente invencidén en particular empleadas, © el éster, la
sal o la amida de las mismas, la ruta de administracién, el
momento de administracién, la tasa de excrecidén del compuesto
en particular empleado, otros farmacos, compuestos y/o mate-
riales utilizados en combinacidén con las composiciones en par-
ticular empleadas, la edad, el sexo, el peso, la condicidn, la
salud general y los antecedentes del paciente tratado, y fac-
tores similares ampliamente conocidos en la medicina.

La invencién comprende el uso de los anticuerpos segin la
misma para el tratamiento de un paciente afectado por inmuno-
supresién (como en el caso de inmunosupresién en un paciente
con sindromes de inmunodeficiencia como el SIDA), un paciente
bajo tratamiento con radiacidén, quimioterapia, tratamiento pa-

ra enfermedades autoinmunes u otros tratamientos farmacoldgi-

cos (por ejemplo tratamiento con corticosteroides), que causa
inmunosupresién , GVHD o HvGD (por ejemplo después de un
transplante). La invencién también comprende un método para el

tratamiento de un paciente que sufre de dicha inmunosupresidn.

Ademas la invencidén también proporciona un método para la

8L
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fabricacidén de una composicidén farmacéutica que comprende una
cantidad efectiva de un anticuerpo segln la invencidn junto
con un portador farmacéuticamente aceptable y el uso del anti-
cuerpo segun la invencidén para un método como este.

La invencidén también proporciona el uso de un anticuerpo
segin la invencidén en una cantidad efectiva para la fabrica-
cién de un agente farmacéutico. Preferiblemente junto con un
portador aceptable farmacéuticamente, para el tratamiento de
un paciente con inmunosupresidn.

Los siguientes ejemplos, referencias y listado de secuen-
cias se proporcionan para ayudar en la comprensién de la pre-
sente invencidén, el verdadero alcance de la misma se expone en
las reivindicaciones adjuntas. Se entiende que se pueden hacer
modificaciones en los procedimientos expuestos sin alejarse

del espiritu de la invencién.

Depésito _de anticuerpos

Linea celular Depdsito nam. Fecha del depésito
m<CCR5>Pz01.F3 DSM ACC 2681 18.08.2004
m<CCR5>Pz02.1C11 | DSM ACC 2682 18.08.2004
m<CCR5>Pz03.1C5 DSM ACC 2683 18.08.2004
m<CCR5>Pz04.1F6 DSM ACC 2684 18.08.2004

Descripcién de las secuencias

-

ID. DE SEC. NUM.: 1 <CCR5>Pz01.F3 cadena pesada, do-

minio variable

ID. DE SEC. NOM.: 2 <CCR5>Pz01.F3 cadena ligera, do-

minio variable

ID. DE SEC. NOM.: 3 <CCR5>Pz02.1C11 cadena pesada,

dominio variable



ID.

ligera,

ID. DE SEC. NOM.:

DE

SEC.

NOM. :

dominio variable

minio variable

ID.

dominio

ID.

dominio

ID.

dominio

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

ID.

DE SEC.
variable
DE SEC.
variable
DE SEC.

variable

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

SEC.

-

NUM. :

NOM. :

NOM. :

NOM. :
NUM.
NOM.
NOM. :
NOM.

NOM.

-

-

NUM.

NOM.

NOM.
NOM.
NOM.
NOM.
NOM.
NOM.
NOM.

NOM. :

5

:10

:11

12

:13

: 14

:15

:16

: 17

:18

:19

:20

: 21

122

:23

124

: 25

26
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<CCR5>P202.1C11

cadena

<CCR5>Pz03.1CS5 cadena pesada, do-

<CCR5>Pz03.1C5

<CCR5>F3.1H12.

<CCR5>F3.1H12.

Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena
Cadena

regidén

pesada
pesada
pesada
pesada
pesada
pesada
pesada
pesada
pesada
ligera
ligera
ligera
ligera
ligera
ligera
ligera

ligera

2E5

2E5

CDR1

CDR1

CDR1

CDR1

CDR2

CDR2

CDR2

CDR3

CDR3

CDR1

CDR1

CDR1

CDR2

CDR2

CDR2

CDR3

CDR3

cadena ligera,

cadena pesada,

cadena ligera,

constante de cadena pesada
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Yl

ID. DE SEC. NOM.:27 regidén constante de cadena pesada
Y4

ID. DE SEC. NOM.:28 regidén constante de cadena ligera
K

Nomenclatura de los anticuerpos

<CCR5>Pz01.F3: Anticuerpo A ID. DE SEC. NUM.: 1, 2
<CCR5>P2z02.1C11: Anticuerpo B ID. DE SEC. NOM.: 3, 4
<CCR5>Pz03.1C5 : Anticuerpo C ID. DE SEC. NOM.: 5, 6

<CCR5>F3.1H12.2E5: Anticuerpo D ID. DE SEC. NUM.: 7, 8
<CCR5>Pz04 .1F6: Anticuerpo E

