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Act. 523 RESPUESTA Folios: 236

Seiior

DIRECTOR DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.

REF: Expediente No. 09-10531- solicitud de patente de invencién a
favor de COLUMBIA UNIVERSITY Titulo COMPOSICIONES
ANTI-COCAINA Y TRATAMIENTO

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio numero 13982 relacionado con la patentabilidad de la presente invencion y
notificado por fijacion en lista el 14 de Agosto de 2012,

Con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, nos
permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por veinticuatro (24)
reivindicaciones, en donde no se amplia en ningin momento la materia inicialmente
divulgada, y se encuentra enteramente sustentado en la descripcion. De esta manera, las
reivindicaciones 21 y 22 han sido eliminadas en el nuevo pliego reivindicatorio con el fin

de superar la objecién de excepcion a la patentabilidad impuesta por su Despacho.

Adicionalmente, estamos procediendo con la presentacién de una solicitud divisional para
estudio de su Despacho.

Claridad

La nueva reivindicacion 1 ha sido modificada de tal manera que se aclara que revela un
polipéptido de cocaina esterasa (CocE) mutante aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, que presenta por lo menos una sustitucion, adicién o
delecién en donde dicha sustitucidn, adicion o delecidn se selecciona del grupo que
consiste de L163V; V225I; 1218L; A310D; A149S; S159A; S265A; S56G; W220A; S140A;
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F189L; A193D; T254R; N42V; V262L; L508G; Y152H; V160A; T172R; Y532F; T74S;
W285T; L146P; D533S; A194R; G173Q; C477T; K531A; R41I; L119A; K46A; F84Y; T172R-
G173Q; L169K; F189A; N197K; R182K; F189K; V190K; Q191K; A194K; I175-G-G-A186; y
T176-G-G-D185; y el polipéptido mutante CocE tiene actividad esterasa con
termoestabilidad incrementada a 37°C comparado con el CocE de tipo silvestre que

presenta una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:1.

Asi las cosas, el sustento para la inclusidn de la materia relacionado con sustituciones,
adiciones o deleciones en dicha reivindicacién se encuentra tanto en la reivindicacion 5,
como en la tabla 7 y el ejemplo 17 de la descripcion, en donde se establece una
asociacion entre dichas sustituciones, adiciones o deleciones con la termoestabilidad del
péptido reivindicado.

En este orden de ideas, consideramos que la afirmacidn del sefior Examinador referente a
que la descripcion no se constituye como un sustento para la presente invencién no es
Cierta. Ld anterior debido a que como es bien expresado en la presente solicitud, la
invencidn reivindicada brinda mutantes termoestables del polipéptido CocE, en donde se
establece claramente que los polipéptidos mutantes termoestables fueron disefiados y
generados mediante el incremento de la estabilidad termodindmica a través de la
disminucion del AG (desdoblado — plegado) del polipéptido CocE, o disminucién de la tasa
de desdoblamiento a través del incremento de la energia libre de activacion del proceso de
desdoblamiento de CocE, lo cual se encuentra debidamente expuesto en el parrafo [0076]
de la siguiente manera,

"Pueden disefiarse mutaciones termoestabilizadoras de CocE o bien para aumentar la
estabilidad termodinamica de un poljpéptido disminuyendo la AG (desdoblado — plegado)
o disminuir la tasa de desdoblamiento incrementando la energia libre de activacion del
proceso de desdoblamiento. La AG (desdoblado — plegado) es la diferencia de energia
libre entre el estado desdoblado y el estado plegado. Para un polipéptido
termodindmicamente estable, AG (desdoblado — plegado) debe ser un valor negativo.
Generalmente, entre menor sea el valor AG (desdoblado — plegado), mds estable es el
estado plegado. Tal energia libre de activacion del proceso de desdoblamiento es I3
diferencia de energia libre entre el estado plegado y el estado de transicion del
desdoblamiento (Stejpe, 1999).”
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Por otra parte, el ejemplo 3 de la descripcion ensefia la metodologia de simulaciones de
dindmica molecular empleada para el desarrollo del CocE mutante termoestable, en donde
se incluye el procedimiento y los resultados obtenidos mediante la aplicacién del mismo, lo

cual se resume en la tabla 2.

Asi, los mutantes CocE fueron disefiados mediante una estrategia de enfoque triple, tal

como lo establece la descripcidn,

"Polipéptidos CocE mutantes con termoestabilidad incrementada pueden disefiarse y
generarse por una variedad de métodos conocidos en el arte, incluidos, por ejemplo,
diserio racional, evolucion dirigida (por ejemplo, mutagénesis aleatoria, mutagénesis del
organismo hospedero de CocE), o una combinacion de las mismas. La evolucion dirigida
puede lograrse mediante mutacion y recombinacion, sequidas por deteccion sistematica
del rasgo deseado o aplicando una presion selectiva para obtener el rasgo de interés
(véase a este respecto, Lehmann and Wyss, 2001). La mutagenesis puede llevarse a cabo
en el gen especifico de interés o mediante mutagénesis y seleccion de un organismo
hospedero, de modo que la propiedad obtenida por técnicas de ingenieria se confiere a la
proteina de interés. Preferiblemente, la termoestabilidad de los mutantes CocE se
manipula por técnicas de ingenieria mediante una estrategia de enfoque triple ("through
a three-prong approach") de (i) disefio racional mediante mutagénesis dirigida al sitio,
asistida por computador (véase a este respecto, Ejemplo 3; Ejemplo 4), (i) mutageéenesis
aleatorio del gen CocE y deteccion selectiva de gran productividad (véase a este respecto,
Ejemplo 4; Ejemplo 15); y (i) mutagénesis del organismo hospedero de CocE, seguida

por seleccion genética (véase a este respecto, Ejemplo 14).”

Por tanto, el sefior Examinador puede notar que la descripcién incluye todo el sustento
requerido por el normalmente versado en la materia para la reproduccién de la invencion
reivindicada, contrario a lo establecido en el Oficio Técnico.

Ahora bien, en lo referente a la caracterizacion de la presente invencién mediante la
estructura del polipéptido mutante CocE el sefior Examinador puede notar que a partir de
la- modificacion de la reivindicacion 1, dicho polipéptido se encuentra debidamente
caracterizado por su estructura, al definirse la secuencia de aminoacidos correspondiente
junto con las sustituciones, adiciones o deleciones que presenta, de acuerdo con el
sustento dado por la descripcion.
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Adicionalmente, la nueva reivindicacion 1 brinda una caracterizacion técnica funcional del
polipéptido de la presente invencidn, estableciendo que el mismo tiene actividad esterasa
con termoestabilidad incrementada a 37°C en comparacion con el CocE de tipo silvestre,
lo cual se constituye como la ventaja de la presente invencion, y por tanto hace parte de

las caracteristicas esenciales de la misma.

Asi bien, el nuevo pliego reivindicatorio brinda la caracterizacion estructural especifica
requerida por el sefior Examinador, por lo que damos por superadas las objeciones al
respecto.

Por otra parte, frente a la objecidn del sefior Examinador en referencia a la falta de
informacién sobre la actividad y termoestabilidad de las sustituciones, deleciones y
adiciones sobre la secuencia de aminoacidos, reiteramos que la nueva reivindicacion 1
contiene las modificaciones en mencidn que se encuentran expuestas en la descripcion, y
por tanto la objecidn impuesta pierde toda validez.

En lo que se refiere al acido nucleico reclamado por el pliego reivindicatorio nos
permitimos mostrar nuestro total desacuerdo frente a la apreciacion del sefior Examinador
mediante la cual establece que el normalmente versado en la materia no se encuentra en
capacidad de establecer la estructura de la molécula, al tener en cuenta que el pliego
reivindicatorio y la descripcion de la presente solicitud brindan el sustento requerido para
la realizacion y el uso de un acido nucleico que codifique el polipéptido CocE mutante de
las reivindicaciones 1-6, o que presente por lo menos un 85% de identidad de la secuencia
SEQ NO:2.

Por ejemplo, la descripcidn establece, entre otra informacidn, lo siguiente,

"Moléculas de dcido nucleico que codifican proteinas de fusion CocE mutantes se
encuentran igualmente dentro de la invencion. Tales dcidos nucleicos pueden elaborarse
preparando un constructo (por ejemplo, un vector de expresion) que exprese la proteina
de fusion CocE mutante cuando se introduzca en un hospedero apropiado. Por ejemplo,
lal a constructo puede hacerse ligando un primer polinucledtido que codifica la proteina
CocE mutante fusionada sin alteracion en el marco de lectura ("in frame”) con un
segundo polinucledtido que codifica otra proteina de tal modo que la expresion del

constructo en un sistema de expresion adecuado produzca una proteina de fusion.”
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Por tanto, aclaramos al sefior Examinador que al tener en consideracién todo el sustento
dado por la descripcion, la materia revelada por las reivindicaciones no puede considerarse
amplia, ya que un normalmente versado en la materia entiende cémo generar una
secuencia de aminoacidos, que codifique un polipéptido mutante CocE mutante

termoestables, sin requerir de la aplicacion de una excesiva experimentacion.

En lo que se refiere a la composicidn farmacéutica reivindicada, al tener en cuenta que el
polipéptido de la reivindicacién 1 fue debidamente caracterizado, las reivindicaciones 15 y
18 se encuentran igualmente caracterizadas por sus componentes, por lo que
consideramos que no es apropiada la objecién una vez modificado el pliego reivindicatorio.

Ahora bien, nos permitimos referir nuevamente al sefior Examinador a la descripcion, en
donde se encuentra todo el sustento buscado por du Despacho para la. encapsulacion del
polipéptido en un gldbulo rojo,

"La CocE mutante puede encapsularse en globulos rojos (RBC) con el fin de aumentar la
duracion de la accion y la estabilidad al calor, y disminuir la inmunogenicidad. La cocaina,
Justamente a medida que atraviesa rapidamente la barrera hematoencefdlica, transita
también rapidamente la membrana plasmética del RCB, y esta captura se ha demostrado
én un estudjo de administracion de cocaina intravenosa en el hombre (Javaid et al. (1978)
Journal of Chromatography 15, 105-113). Ademas, las concentraciones de cocaina en RBC
excedleron las concentraciones en el plasma (Javaid et al. (1978) Journal of
Chromatography 15, 105-113). Como tal, la encapsulacion en RBC puede utilizarse para
blinaar formas termoestables de CocE contra la depuracion.

Los eritrocitos se han aprovechado extensivamente por sus potenciales aplicaciones como
sustancias portadoras de medicamentos (Wang et al. (2002) Advanced Drug Delivery
Reviews 54, 547-570). Siendo las células mds abundantes del cuerpo humano, el RBC
ofrece ventajas sin precedentes para funcionar como sustancia portadora de
medicamentos. En primer lugar, los eritrocitos son completamente biocompatibles y
biodegradables, particularmente cuando se utilizan células autdlogas para carga de
medicamentos. Ademads, la forma de disco bicéncavo de los eritrocitos los dota con /a
maéxima relacion de superficie a volumen (1.9x10" cm/qg) (Guyton, AG & Hall, JE (1996)
Textbook of Medical Physiology, 425-433) utilizable para encapsulacion de medjcamentos.
De igual forma la encapsulacion en RBC evita que el medicamento cargado se inactive por

factores enddgenos, asi’ como protege los organismos de los efectos tdxicos del
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medicamento encapsulado (Wang et al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 547-
570). Mds aidn, la encapsulacion en RBC permite evitar respuestas inmunitarias
indeseables (es decir, antigenicidad e inmunogenicidad) que pueden desencadenarse por
cuerpos extrafios (Wang et al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 547-570).
Adicionalmente, los eritrocitos poseen una vida media en circulacion mas prolongada en
comparacion con otras sustancias portadoras sintéticas. Por ejemplo, se informa que la
expectativa de vida normal de un eritrocito en la circulacion sistémica es de alrededor de
120 djas (Guyton, AG & Hall, JE (1996) Textbook of Medical Physiology, 425-433).

La encapsulacion de CocE mutante en eritrocitos puede realizarse de acuerdo con varias
técnicas conocidas en el arte, incluidas electroporacion, endocitosis inducida (por ejemplo,
por primaquina) del medicamento, y dsmosis (véase a este respecto, Green, R, and
Wiader, KJ (1987) Methods In Enzymology, Vol. 149). Estos métodos pueden incluir dilatar
y romper la membrana celular, liberar el contenido interior incluyendo principalmente
hemoglobina y el citoesqueleto, atrapar el medicamento y luego volver a sellar Ia
membrana para producir el RBC en forma de copa, esférico, de color rosado o blanco
(denominado generalmente "RBC-Ghost").

Alternativamente, pueden empelarse péptidos que penetran la membrana paraencapsular
CocE mutante en eritrocitos (véase a este respecto, Ejemplo 12). Péptidos que penetran la
membrana, o peptidos de dominio de transduccion de la proteina (PTD - protein
transduction domain) son una familia de péptidos pequefios (que consisten normalmente
de residuos de 10-15 aminodcidos) incluidos TAT, LMWP, y otros péptidos catidnicos ricos
en arginina (véase generalmente, Dietz, GPH and Bahr, M (2004) Molecular Cell
Neurosciences 27, 85-131). Se sabe en €l arte que, enlazando covalentemente PTD a casi
cualquier tipo de especie molecular, incluidas proteinas (MW>150 kDa; ya se han probado
mds de 60 diferentes proteinas (Dietz, GPH and Bahr, M (2004) Molecular Cell
Neurosciences 27, 85-131) y nano-portadores (por ejemplo, liposomas), PTD puede
lransbordar la especie enlazada a través de la membrana celular de todos los tipos de
drganos, incluido el cerebro (Schwarze et al. (1999) Science 285, 1569-1572). PTD no es
toxico ni inmundgeno (Schwarze et al, (1999) Science 285 1569-1572), y Ia
Internalizacion de células mediada por PTD no induce perturbacion o alteracion de la
membrana celular de los eritrocitos (Suzuki et al. (2002) Journal of Biological Chemistry
25, 2437-2443). El PTD se ha utilizado con éxito en cargar RBC con proteinas, y resulta en
eritrocitos con atributos fisicos y quimicos inalterados (véase a este respecto, Li et al,
(2003) American Pharmaceutical Review 6, 22-26). Fn consecuencia, Ia conjugacion del
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péptido PTD a CocE mutante puede facilitar la encapsulacion de RBC. La encapsulacion de

RBC puede llevarse igualmente a cabo usando CocE mutante pegilada’.

Finalmente, en lo que respecta al método de deteccién selectiva de gran productividad
para la identificacion de polipéptidos CocE mutantes termoestables, las reivindicaciones
relacionadas con el mismo han sido modificadas para establecer una temperatura entre 37
y 50°C, el cual corresponde a un rango de temperatura al cual el polipéptido CocE de tipo
silvestre presenta una estabilidad reducida, y por tanto dicho método es de gran utilidad
para la evaluacion de la termoestabilidad del objeto de la presente invencidn.

En conclusidn, consideramos que el alcance de las nuevas reivindicaciones se encuentra
debidamente sustentado en la totalidad de las ensefianzas de la descripcién, mas aun
teniendo en cuenta que la misma cuenta con ejemplos que ilustran la invencién, y brindan
toda la guia requerida por el normalmente versado en la materia, en donde los mismos no
deben considerarse limitativos de la materia reivindicada, por la cual solicitamos
respetuosamente aceptar el nuevo pliego reivindicatorio como claro y conciso.

Nivel inventivo

De acuerdo con las modificaciones realizadas sobre la nueva reivindicacion 1, la cual
establece un polipéptido CocE mutante aislado de SEQ ID NO:1 que presenta
modificaciones seleccionadas de un grupo especifico, que le confieren actividad esterasa
con termoestabilidad incrementada a 37°C en comparacion en el CocE de tipo silvestre ya
conocido, consideramos que ninguna de las referencias citadas por su Despacho afectan el

nivel inventivo de la presente invencion por las razones expuestas a continuacién.

Como primera medida nos permitimos recordar al sefior Examinador que la presente
invencién centra la materia revelada en proveer una CocE altamente eficiente,
termoestable y de larga duracidn, que proteja contra los efectos téxicos y reforzantes de
la cocaina, al considerar que la CocE de tipo silvestre presenta una disminucion de la
estabilidad al ser sometida a altas temperaturas.

En este sentido, la presente solicitud revela mutantes CocE termoestables los cuales
fueron disefiados y generados mediante el incremento de la estabilidad termodinamica a
través de la disminucién del AG (desdoblado — plegado) del polipéptido CocE, o

disminucion de la tasa de desdoblamiento a través del incremento de la energia libre de
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activacion del proceso de desdoblamiento de CocE, en donde para dicho disefio se aplicé
la estrategia de enfoque triple expuesta previamente, que permitié superar la falencia del
arte previo en la generacion de enzimas CocE con termoestabilidad incrementada, y por
tanto corresponde con una metodologia en la que se requirid la aplicacion de nivel
inventivo.

En lo referente a los documentos citados a lo largo del Oficio Técnico, notamos que D1
(Bresler M. et al.) centra la materia revelada en el polipéptido CocE de tipo silvestre,
siendo silencioso frente a la generacion de sustituciones, adiciones o deleciones como las
especificadas por la nueva reivindicacion de la presente invencién. De hecho, al realizar
una lectura objetiva de dicho documento es posible identificar en el parrafo 194 la
secuenciacion original del gen CocE de tipo silvestre de Rhodococcus MB1 mediante la
subclonacion de fragmentos de genes en Rhodococcus erythropolis CW25, la cual
corresponde a un bacteria que no posee la habilidad para metabolizar cocaina, pero que
en lugar de esto es capaz de crecer en presencia de éster metilico de ecgonina y
benzoato, siendo estos Ultimos subproductos de la esterasa de cocaina.

Asi las cosas, la referencia D1 solo se encuentra ensefiando polipéptidos CocE de tipo
silvestre, asi como el correspondiente a la SEQ ID NO:1, sin ampliar en ningun momento
las ensefianzas hacia la generacion, o siquiera la mencién, de CocE mutantes que
presenten la insercion o delecién de residuos aminoacidicos que confieran al polipéptido la
retencion de la actividad esterasa, siendo termoestables al ser expuestos a temperaturas
superiores a los 37°C, mediante la aplicacion de la estrategia de enfoque triple que consta
de (i) disefio racional mediante mutagénesis dirigida al sitio, asistida por computador, (ii)
mutagénesis aleatorio del gen CocE y deteccion selectiva de gran productividad , y (iii)
mutagénesis del organismo hospedero de CocE, seguida por seleccién genética.

Por su parte la referencia D2 (Larsen et al.) incluye dentro de la materia revelada la
estructura cristalografica de un polipéptido CocE bacterial de tipo silvestre, sin incluir otro
tipo de informacién acerca de la via para generar modificaciones estructurales, que
permitan la obtencién de un polipéptido mutante.

En este orden de ideas, consideramos que la aseveracion del sefior Examinador segun la
cual establece que “D2 plantea que debe investigarse en la toxicidad de la enzima y la
vida media en plasma de la misma, sugiriéndose asi que la enzima debia modificarse”,

parece ser mas una apreciacion meramente subjetiva, la cual no se encuentra
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técnicamente sustentada, pues no se muestra de ninguna manera el proceder para la
realizacion de mutaciones puntuales que permitan obtener un polipéptido con
caracteristicas como las ensefiadas por la presente invencion. Asi las cosas, al tener en
cuenta que el Instructivo de Patentabilidad establece claramente que durante el examen
de nivel inventivo se debe responder a la pregunta de si en el estado de la técnica en su
conjunto hay un segundo documento que contiene una ensefianza que indicaria (no
sdlo que podria indicar, sino que indicaria) a la persona medianamente versada en la
materia, enfrentada al problema técnico, como modificar o adaptar el estado de la
técnica mas cercano para resolver el problema, de la forma reivindicada, sin realizar
una actividad inventiva, consideramos que la afirmacion del sefior Examinador
corresponde mas con una conclusion que se encuentra influenciada por el conocimiento
que ya se tiene de la invencidn, lo cual no es correcto de acuerdo a los lineamientos del
instructivo en mencion.

Ademas, D2 realmente establece lo siguiente,

“Dos de los parametros in vivo mas importante que deben abordarse son la
toxicidad y la vida media plasmatica de la enzima. Vidas medias plasmaticas
cortas serian suficientes para limpiar la cocaina del sistema de un
paciente que experimenta una sobredosis, evitando una respuesta
inmune adversa humoral y celular. La vida media plasmética puede ser
alargada, si es necesario, por modificaciones covalentes de CocE con poli
- etilenglicol (PEG), el cual enmascararia la enzima ante el sistema inmune”

Es asi como es evidente que el sefior Examinador emitié una interpretacion
completamente subjetiva de la materia revelada por D2, llevando a cabo un andlisis en
retrospectiva, en donde, a partir del conocimiento de la presente invencién se buscaron de
manera independiente las caracteristicas técnicas esenciales reivindicadas, con el fin de

afectar el nivel inventivo, pero sin siquiera considerar la totalidad de las ensefianzas de,
este caso, D2.

Asi las cosas, D2 ensefia que contar con una enzima CocE con una baja vida media
plasmatica es deseable para lograr evadir respuestas inmunes adversas, lo que se
consideraria como una desmotivacién para el versado en la materia en cuanto a la
generacion de técnicas para prolongar la vida media plasmética del polipéptido CocE. Por

otra parte, notamos que en cuanto a la pegilacion D2 establece que “si es necesario” la
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enzima puede pegilarse para extender la vida media plasmatica, mientras que en
contraste la presente invencion revela que la pegilacién de CocE se lleva a cabo con el fin
de generar una mejora de la termoestabilidad, adicional a la conseguida con las
mutaciones generadas.

Por tal razon, D2 no brinda una guia tal para que el normalmente versado en la materia
pueda realizar mutaciones puntuales como las expuestas en la reivindicacién 1 que
generen un polipéptido termoestable, pues dicho versado no contarfa con las herramientas
para conocer los residuos criticos que deben ser objeto de modificacion, por lo que
consideramos que la afirmacién del sefior Examinador no cuenta con el peso requerido
para afectar el nivel inventivo de la presente invencion, pues no es de ninguna utilidad
frente a la solucién del problema técnico referido por la presente solicitud, que en
contraste el polipéptido reivindicado solucionada mediante modificaciones en residuos
aminoacidicos especificos que proveen un CocE con vida media prolongada, y que en
definitiva no se encuentran en ninguna de las referencias citadas por su Despacho.

Ahora bien, el documento D3 (Lehman et al.) corresponde con una referencia que
provee una serie de herramientas y reportes aislados relacionados con la termoestabilidad
de proteinas particulares, pero que es silencioso frente a polipéptidos como CocE u otros
que presenten actividad esterasa.

Particularmente D3 establece en la pagina 371, que el disefio racional revelado puede ser
efectivo con proteinas pequefias que exhiban alta homologia y una pronunciada diferencia
en termoestabilidad, pero a su vez refiere la existencia del problema de “identificar las
mutaciones termoestabilizantes relevantes en conjuntos de proteinas mas grandes y de
menor homologia”. Asi, el sefior Examinado puede notar que en el caso de la presente
solicitud, el polipéptido CocE no es similar en tamafio y homologia a las proteinas de
choque frio de Bacillus que ilustran el disefio racional ensefiado por D3.

En este orden de ideas, y considerando que D3 establece ademéds que “la naturaleza no se
basa en una Unica estrategia para estabilizacién, (...) una serie de publicaciones en esta
area han llegado a conclusiones variables y contradictorias”, dicha referencia concluye que
€s poco probable que se provea informacion Util para la prediccién exacta de mutaciones
termoestabilizantes, incluyendo comentarios finales que establecen que los esfuerzos
futuros en la materia deben enfocarse en cémo combinar adecuadamente el disefio

racional, la evolucidn directa y los genes sintéticos de consenso, dando solo una idea

o &
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limitada de dicha posibilidad como una idea general que no asegura la viabilidad en su

aplicacion.

Por tanto, la referencia D3 se encuentra seriamente limitada en sus ensefianzas al no
poder afirmarse que el mismo enfoque podria ser necesariamente exitoso con otras
proteinas, lo cual se ratifica con la mencién de los diferentes inconvenientes asociados con
los enfoques descritos dentro de la materia revelada. Es por esto, que consideramos que
no puede asegurarse que el normalmente versado en la materia alcanzaria el éxito en el
aumento de la termoestabilizacién de CocE mediante la aplicacién de los enfoques dados
en D3, tal como lo consigue mediante la aplicacién de la metodologia empleada en la
presente invencién, por lo que en definitiva el llegar exitosamente a la materia de la

presente invencion requirié del desarrollo de nivel inventivo.

Finalmente, consideramos que la referencia D4 (Marshall et al.) es similar en contenido
a la referencia D3, y por tanto la misma tampoco contempla al polipéptido CocE ni
proteinas similares con actividad esterasa. Asi, D4 se centra en brindar técnicas diferentes
que pueden ser usadas de manera genérica para alterar las propiedades fisicoquimicas de
las proteinas, siendo silenciosa frente a la viabilidad de la metodologia expuesta para la

generacion de una enzima CocE termoestable, como la aqui reivindicada.

De esta manera, es evidente que ninguna de las referencias D1 a D4, contemplan ni
sugieren la realizacion de mutaciones puntuales sobre la CocE de tipo silvestre, con la
aplicacién de un disefio con estrategia de enfoque triple que consta de (i) disefio racional
mediante mutageénesis dirigida al sitio, asistida por computador, (i) mutagénesis aleatorio
del gen CocE y deteccion selectiva de gran productividad |, y (i) mutagénesis del
organismo hospedero de CocE, seguida por seleccidn genética, por lo que la presente

invencion debe considerarse inventiva a la luz del arte previo.

Para concluir queremos recordarle respetuosamente al sefior Examinador que el Instructivo de
Patentabilidad establece lo siguiente,

"Durante el examen de nivel inventivo debe hacerse un juicio de valor y un anélisis objetivo
de las divulgaciones previas del estado de la técnica, no influenciados por el conocimiento
que ya se tiene de la invencion que se esta evaluando. Por tanto, con el fin de minimizar Ia
subjetividad y evitar que se realice un andlisis en retrospectiva (“hindsight” ¢ 'a

posteriori”), el examen debe relacionar la invencion con la solucion de un problema
técnico.”
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en
opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decision 486.

Anexos

Nuevo pliego reivindicatorio.

Del Sefior Director

Atentamente,

) //M
UAN PABLO CADENA SARMIENTO

T.P. No. 57.492 del C.SJ.
C.C. 80.410.337 de Usaquén
Calle 70 A No. 4 - 41



REIVINDICACIONES

Un polipéptido de cocaina esterasa (CocE) mutante aislado que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, que presenta por lo menos una
sustitucion, adicion o delecidn en donde por lo menos una sustitucion, adicién o
delecién se selecciona del grupo que consiste de L163V; V225I; 1218L; A310D;
A149S; S159A; S265A; S56G; W220A; S140A; F189L; A193D; T254R; N42V;
V262L; L508G; Y152H; V160A; T172R; YS532F; T74S; W285T; L146P; D533S;
A194R; G173Q; C477T; K531A; R41I; L119A; K46A; F84Y; T172R-G173Q; L169K;
F189A; N197K; R182K; F189K; V190K; Q191K; A194K; 1175-G-G-A186; y T176-G-
G-D185; y el polipéptido mutante CocE tiene actividad esterasa con
termoestabilidad incrementada a 37°C comparado con el CocE de tipo silvestre

que presenta una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

El polipéptido CocE aislado de la reivindicacion 1, en donde se sustituyen por lo

menos dos residuos de aminoacido.

El polipéptido CocE aislado de la reivindicacidon 2, en donde se sustituyen por lo
menos tres residuos de aminodcido.

El polipéptido CocE aislado de la reivindicacién 3, en donde se sustituyen por lo
menos cuatro residuos de aminoacido.

El polipéptido CocE aislado de la reivindicacién 4, en donde se sustituyen por lo

menos cinco residuos de aminoécido.

Un polipéptido de cocaina esterasa mutante aislado que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo conformado por SEQ ID NO: 3
(L163V); SEQ ID NO: 7 (V225I); SEQ ID NO: 8 (1218L); SEQ ID NO: 9 (A310D);
SEQ ID NO: 10 (A149S); SEQ ID NO: 11 (S159A); SEQ ID NO: 12 (S265A); SEQ
ID NO: 13 (S56G); SEQ ID NO: 14 (W220A); SEQ ID NO: 16 (S140A); SEQ ID
NO: 17 (F189L); SEQ ID NO: 18 (A193D); SEQ ID NO: 19 (T254R); SEQ ID NO:
20 (N42V); SEQ ID NO: 21 (V262L); SEQ ID NO: 22 (L508G); SEQ ID NO: 23
(Y152H); SEQ ID NO: 24 (V160A); SEQ ID NO: 25 (T172R); SEQ ID NO: 26
(Y532F); SEQ ID NO: 27 (T74S); SEQ ID NO: 28 (W285T): SEQ ID NO: 29
(L146P); SEQ ID NO: 30 (D533S); SEQ ID NO: 31 (A194R); SEQID NO: 32
(G173Q); SEQ ID NO: 33 (C477T); SEQ ID NO: 34 (K531A); SEQ ID NO: 35
(R41I); SEQ ID NO: 36 (L119A); SEQ ID NO: 37 (K46A); SEQ ID NO: 38 (F84Y),
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11.

SEQ ID NO: 39 (T172R-G173Q); SEQ ID NO: 40 (L169K); SEQ ID NO: 41
(F189A), SEQ ID NO: 42 (N197K), SEQ ID NO: 43 (R182K), SEQ ID NO: 44
(F189K), SEQ ID NO: 45 (V190K), SEQ ID NO: 46 (Q191K), y SEQ ID NO: 47
(A194K), o un fragmento funcional de las mismas.

Un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido CocE mutante de cualquiera
de las reivindicaciones 1-6.

Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotidica, que se
hibridiza a SEQ ID NO: 2 o al complemento de SEQ ID NO: 2 bajo condiciones de
alta restriccion, en donde el acido nucleico aislado codifica un polipéptido CocE
mutante que tiene actividad esterasa con termoestabilidad incrementada a 37°C,
comparado con CocE tipo silvestre.

Un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido CocE mutante que
comprende una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos 85% de
identidad de secuencia con la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO: 2, en
donde el polipéptido CocE mutante codificado tiene actividad esterasa con
termoestabilidad incrementada a 37°C, comparado con CocE tipo silvestre.

El acido nucleico aislado de la reivindicacién 7 en donde la identidad de secuencia
se selecciona del grupo conformado por 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% por lo menos.

El polipéptido o acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en
donde el aumento en termoestabilidad del polipéptido CocE mutante sobre la
CocE tipo silvestre es por lo menos alrededor de 2.1 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 2.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.3 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 2.4 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.5 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 2.6 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.7 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 2.8 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.9 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 3.0 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.1 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 3.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.3 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 3.4 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.5 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 3.6 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.7 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 3.8 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.9 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 4.0 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.1 kcal/mol, por lo menos
alrededor de 4.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.3 kcal/mol, por lo menos
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13.

14,

15.

16.

17.

18.

alrededor de 4.4 kcal/mol, o por lo menos alrededor de 4.5 kcal/mol.

El polipéptido o acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones1-11 en

donde el polipéptido CocE mutante tiene inmunogenicidad reducida, comparado

con la Cock tipo silvestre.

El polipéptido o acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en
donde el polipéptido CocE mutante tiene por lo menos alrededor de 60%, por lo
menos alrededor de 65%, por lo menos alrededor de 70%, por lo menos
alrededor de 75%, por lo menos alrededor de 80%, por lo menos alrededor de
85%, por lo menos alrededor de 90%, por lo menos alrededor de 95%, por lo
menos alrededor de 100%, por lo menos alrededor de 105%, por lo menos
alrededor de 110%, por lo menos atrededor de 115%, por lo menos alrededor de
120%, por lo menos alrededor de 125%, por lo menos alrededor de 130%, por lo
menos alrededor de 135%, o por lo menos alrededor de 140% de la actividad

esterasa del polipéptido CocE tipo silvestre.

El polipéptido o &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en
donde el polipéptido CocE mutante conserva por lo menos sustancialmente la
misma o una mayor eficiencia catalitica del polipéptido CocE tipo silvestre.

Una composicion farmacéutica que contiene el polipéptido CocE mutante o el
polipéptido CocE mutante codificado por el acido nucleico de cualquiera de las

reivindicaciones 1-14 y vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la composicién
farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde el polipéptido

CocE mutante esta pegilado.

El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la composicion
farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el polipéptido

CocE mutante se encapsula en un glébulo rojo.

El polipéptido, polipéptido codificado por el &cido nucleico, o la composicién
farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el polipéptido
CocE mutante se estabiliza por un sustrato o inhibidor.

\:
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20.

21.

Un método de deteccion selectiva de gran productividad para la identificacion de

polipéptidos CocE mutantes termoestables, que comprende los pasos de:

transformar establemente una célula con un &cido nucleico que codifica un

polipéptido CocE mutante;

expresar el polipéptido CocE mutante en la célula;

aislar el polipéptido CocE expresado;

medir la actividad esterasa del polipéptido CocE mutante aislado a una o mas
temperaturas predeterminadas de por lo menos alrededor de 37°C hasta
alrededor de 50°C, para determinar la termoestabilidad de los polipéptidos CocE
mutantes aislados;

seleccionar el polipéptido CocE mutante aislado con actividad esterasa a la

temperatura(s) predeterminada.

El método de deteccion selectiva de gran productividad de la reivindicacién 19 en
donde la medicion de la actividad esterasa de los polipéptidos mutantes aislados
comprende:

contactar el polipéptido CocE mutante aislado con (i) cocaina y un indicador de

pH o (ii) un tio-derivado de cocaina y un indicador de tiol;

detectar un cambio en el indicador de pH o el indicador de tiol; en donde un
cambio del indicador de pH o el indicador de tiol se correlaciona con la formacion
de acido benzoico de la hidrélisis de cocaina o derivado de cocaina por el
polipéptido CocE mutante.

El método de deteccidn selectiva de gran productividad de una cualquiera de las
reivindicaciones 19-20 que comprende ademas repetir uno 0 mas pasos del
método de deteccion selectiva por lo menos una vez con una temperatura
incrementada para medir la actividad esterasa.

o B
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El método de deteccidn selectiva de gran productividad de la reivindicacién 21 en
donde un primer ciclo de deteccion selectiva tiene una primera temperatura para
medir la actividad esterasa de alrededor de 37°C, y un ciclo subsiguiente de
deteccion selectiva tiene una temperatura para medir la actividad esterasa de
alrededor de 45°C.

El método de deteccion selectiva de gran productividad de una cualquiera de las
reivindicaciones 19-22 en donde la expresion del polipéptido CocE mutante ocurre
a una temperatura a la cual la CocE tipo silvestre conserva sustancialmente
actividad catalitica.

El método de deteccion selectiva de gran productividad de una cualquiera de las
reivindicaciones 19-22 en donde la expresion del polipéptido CocE mutante ocurre
a una temperatura a la cual el polipéptido CocE tipo silvestre se divide

sustancialmente en cuerpos de inclusion.

&N
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Yo (nosotros), The Trustees of Columblg University
In the Clity of New York

domiciliado(s) en, 412 Low. Memorial Uibrary, 536 west

118th Street, Mcd308, New York, NY 10027, Estados
Unidos-de America

Nombro(amos) 3. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo CARLOS 1. PALACIO EASTMAN ylo MARTIN E,
TORRES CARDOZO, de Bogols, Calombig, apoderados
verdaderos y legales con poder especial, amplio y suficlente,
para recabar de las oficinas y autoridades colomblanas
administrativas, judiciglas y de policia, en cualquier Instancia
0 fecurso, la obtencién de palentes de invencion, registros
de marcas, disefiog Industriales, modelos de utllidad,
depésitos de nombres comercialss, lemas comerciales y

variedades vegetales, asi como sus  prérrogas,
renovaciones, anotaclonas de traspaso, camblos de
nombre, domicilis ylo direccién; elaborar tramitar y registrar
conlratds de licancia y licenclas
Intervenir como demandante o como demandado en
cualquier  tnstancla Yy recurso ante cuaiquler juez,
corporactén, funzionarto publico o auloridad en acclones
Judiclales, administrafivag y de policia tales como:
oposicionaes al registro de marcas; acciones de caducidad,
cancelaclén y nulidad; acclones retvindicalorfas, acciones
derivadas de I oblenctén o explotacién de licenclas:
acclones de compelencia desleal; demandas penales;
acciones de Indemnizacién de perjuicios, reclamos y
observaciones g soliciludes  de patentes,  disefios
tndustriales, mudelos de utilidad, en el ejercicio de medidas
cautelares y en olrag acclfones o medidas similares,

A este ofeclo, la(s) facuno(amos) para- elevar solicitudes,
formulas descrlpclonas, . enmiendas, protestas,
dedarac)one‘s, oposiclones, cancelaclongs, nulldades,
apelaciones y reclamos; Pagar impueslos, cuolas y
gravdmenes prescrilos por la ley; renunciar o desislir a
derechos concndidos o @n curso de concesion; recibir loda
clase de docurnentos y valores, dando ef descargo
respeclivo, y, en generel, para dar ente dichas autoridades
todos los pasoy riecasarios al efecto Indicado ¥ tomar todas
las medidas que creyeren conducentes af resguardo de mis

(nuestros Intereses), con lodas las demas facuitades legates
necesartas.

Otorgado y firmads en

hoy de de 200_

Firma

Nombre
Cargo

POWER OF ATTORNEY

| (We), The Trustees of Columbia Untversity in the
City of New York

domiciled In, 412 Low Memorlal Library, 535 Wes( 116th

Streel, Mc4308, New York, NY 10027, United States of
America

Hereby appolnls JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

andfor CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO, of Bogotd, Colombia, my  (our)
true and lawful attorneys with spectal, ample and sufficlent
power lo obtain from the Colombian adminlslrative, judicial
and police offices and aulhorllies, in any Instance, privileges
of patents of invention, registration of Irademarks, industrial
designs and utility models; regisiration of commercial
namas, slogans and smblems, regisiration of copyright and
contracts related thereto, certificatns of obtainers of
vegetables varielies, as well as exlensions, renewals and
recordal of assignmonls and changes of name, domicile
andfor address relaled lo the above; o prepare, prosecute
and reglster licenses of any kind; to act as plaintitf or
defendant in any Instance or recourse, and belore any
Judge, corporalion, public officlal or authority in judicia,
administrative and police actions, such as: opposilions to
the reglstration of trademarks; caducily, cancellation and
nuliity actions; olaim aclions derived from lhe obtaining or
exploftation of licenses, action of unfair competition; criminal
proceedings, actions for payment of damages: claims or
observalions on patent epplicalions, models, industrial
designs and utlity models; In the exerclse of preventive
Measures and in othar acllons or simflar praceedings,

To lhat effect they hereby empowsred 1o file epplications,
formutate descriptions, amendments, protesls, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and clains; to
pay taxes, quotas and assessmenis praseribed by law,

granting; to receive all iinds of documents angd valuables,
giving the respective release of receipl, and, in general, o
lake before sald authorities {he necessary stops to such
effect, and any measures that they may deem perlinent lo
the safeguard of my (our) interesl(s) with all the other
necessary legat powers.

This power includes the facully to rality or confirm dusisl,
sellle and compromise on my {our) behalf, and o subslilule
this power in whole or 1 part and (o revoke substlitulions, Al
the same time | (We) hereby appoint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or CARLOS H. PALACIO
EASTMAN and/or MARTIN E, TORRES CARDOZO,
domiciled in Carrera 7 No, 71-21, Torre B, Piso 4. my (our)
attorney(s) in fact, with powey receive noifications and
lo designate judicial and e hi allorneys.

Granled and !
this (b’{ A
Signature

Name
Thie

20 E8 v w__ (. %M

/U’U



(Convention de La Haye du 5 Oclobra 1961)

1, Country: United States of America

This public document

2. has been signed by Norman Goodman

3. acting in the capacity of County Clerk

4. bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

5. At New York, New York 8. the 14th day of July 2009

7. by Special Deputy Secretary of State, State of New York
8. No. NYC-10691669A

10.  Signature

James Bizzarr.i
Special Deputy Sé¥retary of State

04135595,.RSL ( REV: 2/818)
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State of New
County of New

L NORMAN GOODNAIAN, County Clerk and Clerk of the Supreme Court of the State of
New York, in and for ¢ij® ity of New York, a Court of Record

} e y having by law a senl,
DO HEREBY CERTI \’/pursuant to the Executive Lyw of the State of New York, that

TR

whose name Is subscribed to the annexed n
tire of taking the same 8 NOTARY PUBLI in an

position, certificate of acknowledgment or proof, was 4t the
qualibied to aet as such; that pursuant to law,

for the Stdg/of New York du ¥ commlssioned, swon und
8 comumlssion or a certificate of his official character, with his
autogeaph signature has been filed i my office; i of . acknowledgment or oath, he
whrs duly authorized to take the samc; that I am wel] acqualnted with che handwriting of such MNOTARY PUBLIC
or heve compared the signature on the annexed instrument wich his autograph signature deposleed in my officy, und
I belleve that such signature s genuine.

IN WITNESS WHEREQF, I have hereunto set my hand affixed my official seal this

........................ L4209 % %
FEE PAID $3.00 e / J .
,«J'lﬂﬁﬂfwtxt_,_.. —

Cownty Clerk and Clerk of/ﬁ:

Suprese Court, New York C (=;4—i;\ty
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- CERTIFICADG NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de
personalmente comparecio ante mi

a guien conozco, y de qulen me consta que firmo el anterior
documente, debidamente juramentado dedlaré y dijo que &
(ella) es

e, The Trusfees of Columbia University in the
City of New York

Sociedad legaiments conslituida para un periodo de
duracion que ziin no ha terminado; que el declarante esta
autorizado por dicha sompaiiia para confenr este poder; que
el sello estampado por &l al pie de tal poder, en nombre y
representacion de fa expresada compadfa, es o} sello oficial
de ella; y quo el objeto para el cual se conflere este
instrumento ests Comprendido dentro del ob
socledad.

El 3usarito Netero hace consta ¥que tuQ@@NW las %

pruebas de la existencia de Ia so edad.

Clery

Estado de
con fecha

Y que quien coriflere el presente pocler es su representante.

Notario Piblico (selloy

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de

de « Comparecio(eron) ante mj

Notario Publico (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA,

de;

TOBB USED I (olopbyion

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this / { day of ’AK‘ e\ of 6 personally

appeared before me 9 '
Sl Nl

to me known, and known to me lo be the person who

signed the foregoing Inslrument who being by me duiy

sworn did depose and say that he (she) is the

of, The Trustees of Columbia University 1 the
City of New York

Which is legally constituted for a lesm not yet expired, (hat
deponent is authorized by said Company to confer this
Power of Allorney: that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of sald Comoration is
the corporate ssal thereof; and that the purpose for which
this instrument is granted js included within the cofporate
purpose of company.

The undersigned Notary Public altesis that he has seen lhe
documents that prove the exislence ¢f the company.

.‘.,/ t
State of k,}"; J ol s
under date of /-\"(M';r. i l(:,"b,‘(i;‘»‘ 7

and that he (she) who grants he present power of altorney

is {ts Representative. ,
@Lo TS CRAGZRALY
2
Notary pypji
wblff Notarf (seal Y Public State of New York
C

No. 012Re0381 18
Quaiified n
ommission &
NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

New York County
Xpires March g, 2010

Ori this day of of.
personally-appeared before me

who Is(are) krown to me and
foregoing document and he
grank(s) the document for the
expressed.

who | attesl exectted fhe
(ihey) declared he (they)
Uses ape“purposes therein




TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE PODER OTORGADO
POR THE TRUSTEES OF COLUMBIA UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW
YORK, con domicilio en 412 Low Memorial Library, 535 West 116th Street,
Mc 4308, New York, NY 10027, Estados Unidos de América.

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento piblico
2. ha sido firmado por NORMAN GOODMAN

3. actuando en capacidad de SECRETARIO DEL CONDADO
4. lleva el sello/timbre de EL CONDADO DE NEW YORK

CERTIFICADO

en New York, New York
a los 14 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario Especial Delegado del Estado, Estado de New York
No. NYC-10691669A

Sello/timbre

© ® N o o

10. Firma

(firma)_

James Bizzarri

Secretario Especial Delegado del Estado

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW YORK

a




CERTIFICADO'NOTARIAL

Hay un sello que dice:

CRAIG ZRALY

Notario Publico, Estado de New York

No. 01ZR6038118

Titulado en el Condado de New York

Mi comisi6n vence el 6 de marzo de 2010

No. 719140

Estado de New York
Condado de New York

Yo, NORMAN GOODMAN, Secretario del Condado y Secret%rio de la
Suprema Corte del Estado de New York; en y para el Condado de New York,
un Tribunal de Registro teniendo por ley un sello,

POR LA PRESENTE CERTIFICO que, de conformidad con la Ley
Ejecutiva del Estado de New York,

CRAIG ZRALY

cuyo nombre se suscribe a la declaracion juramentada, declaracion
extrajuicio, certificado de reconocimiento o prueba anexa, era un NOTARIO
PUBLICO al momento de tomar el mismo en y para el Estado de New York
debidamente comisionado, habia tomado juramento y estaba titulado para
actuar como tal; que de conformidad con la ley, se ha presentado en mi
oficina una comisién o un certificado de su caracter oficial con su firma; que
al momentoc de tomar dicha prueba, reconocimiento ¢ juramento, él fue
debidamente autorizado para tomar el mismo; que conozco bien & letra de
dicho NOTARIO PUBLICO o he comparado la firma sobre el instrumento
anexo con su firma autografiada depositada en mi oficina y creo que dicha
firma es genuina. ‘

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello oficial este,

14 de julio de 2009

(firma}
Secretario del Condado y Secretario de la Suprema Corte, Condado de New
York,




PODER

Yo (nosofros). THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciifado(s) en 1214 S. Univarsity Avenus, 2nd Flgor
Ann Arbor, MI 48104, Eslados Unidos de América.

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo CARLOS H. PALACIO EASTMAN ylo MARTIN E.
TORRES CARDOZO, de Bogots, Colombia, apodarados
verdaderos y legales con poder especial, ampilo y
suficlents, para recabar de las ofichas y autondades
colombianas adminisliativas, |udiclales y de palicia, en
cualquier Instancle o recurso, la obtancion de palentas de
Invencion, registros de inarcas, disefios industriales,
modelos de utllidad, depositos de nombres comerciales ¥
enseflas, lemas comerciales, nombres comercleles,
reglstros de deiechos de aulor y contratos sobre los
mismos, oblencion do certificados de obtentor de
varledades  vegetales, asl como sus prémogas,
renovaclones, anotaciones ds iraspaso, camblos de nombre
ylo domidiio yio direccion; elaborar, tramitar y registrar
contrates de liconcia y licenclas de cualesquiera clases;
Intervenir como demandanle ¢ como demandado en
cualquler Instencla y recurso  ante cualquier juez,
corporacién, funclonaro publico o autorlded en acciones
Judiciales, administrativas y de policla tales ocomo:
oposiciongs al registro de marcas; acclones de caducidad,
cancelaclén y nulidad: acciones rewvindicatorlas, acclones
derivadas ds la obtencién o explotacibn de licanclas;
accionas de competencia desleal, demondas penales;
acclones de Indemnizacion de perjuldios, reclamos ¥
obsorvaciones  a  solicitudes  de  patents, disefios
industriales, modslos de utilidad, en el sjerciclo da medidas
cautelares y un otras acclones o medidas simitargs.

A aste efeclo, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripcionas, enmiendas, prolastas,
declaracionas, oposiclones, cancelaciones, nulldades,
apelaciones y raclamos; pagar Impuestes, cuotas y
gravdmenes prescritos por la ley: renunclar o desistir a
darechos concedidos o en curso de concesian; recibir toda
clase dc documenios y valores, dando el descergo
respactivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
todos los pasos hecesarios al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creysren conducentes al resguardo de mis

{nuestros irteresss), con. lodas las demas faculiades
legales necevarias.

Este poder cumprenda la facultad de ratificar o conflrmar en
mi (nuestro) nombre o actyado as! como Is facultad de
dasistis, fransigl, compromsler, y 18 ds sustituirio en lodo o
€n parle Y revocar sustituclones. Aslmismo nombro{amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO ylo CARLOS H,
PALACIO EASTMAN ylo MARTIN E. TORRES
CARDOZO, domicliada(s) en la ¥ No. 71-21, Torre B, Piso
4, mis (nuestros) apadarados en Colombia, con facultades
para recibir rwlificaciones y designar apoderados Judidales
o exirajudiclales,

Otoigado y firmado en
hoy de de 200_
Fima

Nombre
Cargo

LEGALIZACION POR APOSTILLA E8 REQUERIDA.

Brigard 4 Castro
BOGOTA < COLOMBIA,

POWER OF ATTORNEY

1 (We), THE REGENTS OF THE UNIVERSITY O
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiclied 1214 S. University Avenue, 7nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, Uniled States of Amenca,

Hereby appoints JUAN-PABLO CADENA S$4RMIENTO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO, of Bogold, Colombla, my (our)
true and fawful attorneys with speclal, ample en sufficient
power to oblain from the Colomblan administrative, judicial
end polise offices and authorities, In any insfarico,
privileges of patents of invention, registralion of tndematks,
indusirial designs end ullily modsls; regltration of
commerclal names, slogans and emblems, registration of
copyright and contracts related therelo, corfllicates of
abtainers of vegotables verieties, as well. as uxtenslons,
renswals and recordal of assignmants and changes of
name, domiclie and address relsled lo the above: to
prepare, prosacuts and reglster licansas of any xind; lo act
as plaintiff or defendant in any instance or 1ecourse, and
belore any judge, corporation, public officlal or authorly in
judiclal, edminisiralive and police aclons, such as:
oppasitions fo the registration of trademaiks; caduclly,
cancsliation and nufflty actions; clalm actions dorived from
the obtalning or exploitation of licrnses, aclion of urifgir
competition; criminal proceedings, acllons tor rayment of
damages: claims or cbservations on patent anplicalions,
madels, industrlal designs and ullity modsls; i the
exercise of preventive measuros and in other actions or
similar proceedings.

To that effect thay hereby empowsred lo filc applicallons,
formulate descriptions, amendments, prolests,
declaralions, oppositions, cancellations, nullitics, appoals
and claims: (o pay taxes, quolas and assessmanls
prescribed by law, renounce or waive the fights granted or
In the process of granting; to recelve all kinds of documents
and valuables, giving the respeciive relaase of feceipt, and,
in general, to take belore sald authorities the necessary
ateps 1o such effect, and eny measures that they may
deem pertinent to the safeguard of my {our) Interask(s)
Wwith all the other necessary legal powers.

This power includes the facully fo ralify or confirm desist,
satllé and compromise on my {our} behalf, and ko substitule
this power In whole or In part and 1o rovoke siibstilutions.
At the same ftme | (We) heraby, apooint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO andfor CARLOS H. PALACIO
EASTMAN andior MARTIN E. TORRES CARDOZO,
dormiclied In Carrora 7 No. 74-21, Torre B, Piso 4, my (6ur)
sltome/(s) in facl, with powers to recaive notifications and
to designate judiciat and extrajudiclal allon;gy,s.

S(gnétur ('-(,. (
THo .. Fasor




3 actmg in capacaty

& 4 ears the seal of

the afflxed documenl, the capauity In which I

n allasts only 1o the authenticlly of the slgn-,g‘ufe of the officta?
Arofliciat scted, and

the dncumsnl Lears.

'\ls of Uiz document gre




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmenie comparecit ante mi

a quien gonoxceo, y da quian ms consta que firmd el snterior
documento, debidamente Juramantado declaré y dijo que &l
(ella) es

de THE REGENTS OF THE UNIVERS(TY OF MICHIGAN -
THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Socleded Iagalmenta constitulda para un perlodo de
duracion que aun no ha terminado; que el declarante ests
autorizade por dicha compafila para confenr este poder;
que el sello estampado por &f al pla de tal poder, en nombre
Y rapresentacion de la expresada compafila, es el sallo
ofidlal de ella; y que ol objeto para ol cual se confiere asle
instrumento usta comprendido dentro dal objelo soclal de la
soctedad.

E! suserile Motarlo hace constar que tuvo a ia vista les
pruebas de |2 oxistencia de Ia socledad.

Estado da
con fecha

¥ Qus quien confiare el prese;ie poder 8s su representante.

Notarlo Pablico (sallo)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy
mi

de de , comparecié(eron) ante

@ qulen (es) conuzco y me cansta que; es(son)  la(s)
persona(s} firmanle(s) del documanto que procads y

Quien(es) deciara(n) que otorgan el mismo para los finas y
propositos qua en 6! se cxpresan,

Notario Publice (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA E§ REQUETIDA,

NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION})

Onthis ﬂ’\‘i day of :,,,Lu_ ofrzooﬁpwsonaUy

appoearod bofore mo

Kuth L.Kasor

to ma known, and known to me 10 bs the parson wha
slgned tho foregoing Instrument whe being by me duly
sworn did dapose and sey that he (she) Is the

Directov o€ Licersin

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
THE.UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which Is [sgally constituted for a term not yol axpired, that
deponent Is authorized by sald Company to confer ihis
Power of Allotnay: thal the seal aifixed hereunto by Ihe
daponent In tho name and on behelf of sald Corporation is
the corporata seal thereof: and thal the purpasn for which
this instrumant s granted Is incuded within the corporale
purpose of company.

The undersigned Notary Publlo attests that he hus seen tha
documents Ihat prova tha existenge of the compuny.

under date of .
Jg ! 362

and that he (sha) who grants tha prasunt power of alloiney

is s Represpnlative, O -
%\ . \wa 2l
ublic Notary (Seat) dj u\|._) a J 200

SALLY A INGALLS

stataof [ hl&hz%ﬂ_om\&l‘d'u.;"i'm AY; 8 Spt. B

NOTARY PUBLIC - STATE OF MICHIGAN

GOUNTINDFARIAS IGRE T ICATE
My Convmission DPTHRALRERSQN 4010
Acting i1 Ihe Conmily of

e o e ea mertota

On Ihls day of of
personally eppeerad before me

who is(are) known to me
foregoing document and
grani{s} the documant
oxpressed, ?

and wha | attest executed [he
ha (they) dedlared ho {they)
r {he uses and purpases thereln




TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE PODER OTORGADO
POR THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN - THE
UNIVERSITY OF MICHIGAN, con domicilio en 1214 S. University Avenue,
2nd Floor Ann Arbor, M| 48104, Estados Unidos de América.

ESTADO DE MICHIGAN
DEPARTAMENTQ DE ESTADO

APOSTILLA
(Convenci6n de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MICHIGAN

4. leva el selloftimbre de SALLY A. INGALLS, CONDADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan

a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149649-0GS

Selloftimbre

© ® N o »

10. Firma

(firma)
Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita unicamente la autenticidad de la firma del funcionario quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual dctia y, donde corresponda, la identidad del
sello 0 estampilla que lleva el documento. Esta certificacion no supone que el contenido del
documento sea correcto o que tenga la aprobacién del Estado de Michigan. ‘

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN




CERTIFICADO:NOTARIAL.

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario Pdblico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay dos sellos secos qus dicen:

SALLY A. INGALLS
Estado de Michigan

W
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Trey Grayson
SECRETARY OF STATE

For use in the country of: Colombia

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Couniry: Unted States of America
This public document

2. hasbeen signed by Getha Helfeniberger

3. acting in the capacity of Deputy County Clerk
Fayette County
Commonwealth of Kentucky

4. bears the scal/stamp of _Getha Helfenberpger

Deputy County Clerk
Commonwealth of Kentucky

CERTIFIED

5. at_Frankfort Kenfucky 6. the _9th day of July, 2009

7. by___ Secretary of State, Commonwealth of Kentucky

8. No.___46357,82660.04687.67783

10. Signature:

e ———— e e a




Brigard s Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros), UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domicillado(s) en 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40508, Estedos Unidos de América,

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/o CARLOS H, PALACIO EASTMAN ylo MARTIN E,
TORRES CARDOZO, de Bogots, Colombia, apodarados
verdaderos y legeles con poder ospecial, amplo y
suficiente, para recabar de \las oficinas y autoridades
colemblanas administrativas, Judiclales y de policla, en
cualquiet Instencla o recurso, la oblencion de patentes de
Invencidn, registros de marcas, disefios Industriales,
modelos da utitdad, deposiios de nombres comarctales y
ensefias, lernas comerclales, nombres comercinles,
registros de derechos de autor Y coniralos sobre los
mismos, obtenciény de  certificados  de obtentor  de
variedades  vegetales, asl como SUs  promogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
yio domiclilo y/o - diracolén; - elaborar, tramitar Y registrar
contralos de licencla y licencias de cualesquiera clages;
intervenir como demandante o como demandado en
cuslquler mMslancia y recurso  ante cualquier juez,
corporacion, funcionarlo publico o auloridad en acciones
Judiclates, administrativas y de policla tales como:
oposicionoes al registro de marcas; acclones de caducidad,
cancelacién y nulidad; acciones reivindicatorias, acciones
derlvadas de la obtencién o explotacion de licencias;
acciones de compelencia desleal demandas penales;
acciones de Indamnizacién de perjulcios, reclamos Yy
obscrvacionss a  soliciiudes de patenles, diserios
Industriales, modelos de utiidad, en el ejercicio de medidas
caulelares y en otras accionas o medidas similares,

A este efecto, fo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraclones, oposiclones,  cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar Impuestos, cuotas y
gravamenes prascrilos por la foy: renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concestén; recibir toda
dase de documentos y valores, dando el descargo
respeclvo, y, en general, para dar anle dichas auloridades
todos los pasos necesarlos al efecto indicade y tomar todas
las medidas qua creyeren conducanies al resguardo de mis
{nuesatros infereses), con todas las demds facultades
legales necesarias.

Este poder comprende |a facultad de ratificar o conflrmar en
m (hweslro) nombre lo actuado ayl como la fachitad de
desistir, transiglr, comprometer, y la de sustituiro en todo o
en parta y revocar sustiiuciones. Aslmismo hombro(amos)
8! JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o CARLQS H.
PALACIO EASTMAN ylo MARTIN E TORRES
CARDOZO, domiciilado(s) enla7 No. 71-21, Torre B, Piso
4, mis (nuestros) apoderados en Colombia, con facultades

para recibir nolificaciones y designar apoderados Judiciales
0 extrajudiciales.

Otorgado y firmado en
hoy de de 200
Firma

Nombre
Cargo

LEGALIZACION POR APOSTILLA RS REQUERIDA.

POWER OF ATTORNEY

! (We), UNIVERSITY OF KENTUCKY.RESEARGH
FOUNDATION

domiciled 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40508, United States of Amarica.

Hereby appoaints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO, of Bogots, Colombia, my (our)
true and lawful attornoys with special, ample and sufficient
power to obtain from the Colomblan adminisirative, judicial
and police offices and authorities, In any instanca,
privileges of patents of invention, registration of irademarks,
Industrial designs and utiity models; regisiration of
commiercial names, slogans and embiems, reglstration of
copyright and contracts related therelo, certificates of
oblainers of vegetables varieties, as well as extensions,
renewals and recordal of assignments and changes of
name, domiclle and address related to the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any Instance or recourse, and
before any Judge, corporation, public official or authonly in
Judicial, adminlstrative and police actions, such as:
opposilions 10 the tegistration of iradamarks: 6aducf!y.
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or exploitation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, aclions for payment of
damages: clams or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; :In the
exsiclse of preveniive measures and in olher actions or
simlfar proceedings.

To that effect they hereby empowered (o Mg applications,
formulate descriptions, amendments, protests,
declarations, opposllicns, cancallations, rullifies, appeals
and dlelms; {o pay laxes, quotas and assessments
prescribed by law, renounce or waive the rights granted or
in the process of granting; to recalve all kinds of docuents
and'valuables, giving the respective release of receipt, and,
In general, fo take before said authorities the necessary
steps to such effect, and any measures Lhat they may -
deem pertinont to the safeguard of my (oun) interesi(s)
wilb all the olher necessary legal powers.

This power Includes the facully 1o ralify or confirm desist,
seltle and compromise on my (our) behall, and to substitule
this power in whole or in part and (o revoke substitutions.
At'the same time | (We) hereby appoint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO andfor CARLOS H, PALACIO
EASTMAN andfor MARTHE® % TORKES CARDOZO,
domiclled In Carrera 7 N1 2 Ta58'n pigo 4, my (our)
attorney(s) in fact, di*eceive notifications, and

Dircetern 7

LEGAUZATION BY APosTILLBY REQUIRED,
e

‘ //r-"/"t(aa/ A
‘ Dfup/o/wur’?}

4 e/?'{y




STATE OF KENTUCKY

COUNTY OF FAYETTE

Pursuant to KRS 423.020, I DONALD W. BLEVINS JR, Clerk of the County of

Fayette for the state of Kentucky, the same being a Court of Record,
DO HEREBY CERTIFY THAT:

THE NOTARY COMMISSION OF TANYA G FLOYD, RECORDED IN MOTARY
BOOK 0114, PAGE 0247 WILL EXPIRE ON 04/27/2013

Whose name is subscribed to the certificate of the proof or
acknowledgement of the annexed ingtrument and thereon writtén was,

at the time of taking such proof or acknowledgement, a Notary Public
in and for said County of Fayette, dwelling in the City of Lexington,
commissioned, sworn, and duly authorized to take same. And, 'further,
that T am well acquainted with the handwriting of such Notary and

verily believe that the signature to said certificate or proof or
acknowledgement ig genuine. |

IN TESTIMONY WHEREOF, I have hereunto set my hand ang affixed the
seal of the siaid Court and County, this 0g day of July, 2009.

BY HIS LAWFUL
TO KRS 61.035

e e
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CERTIFICADO NOTARIAL (SQCIEDAD) .

Hoy de
personalments comparecié ante mi

a8 quien conozco, y de quien me consta que firmé el anterior
documento, debldamente juramentado declard y dijo que &1
(ella) et

de UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

Socledad legalmente conslituida para un perlodo de
duracion que udn no ha terminadu; que el declarante esta
autorizado por dicha compafiia para conforir este poder;
que el sollo estampado por él al ple de tal poder, en nombre
Y representacién de la expresada companhia, es el sello
oficlal de clia; y que el objeto para ef cual se confiere este
insttumento estd comprendido dentro del objelo social de la
sacledad.

El ‘suscrito Nolario hace constar que tuvo a la vista las
pruebas de Ia oxistencla de la socledad.

Estado de
con fecha

¥ que quien conflere el presente poder cs su reprasentante.

Notario Publico (sello)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de

« comparecié(eron) ante
mf

a qulen (es) conozco y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede y
quien(es) dadlara(n) que otorgan ef mismo para los fines y
propositos que en &l se expresan,

Notario Pablico {sello}

LEGALIZACION POR APOSTILLA E5 REQUERIDA.

. NOTARIAL CERTIFICATE {CORPORATION)

Onthls &Y" day of GZ(A( of 28V Ppersonally

appeared before me

Dom keacp

1o me known, and known fo me to be the person who
sighed the foregoing Instrument who being by me duly
sworn did depose and say that he (she) Is the

of UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

Which is legally constituted for a term not yet éxplred, that
deponent is authorized by said Company 10 confer this
Power of Atlorney: that the seal affixed herelnto by the
deponert In the name and on behalf of said Carporalion is
Lhe comorate seal thereof; and that the purpose for which
this instrument is granted Is included within the comorale
purpose of company.

The undersignad Notary Pubtic attests that he has seen the
dotuments that prove the existence of the company.

Stale of fkck‘?

under date of

ond ihat he (she) who grants th

Nt pever of attomey
Is Its Repregantative.

P27, 2D
NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

On this day of of
personlly appeared before me

who Is(are) known to me and who ! attest executed the
foregoing document and he (they) declared he (they)
grant(s) the document for the uses and pufp
expressed. &

L.



TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE PODER OTORGADO
POR™ ' UNIVERSITY OF KENTUCKY REASEARCH FOUNDATION, con

domicilio en 144 ASTeCC Building Lexington, KY 40506, Estados Unidos de
América. ‘

ESTADO DE KENTUCKY
TREY GRAYSON
SECRETARIO DE ESTADO

Para uso en: Colombia
APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento piblico

2. ha sido firmado por GETHA HELFENBERGER ‘

3. actuando en capacidad de SECRETARIO DELEGADO , DEL
CONDADQ, CONDADC DE FAYETTE, ESTADO DE KENTUCKY

4. lleva el sellotimbre de GETHA HELFENBERGER, SECRETARIO
DELEGADO DEL CONDADO, ESTADO DE KENTUCKY

CERTIFICADO
5. en Frankfort, Kentucky
6. alos 9 dias del mes de julio de 2009
7. por el Secretario de Estado, Estado Kentucky
8. No. 46357.82660.24687.67783
9. Selloftimbre
10. Firma
{firma)
Trey Grayson

Secretario de Estado
Estado de Kentucky
Lleva un sello que dice;
ESTADO DE KENTUCKY

¢




Estado de Kentucky
Condado de Fayette

De conformidad con KRS 423.020, yo DONALD W. BLEVINS JR, Secretario
del Condado de Fayette para el Estado de Kentucky, siendo el mismo un
Tribunal de Registro,

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE,

La comisién notarial de TANYA G. FLOYD, registrada en el libro notario
0114, pagina 0247, expira el 27 de abril de 2013,

cuyo nombre se suscribe al certificado de prueba o reconocimiento del
instrumento anexo y escrita al respecto, era un Notario Publico al momento
de tomar dicha prueba o reconocimiento en y para dicho Condado de
Fayette, residente en la ciudad de Lexington, comisionado, habia tomado
juramento y estaba debidamente autorizado para tomar el mismo. Y,
ademas, tengo pleno conocimiento de la letra de dicho Notario y creo

verdaderamente que la firma de dicho certificado o prueba o reconocimiento
es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello de dicho Tribunal y Condado este 8 de julio de 2009.

(firma)
Secretario, Tribunal del Condado de Fayette

(fima)
Por su Delegado Legal de conformidad con KRS 61.035

Hay un sello seco que dice:

SECRETARIO DEL CONDADO DE FAYETTE
KENTUCKY

’6@




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello seco que dice:
TANYA G. FLOYD
NOTARIO PUBLICO GENERAL DEL ESTADO

Hay un sello seco que dice:

SECRETARIC DEL CONDADO DE FAYETTE
KENTUCKY




COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y TRATAMIENTO
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001]Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de los
Estados Unidos No. 60/819,569, presentada el 10 de julio de 2006, la cual se

incorpora aqui por referencia en su totalidad.

DECLARACION CON RESPECTO A INVESTIGACION O DESARROLLO
PATROCINADOS CON RECURSOS FEDERALES

[0002] Esta invencién se realizé en parte con apoyo del Gobierno de
los Estados Unidos bajo la Donacion NIDA No. DA021416. El Gobierno de los

Estados Unidos tiene ciertos derechos en la invencién.

INCORPORACION POR REFERENCIA DE MATERIAL PRESENTADO EN
UN DISCO COMPACTO

[0003]EI Listado de Secuencias, que constituye una parte de la presente
divulgacion, incluye un formato de lectura por computador y un listado de
secuencias escrito, que comprende secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos de
la presente invencion. La informacion del listado de secuencias registrado en
formato de lectura por computador es idéntica al listado de secuencias escrito. El
asunto del Listado de Secuencias se incorpora en esta especificacion por

referencia en su totalidad.
CAMPO DE LA INVENCION

[0004] La invencién divulgada en esta especificacion se refiere
generalmente a terapéutica de la cocaina.

ARTE PREVIO

[0005] El abuso de cocaina es un problema médico y social
persistente, que se resiste a la curacion mediante farmacoterapia. La cocaina

actia bloqueando la reabsorcion de monoaminas, dopamina, norepinefrina y
1



serotonina, prolongando y magnificando los efectos de estos neurotransmisores
en el sistema nervioso central (Benowitz NL (1993) Pharmacol Toxicol 72, 3-12).
La toxicidad de la cocaina se caracteriza tanto por convulsiones como por
disfuncion cardiaca (por ejemplo, infarto del miocardio, arritmias cardiacas,
aumento de la presién sanguinea, derrame cerebral, o aneurisma disecante y
elevada demanda de oxigeno del miocardio), debido a efectos sobre los sistemas
neurotransmisores y blogueo de canal de sodio miocardico (Bauman JL and
DiDomenico RJ (2002) J Cardiovasc Pharmacol Ther 7, 195-202; Wilson LD and
Shelat C (2003) J Toxicol Clin Toxicol 41, 777-788; Knuepfer MM (2003)
Pharmacol Ther 97, 181-222). Debido a la capacidad de la cocaina de cruzar
facilmente la barrera hematoencefalica y sus efectos generalizados sobre los
sistemas nerviosos central y periférico, la sobredosis puede resultar en muerte
subita (véase Bauman JL and DiDomenico RJ (2002) J Cardiovasc Pharmacol
Ther 7, 195-202, para una revision).

[0006] Aunque el mecanismo de accion de la cocaina es bien
entendido, esta informacion no se ha traducido atn en el desarrollo de un
antagonista efectivo de la cocaina que pudiera emplearse en situaciones de abuso
y sobredosis. Los efectos rapidos y pleiotrépicos de la cocaina plantean un
problema complejo para el tratamiento de la toxicidad aguda de la cocaina (Carroll
Fl, Howell LL and Kuhar M.J (1999) J Med Chem 42, 2721-2736). Los dos tipos de
terapias disponibles para el tratamiento del abuso de opioideos, antagonismo (por
ejemplo, naltrexona) y reemplazo (por ejemplo, metadona), no registran paralelos
en el caso de la cocaina, si bien se estan considerando intentos hacia éstos
ultimos (por ejemplo, J. Grabowski et al. (2004) Addictive Behaviors 29, 1439-
1464). Un enfoque es impedir que la cocaina alcance sitios de accion, o reducir su
impacto, administrando esterasas endégenas, anticuerpos especificos de la

cocaina, o un anticuerpo catalitico.

[0007] La cocaina de origen natural se hidroliza con el éster de
benzoilo por la butirilcolinesterasa sérica (BChE) en ecgonina metil éster no téxico
y acido benzoico. En el higado, la carboxilesterasa hCE-2 hidroliza el metil éster
para producir benzoilecgonina y metanol (véase a este respecto, Figura 1). La
semi-vida de eliminacion de la cocaina en la sangre varia de 0.5 1.5 horas (T.
Inaba (1989) Canadian Journal of Physiology & Pharmacology 67, 1154-1157). Ha

habido unos cuantos intentos de emplear BChE de origen natural o BChE
L
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genéticamente modificada para aumentar la degradacién de la cocaina (véase a
este respecto, Carmona et al. (2000) Drug Metabolism & Disposition 28, 367-371;
Xie et al. (1999) Molecular Pharmacology 55, 83-91; Sun et al. (2002a) Molecular
Pharmacology; Sun et al. (2002b) Pharmacology & Experimental Therapeutics
302, 710-716; Duysen et al. (2002) Journal of Pharmacology & Experimental
Therapeutics 302, 751-758; Gao Y and Brimijoin S (2004) Journal of
Pharmacology & Experimental Therapeutics 310, 1046-1052: Gao et al. (2005)
Molecular Pharmacology 67, 204-211). Otros investigadores han utilizado un
anticuerpo monoclonal, Mab 15A10, como un anticuerpo catalitico contra la
cocaina (véase por ejemplo, Landry et al, 1993; Mets et al., 1998; Baird et al.,
2000; Larsen et al., 2004), mientras que otros estan explorando la posibilidad del
uso de vacunas (véase por ejemplo, Kosten et al. (2002) Vaccine 20, 1196-1 204).

Tabla 1: Cinética de varias enzimas que hidrolizan cocaina contra (-)

cocaina.
Enzima Kcat(min-1) | Km (uM) | Eficiencia (kcat/Km) Referencia
BChE 4.1 4.5 9.1 x 10° Sun et al., 2002a
Ala328W/Y332A 154 18 85x10° Sun et al., 2002a
Larsen et al.,
Mab15A10 2.2 220 1x 10
2004
AME 359 620 20 3.1x 10’ Gao et al., 2005
8 Tumer et al.,
CocE 468 0.64 7.2x10
2002
[0008] Una bacteria, Rhodococcus sp. MB 1, nativa del suelo que

rodea la planta de coca, ha desarrollado la capacidad de utilizar cocaina como su
sola fuente de carbono y nitrogeno. La bacteria expresa una cocaina esterasa
(CocE) que actia en la misma forma que la BChE para hidrolizar el éster de
benzoilo de la cocaina, produciendo ecgonina metil éster y acido benzoico (véase
a este respecto, Figura 1) (Bresler et al. (2000) Appl Environ Microbiol 66, 904-
908; Turner et at. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307: Larsen et al. (2002)
Nature Struct Biol 9, 17-21). El gen para CocE se ha aislado y clonado (Bresler et
al. (2000) Appl Environ Microbiol 66, 904-908), y Ia estructura cristalina de CocE
se ha determinado (Turner et at. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307: Larsen et
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al. (2002) Nature Struct Biol 9, 17-21). La estructura de CocE (véase a este
respecto, Figura 2) revela una serina esterasa clasica plegada ademas de los
otros dos dominios que se combinan para formar un receptaculo de unién de
cocaina ("a cocaine binding pocket"). La alteracion de cualquiera de los tres
aminoacidos (Asp, His, o Ser) en la triada catalitica en el sitio activo (para una
revision, véase por ejemplo Dodson G and Wiodawer A (1998) Trends Biochem
Sci 23, 347-352) inactiva la actividad esterasa contra la cocaina. Mas adn, la
mutacién de residuos que hacen contacto con la fraccion benzoato de la cocaina
(por ejemplo, Tyr44) desestabiliza iguaimente la hidrélisis de la cocaina,
presumiblemente deteriorando la estabilizacién del oxianion en el sitio de
transicion (Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307; Larsen et al. (2002)
Nature Structural Biology 9, 17-21). La enzima purificada (MW ~65kDa) cataliza la
cocaina muy eficientemente con una cinética de Michaelis-Menten ke =7.2 s y
Km = 640 nM (Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307; Larsen et al.
(2002) Nature Structural Biology 9, 17-21), casi tres drdenes de magnitud mayor
que las esterasas enddgenas y, muy probablemente, actuaria suficientemente
rapido para desintoxicar humanos que se hayan tomado una dosis excesiva de
cocaina (Landry et al. (1993) Science 259, 1899-1901; Mets et al. (1998) National
Academy of Sciences of the United States of America 95, 10176-10181).
Adicionalmente, la esterasa metaboliza asimismo cocaetileno, un potente
metabolito de la cocaina y alcohol, casi tan eficientemente como metaboliza la
cocaina (keat = 94 sy Km = 1600 nM) (Turner et al. (2002) Biochemistry 41,
12297-12307; Larsen et al. (2002) Nature Structural Biology 9, 17-21).

[0009] En consecuencia, seria deseable proveer una CocE estable
para terapéutica anti-cocaina.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0010] Por consiguiente, los presentes inventores han tenido éxito en
descubrir mutantes de cocaina esterasa altamente eficientes, termoestables y de
larga duraci6n, que pueden proteger contra los efectos téxicos y reforzantes de la
cocaina en sujetos.

[0011] Un aspecto de la invencién provee polipéptidos de cocaina

esterasa (CocE) mutantes aislados de la secuencia de aminoacidos de CocE tipo
Q
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silvestre (por ejemplo, SEQ ID NO: 1), pero con por lo menos un residuo de
aminoacido sustituido. Los polipéptidos CocE mutantes tienen actividad esterasa
con termoestabilidad creciente a 37°C, comparados con la CocE tipo silvestre.

[0012]Varias incorporaciones incluyen polipéptidos CocE mutantes con por
lo menos dos, tres, cuatro, cinco, o mas sustituciones de la secuencia de
aminoacidos de la CocE tipo silvestre. Ejemplos de polipéptidos CocE mutantes en
el ambito de la invencién incluyen aquellos con una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 (L163V); SEQ ID NO: 7 (V2251); SEQ ID NO: 8 (1218L); SEQ ID NO:
9 (A310D); SEQ ID NO: 10 (A149S); SEQ ID NO: 11 (S159A); SEQ ID NO: 12
(S265A); SEQ ID NO: 13 (S56G); SEQ ID NO: 14 (W220A); SEQ ID NO: 16
(S140A); SEQ ID NO: 17 (F189L); SEQ ID NO: 18 (A193D); SEQ ID NO: 19
(T254R); SEQ ID NO: 20 (N42V); SEQ ID NO: 21 (V262L); SEQ ID NO: 22
(L508G); SEQ ID NO: 23 (Y152H); SEQ ID NO: 24 (V160A); SEQ ID NO: 25
(T172R); SEQ ID NO: 26 (Y532F); SEQ ID NO: 27 (T74S); SEQ ID NO: 28
(W285T); SEQ ID NO: 29 (L146P); SEQ ID NO: 30 (D533S); SEQ ID NO: 31
(A194R); SEQ ID NO: 32 (G173Q); SEQ ID NO: 33 (C477T); SEQ ID NO: 34
(K331A); SEQ ID NO: 35 (R411); SEQ ID NO: 36 (L119A); SEQ ID NO: 37 (K46A);
SEQ ID NO: 38 (F84Y), T172R-G173Q (SEQ ID NO: 39); L169K (SEQ ID NO: 40);
F189A (SEQ ID NO: 41), N197K (SEQ ID NO: 42), R182K (SEQ ID NO: 43),
F189K (SEQ ID NO: 44), V190K (SEQ ID NO: 45), Q191K (SEQ ID NO: 46), y
A194K (SEQ ID NO: 47), o un fragmento funcional) de las mismas. Polipéptidos
ejemplares adicionales de CocE mutante incluyen F189A/T172R, T172R/A193D,
T172R/G173Q-1175-G-G-A186, T172R/G173Q-T176-G-G-D185, y similares.
Dadas las convenciones de denominacion y las secuencias polipeptidicas
divulgadas en esta especificacion, una persona experta en el arte podria

determinar las secuencias polipeptidicas para los polipéptidos CocE mutantes ya
mencionados.

[0013]Otro aspecto de la invencién provee composiciones farmacéuticas
que incluyen, entre sus componentes un polipéptido CocE mutante en el ambito de

la invencion y una sustancia portadora o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0014]Otro aspecto de la invencidn provee acidos nucleicos aislados que
codifican el polipéptido CocE mutante descrito en esta especificacion. En varias

incorporaciones, los acidos nucleicos incluyen aquellos con secuencias que se
b



hibridan al acido nucleico que codifica CocE tipo silvestre (por ejemplo, SEQ ID
NO: 2), o al complemento del mismo, bajo condiciones de alta restriccién. Tal
acido nucleico aislado codifica un polipéptido CocE mutante que tiene actividad
esterasa con termoestabilidad incrementada a 37°C, comparada con la CocE tipo
silvestre. Varias incorporaciones de la secuencia de acido nucleico aislado tiene
por lo menos alrededor del 85% de identidad de secuencia con la secuencia de
acido nucleico de la CocE tipo silvestre (por ejemplo, SEQ ID NO: 2). Por ejemplo,
la secuencia de &cido nucleico aislado tiene por lo menos alrededor de 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% de identidad
de secuencia de la CocE tipo silvestre (por ejemplo, SEQ ID NO: 2).

[0015]En varias incorporaciones, polipéptidos CocE mutantes (o
polipéptidos codificados por acidos nucleicos en el ambito de la invencion) tienen
temperaturas de fusion mayores, comparados con la CocE tipo silvestre. En varias
incorporaciones, polipéptidos CocE mutantes (o polipéptidos codificados por
acidos nucleicos en el ambito de la invencidn) aumentan la termoestabilidad de los
polipeptidos CocE mutantes sobre Ila CocE tipo silvestre en por lo menos alrededor
de 2.0 kcal/mol. Por ejemplo, la termoestabilidad incrementada puede ser por lo
menos alrededor de 2.1 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.2 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 2.3 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.4 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 2.5 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.6 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 2.7 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.8 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 2.9 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.0 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 3.1 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.2 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 3.3 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.4 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 3.5 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.6 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 3.7 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.8 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 3.9 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.0 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 4.1 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.2 kcal/mol, por lo
menos alrededor de 4.3 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.4 kcal/mol, o por lo

menos alrededor de 4.5 kcal/mol.

[0016]En varias incorporaciones, polipéptidos CocE mutantes (o
polipéptidos codificados por acidos nucleicos en el ambito de la invencién) tienen

una inmunogenicidad reducida, comparados con la CocE tipo silvestre.



[0017]En algunas incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes
termoestables tienen menos actividad esterasa que la CocE tipo silvestre. Por
ejemplo, mutantes de CocE termoestable pueden tener alrededor de 10%,
alrededor de 20%, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor de 50%,
alrededor de 60%, alrededor de 65%, alrededor de 70%, alrededor de 75%,
alrededor de 80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 95%. o
alrededor de 99% de la actividad esterasa de la CocE tipo silvestre. En otras
incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes tienen la misma eficiencia
catalitica, o mayor, de los polipéptidos CocE tipo silvestre. Por ejemplo, mutantes
de CocE termoestables pueden tener alrededor de 100%, alrededor de 110%,
alrededor de 120%, alrededor de 130%, alrededor de 140%, alrededor de 150%, o

mas, de la actividad esterasa de CockE tipo silvestre.

[0018] En varias incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes se
pegilan. En varias incorporaciones, el polipéptido CocE mutante se encapsula en
un globulo rojo. Por ejemplo, un polipéptido(s) CocE mutante pegilado (0 una
composicion farmacéutica que contenga un polipéptido(s) CocE mutante pegilado)
puede encapsularse en un glébulo rojo (RBC - red blood cell).

[0019] En algunas incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes
se estabilizan por un sustrato, producto, y/o inhibidor.

[0020] Otro aspecto de la invencion provee los métodos de tratar una
afeccion inducida por la cocaina. En tales métodos, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido(s) CocE mutante (o una composicion
farmacéutica que contenga un polipéptido(s) CocE mutante) en el ambito de la
invencion se administra a un sujeto necesitado de ello. En varias incorporaciones,
la afeccién inducida por la cocaina incluye sobredosis de cocaina, toxicidad de la
cocaina, adiccion a la cocaina, dependencia de la cocaiha, y/o alguna
combinacién de las mismas.

[0021] Aun otro aspecto de la invencién posibilita un método de
deteccion selectiva de gran productividad ("a high throughput screening") para
la identificacion de polipéptidos CocE mutantes termoestables. En tal método de
deteccion selectiva, una célula se transforma en forma estable con un acido

nucleico que codifica un polipéptido CocE mutante candidato. E| polipéptido CocE
/
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mutante se expresa en la célula. El polipéptido CocE mutante expresado se aisla
o despliega. La actividad esterasa del polipéptido CocE mutante aislado se mide a
una o mas temperaturas para determinar la termoestabilidad de los polipéptidos
CocE mutantes aislados. Tal temperatura(s) puede ser desde alrededor de 30°C a
alrededor de 50°C. Se selecciona(n) el polipéptido(s) CocE mutantes con actividad

esterasa a la temperatura(s) predeterminada.

[0022] En algunas incorporaciones del método de deteccion
selectiva, la medicién de la actividad esterasa de los polipéptidos mutantes
aislados puede llevarse a cabo contactando el polipéptido CocE mutante aislado
con (i) cocaina y un indicador de pH o (ii) un tio-derivado de cocaina y un
indicador de tiol. A continuacion se detecta cualquier cambio en el indicador de pH
o el indicador de tiol. Tal cambio se correlaciona con la formacion de acido
benzoico de la hidrélisis de cocaina o un derivado de cocaina por el polipéptido
CocE mutante.

[0023] Tales incorporaciones del método de deteccién selectiva
incluyen ademas conducir varios ciclos del procedimiento de deteccion selectiva a
temperaturas incrementadas para medir la actividad esterasa. Por ejemplo, el
primer ciclo puede empelar una temperatura para medir la actividad esterasa de
alrededor de 30°C, mientras que un ciclo subsiguiente puede emplear una
temperatura para medir la actividad esterasa de airededor de 45°C.

[0024] En algunas incorporaciones del método de deteccién
selectiva, la expresion de un polipéptido CocE mutante ocurre a una temperatura a
la cual la CockE tipo silvestre conserva sustancialmente la actividad catalitica. En
otras incorporaciones del método de deteccién selectiva, la expresion del
polipéptido CocE mutante ocurre a una temperatura a la cual el polipéptido CocE
tipo silvestre se divide sustancialmente en cuerpos de inclusién. Por ejemplo, la
temperatura de expresion puede ser por lo menos alrededor de 35°C, por lo
menos alrededor de 36°C, por lo menos alrededor de 37°C, por lo menos
alrededor de 38°C, por lo menos alrededor de 39°C, o por lo menos alrededor de
40°C.

[0025] Otros objetos y caracteristicas seran en parte evidente y en
parte se destacaran en mas adelante.



BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0026] Los expertos en el arte entenderan que los dibujos, descritos
a continuacion, son para fines ilustrativos Gnicamente. Los dibujos no tienen como

finalidad limitar el ambito de las presentes ensefianzas en modo alguno.

[0027] Figura 1 es un diagrama que ilustra el metabolismo de la
cocaina por varias reacciones enzimaticas.

[0028] Figura 2 es un diagrama de cintas que ilustra la estructura de
CocE. Se indican el dominio 1 (DOM1), el dominio 2 (DOM2) y el dominio 3 (DOM
3), junto con el sitio activo localizado en la interseccién de los tres dominios. En el

sitio activo se muestra una molécula de acido benzoico.

[0029] Figura 3 es un grafico de curvas que describe el perfil de
elucion para CocE por FPLC (Q-Sepharose), en el que se muestra la absorbencia
de UV y la concentracion de cloruro de sodio con el transcurso del tiempo. Para

una mayor informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 1.

[0030] Figura 4 es un grafico de curvas y diagrama de dispersion que
muestra la degradacion in vitro de cocaina en la presencia de CocE en plasma

humano. Para una mayor informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 2.

[0031] Figura 5 es una grafico de la cinética enzimatica Michaelis-
Menten para la CocE tipo silvestre, la CocE mutante T172R (SEQ ID NO: 26), y la
CocE mutante S159A (SEQ ID NO: 11) para reacciones llevadas a cabo a 30°C y
37°C. Para una mayor informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 4.

[0032] Figura 6 es un conjunto de fotografias de la coloracion total de
proteina luego de la separacién por PAGE (polyacrylamide-gel electrophoresis) de
la CocE tipo silvestre y mutante T172R empleando condiciones desnaturalizantes
(SDS+BMe) o no desnaturalizantes (Native) luego de la incubacién a 37°C durante

varios puntos de tiempo. Para mayor informacion, véase Ejemplo 4.

[0033] Figura 7 es un grafico de curvas que describe el dicroismo
b4
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circular determinado con temperaturas de fusion de CocE tipo silvestre y T172R.
El espectro total se muestra en A, el espectro cercano a UV se muestra en B, yla
temperatura de fusion estimada para cada mutante se muestra en C. Para mayor
informacién, véase Ejemplo 4.

[0034] Figura 8 contiene (A) un dibujo de la hidrélisis del derivado
benzoiltioéster de cocaina (tio-1) y la des-carbometoxi cocaina (tio-2) seguida por
reaccion de los tiols liberados (R-SH) con reactivo de Ellman; y (B) un grafico de
curvas que muestra la reaccion colorimétrica de células BL21 de control y células
BL21 que contienen CocE incubada con el derivado benzoiltioéster (tio-1) vy

reactivo de Ellman. Para mayor informacion, véase Ejemplo 15.

[0035] Figura 9 es un gréfico de curvas y diagrama de dispersion que
muestra el efecto de 1.0 mg CocE (circulos cerrados) o PBS (vehiculo, circulos
abiertos) sobre la mortalidad inducida por cocaina cuando se administra un minuto
después de dosis crecientes de cocaina (n = 6-7). Los datos presentados se
expresan como porcentaje y su error estandar. Para una mayor informacion sobre
la metodologia, véase Ejemplo 5.

[0036] Figura 10 es un grafico de barras que muestra el efecto de
dosis crecientes de CocE (CE) o BChE humana (BChE), o PBS, sobre la
mortalidad inducida por la cocaina cuando se administran un minuto antes 180
mg/kg cocaina (n = 6-7). Los datos presentados se expresan como porcentaje y su

error estandar. Para una mayor informacion sobre la metodologia, véase Ejemplo
5.

[0037] Figura 11 es un grafico de barras que muestra el efecto de los
mutantes de CocE S117A y Y44F, o CocE tratada con PMSF sobre las
convulsiones inducidas por cocaina y la mortalidad cuando se administran 1
minuto antes 180 mg/kg de cocaina (n = 5-6). Para una mayor informacion sobre
la metodologia, véase Ejemplo 5.

[0038]Figura 12 es un grafico de barras que muestra el efecto de 1.0 mg
CocE o PBS administrado un minuto después de los 560 mg/kg WIN-35065-2, la
LLD100 determinada del compuesto (n = 6-8). Para una mayor informacién sobre Ia

metodologia, véase Ejemplo 5.
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[0039]Figura 13 es un grafico de curvas y un diagrama de dispersion que
muestran la inactivacién en funcién del tiempo de CocE (125 ng/ml) in vitro. El
decrecimiento exponencial ty, se calculé como 13.2. Para una mayor informacién

sobre la metodologia, véase Ejemplo 6.

[0040] Figura 14 es un grafico de barras que muestra los efectos
protectores en funcién del tiempo de 1 mg CocE cuando se administra varias
veces antes y después de 100 mg/kg de cocaina (n = 6-8). Para una mayor

informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 6.

[0041] Figura 15 es un gréfico de barras que muestra las
concentraciones de cocaina en plasma humano tratado con 0.8 uM de cocaina
esteras o vehiculo de esterasa en el minuto 0 y en el minuto 1 luego de la
administracion de esterasa. Para una mayor informacion sobre la metodologia,
véase Ejemplo 6.

[0042] Figura 16 es una serie de graficos de curvas y diagramas de
dispersion que muestran el efecto de 0.32 mg CocE (circulos cerrados), 0.32 mg
de CocE mutante T172R (triangulos cerrados), o PBS (vehiculo, circulos abiertos)
sobre la mortalidad inducida por cocaina cuando se administra en el minuto 1
luego de dosis crecientes de cocaina (panel izquierdo) y minutos antes de la
muerte luego de la administracion de de cocaina (panel derecho). Para una mayor

informacion sobre la metodologia, véase Ejemplo 7.

[0043] Figura 17 es un gréafico de curvas y un diagrama de dispersién
que muestran el efecto de 0.32 mg/kg de CocE (circulos cerrados) o CocE
mutante T172R (tridangulos cerrados) sobre la mortalidad inducida por cocaina
cuando se administra en los minutos 1, 10, 30 y 60 antes de la administracién de
320 mg/kg de cocaina (n=6). Para una mayor informacion sobre la metodologia,
vease Ejemplo 7.

[0044] Figura 18 es una serie de graficos de curvas y diagramas de
dispersion que muestran el efecto de 1 mg de hBChE (triangulo cerrado), 0.32 mg
de Cock (circulo cerrado), o 1 mg de CocE (rectangulo/cuadrado cerrado) sobre la

mortalidad inducida por cocaina. Figura 18A muestra la mortalidad como una
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funcion de la concentracion de la cocaina. Figura 18B muestra los minutos hasta
la muerte luego de la administracion de cocaina como una funcion de la
concentracion de la cocaina. Para una mayor informacién sobre la metodologia,
véase Ejemplo 8.

[0045] Figura 19 es una trazado del espectro de masas MALDI-TOF
de CocE pegilada. La diferencia de masa entre picos corresponde a -5500 Da:
equivalentes al peso molecular de una sola cadena PEG. Para una mayor

informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 11.

[0046] Figura 20 es una imagen SEM de globulos rojos fijados con
gluteraldehido. Figura 20A es RBC normales sin tratamiento. Figura 20B es un
RBC de ruptura osmética-resellado cargado con L-ASNasa. Figura 20C es RBC
cargado con LMWP-ASNasa. Para una mayor informacion sobre la metodologia,
véase Ejemplo 12.

[0047] Figura 21 es un diagrama de dispersidon que muestra la
actividad porcentual de la asperaginasa en la sangre como una funcién del tiempo
(dias) para RBC/LMP-ASNasa o RBC Ghost/ASNasa. Para una mayor informacién
sobre la metodologia, véase Ejemplo 12.

[0048] Figura 22 es un grafico de curvas que muestra la
supervivencia de ratones DBA/2 que portan células de linfoma L5178Y. El dia 5 se
administré enzima o solucién salina, momento en el cual los sintomas estaban

presentes. Para una mayor informacion sobre la metodologia, véase Ejemplo 12.

[0049] Figura 23 es un grafico de curvas y diagramas de dispersion
que demuestran los efectos protectores de CocE y sus mutantes contra la
toxicidad inducida por la cocaina. La figura presenta el porcentaje de ratones que
exhiben mortalidad inducida por la cocaina como una funcidn de la concentracion
de cocaina inyectada en ratones a los que se administr6 CocE tipo silvestre (0.3
mg), T172R (0.3 mg), T172R-G173Q (0.3 mg), o L169K (1 mg). CocE o mutantes
(mg) se administraron intravenosamente 1 minuto antes de la administracién de
cocaina (mg/kg, i.p.). Diferentes simbolos representan curvas de respuesta la
dosis de mortalidad inducida por la cocaina en la ausencia o presencia de CocE o

mutantes. Cada punto de datos representa el porcentaje de ratones (n=8 para
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cada estado de dosificacion) que exhiben mortalidad inducida por la cocaina.

[0050] Figura 24 es una serie de graficos de lineas y diagramas de
dispersion que presentan el transcurso del tiempo de los efectos protectores de
CocE contra la toxicidad de la cocaina. CocE o mutantes (0.1, 0.3, y 1 mg, i.v.) se
aplicaron en diferentes puntos de tiempo antes de la administracion de 180 mg/kg
de cocaina i.p. Figura 24A indica el porcentaje de ratones que presentaron
mortalidad inducida por la cocaina como una funcién del tiempo de administracion
de CocE tipo silvestre (0.1 mg), T172R (0.1 mg), L169K (0.1 mg), o T172R-G173Q
(0.1 mg) antes de la aplicacién de 180 mg/kg de cocaina i.p. Figura 248 presenta
el porcentaje de ratones que exhibieron mortalidad inducida por la cocaina como
una funcion del tiempo de aplicacion de CocE tipo silvestre (0.3 mg), T172R (0.3
mg), L169K (0.3 mg), o T172R-G173Q (0.1 mg) antes de la aplicacién de 180
mg/kg de cocaina i.p.. Figura 24C indica el porcentaje de ratones que presentaron
mortalidad inducida por la cocaina como una funcién del tiempo de aplicacion de
CocE tipo silvestre (1 mg), T172R (1 mg), L169K (1 mg), o T172R-G173Q (1 mg)
antes de la administracién de de 180 mg/kg de cocaina i.p. Cada punto de datos
representa el porcentaje de ratones (n=8 para cada condicién de dosificacion) que
presentaron mortalidad inducida por la cocaina.

[0051] Figura 25 es un grafico de curvas y diagrama de dispersion
que demuestran la duracion estimada de proteccién para el 50% de mortalidad. La
figura presenta la duracion estimada (horas) de proteccion (50% de mortalidad) de
mutantes de CocE en ratones como una funcién de la dosificacion (mg, i.v.) de
T172R-G173Q, L169K, T172R y CocE tipo silvestre. El tiempo requerido en
alcanzar el 50% de mortalidad se determiné a partir de la Figura 24.

[0052] Figura 26 es una serie de gréaficos de curvas y diagramas de
dispersion que demuestran los efectos protectores de CocE, T172R-G173Q Y Sus
formas pegiladas contra la toxicidad inducida por la cocaina. Cada enzima (0.3
mg) se aplicd por via intravenosa 1 minuto antes de la administracién de cocaina
(mg/kg, i.p.). Diferentes simbolos representan curvas de respuesta a la dosis de la
mortalidad inducida por la cocaina en la ausencia o presencia de la enzima. Cada
punto de datos representa el porcentaje de ratones (n=8 para cada condicién de
dosificacién) que exhibieron mortalidad inducida por la cocaina. Figura 26A

presenta la ocurrencia porcentual de mortalidad como una funcion de la
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dosificacion de cocaina (mg/kg, i.p.) para vehiculo/PBS, CocE tipo silvestre (0.3.
mg), ¥ PEG-CocE tipo silvestre (0.3 mg). Figura 26B presenta la ocurrencia
porcentual de la mortalidad como una funcién de la dosificacién de cocaina
(mg/kg, i.p.) para vehiculo/PBS, T172R-G173Q (0.3. mg) y PEG-T172R-G173Q
(0.3. mg).

[0053] Figura 27 es una serie de graficos de curvas y diagramas de
dispersion que muestran la termoestabilidad de la cocaina esterasa y sus
mutantes: (A) una CocE tipo silvestre, (B) T172R, (C) T272R/G173Q y L169K.
Para una mayor informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 17.

[0054] Figura 28 es una serie de cromatogramas que muestran
enzimas preincubadas a 37°C durante 0 minutos o 60 minutos y resueltas por
cromatografia de exclusion molecular ("size exclusion chromatography”) (A)
CocE tipo silvestre, (B) T172R, (C) T172R/G173Q. Estandares de peso molecular,
BSA (66Kda) y AD (150Kda) se incluyen en A. Para una mayor informacién sobre
la metodologia, véase Ejemplo 18.

[0055]Figura 29 es una serie de espectros CD emparejados (alisados
estadisticamente) de CocE tipo silvestre y cuatro mutantes, que muestran la fusién
dependiente de la temperatura observada entre 200 y 250nm. Para una mayor
informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 19.

[0056]Figura 30 es una serie de espectros para CocE tipo silvestre y cuatro
mutantes restaurados a 3 curvas ("deconvoluted to 3 curves”) mediante el
algoritmo CCA, que sugieren que la fusién de CocE es por lo menos un proceso
de dos pasos que transcurre desde la curva original (curva 1) a un paso de
desdoblamiento intermedio (curva 2) a una proteina completamente
desnaturalizada (curva 3). Para una mayor informacion sobre la metodologia,
vease Ejemplo 19.

[0057]Figura 31 es una serie de graficos de curvas y diagramas de
dispersion que muestran la contribucién porcentual de cada temperatura en
describir las 3 curvas CCA restauradas, mostradas en Figura 30. Para una mayor

informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 19.
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[0058]Figura 32 es un graficos de curvas y un diagrama de dispersién que
muestra las temperaturas de fusién y formacion para (1) las fusiones de espectros
iniciales, (2) la formacion y fusion del estado intermedio, y (3) la acumulacién de la
proteina completamente fundida. Para una mayor informacion sobre Ia
metodologia, véase Ejemplo 19.

[0059]Figura 33 es un es una fotografia de un gel que muestra que la
cocaina (rango mM impidié la formacién inducida por 37°C de agregados de CocE
de alto peso molecular (concentraciones de enzima de 0.1mg/ml. Para una mayor

informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 20.

[0060]Figura 34 es un grafico de curvas y un diagrama de dispersion que
muestran que la cocaina (cantidades uM) estabilizé la pérdida de actividad
inducida por 37°C. Para una mayor informacion sobre la metodologia, véase
Ejemplo 20.

[0061]Figura 35 es una fotografia de un gel que muestra que el &cido
benzoico (rango mM impidié la formacién inducida por 37°C de agregados de
CocE de alto peso molecular (concentraciones de enzima 0.1mg/ml. Para una

mayor informacién sobre la metodologia, véase Ejemplo 20.

[0062]Figura 36 es un grafico de curvas y un diagrama de dispersion que
muestra que la cocaina (cantidades uM) estabilizé la pérdida de actividad inducida

por 37°C. Para una mayor informaci6n sobre la metodologia, véase Ejemplo 20.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0063]Las incorporaciones de la invencién divulgadas en esta
especificacion proveen composiciones y métodos para una metodologia de
degradacion catalitica a la terapéutica anti-cocaina. La tecnologia descrita en esta
especificacion se basa en parte en el descubrimiento de mutantes de cocaina
esterasa altamente eficientes, termoestables y de larga duracion, que pueden
proteger contra los efectos téxicos y reforzantes de la cocaina en sujetos. Tales
mutantes ofrecen opciones de tratamiento para afecciones inducidas por cocaina

tales como sobredosis de cocaina y adiccién a la cocaina.
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POLIPEPTIDOS COCE MUTANTES

[0064] A pesar de la potencia de la CocE tipo silvestre (véase a este
respecto, SEQ ID NO: 1, No. de Accesion AF173165) en metabolizar cocaina
(véase a este respecto, Ejemplo 2; Ejemplo 4; Ejemplo 5), la aplicaciéon de CocE
tipo silvestre como agente terapéutico en el tratamiento de sobredosis de cocaina
puede limitarse debido a su baja estabilidad térmica a la temperatura fisioldgica
(véase a este respecto, Ejemplo 4; Ejemplo 6). La inestabilidad térmica contribuye
a la corta vida media plasmatica de la CocE tipo silvestre. La caida significativa
(>50%) de la actividad de la CocE se observé luego de la incubacion de la enzima
en plasma a 37°C, o luego de su administracion intravenosa a un ratén. El ty, de la
CocE a 37°C es de aproximadamente 15 minutos mientras que a 4°C el ty, es
superior a 6 meses. Estudios preliminares en ratas demostraron una duracién

relativamente corta del efecto anti-cocaina de poco mas de 30 minutos para CocE.

[0065] En consecuencia, un aspecto de la invencién provee
polipéptidos CocE mutantes purificados, que exhiben estabilidad térmica y vida
media plasmatica incrementadas, comparados con la CocE tipo silvestre. Los
polipéptidos CocE mutantes de la invencién poseen un valor clinico significativo,
debido a su capacidad de hidrolizar eficientemente la cocaina, exhibiendo al

mismo tiempo una termoestabilidad y/o vida media plasmatica incrementadas.

[0066] La invencién provee polipéptidos CocE mutantes en los cuales
se sustituye por lo menos un residuo de aminoacido de la CocE tipo silvestre,
donde la CocE mutante tiene una termoestabilidad incrementada conservando al
mismo tiempo una eficiencia catalitica relativamente alta. En algunas
incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes mantienen sustancialmente la
actividad esterasa funcional del polipéptido CocE tipo silvestre (es decir, hidrolisis
de la cocaina). Los polipéptidos CocE mutantes tienen una secuencia peptidica
que difiere de un polipéptido CocE nativo en uno o mas aminoacidos. La
secuencia peptidica de tales mutantes puede exhibir una sustitucion, eliminacion,
o adicion de uno o mas aminoacidos de un polipéptido CocE nativo. Las
inserciones de aminoacidos son preferiblemente de alrededor de 1, 2, 3, y4ab
aminoacidos contiguos, y las eliminaciones son preferiblemente de alrededor de 1,
2,3,4,5 6,7, 8,y 9 a 10 aminoacidos contiguos. En varias incorporaciones, el

polipéptido CocE mutante puede contener por lo menos una, dos, tres, cuatro, o
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mas sustituciones, eliminaciones, o adiciones de aminoacidos, donde el

polipéptido CocE mutante resultante posee una termoestabilidad incrementada.

[0067] El término aminoacido, tal como se emplea en esta
especificacion, tiene como finalidad incluir aminoacidos de origen natural asi como
aminoacidos de origen no natural, incluidos analogos y derivados de aminoacidos.
Los Ultimos incluyen moléculas que contienen una fraccién de aminoacido. Una
persona experta en el arte reconocera que la referencia en esta especificacion a
un aminoacido incluye, por ejemplo, L-aminoacido proteégenos de origen natural;
D-aminoacidos; aminoécidos quimicamente modificados tales como analogos y
derivados de aminoacidos; aminoacidos no protedgenos de origen natural, y
compuestos quimicamente sintetizados que tienen propiedades conocidas en el
arte por ser caracteristicas de los aminoacidos. Para todas las secuencias de
aminoacidos divulgadas en esta especificacion, se entiende que nucledtidos y
aminoacidos equivalentes pueden sustituirse en las secuencias sin afectar la
funcion de las secuencias. Tal sustitucién esta dentro de la capacidad de una
persona de habilidad ordinaria en el arte.