Descripcidén de la figuras

Fig. 1: ensayo de fusidén de CCR5, comparacién de 2D7 y
del anticuerpo B

Fig. 2: ELISA de células de CCR5, comparacién de 2D7 y de
los anticuerpos B y C

Ejemplo 1

Produccién de anticuerpos monoclonales para el CCR5 humano

a) Inmunizacidén de ratones

Los ratones hembra Balb/c reciben una inmunizacidén intra-
peritoneal primaria con 10’ de células de expresién de CCR5
(CHO o L1.2) junto con un adyuvante CFA (adyuvante completo de
Freund) . Después reciben otra inmunizacién intraperitoneal al
cabo de 4 a 6 semanas otra vez con las mismas 10’ células de
expresién de CCRS junto con IFA (adyuvante incompleto de
Freund). A partir de entonces a cada ratén se le administra
otra vez una cantidad de 10’ células de expresién de CCR5 (CHO

o L1.2) en PBS en intervalos de 4 a 6 semanas. Después, las
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Gltimas inmunizaciones se 1llevan a cabo
intraperitonealmente con otra vez 10’ células de expresién de
CCRS utilizando 2x10° células de expresidén de CCR5 en el tercer
o cuarto dia antes de la fusién.

b) Fusién y clonaje

Las células de bazo de los ratones inmunizados segin a) se
fusionan con células de mieloma de acuerdo con Galfré, Methods
in Enzymology 73, 1981, 3. Alrededor de 1 x 10% de células de
bazo del ratén inmunizado se mezclan con mads O menos la misma
cantidad de células de mieloma (P3X63-Ag8-653, ATCC CRL 1580),
después fusionadas y cultivadas en un medio HAZ (100 mmol/l de
hipoxantina, 1 pg/ml de azaserina en RPMI 1640 + 10 % FCS).
Después de ca. 10 dias se comprueban los cultivos primarios
para la produccidén especifica de anticuerpos. Los cultivos
primarios que presentan una reaccidén positiva con el CCR5 en
la ELISA celular y una reaccién no cruzada con células paren-
tales no transfectadas, se clonan en placas de cultivos celu-
lares de 96 pocillos mediante la limitacién de la dilucidén o
mediante el clasificador celular activado por fluorescencia.
Las lineas celulares depositadas se obtuvieron de este modo.

¢) Produccidén recombinante de anticuerpos

Los vectores para la expresidén de un anticuerpo quimérico,
formados por regiones constantes de humano enlazadas a regio-
nes variables de murino, se pueden construir de la siguiente
manera: dos vectores de expresidén de cadena pesada quiméricos
se construyen constando del VH de ratdén anti-CCR5 enlazado a
la IgGl humana y a las regiones constantes de IgG4 humana en

el vector de expresidn pSVgpt. Un vector de cadena ligera
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gquimérico se construye constando del VK de ratédn
anti-CCR5 enlazado a la Kappa C humana en el vector de expre-
sién pSVhyg. La secuencia flanqueadora 5 incluyendo el péptido
sefial lider, el intrdén lider y el promotor de inmunoglobulina
murina; y la secuencia flanqueadora 3 incluyendo el sitio de
empalme y la secuencia intrdén se introduce utilizando los vec-
tores VH-PCR1 y VK-PCR1l como patrones. Los vectores de cadena
pesada se cotransfectan dentro de las NSO (ECACC nam.
85110503, un mieloma de ratdn no productor de inmunoglobuli-
na). Los clones celulares transfectados se criban para la pro-
duccién de un anticuerpo humano mediante ELISA para la IgG
humana.

Ejemplo 2

Construccién de plasmidios de expresién para los mutantes
(variantes) anti-CCRS5 IgGl y IgG4

Los plasmidios de expresidén que codifican los mutantes an-
ti-CCR5 vl- y y4- de cadena pesadas se pueden crear mediante
mutagénesis dirigida de los plasmidios de expresidén de tipo
salvaje utilizando el equipo de mutagénesis dirigida Quick-
Change™ (Stratagene) y estan descritos en la tabla 1. Los ami-
nodcidos estadn numerados segdn la numeracién EU [Edelman,
G.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 63 (1969) 78-85; Ka-
bat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological In-

terest, Fifth Ed., NIH Publication No. 91-3242 (1991)].

Tabla 1:

Isotipo Abreviatura | Mutaciones Descripcidn

IgGl IgGlvl PVA-236; La secuencia de aminoaci-
GLPSS331 dos Glu,iizLeussyslieuzssGlyass
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Isotipo Abreviatura |Mutaciones Descripcidn
tal y como|de la cadena pesada- vyl
especifica es sustituida por la se-
E233P; cuencia de aminoacidos
L234V; Pro,;;ValiigsAlasss de la ca-
L235A; del- | dena pesada- y2 humana.
ta G236; La secuencia de aminoaci-
A327G; dos
A330S; AlasysLeussProssgAlasigPross;
pP331S de la cadena pesada- Yyl
humana es sustituida por
la secuencia de aminoaci-
dos
GlyazsLeusasProszeSersseSerss
de la cadena pesada- Y4
humana
IgGl IgGlv2 L234A; La secuencia de aminoaci-
L235A dos Leusjsleuss de  la
cadena pesada- 7yl humana
es sustituida por la se-
cuencia de aminoacidos
AlajzisAlasss
IgG4 IgG4vl S228P; Ser,,s de la cadena pesa-
L235E da- y4 humana es susti-

tuido por Pros;y y Leuyss
de la cadena pesada -v4
humana es sustituido por

Gluass

5%
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Isotipo Abreviatura |Mutaciones Descripcién

IgG4 IgG4x S228P Ser,;s de la cadena pesa-

da- 4 humana es susti-

tuido por Pro;s

Explicacién de las mutaciones: S228P significa que la se-
rina en la posicidén 228 del aminodcido Kabat se cambia a pro-
lina.

Ejemplo 3

Ensayo de fusién célula a célula

El dia 1, las células Hela que expresan gpl60 (2 x 10° cé-
lulas/50ul/pocillo) se siembran en una placa de microvalora-
cién blanca de 96 pocillos de un medio DMEM complementado con
un 10 % de FCS y 2 ug/ml de doxiciclina. El dia 2, 100 pl de
muestra sobrenadante o contrxol de anticuerpos por pocillo se
afladen en una placa de microvaloracidén transparente de 96 po-
cillos. Entonces 100 ul con 8x10° de células de suspensidn
CEM-NKr-Luc en un medio se afiaden e incuban durante 30 minutos
a 37 °C. El medio de cultivo celular Hela se aspira de la pla-
ca de 96 pocillos, 100 pl de los 200 pl de una mezcla de anti-
cuerpos/CEM-NKr-Luc se afladen e incuban durante la noche a 37
°C. El1 dia 3, 100 pul/pocillo del substrato de ensayo de
Bright-Glo™ Luciferase (1,4-ditiotreitol y ditionito sédico;
Promega Corp. USA) se afladen y se mide la luminiscencia des-
pués de una incubacidén minima de 15 minutos a temperatura am-
biente.

Materiales:

Las células Hela-R5-16 (linea celular para expresar el

gpl60 de VIH bajo induccién de doxiciclina) se cultivan en un

89
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medio DMEM formado por nutrientes y un 10 % de FCS
con 400 pug/ml de G418 y 200 pg/ml de Higromicin B.

La CEM.NKR-CCRS5-Luc (Catdlogo nUmero: 5198) es una linea
de célula T disponible en NIH AIDS Research & Reference Rea-
gent Program McKesson BioServices Corporation Germantown, MD
20874, EEUU. El tipo de célula: CEM.NKR-CCRS5 (Cat. Nuam. 4376)
se transfectd (electroporacidn) para expresar el gen lucifera-
sa bajo el control trascripcional del VIH-2 LTR y se propagd
en RPMI 1640 formado por un 10 % de suero bovino fetal, 4 mM
de glutamina, penicilina/estreptomicina y 0.8 wmg/ml de sulfato
de geneticina (G418). Caracteristicas de crecimiento: Células
linfoides redondas, la morfologia no es muy variable. Las cé-
lulas crecen en suspensién como células sdlas, las cuales pue-
den formar aglutinaciones pequefias. Divisién 1:10 dos veces a
la semana. Caracteristicas especiales: expresar la actividad
de la luciferasa después de la transactivacidén del VIH-2 LTR.
Adecuada para la infeccién con aislados del VIH, para los en-
sayos de neutralizaciédn y sensibilidad del farmaco (Spenle-
hauer, C., et al., Virology 280 (2001) 292-300; Trkola, A., et
al., J. Virol. 73 (1999) 8966-8974). La linea celular se obtu-
vo a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Pro-
gram, NIAID, NIH de los doctores John Moore y Catherine Spen-
lehauer.

Tampén de ensayo de Bright-Glo™ Luciferase (Promega Corp.
EEUU, parte nim. E2264B)

Substrato de ensayo de Bright-Glo™ Luciferase (Promega
Corp. EEUU, parte num. EE26B)

Resultados:
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Los vresultados para el anticuerpo B se muestran en la
figura 1.

Los valores de ICs, son 0,38 pg/ml para el anticuerpo C,
0,79 upg/ml para el anticuerpo B y 7,0 pg/ml para el anticuerpo
A. Los valores de ICs;, también, por ejemplo, se miden en el en-
sayo PhenoSenseHIV (ViroLogic, Inc. BEEUU) wutilizando la cepa
JRCSF. Los valores de ICso son 0,16 ug/ml para el anticuerpo C,
0,17 pug/ml para el anticuerpo B, 0,82 ug/ml para el anticuerpo
Ay 1,4 pug/ml para el anticuerpo 2D7.

Ejemplo 4

Ensayo antivirico con virus vivos

Las PBMC se preparan a partir de una capa de leucocitos
aislada mediante una centrifugacidén en gradiente de densidad
utilizando Lymphoprep™ (Nycomed Pharma AG, Oslo, Noruega). Las
células de cuatro donantes diferentes se mezclaron, se estimu-
laron durante un dia con PHA y a continuacidén se cultivaron en

0,

un medio RPMI formado por un 1 % de penicilina/estreptomicina,

0, 0,

un 1 % de glutamax, un 1 % de piruvato sddico, un 1 % de ami-
nodcidos no esenciales y un 10 % de FBS, durante dos dias en
presencia de 5 U/ml IL-2.