[0068] La invencion provee asimismo polipéptidos CocE mutantes
purificados con las siguientes sustituciones: L163V (SEQ ID NO: 3); V121D (SEQ
ID NO: 4); S167A (SEQ ID NO: 5); Q123E (SEQ ID NO: 6); V2251 (SEQ ID NO: 7);
1218L (SEQ ID NO: 8); A310D (SEQ ID NO: 9); A149S (SEQ ID NO: 10); S159A
(SEQ ID NO: 11); S265A (SEQ ID NO: 12); S56G (SEQ ID NO: 13); W220A (SEQ
ID NO: 14); T122A (SEQ ID NO: 15); S140A (SEQ ID NO: 16); F189L (SEQ ID
NO: 17); A193D (SEQ ID NO: 18); T254R (SEQ ID NO: 19); N42V (SEQ ID NO:
20); V262L (SEQ ID NO: 21); L508G (SEQ ID NO: 22); Y152H (SEQ ID NO: 23);
V160A(SEQ ID NO: 24); T172R (SEQ ID NO: 25); Y532F (SEQ ID NO: 26); T74S
(SEQ ID NO: 27); W285T (SEQ ID NO: 28); L146P (SEQ ID NO: 29); D533S (SEQ
ID NO: 30); A194R (SEQ ID NO: 31); G173Q (SEQ ID NO: 32); C477T (SEQ ID
NO: 33); K531A (SEQ ID NO: 34); R411 (SEQ ID NO: 35); L119A (SEQ ID NO: 36);
K46A (SEQ ID NO: 37); F84Y(SEQ ID NO: 38), T172R-G173Q (SEQ ID NO: 39 );
L169K (SEQ ID NO: 40); F189A (SEQ ID NO: 41), N197K (SEQ ID NO: 42),
R182K (SEQ ID NO: 43), F189K (SEQ ID NO: 44), V190K (SEQ ID NO: 45),
Q191K (SEQ ID NO: 46), y A194K (SEQ ID NO: 47). Por ejemplo, el polipéptido
CocE mutante T172R (SEQ ID NO: 25) tiene una termoestabilidad incrementada,

Vmax y Km incrementados a 37°C, temperatura de fusién incrementada (Tm), vida
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media incrementada en el plasma, mayores reducciones en la mortalidad debida a
la toxicidad de la cocaina, y efectos anti-cocaina mas prolongados, comparados

con la CockE tipo silvestre (véase a este respecto, Ejemplo 4, Ejemplo 7).

[0069] El incremento resultante en la termoestabilidad del polipéptido
CocE mutante es por lo menos alrededor de 2 kcal/mol. La termoestabilidad de un
polipéptido dado puede evaluarse por una variedad de métodos conocidos en el
arte, incluidos por ejemplo espectroscopia de dicroismo circular (CD) o
calorimetria de barrido diferencial. Por ejemplo, el aumento resultante en la
termoestabilidad puede ser por lo menos alrededor de 2.1, por lo menos alrededor
de 2.2, por lo menos alrededor de 2.3, por lo menos alrededor de 2.4, por lo
menos alrededor de 2.5, por lo menos alrededor de 2.6, por lo menos alrededor de
2.7, por lo menos alrededor de 2.8, por lo menos alrededor de 2.9, por lo menos
alrededor de 3.0, por lo menos alrededor de 3.1, por lo menos alrededor de 3.2,
por lo menos alrededor de 3.3, por lo menos alrededor de 3.4, por lo menos
alrededor de 3.5, por lo menos alrededor de 3.6, por lo menos alrededor de 3.7,
por lo menos alrededor de 3.8, por lo menos alrededor de 3.9, por lo menos
alrededor de 4.0, por lo menos alrededor de 4.1, por lo menos alrededor de 4.2,
por lo menos alrededor de 4.3, por lo menos alrededor de 4.4, o por lo menos
alrededor de 4.5 kcal/mol. Se contemplan aumentos de la termoestabilidad adn
mayores. Se cree que reducir la energia en alrededor de 2.1 a alrededor de 4.5
kcal/mol puede ampliar el tiempo de vida media de la proteina alrededor de 30 a

alrededor de 1000 veces mas a temperatura de la sala.

[0070] Generalmente, los polipéptidos CocE mutantes tienen una
actividad esterasa con termoestabilidad incrementada, comparada con la CocE
tipo silvestre. En algunas incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes
termoestables pueden tener menos actividad esterasa que la CocE tipo silvestre.
Por ejemplo, mutantes CocE termoestables pueden tener alrededor de 10%,
alrededor de 20%, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor de 50%,
alrededor de 60%, alrededor de 65%, alrededor de 70%, alrededor de 75%,
alrededor de 80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 95%, o
alrededor de 99% de la actividad esterasa de la CocE tipo silvestre. En otras
incorporaciones, los polipéptidos CocE mutantes tienen aproximadamente la
misma eficiencia catalitica, o mayor, de los polipéptidos CocE tipo silvestre. Por

ejemplo, los mutantes de CocE termoestables pueden tener alrededor de 100%,
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alrededor de 110%, alrededor de 120%, alrededor de 130%, alrededor de 140%,

alrededor de 150%, o mas de la actividad esterasa de la CocE tipo silvestre.

[0071] Variantes de los polipéptidos CocE mutantes tales como

fragmentos, analogos y derivados se encuentran igualmente dentro de esta

invencion. Fragmentos del polipéptido CocE correspondientes a uno o mas

motivos y/o dominios particulares o a tamafios arbitrarios, por ejemplo, por lo
menos 9, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 75, 100, 125, 150,
200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1150 y 1200
aminoacidos de longitud pretenden quedar dentro del ambito de la invencién
divulgada en esta especificacion. Porciones peptidilo aisladas de polipéptidos
CocE pueden obtenerse detectando selectivamente péptidos producidos
recombinantemente a partir del fragmento correspondiente del 4cido nucleido que
codifica tales péptidos. Adicionalmente, fragmentos pueden sintetizarse
quimicamente empleando técnicas conocidas en el arte, tales como quimica f-Moc
o t-Boc de fase solida Merrifield convencional. Por ejemplo, un polipéptido CocE,
como se describe en esta especificacion, puede dividirse arbitrariamente en
fragmentos de longitud deseada sin traslapamiento de los fragmentos, o dividirse

preferiblemente en fragmentos traslapantes de una longitud deseada.

[0072] Otro aspecto de la invencion divulgada en esta especificacion
concierne a formas recombinantes del polipéptido CocE. En algunas
incorporaciones, moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién incluyen
aquellos polinucledtidos que codifican los polipéptidos CocE descritos
anteriormente. En otras incorporaciones, los polipéptidos recombinantes de la
invencion divulgados en esta especificacion se codifican por un acido nucleico que
tiene por lo menos 85% de identidad de secuencia (por ejemplo, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99%) con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2, donde el polipéptido CocE
recombinante expresado conserva sustancialmente la misma eficiencia catalitica,
0 mayor, del polipéptido CocE tipo silvestre y tiene una termoestabilidad
incrementada, comparada con la CocE tipo silvestre.

[0073] Pueden utilizarse asimismo en la invencién acidos nucleicos

que se hibridan bajo condiciones de alta restriccién a los acidos nucleicos de SEQ
17



ID NO: 2 o los complementos de SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, aquellos acidos
nucleicos que se hibridan a SEQ ID NO: 2 o al complemento de SEQ ID NO: 2
bajo condiciones de baja restriccion, condiciones de restriccion moderada, o
condiciones de alta restriccion y codifican ademas un polipéptido CocE mutante,
que tiene actividad esterasa con termoestabilidad incrementada, comparada con
CocE tipo silvestre, se encuentran dentro de la invencion. Acidos nucleicos
preferidos son aquellos que tienen una secuencia de nucledtidos que es el
complemento de la totalidad o una porcién de SEQ ID NO: 2. Otras variantes del
gen CocE nativo dentro de la invencion son polinucleétidos que comparten por lo
menos 65% (por ejemplo, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99%) de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 o el complemento de SEQ ID NO: 2.
Acidos nucleicos que se hibridizan bajo condiciones de restriccion a, o comparten
por lo menos 65% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 o el complemento
de SEQ ID NO: 2, pueden obtenerse por técnicas conocidas en el arte tales como
introduciendo mutaciones en el gen CocE nativo, o mediante aislamiento de un

organismo que expresa tal acido nucleico (por ejemplo, una variante alelica).

[0074] Moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de fusion
CocE mutantes se encuentran igualmente dentro de la invencion. Tales acidos
nucleicos pueden elaborarse preparando un constructo (por ejemplo, un vector de
expresion) que exprese la proteina de fusion CocE mutante cuando se introduzca
en un hospedero apropiado. Por ejemplo, tal a constructo puede hacerse ligando
un primer polinucleétido que codifica la proteina CocE mutante fusionada sin
alteracion en el marco de lectura ("in frame™) con un segundo polinucleétido que
codifica otra proteina de tal modo que la expresién del constructo en un sistema

de expresién adecuado produzca una proteina de fusién.

[0075] Las moléculas de &cido nucleico de la invencion pueden
modificarse en una fracciéh base, fraccion azucar, o el esqueleto fosfato, por
ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, la hibridacion. y similares. Las
moléculas de acido nucleico utilizadas en incorporaciones de la invencion
divulgada en esta especificacion pueden estar en la forma de ARN o en la forma
de ADN (por ejemplo, ADNc, ADN genémico y ADN sintético). El ADN puede ser

bicatenario o monocatenario y, si monocatenario, puede ser la hebra codificante
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(transcrita) o la hebra no codificante (complementaria). La secuencia codificante
que codifica un polipéptido CocE mutante puede ser idéntica a la secuencia
nucleotidica reivindicada, o puede ser también una secuencia codificante diferente
que, como resultado de la redundancia o informacién repetida del codigo genético,

codifica el mismo polipéptido que los polinucleétidos de SEQ ID NOS: 3-37.

DISENO DE COCE MUTANTE

[0076] Mutaciones termoestabilizadoras de CocE pueden disefiarse o
bien para aumentar la estabilidad termodinamica de un polipéptido disminuyendo
AG (desdoblado — plegado) o disminuir la tasa de desdoblamiento
incrementando la energia libre de activaciéon del proceso de desdoblamiento. La
AG (desdoblado — plegado) es la diferencia de energia libre entre el estado
desdoblado y el estado plegado. Para un polipéptido termodinamicamente estable,
AG (desdoblado — plegado) debe ser un valor negativo. Generalmente, entre
menor sea el valor AG (desdoblado — plegado), mas estable es el estado
plegado. Tal energia libre de activacién del proceso de desdoblamiento es la
diferencia de energia libre entre el estado plegado y el estado de transicién del
desdoblamiento (Steipe, 1999).

[0077] Polipéptidos CocE  mutantes con  termoestabilidad
incrementada pueden disefiarse y generarse por una variedad de métodos
conocidos en el arte incluidos, por ejemplo, disefio racional, evolucién dirigida (por
ejemplo, mutagénesis aleatoria, mutagénesis del organismo hospedero de CocE),
0 una combinacion de las mismas. La evolucion dirigida puede lograrse mediante
mutacién y recombinacion, seguidas por deteccion sistematica del rasgo deseado
o aplicando una presion selectiva para obtener el rasgo de interés (véase a este
respecto, Lehmann and Wyss, 2001). La mutagénesis puede lievarse a cabo en el
gen especifico de interés o mediante mutagénesis y selecciéon de un organismo
hospedero, de modo que la propiedad obtenida por técnicas de ingenieria se
confiere a la proteina de interés. Preferiblemente, la termoestabilidad de los
mutantes CocE se manipula por técnicas de ingenieria mediante una estrategia
enfoque triple ("through a three-prong approach”) de (i) disefio racional
mediante mutagénesis dirigida al sitio, asistida por computador (véase a este
respecto, Ejemplo 3; Ejemplo 4), (i) mutagénesis aleatorio del gen CocE y

deteccion selectiva de gran productividad (véase a este respecto, Ejemplo 4;
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Ejemplo 15); y (iii) mutagénesis del organismo hospedero de CocE, seguida por
seleccion genética (véase a este respecto, Ejemplo 14).

[0078] Varios conceptos de disefio racional son conocidos por las
personas de habilidad en el arte para reducir AG (desdoblado — plegado) y/o
aumentar la energia libre de activacion del proceso de desdoblamiento (véase a
este respecto, Lehmann, 2001). Por ejemplo, se puede: disminuir la entropia del
estado desdoblado introduciendo puentes adicionales disulfuro o mediante
mutaciones X—Pro; aumentar una propensién a-hélice mediante sustituciones
Gly—Ala o mediante estabilizaci6n de macrodipoles a-hélice; mejorar las
interacciones electrostaticas entre residuos de superficie cargada introduciendo
puentes sal adicionales o incluso redes de sal-puente, o mediante mutaciones

termoestabilizadoras basadas en calculos de potenciales electrostaticos.

[0079] Modelamiento molecular, basado en simulaciones de
dinamica molecular apropiada (MD - molecular dynamics), puede guiar
racionalmente la mutagénesis dirigida al sitio con el fin de disefiar polipéptidos
CocE mutantes dotados de termoestabilidad creciente. La simulacion MD clasica
permite el estudio de la evolucion en el tiempo de un sistema grande tomando
muchos pequefios pasos de tiempo sucesivos pequefios bajo fuerzas atoémicas
determinadas por un conjunto de funciones de interaccién parametrizadas (campo
de fuerza), incluidas interacciones enlazadas (enlaces, angulos, y angulos
dihédricos), interacciones no enlazadas de van der Waals, e interacciones
electrostaticas basadas o cargas atdmicas netas. Debido a la forma simple de
campo de fuerza, la simulacion MD puede llevarse a cabo durante un tiempo de
simulacién suficientemente prolongado para producir propiedades significativas
promediadas por el ensamble, incluso para un sistema muy grande que incluya
mas de cien mil atomos. En consecuencia, para CocE y cada mutante propuesto,
la simulacion MD puede llevar a una estructura 3D promediada dinamicamente,
razonable, del polipéptido simulado en agua.

[0080] Una estrategia usada exitosamente en esta especificacién se
centra en el disefio racional de mutaciones termoestabilizadoras que disminuyen
el valor AG (desdoblado — plegado) del polipeptido (véase a este respecto,
Ejemplo 3). Tal estrategia requiere Gnicamente el calculo de AG (desdoblado —

plegado), sin realizar un computo mas dispendioso en la estructura y la energética
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del estado de transicion del desdoblamiento. Por lo tanto, para aumentar la
termoestabilidad de un polipéptido antes de la pegilacion, se puede emplear un
método implementado en un programa de disefio racional (por ejemplo,
RosettaDesign) que utiliza una funcién de energia para evaluar adaptabilidad de
una secuencia particular para un pliegue dado y un algoritmo de busqueda Monte
Carlo para muestrear el espacio de la secuencia. Tal estrategia es conocida por
producir una termoestabilidad incrementada de otras enzimas sin reduccion en la
eficiencia catalitica (véase a este respecto, Korkegian, 2005). Por ejemplo, el
pliegue usado en el computo puede corresponder al de la estructura cristalina de
rayos X de la CocE disponible.

[0081] El programa de disefio racional permite la prediccién de un
conjunto de secuencias de aminoacidos modificadas, que potencialmente poseen
energias mas bajas (por ejemplo, valores AG (desdoblado — plegado)) y, por lo
tanto, una mayor termoestabilidad. En consecuencia, se puede usar el disefio
computacional descrito en esta especificacion para predecir mutaciones en el
nicleo del polipéptido CocE, que puedan llevar a la termoestabilizacion del
polipeptido sin pérdida de la eficiencia catalitica. Esta estrategia minimiza el
tiempo de prueba experimental y aumenta en gran medida el éxito de los
resultados experimentales. La mutaciones termoestabilizadoras predichas pueden
examinarse individualmente por mutagénesis dirigida al sitio vy luego en

combinacion, en un proceso iterativo (véase, por ejemplo, Ejemplo 15).

[0082] Puede usarse asimismo evolucién dirigida para generar
mutantes CocE termoestables. La evolucién dirigida abarca una serie de técnicas
experimentales que producen una diversidad y adaptaciéon aceleradas mediante
mutacién y recombinacion, seguidas o bien por deteccion selectiva del rasgo
deseado o bien aplicando una presion selectiva para obtener €l rasgo de interés
(Lehmann & Wyss (2001) Current Opinion in Biotechnology 12, 371-375). Por
consiguiente, la evolucién dirigida involucra tanto un proceso para generar
diversidad y una deteccién selectiva eficiente o método de seleccion para la
deteccion o enriquecimiento del rasgo deseado. La evolucidn dirigida se ha
aplicado previamente en forma exitosa a la produccion de proteinas
termoestables, y la generacion de diversidad se ha alcanzado, por ejemplo
mediante PCR propensa a error, mutagénesis de saturacion, barajado de ADN,

mutagenesis quimica, y combinaciones de las mismas. La PCR propensa a error
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amplifica el gen de interés con polimerasas no a prueba de lectura y condiciones
estresantes, disefiadas para generar aleatoriamente mutaciones de par de bases
unicas. Luego de cada ronda se seleccionan los mejores mutantes y se usan
como secuencias progenitoras en la siguiente ronda de mutagénesis. Esta técnica
se ha utilizado para generar un nimero de variantes de proteinas termoestables,
incluida propil endopeptidasa (Uchiyama ma., et al. 2000), betaglucuronidasa
(Flores, H. and A. D. Ellington (2002) Journal of Molecular Biology 315, 325-337) y
la familia de 10 xilanasas (Andrews et al. (2004) J Biol Chem 279, 54369-79). La
mutagénesis de saturacién amplifica también el gen de interés, pero incorpora
bases universales durante la amplificacion para generar un nimero mucho mas
alto de mutaciones. Esta técnica se ha utilizado para generar termoestabilidad en
una enzima psicréfila (Miyazaki et al. (2000) Journal of Molecular Biology 297,
1015-1026). El barajado de ADN implica uno o mas ciclos de recombinacion entre
un conjunto de secuencias homoélogas para obtener variantes mejoradas de una
enzima dada. Esta técnica puede usarse igualmente en tandem con PCR
propensa a error, donde los mejores mutantes obtenidos por PCR propensa a
error se combinan mediante barajado de ADN para generar un nuevo subconjunto
de mutantes. El barajado de ADN se ha implementado para generar variantes
termoestables de beta-glucuronidasa (Flores, H. and A.D. Elllington (2002) Journal
of Molecular Biology 315, 325-337). La mutagénesis quimica implica tratar el ADN
de un plasmido con quimicos que introducen mutaciones puntuales en la
secuencia tales como hidroxilamina, nitrosaminas o sulfato de dimetilo. El
tratamiento del plasmido con hidroxilamina se ha usado para generar mutantes
termoestables de la beta-glucosidasa A del Bacillus polymyxa (Lopez-Camacho et
al. (1996) Biochemistry Journal 314, 833-838) y luciferasa de luciérnaga (White et
al. (1996) Biochemistry Journal 319 (Pt 2), 343-350).

[0083] La mutagénesis del organismo hospedero de CocE puede
empelarse igualmente para generar mutantes CocE termoestables. Un método
sencillo y rapido para la produccién de mutantes CocE termoestables puede
conseguirse utilizando la capacidad de la enzima para conferir metabolismo de
cocaina como una fuente exclusiva de carbono a su organismo hospedero. El gen
CocE se secuencié originalmente de Rhodococcus MB1 subclonando fragmentos
del gen en Rhodococcus erythropolis CW25, una bacteria incapaz de metabolizar
cocaina, pero capaz de crecer en los subproductos de cocaina esterasa ecgonina

metil éster y benzoato (Bresler et al. (2000) Applied & Environmental Microbiology
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66, 904-908). Otro organismo que demostrd previamente metabolizar
subproductos de cocaina es Pseudomonas fluorescens (MBER), que fue capaz de
crecer en una relacion simbidtica con otra bacteria capaz de metabolizar cocaina

mediante la esterasa Comamonas acidovorans (MBLF).

[0084] Aunque dificiles de transformar con plasmidos con eficiencias
incrementadas, estas cepas bacterianas pueden transformarse en forma
relativamente facil con el gen CockE tipo silvestre clonado en vectores lanzadera
apropiados Y, luego, puede realizarse mutagénesis bacteriana tradicional (véase a
este respecto, Ejemplo 14). Debido a que estas bacterias, normalmente, sélo
crecen a 25-30°C en productos de hidréolisis de la cocaina, la seleccion de
mutantes capaces de metabolizar cocaina eficientemente a 37°C se esperaria
seleccionar mutantes CocE altamente activos que son estables a 37°C.

[0085] La exposicion de bacterias a radiacién o agentes quimicos
para la produccidén de mutantes que portan nuevos fenotipos es bien conocida en
el arte (véase a este respecto, Maron, D.M. and Ames, BN (1983) Mutation
Research 113, 173-215). La mutagénesis por irradiacién puede implicar tanto
radiacion ionizante como no ionizante; no obstante, la radiacién no ionizante se
usa ampliamente, y la radiaciéon con UV a 260nm es la mas efectiva como agente
letal. La mutagénesis se causa por la induccién de dimeros de pirimidina,
aumentando la probabilidad de incorporar errores de coincidencia
("mismatches™) durante la replicacion. Las células se exponen a radiaciéon con
UV en una dosis predeterminada para eliminar 90-95% de la poblacion celular, y
luego se buscan mutantes entre los sobrevivientes. La mutagénesis quimica
incluye el uso de analogos de base tales como 5-bromouracilo y 2-aminopurina
que aumentan el error de copia durante la replicacion, o el uso de agentes que
reaccionan directamente con ADN tales como hidroxilamina o nitrosoguanidina,
las cuales inducen mutaciones con una frecuencia mayor que los analogos de
base.

GENERACION DE POLIPEPTIDOS COCE MUTANTES

[0086]Incorporaciones de la invencion atafien ademas a métodos de
producir los polipéptidos CocE mutantes. Por ejemplo, una célula hospedera,

transfectada con un vector de acido nucleico que dirige la expresion de una
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secuencia de nucleétidos que codifica los polipéptidos CocE mutantes, puede
cultivarse bajo condiciones apropiadas para permitir que se produzca la expresion
del péptido. Las células pueden recolectarse, lisarse y aislarse la proteina. Un
polipeptido CocE mutante puede aislarse de células hospederas empleando
técnicas conocidas en el arte para purificar proteinas, incluidas cromatografia de
intercambio ionico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion, electroforesis,
y purificacion por inmunoafinidad con anticuerpos especificos de tal proteina
(véase a este respecto, Ejemplo 1).

[0087] Por ejemplo, luego que un polipéptido CocE mutante se ha
expresado en una célula, puede aislarse usando cualquier cromatografia de
inmunoafinidad. Mas especificamente, un anticuerpo anti-CocE puede
inmovilizarse en una matriz de cromatografia de columna, y la matriz puede
usarse para cromatografia de inmunoafinidad para purificar el polipéptido CocE
mutante de lisados de células por métodos estandar (véase, por ejemplo,
Sambrook and Russel (2006) Condensed Protocols from Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0879697717).
Luego de la cromatografia de inmunoafinidad, el polipéptido CocE mutante puede
purificarse posteriormente por otras técnicas estandar, por ejemplo, cromatografia
liquida de alto rendimiento. En otra incorporacién, un polipéptido CocE mutante se
expresa en una proteina de fusion que contiene una marca de afinidad (por

ejemplo, Hisx6) que facilita su purificacion (véase a este respecto, Ejemplo 1).

PEGILACION DE POLIPEPTIDOS COCE MUTANTES

[0088]La CocE mutante puede pegilarse con el fin de aumentar la duracion
de la accién y la estabilidad al calor, y disminuir la inmunogenicidad. La pegilacion
puede aumentar aun mas la termoestabilidad de la CocE mutante de la invencion
e incrementar la vida media sérica disminuyendo la depuracién real, la protedlisis,
la captura de macrofagos y la respuesta inmunolégica.

[0089] La pegilacién es el proceso de unir unidades repetitivas de
etilen glicol (es decir, polietilen glicol, 0 PEG) a un polipéptido para reducir la
inmunogenicidad del polipéptido y su tasa de depuracion renal (véase
generalmente (Veronese, FM and Harris, JM (2002b) Advanced Drug Delivery
Reviews 54, 457-606, Veronese, FM and Harris, JM (2002c) Advanced Drug
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Delivery Reviews 55, 1259-1345, reviewing PEGylation technology). Cada unidad
de etilen glicol puede unirse a dos 0 mas moléculas de agua, lo cual aumenta
efectivamente el tamarfio del péptido, y puede proteger el peptido contra
respuestas inmunitarias, degradacién enzimatica, y/o depuracion renal rapida. El
polietilen glicol puede estabilizar también contra variaciones en temperatura y pH.
El resultado neto es que el polipéptido terapéutico puede mantenerse durante mas
tiempo en la sangre, e induce una respuesta inmunitaria menor (Harris, JM and
Chess, RB (2003) Nature Reviews. Drug Discovery 2, 214-221). El PEG posee un
conjunto unico de propiedades, incluidas ausencia de toxicidad, antigenicidad e
inmunogenicidad, una disminucion, dependiente de la masa, de la depuracién
renal, y una alta flexibilidad y solubilidad en agua. El PGE imparte estas
caracteristicas a las proteinas a las cuales se enlaza (Veronese, FM and Harris,
JM (2002b) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 457-606). |

[0090] Un polimero PEG puede activarse primeramente con un grupo
funcional que estimula la unién covalente a un aminoéacido de la proteina. El grupo
hidroxilo terminal del PEG puede modificarse por un carbonato activo, un éster
activo, aldehido o derivado de tresilato. El PEG puede unirse a lisinas o a residuos
introducidos de cisteina del a CocE mutante. Unidades repetitivas de 6xido de
etileno pueden construirse en muchas configuraciones con longitudes diferentes,
con o sin ramificacion, y con varios pesos moleculares. Medios de incorporacion
pueden incluir mutagénesis dirigida al sitio o el uso de derivados maleimida de
transglutaminasa.

[0091] El PEG cuenta con la aprobacion de la FDA para uso como
vehiculo o base en Productos Parmacéuticos, incluidas formulaciones inyectables,
topicas, rectales y nasales (Harris and Chess, 2003). Ademas, se han aprobado
medicamentos PEGilados para uso clinico (véase a este respecto, PEG-interferon
alpha-2a (Hamidi, M and Tajerzadeh, H (2003) Drug Delivery 10, 9-20; PEG-
interferon alpha-2b (Reddy et al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 571-
586).

[0092] Debido a la movilidad dinamica espacial sin paralelo del PEG,
la modificacién de la superficie de una CocE mutante por el polimero PEG puede
blindar la enzima recubierta de acciones efectuadas por las enzimas proteoliticas y

el reconocimiento por el sistema inmunitario; reduciendo en esa forma la
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inmunogenicidad y prolongando la vida media en circulacién de la CocE mutante
pegilada. El éxito de las estrategias de pegilacion incluyen liposomas modificados
con PEG (es decir, liposomas furtivos, asi llamados debido a su capacidad de
eludir la deteccion inmunitaria y la depuracion renal para proporcionar un tiempo
de circulacion significativamente ampliado (Lasic, DD (1997) Journal of Controlled
Release 48, 203-222), asi como asparaginasa pegilada, cuya vida media in Vivo se
ha mejorado drasticamente desde las 26 horas observadas para la asparaginasa
libre hasta 15 dias (Avramis et al. (2002) Blood 99, 1986-1994). Ademas, se
reconoce en el arte que la pegilacion puede mejorar significativamente la
estabilidad térmica de una enzima (Kazan, D. and Erarslan, A. (1997) Applied
Biochemistry & Biotechnology 62, 1-13; Efremova et al. (1998) Biochemistry
(Moscow) 63, 441-447) y reducir la activacion del sistema de complemento (Chang
et al. (2005) Bioconjugate Chemistry 16, 147-155). En consecuencia, la tecnologia
de la PEGilacion es bien adecuada para mejorar los efectos farmacologicos y
farmacéuticos de la CocE mutante de la invencién (véase a este respecto, Ejemplo
11). La pegilacion de CocE mutante puede usarse igualmente en conjuncion con
encapsulacion en RBC.

ENCAPSULACION DE COCE MUTANTE EN RBC

[0093] La CocE mutante puede encapsularse en glébulos rojos
(RBC) con el fin de aumentar la duracién de la accién y la estabilidad al calor, y
disminuir la inmunogenicidad. La cocaina, justamente a medida que atraviesa
rapidamente la barrera hematoencefalica, transita también rapidamente Ia
membrana plasmatica del RCB, y esta captura se ha demostrado en un estudio de
administracion de cocaina intravenosa en el hombre (Javaid et al. (1978) Journal
of Chromatography 15, 105-113). Ademas, las concentraciones de cocaina en
RBC excedieron las concentraciones en el plasma (Javaid et al. (1978) Journal of
Chromatography 15, 105-113). Como tal, la encapsulacién en RBC puede
utilizarse para blindar formas termoestables de CocE contra la depuracion.

[0094] Los eritrocitos se han aprovechado extensivamente por sus
potenciales aplicaciones como sustancias portadoras de medicamentos (Wang et
al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 547-570). Siendo las células mas
abundantes del cuerpo humano, el RBC ofrece ventajas sin precedentes para

funcionar como sustancia portadora de medicamentos. En primer lugar, los
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eritrocitos son completamente biocompatibles y biodegradables, particularmente
cuando se utilizan células autélogas para carga de medicamentos. Ademas, la
forma de disco biconcavo de los eritrocitos los dota con la maxima relacion de
superficie a volumen (1.9x10* cm/g) (Guyton, AG & Hall, JE (1996) Textbook of
Medical Physiology, 425-433) utilizable para encapsulacién de medicamentos. De
igual forma la encapsulacién en RBC evita que el medicamento cargado se
inactive por factores endégenos, asi como protege los organismos de los efectos
toxicos del medicamento encapsulado (Wang et al. (2002) Advanced Drug
Delivery Reviews 54, 547-570). Mas aun, la encapsulacién en RBC permite evitar
respuestas inmunitarias indeseables (es decir, antigenicidad e inmunogenicidad)
que pueden desencadenarse por cuerpos extrafios (Wang et al. (2002) Advanced
Drug Delivery Reviews 54, 547-570). Adicionalmente, los eritrocitos poseen una
vida media en circulaciéon mas prolongada en comparacién con otras sustancias
portadoras sintéticas. Por ejemplo, se informa que la expectativa de vida normal
de un eritrocito en la circulacion sistémica es de alrededor de 120 dias (Guyton,
AG & Hall, JE (1996) Textbook of Medical Physiology, 425-433).

[0095] La encapsulacion de CocE mutante en eritrocitos puede
realizarse de acuerdo con varias técnicas conocidas en el arte, incluidas
electroporacion, endocitosis inducida (por ejemplo, por primaquina) del
medicamento, y 6smosis (véase a este respecto, Green, R. and Widder, KJ (1987)
Methods In Enzymology, Vol. 149). Estos métodos pueden incluir dilatar y romper
la membrana celular, liberar el contenido interior incluyendo principalmente
hemoglobina y el citoesqueleto, atrapar el medicamento y luego volver a sellar la
membrana para producir el RBC en forma de copa, esférico, de color rosado o
blanco (denominado generaimente "RBC-Ghost").

[0096] Alternativamente, pueden empelarse péptidos que penetran la
membrana para encapsular CocE mutante en eritrocitos (véase a este respecto,
Ejemplo 12). Péptidos que penetran la membrana, o peptidos de dominio de
transduccion de la proteina (PTD - protein transduction domain) son una familia de
péptidos pequefios (que consisten normalmente de residuos de 10-15
aminoacidos) incluidos TAT, LMWP, y otros péptidos catiénicos ricos en arginina
(véase generalmente, Dietz, GPH and Bahr, M (2004) Molecular Cell
Neurosciences 27, 85-131). Se sabe en el arte que, enlazando covalentemente

PTD a casi cualquier tipo de especie molecular, incluidas proteinas (MW>150 kDa;
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ya se han probado méas de 60 diferentes proteinas (Dietz, GPH and Bahr, M
(2004) Molecular Cell Neurosciences 27, 85-131) y nano-portadores (por ejemplo,
liposomas), PTD puede transbordar la especie enlazada a través de la membrana
celular de todos los tipos de 6rganos, incluido el cerebro (Schwarze et al. (1999)
Science 285, 1569-1572). PTD no es tdxico ni inmunégeno (Schwarze et al. (1999)
Science 285, 1569-1572), y la internalizacién de células mediada por PTD no
induce perturbacion o alteracion de la membrana celular de los eritrocitos (Suzuki
et al. (2002) Journal of Biological Chemistry 25, 2437-2443). El PTD se ha utilizado
con éxito en cargar RBC con proteinas, y resulta en eritrocitos con atributos fisicos
y quimicos inalterados (véase a este respecto, Li et al. (2003) American
Pharmaceutical Review 6, 22-26). En consecuencia, la conjugacion del péptido
PTD a CocE mutante puede facilitar la encapsulacién de RBC. La encapsulacion

de RBC puede llevarse igualmente a cabo usando CocE mutante pegilada.

ESTABILIZACION DE COCE MUTANTE

[0097] Otro aspecto de la invencion se dirige a la estabilizacion de
polipéptidos CocE mutantes usando sustratos, productos, y/o inhibidores de
cocaina. Sustratos y productos Utiles en incorporaciones divulgadas en esta
especificacion incluyen, por ejemplo, pero no se limitan a, cocaina; defivados de
cocaina, tales como, por ejemplo, (-)-cocaina, (+)-cocaina, tropo cocaina, y
similares; derivados de tio- cocaina, tales como, por ejemplo, Tiol-1, Tiol-2, y
similares; derivados de amida-cocaina; derivados de provitamina-cocaina, tales
como cocaina PABA, cocaina de niacina, y similares; acido benzoico; 4-nitrofenil
acetato (4NPA); 4-nitrofenol (4NP); y similares. Inhibidores ejemplares incluyen,
pero no se limitan a, analogos de sustrato, tales como, fosfo-fluorococaina, O-
fosfo-cocaina, O-metilfosfococaina, S-metilfosfococaina, y similares; analogos de
producto, tales como, ecgonina y derivados de ecgonina, tales como, analogo de
ecogonina metil éster de acido borico; acido fenilbérico; derivados de acido
benzoico, tales como, acido 4-terc-butil benzoico, acido 1-naftoico, metil éster de
acido 2,3,4-trimetil-benzoico, y similares. Quimicos adicionales incluyen, por
ejemplo, pero no se limitan a, SDS, glicerol, PEG, y similares.

[0098] Preferiblemente, los sustratos, productos, y/o inhibidores
estabilizan la desnaturalizacion térmica de los polipéptidos divulgados en esta

especificacion. En algunas incorporaciones, los sustratos, productos y/o
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inhibidores impiden también la agregacién inducida térmicamente en electroforesis
en gel. Generalmente, el uso de un sustrato, producto, y/o inhibidor resulta en por
lo menos alrededor de un incremento del 10% en la estabilidad y/o inhibicién,
respectivamente. Por ejemplo el aumento puede ser de alrededor de 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 100%, 120%, 150%, 200%, 300%, o incluso 500% o mayor. Por
consiguiente, sustratos, productos, y/o inhibidores son bien apropiados para
estabilizar los polipéptidos CocE mutantes divulgados en esta especificacion

(véase a este respecto, Ejemplo 20).

[0099] En una incorporacién, se utilizan moléculas pequefias para

termoestabilizar los polipéptidos CocE mutantes divulgados en esta especificacion.
En una incorporacion preferida, tales moléculas no ocupan el sitio activo del
polipéptido.

[0100] En algunas incorporaciones, los polipéptidos divulgados en
esta especificacion pueden co-infusionarse con una molécula estabilizadora. En
otras incorporaciones, las moléculas estabilizadoras pueden usarse para
estabilizar el polipéptido durante la elaboracion. En todavia otras incorporaciones,
las moléculas estabilizadoras pueden emplearse para estabilizar los polipéptidos
CocE mutantes hasta que estén listos para uso.

METODOS DE TRATAMIENTO

[0101]Otro aspecto de la invencion se dirige a un enfoque, de degradacion
catalitica, a terapéuticos anti-cocaina. Se proveen tratamientos, tanto profilacticos
como terapéuticos, de afecciones inducidas por la cocaina mediante la
administracién de polipéptidos CocE mutantes, termoestables, esterasa activos, a
un sujeto necesitado de ello. Las variantes de cocaina esterasa de la invencion
poseen un valor clinico significativo debido a su termoestabilidad incrementada y
vida media plasmatica mas prolongada, que la CocE de origen natural conocida.
Es este aumento en la termoestabilidad y la vida media plasmatica lo que permite
una respuesta mucho mas rapido a los sintomas mortales de la toxicidad de la
cocaina que distinguen las variantes CocE de la invencién de otras opciones de

tratamiento.

1



[0102]Una determinacion de la necesidad de tratamiento se evaluara
tipicamente por una historia y un examen fisico consistente con la afeccién
inducida por la cocaina. Las afecciones inducidas por la cocaina incluyen, pero no
se limitan a, sobredosis de cocaina, toxicidad de la cocaina y dependencia de la
cocaina y/o adiccion. Por ejemplo, el diagnéstico de la toxicidad de la cocaina
puede incluir convulsiones, convulsiones tonicoclénicas generalizadas (“grand-
mal seizures"), paro cardiaco, infarto del miocardio, arritmias cardiacas, presion
sanguinea elevada, apoplejia, psicosis inducida por drogas, aneurisma disecante,
y elevada demanda de oxigeno del miocardio. Como otro ejemplo, en el caso de
dependencia de la cocaina y/o adiccion, los sintomas de abstinencia incluyen
sensaciones subjetivas de disforia moderada a severa, depresién, ansiedad, o
irritabilidad. Los sujetos con una necesidad identificada de terapia incluyen
aquellos con una afeccion diagnosticada, inducido por la cocaina, un indicio de
afeccion inducida por la cocaina, y sujetos que han sido tratados, estan siendo
tratados, o seran tratados por una afeccion inducida por la cocaina.
Preferiblemente, el sujeto es un animal, incluidos, pero no limitados a, mamiferos,
reptiles, y aves, mas preferiblemente caballos, vacas, perros, gatos, ovejas,
cerdos, y gallinas y, muy preferiblemente, un humano.

[0103]Una cantidad efectiva de los polipéptidos CocE mutantes descritos
en esta especificacion es generalmente aquella que puede reducir la toxicidad de
la cocaina o la gravedad de una afeccion inducida por la cocaina. La reduccién en
la gravedad incluye, por ejemplo, una detencion o una disminucion en los
sintomas, indicadores fisiologicos, marcadores biolégicos, o indicadores
metabdlicos. Cuando se usa en los métodos de la invencion, una cantidad
terapeuticamente efectiva del polipéptido CocE mutante descrito en esta
especificacion puede emplearse en forma pura o, donde tales formas existen, en
forma de sal farmacéuticamente aceptable y con o sin un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, los polipéptidos CocE mutantes de la
invencion pueden administrarse con una relacion razonable riesgo/beneficio
aplicable a cualquier tratamiento médico, en una cantidad suficiente para reducir

sustancialmente la concentracion de cocaina en la sangre y/o tejidos del sujeto.

[0104]La toxicidad y eficacia terapéutica de los polipéptidos CocE mutantes
pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos de

células y/o animales experimentales para determinar la LDs, (la dosis letal al 50%
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de la poblacién) y la EDso, (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la
poblacién). La relacién de la dosis entre efectos téxicos y terapéuticos es el indice
terapéutico que puede expresarse como la relacion LDso/EDsg, prefiriéndose
indices terapéuticos elevados.

[0105]La cantidad de polipéptido CocE mutante que puede combinarse con
una sustancia portadora farmacéuticamente aceptable para producir una
presentacion farmacéutica Unica variarad dependiendo dei hospedero tratado y del
modo de administracion. Se observara por los expertos en el arte que el contenido
unitario de agente contenido en una dosis individual de cada presentacion
farmacéutica no necesita constituir en si mismo una cantidad terapéuticamente
efectiva, ya que la cantidad terapéuticamente efectiva necesaria podria alcanzarse
mediante administracion de un numero de dosis individuales. La administracion del
agente puede ocurrir como un episodio Unico o durante el tiempo de ciclo de
tratamiento. Por ejemplo, un agente puede administrarse diaria, semanal, bi-
semanal, o mensualmente. Para algunas afecciones, el tratamiento puede

prolongarse desde varias semanas a varios meses, o incluso un afio 0 mas.

[0106]EI nivel especifico de dosis terapéuticamente efectiva para cualquier
sujeto particular dependerd de una variedad de factores, incluida la afeccidn
inducida por la cocaina que se esta tratando y la gravedad de la afeccion inducida
por la cocaina; la actividad del polipéptido CocE mutante empleado; la
composicién especifica empleada; la edad, el peso corporal, el estado general de
salud, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion: la via de
administracion; la vida media plasmatica del polipéptido CocE mutante: la
velocidad de excrecion del polipéptido CocE mutante empleado; la duracion del
tratamiento; los medicamentos utilizados en combinacién o coincidentes con el
polipéptido CocE mutante empleado; y factores similares bien conocidos en las
artes medicas (véase a este respecto, Koda-Kimble et al. (2004) Applied
Therapeutics: The Clinical Use of Drugs, Lippincott Williams & Wilkins, ISBN
0781748453; Winter (2003) Basic Clinical Pharmacokinetics, 4™ ed., Lippincott
Williams & Wilkins, ISBN 0781741475; Sharqel (2004) Applied Biopharmaceutics &
Pharmacokinetics, McGraw-Hill/Appleton & Lange, ISBN 0071375503). Se
entendera por un facultativo experto que la utilizacion diaria total del polipéptido
CocE mutante para uso en incorporaciones de la invencion, divulgada en esta

especificacion, se decidira por el médico especialista dentro del ambito de un juicio
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médico acertado.

[0107]Los polipéptidos CocE mutantes descritos en esta especificacion
pueden usarse igualmente en combinacion con otras modalidades terapéuticas.
Por consiguiente, ademas de las terapias descritas en esta especificacion, se le
pueden aplicar también al sujeto otras terapias conocidas por su eficacia en

afecciones particulares inducidas por la cocaina.

[0108]Los polipéptidos CocE mutantes descritos en esta especificacion
pueden formularse en cualquier manera convencional usando una o mas
sustancias portadoras farmacéuticamente aceptables y/o excipientes (véase a
este respecto, Gennaro (2005) Remington the Science and Practice of Pharmacy
21 ed. Lippincott Williams & Wilkins, ISBN 0781746736). Tales formulaciones
contendran una cantidad terapéuticamente efectiva del polipéptido CocE mutante,
preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad apropiada de una
sustancia portadora, con el fin de proveer la forma de administracion adecuada al
sujeto. La formulacién debe adaptarse al modo de administracién. Los polipéptidos
CocE mutantes de uso con la actual invencién pueden formularse por métodos
conocidos para la administracion a un sujeto utilizando varias vias que incluyen,
pero no se limitan a, la via parenteral, pulmonar, oral, tépica, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural,
oftalmica, bucal y rectal. El polipéptido CocE mutante puede administrarse ademas
en combinacién con uno o mas agentes adicionales divulgados en esta
especificacion y/o junto con otros agentes inertes, biolégicamente activos o
biologicamente inertes. Tales agentes biolégicamente activos o inertes. pueden
estar en comunicacion fluida o mecanica con el agente(s) o unirse al agente(s) por
fuerzas ionicas, covalentes, de Van der Waals, hidrofébas, hidréfilas u otras

fuerzas fisicas.

[0109]Los polipéptidos CocE mutantes descritos en esta especificacion
pueden administrarse parenteralmente, incluidas las inyecciones intravenosas,
intramusculares, subcutaneas e intraperitoneales. Excipientes usados
comunmente en la aplicacién parenteral de moléculas pequefias de
medicamentos, incluidos potenciadores de solubilidad, agentes osmodticos,
soluciones amortiguadoras y preservantes, pueden incluirse igualmente en

formulaciones de biomoléculas. La inclusién de agentes de anti-agregacion y anti-
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adsorcion, tales como tensioactivos y albimina, cuando se formulan y aplican
biomoléculas, puede agregar una estabilidad incrementada y disminuir el riesgo de
que la biomolécula interactie con una interfase, la cual puede llevar al
desdoblamiento, agregacion y/o precipitacion. El polipéptido CocE mutante puede
liofilizarse para impartirle estabilidad adicional durante el almacenamiento, y re-
procesarse antes de la administracion parenteral.

[0110]Preferiblemente, el polipéptido CocE mutante se pegila,
proporcionando en esta forma una estabilidad incrementada y una

inmunogenicidad disminuida (véase mas arriba).

[0111]La aplicacién pulmonar de macromoléculas, tales como polipéptidos
CocE mutantes, permite una administracion no invasiva, relativamente facil, al
sistema circulatorio para distribucion sistémica (véase a este respecto, Cryan
(2004) AAPS J. 7(1) article 4, E20-41, que ofrece una revisién de la tecnologia de
aplicacion pulmonar). Las ventajas de la aplicacién pulmonar incluyen no-
invasividad, un area superficial grande para absorcién (~75 m?), epitelio alveolar
delgado (~0.1 a 0.5 pm) que permite una rapida absorcién, ausencia de
metabolismo de primer paso, actividad proteolitica disminuida, iniciacion rapida de
la accion y alta biodisponibilidad. Varios dispositivos de aplicacion por inhalacion,
tales como inhaladores de dosis medida, nebulizadores e inhaladores de polvo
seco, que pueden usarse para aplicar las biomoléculas descritas en esta
especificacion son conocidos en el arte (por ejemplo, AErx (Aradigm, CA);
Respimat (Boehringer, Alemania); AeroDose (Aerogen Inc., CA)). Los dispositivos
de inhalacién de polvo seco son particularmente preferidos para aplicacion
pulmonar de agentes a base de proteinas (por ejemplo, Spinhaler (Fisons
Pharmaceuticals, NY); Rotohaler (GSK, NC); Diskhaler (GSK, NC); Spiros (Dura
Pharmaceuticals, CA); Nektar (Nektar Pharmaceuticals, CA)).

[0112]Preparaciones de liberacién controlada (o liberacion sostenida)
pueden formularse para extender la actividad del polipéptido CocE mutante y
reducir la frecuencia de dosificaciéon. Las preparaciones de liberacion controlada
pueden usarse igualmente para concretar el tiempo de iniciacion de la accion u
otras caracteristicas, tales como niveles en la sangre del agente y, en
consecuencia, afectar la ocurrencia de efectos secundarios. Las preparaciones de

liberacion controlada puede disefiarse para liberar inicialmente una cantidad del
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polipéptido CocE mutante, que produce el efecto terapéutico deseado, y liberar en
forma gradual y continua otras cantidades para mantener el nivel de efecto
terapéutico durante un periodo extendido de tiempo. Con el fin de mantener un
nivel casi constante del polipéptido CocE mutante en el cuerpo, el agente puede
liberarse de la forma farmacéutica a una velocidad que reemplace la cantidad de
agente que se esta metabolizando y/o excretando del cuerpo. La liberacion
controlada de un agente puede estimularse por varios inductores, por ejemplo,
cambio en el pH, cambio en la temperatura, enzimas, agua, u otras condiciones

fisiolégicas o moléculas.

[0113]Los sistemas de liberacion controlada pueden incluir, por ejemplo,
una bomba de infusién, que puede usarse para administrar el agente en una
manera similar a la empleada para aplicar insulina o quimioterapia a érganos o
tumores especificos. Los agentes de la invencion pueden administrarse por otros
medios de liberacién controlada o aplicacion, que son bien conocidos por las
personas de habilidad ordinaria en el arte, incluidos, por ejemplo,
hidropropilmetilcelulosa, otras matrices poliméricas, geles, membranas
permeables, sistemas osmoéticos, medicamentos de absorcién ("depots™),
cubiertas muiti-capa, microparticulas, liposomas, microesferas, o similares, o una
combinacion de cualesquiera de los anteriores, para ofrecer el perfil de liberacién
deseado en proporciones variables. Otros métodos de aplicacion con liberacion
controlada de agentes seran bien conocidos por el profesional experto y se
encuentran dentro del ambito de la invencién.

[0114]Los polipéptidos CocE mutantes pueden encapsularse y
administrarse en una variedad de sistemas de aplicacion de sustancias
portadoras. Sistemas a base de sustancias portadoras para aplicacién de agentes
biomoleculares pueden: posibilitar la aplicacién intracelular; adaptar las
velocidades de liberacién de biomoléculas/agentes; aumentar la proporcién de
biomolécula que alcanza su sitio de accion; mejorar el transporte del medicamento
a su sitio de accion; permitir la deposicién co-localizada con otros agentes o
excipientes; mejorar la estabilidad del agente in vivo; prolongar el tiempo de
permanencia del agente del agente en su sitio de accién reduciendo la depuracion;
disminuir la aplicacién no especifica del agente a tejidos distintos al tejido diana;
disminuir la irritacion causada por el agente; disminuir la toxicidad debida a dosis

iniciales elevadas del agente; alterar la inmunogenicidad del agente; disminuir la
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frecuencia de la dosificacion, mejorar el sabor del producto; y/o mejorar la vida Util
del producto.

[0115]Ejemplos de sistemas de aplicacién con sustancias portadoras para
polipéptidos CocE mutantes descritos en esta especificacién incluyen microesferas
(véase a este respecto, Varde & Pack (2004) Expert Opin. Biol. 4(1) 35-51),
hidrogeles (véase generalmente, Sakiyama et al (2001). FASEB J. 15, 1300-1302),
implantes poliméricos (véase generalmente, Teng et al (2002) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 99, 3024-3029), sustancias portadoras poliméricas inteligentes (véase
generalmente, Stayton et al. (2005) Orthod Craniofacial Res 8, 219-225: Wu et al.
(2005) Nature Biotech (2005) 23(9), 1137-1146), y liposomas (véase a este
respecto, Galovic et al. (2002) Eur. J. Pharm. Sci. 15, 441-448; Wagner et al.
(2002) J. Liposome Res. 12, 259-270). Preferiblemente, el polipéptido CocE
mutante se encapsula en RBC (véase mas arriba; Ejemplo 12).

METODOS DE DETECCION SELECTIVA

[0116]Otro aspecto de la invencién se dirige a métodos de deteccion
selectiva para la generacion, identificacion y purificacion de los polipéptidos CocE
mutantes termoestables. Generalmente, los polipéptidos CocE mutantes pueden
disefarse inicialmente de acuerdo con los métodos ya descritos. Tales
polipéptidos disefiados pueden detectarse entonces selectivamente tomando en
cuenta caracteristicas preferidas, tales como retencion de eficiencia hidrolitica,
termoestabilidad incrementada, vida media plasmatica incrementada, y/o
antigenicidad reducida. Ademas, los polipéptidos CocE mutantes aleatorios
pueden detectarse selectivamente tomando en cuenta las caracteristicas
deseadas.

[0117]Los métodos de deteccion para identificar selectivamente mutantes
termoestables abarcan una amplia variedad de técnicas. El siguiente es un
resumen ejemplar de un protocolo genérico. Acido nucleico que codifica los
polipeptidos CocE mutantes (generados, por ejemplo, mediante disefio racional,
mutagénesis aleatoria, o mutagénesis de hospedero) se transforma en un
hospedero de expresion apropiado (por ejemplo, células de E. coli tales como
BL21 Gold de E. coli (Stratagene)), y se induce expresion del polipéptido mutante

de acuerdo con protocolos estandar (por ejemplo, mediante IPTG). La expresion
S/
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se lleva a cabo a temperaturas para producir expresion éptima de la proteina (por
ejemplo, 16°C para CocE, véase a este respecto, Ejemplo 1) durante un periodo
de tiempo predeterminado (por ejemplo, donde sea desde 30 minutos a 24 horas o
mas). Alternativamente, la expresion se realiza a una temperatura incrementada
(por ejemplo, la temperatura incrementada puede ser por lo menos alrededor de
35°C, por lo menos alrededor de 36°C, por lo menos alrededor de 37°C, por lo
menos alrededor de 38°C, por lo menos alrededor de 39°C, por lo menos
alrededor de 40°C, o incluso mayor). Preferiblemente, Ila temperatura
incrementada a la cual se expresa el polipéptido CocE mutado es 37°C. Alrededor
de esta temperatura, el polipéptido CocE tipo silvestre se escinde casi
exclusivamente en cuerpos de inclusién. Células que contienen los polipéptidos
mutantes expresados se detectan selectivamente tomando en cuenta la presencia
de variantes termoestables de CocE.

[0118]La deteccion selectiva de la presencia de variantes termoestables de
CocE implica generalmente la medicion directa en células cultivadas, en lisados de
células, o luego del rompimiento celular y aislamiento del polipéptido CocE
mutante. El rompimiento celular puede incluir choque osmotico, lisis quimica,
sonicacion, y/o homogeneizacion, y el aislamiento del polipéptido mutante puede
obtenerse mediante numerosos métodos, incluidos absorcién directa a una matriz
0 absorcion por afinidad a través del uso de anticuerpos anti-cocaina o sistemas
de captura especificos de proteina de fusion. Una matriz apropiada para
absorpcion incluye papel de nitrocelulosa, filtros, placas de microvaloracion
tratadas por afinidad o no tratadas, resinas de agarosa o sefarosa, y o puntas
recubiertas con afinidad.

[0119]La actividad esterasa de las células cultivadas o un polipéptido
mutante aislado puede medirse posteriormente a una o mas temperaturas para
determinar la termoestabilidad de los mutantes. La temperatura a la cual se realiza
el analisis de la actividad determina el grado de deteccion de la termoestabilidad.
Por consiguiente, aunque los mutantes finales tendran preferiblemente una
temperatura de fusién de 45°C o mas (determinada, por ejemplo, mediante
dicroismo circular), a menudo la deteccién selectiva inicial a 45°C no encontrara
enzimas activas. Mas bien, pueden llevarse a cabo varios ciclos de mutagénesis y
deteccion selectiva, a temperaturas consecutivamente crecientes, para obtener

mutantes termoestables. Por consiguiente, la deteccion selectiva inicial puede
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realizarse a 30°C y, luego de ciclos adicionales de mutagénesis, puede llevarse a
cabo una deteccion selectiva con temperaturas incrementalmente crecientes (por
ejemplo, 34°C, 37°C, 40°C, 42.5°C, 45°C, etc.), hasta obtener un mutante de
termoestabilidad apropiada. Los aumentos de temperatura incremental se
determinan empiricamente durante el procedimiento, y se afectan por el nimero
de aciertos a temperaturas particulares, y la Tm determinada de los mutantes

generados.

[0120]Aunque sin obligacion de hacerlo, y sin querer entrar en limitaciones
tedricas, sigue en esta especificacion lo que se cree ser una explicacién mecanica
de la fusion de varias incorporaciones de los polipéptidos CocE mutantes descritos
en esta especificacion. Los datos de espectros CD ilustran que la fusion CD de
cocaina esterasa y mutantes es irreversible, ya que enfriar a 0 grados no reforman
los espectros originales (véase, por ejemplo, Ejemplo 19). Aunque no pueden
verificarse parametros termodinamicos, los espectros CD pueden utilizarse para
determinar comparativamente si los mutantes son mas o menos estables, si tienen
estructuras secundarias diferentes o propiedades de agregacion. Se cree que los
polipéptidos CocE descritos en esta especificacion se funden mediante un paso
intermedio, es decir, los polipéptidos experimentan un proceso de fusién de 2
pasos.

[0121]La deteccion de la actividad esterasa puede realizarse usando una
variedad de métodos, donde sustratos se acoplan a un sistema de deteccion
especifico. Sustratos apropiados para uso en determinar la actividad esterasa
pueden incluir cocaina, cocaina tritiada (3H), derivados de sustrato de cocaina
tales como un derivado de tio-cocaina (véase a este respecto, Figura 6), y/o
substratos que dan cuenta de actividad esterasa general tales como 4-nitrofenil
acetato. El sistema de deteccion puede acoplarse directamente a las
especificidades del sustrato, por ejemplo: escisién de cocaina no modificada
puede detectarse monitorizando cambios e la absorbencia de la cocaina a 240nm
(véase a este respecto, Ejemplo 4), o monitorizando cambios de pH que resultan
de la acumulacién del producto acidico acido benzoico acidico (véase a este
respecto, Ejemplo 15), o mediante el uso de aptameros de cocaina (véase a este
respecto, Stojanovic, M. N., de Prada, P. & Landry, D. W. (2001) J Am Chem Soc
123, 4928-4931; Stojanovic, M. N. & Landry, D. W. (2002) J Am Chem Soc 124,

9678-9679) monitorizando cambios en fluorescencia luego de la degradacion de la
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cocaina (véase ejemplo 15); la escisién de cocaina tritiada (3H) puede detectarse
mediante acidificacion y deteccion de producto de acido benzoico tritiado mediante
la separacién por cromatografia (véase Ejemplo 1 y 15); la escisidon de derivados
de cocaina tales como tio-cocaina puede monitorizarse mediante la deteccion de
grupos sulfhidrilo reactivos, mediante la adicion del reactivo de Ellmany la
determinacién de cambios de absorbencia a 412nm (véase a este respecto,
Ejemplo 15), o mediante la adicién y visualizaciéon de metales pesados que
reaccionan con sulfhidrilo de precipitacion; la escisién de 4-nitrofenil acetato puede
detectarse monitorizando cambios en la absorbencia a 420nm (véase a este
respecto, Halgasova, N. et al. (1994) Biochem J 298 Pt 3, 751-755; O'Conner, C.J.
& Manuel, R.D. (1993) J Dairy Sci. 76, 3674-3682).

[0122]Los polipéptidos CocE mutantes identificados a través de los
procedimientos anteriores, o un analisis similar de gran productividad, pueden
evaluarse ademas empelando procedimientos in vitro descritos en esta
especificacion (por ejemplo, valores Kcat y Km, estabilidad a 37°, temperatura de
fusion (Tm), niveles de endotoxina, capacidad de degradar cocaina en plasma).
Los polipéptidos CocE mutantes con actividad esterasa termoestable y/o
inmunogenicidad reducida, pueden evaluarse ademas utilizando procedimientos in
vivo descritos en esta especificacion (por ejemplo, potencia, duracion de la accién,
efectos con dosificacion repetida, y/o evaluacion inmunoldgica). Preferiblemente,
en los polipéptidos CocE mutantes se examina primero la disminucién en
magnitud de la toxicidad de la cocaina (véase a este respecto, Ejemplos 5, 7 y 8),
y aquellos mutantes que reducen la toxicidad en por lo menos alrededor de 5-10
veces pueden evaluarse adicionalmente con respecto al ciclo de tiempo de accion
(véase a este respecto, Ejemplo 6). Los polipéptidos CocE mutantes candidatos
pueden estabilizarse adicionalmente mediante, por ejemplo, pegilacion y/o

encapsulacion en RBC y re-evaluarse en los procedimientos ya descritos.

[0123]Habiendo descrito la invencion en detalle, sera evidente que son
posibles modificaciones, variaciones e incorporaciones equivalentes sin apartarse
del ambito de la invencién definida en las reivindicaciones adjuntas. Mas aun, se

observara que todos los ejemplos en la presente divulgacion se proveen como
ejemplos no limitantes.

EJEMPLOS
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[0124]Los siguientes ejemplos no limitantes se proveen para ilustrar aun
mas varias incorporaciones de la invencion divulgada en esta especificacion. Debe
observarse por los expertos en el arte que las técnicas divulgadas en los ejemplos
que siguen representan métodos que los inventores han descubierto que
funcionan bien en la practica de la invencién y, por consiguiente, pueden
considerarse que constituyen ejemplos de modos para su practica. No obstante, a
la luz de la presente divulgacion, los expertos en el arte deben observar que
pueden introducirse muchos cambios en las incorporaciones especificas que se
divulgan y obtener alin un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y
el ambito de la invencion.

EJEMPLO 1: EXPRESION DE COCE

[0125] Se estableci6 un método para la expresion y purificacién de
CocE, donde CocE se expresa en E. Coli como una proteina de fusién con una
marca-Hisx6 del término carboxilo. El gen de la cocaina esterasa se subcloné en
el vector de expresion de E. coli pET-22b(+) y se indujeron altos niveles de la
enzima cocaina esterasa que contenia una marca histidina C-terminal luego de la
adicion de IPTG a 23°C. La proteina recombinante se acumuld a
aproximadamente 10-15% de la proteina total. CocE se enriquecid en una
columna de cobalto-quelato (TalonTM Clontech) o una columna de agarosa
quelada con niquel (Pierce) en virtud de la marca Hisx6. La proteina eluida fue
aproximadamente 95% pura por SDS-PAGE y coloraciéon con azul Coomassie v,
posteriormente, se resolvié por columna FPLC de cromatografia de intercambio
ionico (Q-Sepharose) usando un gradiente NaCl. La proteina eluida como un pico
simple fue aproximadamente 99% pura, como se indicé por SDS-PAGE vy
coloracion con azul Coomassie (véase a este respecto, Figura 3).

[0126] La actividad enzimatica se determiné mediante dos analisis:
un analisis de actividad de radio-ligando en el cual cocaina tritiada se hidrolizé y
luego, después de la acidificacion, se separé el producto acido benzoico tritiado a
partir del clorhidrato de cocaina tritiado mediante cromatografia; y un analisis
espectrofotomeétrico bajo condiciones similares, como se describe por Turner et al.
(2002) Biochemistry 41, 12297-12307. Los espectros de absorcién Unicos de

cocaina (coeficiente de extincion 6.7 L/mmollcm, a 240 nm) permiten la
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observacidon de cocaina remanente luego de la escisidbn enzimatica. Los
porcentajes lineales ideales de descenso de la cocaina, representando velocidad,
se determinaron en un lector de placas SpectraMax 190 (Molecular Devices)
usando software SOFTmax Pro (v1.13). La reaccién se inicidé agregando 150 uL
de una solucién enzimatica 2x a los 150 pL de una solucion de cocaina 2x. Las
concentraciones finales de CocE variaron desde 100 ng/mL a 20 ng/mL. Las
concentraciones finales de cocaina fueron las siguientes: 250, 126, 62.5, 31.25,
15.63, 7.81, 3.91y 1.95 uM. Para la cinética de todas las enzimas, el amortiguador
fue solucién salina amortiguada con fosfato, pH 7.4. Los porcentajes iniciales se
ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten, con Kcat y Km como parametros
ajustables (GraphPad; PRISM, v4).

[0127] Como se determiné utilizando el andlisis espectrofotométrico
de cocaina, el polipéptido CcoE tipo silvestre purificado hidroliza la cocaina con un
Kcat de aproximadamente 500 min™ y un Km de aproximadamente 2 KM, lo cual
es consistente con valores informados anteriormente (véase a este respecto,
Turner et al. 2000).

[0128] Tales procedimientos de expresion pueden utilizarse para

los polipéptidos CocE mutantes descritos en esta especificacion.
EJEMPLO 2: ACTIVIDAD PLASMATICA DE COCE EX VIVO

[0129] La determinacion ex vivo de los niveles de cocaina luego de la
cocaina esterasa se examind en plasma humano (University of Michigan Hospital
blood bank). Se obtuvo cocaina de The National Institute of Drug Abuse
(Bethesda, MD, USA). La cocaina se disolvié en agua esterilizada. Alicuotas (3 ml)
de plasma humano se mantuvieron a 37°C en un bafio maria durante 10 minutos
antes del inicio y durante el experimento. Luego de equilibrar el plasma en un
bafio maria, se agreg6 la cocaina a una concentracién final de 300 MM y se
homogeinizé durante 30 segundos. Se retiraron muestras del plasma y se
pusieron en un tubo de microcentrifuga que contenia el estandar interno y una
solucion de fluoruro de sodio saturada para impedir el metabolismo posterior de la
cocaina. Inmediatamente después de tomar la primera muestra de plasma
(cocaina sola), se agregd 0.05 mg/ml CocE o vehiculo CocE y se homogeinizé. Se
recogieron las muestras de plasma a 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45, 60 y 120 minutos
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después de agregar CocE. Se midieron los niveles de cocaina usando
cromatografia liquida de alto rendimiento en tandem con espectrometria de

masas.

[0130] Se realiz6 cromatografia liquida usando un sistema HPLC
Surveyor (ThermoElectron Corp., Franklin, MA) con una bomba cuaternaria y
autosampler configurado con un ciclo de inyeccion de 10 pl. La separacion se
logro empleando una columna Phenomex C18 3 um 30 x 4.6 mm con una
columna de guarda correspondiente (Waters Corp., Milford, MA) con un caudal de
600 pl/min. El disolvente A consistia de una solucién de acido férmico 0.1%, y el
disolvente B acido férmico 0.1% en acetonitrilo (alto grado de pureza; Burdick and
Jackson, Muskegon, MI). Se emple6é un gradiente balistico de 3 minutos con

cocaina y el estandar interno co-eluyendo a 2.3 minutos.

[0131] Para la deteccién y cuantificacion por espectrometria de
masas, se usé un espectrometro de masas triple quadrapole Finnigan TSQ
Quantum Ultra AM, equipado con una fuente de ionizacidn electrospray lonMax
(ThermoElectron Corp., Franklin, MA), en ién positivo, en modo de monitorizacién
de reaccion seleccionado. Nitrégeno sirvié como el gas nebulizador y argén como
el gas de colision. Se optimizaron los caudales de gas, voltajes de aspersion y
energias de colision. Se determinaron las curvas de calibracién para la cocaina
con 50 nM de cocaina deuterada (cocaina D3) como el estandar interno en
muestras de plasma no tratado. Las muestras no conocidas se fijaron también con
cocaina Dj3. La evaluacion de todas las muestras se realizd en triplicado. Las
curvas estandar y las no conocidas se analizaron mediante el programa Quan
Browser en software version Xcalibur 1.4 (ThermoElectron Corp., Franklin, MA).
Se construyeron curvas de calibracién empleando regresion lineal de la relacién
area de pico/area del estandar interno de la cocaina como una funcién de la
concentracion estandar con un factor de ponderacion de 1/x. Se aceptaron valores
estandar de ajuste de curva con un valor mayor que 0.99, y los valores RSD para
muestras replicadas estan entre 0-10%.

[0132] Los resultados demuestran que la CocE es capaz de degradar

7

cocaina muy rapidamente cuando las dos se mezclan brevemente en plasma

humano (véase a este respecto, Figura 4). El primer punto de tiempo indica la

concentracion de cocaina antes de la adicion de cocaina esteras o vehiculo
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esterasa. Antes del tratamiento con esterasa, los niveles de cocaina fueron
similares, pero en el término de 1 minuto de la administracion de la cocaina
esterasa, los niveles de cocaina disminuyeron por lo menos 100 veces a
aproximadamente 2 uM comparados con la muestra de plasma tratada con
vehiculo. Los niveles de cocaina siguieron disminuyendo en las muestras de
plasma tratadas con esterasa, cayendo por debajo de 1 microM en el punto de

tiempo de 2 minutos.

[0133] Se demostré la eficiencia terapéutica de la enzima
aumentando la dosis de cocaina requerida para producir efectos toxicos luego de
una inyeccion intravenosa Unica de CocE. La enzima tipo silvestre demostré una
cinética rapida para la degradacion de la cocaina ex vivo en suero de rata y suero
humano. Dos mutantes inactivos de CocE no protegieron las ratas de los efectos
toxicos de la cocaina, confirmando que los efectos protectores son debidos a la
actividad hidrolitica. Ademas, la CocE no cambié la mortalidad de WIN-35065-2,
un analogo de cocaina que carece de la fraccion éster de benzoilo dianizada por
CocE. La caracterizacion in vivo y ex vivo de CocE sustenta el papel de la enzima

como un antidoto apropiado a la toxicidad en humanos.
EJEMPLO 3: COCE MUTANTE TERMOESTABLE PREVISTA

[0134] El disefio racional de la CocE mutante descrita en esta
especificacion se bas6 en simulaciones de dinamica molecular (MD). Se construyé
un modelo computacional de CocE usando la estructura cristalina publicada de
CocE tipo silvestre (véase a este respecto, Figura 2). Tales modelos pueden
emplearse para identificar ciertas modificaciones de aminoacidos que aumentan la
temperatura de fusion teérica de la proteina sin alterar la estructura en el sitio
activo. La simulacion MD clasica permite el estudio de la evolucién en el tiempo de
un sistema grande, tomando muchos pasos de tiempo sucesivos pequefios bajo
fuerzas atémicas determinadas por un conjunto de funciones de interaccion
parametrizadas (campo de fuerza), incluidas interacciones enlazadas (enlaces,
angulos y angulos dihédricos), interacciones van der Waals no enlazadas e
interacciones electrostaticas basadas o cargas atémicas netas. Debido a la forma
simple de campo de fuerza la simulacion MD puede llevarse a cabo durante un
tiempo de simulacién suficientemente largo para ofrecer propiedades significativas

promediadas por el ensamble, incluso para un sistema muy grande que implica
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mas de cien mil atomos. Asi, para CocE y cada mutante propuesto, la simulacion
MD llevara a una estructura 3D dindmicamente promediada, razonable, del

polipéptido simulado en agua.

[0135] Basado en la estructura cristalina de rayos X (codigo PDB
1JU3) de la cocaina esterasa bacteriana (CocE) (Larson et al. (2002) Nature 9,
17), se construyd un modelo 3D completo de CocE due se une con (-)-cocaina,
apropiado para modelacion computacional de su estabilidad termodinamica. Para
aumentar la termoestabilidad de CocE, se implementé un método computacional
en el programa RosettaDesign (Kuhlman and Baker (2000) PNAS 97, 10383)
capaz de predecir mutaciones termoestabilizadoras en un multiplo dado,
minimizando al mismo tiempo cualquier cambio en el esqueleto que pudiera alterar
estructuralmente la estructura del sitio activo o extinguir su flexibilidad. El método
implementado en el programa RosettaDesign usa una funcién de energia para
evaluar la idoneidad de una secuencia particular para un mdiltiplo dado ("a given
fold") y un algoritmo de busqueda Monte Carlo para muestrear el espacio de la
secuencia. Un método similar se ha empelado exitosamente por otro
investigadores para aumentar la termoestabilidad de una enzima sin reduccion en
la eficiencia catalitica (Korkegian et al. (2005) Science 308, 857). Las cargas
atémicas parciales para los atomos residuales no estandar se calcularon usando
el protocolo RESP estandar implementado en el médulo Antechamber del paquete
del programa Amber7 (u 8) (Case, 2002). El modelamiento computacional que
utiliza el programa RosettaDesign permitid la prediccion de un conjunto de
mutaciones CocE calculadas como poseedoras de energia mas baja y, por lo
tanto, termoestabilidad incrementada (véase a este respecto, Tabla 2). Para este
ejemplo, la computacion consideré Unicamente las mutaciones posibles en los

residuos de aminoacidos con una distancia de entre 6-25 A de la molécula de
sustrato de cocaina.

[0136] Los polipéptidos CocE de mutacién Gnica identificados,
calculados para estabilizar CocE en alrededor de 2.1 a alrededor de 4.5 kcal/mol
incluian: L163V (SEQ ID NO: 3); V121D (SEQ ID NO: 4); SWA (SEQ ID NO: 5);
Q123E (SEQ ID NO: 6); V225! (SEQ ID NO: 7); 1218L (SEQ ID NO: 8); A310D
(SEQ ID NO: 9); A149S (SEQ ID NO: 10); S159A (SEQ ID NO: 11), S265A (SEQ
ID NO: 12); 856G (SEQ ID NO: 13); W220A (SEQ ID NO: 14); T122A (SEQ ID
NO: 15); S140A (SEQ ID NO: 16); F189L (SEQ ID NO: 17); A193D (SEQ ID NO:
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18); T254R (SEQ ID NO: 19); N42V (SEQ ID NO: 20); V262L (SEQ ID NO: 21);
L508G (SEQ ID NO: 22); Y152H (SEQ ID NO: 23); V160A (SEQ ID NO: 24);
T172R (SEQ ID NO: 25); Y532F (SEQ ID NO: 26); T74S (SEQ ID NO: 27); W285T
(SEQ ID NO: 28); L146P (SEQ ID NO: 29); D533S (SEQ ID NO: 30); A194R (SEQ
ID NO: 31); G173Q (SEQ ID NO: 32); C477T (SEQ ID NO: 33): K531A (SEQ ID
NO: 34); R411 (SEQ ID NO: 35); L119A (SEQ ID NO: 36); K46A (SEQ ID NO: 37);
y F84Y (SEQ ID NO: 38)

Tabla 2: Resumen del modelamiento computacional usando el
programa RosettaDesign con estrategia de consenso

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 |[R10 [Mutacion de | Cambio de
Consenso Energia
| (kcal/mol)

163 | 163 | 163 [163 [ 163 | 163 | 163 | 163 | 163 | 163 163V -4.5
121 (121 [121 | 121 [121 [ 121 [ 121 [ 121 [ 121 [121 V121D -3.9
167 | 167 (167 | 167 | 167 | 167 | 167 | 167 | 167 | 167 S167A -3.9
123 1123 | 123 123 | 123 123 | 123 [123 | 123 [123 Q123E -3.8
225 1310 310 | 225 [225 | 225 |225 [310 |225 |218 V225I -3.6
218 1225 1218 218 (218 (218 [218 [225 |[218 [225 1218L -3.5
310 | 218 | 225 | 310 310 |310 [310 [218 [ 310 | 152 A310D -3.4
149 | 149 [ 152 | 149 | 149 [ 149 | 149 [ 149 | 149 [310 A1498 | -33
159 | 159 [140 [ 159 [ 159 | 159 | 159 | 159 | 159 | 149 S159A -3.3
189 | 265 | 149 [ 265 [265 |265 |265 [265 | 189 | 265 S265A ‘ -3.3
265 140 (265 | 56 | 56 | 56 5 220 |[265 | 159 S58G T 32
56 (220 (159 | 220 {220 [220 |220 (122 | 56 |220 W220A -3.2
220 | 122 | 220 [122 |122 (122 [122 | 140 [220 | 56 T122A -3.1
122 |1 189 | 122 [140 | 140 | 140 | 140 [189 [122 [ 122 S140A X
140 (193 (189 | 189 | 189 | 189 | 189 | 193 [140 [ 140 F189L - =31
254 | 42 193 | 193 (193 | 193 193 | 42 |254 |189 A1930 31
262 (262 | 42 | 254 [254 | 254 | 254 [254 | 42 193 T254R -3.1
508 | 508 [262 | 42 | 42 | 42 | 42 [262 [262 |262 N42v -3.0
152 | 162 | 508 |262 [282 [262 [262 |508 |508 |508 V262L -3.0
160 | 160 | 198 | 508 |[508 |508 |[508 |152 | 152 | 198 L508G -2.9
74 1198 1160 | 152 [152 | 152 [ 152 [160 | 160 | 254 Y152H -2.9
172 | 74 74 160 {160 (160 | 160 | 198 [198 | 74 V160A -2.8
193 | 172 | 172 | 198 [198 | 74 [198 | 74 [172 | 160 T172R -2.8
532 532 | 532 |532 | 74 172 | 74 172 | 74 172 Y532F 27
146 | 146 | 56 | 74 | 172 |532 [ 172 [5832 [193 [532 T74S 27
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285 | 285 | 285 | 172 |532 | 146 |532 [146 [532 [285 W285T -2.6

533 | 290 | 146 | 285 | 146 |285 | 146 |285 |285 [290 L146P -2.6
173 | 254 | 533 | 146 | 285 |533 | 285 |533 [146 | 146

194 | 533 173 |533 |533 (173 [533 [173 [533 [533 D533S -2.5
477 | 56 | 194 | 173 | 194 [ 194 [173 | 194 [173 [ 173 A194R 2.4
531 | 173 |200 | 194 | 200 | 290 | 194 |200 |[194 | 194 G173Q -2.4
42 | 194 | 477 | 200 | 290 [477 |200 |290 |200 |200 Ca77T -2.4
119 | 200 | 531 | 290 | 477 |531 |477 |477 [290 |477 K531A -2.4
200 | 477 | 305 | 477 [531 | 200 [531 |531 |477 |531 1

41 1631 | #1 41 41 41 41 41 | 531 | 42 R411 -2.2
46 41 (119 [ 118 | 119 [ 119 [119 [119 | 41 [119 L119A -2.2
84 | 119 | 46 46 | 173 | 46 46 46 | 119 | 41 K46A 21
305 | 46 84 84 46 84 84 56 46 46 F84Y -2.1

478 | 67 | 158 478 | 84 | 478 | 305 | 84 84 57

57 84 | 307 | 57 | 478 | 57 |478 | 307 [478 | 84

87 | 478 | 478 [142 | 57 87 57 | 478 | 57 | 158

142 | 87 57 1263 | 87 |142 | 87 57 [ 142 | 478

263 142 (142 | 307 | 142 | 263 | 142 [ 142 | 263 [ 142

307 | 263 |263 | 78 | 263 |307 |263 |263 |307 |263

78 307 | 78 {257 |307 | 78 [307 | 78 78 78

257 | 78 | 257 [531 | 48 [257 [ 78 |257 | 257 |257

290 257 290 | 49 |78 | 49 |[257 | 49 | 49 49

291 | 201 | 49 [201 |257 |[305 [201 |201 [201 [201

49 49 |201 | 305 | 45 |[291 [290 |412 [ 305 | 307

176 | 291 1291 | 412 | 49 [176 [291 [291 |412 | 291

45 1305 |412 | 291 |201 | 45 49 [ 176 | 291 | 176

54 | 176 | 176 | 176 305 | 54 [176 | 45 45 | 305

406 | 45 | 254 | 45 | 291 [406 | 45 |[413 [176 | 45

50 54 45 | 413 | 176 | 50 54 54 | 413 | 54

406 | 54 54 54 406 | 305 | 54 | 406
50 | 413 | 50 | 406 50 | 406 |406 | 50
406 | 406 | 50 50 50

50

EJEMPLO 4: PARAMETROS CINETICOS DE COCE MUTANTE T172R Y
S159A

[0137]CockE tipo silvestre y polipéptidos CocE mutantes T172R y S159A se
analizaron con respecto a eficiencia catalitica.
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[0138]Se realiz6 mutagénesis dirigida al sitio (QuickChange™, Invitrogen)
de CocE para generar el polipéptido CocE mutante S159A (SEQ ID NO: 11). Las
técnicas de clonacién y expresion utilizadas para producir el S159A fueron las
mismas del Ejemplo 1, excepto lo indicado en contrario. Se amplificé el gen CocE
a traves de Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR - Polymerase Chain
Reaction) en la presencia de cebadores que contienen la mutacién requerida
(Integrated DNA Technologies, Inc.). La mutacion especifica se volvié a clonar en
el plasmido de expresién y se determind la secuencia nucleotidica de estos
plasmidos para verificar la presencia de la mutacion.

[0139]EI mutante T172R se generé por PCR traslapante utilizando

cebadores 5'y 3' que contenian la mutaciéon T172R especifica, asi como un sitio
de enzima de restriccion Sac Il para facil deteccion del gen mutatado. Las parejas
de cebadores CocE 20-5'F-Nde | (5' GATATACATATGGTGGACGGGAATTAC 3
y T172R-3'R (5'
CAGACCTCGACGTGATGAGCCCGCGGCCTATGAGAGCTGACCAGC 3') asi
como CocE-1800-3'R (5' GTGGTGCTCGAGTCGCTTGATAATCG 3') y T172R-5'F
)
GCTGGTCAGCTCTCATAGGCCGCGGGCTCATCACGTCGAGGTCTG 3) se
amplificaron mediante PCR empleando la enzima Pfu de alta fidelidad
(Stratagene) con una temperatura de hibridacién de 55°C. Los productos PCR
resultantes se combinaron y se re-amplificaron, generando un gen CocE de
longitud total que codificaba la mutacion T172R. El gen se digirié con Nde | y Xho
I, se subcloné en el vector de expresion y se secuencié en su totalidad para
verificar tanto la presencia de la mutacién como la ausencia de mutaciones
adicionales por error de copia de PCR.

[0140] Plasmidos que contenian las mutaciones se transformaron en células
BL21 de E. coli y la enzima inducida por IPTG se purificd en Ni-Agarosa. Las
proteinas expresadas se probaron luego con respecto a actividad enzimatica y
termoestabilidad a 37°C. Se cuantificé la actividad enzimatica empleando el
analisis espectrofotométrico como se describe en el Ejemplo 1. Iguaimente se
prob6é la termoestabilidad mediante el analisis espectrofotométrico por pre-
incubacion de la enzima tipo silvestre y de los mutantes a 37° C durante varios
tiempos. Adicionalmente, se analizé la naturaleza de la termoinestabilidad de la

enzima tipo silvestre y del mutante T172R por electroforesis en gel de
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poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes.
Concretamente, mutante y enzima tipo silvestre a 0.1mg/ml se incubaron a 37°C
durante varios puntos de tiempo, se enfriaron a 4°C, se mezclaron con colorante
de carga SDS que contenia B-mercaptoetanol y se corrieron en geles 10% SDS-
PAGE (condiciones desnaturalizantes) o se corrieron en geles de 10% de
poliacrilamida nativa (condiciones no desnaturalizantes) a 4°C. Los geles se fijaron
con 10% metanol, 7% &cido acético durante 30 minutos, y luego se colorearon con
colorante de gel de proteina Sypro-Ruby (Molecular Probes, Invitrogen) durante 3
horas. La coloracion de la proteina se visualizd6 bajo luz UV utilizando un
Alphaimager™ 3400 (Alpha Innotech). Finalmente, se determiné la temperatura
exacta de fusién de la enzima tipo silvestre y del mutante T172R mediante
dicroismo circular usando un espectropolarimetro JASCO-810 operado por un
programa de analisis JASCO V500/FP-750 para Windows. Los espectros CD se

cuantificaron en miligrados y se normalizaron contra amortiguador PBS.

[0141] Los resultados del analisis espectrofotométrico mostraron que T172R
tenia Vmax y Km elevados a temperatura de la sala y un Vmax y Km sumamente
elevados a 37°C, comparado con CocE tipo silvestre (véase a este respecto, Tabla
3; Figura 5). En efecto, el Vmax y Km de T172R a 37° C fue comparable con el
Vmax y Km de CocE tipo silvestre a temperatura de la sala. La CocE mutante
S159A mostré un Vmax y Km ligeramente elevados a 37°C, pero un Vmax y Km
disminuidos a temperatura de la sala, comparada con la CocE tipo silvestre. La
electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (Figura 6a) indicé una banda de
proteina unica para la enzima tipo silvestre y T172R de aproximadamente 65000
Da, sin importar la temperatura de incubacion, indicando que la degradacion
proteolitica no describe adecuadamente el mecanismo de la inestabilidad térmica.
Los geles no desnaturalizantes (Figura 6b) mostraron una banda de proteina Unica
para la enzima tipo silvestre antes de la incubacion a 37°C: sin embargo, luego de
la incubacién a 37°C, se observa aparecer especies de peso molecular mas alto a
medida que la banda original se desdibuja. Estos supuestos agregados de
proteina pueden observarse igualmente para el mutante T172R; no obstante, el
tiempo hasta la agregacion luego de la incubacion a 37°C es mayor, y en este
procedimiento el mutante T172R se aproximé a tener una vida media 8x mas
prolongada a 37°C que la enzima tipo silvestre. El analisis de la temperatura de
fusion de la proteina mediante dicroismo circular (Figura 7) indico que cambios

sensibles a la temperatura en la estructura terciaria de la proteina estaban
L >4
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ocurriendo en el rango cercano a UV del espectro (entre 260nm y 320nm). El
ajuste de curva de los cambios sensibles a la temperatura en esta regién del
espectro indic6 que la CocE tipo silvestre tiene una temperatura de fusion de
36.15°C, comenzando la desnaturalizacién detectable a aproximadamente 30°C.
Se determiné que el mutante T172R tenia una temperatura de fusién de 41.43°C,
empezando la desnaturalizacién detectable a aproximadamente 28°C. En
consecuencia, se determin6 el cambio Unico de aminodcido de tirosina a arginina
en el aminoacido 172, con un aumento 2.8kCa/mol estimado en termoestabilidad
tenia una temperatura incrementada en 5 grados completos, comparado con la
Cock tipo silvestre.

TABLA 3: Parametros cinéticos para T172R, S159A y CocE tipo silvestre.

S159A S159A T172R T172R CocE CocE
(40min (40min tipo tipo
@ 37°C @ 37°C | silvestre | silvestre
(40
min@
37°C
Vmax 876.6 130.7 1466 1267 1264 94.06
Km 43.65 15.69 88.20 78.80 71.81 12.30

EJEMPLO 5: PREVENCION POR COCE TIPO SILVESTRE IN VIVO DE
LA MORTALIDAD DE LA COCAINA EN RATAS

[0142] Para determinar la actividad esteratica de la CocE in vivo se
implement6 un modelo de roedores de la toxicidad aguda de la cocaina. Cuando
se trataron con altas dosis de cocaina,' las ratas exhibieron primeramente
convulsiones seguidas por cesacion de la respiracion y el movimiento. La dosis
toxica minima de cocaina, cuando se administré intraperitonealmente, producira
una fatalidad en el término de 15 minutos del tratamiento.

[0143) La proteccion contra la mortalidad, inducida por la cocaina,
mediante la CocE tipo silvestre se determiné y compard con los efectos
protectores de BChE humana. La actividad esteratica de la CocE se establecid

evaluando la actividad de dos enzimas mutantes, cada una de las cuales carecia
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de uno de tres aminoacidos en el sitio activo. Adicionalmente, se determiné la
actividad de una enzima tipo silvestre, modificada por una modificacion covalente
de Ser17 en el sitio activo, con fluoruro de feniimetil sulfonato (PMSF -
phenylmethyl sulphonate fluoride). Se demostré que la degradacion estearica de la
cocaina era el mecanismo de los efectos protectores de la CocE verificando si la
enzima protegia contra la toxicidad inducida por WIN 35065-2 (Madras et al.
(1989) J Pharmacol Exp Ther 251, 13-141), un analogo de cocaina que carece del

puente éster en el sitio propuesto de hidrélisis enzimatica.

[0144] Ratas machos Sprague-Dawley (300 gramos) (Harlan
Sprague Dawley, Indianapolis, IN) se alojaron en jaulas de tres animales. Luego
de la implantacion quirdrgica de un catéter yugular, todas las ratas se alojaron
individualmente hasta la terminacidn del experimento. Las ratas se mantuvieron en
un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, encendiendo las luces a 7:30 a.m. y
disponiendo de alimento y agua ad libitum. Luego de anestesiar las ratas con
clorhidrato de ketamina (100mg/kg, i.p.) y xilazina (10 mg/kg, i.p.), se implantaron
cateteres intravenosos (tubos Micro-renetano, 15 cm, MRE-040, Braintree
Scientific Inc., Braintree, MA) en la vena yugular derecha. Aproximadamente 3 cm
del catéter se insertaron en la vena; el tubo restante se pasé subcutaneamente a
la espalda, donde salié de una incision practicada entre las paletillas. El tubo
expuesto se tap6 con una pieza de 1 cm de acero inoxidable (0.28 de diametro,
Small Parts Inc., Miami, FL). Los catéteres se lavaron diariamente con 0.5 ml de
solucion salina heparinizada (50 U/ml) para mantener la patencia del catéter.
Luego de la cirugia, se dejo que las ratas se recuperaran durante una semana.

Cada rata se utilizé para un solo experimento, y todos los grupos experimentales
constaban de 6-8 ratas.

[0145] Para determinar la dosis efectiva minima de CocE bloqueaba
las convulsiones inducidas por la cocaina y la muerte, se administraron 0.1, 0.32,
0 1.0 mg de CocE o vehiculo (solucién salina amortiguada con fosfato, PBS -
phosphate buffered saline) intravenosamente un minuto después de 180 mg/kg de
cocaina (i.p.). Para determinar los limites cataliticos de la CocE, se administraron
dosis crecientes de cocaina (100, 560, 1000 mg/kg, i.p.) un minuto antes de 1.0
mg CocE (i.v.). Se administraron mutantes y CocE bloqueada en PMSF (1mg, i.v.)
un minuto antes de 180 mg/kg de cocaina (i.p.). Se administro igualmente CocE
(1.0 mg, i.v.) un minuto después de la dosis minima de WIN-35065-2 (560 mg/kg,
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i.p.). CocE (1.0 mg, i.v.) se aplicd antes y después de la cocaina (100 mg/kg, i.p.)
para determinar la vida media in vivo de la esterasa. Todas las inyecciones
intravenosas fueron seguidas por un lavado con solucién salina heparinizada (0.5
ml). Luego del tratamiento, se observaron las ratas en cuanto a convulsiones y
muerte. Se registraron el nimero de episodios convulsivos, la duracién de cada
episodio y el tipo de convulsién. La muerte se defini6 como la cesacién de
movimiento y respiracién observados. Se calcul6 el porcentaje de animales en
cada grupo experimental que exhibian convulsiones y mortalidad. Seguidamente
se calcul6 la media de error estandar porcentual para cada punto de datos.

[0146] Los resultados mostraron que, en el modelo con roedores de
toxicidad aguda, la cocaina indujo convulsiones, dependientes de la dosis, y
muerte en las ratas; la muerte se observé en menos de 15 minutos después de la
en 100% de los animales a los que se administraron 100 mg/kg de cocaina (véase
a este respecto, Figura 9). CocE (1.0 mg) infundida después de la administracién
de la cocaina produjo un cambio de 10 veces en la curva de efecto de la dosis de
la cocaina sobre la toxicidad (véase a este respecto, Figura 9), de modo que se
requirieron 1000 mg/kg de cocaina para superar las propiedades cataliticas
protectoras de la CocE. Este régimen de tratamiento se asemeja muy de cerca a
situaciones de toxicidad humana, donde el antidoto a sobredosis se da

nicamente después que la cocaina se ha ingerido, inhalado, o inyectado.

[0147] La CocE tipo silvestre mostrd eficiencia catalitica superior
sobre la BChE humana. Aplicada un minuto antes de 180 mg/kg de cocaina, 1 mg
de CocE ofrecié una proteccion del 100% contra la mortalidad inducida por la
cocaina (véase a este respecto, Figura 10), mientras que una dosis equivalente
molar de 10 veces de BChE humana (13 mg) no ofrecié proteccion, similar a una

dosis 10 veces mas baja de CocE (0.1 mg) (véase a este respecto, Figura 10).

[0148] Ambas mutaciones de la CocE (Ser117Ala o Tyr44Phe)
carecieron de actividad in vivo y, por lo tanto, no tuvieron efectos protectores
(Figura 11b). Mas aun, la enzima tratada con PMSF elimin6 igualmente el efecto
protector de la CocE contra la cocaina (Figura 11b). Adicionalmente, el efecto letal
del analogo de cocaina no hidrolizable, WIN 35065-2, no fue superado por el
tratamiento con CocE (Figura 12). Basandose en estudios de proteccion in vivo

realizados con preparaciones cataliticamente inactivadas de la enzima (mutantes
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tratados con PMSF e inactivos de CocE), es claro que los efectos protectores de
la enzima son debidos a su habilidad de hidrolizar cocaina. Tomados en conjunto,
estos datos satisfacen las evaluaciones in vitro de la actividad estearica de la
CocE y confirman el mecanismo de proteccion de la enzima contra: la mortalidad

inducida por la cocaina in vivo.

EJEMPLO 6: EFECTOS DEPENDIENTES DEL TIEMPO DE LA COCE
TIPO SILVESTRE

[0149] Se examinaron los efectos de administrar CocE tipo silvestre
antes de la dosificaciéon de cocaina. El modelo de toxicidad en ratas fue como se
describe en Ejemplo 5. La CockE tipo silvestre se aplicé 100, 30, 10, 3 y 1 minutos
antes y 1 y 6 minutos después de la administracion de la cocaina. Se realizaron
extracciones compuestas de muestra de plasma humano en 100% de acetronitrilo
(volumen 3x), se incubaron durante aproximadamente 15 minutos, se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 4.5 minutos, y se recogié el sobrenadante
resultante. Los extractos se concentraron en un Savant Speed Vac
(ThermoElectron Corp., Franklin, MA) para retirar el acetonitrilo. Las muestras

extraidas se reconstituyeron en agua y se diluyeron 10-1.000 veces.

[0150] Muestras de plasma humano se fijaron con 300 uM de
cocaina y se mantuvieron a 37°C. Se tomé una alicuota de plasma antes de la
adicion de cocaina esterasa o vehiculo de esterasa, y otra alicuota se recogié 1
minuto luego de la administracion de esterasa. Las alicuotas de plasma se
mezclaron inmediatamente con el estandar interno (cocaina-D3) y una solucién de
fluoruro de sodio saturado para impedir el metabolismo posterior de la cocaina. Se
practicaron extracciones de tejido y se cuantificaron los niveles de cocaina y
estandar interno por HPLC con espectrometria de masas en tandem.

[0151] Para la inactivacion dependiente del tiempo de CocE in vitro,
se incub6 enzima CocE purificada (a 250 ng/ml) en solucién amortiguadora de
analisis en la ausencia de cocaina a 37°C durante varios tiempos. Luego de la
incubacién a 37°C las muestras se pusieron en hielo. Para evaluar el efecto de la
temperatura sobre la actividad de la CocE, las muestras se incubaron con (-
)Jcocaina a diferentes concentraciones como se indica con una concentracion

enzimatica final de 125 ng/ml. El porcentaje de decrecimiento de la (-)-cocaina a
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A240 se cuantificé en un lector multiplacas. Los datos se ajustaron a un
decrecimiento exponencial Unico usando Kaleidagraph™ (software Synergy)

produciendo un ty;, de 13.2.

[0152] Se descubri6 que la CocE tipo silvestre tenia efectos
protectores dependientes del tiempo; 100% de las ratas se salvaron cuando se
trataron con CocE (1 mg) 1 minuto antes de la cocaina, sobreviviendo Unicamente
el 66% y el 32% de las ratas cuando se trataron con CocE 30 y 1 minutos antes de
la cocaina, respectivamente (véase a este respecto, Figura 14). Los efectos
protectores de la CocE se eliminaron cuando las ratas se trataron 100 minutos
antes de la cocaina. Este efecto dependiente del tiempo se debe muy
probablemente a la desactivaciéon térmica de la enzima in vivo. En el plasma de
rata, se encontr6 que la CocE tenia una vida media notablemente corta (alrededor
de 10 minutos, Figura 13), muy probablemente debido a la sensibilidad a cambios
en pH y temperatura. Adicionalmente, datos preliminares in vitro con la enzima
purificada sugieren que la CocE experimenta una inactivacion dependiente de la
temperatura con un ty, de aproximadamente 15 minutos a 37° C.

[0153] Dados estos datos, se puede que un 1 mg de dosis de CocE
administrada 30 minutos antes de la cocaina, decrecera 3 vidas medias, dejando

0.25 mg de enzima tipo silvestre en la circulacion natural cuando se administra
cocaina.

[0154] Estudios previos han sugerido que concentraciones letales en
la sangre de cocaina en la rata varian entre 50-128 uM (Mets B and Virag L(1995)
AnesthAnalg 81, 1033-1038; Mets et al. (1999) Life Sci 65, 1317-1328), y niveles
pico en el plasma de cocaina ocurren alrededor de 13 minutos después de una
inyeccion intraperitoneal (Sun et al. (2002) J Pharmacol Exp Ther 302, 710-716).
Con base en informes de la cinética de la administracién de cocaina
intraperitoneal (Sun et al. (2002) J Pharmacol Exp Ther 302, 710-716), se calcula
que 100 y 320 mg/kg de cocaina producen una concentracion pico de cocaina en
la sangre de 35 uM y 113 uM, respectivamente. Concentraciones letales de
cocaina son de una magnitud similar en humanos (20-200 puM) (Finkle BS and
McCloskey KL (1978) J Forensic Sci 23, 173-189: Wetli and Wright (1979) J Am
Med Assoc 241, 2519-2522). Como 1 mg de CocE tipo silvestre salvo las ratas

tratadas con estas dosis de cocaina (Figura 9), puede predecirse justificadamente
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que la enzima protegerd contra la toxicidad de la cocaina en el humano.
Adicionalmente, los niveles de cocaina medidos usando espectrometria de masas
en tandem con cromatografia liquida de alto rendimiento en plasma humano fijado
con 300 pM de cocaina, una concentracion que excede los niveles toxicos de
cocaina informados, y luego tratado con CocE (un equivalente molar de nuestra
dosis in vivo de 1.0 mg), redujo la concentracién de cocaina a aproximadamente 2

MM en menos de un minuto (Figura 10).

[0155] La proteccion contra una dosis LDsy de cocaina en ratas
requiere un tratamiento de 10 mg/kg de BChE (Lynch et al. (1997) Toxicol Appl
Pharmacol 145, 363-371), asumiendo que la enzima se distribuya analogamente
en el humano, un individuo de 70 kg necesitaria una dosis de 700: mg de BChE
exégena para protegerlo contra una sobredosis. Ademas, no existe evidencia de
que la BChE pueda actuar para revertir la toxicidad de la cocaina cuando se
administra después de la cocaina, una caracteristica necesaria de un antidoto
para la toxicidad de la cocaina.

[0156] Queda asi demostrado que una dosis de 1 mg de CocE tipo
silvestre en una rata de 300 gramos es suficiente para proteger contra una dosis
de cocaina que excede la LDy (Figura 9). Adicionalmente, la enzima
administrada antes, y mas importante aln, hasta 6 minutos después de la dosis
LD1oo de cocaina, brindé proteccién de la toxicidad (Figura 14). La CocE
metabolizé concentraciones de cocaina en el suero en 150 veces en menos de un
minuto (Figura 15).

[0157] Dados estos datos, se predice que 250 mg de CocE
administrados a un humano de 70 kg luego de la ingestién téxica de cocaina
liberaran al individuo de una muerta cierta. Lo anterior demuestra que la CockE tipo
silvestre es una molécula eficiente anti-cocaina pero que el corto tiempo de
actividad de la enzima bajo condiciones fisioldgicas limita su valor terapéutico.

Tales resultados sefialan la importancia de ampliar la termoestabilidad de la CocE
tipo silvestre.

EJEMPLO 7: PREVENCION POR COCE MUTANTE T172R IN VIVO
DE LA LETALIDAD DE LA COCAINA EN RATAS

JO



[0158]La actividad hidrolitica de la CocE tipo silvestre y la CocE mutante
T172R se caracterizé y confirmé in vivo evaluando su capacidad de prevenir la

mortalidad inducida por la cocaina en ratas.

[0159]E! tratamiento de los animales fue como se describe en Ejemplo 5.
Se administraron dosis crecientes de cocaina (i.p.) a las ratas y, un minuto
después, se administraron por via intravenosa Cock tipo silvestre (0.32 mg), CocE
T172R mutante (0.32 mg), o vehiculo. Todas las inyecciones intravenosas fueron
seguidas por un lavado heparinizado (0.5 ml). Después del tratamiento, se
observo la muerte de las ratas. El tiempo hasta la muerte se registré para la
dosificacion de 1g/kg de cocaina. CocE tipo silvestre y CocE T172R (0.32 mg) se
aplicaron en varios tiempos precedentes (1, 10, 30 y 60 minutos) a la
administracion de 320 mg/kp i.p. de cocaina, monitorizando entonces las ratas en
cuanto a muerte.

[0160]Los resultados demuestran la capacidad de la CocE intravenosa Y,
especialmente, la CocE mutante de revertir o prevenir los efectos letales
producidos por la cocaina. La CockE tipo silvestre aplicada un minuto después de
la administracion de la cocaina evitd la mortalidad con dosificaciones de cocaina,
que mataron las ratas de control, y no ocurri6 mortalidad del 100% hasta las
dosificaciones de cocaina de 1g/kg (véase a este respecto, Figura 16). Las ratas
tratadas con CocE mutante T172R fueron capaces de tolerar dosificaciones
incluso mayores, resultando el 1g/kg de cocaina en Unicamente alrededor de 70%
de mortalidad. Ademas, Ios efectos profilacticos de la CocE mutante T172R fueron

mas prolongados que la CocE tipo silvestre (véase a este respecto, Figura 17).
EJEMPLO 8: DOSIS REPETIDA DE COCE IN VIVO EN RATONES

[0161] Se realizaron estudios adicionales del efecto de la CocE sobre

la toxicidad en el raton, particularmente con respecto a dosis repetidas.

[0162] El' modelo de toxicidad animal fue similar al descrito
previamente, excepto como se describe. Se emplearon ratones machos NIH
Swiss. Para inyeccién intravenosa en la cola, los ratones se ponen en una
pequefia camara de reclusion que deja libre su cola. Se ubica una lampara de

calor con una bombilla infrarroja de 250w en una distancia de alrededor de 4
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pulgadas de la cola, y se dejé durante un par de minutos. A continuacién la cola se
limpia frotandola con alcohol y se inserta una aguja deslizante de precision 30G
1/2 (Fisher Scientific) en una de las venas laterales para infusién. Para verificar si
la aguja esta en la vena se infunde una pequefia cantidad de droga, [y] si esta en
la ubicacién correcta, la solucion se difundira faciimente sin ninguna indicacién de
localizacién subcutanea incorrecta, que aparece en color blanco en el sitio de
inyeccion. Para caterizacién intravenosa, ratones machos NIH Swiss se
anestesiaron con 100 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilazina, co-administradas
i.p. Cuando los ratones ya no responden mas a la presion en la pata, se rasura el
cuello y se prepara frotandolo alternadamente con betadina y alcohol. Bajo
condiciones de limpieza, se practica una incisiéon en el cuello transversal derecho y
se aisla la vena yugular externa. Se inserta un catéter en la vena con la ayuda de
un microscopio disecante al nivel de la auricula derecha, y se asegura en la vena
con nylon, 4-0 suturas y adhesivo de tejido, 3M Vetbond (3M Animal Care
Products, St. Paul, MN). Los catéteres son un tramo corto de tubo Tygon con un
diametro interno de 0.010 pulgadas y un didmetro exterior de 0.030 pulgadas.
(Small Parts, Inc., Miami Lakes, FL). Se practica una pequefia incision en el centro
de la espalda del animal, y se inserta subcutaneamente un trocar con salida en el
sitio de incision ventral. El catéter se hala entonces a través del trocar y se saca
de la espalda del animal donde se mantiene en su sitio con material de sutura de
nylon y el adhesivo de tejido. Una corta pieza de alambre de acero con un
diametro de 0.011 pulgadas (Small Parts, Inc., Miami Lakes, FL) se inserta en el
extremo del catéter. Se cierra la incision ventral con material de sutura 4-0 Vicryl y
el ratbn se pone bajo una lampara de calor para su recuperacion.

Aproximadamente una hora después, el ratén se devuelve a su jaula de
residencia.

[0163] A los ratones que sobrevivieron una primera administracion de
la combinacién de 0.32 mg CocE y 320 mg/kg de cocaina se les aplico esta
combinacion una vez mas, 14 dias después de la administracién inicial. Todos los
ratones sobrevivieron esta segunda administracién. Todos los ratones
sobrevivieron también una tercera administracion 21 después de la primera
combinacion de dosis. La efectividad de la administracion repetida sugiere que no
se esta montando una respuesta inmunitaria fuerte a la CocE en esta preparacion,
quizé debido a su rapida depuracién.

D/



[0164] Los resultados mostraron que un cambio dramatico a la
derecha en la potencia de la cocaina en producir la muerte fue facilitado por 0.32 y
1.0 mg/kg de cocaina (véase a este respecto, Figura 18). La latencia a la muerte
se ampli6 apreciablemente por la CocE: luego de la administraciéon de 180 mg/kg
i.p. de cocaina, los ratones murieron generalmente en alrededor de 3 minutos.
Luego de una dosis de 1.0 gm/kg de cocaina mas 1.0 mg de CocE, la muerte
ocurrio en 28 minutos en promedio. Los datos se examinaron asimismo en cuanto
a la capacidad de la hBChE de bloquear la toxicidad de la cocaina. Con una dosis
de 1 mg, la hBChE produjo un ligero aumento en la dosis de cocaina necesaria
para matar los ratones (véase a este respecto, Figura 18). La enzima es
notablemente menos efectiva que la CocE. Aunque dosis mayores de cocaina
fueron necesarias para matar los ratones luego de la administracion de la hBChE,

el tiempo hasta la muerte no se modificé por esta enzima.

EJEMPLO 9: VIDA MEDIA IN VIVO Y PRUEBAS DE BIODISTRIBUCION

[0165] La vida media in vivo y la biodistribucién de los polipéptidos
CocE mutantes se examinan en ratones BALB/c. Concretamente, "%l se etiqueta
a los residuos tirosina de CocE mutante utilizando un método bien establecido de
yodinacion con cloramina-T (Hunter, WM and Greenwood, FC (1962) Nature 194,
495-496). Los ratones BALB/c se inyectan a través de las venas de su cola con
0.1 mL de CocE mutante etiquetada con 0.5 uCi '?| o los conjugados CocE
mutante-PEG. Cada grupo experimental se componia de 24 ratones. Se sacrifican
tres ratones por dislocacion cervical en intervalos de tiempo de 15, 30, 90
minutos, 3, 12, 24, 48 y 72 horas luego de la inyecciéon de la droga. Se toman
muestras de sangre, asi como muestras de tejido de higado, pulmén, corazoén,
rifdn y bazo, se pesan y se miden en cuanto a radioactividad usando un contador
gamma. Las muestras de sangre se centrifugan también, y se recogeran los
sobrenadantes y se someten a conteo para calcular las radiomarcas asociadas
con el plasma. La relacién del pico a la del estandar interno se emplea como
parametro de andlisis. Se calculan los parametros PK usando el programa de
computador de minimos cuadrados no lineales KINFT (Kaltenbach, ML and
Vistelle, R (1994) Anticancer Research 14, 2375-2377) ajustando los datos de
radioactividad plasmatica a una ecuacion bi-exponencial (Gibaldi, M. and Perrier,
D. (1982) Pharmacokinetics):

A(t) = Ae™it + Ae™y!
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[0166] Donde A(t) = %ID/mL plasma e ID = dosis inyectada. k, se
usara para calcular el tiempo de eliminaciéon de primer orden ty;. El area bajo la
curva (AUC - area under the curve) de la curva concentracion del plasma-tiempo,
el volumen en estado de equilibrio de la distribucién (Vss), depuracion del plasma
total (Cl) y el tiempo medio de residencia (MRT - mean residence time) se calculan
de A1, Az, k1, k2 y el peso corporal (kg) del raton, como se describe por Gibaldi and
Perrier, 1982). El producto permeabilidad-area superficial del organo (PS -
permeability-surface) se calcula como:

PS = [V4-Vo]Cpsomin/ AUC (0-60min)

[0167] Donde CPgeominy €s la concentracion plasmatica terminal
(dpm/uL) a 60 minutos después de la inyeccion, Vd es el volumen de tejido de
distribucion determinado de la relacion de desintegraciones por minuto por gramo
de tejido a Cpeo min), ¥ Vo €5 el volumen plasmatico del organo. El suministro al
organo de las muestras se determina como:

%ID/g = PS x AUC ¢-60min)

[0168] Donde %ID/g es el porcentaje de dosis inyectada absorbida
por gramo de érgano.