100.000 PBMC en 50 pl se afiaden a 100 pl de una solucidn
de anticuerpos (dilucidén seriada con un alcance de entre 0,006
a 17,5 pg/ml, en un medio de RPMI complementario e infectada
con 250 TCIDso de NLBal (cepa de NL4.3 (Adachi, A., et al., J.
Virol. 59 (1986) 284-291) con el entorno de BaL (gpl20)) o al-
ternativamente JRCSF (O'Brien, W.A., et al., Nature 348 (1990)

69-73) en un volumen de 50 pl. La mezcla se incuba durante

seis dias a 37 °C en una incubadora de CO,. El sobrenadante se
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cosechd y a continuacién se diluyé 1:50 con 5 U/ml de un
medio RPMI complementado con IL-2.

La medicidén de p24 se realiza un una prueba de ELISA p24
VIH-1 (Perkin-Elmer, EEUU). Entonces las muestras se neutrali-
zan y se transfieren a los pocillos de microplacas que se re-
cubren con un anticuerpo monoclonal de ratén altamente especi-
fico a VIH-1 p24. El anticuerpo monoclonal inmovilizado captu-
ra el VIH-1 p24. Las muestras de cultivos celulares no necesi-
tan una interrupcién y se afladen directamente a los pocillos
de microplacas recubiertos con anticuerpos monoclonales. El
antigeno capturado se acompleja con un anticuerpo policlonal
biotinilado al VIH-1 p24, seguido por un conjugado de HRP de
estreptavidina (peroxidasa de wasabi). El1 complejo resultante
se detecta mediante la incubacidén con orto-fenilenediamina-HCl
(OPD) que produce un color amarillo que es directamente pro-
porcional a la cantidad de VIH-1 p24 capturado. La absorbancia
de cada pocillo de microplaca se determina usando un lector de
microplaca y calibrado contra la absorbancia un esté&ndar de
antigeno de VIH-1 p24 o una curva estandar. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Inhibicién del crecimiento del VIH en las PBMC

humanas

ICc50 [pg/ml]
Anticuerpo JRCSF N1-Bal
2D7 0.271 0.076
A 0.016 0.045
B 0.025 0.025
C 0.013 0.029

g2
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Ejemplo 5

ELISA de célula CCR5

20.000 células CHO que expresan de forma recombinante el
CCR5 se cultivan en una placa de 96 pocillos y se incuban du-
rante la noche a 37 °C. A partir de entonces se aspira el me-
dio y se afiaden 40 pl de medio fresco. Se afladen 10 pl de an-
ticuerpos diluidos en un medio y se incuban durante 2 horas a
4 °C. Se aspira el medio, se afladen 100 pl de Glutardialdehido
(c = 0.05 % en PBS) y se incuban durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente. Después de lavar 3x con 200 pl de PBS, se afa-
den 50 ul de anticuerpos de deteccidén 1 (1.000 diluidos en un
bloqueo de ELISA) y se incuban durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se afiaden 50 uxl de 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina
(TMB) y se para la reaccidén después de 7 minutos. La densidad
optica se mide a 450 nm (contra 620 nm).

Primer anticuerpo: Pharmingen 2D7 (CD 195; Cat. Nuam.
555990) o anticuerpo B/C

Segundo anticuerpo: Anticuerpo de deteccidn (conjugado
de anticuerpo contra IgG murina y POD; Biorad, niGm. 170-6516,
1:1000 diluido)

Medio: F-12 de HAM o GIBCO con Glutamax, 10 % de FCS, 200

o\

pg/ml de Higromicina (Roche Diagnostics GmbH, DE)
Bloqueo de ELISA: Roche Diagnostics GmbH, DE num.
1112589, 10 %(v/v) de solucidén en agua, 1/10 diluido en PBS.
TMB: Roche Diagnostics GmbH, DE ndm. 1432559, solucidn pa-
ra utilizar.

Los resultados se muestran en la Fig. 2.

Ejemplo 6
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Potencial de los Mabs de CCR5 para unirse a FcgRIIIa en
lag células NK

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de la in-
vencidén para unirse a FcyRIIIa (CD16) en las células asesinas
naturales (NK), las células mononucleares sanguineas periféri-
cas (PBMC) se aislan e incuban con 20 pg/ml de anticuerpos y
anticuerpos control en presencia o ausencia de 20 pg/ml de un
anticuerpo de ratdn de bloqueo a FcyRIIIa (anti-CD1l6, clon 3GS8,
RDI, Flanders, NJ), para verificar la unidén via FcyRIIIa. Como
controles negativos se usa la IgG2 y la IgG4 humanas (El cen-
tro de unidn), que no se unen a FcyRIIIa. La IgGl y la IgG3
humanas (El1 centro de unidn) estédn incluidas como controles
positivos para la unién de FcyRIIIa. Los anticuerpos unidos en
células NK se detectan mediante el andlisis FACS utilizando un
anticuerpo (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) CDS56 an-
ti-humano de ratdén etiquetado PE (marcador de la superficie de
las células NK) en combinacién con un anticuerpo (Protos Immu-
noresearch, Burlingame, CA) de IgG (Fc) anti-humana F(ab), de
cabra etiquetado FITC. La unidén maxima (Umax) se determina en
una concentracién de anticuerpos de 20 pg/ml. El anticuerpo de

control (IgG4 humana) wmuestra hasta un 30 % de Umax comparada

X

al 100 % de Umax para la IgGl humana. Por lo tanto “la no
unién de FcyRIIIa o no ADCC” significa en una concentracidén de

anticuerpos de 20 pg/ml un valor de Umax de hasta el 30 % com-

parado a la IgGl humana.
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CAPITULO REIVINDICATORIO PRESENTADO EN FASE NACIONAL

REIVINDICACIONES DE LA PATENTE

1. Anticuerpo que se une al CCR5 que se caracteriza en
que la secuencia de aminodcidos CDR3 de cadena pesada variable
de dicho anticuerpo se selecciona de un grupo formado por las
secuencias CDR3 de cadena pesada con la ID. DE SEC. NOM.: 16 o
17.

2. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1, que se
caracteriza por constar de una regidén ligera y pesada variable
independientemente seleccionada de

a) el dominio variable (VH) de cadena pesada definido
por una secuencia de aminoacidos ID. DE SEC. NOM.: 1 y el do-
minio variable (VH) de cadena ligera definido por el ID. DE
SEC. NOM.: 2;

b) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminoadcidos ID. DE SEC. NOM.: 3 y el dominio va-
riable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NUM.:4;

c) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminoadcidos ID. DE SEC. NUM.: 5 y el dominio va-
riable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NOM.: 6;

d) el dominio variable de cadena pesada definido por la
secuencia de aminodcidos ID. DE SEC. NOM.: 7 y el dominio va-
riable de cadena ligera definido por el ID. DE SEC. NUM.: 8;

o un fragmento de unidén del CCR5 del mismo.

3. Anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2,

caracterizado en que dicho anticuerpo se produce mediante las
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lineas celulares de hibridoma m<CCR5>Pz01.F3,
m<CCR5>Pz04.1F6, m<CCR5>Pz03.1C5 o m<CCR5>P2z02.1C11.

4. Anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones de la
1 a la 3, caracterizado en que dicho anticuerpo es de isotipo
IgG4 humano o es de isotipo IgGl humano, dicha IgGl es opcio-
nalmente modificada en la regidén bisagra a aa 220 a 240 entre
CHl1 y CH2 y/o la segunda regidén del inter-domino del aa 330
entre CH2 y CH3.

5. Las lineas cellulares de hibridoma m<CCR5>Pz01.F3,
m<CCR5>Pz04.1F6, m<CCR5>Pz03.1C5 o m<CCR5>Pz02.1C11.

6. Una composicién farmacéutica formada por un anticuer-
po segin las reivindicaciones de la 1 a la 4 en una cantidad
efectiva farmacéuticamente.

7. El uso de un anticuerpo seglin las reivindicaciones de
la 1 a la 4 para la fabricacidén de una composicidén farmacéuti-
ca.

8. Método para la fabricacidén de una composicidédn farma-
céutica formada por una cantidad eficaz farmacéuticamente de
un anticuerpo segin las reivindicaciones de la 1 a la 4.

9. Un &cido nucleico que codifica un polipéptido capaz
de ensamblarse junto con la otra cadena de anticuerpos respec-
tiva definida abajo, mientras dicho polipéptido es cualquiera
de

a) una cadena pesada de anticuerpos que consta de, como
secuencias CDR, la CDR1, CDR2 y CDR3 y siendo la CDR1l selec-
cionada de un grupo formado por los Id. de sec. nam.: 9, 10,
11, 12; siendo la CDR2 seleccionada de un grupo formado por

los Id. de sec. nGm.: 13, 14, 15; y siendo la CDR3 seleccio-

‘o,
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nada de un grupc formado por los Id. de sec. num.: 16, 17.

b) una cadena ligera variable de cadena ligera de anti-
cuerpo que consta de, como secuencias CDR, la CDR1l, CDR2 vy
CDR3, y la CDR1 es seleccionada de los Id. de sec. nim.: 18,
19, 20; la CDR2 es seleccionada de los Id. de sec. nuim.: 21,
22, 23 y la CDR3 es seleccionada de los Id. de sec. num.: 24,
25,

donde dichas CDR se seleccionan independientemente de cada
una.

10. Método para el tratamiento de un paciente que padece
una enfermedad inmunosupresora, que se caracteriza por la ad-
ministracién al paciente de una cantidad eficaz terapéutica-
mente de un anticuerpo segun las reivindicaciones de la 1 a la
4.

11. Un método de modificacidén de la secuencia CDR de un
anticuerpo parental que se une a CCR5, que se caracteriza por
la seleccidn de una CDR de cadena pesada seleccionada del gru-
po formado por los Id. de sec. nim.: 1, 3, 5 y 7 y/o una CDR
de cadena ligera de anticuerpos seleccionada del grupo formado
por la Id. de sec. nGim.: 2, 4, 6 y 8, proporcionando un &acido
nucleico que codifica dicha secuencia CDR de aminodcidos, mo-
dificando dicho &cido nucleico en que un aminodcido es modifi-
cado de la CDR1 de cadena pesada, un aminoacido es modificado
de la CDR2 de cadena pesada, 1 a 3 aminodcidos son modificados
de la CDR1 de cadena ligera, 1 a 3 aminodcidos son modificados
de la CDR2 de cadena ligera, y/o de 1 a 3 aminoacidos son mo-
dificados de la CDR3 de cadena ligera, expresando dicha se-

cuencia de aminodcidos CDR en una estructura de anticuerpo,
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midiendo si dicho anticuerpo se une al CCR5 y seleccionando
dicha CDR modificada si el anticuerpo se une al CCRS.