EJEMPLO 10: INMUNOLOGIA

[0169]La CocE puede usarse en adyuvante incompleto de Freund (IFA —
incomplete Freund’s adjuvant) para inmunizar los ratones (véase Tabla 4). Se
establecié un ELISA directo especifico de anticuerpos CocE por un protocolo
estandar. CocE (1 ug/ml) se utilizé para recubrir una placa de micro-valoracién de
96 pocillos empleando una solucién amortiguada con borato (1.5 M NaCl, 0.5 M
H3BO3, 1.0 M NaOH) para resuspender la cocaina esterasa (50 uL/pocillo). Las
placas recubiertas se dejaron de un dia para otro a 4°C. El amortiguador de
recubrimiento se retir6 a la mafiana siguiente y las placas se bloquearon con 2%
suero de cabra normal en PBS durante 1 hora a 37°C y se lavaron 3 veces. Se
diluy6 en serie suero de los distintos grupos de ratones en 50 pL de PBS en los
pocillos en un rango de 10° a 10' y se corrieron en duplicado. Las placas se
cubrieron e incubaron durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, las placas se

lavaron 3 veces y [se agregaron] 50 uL/pocillo de anticuerpo etiquetado con
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peroxidasa IgG anti-raton en cabra diluido a 1:400. Las placas se lavaron entonces
3 veces y se agregaron a cada pocillo 100 pyL de solucién de sustrato de
peroxidasa (OPD disuelto en amortiguador de citratelfosfato). Luego de una
incubacion de 5-10 minutos (basandose en el desarrollo de color en los controles
positivos), se detuvo la reacciéon usando 3M H,SO,4 (50 ulL/pocillo). Las placas se
leyeron a 490 nm y se determiné la valoracion por la dilucién maxima que mostrd
incrementos sobre la absorbencia de fondo. Se derivaron controles positivos
inmunizando ratones Balb/c con 100 pg en 100 yL de cocaina esterasa
emulsionada en adyuvante incompleto de Freund (IPA) mediante inyeccion
intraperitoneal (IP). En el grupo positivo 1 se aislé el suero de los ratones
inmunizados 2 semanas. En el grupo positivo 2 los ratones inmunizados se
reforzaron usando 100 pg en 100 pL mediante inyeccién IP 2 semanas de la
inmunizacién pos-primaria y se recolecté el suero luego de una semana adicional
(3 semanas pos-primaria).

[0170]Se derivaron valoraciones elevadas de los dos grupos de control
positivos inmunizados con CocE, 10° y 10°, respectivamente. Las valoraciones de
anticuerpo de los animales a los que se administré CocE i.v. durante exposiciones
a cocaina demostraron valoraciones detectables pero relativamente bajas,
comparadas con los animales de control positivo inmunizados por CocE mas IFA.
El suero recogido de animales inmunizados una vez con CocE/IFA demostré una
alta valoracion de 10°, mientras que el suero de animales a los que se aplicd un
refuerzo adicional tuvo una valoracién mas alta de 10® (3 ratones/grupo). El suero
recogido de estos animales servirda como controles positivos para todos los
experimentos de valoracion subsiguientes.

TABLA 4: Valoraciones CocE de ratones inmunizados

Grupo Protocolo Valoracién (dilucién
log10 +/-SE
Positivo 1 (n=3) 2 semanas Inmunizados (IFA/IP) |
Positivo 2 (n=3) 3 semanas | Inmunizados / refuerzo 6
(IFA/IP)
Expuestos y tratados (3x) CocE administrada con 3.33+/-0.333
cocaina
Expuestos y tratados (4x) CocE administrada con 3.5+/-05
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cocaina

EJEMPLO 11: PEGILACION DE COCE

[0171]La conjugacién de uno a dos polimeros PEG por molécula de enzima
es generalmente suficiente para proporcionar los efectos protectores deseados
(Avramis et al. (2002) Blood 99, 1986-1994). Debido a que se informa que cada
molécula de CockE tipo silvestre contiene 8 residuos de lisina, sin ninguna en el
sitio activo sino unicamente 2 estando cerca del sitio activo (Turner et al. (2002)
Biochemistry 41, 12297-12307), dianizar lisina para pegilacion es improbable que
inactive la enzima. La CocE mutante se mezcla con varios polimeros monometoxi-
PEG (m-PEG) (con un peso molecular (MW) que varia desde 3-12 KDa); todos
contienen un grupo hidroxisuccinil éster funcional N-terminal activado (mPEG-
NHS; from Shear Water Inc., Birmingham, AL). Se ensayara primeramente un
PEG con un peso molecular de 5.5 KDa, porque los resultados de los inventores y
aquellos de otros investigadores (véase a este respecto, Veronese, FM and Harris,
JM (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 453-456; Avramis et al. (2002)
Blood 99, 1986-1994) demostraron que este peso molecular ofrece proteccion
benefica. Relaciones molares diferentes de [NH,):[mPEG] (la primera se calcula
con base en las moles totales de residuos de lisina de CocE mutante) que varian
de 1:2 a 1:10 se prueban para obtener condiciones 6ptimas. La conjugacion
prosigui6 durante alrededor de 40 minutos a 4°C agitando suavemente. Los
productos de reaccion se purifican entonces por ultrafiltracion (MWCO 10.000) a
4°C. Se determinan las actividades de los productos de CocE mutante pegilada
cuantificando las tasas iniciales de hidrélisis de cocaina utilizando el procedimiento
previamente establecido (Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307).
Adicionalmente, se realiza espectrofotometria MALDI-TOF en estos productos
para analizar el grado de pegilacién y su peso molecular. Los productos pegilados

se almacenan a -40°C y se descongelan inmediatamente antes de sus usos.

[0172]La caracterizacion estandar, incluida la determinacién del pH 6ptimo,
temperatura, resistencia ionica, asi como los parametros cinéticos (por ejemplo,
Km, Vm) de los conjugados CocE mutante-PEG se llevan a cabo en PBS. Mas
aun, se examinan la estabilidad térmica de los productos pegilados y su
estabilidad contra degradacion proteolitica en la presencia de plasma o sangre

humanos. Pruebas funcionales in vivo de los productos CocE mutante-PEG se
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conducen como se describe anteriormente. La vida media in vivo y la
biodistribucién de los conjugados CocE mutante-PEG, comparadas con la CocE

libre se realizan como se describe anteriormente (véase Ejemplo 9).

[0173]Se lleva a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos de
los experimentos de pegilacién. Se efectla ANOVA aleatoria de doble via en
bloque aleatorio con pos-prueba de Dennett en conjuntos de datos con dos
variables usando software GraphPad (San Diego, CA) Prism para Windows y
GraphPad. Se efectia una prueba t pareada para experimentos con dos

condiciones.

[0174]Puede realizarse asimismo la conjugacion de CocE mutante a PEG
ramificado de alto peso molecular (por ejemplo, hasta 60 KDa) (véase a este
respecto, Reddy et al. (2002) Advanced Drug Delivery Reviews 54, 571-586).

[0175]Adicionalmente, PEGilacion especifica del sitio puede ser una
alternativa viable para reducir la heterogenicidad funcional y estructural. La
eliminacion de residuos de cisteina cerca del sitio activo o la incorporacién de
residuos de cisteina en la superficie de la proteina puede servir como sustratos
mejores de PEGilacion (a través de acoplamiento de maleimida). Analogamente,
puede emplearse acoplamiento con amina de PEG a CocE mediante, por ejemplo,
la sustitucién conservadora de residuos de arginina para cualesquiera CocE's
mutantes (total de nueve lisinas en CocE tipo silvestre, siete de las cuales son
lisinas superficiales).

[0176] Hallazgos preliminares han demostrado que la CocE tipo
silvestre (WT) se enlaz6 exitosamente con polimeros de monometoxy-PEG (m-
PEG) (peso molecular (MW): 5.5KDa) que contenian un grupo funcional
succinimidil activado en un extremo, utilizando los procedimientos descritos
anteriormente. Se recuper6 un alto rendimiento de actividad CocE inicial (>70%)
luego de la reaccion de pegilacion. Los espectros de masas MALDI-TOF revelaron
cuatro picos primarios para los productos PEG-CocE, indicando la presencia de
una mezcla heterogénea de los conjugados que contenian diferentes nimeros de
cadenas PEG (que variaban de 1 a 4, respectivamente) (véase a este respecto,
Figura 19). Se ha sugerido en la literatura que la conjugacién de simplemente 1-2

cadenas PEG por molécula de proteina podria producir efectos protectores
0L
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inducidos por PEG (Veronese, FM and Harris, JM (2002b) Advanced Drug Delivery
Reviews 54, 457-606; Avramis et al (2002) Blood 99, 1986-1994). A este respecto,

el método de pegilacién empleado aqui satisface aparentemente tal requerimiento.

EJEMPLO 12: ENCAPSULACION EN RBC

[0177]La encapsulacién de CocE en RBC puede llevarse a cabo mediante
un peptido PTD enlazado. LMWP se selecciona como el péptido PTD para
transportar CockE mutante en RBC, debido a su potencia en trasferir proteinas a
través de la membrana de la célula (Park et al. (2005) FASEB Journal, in press) y
su carencia de toxicidad (Chang et al. (2001) AAPS Journal 3, Article #17, #18 and
#19). Para garantizar que la CocE mutante encapsulada se inserte
permanentemente en RBC, la conexién entre CocE y LMWP puede degradarse
automatica y rapidamente una vez los conjugados CocE mutante-LMWP ingresen
en RBC. Un conector, tal como un enlace disulfuro (S-S) que se degradara
rapidamente en el interior de RBC debido a la presencia de glutation citosolico
elevado y actividad reductasa (Trouet et al. (1982) Proceeding of the National
Academy of Science 79, 626-629), garantiza que la CocE permanecera en el RBC.

[0178]Para producir conjugados CocE mutante-LMWP conectados con
enlaces S-S, se activa primero con SPDP el grupo amina en el N-terminal de
LMWP (éste es el Unico grupo -NH2 en LMWP), y la LMWP activada se mezcla
entonces con CocE mutante en la presencia de ditiotreitol (DTT) para permitir la
formacion del enlace S-S con uno de los residuos de cisteina libres (cuatro en tipo
silvestre) en la CocE mutante (Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307)
de acuerdo con un procedimiento modificado, desarrollado previamente (Liang et
al. (2000) AAPS Pharmaceutical Science 2, Article 7). CocE es estable cuando se
almacena en DTT (Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307), sugiriendo

que es improbable que el uso de estos grupos de cisteina libres para conjugacion

deteriore la actividad catalitica de esta enzima (la mutacion ya realizada de cada
cisteina en CocE tipo silvestre en una serina resulté en no disminucién de la
actividad). El producto LWMP-CocE final se purifica entonces mediante una

columna de heparina y se almacena por liofilizacién.

[0179]La encapsulacion se obtiene incubando RBC con CocE mutante-

LMWP durante 30-60 minutos. Debido a que la entrada en la celula, mediada por
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PTD, es independiente de la temperatura (Schwarze et al. (1999) Science 285,
1869-1572), la encapsulacién se lleva a cabo a 4°C para preservar al maximo la
funcionalidad del RBC. El proceso y la magnitud de atrapamiento de la CocE
mutante en el RBC se monitorizan por microscopia confocal y analisis de
citometria de flujo, usando CocE mutante etiquetada con FITC. La morfologia de la

CocE mutante atrapada en RBC se examina igualmente mediante SEM.

[0180]La caracterizacion basica — incluida la evaluacion de la
funcionalidad del RBC (por ejemplo, actividad de transferencia de oxigeno) y CocE
mutante (por ejemplo, actividad hidrolizante de la cocaina, propiedades cinéticas
tales como Km, Vm, etc.), fuga de CocE mutante del RBC (es decir, incubando el
RBC cargado con CocE mutante en amortiguador y luego cuantificando la
actividad enzimatica en el sobrenadante), y la estabilidad de la CocE mutante
atrapada contra degradacién proteolitica — se lleva a cabo en amortiguador o en
plasma. Los resultados obtenidos para la CocE mutante encapsulada en el RBC
se comparan con los obtenidos para la enzima libre. Pruebas funcionales in vivo

del RBC encapsulado con CocE mutante se efecttan como se describe
anteriormente.

[0181]RBC humanos RBC (de American Red Cross, Detroit, MI) se utilizan
para estudios in vitro. Para estudios animales in vivo, incluidas las pruebas
funcionales y los estudios farmacocinéticos, sin embargo, se tienen que utilizar
RBC autélogos de la misma especie animal con el fin de evitar la incompatibilidad
celular y posibles efectos téxicos.

[0182]La vida media en ia circulacion (ty) de la CocE mutante atrapada en
RCB se determina inyectando CocE mutante marcada con %) (es decir, antes de
su carga en los RBC) en ratones, de acuerdo con los mismos procedimientos
descritos anteriormente. Cada conjunto de experimentos se componia de 24
ratones. Se sacrifican ratones (3) en intervalos de tiempo de 3, 6, 12, 24 horas y 3,
6, 10 y 15 dias. Se recogen muestras de sangre y tejido, se pesan y se miden en
cuanto al contenido de radioactividad. Se calculan los parametros PK incluida Ia ty,
de eliminacion, asi como la distribucion en el tejido utilizando un programa KINFT,
como se describe anteriormente. Los resultados farmacocinéticos obtenidos para

la CocE mutante encapsulada en los RBC se comparan con lo obtenidos para la
CocE mutante libre.

04



[0183]Se lleva a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos de
los experimentos encapsulacion en RBC. Se efectia ANOVA aleatoria de doble
via en bloque aleatorio con pos-prueba de Dennett en conjuntos de datos con dos
variables usando software GraphPad (San Diego, CA) Prism para Windows y
GraphPad. Se efectia una prueba t pareada para experimentos con dos

condiciones.

[0184]Para examinar si lo ya sugerido podia cumplir los dos ultimos
requerimientos, se condujeron estudios preliminares de encapsulacion en RBC
mediada por PTD usando L-asparaginasa como una enzima modelo. LMWVP, un
péptido PTD desarrollado previamente en el Laboratiro del Dr. Yang (Chang et al.
(2001) AAPS Journal 3, Article #17, #1, and #19) con potente actividad
demostrada de penetracion de la membrana (Park et al. (2005) FASEB Journal, in
press), se enlazd a asparaginasa empleando un procedimiento similar al descrito
anteriormente. Los conjugados LMWP-ASNasa se incubaron entonces con RBC
(recolectados de los ratones DBA/2) durante 2 horas a 4°C. Para comparacion, se
prepararon también RBC-Ghosts que contenian ASNasa encapsulada de acuerdo
con los procedimientos previamente establecidos (Updike et al. (1976) Science
193, 681-683). Los resultados preliminares demostraron que la eficiencia de carga
del método mediado por LMWP fueron por lo menos comparable con, si no
mejores que, la técnica convencional, de ruptura de la célula, basada en ésmosis.
Una ventaja principal del método mediado por PTD, sin embargo, es que sélo
requiere un solo paso para procesamiento; a diferencia de los otros métodos de

ingreso a la célula que requieren pasos mdiltiples de los procedimientos de cargay
lavado.

[0185]Figura 20 presenta imagenes de microscopio electronico de barrido
(SEM - scanning electron microscopy) tomadas de muestras de RBC normales,
RBC-Ghost cargados con ASNasa y RBC cargados con LMWP-ASNasa. Como se
observa, aunque los RBC cargados con ASNasa del método de ruptura
osmotica/resellado (es decir, RBC-Ghost) exhibieron un cambio significativo en
forma y morfologia, los RBC cargados con LMWP-ASNasa mostraron una forma y
morfologia virtuaimente indistinguibles (es decir, disco biconcavo) de las de los
RBC normales. Estos hallazgos estan de acuerdo con los informados por muchos

otros investigadores de que la encapsulacién den células, mediada por PTD, no
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ocasiona ninguna perturbacién o alteracion significativas de la membrana de la
célula (Dietz, GPH and Bahr, M (2004) Molecular Cell Neurosciences 27, 85-131;
Schwarze et al. (1999) Science 285, 1569-1572; Suzuki et al. (2002) Journal of
Biological Chemistry 25, 2437-2443).

[0186]Para evaluar alin mas estos dos sistemas de encapsulacién en RBC,
se llevaron a cabo estudios preliminares de depuraciéon. La vida media de la
actividad de la ASNasa en plasma se evalu6 luego de la inyeccion intravenosa de:
(1) RBC-Ghost cargados con ASNas, y (2) RBC cargados con LMWP-ASNasa.
Cada grupo animal se componia de 4 ratones DBA-2, y a cada ratén se le
aplicaron 8 unidades de actividad de ASNasa cargada. Se tomaron muestras de
sangre en diferentes intervalos de tiempo de la vena de la cola, y se cuantificé la
cantidad de actividad de ASNasa en la sangre entera mediante Nesslerizacion
directa del amoniaco producido (Ho et al. (1970) Journal of Biological Chemistry
245, 3708-15). Los resultados demostraron que hubo un aumento casi doble en la
vida media en circulacién para los RBC encapsulados con LMWP-ASNasa (ty; 9.2
dias) comparada con aquella (tx: 5.9 dias) para el RBC-Ghost (véase a este
respecto, Figura 21). Actualmente se desconoce que la diferencia entre las vidas
medias de los RBC encapsulados y los RBC normales, no tratados. No obstante,
estos resultados de un doble aumento de la ty, sobre los RBC-Ghost demuestran
el mérito de esta estrategia, como se informé en Ia literatura, de que incluso
utilizando el método de encapsulacién de RBC-Ghost, la actividad de la ASNasa in
vivo ya se habia prolongado de 26 horas para la ASNasa libre a 29 dias para la
ASNasa encapsulada en RBC-Ghost (Kravtzoff et al. (1996) European Journal of
Clinical Pharmacology 49, 465-470): ya un aumento de 10 veces. Por lo tanto, otro
aumento de 2 veces de esta ty, por el método de encapsulacion, descrito en esta
especificacion, es particularmente efectivo.

[0187]Para confirmar que la ASNasa encapsulada en RBC podia conservar
aun sus funciones biologicas originales, se examinaron los efectos anti-
neoplasicos tanto por RBC-Ghost-ASNasa como por RBC-ASNasa en ratones con
tumores. Se cultivaron células de linfoma de ratén L5178Y, y a cada ratén DBA/2
se inyectaron intraperitonalmente 7x10° células cancerosas. Cinco dias después
de la implantacién del tumor, se seleccionaron los ratones con pesos corporales
similares y se repartieron en tres grupos: (1) grupo de control al cual se administré

solucion salina dnicamente; (2) RBC-Ghost cargados con ASNasa: y (3) RBC
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cargados con LMWP-ASNasa. Cada grupo constaba de 5 ratones, y a cada ratén
experimental se le administr6 0.1 mL de los RBC encapsulados con droga (o
Ghost). Los resultados mostraron que los tiempos medios de supervivencia para
los grupos de control no tratados, tratados con ASNasa-RBC-Ghost y tratados con
LMWP-ASNasa-RBC fueron 10.0, 12.6 y 14.4 dias, respectivamente (véase a este
respecto, Figura 22). Debe observarse que aunque el tiempo de superviviencia
entre los tres grupos difirid Unicamente alrededor de 2 dias, los efectos del
tratamiento con la ASNasa encapsulada en RBC fue todavia bastante dramatico —
considerando el hecho de que tan sélo 0.1 mL de suspension de RBC, que era
equivalente a simplemente 5% del volumen total de sangre del raton, se
administr6 a cada raton durante el tratamiento anti-neoplasico. En general, estos
hallazgos con la enzima modelo ASNasa demostraron que la enzima encapsulada
en RBC fue aln terapéuticamente activa. Se anota que la cocaina es mas

permeable a través de la membrana RBC que el sustrato asparaginasa.

[0188]Por lo tanto, la utilizacion de CocE encapsulada en RBC en tratar
afecciones relacionadas con la cocaina es una estrategia efectiva porque la
cocaina atraviesa facilmente la membrana del RBC (y efectivamente alguna parte
se concentra en los RBC) (Javaid et al. (1978) Journal of Chromatography 15,
105-113), la encapsulacion mediada por PTD no altera las propiedades fisicas y/o

quimicas del RBC, y la enzima encapsulada en RBC funciona como si fuera libre.
EJEMPLO 13: ELIMINACION DE ENDOTOXINA

[0189] La descontaminaciéon de endotoxina de los mutantes CocE
puede efectuarse en varias formas. En el mejor de los casos, la descontaminacion
de endotoxina disminuye la concentracién a niveles menores a 10 EU/mg de
proteina. Métodos de descontaminacién incluyen condiciones alternativas de
cromatografia en columna de intercambio i6nico, exclusion por tamarno,
cromatografia de columna hidréfoba y en polietilenimina (PEI), ultrafiltracion y
extraccion con tensioactivo. Se emplea un sistema de deteccién de endotoxina
(PYROGENT 5000, Cambrex) para determinar el contenido de endotoxina de las
preparaciones. El analisis se basa en el factor anti-LPS del lisado de amebocito de
Limulus (LAL - Limulus amebocyte lysate). La sensibilidad del analisis esta entre
0.01 y 100 EU/mI, bien dentro de los niveles requeridos. El analisis

espectrofotomeétrico se disefia en un formato de placa de microvaloracién de 96
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pocillos. El fraccionamiento de la endotoxina y CocE y/o CocE mutante por los
siguientes procedimientos puede examinarse tanto en cuanto al nivel de
endotoxina como a la actividad de la cocaina esterasa. La actividad. de la cocaina
esterasa se mide utilizando un analisis espectrofotométrico que aprovecha la
ventaja de la absorcion intrinseca de la cocaina a 240 nm. Luego de la hidrélisis,
los espectros de absorcion revelan una dramatica reduccion en el pico 240 nm
(Turner et al. (2002) Biochemistry 41, 12297-12307).

[0190] Cromatografia de intercambio aniénico: Condiciones actuales
implican el uso de cromatografia liquida de rendimiento rapido (FPLC -
performance liquid chromatography) en una columna Q-Sepharose a pH 8.0 para
la descontaminacion de endotoxina. Las condiciones de la solucién amortiguadora
(pH) pueden optimizarse para maximizar tanto la adsorcién de CocE y/o CocE
mutante como la separacién de endotoxina. Se evaluan fracciones obtenidas por
la tecnica FLUTE ("fluted fractions") midiendo la actividad de la CocE o CocE
mutante (analisis espectroscopico de la hidrélisis de cocaina, absorcion a 240 nm).
Los niveles de endotoxina se evaltan usando PYROGENT 5000 (véase mas

arriba).

[0191] Cromatografia de Exclusién de Tamario y Ultrafiltracién: La
endotoxina puede existir como formas monoméricas (MW~1-2 x 10% o en forma
micelar (MW~4 x 10°a 1 x 10%, dependiendo de las condiciones de la solucion
amortiguadora. La presencia de detergentes tales como colato favorece la forma
monomeérica, mientras que los cationes divalentes (por ejemplo, Ca?®") favorecen la
forma micelar (Hirayama, C and Sakata, M (2002) Journal of Chromatography B
Analytical Technology Biomedical Life Science 781, 419-432). Esta propiedad de
la endotoxina se utiliza para separar la forma micelar (es decir, en la presencia de
cationes divalentes tales como Mg?* o Ca*") de CocE y/o CocE mutante mediante
cromatografia de filtracion en gel empelando una resina de columna Sephadex 75
o Sephadex 200 (Pharmacia). La endotoxina micelar no debe retenerse en la
columna y debe atravesar los espacios vacios, mientras que CocE y/o CocE
mutante deben eluirse como una proteina monodispersada correspondiendo a una
proteina de 65 kDa. Analogamente, se evaluara la capacidad de unidades de
ultrafiltracién para separar las formas micelares de la endotoxina de CocE y/o
CocE mutante. Actualmente se dispone de unidades de ultrafiltracion con

separaciones de peso molecular de 3 x 10° a 1 x 10°, bien dentro del rango
00
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requerido para retener endotoxina micelar pero no CocE en si.

[0192] Cromatografia en Polietilenimina: Mitzner et al. (1993) y
Morimoto et al. (1985) han usado PE! inmovilizada en microesferas de celulosa o
en fibra de celulosa, respectivamente, para extraer endotoxina de preparaciones
BSA. La columna de cromatografia en PEIl es un intercambiador aniénico muy
debil que, de hecho, puede sacar ventaja de algunas propiedades hidréfobas de la
endotoxina 'y, por consiguiente, adsorberla preferencialmente. Varias
preparaciones de microesferas de PEl-silice se obtienen de Sigma, dependiendo
del tamano de las microesferas. Aunque las microesferas a base de silice se
asocian mas clasicamente con aplicaciones de HPLC, empacaremos columnas

para trabajo a menor presion y seleccionaremos los tamarfios de ancho de malla
de 200 um.

[0193] Extraccion con Triton X-114: La separacion de fase con Triton
X-114 se ha empleado exitosamente para separar endotoxina de albimina vy
catalasa (Aida, Y and Pabst, MJ (1990) J Immunological Methods 132, 191-195).
Adia y Pabst informan de una disminucién de 1.000 veces en la concentracion de
endotoxina luego de un paso Unico de extraccion con Triton X-114. Muestras de
CocE y CocE mutante se incuban con volimenes iguales de Triton 114 y se dejan
incubar primero en hielo y luego a 37°C durante 15 minutos. La fase Triton X-114
que contiene la endotoxina se retira mediante centrifugacion. Como se anot6
anteriormente, se ha demostrado que la CocE es considerablemente Iabil al calor,
pero puede protegerse en cierto modo por la presencia del sustrato, cocaina. Si la
incubacion de CocE con Triton X-114 a 37°C resulta en una inactivacion

significativa de CocE, la enzima se estabilizara incluyendo exceso de sustrato
durante la extraccion.

EJEMPLO 14: MUTAGENESIS DEL ORGANISMO HOSPEDERO COCE

[0194]Existen varias cepas bacterianas que exhiben crecimiento sensible a
la temperatura en subproductos de cocaina esterasa, incluidas varias cepas de
Pseudomonas, y estos organismos pueden adaptarse para crecimiento sensible a
la temperatura en cocaina por la adicién del gen CocE codificado en vectores de
plasmidos apropiados. Por ejemplo, el gen CocE se secuencid originalmente de

Rhodococcus MB1 subclonando fragmentos del gen en Rhodococcus erythropolis
oY
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CW25, una bacteria incapaz de metabolizar cocaina pero capaz de crecer en los
subproductos de cocaina esterasa ecgonina metil éster y benzoato (Bresler et al.
(2000) Applied & Environmental Microbiology 66, 904-908). El gen CocE se ha
subclonado en vectores lanzadera pJAK-14 y pMMB67EH (véase a este respecto,
Ejemplo 1). Estos plasmidos son capaces de expresion en cualquier bacteria
gram-negativa incluidas Pseudomonas y, adicionalmente, el plasmido pMMB67EH
posibilita niveles altos de expresion y facilidad de transformacion mediante
conjugacion bacteriana con el uso del plasmido cooperador pRK2013. La
transformacién de cualquiera de los dos plasmidos en bacterias que exhiben
crecimiento sensible a la temperatura en subproductos de cocaina esterasa (por
ejemplo, cepas de Pseudomonas), permite el crecimiento sensible a la
temperatura en placas que contienen cocaina como fuente exclusiva de carbono.
La mutagénesis de las dos cepas de Pseudomonas, que contienen el
Rhodococcus MB1 original y el plasmido CocE, se lleva a cabo usando radiacion
con luz UV a 260nm. Se determina la concentracion de la exposicién de modo que
se elimine el 90-95% de las células. Las células restantes se recuperan en medio
nutriente durante 1 hora a 26°C, se recogen y se enriquecen en la presencia de
cocaina como se describe previamente (Britt, et al. (1992) Journal of Bacteriology
174, 2087-2094). El enriquecimiento se lleva a cabo a 37°C para seleccionar las
variantes termoestables de la CocE. Finalmente, las células se esparcen sobre
placas con medio agar minimo que contienen 10mM de cocaina y se incuban a
37°C. Se desarrollan colonias Unicas y se examinan con respecto a actividad
CocE a 37°C. La amplificacion por PCR del gen CocE se realiza en mutantes que
se descubri¢ que producen CocE activa y soluble a 37°C, y los productos de
amplificacion se subclonan en el plasmido pET-22B(+) para posterior
caracterizacion. Como preludio a la mutagénesis de CocE, puede ser necesario
mutagenizar las cepas Pseudomonas nativas con el fin de preseleccionar en
cuanto a no sensibilidad a la temperatura a 37°C cuando crecen en productos de

hidrélisis de cocaina, y luego demuestran sensibilidad a la temperatura en cocaina
a 37°C luego de clonarse en CocE.

EJEMPLO 15: METODO DE DETECCION SELECTIVA DE GRAN

PRODUCTIVIDAD PARA IDENTIFICACION DE MUTANTES COCE
TERMOESTABLES

[0195] Se implementaron varios métodos de deteccion selectiva de
IAY



gran productividad para la identificacion de variantes CocE termoestables. Debido
a que la enzima tipo silvestre es conocida por tener inestabilidad térmica a
temperaturas por encima de 30°C, luego de la transformacion en células BL21 de
E. coli, se subcultivan colonias y se induce la expresién de proteina a 16°C. A
continuacion las proteinas expresadas se examinan con respecto a actividad
esterasa a temperaturas de 30°C y mas. Después de varias rondas de
mutagénesis y experimentacién a temperaturas crecientes se logran los mutantes
termoestables. Se prepara entonces cada CocE mutante individual, se purifica y
examina con respecto a actividad y termoestabilidad a 37°C, como se describe
mas arriba (véase los Ejemplos 1y 4)

[0196] Colonias bacterianas, que contienen polipéptidos mutantes, se
detectan selectivamente directamente de placas de agar mediante huella en filtro
de nitrocelulosa de placas de replicacion, seguida por lisis de las bacterias y
fijacion de proteina. La determinacién de la actividad enzimatica a diferentes
temperaturas se logra monitorizando la acumulacion de acido benzoico, el
subproducto acido de la (-)cocaina. Una huella himeda de nitrocelulosa se pone
sobre un papel de filtro seco, saturado previamente con una mezcla de cocaina
con un pH de 7.4 sin solucién amortiguadora y un indicador de pH que pasa de
incoloro a color luego de la acidificacion, por ejemplo, rojo metilo. Se identifica la
enzima activa por el cambio de color y se recolectan las colonias en la forma
apropiada. El método de deteccion, basado en la acidificacion'a través de la
formacioén de acido benzoico, se emplea para la deteccion de la expresion celular
de anticuerpos cataliticos que hidrolizan la cocaina en el grupo éster de benzoilo,
el mismo sitio escindido por CocE. Alternativamente, la deteccion por huella de
nitrocelulosa se obtiene por exposicién a un derivado tiol de cocaina y deteccién
subsiguiente de grupos sulfhidrilo mediante un sistema indicador de metal pesado
precipitante (por ejemplo, a base de mercurio).

[0197] Las colonias bacterianas que contienen los polipéptidos
mutantes se detectan también selectivamente subcultivando en medio liquido y
examinando directamente en cuanto a la presencia de actividad cocaina esterasa
empleando un derivado tiol de cocaina y deteccion utilizando el indicador tiol
' colorimétrico, reactivo de Ellman (véase a este respecto, Figura 6). El reactivo de
Ellman forma rapidamente un enlace disulfuro con los grupos tiol libres y libera un

ion tiolato coloreado que absorbe a 412 nm. Los cultivos incubados de un dia para
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otro a 16°C en la presencia de IPTG para inducir la expresion de proteina (20ul)
se mezclan con 1mM de derivado de cocaina benzoiltioéster, y 500uM de reactivo
de Eliman en 100mM de fosfato sédico, pH 7.4, a un volumen final de 200ul. Los
resultados (véase a este respecto, Figura 6) indican que las células que contienen
la enzima CockE tipo silvestre son capaces de escindir el benzoiltioéster en niveles

mucho mas elevados que las células solas.

[0198] Finalmente, las colonias bacterianas que contienen
polipéptidos mutantes se detectan selectivamente subcultivando en medio liquido,
seguido por lisis y aislamiento de polipéptidos mutantes usando un medio de
afinidad. Por ejemplo, células lisadas se lavan a través de placas con filtro de
agarosa-niquel que permiten la recoleccién y elucion subsiguiente de proteinas
marcadas 6xHIS (por ejemplo, Ni-NTA Superflow 96-Bio-robot kit (Qiagen).
Alternativamente, las células se desintegran por lisis en placas de microvaloracion
recubiertas con niquel, que permiten la union de proteinas de fusion 6xHIS vy la
extraccion subsiguiente de contaminantes (por ejemplo, placas inmovilizantes con
quelato de niquel (Nunc) o placas flash con quelato de niquel NEN (Perkin
Elmer)). Analogamente, células lisadas se incuban con microesferas recubiertas
con niquel (tales como las microesferas de agarosa magnéticas Ni-NTA (Qiagen)),
seguidas por extraccion subsiguiente de las proteinas contaminantes. La actividad
de la proteina esterasa aislada se examina éntonces usando cualquiera de los
analisis mencionados previamente (tales como el analisis de actividad
espectrofotometrico (Ejemplos 1y 4), el andlisis de actividad de la cocaina tritiada
(Ejemplo 1), el andlisis de actividad con indicacién del pH del acido benzoico, los
sistemas de deteccion de cocaina con el derivado tiol, el empleo de aptameros de
cocaina (Stojanovic, M. N, de Prada, P. & Landry, D. W. (2001) J Am Chem Soc
123, 4928-31; Stojanovic, M. N. & Landry, D. W. (2002) J Am Chem Soc 124,
9678-9) monitorizando los cambios en fluorescencia luego de la degradacion de la
cocaina, o mediante el uso de un sustrato genérico de esterasa tal como 4-
nitrofenil acetato y monitorizacién de los cambios colorimétricos a 420nm como se
describe previamente (Halgasova, N. et al. (1994) Biochem J 298 Pt 3, 751-5:
O'Conner, C.J. & Manuel, R.D. (1993) J Dairy Sci. 76:3674-3682).

EJEMPLO 16: ANALISIS PRELIMINAR DEL POLIPEPTIDO MUTANTE
N197K
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[0199]Anadlisis preliminares del polipéptido mutante N197K (SEQ ID NO:
42) mostraron excelente estabilidad luego de 1 hora a 37°C el dia 0. Los valores
Vmax y Km se muestran en la Tabla 5. Una segunda verificaciéon el dia 3 mostro
una estabilidad similar. Los valores Vmax y Km se muestran en la Tabla 6. Los
valores Km mas elevados el dia 3 se debieron a la reutilizacion de la cocaina vieja.
La filtracién en gel de las muestras incubadas a 37°C mostrd la formacion de

agregados.

TABLA 5: Prueba inicial de N197K (Dia 0)

N197K (0) N197K(60)
Ecuacion 1
Valores de ajuste 6ptimo
VMAX 2928 2187
KM 34.77 24 .24
TABLA 6: Prueba inicial de N197K (Dia 3)
N197K (0) N197K(60)
Ecuacion 1
Valores de ajuste 6ptimo
VMAX 3357 3085
KM 102.2 113.5

EJEMPLO 17: IDENTIFICACION DE POLIPEPTIDOS COCE MUTANTES
TERMICAMENTE ESTABLES

[0200]
identificaron determinando el t,, de los polipéptidos CocE mutantes. En pocas
palabras, las enzimas se preincubaron a 37°C durante tiempos diferentes. Las
mediciones de la actividad se determinaron a temperatura de la sala (RT — room

Polipéptidos CocE mutantes térmicamente estables se

temperature) (25°C). Las enzimas mutantes con t,, de mas de 12 minutos (el ty,
de la CocE tipo silvestre) se consideraron térmicamente estables (véase, por
ejemplo, Figura 27 y Tabla 7). Como se demostré por el polipéptido CocE mutante
de combinacién T172R/G173Q, en varias incorporaciones, la combinacién de dos

mutaciones Unicas con ninguna estabilidad o estabilidad mas baja puede resultar
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en una combinacién térmicamente estable.

TABLA 7: Polipéptidos CocE mutantes térmicamente estables

Mutante Estabilidad @37°C (t,.)
T122A No

Q123E No

S159A No

S140A No
S167AMNWS52L No

T172R ~46 minutos
V121D No

L163V No

F189A No
F189A/T172R ~40 minutos (similar a T172R)
C107S No

W220A No

F189L No

A193D No
T172R/A193D ~40 minutos (similar a T172R)
G173Q ~25 minutos
T254R No

N42V No
T172R/G173Q ~326 minutos
G171Q/T172R/G173Q No

G171A No

G173A No
wt-1175-G-D185 No
wt-T176-G-G-D185 No
T172R/G173Q-1175-G-D185
T172R/G173Q-1175-G-G-A186 -75 minutos
T172R/G173Q-T176-G-G-D185 -75 minutos
S177Q No

D45R No

F47R No
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L169K ~274 minutos
L174R No

A181K No

S179R No

F189K 25 minutos
V190K No

A194K No

R182K No

EJEMPLO 18: PROTECCION CONTRA AGREGACION DE LOS
MUTANTES DE COCAINA ESTERASA TERMOESTABLES

[0201] La proteccion contra agregacion de los mutantes CocE
termoestables se evalué usando cromatografia de exclusion molecular.
Concretamente, se preincubaron las enzimas a 37°C durante 0 minutos o 60
minutos y se resolvieron mediante cromatografia de exclusién molecular. Los
resultados para la CocE tipo silvestre, T172R y T172R/G173Q se muestran en
Figura 28.

EJEMPLO 19: ESPECTROS DE BAJA ABSORCION UV (LOW-UV
SPECTRA)

[0202]Datos de espectros CD de baja absorcion UV se obtuvieron usando
un espectropolarimetro Aviv Mode 400, con la ayuda de Norma Greenfield,
UMDNJ, que empleaba un soporte de 5 celdas y 0.2mg/ml de concentraciones de
proteina. Los valores de los datos brutos se calibraron en PBS de control, se
emparejaron (la curva se alisd estadisticamente) y se restauraron
("deconvoluted") utilizando el algoritmo CCA, como se describe por A. Perczel,
K. Park, and G.D. Fasman, [Analysis of the circular dichroism spectrum of proteins
using the convex constraint algorithm: a practical guide. Analytical Biochemistry
203, 83-93 (1992).] Este algoritmo encuentra el numero minimo de curvas
necesarias para reconstruir un conjunto de datos, y expresa el porcentaje en que
cada curva contribuye al conjunto de datos como una funcién de la temperatura.
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[0203]Mas adelante se presenta un analisis de restauracion CCA con baja
absorcion UV ("a low UV CCA denconvolution analysis"”) de CocE tipo silvestre
(WT) y 4 mutantes, obtenido en una fusion de espectros CD unicos usando un
soporte de 5 celdas. El experimento se llevé a cabo durante un periodo de 8
horas, de 0-80°C.

[0204]Se observd fusion dependiente de la temperatura entre las
longitudes de onda examinadas (200-250nm), y los espectros emparejados
(alisados estadisticamente) para cada mutante se muestran en Figura 29. La
restauracion mediante el algoritmo CCA indic6 que cada uno de los espectros se
describi6 mejor por un conjunto de tres curvas, como se muestra en Figura 30.
Esto sugiere que la fusién de CocE es por lo menos un proceso de dos pasos, que
se mueve de una curva original (curva 1) a un paso de desenvolvimiento
intermedio (curva 2) y, finalmente, una proteina completamente desnaturalizada
(curva 3). La contribucion porcentual (%) que cada temperatura ejercié en describir
estas tres curvas se ilustra en Figura 31. Se empled analisis de respuesta a la
dosis para aproximar la temperatura a la cual el espectro inicial se fusiona (N, la
formacion y fusién del estado intermedio (2), y la acumulacién de la proteina
completamente fusionada (3). Estos numeros de recolectaron y graficaron en
Figura 32 y se muestran en Tabla 8.

TABLA 8: Puntos de fusién de cada paso

(S 1V

Fusion #1 Formacién #2 Fusién #2 Formacion #3
—— \WT 37.04 34.57 50.98 59.86
—=—T172R 39.22 38.11 54.56 56.85
- T172R-A193D 38.11 46.47 47.68 58.72
—— T172R-F189K 38.8 46.81 48.42 57.23
—¥— T172R-G173Q 40.62 45.61 46.17 56.61
[0205] El mutante mas termoestable T172R-G173Q (segun se

determiné en otros analisis) mostr6 la temperatura de fusién mas alta de la curva
original 1 (40°C vs 37°C para el tipo silvestre), y la temperatura mas baja para la
desaparicion del intermedio de la curva 2 (46°C vs 50°C para el tipo silvestre) y la
aparicion de la curva de fusion completa 3 (56°C vs 59°C para el tipo silvestre).
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[0206] En resumen, es evidente que todos los mutantes
experimentan un proceso de fusion de 2 pasos.

EJEMPLO 20: ESTABILIZACION UTILIZANDO PRODUCTOS E
INHIBIDORES

[0207] l.a cocaina esterasa (CocE) escinde la cocaina para producir
acido benzoico y ecgonina metil éster. Concretamente, se investigaron sustratos
alternativos e inhibidores de cocaina, asi como compuestos capaces de
termoestabilizar la enzima, generalmente sustituyendo amida y analogos de tiol en
el enlace éster reactivo, o eliminando el enlace (para inhibidores), sustituyendo
analogos de benzolilo en lugar del grupo saliente acido benzoico, y/o eliminando o
alterando el grupo metil éster en la porciéon ecgonina de la molécula. Tal como se
discute a continuacién, se determiné que algunos sustratos, productos e
inhibidores estabilizaron la desnaturalizacion térmica de la CocE tipo silvestre, asi

como evitaron la agregacion inducida térmicamente en electroforesis en gel.

[0208] La cocaina es el sustrato natural de la cocaina esterasa
(CocE). La escision de la cocaina se monitorizé por una caida en absorbencia a
240nm. La cocaina (rango mM) impidi6 la formacién inducida a 37°C de
agregados de CocE de alto peso molecular (concentraciones de enzima de 0.1
mg/ml) (véase, por ejemplo, Figura 33). La cocaina (cantidades uM) estabiliz6 la
pérdida de actividad inducida a 37°C (véase, por ejemplo, Figura 34), si bien el
mecanismo de esta estabilizacion es complicado debido a la inhibicion del
sustrato en concentraciones mas altas.

[0209] El acido benzoico es el producto natural de la CocE y un débil
inhibidor de la escision por CocE de 4-nitrofenil acetato (Ki 310uM). El acido
benzoico impidi6 la formacién inducida a 37°C de agregados de CocE de alto
peso molecular (concentraciones de enzima de 0.1 mg/ml) (véase, por ejemplo,
Figura 35). El 4cido benzoico estabilizé (cantidades uM) Ia pérdida de actividad
inducida a 37°C (véase, por ejemplo, Figura 36), si bien el mecanismo de esta
estabilizacién es complicado debido a la inhibicion del sustrato en
concentraciones mas altas.
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[0210] CockE cataliza la escision de 4-nitrofenil acetato (4NPA) en 4-
nitrofenol (4NP) y acetato. Se monitorizé la reaccion de escision mediante
observacién de la formacién de producto a 400 nm. Tanto el 4NP como el 4NPA
(rango mM) impidieron la formacién inducida a 37°C de agregados de CocE de

alto peso molecular (concentraciones de enzima de 0.1 mg/ml).

[0211] El acido fenilbérico es un potente inhibidor de CocE (Ki
250nM). El acido fenilborico estabilizé la agregacién inducida a 37°C de CocE
con una ECsg de 0.2UM mediante analisis de densitometria.

[0212] Usando lo anterior, se desarrolla un analisis de deteccién
selectiva para identificar selectivamente pequefias moléculas que podrian
estabilizar analogamente la enzima la enzima pero que no necesariamente
ocupan el sitio activo. Las moléculas identificadas como moléculas estabilizadoras
se emplean para estabilizar las proteinas divulgadas en esta especificacion hasta
que esten listas para uso.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de cocaina esterasé (CocE) mutante aislado que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, en donde por lo
menos un residuo de aminoacido se sustituye de tal modo que el polipéptido CocE
mutante tenga actividad esterasa con termoestabilidad incrementada a 37°C

comparado con la CocE tipo silvestre.

2. El polipéptido CocE aislado de la reivindicaciéon 1, en donde se
sustituyen por lo menos dos residuos de aminoacido.

3. El polipéptido CocE aislado de la reivindicacion 2, en donde se

sustituyen por lo menos tres residuos de aminoacido.

4, El polipéptido CocE aislado de la reivindicacion 3, en donde se

sustituyen por lo menos cuatro residuos de aminoacido.

5. El polipéptido CocE aislado de la reivindicaciéon 4, en donde se

sustituyen por lo menos cinco residuos de aminoacido.

6. Un polipeptido de cocaina esterasa mutante aislado que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo conformado por SEQ ID
NO: 3 (L163V), SEQ ID NO: 7 (V225]); SEQ ID NO: 8 (I218L); SEQ ID NO: 9
(A310D); SEQ ID NO: 10 (A149S); SEQ ID NO: 11 (S159A); SEQ ID NO: 12
(S265A); SEQ ID NO: 13 (S56G); SEQ ID NO: 14 (W220A); SEQ ID NO: 16
(S140A); SEQ ID NO: 17 (F189L); SEQ ID NO: 18 (A193D); SEQ ID NO: 19
(T254R); SEQ ID NO: 20 (N42V); SEQ ID NO: 21 (V262L); SEQ ID NO: 22
(L508G); SEQ ID NO: 23 (Y152H); SEQ ID NO: 24 (V160A); SEQ ID NO: 25
(T172R); SEQ ID NO: 26 (Y532F); SEQ ID NO: 27 (T74S); SEQ ID NO: 28
(W285T); SEQ ID NO: 29 (L146P); SEQ ID NO: 30 (D533S); SEQ ID NO: 31
(A194R); SEQID NO: 32 (G173Q); SEQ ID NO: 33 (C477T); SEQ ID NO: 34
(K531A), SEQ ID NO: 35 (R411); SEQ ID NO: 36 (L119A); SEQ ID NO: 37 (K46A);
SEQ ID NO: 38 (F84Y), SEQ ID NO: 39 (T172R-G173Q); SEQ ID NO: 40 (L169K);
SEQ ID NO: 41 (F189A), SEQ ID NO: 42 (N197K), SEQ ID NO: 43 (R182K), SEQ
ID NO: 44 (F189K), SEQ ID NO: 45 (V190K), SEQ ID NO: 46 (Q191K), y SEQ ID

NO: 47 (A194K), o u fragmento funcional de las mismas.
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7. Un &cido nucleico aislado que codifica el polipéptido CocE mutante
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Un 4&cido nucleico aislado que comprende una secuencia
nucleotidica, que se hibrida a SEQ ID NO: 2 o al complemento de SEQ ID NO: 2
bajo condiciones de alta restriccion, en donde el acido nucleico aislado codifica un
polipéptido CocE mutante que tiene actividad esterasa con termoestabilidad

incrementada a 37°C, comparado con CockE tipo silvestre.

9. Un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido CocE mutante
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 85% de
identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2, en
donde el polipéptido CocE mutante codificado tiene actividad esterasa con

termoestabilidad incrementada a 37°C, comparado con Cock tipo silvestre.

10.  El &cido nucleico aislado de la reivindicacion 7 en donde la identidad
de secuencia se selecciona del grupo conformado por 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, y 99% por lo menos.

1. El polipéptido o acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10 en donde el aumento en termoestabilidad del polipéptido
CocE mutante sobre la CocE tipo silvestre es por lo menos alrededor de 2.1
kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.3
kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.4 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.5
kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.6 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.7
kcal/mol, por lo menos alrededor de'2.8 kcal/mol, por lo menos alrededor de 2.9
kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.0 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.1
kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.3
kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.4 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.5
kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.6 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.7
kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.8 kcal/mol, por lo menos alrededor de 3.9
kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.0 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.1
kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.2 kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.3
kcal/mol, por lo menos alrededor de 4.4 kcal/mol, o por lo menos alrededor de 4.5

kcal/mol.
v
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12.  El polipéptido o acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones1-11 en donde el polipéptido CocE mutante tiene inmunogenicidad

reducida, comparado con la Cock tipo silvestre.

13. El polipéptido o acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 en donde el polipéptido CocE mutante tiene por lo menos
alrededor de 60%, por lo menos alrededor de 65%, por lo menos alrededor de
70%, por lo menos alrededor de 75%, por lo menos alrededor de 80%, por lo
menos alrededor de 85%, por lo menos alrededor de 90%, por lo menos alrededor
de 95%, por lo menos alrededor de 100%, por lo menos alrededor de 105%, por lo
menos alrededor de 110%, por lo menos alrededor de 115%, por lo menos
alrededor de 120%, por lo menos alrededor de 125%, por lo menos alrededor de
130%, por lo menos alrededor de 135%, o por lo menos alrededor de 140% de la

actividad esterasa del polipéptido CocE tipo silvestre.

14.  El polipéptido o 4&cido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 en donde el polipéptido CocE mutante conserva por lo
menos una eficiencia catalitica sustancialmente la misma o mayor del polipéptido
CoceE tipo silvestre.

15. Una composicion farmacéutica que contiene el polipéptido CocE
mutante o el polipéptido CocE mutante codificado por le acido nucleico de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-14 y una sustancia portadora o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

16.  El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la
composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en
donde el polipéptido CocE mutante se pegila.

17. El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la
composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en

donde el polipéptido CocE mutante se encapsula en un glébulo rojo.

18.  El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la

composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en
ol
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donde el polipéptido CocE mutante se estabiliza por un sustrato o inhibidor.

19.  El polipéptido, polipéptido codificado por el acido nucleico, o la
composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5y 7-18, en
donde el polipéptido comprende una pluralidad de sustituciones de residuo de
aminoéacido seleccionadas del grupo conformado por: T122A; 123E; S159A;
S140A; S167AMNWS52L; T172R; V121D; L163V; F189A; F189A/T172R; C107S;
W220A; F189L; A193D; T172R/A193D; G173Q; T254R; N42V; T172R/G173Q;
G171Q/T172R/IG173Q; G171A; G173A; wt-M75-G-D185; wt-T176-G-G-D185;
T172R/G173Q-1175-G-D185;  T172R/G173Q-1175-G-G-A186; T172R/G173Q-
T176-G-G-D185; S177Q; D45R; F47R; L169K; L174R; A181K; S179R; F189K;
V190K; A194K; y R182K.

20.  Un método de tratar una afecciéon inducida por la cocaina, que
comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad efectiva del
polipéptido CocE mutante, el polipéptido CocE mutante codificado por el &cido
nucleico, o la composiciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones
1-19.

21.  El método de la reivindicacion 20, en donde la afeccion inducida por
la cocaina se selecciona del grupo conformado por sobredosis de cocaina,

toxicidad de la cocaina, adiccién a la cocaina y dependencia de la ¢ocaina.

22. Un método de deteccion selectiva de gran productividad para la
identificacion de polipéptidos CocE mutantes termoestables, que comprende los
pasos de:

transformar establemente una célula con un acido nucleico que codifica un
polipéptido CockE mutante;

expresar el polipéptido CocE mutante en la célula;

aislar el polipéptido CocE expresado;

medir la actividad esterasa del polipéptido CocE mutante aislado a una o
mas temperaturas predeterminadas de por lo menos alrededor de 30°C hasta
alrededor de 50°C, para determinar la termoestabilidad de los polipéptidos CocE
mutantes aislados;

seleccionar el polipéptido CocE mutante aislado con actividad esterasa a la

temperatura(s) predeterminada.
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23. El método de deteccion selectiva de gran productividad de la
reivindicacion 22 en donde medir la actividad esterasa de los polipéptidos
mutantes aislados comprende:

contactar el polipéptido CocE mutante aislado con (i) cocaina y un indicador
de pH o (ii) un tio-derivado de cocaina y un indicador de tiol;

detectar un cambio en el indicador de pH o el indicador de tiol; en donde un
cambio del indicador de pH o el indicador de tiol se correlaciona con la formacion
de acido benzoico de la hidrdlisis de cocaina o derivado de cocaina por el
polipéptido CocE mutante.

24. El método de deteccion selectiva de gran productividad de una
cualquiera de las reivindicaciones 22-23 que comprende ademas repetir uno o
mas pasos del método de deteccidén selectiva por lo menos una vez con una
temperatura incrementada para medir la actividad esterasa.

25. El método de deteccion selectiva de gran productividad de la
reivindicacién 24 en donde un primer ciclo de deteccién selectiva tiene una
primera temperatura para medir la actividad esterasa de alrededor de 30°C, y un
ciclo subsiguiente de deteccién selectiva tiene una temperatura para medir la
actividad esterasa de alrededor de 45°C.

26. El método de deteccion selectiva de gran productividad de una
cualquiera de las reivindicaciones 22-25 en donde la expresion del polipéptido
CocE mutante ocurre a una temperatura a la cual la CocE tipo silvestre conserva
sustancialmente actividad catalitica.

27.  El método de deteccion selectiva de gran productividad de una
cualquiera de las reivindicaciones 22-25 en donde la expresion del polipéptido
CocE mutante ocurre a una temperatura a la cual el polipéptido CockE tipo silvestre

se divide sustancialmente en cuerpos de inclusién.
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Rhodococcus sp. MB1
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get val Asp Gly ésn Tyr Ser val Ala Ser Asn val

10

Arg Asp Gly val Arg Leu Ala val Asp Leu Tyr Arg

20 25

Gly pPro val pro val Leu Leu val Arg Asn Pro Tyr

35 40

val phe Ala Trp ser Thr Gln Ser Thr Asn Trp Leu

50

65

55 60

70

Asp Gly Tyr Ala val val 1le Gln Asp Thr ?gg Gly

Glu Gly Glu phe val Pro His val Asp ggp Glu Ala

Thr Leu

mMet Phe

85

Ser Trp Ile Leu Glu GIn Ala Trp Cys Asp
100 105

Gly val ser Tyr Leu Gly val Thr Gln Trp

Pigina 1

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln
125

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val

Ala

Met

ASp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val
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accgatctga
caggttcaga
ggcagtrtec
ggcgcactaa
cgcatcgggg
tcgagcacct
aggagaagct
gagggtcggt
gacggcggct
ggctcgtcga
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
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cgatgaccga
tctecaccgge
ggactcggct
cgggtcggta
gcgaccgegg
cggttccgea
gcaggtcgga
gatcgcggceg
cggcttcgac

accgacctcg

Artificial
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tctgatggag
gtttgggatc
gacatttgcg
aaatctggcg
tgcagatcgc
cacaccgaca
cagtaggaac
aagcggtccc
gtgatcgacg

atgagcgaca

Polipéptido CocE mutante

Tet val Asp Gly ?sn Tyr Ser val

Arg Asp

Gly Pro

35

Phe
SO

val

ASp
65

Gly
Glu Gly
Thr Leu

Met Phe

Gly

val

Ala

Tyr

Glu

ser

val
20
Pro

Trp

Ala

Arg Leu

val Leu

ser Thr

val val

Ala val

val
40

Lteu

GlIn
55

ser

Ile GIn

70

Phe
85

val Pro

Ile Leu

ser Tyr

His val

Glu GIn

Leu Gly

ttcttecgge
gaccgcaaaa
caagtagaag
agtggcggceg
cgtcaagcag
gcgagettge
tcgacctcga
gctggttgat
acgaggtgtt
ccggecggga

Ala ser

AsSn
10

Asp Leu

Tyr
25

Arg Asn Pro

Thr asn Trp

Asp Thr Arg

75

Asp Asp Glu

90

Ala Trp

cys
105 -

val Thr GIn

actggcatgc
cctgacttge
gccccgegag
tacattcgca
ggacgtcgcg
tgcgctactg
cctcggeggt
cgaggcgatc
catctaactg

atcgccgaga

val

Arg Pro

Tyr Asp

45

Leu Glu

60

Gly Leu

Ala Asp

Asp Gly

Met val

ASp

30

Lys

Phe

Phe Ala

Ala

Asn

cgggcgttcg
acaagttgac
ttcgggattt
aggtcaggac
acaaggtgcg
caggcecgecg
agcggggatc
gagaccggat
gtgatcggca
tc

Pro
15

Met

Ala Asp

Phe Asp

val Arg

ser
80

Glu
95

Asp

val Gly

110

Gln
125

Trp

Pagina §

Ala

Ala val

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2692



Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu
545

Glu

Leu

GIn

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Pro Glu His
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>
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4

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

ASp
Thr
405
Ile
Asp

Ser

Pro

Tyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

350

His
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Tyr Leu Tyr Asp ggg Ala Asp Pro val Pro

Leu
Asp

val

Gly
Glu
val
Arg
Asn
535
Cys

Ile

"Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

Polipéptido CocE mutante

His

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

AsSn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

400

Gly Asp Asn Gly Pro Ala

val
Gly
Asp
Ala
475
AsSn
Met
Gln
Gly
Asn
555

Ile

Leu
Thr
Phe
460
Leu
Pro
Leu
val
Gly
5

Arg

Ile

Cys

val.

445

Thr

Cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

TYyr

430

ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

415

ser Thr

Ala Arg

Lys Leu

Gly Ile
480

Ile Glu
495

ser Asn
Ser Asn

Ala Arg

Arg Gly
560

Met val Asp Gly Asn Tyr Ser val Ala Ser Asn val Met val Pfo Met
1 ‘ 5 10 ‘ 15

Pagina 7
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Phe ggg Lys Tyr Asp Arg Asn Ser Asn Thr Gl

515
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520 525

535

Glu GIn Leu Glu Glu Met Cys

545

550

Pro Glu His Pro Se; His Ile
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5

get val Asp Gly

Arg
Gly
val
ASp
65

Glu
Thr
Met

ser
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ASp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

val

35
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Tyr

Glu
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val
20

Pro
Trp
ATa
Phe
Trp
val

Gly

Arg

Artificial

Asn

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Gly

Ala

Polipéptido CocE mutante

Tyr Ser
Leu Ala
Leu Leu
Thr GIn
55
val Ile
70
Pro His
Leu Glu
Tyr Leu
Leu Lys
135

Pro Trp
150

Thr Ala val Asn

555

val Leu Pro Ile

val

val

val

40

Ser

Gln
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Gln

Gly

Ala

Tyr
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AsSp

25

Arg

Thr

Asp
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Ala
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Ile
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Ser
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Asp
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Trp
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Pro
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Trp
%
Glu
Cys
Gjn
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Gly
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Pagina
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Ile

val

Arg
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60

Gly
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Asp

Trp
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540

Ile His Arg Gly
560

LYS Arg

Met
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ASp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

GIn
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Met

Gly Ala

10

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn
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Ala

Ala

Leu
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15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val
Ala

ser

Ser

Met

Asp

Asp

Arg

Ser
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ASp

Gly

val

Ala

val
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Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala
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Phe

Glu
545

Gln

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro
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GIn

Arg

Leu
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val

val

Met

Glu

Leu
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Lys
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Pro Glu His
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6
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420
Thr
Ser
Phe
Arg
Ile
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Pro
Tyr

Glu

Pro

405

Ile

Asp -
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Pro

Tyr
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Tyr

Gly

Asp

Glu

ser
565
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His

Pro
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Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His
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Asp

val

Ala
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Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

Arg
Glu
440

val

Arg

'Thr

Ala
Ile
520
ser
Thr
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%et val Asp Gly ?sn Tyr Ser val

Arg Asp Gly ¥81 Arg Leu Ala val

Asp Asp
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Asp

Ala

Leu
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Asn
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Asp
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Ser
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Phe
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Leu

Pro
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Arg
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Arg

Tyr
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Cys

Thr

Ala

Ser
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Ser
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Arg
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45

Ala
Lys
Gly
Ile
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545
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Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
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Glu
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Glu Glu
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Artificial

ser
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Arg
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Arg

Met

550

His
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val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Ala
Asp
Leu
Thr
510
ser
Ile
His

Arg

val
Asp
30

Lys

Phe

Phe

Lys
Gly
Ile
495
ser
ser

Ala

Arg

Pro
15

Ala
Phe

val

Ala

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Met

Asp

ASp

Arg

ser



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
574
PRT

Artificial

9

Met val Asp Gly Asn
1 5

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

ser

Asp

Glu

ser

Ala

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

ser

Tyr

Leu

Ser

Ile
195

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Gly

Ala

Asn

Tyr
Leu
Leu
Thr
val
70

Pro
Leu
Tyr
Le_u
Pro
150
Trp

Arg

Asp

SEQ_LIST.2nd_Revised_88800730_0078

Polipéptido CocE mutante

Ser

Ala

Leu

GIn

55

Ile

His

Glu

Leu

Trp

Ser

Pro

val

val

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

Gly

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

ASp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

ASn
Tyr
Pro
Trp
Arg
75

Glu
Cys

Gln

Pro

Ala

Ala

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

ASp

Trp

ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

20

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val

"ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val
Ala
Ser
ser
Ile
175

Gln

Pro

Met

ASp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu



val
465
Vaj
Ala
val

Phe

Glu
545

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Pro Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

10
574
PRT

10

Phe

Arg Ty

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Pro

Tyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
Gly Arg Ala 1Ile ﬁ;g Leu Cys Asp Gly

Glu

val

Arg

Asn

335

Cys

Ile

Poli'péptido CocE mutante

‘Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

Qet val Asp Gly ?sn Tyr Ser val

Arg Asp Gly gg] Arg Leu Ala val

Gly Pro gg] Pro val Leu Leu val

40

val Phe Ala Trp Ser Thr Glin ser
50 55

Asp Gly Tyr Ala val val Ile Gln
65 ' 70

Glu Gly Glu phe §g1 Pro His val

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

val
490
Asp
val
Thr

val

Pro
570

ser
10

Leu
Asn
Asn

Thr

Asp
90

Asn
Met
Gln
Gly
AsSn

555

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
Arg

75

Glu

Pagina

Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

22

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Leu
Thr
510
ser
Ile

His

Arg

val
Asp
30

Lys
Phe

Phe

Ala

Ile

495

ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu
95

Ile
480

Glu

ASn

Asn

Arg

Met

Asp

Asp

Arg

ser

80

Asp



<223> Polipéptido CocE mutante

<400>

11

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

?et val Asp Gly ésn Tyr Ser

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

ASp

Glu

Ser

Ala

Ala

val
225

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Gly

val
35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

val

Tyr

Leu

Ser

Ile

195

Gln

Asp

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

Pro

His

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Gly

Ala

Gly

Ala

Asn

Leu

Pro

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

TYyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Asp

Ala

Leu

G1n
55

Ile
His
Glu
Leu
Lys
1§5
Trp
ser
Pro
val

Gly

Asn

val

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

TYyr
Ala
Glu
Ala
200
Arg

Asp

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Leu

Glu

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

Asn

Pro
Trp
757
Glu
Cys
GIn
Pfo
Gly
Gly
Ala
Ala
Pro

Trp
235

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

ser

140

Gly

Thr

AsSp

Ser

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

ASp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

val

ser

val
Asp
30

Lys
Phe
Phe
Ala
ASn
110
Ala
Ala
Leu
Leu
val
190
Thr

Ile

Ile

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ala

Ile

175

GIn

Pro

Asp

ser

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

GIn

Leu -

240

Vi

AV



Ala Gly Glu Ile Tyr Glu val Ala I

val

Phe

Glu
545

Phe

Pro
530

GlIn

500

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Leu Pro Gly His Arg

515

Lys

Leu

Pro Glu His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

12

574
PRT

12

Tyr Asp Arg Asn

Glu

Pro

Glu Met
550

sSer His
565

Artificial

535

Cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

¥et val Asp Gly gsn Tyr ser

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Met

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly
val
35

Ala
Tyr

Glu

ser

val
20

Pro
Trp
Ala
Phe
Trp
100

val

Arg Leu

val Leu

ser Thr

val val

70

val Pro
85

Ile Leu

ser Tyr

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Ile
520

Ser

Thr

val

val

val

val

40

ser

Gln

val

‘G1n

]
505
Met
AsSn
Ala

Leu

Ala
Asp
25

Arg
Thr
Asp
Asp
Ala
105

val

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

GIn
Gly
ASn
555

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
55
Glu

Cys

Gln

Pagina

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

ser
525

val

Ile.

Lys

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

GIn
125

510

ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

e Asp Met Leu Ala Thr Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

ASp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

M



Thr
385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu
545

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GIn

ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Pro Glu His

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

13
574
PRT

13

Ala

Gly

Pro

420

Thr

ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Asp

The

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

Thr

390

Leu

His

Pro

ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Tyr Leu Tyr Asp ggg Ala Asp Pro val

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Phe

Arg

‘Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

ser

Thr

His

ASp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Ile val Leu

Polipéptido CocE mutante

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

Gly
val
Gly
Asp
Ala
475
Asn
Met
Gln
Gly
Asn

555

Ile

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

Arg

Ile

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Gly

%0

.ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro
400
Ala
Thr
Arg
Leu
Ile
480
Glu
AsSn
Asn

Arg

Gly
560

¥et val Asp Gly gsn Tyr Ser val Ala igr Asn val Met val Pro Met

Pagina 29

15

A

&



515

SEQ_LIST_2nd_Revised_8880
520 5

25

07300078

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg Asn Ser Asn Thr Gly Gly val Ile Ala Arg
530 535 540

Glu GIn Leu Glu Glu Met Cys Thr Ala val Asn

545

550

555

Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400>

14
574
PRT

14

565

Arvificial

¥et val Asp Gly gsn Tyr Ser

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Met

ser

AsSp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

130

Leu

Gly
val
35
Ala
Tyr
Glu
Ser
Gl
11

val

Tyr

val
20
Pro

Trp

Ala

Phe:

Gly

Arg

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro
150

Ala
Leu
GIn
55

Ile
His
Glu
Leu
i

Trp

val

‘'val

val

40

Ser

GlIn

val

Gln

Tyr

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

ASp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

AsSDh
Tyr
Pro
Tfp
3
Glu
Cy;
cln
Pro

Gly
155

Pagina

Arg Ile His Arg Gly

Ile Lys Arg

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

GlIn

125

Met

Ala

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

ser

560

Met

Asp

Asp

Arg

ser

80

ASp

Gly

val

Ala

val
160



Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Gln

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Polipéptido CocE mutante

Arg
Leu
435
val
val
Met
Glu
Leu
515
Lys
Leu

His

15

574
PRT
Artificial

<400> 15
?et val Asp Gly gsn Tyr Ser val

Pro
420
Thr
ser
Phe
Arg
Ile
500
Pro
Tyr
Glu

Pro

405

Ile

Asp

ser

Pro:

Tyr

485

Gly

Asp

Glu

ser
565

His

Pro

Ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_ZnefﬁfviSed_88800730_0

Asp Arg Asp
425

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

'I1e

520

ser

Thr

val

Arg Asp Gly 581 Arg Leu Ala val

val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

Asp

Thr

Thr
Ile
val
490
Asp
val
Thr

val

Pro
570

Ser
10

val Leu Cys

Gly

Asp

Ala
475

Asn

Met
Gln
Gly
Asn
555

Ile

Asn

Asp Leu Tyr
25

Gly Pro ggl Pro val Leu Leu v81 Arg Asn Pro
4

Pagina

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr
34

val

445

Thr

cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

o

ser

Ala

ASp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

078
415

ser
Ala
Lys
Gly
Ile
495
ser
Ser

Ala

Arg

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

ATrg

val iro Met

Pro Asp Ala Asp
30

Asp Lys Phe As
45 g

/Mw



Glu GIn Leu Glu Glu Met C

545

550

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
Asn Arg Ile His Arg Gly

ys Thr Ala val

555

Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
70

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223> Polipéptido CocE mutante

<400>
Met val Asp Gly

1

Arg

Gly

val

AsSp

65

Glu

Thr

Met

Ser

ASp

Glu

ser

ASp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Ala

Arg

16
574
PRT

16

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Tyr

Leu

ser

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

ASp

565

Artificial

Asn

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Tyr Ser val

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

TYr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Ala

Leu

Gin

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

Trp

Ser

Pro

val

val

40

ser

GlIn

val

Gln

Tyr

Ala

Glu

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

ASp

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

ASp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Asn
Tyr
Pro
Trp
55
GIu
cys

GlIn

Pro

Ala

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

ASp

Trp

Ala

140

Gly

y Thr

Asp
37

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

GIn

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

ASn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

GIn

560

Met

Asp

Asp

Arg

ser

80

ASp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu



Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

val

Phe
450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

545

Leu
435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Pro Glu His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

17
574
PRT

17

Thr

ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

TYr

Glu

Pro

Asp

Ser

Pro

Tyr

Gly

ASp

Glu

ser
565

Artificial

Ser

Asp

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST._2nd_Revised_88800730_0078
Pro val ‘Glu val Thr Gly Thr val ser Ala Arg

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

?et val Asp Gly gsn Tyr Ser

Arg Asp Gly ¥81 Arg Leu Ala

Gly Pro §?1 Pro val Leu Leu

val gge Ala Trp Ser Thr Gln

55

Asp Gly Tyr Ala val val Ile

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

val

val

val

40

Ser

Gln

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Thr

Ile

ASp

Ala

475

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asn
Met
Gln
Gly
Asn
555

Ile

Asn

TYyr

Pro

Trp

Arg

Pagina

Phe
460
Leu
Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly
39

445

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Ala

Lys

Leu

Asp Gly Ile

Leu

Thr

51

Ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ile
495
ser
ser

Ala

Arg

Pro
15

Ala
PHe
val

Ala

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Met

Asp

Asp

Arg

ser



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

?et val Asp Gly Asn

Arg

Gly

val

AsSp

65

Glu

Thr

Met

ser

Asp

Glu

Ser

Asp

18
574
PRT

Aartificial

18

Asp Gly val

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

val

35

Ala

TYyr

Glu

ser

Gly

val

Tyr

Leu

ser

Ile
195

20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

val

Gly

Arg

Leu

5

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Gly

Ala

Asn

Tyr

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

ASp

SEQ_LIST.2nd_Revised_88800730_0078

Polipéptido CocE mutante

ser
Ala
Leu
GIn
55

Ile
His
Glu

Leu

Trp
ser
Pro

val

val

‘val

val

40

ser

Gln

val

Gln

Gly

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala
200

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

AsSp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Asn
Tyr
Pro
Trp
5
Glu
Cy§
GIn

Pro

Ala

Ala

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

ASp

Trp

ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

42

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val
Ala
Ser
ser
Ile
175

Gln

Pro

Met
ASp
Asp
Arg
ser
80

Asp
Gly
val
Ala
val

160

Thr

Leu

Leu

a



val Asp val Phe Pro Asp
465 470

val Arg Met Arg Tyr Arg
485

Ala Gly Glu Ile Tyr Glu
500

val Phe teu Pro Gly His
. 515

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg
530

Glu GIn Leu Glu Glu Met
545 550

Pro Glu His Pro Ser His
565

<210> 19

<211> 574

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
Gly Arg Ala Ile Ala Leu Cys Asp Gly

Glu Thr
val Ala

ArgbITe
520

Asn ser
535

Cys Thr

Ile val

<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 19

get val Asp Gly ésn Tyr
Arg Asp Gly val Arg Leu
20
Gly Pro val Pro val Leu
35
val Phe Ala Trp Ser Thr
50
egp Gly Tyr Ala val val

70

Glu Gly Glu phe §g1 Pro

ser val

Ala val

Leu val
40

GIn Ser

55

Ile G1n

His val

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

val

490

ASp

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

AsSn

Thr

Asp
90

475

Asn
Met
Gln
Gly
Asn

555

Ile

AsSnh
Tyr
pro
Tfp
Arg

75

Glu

Pagina

Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

44

Thr

Ala

ser

525.

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Leu

Thr

510

ser

Ile

His

Arg

val

AsSp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Ile

495

ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu
95

Ile
480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly

Met

Asp

ASp

Arg

Ser

80

Asp

!



Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

ser

ser

Ala

Ala

val
225

Asp
Pro

Phe
50

Giy
Gly
Leu
Phe
Gly
Leu
Ala
Arg
Ala
Glu

210

val

20

Gly

val
35

Ala
Tyr
§1u
Ser
Gly
val
Tyr
Leu
Ser
Ile
195

Gln

Asp

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
<223> Polipéptido CocE mutante

<400>
get'Va] Asp

Gly ésn Tyr ser

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly
Arg
Leu
Asp
180
Leu

Pro

His

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Gly

Ala

Ala

Asn

Leu

Pro

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

Trp

Ser

Pro

val

val

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala

Asp

25

Arg

Thr

ASp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Leu

Glu

Ser

10

Leu

val

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

ASn
Tyr
Pro
Trp
Arg
75

Glu
Cys

Gln

P!"O

Ala
Ala
Pro

Trp
235

Pagina

val

Arg

TYyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

ASp

Ser

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

GlIn

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

val

Ser

val

Asp
30

Lys

Phe

Phe-

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

ser

Ile

175

Gln

Pro

Asp

Ser

Met

ASp

Asp

Arg

ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln

Leu
240

»

\»Y



Ala Gly Glu Ile

val

Phe

Glu
545

Phe

Pro
530

Gln

500

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Tyr Glu val Ala I

Leu Pro Gly His Arg Ile

515

520

Lys Tyr Asp Arg Asn Ser

535

Leu Glu Glu Met Cys Thr
550

Pro Glu His Pro Ser His Ile val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Tet val Asp

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

ASp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

565
21
574
PRT
Artificial

21

Gly val Arg
20

val Pro val
35

Ala Trp Ser
Tyr Ala val

Glu phe val
85

Ser Trp Ile
100

G1§ val ser
11

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Polipéptido CocE mutante

Ala

Leu

GlIn

55

Ile

His

Glu

Leu

Gly ?Sﬂ Tyr Ser val

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

Gly

505

Met
Asn
Ala

Leu

Ala
Asp
25

Arg
Thr
ASp
Asp
Ala
105

val

val

Thr

val

Pro
570

ser

10

lLeu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Gln
Gly
ASn
555

Ile

AsSn
Tyr
Pro
Trp
A9
Glu

Cys

Gln

Pagina

val
Gly
540

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

49

ge Asp Met Leu Ala

ser
525

val

Ile.

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln
125

Thr

510

ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

ser

ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

110 -

Ala

Ala

Asn
Asn

Arg

Met
Asp
Asp
Arg
ser
80

Asp

Gly

val

AYY



SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Thr Glu ser Ala Asp Thr Tyr Leu Tyr Asp ggg Ala Asp Pro val

385 390

Ser Leu Gly Gly Thr Leu Leu Phe
405

Asp GIn Arg Pro Ile His Asp Arg
420

Glu val Leu Thr Asp Pro val Glu
435 440

Leu Phe val Sser Ser Ser Ala val
450 455

val Asp val phe Pro Asp Gly Arg
465 470

val Arg Met Arg Tyr Arg Glu Thr
485

Ala Gly Glu Ile Tyr Glu val Ala
500

val phe Leu Pro Gly His Arg Ile
515 520

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg Asn Ser
530 535

Glu GIn Leu Glu Glu Met Cys Thr
545 550

Pro Glu His Pro Ser His Ile val
565

<210> 22

<211> 574

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Polipéptido CocE mutante
<400> 22

His

Asp

val

ASp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Asn
410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

Gly
val
Gly
A§p
Ala
475
Asn
Met
Glin
Gly
Asn

355

Ile

ASp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Arg

Ile

ASn

Cys Ty

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Gly

430

.Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Pro
415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro
400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

?et val Asp Gly gsn Tyr Ser val Ala Ser Asn val Met val Pro Met
10

Pagina 51

15



SEQ?hifT_an_ReViSed_88800730_0078

515 525

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg Asn Ser Asn Thr Gly Gly val Ile Ala Arg
530 535 540

Glu GIn Leu Glu Glu Met Cys Thr Ala val Asn Arg Ile His Arg Gly

545 550 555 560
Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
565 : 570
<210> 23
<211> 574
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Polipéptido CocE mutante
<400> 23
Met val Asp Gly Asn Tyr Ser val Ala Sser Asn val Met val Pro Met
1 5 10 15

Arg Asp Gly gg] Arg Leu Ala val ggp Leu Tyr Arg Pro ggp Ala Asp

Gly Pro val Pro val Leu Leu val Arg Asn Pro Tyr Asp Lys Phe Asp
35 40 : 45

val gge'A1a Trp Ser Thr g}n'Ser Thr Asn Trp ggu Glu phe val Arg

Asp Gly Tyr Ala val val Ile GIn Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala Ser
65 70 75 80

Glu Gly Glu Phe'val Pro His val Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp
85 90 95

Thr Leu Ser Trp Ile Leu Glu GIn Ala Trp Cys Asp Gly Asn val Gly
100 105 _ © 110

Met Phe Gly val Ser Tyr Leu Gly val Thr Gln Trp GIn Ala Ala val
115 120 125

ser Gly val Gly Gly Leu Lys Ala Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala
130 135 140

Asp Leu Tyr Arg Ala Pro Trp His Gly Pro Gly Gly Ala Leu Ser val
145 150 155 160

Pagina 54



ASp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

GIn

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GIn

Glu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

24
574
PRT

24

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

405

Ile

Asp

Ser

Pro

TYyr

TYyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

His

Pro

sSer

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_ZnéEﬁfvised_88800730.0078

Asp
val
Ala
455
Gly
Glu
val
Arg
Asn
535

Cys

Ile

¥et val Asp Gly ?sn Tyr Ser

Arg Asp Gly gg] Arg Leu Ala

Gly Pro §§1 Pro val Leu Leu

Arg Asp
425

Glu val
440

val Asp

Arg Ala

Thr Leu

Ala Ile
505

Ile Met
520

ser Asn

'Thr Ala

val Leu

Polipéptido CocE mutante

val Ala

415

Asp val Leu Cys Tyr Ser
430

Thr
Thr
Ile
val
490
Asp
val
Thr

val

Pro
570

ser
10

Gly

ASp

Ala
475
AsSn
Met
Gln
Gly
ASn
555

Ile

Asn

val Asp Leu Tyr
25

val Arg Asn Pro

40

Pigina

Thr val
445

pPhe Thr
460
Leu Cys
Pro Thr
Leu Ala
val Ser
525
Gly val

Arg Ile

Ile Lys

val Met

Arg Pro

ser

Ala

'ASp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

val

Ala
Lys
Gly

Ile
495

Ser
Ser
Ala

Arg

Pro
15

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Gglu

AsSn

AsSn

Arg

Gly

560 -

Met

Asp Ala Asp
30

Tyr Asp Lys Phe Asp
45

56

il
1%



545

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

555

Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 25

25
574
PRT

565

Artificial

get val Asp Gly

Arg
Gly
val
Glu
Thr
Met
Ser
‘Asp
Glu

Ser

AsSp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

Leu

Ala

Arg

Gly
val
35

Ala
Tyr
Glu
ser
Gly
val
Tyr
Leu

Ser

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

AsSp

ésn Tyr Ser

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Ala

Leu

GIn

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys |

Trp

Ser

Pro

val

val

val

40

ser

GIn

val

GIn

Tyr

Ala

Glu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

570

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

AsSn
Tyr
Pro
Trp
ays
Giu
Cys

GIn

Pro

Gly

Ala

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

ser

140

Gly

Arg

Asp
59

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

Glu GIn Leu Glu Glu ?gg Cys Thr Ala val Asn Arg Ile His Arg Gly

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val
Ala
Ser
ser
Ile
175

Gln

560

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu



Glu

Leu

val
465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GlIn

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Leu
435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

26
574
PRT

Thr
ser
Phe
Arg
Ile
500
Pro
Tyr

Glu

Pro

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

AsSp

Glu

ser
565

Artificial

26

Pro

Ser

Asp

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
val Glu val Thr Gly Thr val Ser Ala

Ala
455
Gly
Glu
val

Arg

Asn
535

Cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

440

val Asp

‘Arg Ala

Thr Leu

Ala Ile
505

Ile Met

520

Ser Asn

Thr Ala

val Leu

¥et val Asp Gly ésn Tyr Ser val Ala

Arg Asp Gly 581 Arg Leu Ala val Asp

Gly Pro gg] Pro val Leu Leu

val gge Ala Trp Ser Thr

Asp Gly Tyr Ala val val Ile

GlIn
55

25

val Arg
40

ser Thr

Gln Asp

Thr

Ile

val
490
Asp
val
Thr

val

Pro
570

ser
10

Leu
Asn

Asn

Thr

Asp

Ala
475

Asn

Met

Gln

Gly

Asn

555

Ile

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

Pagina

Phe
460
Leu
Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly
61

445

Thr

Cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

Ala

ASp

Leu

Thr

510

ser

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Lys

Phe

Phe

Lys

Gly

Ile
495

Ser

Ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly
560

Met

Asp

ASp

Arg

ser

Ave



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
get val Asp

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Met

Ser

ASp

Glu

Ser

Ala

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

Leu

Ala

Arg

Ala

27
574
PRT

27

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

ser

Gly

val

Tyr

Leu

Ser

Ile
195

Artificial

SEQ_LIST._2nd_Revised_88800730_0078

Polipéptido CocE mutante

Gly gsn Tyr Ser

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Ala
Leu
Gln
55

Ile
His
Glu

Leu

Ser
Pro

val

val

val

val
40

‘Ser

Gln

val

GIn

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

Gly

Ser

10

Leu

Asn

Asn

ser

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Asn

Tyr

Pro

Trp

Arg

75

Glu

Cys

Gln

Pro

Gly

Ala

Ala

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

ASp

Trp

ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

64

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

ASp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val

ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

ser

Ile

175

Gln

Pro

Met
Asp
ASp
Arg
Ser
80

AsSp
Gly
val
Ala
val
160
Thr

Leu

Leu



val
465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

28

374
PRT

28

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Pro

Tyr

TYyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

ASp

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

¥et val Asp Gly Asn Tyr
5

Arg Asp Gly gg] Arg Leu

Gly Pro gg] Pro val Leu

val gge Ala Trp Ser Thr

egp Gly Tyr Ala val val

70

Glu Gly Glu pPhe val Pro

85

SEQ_LIST..2nd_Revised_88800730_0078
Gly Arg Ala Ile 2;2 Leu Cys Asp Gly

Glu
val
Arg
Asn
535

cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

ser

Ala

Leu

Gln

35

Ile

His

Thr

Ala

Ile

520

Ser

.Thr

val

val

val

val

40

Ser

Gln

val

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp
90

Asn

Met
GIn
Gly
Asn

555

Ile

Asn

Pro
Trp

Arg
75

Pagina

Pro

Leu

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

66

Thr

Ala

ser

Leu

Thr
510

Ser

525 .

val

Ile

Lys

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

ASp

Ile

His

Arg

val

ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Ile

495

ser

ser

Ala

Arg

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu
95

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Met

ASp

ASp

Arg

Ser

80

Asp

140



?et val Asp Gly gsn Tyr Ser val Ala Ser

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Met

ser

ASp

Glu

Ser

Ala

Ala

val
225

ASp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Ala

Arg

Ala

Glu
210

Gly
val
35

Ala
Tyr
Glu
ser
Gl

11

val
TYyr
Leu
Ser
Ile

195

Gln

val Asp

val
20

Pro
Trp
Ala
Phe
Trp
val

Gly

Arg

Leu

ASp

180

Leu

Pro

His

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

Leu

Pro

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

ASp

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 29

Ala

Leu

GlIn

55

Ile

His

Glu

Leu

it

Trp

Ser

Pro

val

Gly

Asnh

val

val
40

ser

Gln

val

Gln

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

ASp

25

Arg

Thr

ASp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Leu

Glu

10

Leu

Asn

Asn

Thr

ASp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

ser

Asn
Tyr
Pro
Trp
ags
Giu
Cys

GIn

Pro

Gly
ATa
A1a
Pro

Trp
235

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

ASp

Ser

Met
Pro
Asp
45

Glu
Leu
Asp
Gly
Gln
125
Met
Ala
Gly
Phe
val
205

val

Ser

val Pro Met

ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

15

Ala

phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

Ser

Ile

175

GIn

Pro

Asp

Ser

Asp
Asp
Arg

Ser
80

Asp
Gly
val
Ala
o
Thr
Leu
Leu

Gln

Leu
240

s

A4l



Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Gly
Phe
Pro
530

Gln

Glu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Glu

Leu
515

Lys

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Ile Tyr Glu val Ala Ile Asp Met Leu Ala Thr Ser

500

Pro Gly His Arg

Tyr Asp Arg Ash

535

Leu Glu Glu Met Cys

His

30

574
PRT

30

550

Pro ser His Ile

Tet val Asp Gly

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Leu

Phe

Gly
val
35

Ala
Tyr

Glu

Ser

val
20

Pro

Trp

Ala

Phe

565

Artificial

Polipéptido CocE mutante

ésn Tyr Ser

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

ser

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Leu

Ile

520

Ser

Thr

val

val

val

val

40

Ser

GlIn

val

GIn

505

Met

AsSn

Ala

Leu

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

AsSn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

GIn
Gly
ASn
555

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
Arg
75

Glu
cys

GIn

Pagina

val
Gly
540

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

71

510

ser Ser
525

val Ile
ITe His

Lys Arg

Met val

Pro Asp
30

ASp Lys
45

Glu Phe
Leu Phe
Asp Ala
Gly Asn

110

Gln Ala
125

ser
Ala

Arg

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val

Ala

Asn

Asn

Arg

Met

ASp

Asp

Arg

ser

80

Asp

Gly

val



Thr

385

ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu
545

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GIn

ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Pro Glu His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

31
574
PRT

Ala

Gly

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Asp Thr Tyr Leu Tyr Asp Pr
390

Thr

405

Ile

Asp

ser

Pro

TYr

485

Tyr

Gly

ser

Glu

ser
565

Artificial

31

Leu

His

Pro

ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Leu

Asp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Polipéptido CocE mutante

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

ser

Thr

val

His

ASp

val

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

ASp

val

Thr

val

Pro
570

395

Gly
val
Gly
ASp
Ala
475
Asn
Met
Gln
aly
Asn

555

Ile

AsSp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Gly

Arg

Ile

AsSn
Cys
val
445
Thr
Cys
Thr
Ala
ser
525
val

Ile

Lys

Gly

Tyr

Ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

ser

Ile

His

Arg

0 Ala Asp Pro val

Pro

415

Sser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

Ser

ser

Ala

Arg

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

ASn

Arg

Gly

?et val Asp Gly ésn Tyr Ser val Ala Ser Asn val Met val Pro Met
10 : 15

Pagina 73
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SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
515 520 525

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg Asn Ser Asn Thr Gly Gly val Ile Ala Arg
530 535 540

Glu GIn Leu Glu Glu Met Cys‘Thr Ala val Asn Arg Ile His Arg Gly
545 550 555 560 .

Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
565 570

<210> 32

<211> 574

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 32

Met val Asp Gly gsn Tyr Ser val Ala ssr Asn val Met val igo Met
1 1

Arg Asp Gly gg] Arg Leu Ala val égp Leu Tyr Arg Pro ggp Ala Asp

Gly Pro gg] Pro val Leu Leu Xg1 Arg Asn Pro Tyr ﬁgp Lys Phe Asp

val gge Ala Trp Ser Thr g;n ser Thr Asn Trp ggu Glu Phe val Arg

Asp Gly Tyr Ala val val Ile GIn Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala Ser
65 70 75 80

Glu Gly Glu pPhe*val Pro His val Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp
85 90 95

Thr Leu ser Trp Ile Leu Glu Gln Ala Trp Cys Asp Gly Asn val Gly
100 105 , 110

Met Phe Gly val ser Tyr Leu Gly val Thr GIn Trp GIn Ala Ala val
115 120 125

ser Gly val Gly Gly Leu Lgs Ala Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala
135 140

Asp Leu Tyr Arg Ala Pro Trp Tyr Gly Pro GTy Gly Ala Leu Ser val
145 150 155 160

Pagina 76



Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu
545

619
val
Phe
450
ASp
Arg
Gly
Phe
Pro

530

GIn

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

Pro Glu His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

33
574
PRT

Pro

420

Thr

Ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

405

Ile

Asp

Ser

Pro

Tyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

ser
565

Artificial

33

His

Pro

Ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
410 415

Asp Arg Asp Asp val Leu Cys Tyr Ser
42? 430

val Glu val Thr Gly Thr val ser Ala
440 445

Ala val Asp Thr asp phe Thr Ala Lys
455 460

Gly Arg Ala Ile 2;§ Leu Cys Asp Gly

Glu Thr Leu val Asn Pro Thr Leu 11e
490 495

val Ala Ile Asp Met Leu Ala Thr Ser
505 ' 510

Arg Ile Met val Gln val Ser Ser Ser
520 525

Asn Ser Asn Thr Gly Gly val Ile Ala
535 540

Cys Thr Ala val Agg Arg Ile His Arg
5

Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
570

Polipéptido CocE mutante

?et val Asp Gly ésn Tyr Ser val Ala Ser Asn val Met val Pro

10 15

Arg Asp Gly val Arg Leu Ala val Asp Leu Tyr Arg Pro Asp Ala
20 25 30

Gly Pro §§1 Pro val Leu Leu val Arg Asn Pro Tyr ﬁgp Lys Phe

40
Pigina 78

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly

Met

ASp

Asp

Y

g



146

SEQ._LIST_2nd_Revised_88800730_0078
Glu Gln Leu Glu Glu Met Cys Thr Ala val Asn Arg Ile His Arg Gly
545 550 555 560

Pro Glu His Pro Ser His Ile val Leu Pro Ile Ile Lys Arg
565 570

<210> 34

<211> 574

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 34

?et val Asp Gly gsn TYr Sér,Va1 Ala igr Asn val Met val ;go Met

Arg Asp Gly gg] Arg Leu Ala val ggp Leu Tyr Arg Pro ggp Ala Asp

Gly Pro ggl Pro val Leu Leu XS1 Arg Asn Pro Tyr ﬁgp Lys Phe Asp

val gge Ala Trp Ser Thr g}n ser Thr Asn Trp ggu Glu Phe val Arg

Asp Gly Tyr Ala val val Ile GIn Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala Ser
65 70 75 80

Glu Gly Glu phe §§1 Pro His val Asp Sgp Glu Ala Asp Ala g}u Asp

Thr Leu Ser Trp Ile Leu Glu GIn Ala Trp Cys Asp Gly Asn val Gly
100 105 110

Met Phe Gly val Ser Tyr Leu Gly val Thr GlIn Trp 61n Ala Ala val
115 120 125

ser Gly val Gly Gly Leu Lgs Ala 1Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala
135 140

Asp Leu Tyr Arg Ala Pro Trp Tyr Gly Pro Gly Gly Ala Leu Ser val
145 150 15 160

Glu Ala Leu Leu Gly Trp Ser.A1a Leu Ile Gly Thr Gly Leu Ile Thr
165 170 175 4

Ser Arg Ser Asp Ala Arg Pro Glu Asp Ala Ala Asp Phe val Gln Leu
Pagina 81



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

36
574
PRT

Artificial

36

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Polipéptido CocE mutante

Tet val Asp Gly ésn Tyr Ser

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

Asp

Glu

Ser

Ala

ASp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Ala

Arg

Ala

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

ser

Tyr

Leu

Ser

Ile
195

val
20

Pro
Trp

Ala

Phe

Gly

Arg

Leu

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

TYyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Ala

Leu

Gln

55

Ile

His

Glu

Ala

Trp

Ser

Pro

val

val
val
val
40

ser

GlIn

‘val

Gin

TYr

Ala

Glu

Ala
200

Ala

Asp

25

Arg

Thr

ASp

Asp

Ala

105

val

Ile

Gly

Leu

Asp

185

Gly

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Asn
Tyr
Pro
Trp
5
Glu
Cys

GIn

Pro

Ala

Ala

Pagina

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thr

Asp

Ser

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val
205

val
%
Lys
Phe
Phe
Ala
Asn
110
Ala
Ala
Leu
Leu
val

190

Thr

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Ala

Ser

ser

Ile

175

Gln

Pro

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

A



val
465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Asp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GIn

Glu

<210>
<211> 574
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 37
Tet val Asp Gly gsn Tyr Ser

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

37

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Pro

TYyr

Gly

ASp

Glu

ser
565

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

Arg Asp Gly 531 Arg Leu

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078
Gly Arg Ala Ile 2}2 Leu'Cys Asp Gly

Glu

val

Arg

Asn

535

Cys

Ile

Ala

Gly Pro gg] Pro val Leu Leu

val gge Ala Trp ser Thr

egp Gly Tyr Ala val val

70

Glu Gly Glu Phe Xg1 Pro

GIn
55

Ile

His

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

val

val

val

40

ser

Gln

val

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

AsSp

val
490

Asp

val

Thr

val

Pro
570

Ser
10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp
90

Asn
Met
Gln
Gly
Asn

555

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
Arg

75

Glu

Pagina

Pro

Leu
val
Gly
540

Arg

Ile

val
Arg
Tyr
Leu
60

Gly

Ala

88

Thr

Ala

Ser

Leu

Thr
510

Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Ile

His

Arg

val

Asp

30

Ala

Phe

Phe

Ala

Ile
495
ser
ser

Ala

Arg

Pro
15

Ala
Phe
val

Ala

Glu
95

Ile

480

Glu

Asn

ASn

Arg

Met

Asp

Asp

Arg

ser

80

Asp

4%5//(
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<223> polipéptido CocE mutante

<400> 38

Tet val Asp Gly esn Tyr ser val Ala igr Asn val Met val ggo Met

Arg Asp Gly XS1 Arg Leu Ala val égp Leu Tyr Arg Pro ggp Ala Asp '

Gly Pro §§1 Pro val Leu Leu XS] Arg Asn Pro Tyr ggp Lys Phe Asp

val gge Ala Trp Ser Thr g}n ser Thr Asn Trp ggu Glu Phe val Arg

Asp Gly Tyr Ala val val Ile Gln Asp Thr Arg Gly Leu Phe Ala ser
65 70 75 80

Glu Gly Glu Tyr val Pro His val Asp Asp Glu Ala Asp Ala Glu Asp
85 90 95

Thr Leu ser Trp Ile Leu Glu GIn Ala Trp Cys Asp Gly Asn val Gly
100 105 110

Met phe Gly val Ser Tyr Leu Gly val Thr GIn Trp GIn Ala Ala val
115 120 125

ser Gly val Gly Gly Leu Lys Ala Ile Ala Pro Ser Met Ala Ser Ala
130 135 - 140

Asp Leu Tyr Arg Ala Pro Trp Tyr Gly Pro Gly Gly Ala teu Ser val
145 150 155 160

Glu Ala Leu Leu Gly Trp ser Ala Leu Ile Gly Thr Gly Leu Ile Thr
* 165 170 175

Ser Arg Ser Asp Ala Arg Pro Glu Asp Ala Ala Asp Phe val Gln Leu
180 185 190

Ala Ala Ile Leu Asn Asp val Ala Gly Ala Ala Ser val Thr Pro Leu
195 200 205

Ala Glu GIn Pro Leu Leu Gly Arg Leu Tle Pro Trp val Ile Asp GIn
210 215 220

val val Asp His Pro Asp Asn Asp Glu Ser Trp GIn Ser Ile Ser Leu
225 230 23 240

Pagina 91



Ala Gly Glu Ile Tyr Glu val Ala Ile As

val

Phe

Glu
545

Phe

Pro
530

GIn

Pro Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400>

Leu
515

Lys

Leu

His

39
587
PRT

500

Pro Gly

Tyr Asp

Glu Glu

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

His Arg Ile

Arg

Met
550

Asn
535

Cys

520

ser

Thr

Pro Ser His Ile val

565

Artificial

39

¥et val Asp Gly gsn Tyr Ser

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

val Arg

20

Pro val

Trp_ Ser

Ala val

Phe val
85

Trp Ile

val Ser

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

TYr

Ala
Leu
GIn
55

Ile
His
Glu

Leu

val

val

val

40

Ser

Gln

val

GIn

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala

105

val

val

Thr

val

Pro
570

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

GIn

Gly

Asn

555.

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
75
Glu
s

Gln

Pagina

val

Arg

Ile

val

Arg

Leu
60

Gly
Ala

Asp

Trp

93

Ser
525
val

Ile

Lys

Met

Pro

ASp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln
125

p Met Leu Ala Thr Ser Asn
510

ser Ser Asn

Ile

His

Arg

val

ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Arg

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val

Ala

Arg

Met

Asp

ASp

Arg

ser

80

Asp

Gly

val



Thr

385

ser

ASp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Ala

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

Gln

Glu

Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>
<400>

Ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

Ala

40

587
PRT
Artificial

Ala
Gly
Pro
420
Thr
ser
Phe
Arg
Ile
500
Pro
Tyr
Glu
Pro

Leu
580

Asp

Thr
405

Ile

ASp

Ser

Pro

TYr

485

TYyr

Gly

AsSp

Glu

Ser

565

Glu

Thr

390

Leu

His

Pro

Ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Tyr Leu Tyr Asp ggg Ala Asp Pro val

Leu

ASp

val

Ala

455

Gly

Glu

val

Arg

AsSn

535

Cys

Ile

His

Polipéptido CocE mutante
40

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile
520

‘Ser

Thr

val

His

His

ASp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

His
585

Asn
410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

ASp

val

Thr

val

Pro

570

His

Gly Asp Asn

val

Gly

Asp

Ala
475
Asn
Met
GIn
Gly
Asn
555

Ile

His

Leu
Thr
Phe
460
Leu
Pro
Leu
val
Gly
5

Arg

Ile

Pagina 95

Cys Ty

val

445

Thr

cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Gly

ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

ser

Ile

His

Arg

Pro

415

ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

ser

ser

Ala

Arg

Lys
575

Pro

400

Ala

Thr

Arg

Leu

Ile

480

Glu

Asn

Asn

Arg

Gly

560

Leu



val phe Leu

Phe

Pro
530

515

Lys

Glu GIn Leu

545

Pro

Glu

Ala Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
?et val Asp Gly

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Met

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

His

Ala

41
587
PRT

500

Pro
Tyr
Glu
Pro

Leu
580

SEQ_LISKRﬁ?d_ReViSed_88800730_0078

Gly His Arg

ASp

Glu

ser

565

Glu

Artificial

41

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

val
20

Pro

Trp*

Ala

Phe

Trp

val

Asn

Arg

val

ser

val

val

85

Ile

ser

Arg
Met
550

His

His

Asn
535

Cys

Ile

His

Polipéptido CocE mutante

Ile
520

Ser

Thr

'va1

His

Tyr Ser val

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Ala

Leu

Gln

Ile

His

Glu

Leu

val

val

40

ser

GlIn

‘val

Gln

Met

Asn

Ala

Leu

His
585

Ala

Asp

25

Arg

Thr

Asp

ASp

Ala

105

val

val

Thr

val

Pro

570

His

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Thr

GIn
Gly

Asn
555
Ile

His

ASn

Pro
Trp

Ar
75

Glu
cys

Gln

Pagina

val
Gly
540

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp
98

510

Ser Ser Ser

525

val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln
125

Ile

His

Arg

val
ASp
30

Lys
Phe
Phe
Ala
Asn
110

Ala

Ala

Arg

73

Pro
15

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val

Ala

AsSn

Arg

Met

ASp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

107



Thr

385

Ser

Asp

Glu

Leu

val

465

val

Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

Ala

<210>

370

Glu
Leu
GlIn
val
Phe
450
Asp
Arg
Gly
Phe
Pro
530
Gln
Glu

Ala

<211>
<212>

<213>

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

ser

Gly

Arg

Leu

435

val

val

Met

Glu

Leu

515

Lys

Leu

His

Ala

42

582
PRT
Artificial

Ala

Gly

Pro

420

Thr

ser

Phe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Glu

Pro

Leu
580

Asp

Thr

405

Ile

AsSp

ser

Pro

Tyr

485

TYyr

Gly

Asp

Glu

ser

565

Glu

Thr

390

Leu

His

Pro

ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His

375

SEQ_LIST_an_ReviSe€ﬁ§$800730_0078

Tyr Leu Tyr Asp Pro Ala Asp Pro val

Leu

ASp
val
Ala
455
Gly
Glu
val
Arg
AsSn
535
Cys

Ile

His

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

Ser

Thr

val

His

His

ASp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

His
585

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

Asp

val

Thr

val

Pro

570

His

395

Gly
val
Gly
Asp
Ala
475
Asn
Met
GIn
Gly
Asn
555
Ile

His

Asp

Leu

Thr

Phe

460

Leu

Pro

Leu

val

Arg

Ile

Pagina 100

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Gly

Tyr

430

ser

Ala

Asp

Leu

Thr

510

Ser

Ile

His

Arg

Pro

415

ser
Ala
Lys
Gly
Ile
495
Ser
Ser

Ala

Arg

57

Pro
400
Ala
Thr
Arg
lLeu
Ile
480
Glu
ASNh

Asn

Arg



Ala

val

Phe

Glu

345

Pro

Gly
Phe
Pro
530

Gln

Glu

Glu

Leu
515

Ile
500

Pro
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Tyr Glu val Ala Ile Asp Met Leu Ala Thr Ser

Gly His Arg Ile

520

Lys Tyr Asp Arg Asnh Ser
535

Leu

His

His His His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

43
582
PRT

Glu

Pro

His
580

Glu Met Cys Thr
550

Ser His Ile val

565

His His

Artificial

43

get val Asp Gly

Arg
Gly
val
§1u
Thr

Met

Asp

Pro

Phe

50

Gly

Gly

Leu

Phe

Gly

val

Ala

Tyr

Glu

ser

Gly

val
20

Pro

Trp

Ala

Phe

Trp

100

val

Asn Tyr

5

Arg Leu

val Leu

Ser Thr

val val
70

val Pro

85

Ile Leuy

ser Tyr

Polipéptido CocE mutante

ser

Ala

Leu

GIn

55

Ile

His

Glu

Leu

val

val

val

40

ser

GIn

val

Gln

Gly

505

Met

Asn

Ala

Leu

Ala

ASp

25

Arg

Thr

Asp

Asp

Ala
105

val

Thr

val

Pro
570

ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

90

Trp

Gln
Gly
Asn
555

Ile

Asn
TYyr
Pro
Trp
Arg
75

Glu

Cys

val
Gly
540

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

val Thr Gin Trp
pagina 103

510

Ser ser
525

val Ile

Ile His

Lys Arg

Met val

Pro Asp
30

ASp Lys
45

Glu Phe

Leu phe

Asp Ala

Gly Asn

110

GIn Ala

Ser
Ala
Arg

Leu
575

Pro
15

Ala
phe
val
Ala
Glu
95

val

Ala

Asn

Asn

Arg

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

Asp

Gly

val

)y
A5+



Ala
Thr
385
ser
ASp
Glu
Leu
val
465
val
Ala
.Va1
Phe
Glu
545

Pro

His

Asn

370

Glu

Leu

Gln

val

Phe

450

ASp

Arg

Gly

Phe

Pro

530

GIn

Glu

His

<210>
<211>
<212>

<213>
<220

>

Thr
Ser
Gly
Arg
Leu
435
val
val
Met
Glu
Leu
515
Lys
Leu
His

His

44

582
PRT
Artificial

Ser

Ala

Gly

Pro
420

Thr

ser

pPhe

Arg

Ile

500

Pro

Tyr

Gluy,

Pro

His
580

Thr

Asp

Thr

405

Ile

Asp

Ser

Pro

TYyr

485

Tyr

Gly

Asp

Glu

Ser

565

His

Gly
Thr
390
Leu
His

Pro

ser

Arg

Glu

His

Arg

Met

550

His

His
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375

Tyr
Leu
ASp
val
Ala
4?5
Gly
Glu
val

Arg

Asn

335

Cys

Ile

<223> Polipéptido CocE mutahte

Leu

Phe

Arg

Glu

440

val

Arg

Thr

Ala

Ile

520

ser

Thr

val

Tyr Asp Pro Ala

His

Asp

Ala

Leu

Ile

505

Met

Asn

Ala

Leu

Asn

410

Asp

Thr

Thr

Ile

val

490

ASp

val

Thr

val

Pro
570

395

Gly
val
Gly
ASp
Ala
475
Asn
Met
GIn
G}y
Asn

555

Ile

Asp
Leu
Thr
Phe
460
Leu
Pro

Leu

val

Arg

Ile

Pagina 105

Asp

Asn

Cys

val

445

Thr

Cys

Thr

Ala

ser

525

val

Ile

Lys

Pro
Gly
Tyr
430
ser
Ala
ASp
Leu
Thr
510
Ser
Ile
His

Arg

val
Pro

415

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

495

ser

ser

Ala

Arg

Leu
575

Gly Gly Thr Leu Ser ;25 Ser Ile Ser Gly

Pro
400

Ala

Thr

Arg

Leu

480

Glu

Asn

Asn

Arg

DN\



Ala

val

Phe

Glu

545

Pro

His

Gly Glu Ile
500

Phe Leu Pro
515

Pro Lys Tyr
530

GIn Leu Glu
Glu His

Pro

His His His
580

<210> 45

<211>
<212>
<213>

582
PRT

<220>
<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 45

ﬁet val Asp Gly gsn Tyr Ser val

Arg

Gly

val

ASp

65

Glu

Thr

Asp Gly val
20

Pro val
35

Pro
Phe Ala Trp
50

Gly Tyr Ala
Phe

Gly Glu

Leu Ser Irp

Tyr Glu Va1'A1a Ile Asp Met Leu Ala Thr Ser Asn
505 510 .