12. Método para la produccidn de un anticuerpo que se une
al CCR5 que no une el receptor Fcy y/o Clg que se caracteriza
en que la secuencia de un &cido nucleico que codifica la cade-
na pesada de un anticuerpo del tipo de IgGl humana que se une
al CCR5 se modifica de tal modo que dicho anticuerpo modifica-
do no une al Clg y/o al receptor Fcy, dicho acido nucleico mo-
dificado y el acido nucleico que codifica la cadena ligera de
dicho anticuerpo se insertan en un vector de expresidn, dicho
vector se inserta en una célula hospedera eucariética, la pro-
teina codificada se expresa y se recupera de la célula hospe-
dera o del sobrenadante.

13. Anticuerpo que se une al CCR5 que no une al receptor
Fcy y/o al Clg que se caracteriza en que dicho anticuerpo es

del tipo de IgGl humana.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> Anticuerpos anti-CCR5 y usos de los mismos
<130> 23010
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TRADUCCION OFICIAL

DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

CONTRATO DE TRASPASO DE INVENCION

Legalizacién de un contrato de traspaso de la invencion “ANTICUERPOS ANTI-
CCRS5 Y USOS DE LOS MISMOS” a F. HOFFMANN - LA ROCHE AG,
documento escrito en inglés.

(frmas: ilegibles) de Michael Brandt, Suryanarayana Sankuratri, Ralf
Schumacher y Stefan Seeber, inventores y cedentes.

Certificados Notariales de Basilea, Suiza, y del Condado de Santa Clara, Estado
de California, EEUU, documentos escritos en inglés, y de Weilheim en OB,
Alemania, documento escrito en aleman.

Apostilla de la Cancilleria de Estado del Cantén de Basilea-Ciudad, documento
también escrito en inglés.

EJECUCION
Certificado Verificado y Autenticado
en la ciudad de Basilea, Suiza
este dia 22 de mayo de 2006
(firma: Dr. Peter Kuster)
Abogado y Notario
en la ciudad de Weilheim en OB, Alemania
los dias 14 y 20 de febrero de 2006
(firma: Nikolaus Klécker)
Notario
en el Condado de Santa Clara, California, EEUU
este dia 13 de abril de 2006
(firma: Julie A. Dalla)
Notaria Puablica

Esta traduccién se realizd a solicitud del interesado a los 18 dias del mes de
septiembre de 2007.

. a ) \W GERHARD ALEXANDER

FORSTER MORENO
Gerhard Alexander Forster Moreno  Traductor e Interprete Oficia

C No. 79. 392484 de Bogoté Resolucion 0622 - Minjusticia 1995

Traductor e Intérprete Oficial
Aleman e Inglés
--0--
GER ALEXANDER
FORSYER MORENO
Traductor e Interprete Oficial

1 Resolucion 0622 - Minjusticia 1995



Colombia Caso 23010

Declaracion

Yo, el, suscrito Notario publico de Basilea/Suiza, por este medio declaro que el

documento al respaldo mas arriba titulado ‘Traspaso’ es una copia auténtica del

documento original que me ha sido presentado por

F. Hoffmann-La Roche AG

de Basilea/Suiza.

Basilea/Suiza, este 22-05-2006 (vigésimo segundo dia de mayo de dos mil seis)

(fdo.) Dr. Peter Kuster, Notario, con aposicién de su sello oficial redondo en

altorrelieve

Dr. Peter Kuster, Abogado y Notario, Peterskirchplatz 12, Apartado Aéreo CH-

4001 Basilea

Registrado en el protocolo de 2006 bajo el niumero 227

GER| ALEXANDER

FORS MORENO
Traductor e Interprete Oficiat

2 Resotucion 0622 - Minjusticia 1995
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APOSTILLA

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

1. Pais: Suiza

Este documento publico

2. esta firmado por el Dr. (en derecho) P. Kuster

3. en su calidad de Notario Publico

4. se halla provisto con sello/timbre del notario en Basilea
Certificado

5. en Basilea 6. el 23 de mayo de 2006

7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de Basilea-Ciudad

8. bajo el nimero 4°'75918°281
9. Sello/timbre 10. Fima
(fdo.) ilegible
Heidi Fischer
Con aposicion del sello redondo oficial de la Cancilleria de Estado del Canton de

Basilea-Ciudad.

A o

ERHARD ALEXANDER
FORSTER MORENO
Traductor e Interprete Oficial

3 Resolucion 0622 - Minjusticia 1995 N
Q



Caso 23010

Traspaso

NOSOTROS, los suscritos

Michael Brandt, quimico, un ciudadano aleman

Faltergatter 29 D-82393 Iffeldorf, Alemania

Suryanarayana Sankuratri, bioquimico

1097 Avondale Street, San Jose, CA 95129, EEUU

Ralf Schumacher, bidlogo, un ciudadano aleman

Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania

Stefan Seeber, bidlogo, un ciudadano aleman

Breunetsrieder Weg 22, D-82377 Penzberg, Alemania

CEDENTES, declaramos por este medio que somos los inventores conjuntos de

la invencion titulada:

Anticuerpos Anti-CCR5 y usos de los mismos
para la cual la primera solicitud fue radicada como sigue:

Pais Fecha de radicacion Numero de serial

GERNAQ
FORS

Traductor e Interprete Oficiat
4 Resolucion 0622 - Minjusticia 1935

N



Europa 01.04.2005 05007138.0

y que, a cambio de una contraprestacion apropiada y de valor cierto, cuyo recibo
y suficiencia se reconoce por este medio, NOSOTROS hemos vendido, cedido y
traspasado todos los derechos y titulo sobre y de dicha invencion y de dicha(s)

solicitud(es) en todos los paises del mundo a la CESIONARIA:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,

CH-4070 Basilea (Suiza)

El presente traspaso es para, pero no esta limitado a, os siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda,
Israel, Italia, Japon, Kazajstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Paises
Bajos, Nueva Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Sudéfrica, Espafia, Suecia, Suiza,
Taiwan, Turquia, Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte, Ucrania,

Uruguay, Estados Unidos de América, Venezuela.

En virtud de este traspaso, dicha CESIONARIA tiene pleno derecho de solicitar y

obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios

GER LEXANDER
FORS MORENO
Traductor e Interprete Oficial
5 Resolucion 0622 - Minjuslicie 1995

S
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propositos y cuenta PATENTE DE PRIVILEGIO en todo el mundo,
especialmente en los paises mencionados mas arriba, y para reivindicar por ello
el derecho de prioridad de la(s) primera(s) solicitudes radicada(s) en los paises

mencionados mas arriba de acuerdo con las convenciones intemacionales.

Se requiere legalizacion

Firmado en

el

(fdo.) ilegible Michael Brandt Penzberg, 14 de febrero de 2006
(fdo.) ilegible Ralf Schumacher Penzberg, 14 de febrero de 2006
(fdo.) ilegible Stefan Seeber Penzberg, 20 de febrero de 2006

Firmado en San Mateo, EEUU

el 13 de abril de 2006
(fdo.) ilegible Suryanarayana Sankuratri

--0--

GERKAQALEXANDER
FORSTER MORENO

Traductor e Interprete Oficial
6 Resolucion 0622 - Minjusticia 1995 [
Q



Registro notarial No. K 254 / 2006

del 14 de febrero de 2006 / |
Yo autentico las firmas antecedentes, otorgadas ante mi de

Senror Dr. Michael Brandt, nacido el 20 de marzo de 1949,
Quimico, Faltergatter 29, 82393 Iffeldorf,

identificado mediante documento oficial de identidad con fotografia,

Sefor Dr. Ralf Werner Franz Schumacher, nacido el 12 de febrero de 1963,
Bidlogo, Hochfeldstrasse 78, 82377 Penzberg,

identificado mediante documento oficial de identidad con fotografia.

Penzberg, 14 de febrero de 2006

(fdo). ilegible.
Nikolaus Klécker,
Notario en Weilheim en OB
Con aposicién del sello oficial redondo con escudo de Nikolaus Klécker - Notario

en Weilheim en OB.

GER LEXANDER
FORS MORENO
Traductor e Interprete Oficial

7 Resolucion 0622 - Minjusticia 1995 \v
J



Regqistro notarial No. K 295 / 2006

del 20 de febrero de 2006/ li

Yo autentico la firma antecedente, otorgada ante mi de

Seiior Dr. Stefan Seeber, nacido el 22 de septiembre de 1960, Biélogo Titulado,
Breunetsrieder Weg 22, 82377 Penzberg,

identificado mediante documento oficial de identidad con fotografia.

Penzberg, 20 de febrero de 2006

(fdo). ilegible.
Nikolaus Kldcker,
Notario en Weilheim en OB
Con aposicidn del sello oficial redondo con escudo de Nikolaus Klécker - Notario

en Weilheim en OB.

--0--
GERHARL ALEXANDER
FORS MORENO
Traductor e Interprete Oficial
8 Resolucion 0622 - Minjusticia 1995
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CALIFORNIA - RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS PROPOSITOS

Estado de California )
) sS.
Condado de Santa Clara )

El 13 de abril de 2006 ante mi, Julie A. Dalla, Notaria Publica, comparecio
personalmente Suryanarayana Sankuratri, quien me demostré sobre la base de
evidencia satisfactoria ser la persona cuyo nombre aparece suscrito en el
instrumento adjunto y reconocié ante mi que él otorgd el mismo en su condicién
autorizada y que mediante su firma en el instrumento la persona o la entidad en

cuyo nombre actué la persona, otorgd el instrumento.

EN FE DE LO CUAL firmo y estampo mi selio oficial.