Gly His

Asp Arg

Glu Met
550

ser His
565

His His

Artificial

Arg Leu

val Leu

ser Thr

val val
70

val pPro
85

Ile Leu

SEQ_LIST_2nd_Revised_88800730_0078

Arg Ile Met
520

Asn ser Asn
535

Cys Thr Ala

Ile val Leu

Ala

Ala val Asp

25

Leu val
40

Arg

GIn Ser Thr
S5

Ile Gln Aép
His val

ASp

Glu GIn Ala
105

val GlIn
Thr Gly

val Asn
555

Pro Ile
570

sSer Asn
10

Leu Tyr
Asn Pro
Asn Trp

Thr Arg
75

Asp Glu
90

Trp Cys

val

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

AsSp

Pdgina 108

ser Ser Ser Asn
525

val Ile Ala Arg

Ile His Arg Gly

Lys Arg Leu Glu
9 575

Met val Pro Met

15

Pro Asp Ala Asp
30

Asp Lys

Phe Asp
45

Glu pPhe val Arg

phe Ala Ser
80

Leu

Asp Ala Glu Asp
95

Gly Asn val

Gly
110
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<223> polipéptido CocE mutante

<400> 46

Tet val Asp Gly .tsxsn Tyr Ser val

Arg

Gly

val

Asp

65

Glu

Thr

Met

Ser

AsSp

Glu

Ser

Ala

Ala

val
225

ASp
Pro
Phe
50

Gly

Gly

Leu

Phe ¢

Gly

Leu

Ala

Arg

Ala

Glu

210

val

Gly

val

35

Ala

Tyr

Glu

Ser

TYyr

tLeu

ser

Ile

195

GlIn

Asp

val
20

Pro
Trp
Ala
Phe
Trp
100
val

Gly

Arg

Leu

Pro

His

Arg

val

Ser

val

val

85

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

Leu

Pro

Leu

Leu

Thr

val

70

Pro

Leu

Tyr

Leu

Pro

150

Trp

Arg

Asp

Leu

Ala

Leu

GlIn

55

Ile

His

Glu

Leu

Lys

Trp

Ser

Pro

val

Gly

Asn

val

val
40

'Ser'

GIn

val

Gln

Tyr

Ala

Glu

Ala

200

Arg

Asp

Ala
ASp
25

Arg
Thr
Asp
ASp
Ala
105
val
Ile
Gly
Leu
AS

18

Gly

Leu

Glu

Ser

10

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp
90

Trp

Thr

Ala

Pro

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ser

AsSn
Tyr
Pro
Trp
5
ot
Cys
Gln

Pro

Ala
Ala

Pro

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Trp

Ser

140

Gly

Thre

ASp

ser

Trp

- 220

238

GlIn

Pagina 111

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

125

Met

Ala

Gly

Phe

val

205

val

Ser

val

ASp

30

Lys

pPhe

Phe

Ala

Asn

110

Ala

Ala

Leu

Leu

val

190

Thr

Ile

Ile

Pro
1S

Ala
Phe
val
Ala
Glu
95

val
Ala
Ser
Ser
Ile
175
Lys
Pro
Asp

ser

Met

Asp

Asp

Arg

Ser

80

ASp

Gly

val

Ala

val

160

Thr

Leu

Leu

Gln -

Leu
240

o



Ala Gly Glu Ile
500
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Tyr Glu val Ala Ile Asp Met Leu Ala Thr ser

505

val phe Leu Pro Gly His Arg 1le Met

515

520

Phe Pro Lys Tyr Asp Arg ggg ser

530

Glu GIn Leu Glu
545

Pro Glu His Pro

His His His His
580

<210> 47
<211> 582
<212> PRT

Glu Met Cys Thr

550

Ser His Ile val

565

His His

<213> Artificial

<220>

<223> Polipéptido CocE mutante

<400> 47.
?et val Asp Gly

Arg Asp Gly val
20
Gly pro val Pro,
35
val phe Ala Trp
50

Asp Gly Tyr Ala
65

Glu Gly Glu Phe

Thr Leu ser Trp
100

ésn Tyr Ser val

Arg Leu

val Leu

ser Thr

val val
70

val Pro
85

Ile Leu

Ala
Leu
Gln
55

Ile

His

val

val

40

Ser

Gln

val

Gln

ASn
Ala

Leu

Ala
ASp
25

Arg
Thr
Asp
Asp

Ala
105

val

Thr

val

Pro
570

ser

10

Leu

AsSn

Asn

Thr

ASp

90

Trp

Gln
Gly
Asn
555

Ile

Asn
Tyr
Pro
Trp
Arg
75

Glu

Cys

val

Gly

Arg

Ile

val

Arg

Tyr

Leu

60

Gly

Ala

Asp

Pagina 113

ser
525
val

Ile

Lys

Met

Pro

Asp

45

Glu

Leu

Asp

Gly

510

ser

Ile

His

Arg

val

ASp

30

Lys

Phe

Phe

Ala

Asn
110

Ser

Ala

Arg

Leu
575

Pro

15

Ala

Phe

val

Ala

Glu

95

val

Asn

Asn
>

Arg

Met

Asp

ASp

Arg

80

Asp

Gly

ser
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FIG. 5
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FIG. 29
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FIG. 30
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Escision 4-nitrofenilo
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Cocaina versus tiempo
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Sin calor
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Escision 4-nitrofenilo
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk

bears the seal/stamp of the county of New York

rdger
Certified
At New York, New York 6. the 14th day of July 2009

by Special Deputy Secretary of State, State of New York

No. NYC-10691666A

10.  Signature

James Bizzarri
Special Deputy Secretary of State

199



ThE  Wndersig LANDRY;
Joanne and-
thaXtanD!‘:‘NG

Boling:as Inventors

6f Colotian Patent Appfication. No, 09

010.539

Tied: ANTICOCAINE: GGMPOSITIGNSANB
TREATMENT

:COCAINE COMPOSITIONS AND:

TREATMENT

giior
Donald LANDRY

ngnalureaf Asslgnor

Sighature of Assignee

Los  Suscitos  Donald  LANDRY,
' MACDONALD ¥
 DENG,

ef calidad de hventonss:

& THE. TRUSTEES OF COLuMBIA
UNIVERSITY 1N THE GITY OF NEW YORK:

domiciifada -en 4.-1:2 LOW Memiorial Library,
] 4308

réot New York, NY- 10027,
EstqdosUhrda&deAmérk:a

ILos cedentes: y 8 cesiongde firman. ‘este
ddcimgnts.comd prueba; de su aceptation de
ta-easibn.

Dado y.fiimadp. & fos

i dias. del nes de
da: 200,

Firmaidel Cedsnte:
Dotald LANDRY

ShiXiah DENG

Fiima del.Cesionatis:




ve "

A

State of New York 7 1 8 6&3 . )'O,P

County of New York, {5

I, NORMAN GOODMAN, County Clerk and Clerk of the Supreme Court of the Shge ~'ofl '
New York, in and for the County of New York, a Courr of Record, having by law a seal, ;
DO HEREBY (BRJLFY pursuant t%xccudve Law of the State of New York, that

77B .é'tﬂ “ Y

whase name fs subscribed to the annexed affidavie, deposition, cectiicate of scknowledgment ot proof, was at the

time of taking the same.a NOTARY PUBLIC in and for the State of New York duly commissioned, swotn and

qualified to act us such; ¢hat pursuent to Jaw, a commission or 2 certficate of his c%cinl character, with his

autograph signaturc has been fled in my office; that st the me of teking such proof, acknowledgment or oach, he

was duly authorized to take the same; that 1 am well acquainted with the handwriring of such NéTARY PUBLIC

fr bﬁvc “;rmmd the signature on the ennexed instrument wich his autograph signatuve deposited in my office, and
beHeve that such sfgnature {s genuine.

IN WITNESS WHEREQF, 1 have hereunts set my hand affixed my oficlal seal this

JUL.1.3 72009 %
FEE PAID $3.00
. ' CAA_

County Clerk and Clerk of /‘e Supreme Court, New York County
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: TRUSTEES QF COLUMBIA
RSITY N THE 6 NE
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69 Casitn o= S vepresentante,,
and thet e fatic) éﬁwho grants fo-preserd  Notario-Pibheo-{selio)

2 i Btiv. ,
N € [T _
Notary Public State nf New York CERTE NOFARIAL

Moy Pﬁf %’?ﬂ New York Co 2(? PERSONA NATURAL.
nn Exp
Hoy de-. de- |
mmamdd(emn) ante il
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para. Tos fines: ¥: propés
o tos\
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Emeﬁa‘%‘fg"zgv g. . LEGAPACIONPORAPOSTIUA ESREQUERIDA,

CERTIFICADO NOTARIAL. {SBCIEDAD)
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A THE
TRUSTEES OF COLUMBIA UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK,
firmado por los cedentes y el cesionario.

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento pliblico
2. ha sido firmado por NORMAN GOODMAN
3. actuando en capacidad de SECRETARIO DEL. CONDADO
4. lleva el sello/timbre de EL CONDADO DE NEW YORK

CERTIFICADO

en New York, New York
a los 14 dias del mes de julio de 2009
por el Secretario Especial Delegado del Estado, Estado de New York

No. NYC-10691666A

Selloftimbre

© ©® N @ O

10. Firma

(firma

James Bizzarri
Secretario Especial Delegado del Estado

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLOC DEL ESTADQ DE NEW YORK




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

VILMA C. LUCIANO

Notario Publico, Estado de New York

No. 01LU6107425

Titulado en el Condado de New York

Mi comisién vence el 29 de marzo de 2012

No. 718643

Estado de New York
Condado de New York

Yo, NORMAN GOODMAN, Secretario del Condado y Secretario de la
Suprema Corte del Estado de New York, en y para el Condado de New York,
un Tribunal de Registro teniendo por ley un sello,

POR LA PRESENTE CERTIFICO que, de conformidad con la Ley
Ejecutiva del Estado de New York,

VILMA C. LUCIANO

cuyo nombre se suscribe a la declaracién juramentada, declaracién
extrajuicio, certificado de reconocimiento o prueba anexa, era un NOTARIO
PUBLICO al momento de tomar el mismo en y para el Estado de New York
debidamente comisionado, habia tomado juramento y estaba titulado ‘para
actuar como tal; que de conformidad con la ley, se ha presentade en mi
oficina una comision o un certificado de su caracter oficial con su firma; que
al momento de tomar dicha prueba, reconocimiento o juramento, &!' fue
debidamente autorizado para tomar el mismo; que conozco bien la letra de
dicho NOTARIO PUBLICO o he comparado la firma sobre el instrumento
anexo con su firma autografiada depositada en mi oficina y creo que dicha
firma es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello oficial este,

13 de julio de 2009

(firma)
Secretario del Condado y Secretario de la Suprema Corte, Condado de New
York.




Apogtille

(Convention de La Haye du § Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk

bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 8. the 14th day of July 2009

by Special Deputy Secretary of State, State of New York

No. NYC-10691668A

10.  Signature

S

James Bizzarri
Special Deputy Secretary of State

04135695.RSL ( REV: 2/6/96)
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DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT
The

Joanne
Shi-Xian DENG,

Undersigned  Donald
MACDONALD

LANDRY,
and

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in 29 Claremont Avenus,
Apartment 2-South, New York, NY 10027, us;
145 Seaman Avenue, Apt. 3G, New York, NY
10034, US; 34 Odgen Avenue, White Plains,
NY 10805, US; respectively,

hereby declare that assign all rights of
ownership as well as all rights and privileges
refating thereto without exception over the
following patent application in Colombia No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

o THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

domiciled In 412 Low Library, Mail Code 4308
535 West 116th Street New York, NY 10027,
United States of America.

The assignors and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment.

Given and signed on the 3 day of OIAJj
of 2009

Signature of Assignor
Donald LANDRY

{ 7( Signature of Assignor

Joanne MACDONALD

Signature of Assignor
Shi-Xian DENG

shixmllesy

Sidnature 6f Assignee

DOCUMENTO DE TRASPASO DE

rosmusro e Colonmbic,

SOLICITUD DE PATENTE
CESION
Los Suscritos Donaid LANDRY,
Joanne MACDONALD y
Shi-Xian DENG,

en calidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.831

Titulada: COMPOSICIONES ANT-COCAINA
Y TRATAMIENTO

con domiciio en 29 Claremont Avenue,
Apartment 2-South, New York, NY 10027,
Estados Unidos de América; 145 Seanjan
Avenue, Apt, 3G, New York, NY 10034,
Estados Unidos de América; 34 Odgen
Avenue, White Plains, NY 10605, Estados
Unidos de América; respectivamente,

declaran por sl presente documento que ce?de
todos los derechos de propiedad- que les
correspandan, asf como las prerogativas, sin
excepcidn alguna, sobre la siguiente solicitud
de patente en Colombia No. 09 010,531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

a THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

domiciliada en 412 Low Library, Mail Cede
4308

535 West 116th Street New York, NY 10027,
Estados Unidos de América.

Los cedentes y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptacion de
la cesién.

Dado y firmado a los
de 200 _

dias del mes de

Firma del Cedente

Donald LANDRY

Fimna del Cedente
Joanne MACDONALD

Firma del Cedente
Shi-Xian DENG

Firma det Cesionario




g

State of New York .
~ County of New York, { %
1, NORMAN GCODMAN, Coun

New York, In and for the County of New York, o , having by law a seal,
DO HEREBY CEP?‘,& pursuant to the w of the State of New York, that

XaLs ?‘mﬁo

whose name Is subscribed to the annexed n@av(t. élposnion‘ fHificate of acknowledgment or proof, wos st the
time of taking the same 8 NOTARY PUBLIZ tn and tor the St of New York duly commissicned, sworn and
qualificd to act as suchy that pursuaut to law, & coramaisston of 8 certficate of his official character, with his
autograph stgnature has been filed n my office; that at the time of taking euch proof, ncknowledyment or oath, he
was duly nuthorized to take the same; that 1 am well acquainted with the handwriting of such NOTARY PUBLIC
or have compared the signature on the anpexed instrument with his autograph signatuce deposited in my office, and
[ belleve that such signature is genuine.

IN WITNESS WHEREOF, 1 have hercunto st sy hand affixed my oficial seal this

County Clerk and Clerk of phe Supreme Court, New York County

"PEE PAID $3.00




NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATIO N)

On this
personally appeared

day of of
by

efore me

to me- known, and known to me to be the
person who signed the foregoing instrument
who being by me duly swom did depose and
say that he (she) is the

of THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

Which is legally constituted for a term not yet
expired, that deponent is authorized by said.
Company to confer this Assignment document;
that the seal affixed heraunto by the deponent
in the hame and on behalf of said Corporation
15 the - corporate seal thereof and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purmpose of
company.,

The undersignad Notary Public attests that he
has seen the documents that prove the
existence of the company.

State of

under date of

and that he (she) who grants the prosent
Assigniment document is its Representative,

Notary Public (Seal)

ontis §  dayof 1 207
pe‘@nally appeared L%fore
)

who i;%re) ;n;wn'toé\Yne and

executed the foregoing documer® and he
(they) declared he (they) grant(s) the document
for the useg and 1 purposes therein expressed.

CRAIG ZRALY
Public State Of New

No. 01zR
ubiified 6038118

Nota

oz vesp . _Colomdia,

Hoy de’ ‘
personalmente comparecié ante mf

4 quien conozco, y de quien me consta que
firmé el anterior documento, debidaments
Juramentado dedard y dijo que él es

de THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

Sociedad legalmente constituida dara un
periodo de duracitn que adn no ha terminado;
que el declaranta esta autorizado por dicha
compafiia para conferir este documento de
Cesién, que el sello estampado por 8l al pte
de tal Cesién, en nombre y representacién de
la expresada compariia, es el sello dficial de
ella; y que el objeto para el cua! se ‘confiers
este instnumento estd comprendido dentro de!
de fa sociedad.

E! suscrito Notario hace constar que tuvo a la
vista las pruebas de la existencia de la
sociedad.

Estado de
con facha

y que quien confiere el presente docuniento
de Cesidnies su reprasentante,

Notario Publico (selio)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL.

Hoy de de

comparécid{eron) ante mi

aquien (es) conozco y me consta qua‘es(_son)

la(s) persona(s) firmiante(s) del documento
que precede y quienfes) dedlara(n) que
otorgan el mismo para los fines y propdsitos
que en &1 se expresan.

Notario Publico (sello)

T%ZAC!ON POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

n New York Coy;

LEGALIZATION BY A'?&mssm@qn@s March 6, 2010

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)




TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A THE

TRUSTEES OF COLUMBIA UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK,
firmado por los cedentes y el cesionario.

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

- 1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento pUblico
2. ha sido firmado por NORMAN GOODMAN
3. actuando en capacidad de SECRETARIO DEL CONDADO
4. lleva el sello/timbre de EL CONDADO DE NEW YORK

CERTIFICADO

en New York, New York
alos 14 dias def mes de julio de 2009

por el Secretario Especial Delegado del Estado, Estado de New York
No. NYC-10691668A

Sello/timbre

© ® N o o

10. Firma

(firma)

James Bizzarri

Secretario Especial Delegado del Estado

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW YORK




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

CRAIG ZRALY

Notario Publico, Estado de New York

No. 01ZR6038118

Titufado en el Condado de New York

Mi comisién vence el 6 de marzo de 2010

No. 719139

Estado de New York
Condado de New York

Yo, NORMAN GOODMAN, Secretario del Condado y Secretario de la
Suprema Corte del Estado de New York, en y para el Condado de New York,
un Tribunal de Registro teniendo por ley un sello,

POR LA PRESENTE CERTIFICO que, de conformidad con la Ley
Ejecutiva del Estado de New York,

CRAIG ZRALY

cuyo nombre se suscribe a la declaracidn juramentada, declaracién
extrajuicio, certificado de reconocimiento o prueba anexa, era un NOTARIO
PUBLICO al momento de tomar el mismo en y para el Estado de New York
debidamente comisionado, habia tomado juramento y estaba titulado para
actuar como tal; que de conformidad con Ia ley, se ha presentado en mi
oficina una comision o un certificado de su caracter oficial con su firma; que
al momento de tomar dicha prueba, reconocimiento o juramento, él fue
debidamente autorizado para tomar el mismo; que conozco bien la letra de
dicho NOTARIO PUBLICO o he comparado la firma sobre el instrumento

anexo con su firma autografiada depositada en mi oficina y1 creo que dicha

firma es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello oficial este,

14 de julio de 2009

(firma)
Secretario del Condado y Secretario de la Suprema Corte, Condado de New
York.




Apostille

(Convention de La Haye du § Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk

bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 6. the 14th day of July 2009
by Special Deputy Secretary of State, State of New York -
No. NYC-10691667A

Seal/Stamp 10.  Signature

e

James Bizzarri
Special Deputy Secretary of State

0l



10 BR Uswp rr__Colombio

DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The  Undersigned Donald LANDRY,
Joanne MACDONALD and
Shi-Xian DENG,

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 08
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domiclle In 29 Claremont Avenue,
Apartment 2-Sauth, New York, NY 10027, US;
145 Seaman Avenue, Apt. 3G, New York, NY
10034, US; 34 Odgen Avenue, White Plains,
NY 10605, US; respectively,

hereby declare that assign all rights of
ownership as well as all rights and privileges
relating thereto without exception over the
following patent application in Colombia No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

domiciled in 412 Low Library, Mail Code 4308
535 Waest 116th Street New York, NY 10027,
United States of America.

The assignors and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment.

Given and signed on the g(/}:y of 7\,
ofzoo%

Signature of Assignar
Donald LANDRY

SOLICITUD DE PATENTE
CESION
Los Suscritos Donald LANDRY,
Joanne MACDONALD y
Shi-Xian DENG,

en calidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

con domicilio en 29 Clarembnt Avenue,
Apariment 2-South, New York, NY 10027,
Estados Unidos de América; 145 Seaman
Avenue, Apt. 3G, New York, NY 10034,
Estados Unidos de América; 34 Odgen
Avenue, White Plains, NY 10805, Estados
Unidos de América; respectivamente,

declaran por el presente documehto que cede
todos los derechos de propiedad que les
correspondan, asf como las premogativas, sin
excepcidn aiguna, sobre la siguiente solicitud
de patente en Colombia No. 09 010.531

Titulada; COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

& THE TRUSTEES OF ‘COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CiTY OF NEW YORK

domidiiada en 412 Low Library, Mail Cods
4308

535 Waest 116th Street New York, NY 10027,
Estados Unidos de América.

Los cedentss y el cesionario firman este
documento como prueba ds su aceplacion de
la cesién,

Dado y firmado a los
de 200_

dias del mes de

Firma del Cedente
Donald LANDRY

Firma del Cedente

Signature of Assignor Joanne MACDONALD
Jo Joanne MACDONALD
A%aygem' Seam Firma de! Cedente
Colyr Generg ¢ Ph.b,  signature of Assignor Shi-Xian DENG
Mbig U"’verio;,;"”’ Shi-Xian DENG

Firma del Ceslonerio
Sig




Ayt

County of New York,

" FEE PAID $3.00

State of New York }

_______ 719138 P

etk and Clerk of the Supreme Court of the State of
.8 Court of Record, having by law a seal,
TIFY pugsuant to the Executjve Law of the State of New York, that

L. NORMAN GOOD
New York, in and for the County o
DO HEREBY C

whose name {s subscribed to the anne nﬁd-“c. depositigfh] certificate of acknowledgment or proof, was st the
time of raking the same 4 NOTARY PUBLIC in and for th&"State of New York duly commissioned, swormn and
qualified to act as such; that pursuant to law, a commission or a cerrificate of his cHclal character, .with, his
sutograph signature has been filed in my office; chat at the time of taking such proof, acknowledgment or oeth, he
wog duly authorized to take the same; that 1 am well acquainted with the handwriting of such NOTARY PUBLIC
ot bave compared the signature on che annexed instrument with his autograph signature deposiced in my office, and
1 beHeve that such signature is genulne,

IN WITNESS WHERECF, 1 have hercunto set my hand afiixed my oficlal seal this

County Clerk and Clerk of /‘c Supreme Court, Newo York Cokinly

Q)



NOTARIAL CERTIFICATE (COR PORATION)

Cn this ?’J{’\ day of

personally appeared before

to me: ., and “known’to me to be the
person who signed the foregoing instrument
who being by me duly sworn did depose and
say that he (she) is the

of THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

Which is legally constituted for a term not yet

expired, that en orized by said
Company i nt document
that the : deponent
in the of said Lomoration

purposa for which this instrument is granted is
inctuded within the corporate purpose  of
company.

The uridersigned Notary Public attests that he
has seen the documents that pave the
existenice of the company.

State of A/W J((l(k
under date of ‘:\"‘J"\/ 9' %07

and that he (she) whe

grants the present
Assignment ment is, '

Rep!

% of U

OB UMD oy (lom b 4

Hoy de
psrsonalmente comparecié ante mf

'@ quien conozco, y de quien me consta que
fimé el anterior documento, debidarente
juramentado declaré y dijo que &l es

de THE TRUSTEES OF COLUMBIA
UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK

Sociedad legalmente constituida para un
periodo de duracién que adn no ha teminado:
que el declarante estd autorizado por dicha
compafiia para conferir este documento de
Cesibn; que el sallo estampado por &l al pie
de tal Cesi6n, en nombre y representacién de
la expresada compafifa, es el sallol oficial de
ella; y que el objeto para el cual se confiere
este instrumento est4 comprendido dentro del
de fa sociedad, '

El suscritd Notario hace constar que tuvg a la
vista las .prusbas de la existendia de la
sociedad.

Estado de:
con fecha

Y que quién confiere:al presente. documento
de Ceslon es su representante.

Notario Publico (sello) -

~ CRAIG ZRALY CERTIFICADO NOTARIAL
Notary Public (Seal ota :g%’:zs%‘gs%fggw Yok PERSONA NATURAL |
Qualified.in New York Cou
NOTARIAL CERTTESHE Expites March 6, 2010
NATURAL PERSON Hoy; de de .
comparacié(eron) ante mi
On this: day of of

persondlly appeared before me

who is(are) known to me and who | attest
exscuted the foregoing document and he
(they) declared he (they) grant(s) the dacument
for the uses and purposes therein-expressed.

Notary Public (Seal)

LEGALZATION BY APQOSTILLE IS REQUIRED.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) :

a quien (@s) conozeo y me consta que es(son)
la(s) persona(s) firmante(s) dél documjenlo
que - precede y quien(es) declara(n) que
otorgan el mismo para los fines.y propéstos
que en él se expresan,

Notario Piblico (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.
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TRADUCCION AL ESPANOL DEL DOCUMENTO DE CESION A THE
TRUSTEES OF COLUMBIA UNIVERSITY IN THE CITY OF NEW YORK,
firmado por los cedentes y el cesionario.

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento pablico
2. hasido firmado por NORMAN GOODMAN
3. actuando en capacidad de SECRETARIO DEL CONDADO
4. lleva el sello/timbre de EL CONDADO DE NEW YORK

CERTIFICADO

en New York, New York

a los 14 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario Especial Delegado del Estado, Estado de New York
No. NYC-10691667A

Selioftimbre

© ® N o o

10. Firma

(firma)

James Bizzarri

Secretario Especial Delegado del Estado

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE NEW YORK




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

CRAIG ZRALY

Notario PUblico, Estado de New York

No. 01ZR6038118

Titulado en el Condado de New York .

Mi comision vence el 6 de marzo de 2010

No. 719138

Estado de New York
Condado de New York

Yo, NORMAN GOODMAN, Secretario del Condado y Secretario de la
Suprema Corte del Estado de New York, en y para el Condado de New York,
un Tribunal de Registro teniendo por ley un sello, ;

POR LA PRESENTE CERTIFICO que, de conformidad con la Ley
Ejecutiva del Estado de New York, :

CRAIG ZRALY

cuyo nombre se suscribe a la declaracion juramentada, degclaracion
extrajuicio, certificado de reconocimiento o prueba anexa, era un NOTARIO
PUBLICO al momento de tomar el mismo en y para el Estado de Ngw York
debidamente comisionado, habia tomado juramento y estaba titulado para
actuar como tal, que de conformidad con la ley, se ha presentado en mi
oficina una comisién o un certificado de su caracter oficial con su firma; que
al momento de tomar dicha prueba, reconocimients o juramento, él fue
debidamente autorizado para tomar el mismo; que conozco bien la'letra de
dicho NOTARIO PUBLICO o he comparado la firma sobre el instrumento
anexo con su firma autografiada depositada en mi oficina y creo que dicha
firma es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello oficial este,

14 de julio de 2009

(firma)
Secretario del Condado y Secretario de la Suprema Corte, Condadol de New
York.




Trey Grayson
SECRETARY OF STATE

For usc in the country of: Colombia

L

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by Getha Helfenberger

acting in the capacity of Deputy County Clerk

Fayette County

Commonwealth of Kentucky

bears the scal/stamp of _Getha Helfenberger

Deputy County Clerk

Commonwealth of Kentucky

CERTIFIED

at _Frapkfort, Kentucky 6..the _9th day of July, 2009

by Secretary of State, Commonwealth of Kentucky

No.__46357.82660.24687.67782

10. Signature:

‘77-.,6%.

Trey Grayson
Secretary of State
Commonwealth of Kentucky




s )

DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF .
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned Chang-Guo ZHAN and
Daquan GAO,

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS
AND TREATMENT

with domicile in 2193 Allegheny Way,
Lexington, KY 40523, US; 3929 Stonyrun Drive,
Louisville, KY 40220, US respectively,

hereby declare that assign all rights of
ownership as well as all rights and privileges
relating thereto without exception over the

following patent application in Colombia No. 09
010.531

Titled:  ANTI-COCAINE  COMPOSITIONS
AND TREATMENT

to UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciled in 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40506, United States of
America..

The assignors and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment,

Given and signed on the /&Qday of jm

of 2003

Signature of Assignor
Chang-Guo ZHAN

Signature of Assignor
Daguan GAQ

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

CESION

Los  Suscritos
Daquan GAO,

Chang-Guo ZHAN y

en calidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

con domicilio en 2193 Allegheny Way,
Lexington, KY 40523, Estados Unidos de
América; 3929 Stonyrun Drive, Louisville, KY
40220, Estados Unides de América;
respectivamente,

declaran por el presente documento que cede
todos los derechos dé propiedad que les
correspondan, asi coma las prerrogativas, sin
excepcion alguna, sobre la siguiente solicitud
de patente en Colombia Na. 09 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

a UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciiiada 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40506, Estados Unidos de
América,

Los cedentes y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptaciéon de
la cesidn,

Dado y firmado a los
de 200_

dias del mes de
Firma del Cedente
Chang-Guo ZHAN

Firma del Cedente
Daquan GAO




STATE OF KENTUCKY

COUNTY OF FAYETTE

Pursuant to KRS 423,020, I DONALD W. BLEVINS JR, Clerk of the County of

Fayette for the state of Kentucky, the same being a Court of Record,
DC HEREBY CERTIFY THAT:

THE NOTARY COMMISSION OF TANYA G FLOYD, RECORDED IN NOTARY
BOOK 0114, PAGE 0247 WILL EXPIRE ON 04/27/2013

Whose name is subscribed to the certificate of the proof or
acknowledgement of the annexed instrument and thereon written was,

at the time of taking such proof or acknowledgement, a Notary Public
in and for said County of Fayette, dwelling in the City of Lexington,
commissioned, sworn, and duly authorized to take same. And, further,
that I am well acquainted with the handwriting of such Notary and
verily believe that the gsignature to said certificate or proof or
acknowledgement is genuine,

IN TESTIMONY WHEREOF, I have hereunto set my hand and affixed the
seal of the said Court and County, this 08 day of July, 2009.

Clerk, Fayette County Court

DEPY}Y PURSUANT

TO KRS 61.035




* NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this day of of
personally appeared before me

to me known, and known to me to be the

person who signed the foregoing instrument
who being by me duly sworn did depose and
say that he (she) is the

of UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION '

Which is legally constituted for a term not yet
expired, that deponent is authorized by said
Company to confer this Assignment document:
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 purpose of
company.

The undersigned Notary Public attests that he
has seen the documents that prove the
existence of the company.

State of
under date of

and that he (she) who grants the present
Assignment document is its Representative.

Notary Public (Seal)

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

onthis 18 dayof Jume of

personally appeared before me

- & Zhan

who is(are) known to me and who | attest
executed the foregoing document and he
(they) declared he (they) grant(s) the document
for. 18’ Uses and purposes therein expressed.

<%, 201

- LEGALIZATION BY APOSTILLE IS REQUIRED,

Hoy de de
personalmente compareci6 ante mi

a quien conozco, y de quien me consta que
fimé el anterior documgnto, debidamente
juramentado declaré y dijo que él es

de UNIVERSITY QF
RESEARCH FOUNDATION

KENTUCKY

Sociedad legalmente constituida para un
periodo de duracion que ati no ha terminado;
que el declarante esta autorizado por dicha
compafila para conferir este documento de
Cesion; que el ssllo estampado por él al pie
de tal Cesi6n, en nombre y representacion de
la expresada compafifa, es el sello oficial de
ella; y que el objeto para el cual se confiere
este instrumento est4 comprendido dentro del
de la sociedad. ‘

El suscrito Notanio hace constar que tuvo a la
vista las pruebas de la existencia de la
sociedad.

Estado de

con fecha FEERE

Y que quien confiere el presente dotumenito
de Cesidn es su representane.

Notario Pablico (sello)

CERTIFICADQ NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de
comparecit(eron) ante mi

a quien (es) conozco y me consta que es(son)

la(s) persona(s) firmante(s) del documento
que precede y quien(es) declara(n) que
otorgan el mismo para los fines y propdsitos
que en él se expresan.

Notario Publico (sello)

v -
: “m LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.




TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a
UNIVERSITY OF KENTUCKY REASEARCH FOUNDATION, firmado por el
cedente y el cesionario.

ESTADO DE KENTUCKY
TREY GRAYSON
SECRETARIO DE ESTADO

Para uso en: Colombia
APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por GETHA HELFENBERGER

3. actuando en capacidad de SECRETARIO DELEGADO DEL
CONDADO, CONDADO DE FAYETTE, ESTADO DE KENTUCKY

4. lleva el sellofimbre de GETHA HELFENBERGER, SECRETARIO
DELEGADQ DEL CONDADQ, ESTADQ DE KENTUCKY

CERTIFICADO

5. en Frankfort, Kentucky
6. alos 9 dias del mes de julio de 2008
7. por el Secretario de Estado, Estado Kentucky
8. No. 46357.82660.24687.67782
9. SelloAimbre
10. Firma
{firma)

Trey Grayson
Secretario de Estado

Estado de Kentucky
Lleva un sello que dice:

ESTADO DE KENTUCKY




Estado de Kentucky
Condado de Fayette

De conformidad con KRS 423.020, yo DONALD W. BLEVINS JR, Secretario
del Condado de Fayette para el Estado de Kentucky, siendo el mismo un
Tribunal de Registro,

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE,

La comisién notarial de TANYA G. FLOYD, registrada en el libro notario
0114, pagina 0247, expira el 27 de abril de 2013,

cuyo nombre se suscribe al certificado de prueba o reconocimiento del
instrumento anexo y escrita al respecto, era un Notario Publico al momento
de tomar dicha prueba o reconocimiento en vy para dicho Condado de
Fayette, residente en la ciudad de Lexington, comisionado, habia tomado
juramento y estaba debidamente autorizado para tomar el mismo. Y,
ademas, tengo pleno conocimiento de la letra de dicho Notario y creo

verdaderamente que la firma de dicho certificado o prueba o reconocimiento
es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello de dicho Tribunal y Condado este 8 de julio de 2009.

(firma)
Secretario, Tribunal del Condado de Fayette

(firma)
Por su Delegado Legal de conformidad con KRS 61.035

Hay un sello seco que dice:

SECRETARIC DEL CONDADO DE FAYETTE
KENTUCKY




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello seco que dice:
TANYA G. FLOYD
NOTARIO PUBLICO GENERAL DEL ESTADO

Hay un sello seco que dice:

SECRETARIO DEL CONDADO DE FAYETTE
KENTUCKY

——



Trey Grayson
SECRETARY OF STATE

For use in the country of: Colombia

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. hasbeen signed by Getha Helfenberger

3. acting in the capacily of Deputy County Clerk

Fayette County

Commonwealth of Kentucky

4.  bears the seal/stamp of _Getha Helfenberger

Deputy County Clerk

Commonwealth of Kentucky

CERTIFIED

5. at_Frankfort, Kentucky 6. the __9th day of July, 2009

7. by___ Secretary of State, Commonwealth of Kentucky

46357.82660.24687,67781

10. Signature:

‘1716%.

Trey Grayson
Secretary of State
Commonwealth of Kentucky

e e e e e




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned Chang-Guo ZHAN and
Daquan GAO, .

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile In 2193 Allegheny Way,
Lexington, KY 40523, US; 3929 Stonyrun Drive,
Louisville, KY 40220, US respectively,

hereby declare that assign all rights of
ownership as wefl as all rights and privileges
relating thereto without exception over the
following patent application in Colombia No. 09
010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciled in 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40508, United States of
America,

The assignors and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment.

Given and signed 4n the day of
of 200_

Signature of Assignor
Chang-Guo ZHAN

Signature of Assignor
Daquan GAO

Signatyre of Assignee
Ofé,m.,/ Y77

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
‘SOLICITUD DE PATENTE

CESION

Los Suscritos Chang-Guo 2ZHAN y
Daquan GAO,

en calidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

con domicilio en 2193 Allegheny Way,
Lexington, KY 40523, Estados Unidos de
América; 3929 Stonyrun Drive, Louisville, KY
40220, Estados Unidos de! Amérnca:
respectivamente,

declaran por el presente documento que cede
todos los, derechos de propiedad: que lles
correspondan, asi como las prerrogativas, sin
excepcion alguna, sobrre la siguiente solicitud
de patente en Colombia No. 09 01,531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

a UNIVERSITY OFIKENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciliada 144 ASTeCC Building
Lexington, KY 40506, Estados Unidos de
América.

Los cedentes y el cesionario fiman este
documento como prueba de su aceptacién de
la ceslén.

Dado y firmado a los dias del mes de
de 200_

Firma del Cedente
Chang-Guo ZHAN

Firma del:Cedente
Daquan GAO

Firma del Cesionario



STATE OF KENTUCKY
COUNTY OF FAYETTE

Pursuant to KRS 423.020, I DONALD W. BLEVINS JR, Clerk of the County of
Fayette for the state of Kentucky, the same being a Court of Record,
DO HEREBY CERTIFY THAT:

THE NOTARY COMMISSION OF TANYA G FLOYD, RECORDED IN NOTARY
BOOK 0114, PAGE 0247 WILL EXPIRE ON 04/27/2013

Whose name is subscribed to the certificate of the proof or
acknowledgement of the annexed instrument and thereon written was,
at the time of taking such proof or acknowledgement, a :Notary Public
in and for said County of Fayette, dwelling in the City of Lexington,
commissioned, sworn, and duly authorized to take same. And, further,
that I am well acquainted with the handwriting of such Notary and|
verily believe that the signature to said certificate or proof or:
acknowledgement is genuine.

IN TESTIMONY .WHEREOF, I have hereunto set my hand and afflixed the:
seal of the said Court and County, this 08 day of July, 2009. L




NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this Z5%h day of J.(,Lne of
personally appearéd before me

Loonard E. Hellet

to me known, and known to me to be the
person who signed the foregoing instrument
who being by me duly sworn did depose and
say that he (she) isthe Vice President of

Commercialization and Economic Development

of UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

Which 1s legally constituted for a term not yet
expired, that depanent is authorized by said
Company to confer this Assignment document;
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 tthis. Instrument is granted is
included within. the corporate purpose of
company.

The undersigned Notary Public attests that he
has seen the documents that prove the
existence of the company.

Stateof Kentuck
under date of (/2 57109
] A
\épa thatwhé (she) who grants the present
FAS cument is its Representative.

-
v

On this day of of
personally appeared before me

who is(ara) known to me and who | attest
executed the foregoing documsent and he
(they) declared he (they) grant(s) the document
for the uses and purposes therein expressed.

Notary Public (Seal)

LEGALIZATION BY APOSTILLE 1S REQUIRED.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmente comparecié ante mi

a quien conozco, y' de quien me consta que
firm6. el anterior documenta, debidamente
Juramentado declard y dijo que &l es

de  UNIVERSITY OF KENTUCKY
RESEARCH FOUNDATION

Sociedad legalmente constituida para un
periodo de duracién que aun no ha terminado;
que el declarante esta autorizado- por dicha
compafifa para conferir este documento de

Ceslién; que el sello estampado pdr é! al ple

de tal Cesion, en ngmbre y representacion de
la expresada compafila, es el sello oficial de
ella; y que el objetd para el cual se confiere
este instrumento estd comprendidoidentro del
de la sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo g 1a

vista ‘las pruebas :de la existencia de la'
sociedad. N

Estado de

con fecha R

y que quien confiere €l presente documento
de Cesion es su representante.

Notario Publico (sello)

CERTIFICADO NOTARIAL:
PERSONA NATURAL

e

Hoy de de:
comparecié{eron) ante ml

a quien (es) conozco'y ime consla que es(son)
la(s)! persona(s) firmante(s) de! documento
que precede y quien(es) declara(h) que
otorgan el!mismo para’ los fines y ipropositos
que en él se expresan.

Notario Piblico (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

(
/LDCF



TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a

UNIVERSITY OF KENTUCKY REASEARCH FOUNDATION, firmado por el
cedente y el cesionario.

ESTADO DE KENTUCKY
TREY GRAYSON
SECRETARIO DE ESTADO

Para uso:en: Colombia

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

1. Rais: Estados Unidos de América
Este documento p(blico

2. ha sido firmado por GETHA HELFENBERGER: ‘

3. actuando en capacidad de SECRETARIO DELEGADO DEL
CONDADO, CONDADO DE FAYETTE, ESTADO DE KENTUCKY

4. lleva el selioftimbre de GETHA HELFENBERGER, SECRETARIO
DELEGADO DEL CONDADO, ESTADO DE KENTUCKY

CERTIFICADO

5. en Frankfort, Kentucky
6. alos 9 dias del mes de julio de 2009
7. por el Secretario de Estado. Estado Kentucky
8. No. 46357.82660.24687.67781
9. Selloftimbre
10. Firma
(firma

Trey Grayson
Secretario de Estado
Estado de Kentucky |
Lleva un sello que dice:
ESTADO DE KENTUCKY



Estado de Kentucky
Condado de Fayette

De conformidad con KRS 423.020, yo DONALD W. BLEVINS JR, Secretario
del Condado de Fayette para el Estado de Kenticky, siendo el mismo un
Tribunal de Registro,

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE,

La comisién notarial de TANYA G. FLOYD, registrada en el libro notario
0114, pagina 0247, expira el 27 de abril de 2013,

cuyo nombre se suscribe al certificado de prueba o reconociriento del
instrumento anexo y escrita al respecto, era un Notario Publico all momento
de tomar dicha prueba o reconocimiento en y para dicho Condado de
Fayette; residente en la ciudad de Lexington, comisionado, habla tomado
juramento y estaba debidamente autorizado para tomar el mismo. Y,
ademas, tengo pleno conocimiento de la letra de: dicho Notario y creo
verdadeéramente que la firma de dicho certificado o prueba o reconocimiento
es genuina.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello de dicho Tribunal y Condado este 8 de julio de 2009.

(firma)

Secretario, Tribunal del Condado de Fayette

(firma)
Por su Delegado Legal de conformidad con KRS 61.035

Hay un sello seco que dice:

SECRETARIO DEL CONDADO DE FAYETTE!
KENTUCKY



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay unselio seco que dice:
TANYA: G. FLOYD
NOTARIO PUBLICC GENERAL DEL ESTADO

Hay otro sello seco que dice:

SECRETARIO DEL CONDADO DE FAYETTE
KENTUCKY




Trey Grayson
SECRETARY OF STATE

For use in the country of: Colombia

APOSTILLE
(Convention de La Haye du S octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. hasbeen signed by Denpise Sullivan

3. acting in the capacity of Deputy County Clerk

Jefferson County

Commonwealth of Kentucky

4. bears the scal/stamp of _Denise Sullivan

_Deputy County Clerk

Commonwealth of Kentucky

CERTIFIED

5. at _Frankfort, Kentucky 6. the __9th day of Tuly, 2009

7. by___ Secretary of State, Commonwealth of Kentucky

8. No.__46357.82660,24686.67780

10. Signature;

Tabry-

Trey Grayson U
Secretary of State
Commonwealth of Kentucky

W



fiblic'of said:Conimoiiwealth
nd-authorized by Taws-of said

and pther instruments in
mmoowealthi:County, and

VSN NI OHLN




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION ’

ASSIGNMENT

The Undersigned Chang-Guo ZHAN and
Daquan GAO,

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09
010.531

Tited:  ANTI-COCAINE COMPOSITIONS
AND TREATMENT

with domiciie in 2193 Allegheny  Way,
Lexington, KY 40513, US; 3920 Stonyrun Drive,
Louisville, KY 40220, US respectivaly,

hereby declare that assign all rights of
ownership as well as all rights and privileges
relating thereto without exception aver the
following patent application in Colombia No. 09
010.531

Tiled:  ANTI-COCAINE  COMPOSITIONS
AND TREATMENT

to UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciled in 144 ASTeCC Building

Lexington, KY 40506, United States of
America.

The assignors and the assignes sign this
document as proof of their accsptance of the
assignment.

Given and signed on the day of
of 200_

Signature of Agsignor
Chang-Guo ZHAN

Signature of Assignor
Daquan GAO

O?Quam
SI:gir?anJre f Assignee GM

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

CESION

Los Suscrites Chang-Guo ZHAN y
Daquan GAO,

en calidad de Inventores

de la solichiud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

con domicilio en 2183 Allegheny Way,
Lexington, KY 40513, Estados Unidos do
América; 3829 Stonyrun Drive, Loulsvite, KY
40220, Estados Unidos de América;
respectivamente,

declaran por el pressnte documento que cede
todos los derechos da propiedad que les
comespondan, asf como las premrogativas, sin
excepcion alguna, sobre la sigutente solicitud
de patents en Colombia No. 09 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA
Y TRATAMIENTO

a UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

domiciiada 144 ASTaCC Building
Lexington, KY 40506, Estados Unidos de
América.

Los csdentes y el cesionario fiman este
documento como prueba de su aceptacitn ds
la cesion.

Dado y fimado a los dias dsl mes de
de 200

Firma del Cedente
Chang-Guo ZHAN

Firma dal Cedente
Daquan GAQ

Fima del Cesionario




NOTARIAL CERTIFICATE -(CORPORATION)

On this day of  Jwn
personafly g?p‘eaa‘r\ed before me €

Doquon. Goo
tom?a[}inown, and known to me to be the
parson who signed the foregoing instrument

who being by me duly swormn did depose and
say that he (she) is the

of

of UNIVERSITY OF KENTUCKY RESEARCH
FOUNDATION

Which is legally constituted for & term not yst
expired, that deponent is authorized by said
Company to confer this Assignment docurnent:
that the seal affixed hersunto by the deponent
In the neme and on behalf of said Corporation
isﬂ\eeorporatesealmemof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
Inciuded within the corporete pumoese of
company.

The undersigned Notary Public attests that he
has seen the documents that prove the
oxistence of the company. :

St of Kantuchy
under date of Sune 4, 2004

and that he (she) who grants the present
ent document is its Representative.

' Notary Pubfic (Seal)

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

Onthis (AN dayof Sune of
personally appearad before me

Doquan  Geo

who is(are) known to me and who | attest
execited the foregoing document and ha
(they) declared he (they) grami(s) the
document for the uses and purposes therein

expressed.
Carto. Q. Gpootd
oy Pubi, S ot Larg, K

woshitd S4NE,

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

-

Hoy de
personalmente comparecié ants mi

a quien conozco, y de quien me consta que
fim6 el anterior documento, debidaments
juramentado declart y dijo que &l es

de  UNIVERSITY OF KENTUCKY
RESEARCH FOUNDATION

Sociedad legalmente constituida para un
pertado de duracién que adin no ha terminado;
que el declarante est§ autorizado por dicha
compafila para conferit este documento de
Cesi6n; que sl sello estampado por & af ple
da tal Cesién, en nombre y representacién do
la expresada compatfifa, es ef sello oficial de
ella; y que el objsto para el cual se confiere
este instrumento estd comprendido dentro del
de fa sociedad. ‘

EIsusaitoNotariohaceconstarquet:voala

vista las pruebas de fa existencia de I
socledad.

Estado de
con fecha

y que quisn eoriﬁ}jé'@ ¢l preserte documento
de Casifn &3 su representante,

Notarlo Piblico {sello)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy

de ds '
comparecié(eron) ante mi

a quien (es) convzco y me consta qua es(son)
la(s) persona(s) firmante(s) det d}ocumenho
que precede y quien(es) dedara(n) que
otorgan ef mismo para los fines y propésites
que en &l se expresan.

Notario Pdblica (selio)

LEGALIZACION POR APOSTILLA E6 REQUERIDA.




TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a UNIVERSITY OF
KENTUCKY REASEARCH FOUNDATION, firmado por el cedente y el
cesionario.

ESTADO DE KENTUCKY
TREY GRAYSON
SECRETARIO DE ESTADO

Para uso en: Colombia

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

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por DENISE SULLIVAN

3. actuando en capacidad de SECRETARIO DELEGADO DEL
CONDADO, CONDADO DE JEFFERSON, ESTADO DE KENTUCKY

4. lleva el sellofimbre de DENISE SULLIVAN, SECRETARIO
DELEGADO DEL CONDADO, ESTADO DE KENTUCKY

CERTIFICADO

5. en Frankfort, Kentucky
6. alos 9 dias del mes de julio de_2009
7. por el Secretario de Estado, Estado Kentucky
8. No. 46357.82660.24687.67780
9. Sello/timbre
10. Firma
(firma)

Trey Grayson
Secretario de Estado

Estado de Kentucky
Lleva un sello que dice:

ESTADO DE KENTUCKY




ESTADO DE KENTUCKY

Condado de Jefferson

Yo, BOBBIE HOLSCLAW, Secretario del Condado del mencionado Estado,
el mismo siendo una oficina o registro, por la presente certifico que CARLA
A. JACOBS, quien tomé el anterior reconocimiento Yy cuyo rniombre se
suscribe en este, era al momento de tomar el mismo un Notario Publico de
dicho Condado del Estado, debidamente comisionada, titulada, habiendo
tomado juramento y autorizada por las leyese de dicho Estado para tomar
prueba o reconocimiento de escrituras y otros instrumentos escritos y
administrar juramentos de afirmaciones en dicho Condado del Estado, y que
he comparado dicha firma del Notario con la que reposa en el archivo en esta
oficina y creo que la firma para los anteriores documentos es la firma
auténtica de dicho Notario cuya comisién vence el 24 de agosto de 2010.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto en el presente mi firma y
sello oficial del condado de Jefferson, Kentucky.

Este 8 de julio de 2009,

(firma)
Secretario, Condado de Jefferson, Kentucky

Por: (firma)




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice;
NOTARIC PUBLICO GENERAL DEL ESTADOQ, KY
Mi comisién vence el 24 de agosto de 2010.

Hay uno sello seco que dice:

CARLA A. JACOBS
NOTARIO PUBLICO GENERAL DEL ESTADO, KY




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H, WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mel-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yl LEE and Young-Min KWON;

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 08 810.531
Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Department Of Phamac~cology,
University Of Michigan, Medical Schoo!, 1301
MSRB {It, Ann Arbor, MI 48108, US; 1130 Ofivia
Avenue, Ann Arbor, M1 48104, US; 1507 Phe
Valley Boulevard. #7, Ann Aroor, MI 48104, US;
3829 Tanglewood Drive, Ann Arbor, Ml 48105, US;
Department Of Phamacology, University Of
Michigan, Medical Schos!, 1301 MSRB I, Amn
Arbor, Mt 48109-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, ML 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, Ml 48105, US; 3680 Ranchero Or.,
#203, Ann Arbor, M1 48108, US; respectively,

hereby declare that assign all rights of ownership as
well a@s all rights and privileges rélating. thereto

withoul exceptlon over the following patent

application tn Colombia No. 09 010.531

Titled:* ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN « THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiclled in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Mi 48104, United States of America.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their nce of the

s it

Sfi;eorsgd sighed on the7)4§ay of ‘JL‘LX

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Asslgnor
Mei-Chuan Holden KO
Signaturo of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor
Tien-Yl LEE
Slgnature of Assignor
.= Young-Min KWON

e, il

Signature of Assignes

DOGUMENTOQ DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor
Directer of Licensing
UM Technology Transfer

CESION

Los Suscilos James H. WOODS;, Roger
SYNAHARA; Diwahar L NARASIMHAN, Victor
YANG, Mel-Chuan Hokisn KQ; John, J.
TESMER; Tien-Yl LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventares

de la sgolicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicllio en Department Of Pharmaccology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB IIl, Ann Arbor, M1 48109, Estados Unidas de
América; 1130 Olivia Avenus, Ann Arbor, Ml 48104,
Esiados Unidos de América; 1507 Pine Valloy
Bouleverd #7, Ann Arbor, MI 48104, Estados
Unidos de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arbor, MI 48105, Estados Unidos de América:
Departmeni Of Phamacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB I, Ann
Abor, MI 481090632, Estados Unidos de
América; 2450 Adsre Road, Ann Arbor, M 45104,
Estados Unidos dé América; 2222 Fuler Court,
#204A, Ann Arbor, Ml 48105, Estados Unidos de
América; 3680 Ranchero Dr., #203, Ann Arbor, M
48108, Estados Unides de  América;
respectivaments,

declaran por el presente documento que, cede
todos los derechos de propledad que (es
comrespondan, as{ como [las prerrogatlvab. 8in
excepcion alguna, sobre.la siguiente solicitud de
patente en Colombia Na, 08 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTLCOCAINALY
TRATAMIENTO ’ '

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN + THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domicil 4214 8. University Avenue, 2nd Fldor
Ann  Arbor, M| 48104,  Estados Unidos de
Ameérica.