(fdo.) Julie A. Dalla Sello oficial: JULIE A. DALLA

Notaria Publica Nombramiento # 1503939
Notaria Publica — California
Condado de Santa Clara

Mi Nombramiento Vence Jul. 27, 2008
--0--

GERNAéALEXANDER
FORSTER MORENO

Traductor e Interprete Oficial
9 Resolucion 0622 - Minjusticta 1995
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Case 23010

Colombia

Declaration

I, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the

annexed copy entitled ‘Assignment’ is a true copy of the original document which has

been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

‘ .
of Basf_ Switzerland.

b
Bace''s &9 iis 22-05-2006 (twenty-second day of May two thousand and six)
S
i/ N Q/ /
~ g WL/
< \
\ —
) | | L Dr. Peter Kuster
/, ' Advokat und Notar
4 Peterskirchplatz 12
Postfach
CH - 4001 Basel

RN |
4& /—i(‘f’ N6\22 :F APOSTILLE
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Case 23010

Assignment

[/WE, the undersigned

Michael Brandt, chemist, a German citizen
Faltergatter 29, D-82393 Iffeldorf, Germany

Suryanarayana Sankuratri, biochemist,

719-Itst-Avenue-San-Mateo-CA-94403-U5A 1097 Avondale Street, San Jose, CA 95129, USA

Ralf Schumacher, biologist, a German citizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

Stefan Seeber, biologist, a German citizen
Breunetsrieder Weg 22, D-82377 Penzberg, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Antibodies against CCR5 and uses thereof

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.

Europe 01.04.2005 05007138.0

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all

countries of the world to the ASSIGNEE:
F. Hoffmann-La Roche AG

Grenzacherstrasse 124
CH-4070 Basel (Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern

[reland, Ukraine, Uruguay, U.S:A., Venezuela.

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Notarization required

o



" Signed at ’\:\)
“on ;
4

Y

~

A (< ’ |
/':'/é’(('c" “Z"/ ‘\///;7/‘5/“{: /' Michael Brandt Penzberg, February 14th, 2006

i . /L
Z«é/ s /{i /(j\ Ralf Schumacher Penzberg, February 14th‘, 2006
/
/ /,/‘-’// : Stefan Seeber ’Penzberg, February ZOth, 20

Signedat Swo fFatee - s -
on an 6 )
Ayvrrf/\f/

g& LA él“ ﬁ é’!f ééﬂ 25)4 Ql;aﬂlécmﬂ L// Suryanarayana Sankuratri
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UrNe. K 254 /2006

vom 14. Februar 2006 /i

Ich beglaubige die vorstehenden, vor mir vollzogenen Unterschriften von

Herrn Dr. Michael Brandt, geboren am 20. Miarz 1949,
Chemiker, Faltergatter 29, 82393 Iffeldorf,

ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildausweis, und

Herrn Dr. Ralf Werner Franz Schumacher, geboren am 12. Februar 1963,
Biologe, Hochfeldstrafle 78, 82377 Penzberg,

ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildausweis.

Penzberg, 14. Februar 2006

Nikolaus Klocker,
Notar in Weilheim 1. OB.




URN:. K 295 /2006

vom 20. Februar 2006  / 1i
Ich beglaubige die vorstehende, vor mur vollzogene Unterschiift von

Herrn Dr. Stefan Seebet, geboren am 22. September 1960, Dipl. Biologe,
Breunetsrieder Weg 22, 82377 Penzberg,

ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildausweis.

Penzberg, 20. Februar 2006

Nikolaus Klécker,
T v Notar in Weilhenn 1. OB.



CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGEMENT

State of California )
) ss.
County of Santa Clara )

On April 13, 2006, before me, Julie A. Dalla, Notary Public

DATE NAME. TITLE OF OFFICER - E.G.. “JANE DOE. NOTARY PUBLIC”

personally appeared Suryanarayana Sankuratri
NAME(S) OF SIGNER(S)
L__] personally known to me - OR - proved to me on the basis of satisfactory evidence to

be the person whose name is subscribed to the
within instrument and acknowledged to me that he

executed the same in his authorized capacity, and
] A.Q‘Q c "Ui"'E'oA' g"‘“;;s 030 ‘ that by his signature on the instrument the person, or
»ﬁg‘? ommission the entity upon behalf of which the person acted,
%y,g Notary Public - Califoria ~ § e
£~y Santa Clara County ~ §  ©xecuted the instrument.

My Comm. Expires Jul 27, 2008

<
r4
z

WITNESS my hand and official seal.

QWM :

{GNATURE OF NOTARY




f’ - SUPEI;INIT:ENDENCIA DE lNDUS'TRIA Y COM-E-R;;’ ._ W
A AR AN
No. 07-100877- -00000-0000

Fecha: 2007-09-27 16:11:40  Dep. 2020 NUECREACION
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 134

\"73

L

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente [x]1
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [x] 4
4 Descripcion de la invencion [x]
€ Dibujos de ser estos pertinentes [ ]
4 Comprobante dé pago de las tasas establecidas [x] 243
COMPLETA [%] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
@ Indicacion de que se solicita el registro de Disefo Industrial [ ]
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [ ]

material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
€ Representacion grafica del esquema trazado [
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

[ Sy W G R —

COMPLETA [ ] . INCOMPLETA [ ]

W

Firma Responsable ‘7 .

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SIiC.gOoVv.CO
Bogota, D.C., Colombia




o

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 136

2020
Bogota D.C.,
Doctor (a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
F. HOFFMANN-LARQOCHE AG.
REFERENCIA Radicacidén No. 7 100877
Solicitud internacional PCT/EP2006/002974 1
Fecha inicio fase nacional 01/11/2007 '
Tramite 11
Evento A 378
Actuacidén : 416
Oficio No. . 4645
Folios 1

)

1
a

]
Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reine los requisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y!la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Cimplase
Dado en Bogota DC,

Nuevas Creaciones

jfernand

he