Los cedentes y el ceslonario firman  eSte
documento como prueba: de su aceptacidh de!la
cesion,

Dado y firmado a fos dias del mes de
de 200_

Firma delCedsnie
James H.WOODS
Firma del:Cedente
Roger SUNAHARA.
Firma del Cedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma del Cedente
Victor YANG
Firma del Cedente
Mel-Chuan Holden KO
Flrma del Cedente
John J, TESMER
Firna def.Cedente
Tien-Yi LEE
Firma de! Cedente
Young-Min KWON

Firma de! Césionario
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9. Seal/Stamp,

""'«"S}m A

TerriLynn Land

This cenification attests only 16 thé euthenticlly of bre ignatura of the official
who signedithe affixad document, the capacity In which that official acted, and
whare apprpriate, the identity of the agal or stamp which the document boars.
This centilicition I not Intended to Imply that the contes of the document ara
cotroct, norithet the approval of tha Stata. of Michigan,




NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this 7}% day of U—L‘?
personally ;ﬁeared before me

to me known, and known to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly sworn did depose and say that he (she) is

" I)I'mc?brip L!CM?M& .

of THE REGENTS OF THE UNIVER
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which is legally constituted for a term not yet
oxpired, thet deponent is authorized by said
Company to confer this Assignment document: that

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

of 2037

Hoy de de
personalmenta.compareci6 ante mi

& quien conozco, y de quien me consta que firmé
el anterior documento, debidamente juramentado
declard y dijo que &l es

de THE RECENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Socledad legalmente constituida para un jperiodo
de duracién que aln no ha termmado.‘qus 8l

the seal affixed hereunto by the dep In the
name and on behalf of sald Corporation is the
comorate seal thereof; and that the purpose for
which this instrument is granfed Is Included within
the corg purposs of pany.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

san s m.&?uﬂwmm fiet, 9 St
Jaw., [QL3

and {hat he (she) who grants the present

A, INGALLS
- STATE OF MICHIGAN

NOTARIAL CEMIHITARF WASHTENAW

di e estd al > por dicha compafila
para confedr este documento de Cesidn; que el
sello estampado por él al pie de taj Cesion, en
nombre y . representacion de la. expresada
compatiia, es el sello-oficial de elia; y que el objéto
para el cusl se conflere este instrumento estA
comprendido dentro del de la soctedad.

B suscrito Notario hace constar que tuvo € Ia vista
as pruebas de la existencia deila sociedad|

Es(ado de
con fecha

Yy que quien confiere el presente documiento o
Cesidn es su representants.

Noterfo Publico (sello)

NATYRKIPEREON expires January 3, 2015 GERTIFICADO NOTARIAL

Acting n the County of
On this ‘ day of; of qu
pe;fnally appearmefors rR

who is{are) to me and who [ attest exacuted

the foregoing document and he (lhey) declarad he
(they)

r the uses and

20Tt
Notary Public {{Seal) SALLY Al NbALLS

PERSONA NATURAL

Hoy de de f
comparecid(eron) ante mi

a quien (es) cOnOZco ¥ me consta que es(son)
Ia(s} personafs) firmante(s} del documen\o que
precede y quien(es) declara(n} que otorgan el
mismo para los fines y propdsitos que en él se
expresan.

NOTARY PUBLIC - STATE OF MICHIGANi, pubtico (setlo)

COUNTY OF WASHTENAW

My Commission expires January 3, 2015

ing in the County of
uGAanﬁ%ﬂ%vmos-nn.Ls 15 REQUIRED.

LEGALIZACIGN POR APOSTILLA ES REQUERIDA.




TRADUCCION AL ESPANOL del documt-;nto de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO. DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADQ

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICQ.DE MICHIGAN
4. lleva el sellofimbre de SALLY A. INGALLS CONIjADO _DE

R e e AL EEA_A_ LA _Jal_A JENN_4
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan
alos 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149648-0GS

Sellotimbre

© N o o

10. Firma

(firma

Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita Unicamente la autenticidad de Ia firma del funclonarid quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual astia ¥y, donde corresponda, la identidad de!
sello o estampilla que lleva el documento. Esta certificacion no supone que el dontenido de}
documento sea correcto o que tenga la aprobacion delEstado de:Michigan.

Lieva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay unisello que dice:

SALLY ‘A. INGALLS
Notario:Publico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comision vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un:sello seco que dice:

SALLY ‘A. INGALLS

Notario|Piiblico

Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

ESTADO DE MICHIGAN




: "Locumem OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Uridersigned. James H.  WOOQDS;- Roger
SUNAHARA: Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO; John J. TESMER;
Tion-Yi LEE and Young-Min KWON;

adling as [nventors

of Colomblan Patent Applicatian No. 09 010.531
Tilled: -ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicite in Department Of Pharmac—cology,
Univarsily Of Michigan, Medical School, 1301 MSRB
I, Ann Arbor, Ml 48109, US; 1130 Olivia Avenue,
Ann Arpor, Ml 48104, US; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, MI: 48104, US; 3629
Tenglewood Drive, Ann Arbor, Ml 48105, US;
Departnient Of Pharmacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB IIl, Ann
Arbor, MI 48109-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, Mi 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A, Ann
Arbor, M| 48105, US; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann
Arbor, Ml 48108, US; respectively,

hereby declare that assign ali rights of ownership as
well as! all rights and privileges relating thereto
without | exception over the following palent
epplication In Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE. REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domicilgd in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbior, Ml 48104, United States of America.

The asslgnors and the assignee sign this document
as proof of their acceptance of the assignment.

Given yd signed on the oz&day of I up_b

of 200,

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Agsignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Slgnature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mei-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
j'- /&U Signature of Assignor
Z:‘———"' Tlen-Yi LEE
Signature of Assignor
Young-Min KWON

Voo )
Signature of Assignee

DDCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

; Auth L.“Rasor
Director of Licensing

Los Susgritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN;; Victor
YANG, Mel-Chuan Holden KO; John J. TESMER;
Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidadde Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domiclio en Department Of Pharmaccology,
University.Of Michigen, Medical Schoot, 130§ MSRB
lli,- Ann Arbor, MI 48109, Estedos Unidos de
América; 1130 Olivia Avenue, Ann Arbor, Ml 48104,
Estados Unidos de 'América; 1507 Piné Valley
Boulevand #7, Ann Arbbr, MI 48104, Estadog Unidos
de:América; 3629 Tanglewood Drive, Ann Arbor, Mi
48105, Estados Unidos de: América; Department Of
Pharmacology, University: Of Michigan, ,Medical
School, 1301 MSRB [l Ann Arbor, MI 48109-0632,
Estados Unidos de América; 2450 Adare Rdad, An
Arbor, MI 48104, Estadds Unidos de Amién¢a; 2222
Fuller Court, #204A, Ann Arbor, MK 48106, Estados
Unidos dé América; 3660 Ranchero Dr.; #203; Ahn

.Arbor, M{ 48108, Estados Unidos de América;

respectivamente,
b

declaran spor e ‘presente documento que ' cede
todos o3 derachos. dé propledad que les
correspongan, asl coino' las premogalias, sin
excepcldn alguna, sobre la siguients solititud de
palente en Colombia No, 09 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTICOCAINA Y
TRATAMIENTO ‘

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MIGHIGAN
domiciliada 1214 S. WYniversity Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, Eslados Unidos de
América,

Los cedentes y dl ocesionario fiman esle
documento como prueba de su aceplacidn de la
cesién.

Dado y ﬁrmado' a los
de 200_ :

diag del mes de

Firma;det Cedente
Jamos H. WOODS
Firmaidel Cedente
Roger SUNAHARA -
Firme:del Cedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma dei Cedente
Victor YANG
Firma'del Cedente
MehChuan Holden KO
Flrma del Ceédente
John J, TESMER
Firma del Cedente
Tién-Y1 LEE
Firma del Cedente
Young-Min KWON

Firma del Cesionario

UM Technalanv Tranefar



NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this day of of
personally appeared before me

to me known, and known to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly swom did depose and say that he (she) is
the

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which s legally constituted. for a term not yet
expired,| that degonent is * authorized . by said
Company to confer this Assignment document: that
the seal. affixed hereunto by the- deponent in the
name and on-behalf of said Corporation is the
corporat . seal thereof;, and that the purpose for
which tHis instrument is granted is included within
the corpbrate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of:
under date of

and that he (she) who grants the present
Assignment document is its Representative.

Notary Pubfic (Seal)

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

Onthisi day of of
personally appeared before me

whao Is(dre) known to me and who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for uses and
purposes therein expressed.

Notary Public (Seaf)

LEGALIZATION BY APOSTILLE IS REQUIRED.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIED:

Hoy de de
personalmante comparectd arite mi

2 quien conozco, y de quien me consta que firmé el
anterior documento, - debidamente juramentado
declard y dijo que dles

de THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sodedad legalmente constituida para un periodo
de duracién que aun: no-ha terminado; qus el
declarantel est4 autorizado por dicha .compafifa
paré: conférir este documento de Cesitn;.que el
sello estampado’ por &l al. ple de tal Cesidn, en
nombre ¥ ion de: la exdresad

R

compania, es el sello oficial de ella; y que e} objeto

para el cual se confiere 'este Instrumentd estd

comprendido dentro del de 1a sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista
tas pruebas de la existencia de la sociedad.}

Estado de
con fecha-

Iy
y que quien confiere el presente -documjehto de
Cesion es su representante,

Netario Piblico- (sefio) - i

i CERTIFICADO NOTARIAL
! PERSONA NATURAL
Hoy de de

comparecid(eron) ante mi

a quien (es) conozco.y me consta que iés(son)
la(s) persona(s} firmante(s) del documento que
precede y quien(es) declara(n) que otorgan el
mismo para los fines y propésitos que en &1 se
expresan, . :

Notario Publico (sello):

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.




‘

i
Bk, "

S k]
wrdtny .‘B}

. |
wanln, 1.
A 'x;’i
oy A
g
il

b

LV i
w“ ~,£'V E‘;

210

Terri Lyﬁn Land

This cortification attests only io the authenticty of the ignbtuce of the official !
whio signied the alfixed document, the capacity (n wnxca v1st official ected, gnd:
where eppropriate, tha identity of the seal or stamp whieh tha document bears:
This certifichtion {5 not Intcnded to iImply that 1he conteits of the document are
cotrect, norithe they hava the approval of the State of ithigan,




- V;{éER'nFICATE (CORPORATION)

// CERTIFICADO NOTARIAL (SdCIEDAD)
//(;n this M day of 'Alf-a/ of 204
/ personally appeared before me Hoy de ' de

+ L. KasSev
to me known, and known to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly sworn did depose and say that he (she) is

e Directsr of llw"avxé

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which 1s legally constituted for a term not yet
expred, that deponent Is authorized by said
Company to confer this Assignment document: 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 (s granted is included within
the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of m—fchwbék Q)mMyij A/’;,‘Z Set'5

under date of

J,sm. 13

and that he (she) who grants the present
Assignmery docurment is its Representative.

Onih M day ofJ

- personally appeared before me
i

l l'ﬁk‘\/f kae
who Is(are) known to me and who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for the uses and

purposes therein xpress@

SALLY A.§ S
NOTARY PUM&%?&ME: BOHISAN JLJL,'ZJ ,
COUNTY OF WASHTENAW
My Commission expires January 3,2015
Acting in the County of

of ZeCA

personalmente comparecio ante mi

a quien conozco, y de quien me consta que fimd
el anterior documento, debidamente juramentado
declard y dijo que éles

de THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sociedad legalmente constituida para un periodo
de duracién gque aun no ha terminado; que el
declarante est4 autorizado por dicha compafifa
para conferir este documento de: Cesion; que. el
sello estampado: por él al pie dg tal Cesién, en
nombre: vy representacnén de la expresada
compafifa, es el séllo oficial de elfa; y que el objgto
para el cual-se; confiere este jhstrumento esta
comprendido. dentro de! de 1a sociedad.

El suscrito Notario hace constar T‘Je tuvo a la vista
las pruebas de lal existencia de lalsociedad.

Estadoide :
con fecha - ‘

y .que quien confiere el presente documento| de
Cesidnies su representante.

Notario Publico (sello)

NOTARY PUBLIC STATE OF MICHIGAN
WASHTENAW

" NOTAR @0
- xpires January 3, 2015
: NATUR‘&% unty of

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de " de .
comparecid(eron) ante mi.

a quien (es) conozco y me consta que es(son)
la(s) persona(s) firmante(s) del documento que
precede y quien(es) declara(n), que otorgan el

,' . mismo para los fines y propdsitos que en &l se
~gxpresan.

" Notari¢ Puablico (sello)




TRADUCCION AL ESPAROL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADO

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

1. ﬁ)ais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ba sido firmado por SALLY A. INGALLS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MICHIGAN

4. lleva el sellotimbre de SALLY A. INGALLS, CONDADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan

a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 478156-1-149647-0GS

Selloftimbre

© ® N o o

10. Firma

(firma

Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita Gnicamente la autenticidad de la firma del funcionario quien firma .
el documento adjunto, la capacidad en-la cual actda y, donde corresponda, la identidad del .
sello o estampilla que lleva el documento. Esta certificacién no supone que el conterido del i
documento sea correcto o que tenga la aprobacion del:Estado de Michigan.

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN



TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO.DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencion de la Haya del-5 de octubre:de 1961)

-t

. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICQJ. DE MICHIGAN
4. lleva el selloftimbre de SALLY A. INGALLS, CONDADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan

a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149647-0GS

Selloftimbre

© ©® N O o

10. Firma

(firma) _
Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita Gnicamente la autenticidad e la firma de! funmgnaric) c}wen firma -
el documento adjunto, la capacidad en ‘a cual actia y, donde cerresponda, la identidad del -

selio o estampilla que lleva el documento. Esta certificacién no supone que el dontenido del
.documento sea correcto ¢ que tenga ia aprobacion del Estado de Michigan,

4 leva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario Publico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un sello seco que dice:

SALLY A_ INGALLS

Notario IPUblico

Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

ESTADO DE MICHIGAN




¢ UMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN,; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO; John J.
TESMER: Tien-Yi LEE and Young-Min KWON;

acting as Inventors:

of Colombian Paterit Application No. 09 010.531
Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB IIl, Ann Arbor, Ml 48109, US; 1130 Olivia
Avenue, Ann Arbor, Ml 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, us;
3629 Tanglewocd Drive, Ann Arbor, M1 48105, us;
Department Of 'Pharmacology, University of
Michigan, Medicali School, 1301 MSRB i, Ann
Arbor, Ml 48109-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, MI 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, Ml 48405, US; 3660 Ranchero Dr.,
#203, Ann Arbor, Mi 48108, US; respectively,

hereby,declare that assign all rights of ownership as
well as ali rights and privileges relating thereto
without exception over the following patent
application in Colombia No. 08 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, United States of America.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their acceptance of the assignment.

Given and signed on theM day of J u.L‘,

of 2009

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mel-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor
Tien-Y| LEE
Signature of Assignor
Young-Min KWON

Signature of Assignee

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor
Director of Licensing
UM Technology Transter

CESION

tos Suscritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN,; Victor
YANG, Mel-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidad de inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicilio en Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB Hll, Ann Arbor, M1 48108, Estados Unidos de
América; 1130 Olivia Avenue; AnniArbor, Mi 48164,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, Mt 48104, Estados
Unidos de Ameérica; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arbor, M| 48105, Estados Unidos de América;
Department Of ~ Pharmacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301! MSRB I, Ann
Arbor, MI 48109-0632, Estados Umdos de
América; 2450 Adare Road, Ann Arbor, MI 48104,
Estados Unidos de América;, 2222 Fuller Court,
#204A, Ann Arbor, Ml 48105, Estados Unidos:de

. América; 3660 Ranchero Dt., #2083, Ann Arbor,: M!

48108, Estados Undos de

respectivamente,

América;

declaran por el presente documento que cede
todos los derechos de: propiedad que les
correspondan, asl como  las prerrogativas, sin
excepcién alguna, sobre la siguiente solicitudi de
patente en Colorhbia No. 09 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF j‘HE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domiciliada 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, Estados Umidos de
América.

Los cedentes y el cesionario firman este
docuniento corrio prueba’ de su aceptacion de |2
cesion.

Dado 'y fimado: a. los dias del mes de
de 200_,

Firma del Cedente
James H, WOODS
Firma de! Cedefite
Roger SUNAHARA
Firma del Cedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Fimma del Cedente
Victor YANG
Firma del Cedente
Mei-Chuan Holddn KO
Firma del Cedente
John J: TESMER
Fima d;—:l Cedente
Tien-Yi LEE
Firma de! Cedente
Young-Min KWON

Firma det Cesionario
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Terri L, ynn Land

Tris contfichtion ottasts only to the authenticily of the signature of the officlal
who signed'tha afiixed document, the capacity In which that officiat actod, and)
wiicro appropriate, 1he identity of the saal or stamp witich the documont bodrs,
This certification ks not intended to imply that Ihe contants of the documant dre
correct, norithat they have the appmval of the Stats ofiMichigun,




coT /:NS'TARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
; On this ;ﬁd

day of Julua,
personally appeared before me

S Lase Y
to me known, and known to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly swom did depose and say that he (she)} s

Diveetor of bam;moé

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which is legally constituted for a term not yet
expired, that deponent is authorized by said
Company to confer this Assignment document: 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 purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the

company.

ate o OOV!S\M'M‘l

s Meigp - Costhabn 13 Sk
R Jon. 1943

and that he (she) who grants the present
.ASSIQHmentdOC jentis ifjepr entative.

- N t P bl Seal 2,20M
- Oary ; 'c( o2 SALLY A WNGALLS
‘ NOTARY PUBLIC - STATE OF MICHIGAN

FYWASHTENAW
NAW@%&%&

NOTA January 3, 2015

On'this 2/\& day of o ¢ of 2604
personally appeared before me (3

Ji ohn 3-—-125}%61

who is(are) known to me and who | attest executed
the foregoing decument and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for &k d
purposes therein

SALLY A. INGALLS J \kz m
NOTARY AN PSBATESEVICHIGA
COUNTY OF WASHTENAW

-
5,,- Ay

My Commission expires January 3, 2015
Acting in the Counly of

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

of ZOO?

Hoy de de

personalmente comparecio ante ml

a quien conozco, y de quien me consta que firmdé
el anterior documento, debidamente juramentado
declar6 y dijo que él es

de THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sociedad legalmente constituida jpara un perigdo
de duracion que ain no ha teyminado; que: el
declarante estd autorizado por ‘dicha compafiia
para conferir este documento dé Cesion; que el
sello estampado por &l al pie de:tal Cesion, en
nombre: y repr’esentaclon de| 2 expresada
compaiiia, es el sello oﬁcuél de ella; y que el objeto
para el cual se: ' confiere; .este {nstrumento esta
compreridido dentro del de la scciedad.

El‘suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista
las pruebas de la:existencia de laisociedad.

Estado ge
con fecha

y que quien'oonﬁere_ el presentfé documento ide
Cesibn es su representante.

Notario Publico (sello)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy » de
comparecid{eron) ante m( .

de s

|
a:quien (es) conpzco y me cohsta que es(son)

s Ja(s) persona(s): firmanté(s) de| documento que

precede y quien{es) declara(n){ que otorgan el
smo para los fines y propositos que en éli se
xpresan

_Netario Pblico (sello)




TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento puiblico

2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO.DE MICHIGAN

4. lleva el selloftimbre de SALLY A. INGALLS. CONDADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN '

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan
d los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149646-0GS

Selloftimbre

© ® N o

10. Firma

(firma) _
Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita Gnicamente 1a autenticidad de ia firma del funcionariol quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual actda y; donde corresponda, la itlentidad del
sello o estampilla que lleva e documento. Esta certificacion no supone que el contenido del
documento sea correcto o que tenga la aprobacién del Estado de Michigan.

Lieva un sello que dice;
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un:sello que dice;

SALLY A. INGALLS

Notario: Pablico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un sello seco que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario Pablico

Condado de Washtenaw

Mi comision vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

ESTADOQO DE MICHIGAN




fMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H. WOODS; Roger
SUNAHARA, Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mel-Chuan Holden KO; John J. TESMER;
Tlen-YI LEE and Young-Min KWON,

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09 010.531
Tited: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domiclle in Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301 MSRB
I, Ann Arbor, MI 48108, US; 1130 Olivia Avenue,
Ann  Arbor, MI 48104, US; 1507 Pine Valley
Boulavard #7, Ann Arbor, MI 48104, US; 3629
Tanglewood Drive; Ann Arbor, Mi 48105, US;
Department Of Pharmacology, University Of
Michigan, Medical®School, 1301 MSRB i, Ann
Arbor, Mi 48108-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, Ml 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A, Ann
Arbor, Ml 48105, US; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann
Arbor, Mi 48108, US; respectively,

hereby declare that assign all rights of ownership as
well as all rightstand privileges relating thereto
without exception over the following patent
application in Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenue, ‘2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, Uniied States of America.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their acceptance of the assignment.

Given and signed on they{nd day of \[L.,L‘a

of 2009

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG

. C Signature of Assignor
. / 2~ Mei-Chuan Holden KO

Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor
Tien-Yi LEE
Signature of Assignor
Young-Min KWON

M UL-\' \
Signature of Assignee

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

CESION
Ruth L. Rasor
Director of Licensing
UM Technology Transfer

Los Suscritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO; John J. TESMER,;
Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventores

de’ la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicilio en Department Of Pharmac~cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301 MSRB
I, Ann Arbor, Ml 48109, Estados Unidos de
América; 1130 Ofivia Avenue, Ann Arbor, Mi 48104,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, Ml 48104, Estados Unidos
de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann Arbor, Ml
48105, Estados Unidos de Amérjca; Department Of
Pharmacology, University Of Michigan, Madical
School; 1301 MSRB IIi, Ann Arbor, M| 48109-0632,
Estados Unidos de América; 2450 Adare Road] Ann
Arbor, MI 48104, Estados Unidod de América; 2222
Fuller Court, #204A, Ann Arbor, MI 48105, Estados
Unidos de América; 3660 Ranchero Dr., #203] Ann
Arbor, MI 48108, Estados Unidos de América;
reéspectivamente;

declaran por el:presente documento que cede
todos los derechos de propiedad que! les
correspondan, asl:como las prerogativas; sin
excepcion alguna, sobre la siguiente solicitud de
patente en Colombia No. 09 010}531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domiciliada 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, M| 48104, Estados Unidos de
América.

Los cedentes y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptacion de la
cesion.

Dado y firmado.a los
de 200_

dias del mes de

Firma del Cedente
James H. WOODS
Firma del Cedente
Roger SUNAHARA
Firma del Cederte
Diwahar L. NARASIVMHAN
Firma del Cedente
Victor YANG!
Firma del Cedente
Mei-Chuan Holdep KO
Firma del Cedente
John J. TESMER
Firma del Cedente
Tien-Vi LEE!
Firma del Cedente
Young-Min KWON

Firma del Cesionario



Michigan

SR

chigan

‘rii“.gr

2y

=y

, !ﬁte"f.Sg

te.of Mi

This eartificatlon attasts only i the authenticity of the signature of the officiali
who signed the affixed document, the capadity tn which that official acted, and
where ppropriate, the identity of the seal or stamp which the documertt bears.
This ceriification is not intended to imply that the conlents of the document are
correct, nor that they have the approval of the State &f Michigan.
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'w,.,e“iiL CERTIFICATE (CORPORATION)
/‘/

-
-

<, "/On this a’%o(. day of J-M-T of doo9g
/ Personally appeared before

e
. >
to me known,%nl&wn g‘régﬁ) be the person

who signed the foregoing instrument who being by
me duly swom dig depose and say that he (she) is
th

e
:DWLd’W oF Licens,

of THE REGENTS oF THE UNIVE:2$Y OF

MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which is legally canstituteq for a term not yet
exprred, that depohent s authorized by said
Company to confer this Assignment document: that
the seal affixed hergunto by the deponent in the
name and on behaff of sald Comporation Is the
carporate segl thereof, and that the purpose for
which this Instrumen{ is granted i included within
the corporate purposg of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of m;du-qéwtﬁ@onsﬂd—fm Art8 St 5

under date of

. . Jsm. 9.3

‘and that he (she) who grants the presgnt

.- Assignment dog ment is its, Repr, sentative,

Public (Seai)
SALLY A, INGALLS

Atting I the County of

day,of Ju,(,.a(

of Zooci
personally appeared before me

Mei-Chuowdblden. Ko

who Is(are) known to me. and who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he
(they) grany(s) the document for vthe.L us

purposes thesein exprcjed

BALLY A-NEALLy Suly 2,240
ARY PUR i IGAN
N

OMMisgion exp J ,
Y s Coumry a2 3, 2015

Hoy de . de i
Comparecid{eron) ante my

S-and,

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmente comparecié ante mj

a quien conozco, y de quien me consta que fimé
el anterior documento, debidamente Juramentado
declaré y. dijo que &f es

Vo THE REGENTS OF THE UNIVERSITY oF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICKIGAN |

selio’ estampado par &! al pie de fal Cesién, en:
nombre . representacion  ge la' expresadal
Compaiiia, jes el selld; oficial de ella; y que el objeto:
para iel cual se confiere aste instrumento est4|
comprendido dentro del de la-socieddd.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vistg )
las pruebas de Ia existencia de la sociedad.

Estado de
con fecha

Y que quien confiere e Presente documento de
Cesi6n es sy representante.

Notario Publico (sello)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

¥ 5. STATE OF MICHIGAN
NoTAR]! . %?'%VASHTENAW
NATUHQ g ONoxpires January 3, 20tg
—_——

+:8. Quien :(es) conozco Y me consta que es(son)
“la(s) persona(s) firmante(s) del documento que

recede .y quien(es) deciara(n) que otorgan el
ismo para los fines ¥ propasitos que en ¢ se



TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario,

ESTADO DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADO

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

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento plblico

2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MiCHl_G_‘:A‘_N

4. lleva el seliofimbre de SALLY A. INGALLS, COND_:A-DO DE
WASHTENAW, MICHIGAN '

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan
a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149645-0GS

Sello/timbre

© ©® N O O»

10. Firma

(fima)__
Terri Lynn Land

Esta certificacién acredita Gnicamente la autenticidad de la firma: del funcionand quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual actia y, donde corresponda, la identidad del
sello o estampilla que lleva el documento. Esta certificacion no supone que ef contemdo del
documento sea correcto o que tenga la aprobacién del Estado de Michigan.

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario Publico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un sello seco que dice:;

SALLY A. INGALLS

Notario Pablico

Condado de Washtenaw

Mi comision vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

ESTADO DE MICHIGAN




FCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KOQ; John J. TESMER;
Tlen-Yi LEE and Young-Min KWON;

acting as {nventors

of Colombian Patent Application No. 09 010.531
Tited: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in- Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical S¢hool, 1301 MSRB
Ill, Ann Arbor, M1 48109, US; 1130 Olivia Avenue,
Ann Arbor, MI 48104, US; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, Ml 48104, US; 3629
Tanglewood Drive, Ann Arbor, Ml 48105, US;
Department Of Phammacology, Universty Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB Ill, Ann
Arbor, MI 481090632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, Ml 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A, Ann
Arbor, Ml 48105, US; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann
Arbor, M1 48108, US; respectively,

hereby declare that assign all nghts of ownership as
well as all rights and privileges relating thereto
without exception over the following patent
application in Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

tc THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214i8S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, United States of America.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their adceptance of the assignment,

Given and signed on the anal day of 3(,1
of 2009 %

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
VWA&V(— ictor YANG
Slgnature of Assignor
Mei-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor

Los Suscrtos James H. WOODS; Roger

SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN Victor

YANG, : Mel-Chuan Holden KO: John J. TESMER;
Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventores

de’la solicitud de patente en Colombia No. 09

010.631

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y

TRATAMIENTO ¢

con domicilio eni Department Of ‘Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301 MSRB
i, Ann Arbor, Ml 48109, Estados Unidos de
Ameérica; 1130 Olivia Avenue, Ann'Arbor, M| 48104,
Estados Unidos! de Amgfica; 1507 Pine Valiey
Boulevard #7, Anh Arbor, MI 48104, Estados Unidos
de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann Arbor, MI
48105, Estados Unidos de Améri¢a; Department Of
Pharmacology, Wniversty Of Michigan, Medical
School, 1301 MSRB Ill, Ann Arbof, Mi 48109-0632,
Estados Unidos de América; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, Ml 48104, Estados Unidos rde América; 2222
Fuller Court, #204A, Ann Arbor, MI 48105, Estados
Unidos:.de América; 3660 Ranchéro Dr., #203, Ann
Arbor, M| 48108, Estados Unidos de América;
respectivamente,

declaran por el presente documento que cede
todos los derechos de propiedad que les
comrespondan, asl como las iprerrogativas, sin
excepcion alguna, sobre la siguiente solicitudi de
patente en Colombia No. 09 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO -

a THE REGENTS OF THE_‘UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domiciliada 1214:S. Universtty. Avenue, 2nd Floor
Ann  Arbor, Ml: 48104, Estades Unidos de
América.

Los cedentes y el cesionarie firman este
documento como' prueba de suiaceptacion dé la
cesion.

Dado y firmado a los
de 200_

dias del mes: de

Firmia del Cedente.
James H. WOODS
Firma del Cedente
Roger SUNAHARA
Firma del Ceden‘g‘ez
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma def Cedente’
Victor YANG
Firma del Cedente:
Mei-Chuan Holden KO

Firma del Cedente
Johin J. TESMER
Firma del Cedente.




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H. WQODS; Roger
SUNAHARA, Diwahar L. NARASIMHAN: Victor
YANG, Mel-Chuan Hotden XO; John J.
TESMER; Tien-Yl LEE and Young-Min KWON;

acting as Inventors

of Colomblan Patent Application No. 09 010.631
Tiled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domiclle in Department Of Pharmac-cology,
Universlity Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB Il Ann Arbor, MI 48109, US; 1130 Olivia
Avenub, Ann Arbor, MI 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, US;
3629 Tanglewood Drive, Ann Arbor, M! 48105, US;
Dopartment  Of Pharmacology, University Of
Michigan, Medica! School, 1301 MSRB I, Ann
Arbor, Mi 48109-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, MI 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, Ml 48105, US; 3660 Ranchero Dr.
#203, Ann Arbor, MI 48108, US; respectivsly,

hereby declare that assign all rights of ownership as
well g8 all nghts and privileges rolating therato
wilhout exceplion over the [lollowing patent
application in Cotombla No. 09 010.531

Titled:} ANTI~COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. Unlversity Avenue, 2nd Fioor
Ann Ajbor, M 48104, Unlted States of America.

The assignons and the assignee sign this document
as proof of thelr acceptance of the assignmant.

Glven and signed on the ) day o{‘Su\/y
of 200!_<1

Signature of Assignor
James H, WOODS
Signature of Assignor
Rogor SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Met-Chuan Holdsn KO
Slgnature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Aasignor
Tian-YI LEE
Signaturg of Agsignor
Young-Min KWON

1
N L/L-—\
Signature of Assignee

OCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor
Director of Licensing
UM Technology Transfer

CESION

Los Suscritos Jamos H. WOOCDS; Rogor
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Hofden KO; John J.
TESMER; Tlan-Y!i LEE y Young-Min KWON,

on calidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombla No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicilio en Department Of Pharmac~cology,
University Of Michigan, Madical School, 1301
MSRB Ill, Ann Arbor, MI 48109, Estados Unldos de
Américe; 1130 Qlivia Avenus, Ann Arbor, M1 48104,
Eglados Unidos de América; 1607 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, Estados
Unidos de América; 3629 Tanglewocd Drive, Ann
Arbor, MI 48105, Estados Unidos de América;
DOgpartment Of Phamacalogy, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB I, Ann
Abor, M 481030632, Estados Unidos de
Amética; 2450 Adare Road, Ann Arbor, Ml 48104,
Estados Unides de América; 2222 Fuller Court,
#204A, Ann Arbor, MI 48105, Estados Unidos de
América; 3860 Ranchero Or., #203, Ann Arbor, M1
48108, Estados Unidos de  América:
respectivaments,

declaran por el presente dacumento que cede
lodos los derechos de propledad que les
correspondan, asl coma “fas prefrogativas, sin
exoepcion algune, sobre Ja sigulsnte solicitud de
patente en Colombla No. 09 010.531

Tiulada; COMPOSICIONES ANTIFCOCAINA 'Y
TRATAMIENTO

a8 THE REGENTS OF THE UNIVERSITY QF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domiciliada 1214 S. Univérsity Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, MI 48104 Estados Unidos de.
América.

Los cedentes y sl cesionario firman eSte.
documento como prueba.de su aceptacién detla
cesién.

Dade y firmado a 'los
de 200_

dias del mes de

Firma del Cedente
James H. WOODS
Firma del Cedente
Rogor SUNAHARA
Firma del Cedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma del Cedente
Victor YANG
Firma del Cedente
Mel-Chuan Holden KO
Flrma del Cedente
John J, TESMER
Firma dal Cedente
Tien-Yi LEE
Fima de! Cedente
Young-Min KWON

Flrma del Ceslonario



atgﬁfSﬁt?;gg Mi
M en. S
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Terri Lynn Land

This certification altests onfy to the authentcity of the Tignaturs of the official :
who signed the alfixed document, Ure capagity in which that official acted, and
whers eppropriats, the identity of.the sea! cr stamp whjich the document bears,
This certilicavon ie not intendsd to imply that the conténls of the documant ar¢
odrract, nor that they have the approval of the Sthte of Michigan,

——




_ NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this snd day of u.ba, of 2009 .

personally aﬁpeared before me

to me known, andlknown to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly sworn did depose and say that he (she) is

—Dl}ﬂ-&br 0‘('\ L.{(‘.\QV\S-I

of THE REGENTS OF THE UNIVERSI
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which 1s legally constituted for a term not yet
expired, that deponent is authorized by said
Company to confen this Assignment document; 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 instrumant 1s granted is mcluded within
the corporate purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the docume’nts that prove the existence of the
company.

state of M) W&Muhmﬁﬂ 8 Suck 5

under date of
J;un . lak3

and that he (she) who grants the present
Assignment document is ity Representativ

NotaryBublic (Seal
jpts

BALIV A. INGALLSU -
NOTARY PUBLIC - STATE OF MICHIGA

3 : NOTﬁRIA@@ENWﬁémHTENAW

NA 6s January 3, 2016

cling 10 t

.. .on e Ik day o of 2609
' personally appeared before me

Vicke \la

who is(are) known #o meind who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he

purpasas therain ex@sed

SALLY A INGALLS  July

NOTARY RUBCPUBTA TESQHIMIC HIGAN'
COUNTY OF WASHTENAW

My Commission expires January 3, 201§

Acting in the County of

,,,,,

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmente comparecié ante mi

a quien conozco, ¥y de quien me consta que firmé
el anterior documento, debidamente juramentado
declaro y dijo que éles

de THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sociedad legalmente constituida para un periodo
de duracion quel ain no ha terminado; que el
declarante esta autorizado por dicha compafifa
para conferir este. documento de Cesién; queiel
sello estampado por é! al pie dé lal Cesidn, en
nombre y representacin de: la expresada
compatfifa, es el sello oficial de ella; y que el objéto
para el:cual se:confiere este mstrumento estd
comprendido denfro del de la sociedad.

El suscrito Notario:hace constar que tuvo a la vista
las pruebas de la existencia de la sociedad.

Estado de
con facha

y que duien ‘confiere el presente documento de
Cesién es su representante.

Notario Publico (sello)’

2,200
CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL
Hoy de. de ,

comparecio(eron) ante mi

a guien (es) condzco y me consta que es(son)

. la(s) persona(s) firmante(s) de!ldocumento que
‘precede y quien(és) declara(n) que otorgan el
.migmo para los finesy propésitds que en él se

expresan.

" Notario Publico (sello)



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario iPublico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un sello seco que dice:

SALLY A. INGALLS
Estado de Michigan



K-UMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned | James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN: Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO: John J.
TESMER,; Tien-Yi LEE and Young-Min KWON:

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09 010.531
Titted: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Départment Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB Il, Ann Arbior, Mi 48109, US; 1130 Olivia
Avenue, Ann Arhor, Ml 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann -Arbor, M! 48104, US:
3629 Tanglewood Drive, Ann Arbor, Ml 48105, US:
Department Of Pharmacology, University Of
Michigan, Medical !School, 1301 MSRB I, Ann
Arbor, M! 48109-0682, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, MI 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, Ml 48105, US; 36860 Ranchero Dr.,
#203, Ann Arbor, M| 48108, US; respectively,

hereby declare thatiassign all rights of ownership as
well as all rights :and privieges relating thereto
without exception: over the following patent
application in Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, United States of America.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their acceptance of the assignment.

Given and signed on the ohdday of ju,la.x
of 2003

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assighor

p( . M Diwahar L. NARASIMHAN

Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mei-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor

CESION

Los Suscritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG,_» Mei-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,
en-calidad de Inventores

de la solictud de patente en Coiombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con doniicilio ‘en Department Of Pharmac-cology,
Universty Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB lil, Ann:Arbor, Mi 48109, Estados Unidos de
América; 1130 Olivia Avenue, Ann Arbar, MI 48104,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ahn Arbor, MI 48104, Estados
Unidos de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arbor, Ml 48105, Estados Unidos de América;
Department Of Phamacology, , Universty Of
Michigan, Medical School, 1301 IMSRB I, Aan
Arbor, MI 48109-0832, Estadds Unidos de
América; 2450 Adare:Road, Ann Arbor, Ml 48104,
Estados|.Unidos de América; 2282 Fuller Court,
#204A, Ann Arbor, M| 48105, Estados Unidos de
Ameérica; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann Arbor, MI
48108, . Estados Unidos de' América;
respectivamente,

declaran por el presente documento que cede
todos los derechos de prOpnedéd que les
correspondan, asf como las prerrogativas, sin
excepcién alguna, 'sobre la siguiente solicitud de
patente en Colombia No. 08 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE. UNIVERSITY OF MICHIGAN
domciliada 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, M{ 48104, FEstados Unidos de
Ameérica.

Los cedentes y el cesionario fiman este
documento como iprugba de su aceptacion de la
cesion.

Dado y firmado a; los
de 200_

dias del mes de

Firma del Cedente:
James H. WOODS
Firma del Cedente:
Roger SUNAHARA
Firma del Cedente!

oJ. BN Diwahar L NARASIMHAN

Firma del Cedente:
Victor YANG
Firma del Cedente:
Mei-Chuan Holden KO
Firma del Cedente)




DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James M. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN,; Victor
YANG, Mel-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE and Young-Min KWON;

actingias Inventors

of Cok Patant Application No. 09 010.631
Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile In Department Of Pharmac-~cology, .
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB fil, Ann Arbor, MI 48109, US; 1130 Olivia
Avenue,. Ann Arbor, MI 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann Atbor, M 48104, US;
3620 Tanglewood Drive, Ann Arbor, MI 48105, US;
Department Of Phammacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB Ili, Ann
Arbor, Ml 481080632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, M| 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, Mt 48105, US; 3680 Renchero Or.,
203, Ann Arbor, MI 48108, US; respectively,

hereby declare that assign all ights of ownership as
well as all rights and privilegas relating thereto
without exceptlon over the following palent
application In Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domidied in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbar, M} 48104, United States of America.

The asslgnors and the essignee sign this document
as proof of thelr acceptanca of the assignmont,

Givervend signed on the & day of '3'\)\9
aof 200 4

Signature of Assignor
Jamaes H. WOODS
Slgnature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signalure of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mei-Chuan Holdon KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor
Tien-Yi LEE
Signature of Assignor
Young-Min KWON

we C :

Signature of Assignee

OCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor
Director of Licensing

CESION

Los Suscritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwshar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Y1LEE y Young-Min KWON,

on ¢alidad de Inventores

de la solicitud de patente en Colombia No. 09
010.5681

Thulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domigilic en Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB Ill, Ann Arbor, Mi 48109, Eslados Unidos de
América; 1130 Qfivia Avanye, Ann Arbor, M1 48104,
Estados Unldos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, Estados
Unldes de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arhor, Mt 48105, Estades Unidos de Américe;
Department Of Phamacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB Hll, Ann
Arbor, M/ 481080632, Estados Unidos de
América; 2450 Adare Roed, Ann Arbor, Mt 48104,
Estados Unidos db América; 2222 Fuller Court,
#204A, Ann Arbor, Ml 48105, Estados Unidos de
América; 3660 Ranchero Dr,, #203, Ann Arbor, M!
48108, Estados Unidos de  América;
respectivamente,

declaran’ por el presents documento que cede
todos los derechos de propledad que les
correspondan, asi como las prerrogativas, sin
excepcién alguna, sobre'la sigulenta solicitud de
patente en Colombia No. 09 010.531

Thulada: COMPOSICIONES ANTHCOCAINA:Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN . THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domiciliada 1214 S. University Avenue, 2nd Fldor
Ann Arbor, MI 48104, Estados Unidos de
América.

Los cedentes y ef cesionario firman ests
documento como pruaba: de su aceptaciéon de’ la
cesion,

Dado y fimedo a 'los dias de! mes de
de 200_

Firma de! Cedente
James H.WOODS
Firma'delCedente
Roger SUNAHARA
Flrma deliCedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Flirma del ‘Cedente
Victor YANG
Flrma del:Cedente
Mel-Chuan Holden KO
Firma del Cedente
John J. TESMER
Firma.del Cedente
Tien-YI LEE
Flrma del:.Cedente
Young-Min KWON

Firma de! Cesionario

UM Technology Transfer:

T



public docunien

Terri Lynn Land

This certification sttests only to the autherticity of the gighatura of the official
wiio signed the affixed documant, the capadity i1 which that official ucted, and
where appropriate, the identity of the seat or stamp wiich the document bears.
This certificallon i& not inferided to imply that the contdnts of the dacument are
carrect, nor.that they have the approwval of the State of|Michigan,

Y - e




. NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this 01\0( day of JWT of Zoo?_’

personally appeared before

whHe k. Rose
to me known, and|known to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly swom did depose and say that he (she) is

" “Disecksr o“e LLM;.VL%

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which Is legally constituted for a term not yet
exprred, that deponent is authorized by said
Company to confet; this Assignment document: that
the seal affixed hersunto 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 purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of h\'ickiaoa;kemsw W\Arf S Sect 5

under date of ;

- Jan, 1963

and that he (she) who grants the present
Assignment ocurnenﬁ) Representative,

Nofary Public (Se 32 ,209
SALLY A, INGALLS
%ﬁ% MICHIGAN .
My uarya 2018
Acting in the County of

.OTH’N. d f f 2
s%\d ay o :\L«,Ko o0

personally appeared bafore m

Diwahar L. Norasimhan

who is(are) known'to me and who | attest executed
the foregoirig document and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for the us s_and‘

th&nirmbﬁwsn@al)sme OF MICHIGAN -~ -
COUNTY OF WASHTENAW .

My Commission expires January 3, 2018 .. ~
Acting in the County of _

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

oy de de
personalmante comparecié ante mi

a-quien conozco, iy de quien me consta que firmoé
el anterior documento, debidamente juramentado
declaré y dijo queéles

de THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Socledad legalmente constituida jpara un periodo
de duracién que:.aln no ha terminado; que. el
declarante estd autorizado por ‘dicha compafifa
para conferir este. documento de Cesion; que el
sello estampado ipor él al pie dg tal Cesién, en
nombre: y reptesentacién dei la expresada
compaiiia, es el sello oficial de elia; y que el objeto
para el cual se;confiere este (nstrumento estd
comprendido dentro del de |a sociedad.

El suscrito Notaric hace constar que tuvo a la vista
las pruebas de la-existencia de la sociedad.

Estado de
con fecha

y que quieh conflere el presenté documento :de
Cesion es su representante.

Notario Publico (sello)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de ,
comparecio(eron) ante mi .

- 2 :quien (es) conozco y me copsta que es(son)
""la{s) persona(s):firmante(s) def documento que

precede‘ Yy quien(es) declara(n)| que otorgan el

* mismo. ipara los “fines y propésifos que en élisa
_‘expresan

.

Notario:Pablico (selio)

e e VST e



TRADUCCION AL ESPARNOL del documénto de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO.DE MICHIGAN
DEPARTAMENTC DE ESTADO

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MICHIGAN

4. lleva el sellofimbre de SALLY A. INGALLS, CONEfADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan
a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149643-0GS

Sello/timbre

© ® N o o»

10. Firma

(firma) _
Terri Lynn Land

Esta certificacién acredita anicamente la autenticidad de la firma: del funcionarié quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual adtua y, donde corresponda, la identidad del
sello o estampilla que lleva el documento. Esta certificacién no supone que el contenido del
documento sea correcto o que tenga la aprobacion del Estado de'Michigan,

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLOQ DEL ESTADO DE MICHIGAN




CERTIFICADO N’OT.ARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

NotarioiPublico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comisién vence el 3 de enero de 2015:
Actuando en el Condado de

Hay unsello seco que dice:

SALLY A. INGALLS
Estado de Michigan

!



IMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION.

ASSIGNMENT

The Undersigned iJames H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN:;. Victor
YANG, Mei-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE and Young-Min KWON;

acting as Inventors

of Colombian Patent Application No. 09 010.531
Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Department Of Pharmaccology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB Ill, Ann Arbor, MI 48109, US; 1130 Olivia
Avente, Ann Arbor, Ml 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann Arbor, Ml 48104, US;
3629 Tangleweod Drive, Ann Arbor, MI 48105, US;
Department Of Pharmacology, University Of
Michigan, Medical iSchool, 1301 MSRB Ill, Ann
Arbor, Ml 48109-0632, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, MI 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, MI 48105, US; 3660 Ranchero Dr.,
#203, Ann Arber, Ml 48108, US; respectively,

hereby declare that assign all rights of ownership as
well as-all rights-:and privileges relating thereto
without exception: over the following patent
application in Colombia No. 09 010.531

Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, M1 48104, United States of Amenca.

The assignors and the assignee sign this document
as proof of their acceptance of the assignment.

Given and signed on the azndday of :]LL.K

of 2004

AAture of Assignor
~WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Signature of Assigner
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mei-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J, TESMER

Signature of Assignor
Timm ViV B

CESION

Los Suscritos James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan Holden; KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventores ‘

de la soficitud de patente en Colombia No. 09
010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicilio en Department Of| Pharmaccology,
Universty Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB IIt, Ann Arbor, MI 48109, Estados Unidos de
América; 1130 Olivia Avenue, Anp Arbor, MI 48104,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, Ml 48104, FEstados
Unidos de América; 3629 Tanglj’ewood Drive, Ann
Arbor, Ml 48105, Estados Unidos de América;
Depariment Of Pharmacology, , University Of
Michigan, Medical School, 1301 :MSRB I, Ahn
Arbor, MiI  48100-0632, Estadés Unidos de
Ameérnica; 2450 Adare Road, Ann Arbor, MI 48104,
Estados Unidos de América; 2222 Fuller Court,
#204A, Ann Arbor, Ml 48105, Estados Unidos de
América; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann Arbor, Ml
48108, Estados Unidos de  Amérida;
respectivamente,

declaran por el presente documiento que cede
todos los derechos de propfedad que Iles
correspondan, asf como las prerrogativas, sin
excepcién alguna, sobre la siglwénte solicitud de
patente en Colombia No. 09 010.531

Titulada; COMPOSICIONES ANTI-COCAINA .Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE U.NlVERSI'ITY!OF MICHIGAN
domiciliada 1214°S. University Avenue, 2nd Fldor
Ann  Arbor, Mi . 48104, Estados Unidos de
America. )

Los cedentes y el cesionarp firman este
documento como prueba de su aceptacién de:la
cesion.

Dado y firmado a los
de.200_

dias del mes de

Firma del Cedente
James H. WOOD$
Firma del Cedente
Roger SUNAHARA -
Firma del Cedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma del Cedente
Vietor YANG
Firma del Cedente
Mei-Chuan Holdén KO
Firma de! Cedente

talam. | TEOBMES
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DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Wndersigned Jamos H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG,  Mel-Chuan Holden KO; John J.
TESMER; Then-Yi LEE and Young-Min KWON;

actingas Inveniors

of Colémblan Patent Application No. 09 010.631
Tied: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Department Of Pharmao~cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB lll. Ann Arbor, MI 48109, US; 1130 Olivia
Avenus, Ann Arbor, MI 48104, US; 1507 Pine
Valley Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, US;
36829 Tanglewood Drive, Ann Arbor, Ml 48105, US;
Department Of Phammacology, University Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB Ill, Ann
Arbor,iMI 48108-0632, US; 2450 Adarg Road, Ann
Arbor,: MI 48104, US; 2222 Fuller Court, #204A,
Ann Arbor, MI 48105, US; 3660 Ranchero Dr.,
#203, Ann Arbor, Mi 48108, US; respectivaly,

hereby daclare that assign all rights of ownership as
woll 8 ell rghts and privileges relating thersto
without exception over the following patent
application in Colombia No. 09 010.531

Thied: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenus, 2nd Floor
Ann Arbor, M 48104, Unlted States of America.

The assignors and the agsignee sign this document
as proof of their of the assigl

L.
Given 'and signed on the 2 day of ‘SVL)
of 200;( q .

Signature of Assignor
Jamas H. WOODS
Signature of Assignar
Rogor SUNAHARA
Signature of Assignor
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
Mei-Chuan Heldon KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signature of Assignor
Tlon-Yi LEE
Signature of Assignor
Young-Min KWON

C./L\—'

Signature of Assignee

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor
Director of Licensing
UM Technology Transfer

CESION

Los Susoritos James H. WOODS, Roger
SUNAHARA; Diwahar L. NARASIMHAN; Victor
YANG, Mei-Chuan HMolden KO; John J.
TESMER: Tien-Y| LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventores

de l1a solicliud de patente en Colombla No. 09
010.531 )
Tiulada: COMPOSICIONES ANTI-COCAINA Y
TRATAMIENTO

con domicilio en Department Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical School, 1301
MSRB lll, Ann Arbor, Mi 48108, Estados Unidos de
América; 1130 Qlivia Avenus, Ann Arbor, MI 48104,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Valley
Boulevard #7, Ann Arbor, MI 48104, Estados
Unidos de Amérca; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arbor, MI 48105, Estados Unidos de América;
Depariment Of Phammacology, Univorslty Of
Michigan, Medical School, 1301 MSRB !, Ann
Arbor, M 481090632, Estados Unldos de
América; 2450 Adare Road, Ann Arbor, M! 48104,
Estados Unidos do Amdrica; 2222 Fuller Cout,
#204A, Ann Arbor, MI 48105, Estados Unidos de
América; 3660 Ranchero Dr., #203, Ann Arbor, M
48108, Estados Unidos de América:
respectivamente, ’

declaran por el presente documento que cede
todos los derechos de. propiedad que les
corragpondan, asi comg las prerrogativas, sin
excepclon alguna, sobreila sigulente solicitud te
patente en Colombia No. 69 010.531

Titulada: COMPOSICIONES ANTI.COCAINA ;Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN
domicitiada 1214 S. University Avenue, 2nd Flgor
Ann Arbor,. Ml 48104, Eslados Unidos do
América,

Los cedentes y el cesionarlo firman este
documento como prusba de su aceptacién deila
cesidn,

Dado y firmado a .lcs
‘de 200_

dias del mes de

Firma del Cedente
Jameg H, WOODS
Firma del Cedente
Roger SUNAHARA
Flrma del Caedente
Diwahar L. NARASIMHAN
Firma del Cedente
Victor YANG
. Firma del Cedente
Mel-Chuan Holden KO
Firma del Cadante
John J. TESMER
Firma del Cedenta
Tien-Yi LEE
Flrma de! Cedente
‘Young-Min KWON

Firma del Cesionario



Terri Lyrin Land

This certification attests only to the suthenticity of the Bignature of the affictal |
who signad the affixed documert, the capaclty in whl that official acted, angd
whera appropriate, the identity of the seal ar stamp which the document hearg.
Thia ceriification Is not intended to tmply thal the conlgnis of the document aré
comect, not that they have the approval of the Stata Mlchlgsn

smmam g Ama e




Assignment flocument is Qiepr
ty "

. NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

onthis Md gy of Iub.d ot 2009

personaljﬁappeared before me

Gl

to me know‘#ﬁ}ldlbﬁow to me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly swarn did gepose and say that he (she) is

" Divethor of Licensing

of THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which 1s legally ¢onstituted for a term not yet
explred, that deponent s authorized by sald
Company to confen this Assignment document; that
the seal affixed hereunto by the deponent in the
name and on behalf of said Corporation 1s the
corporate seal thereof, and that the purpose for
which this Instrument is granted is Included within
the corporate purpese of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of m&fﬁ&wﬁd’l;v&ﬂrhg Sﬂ—d 5

under date of
. Jan. 1963

and that he (she) who grants the present

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de - de
personalmente comparecid ante m

a quien conozco, y de quien me consta que firmé
el anterior documento, debidamente juramentado
declar6'y dijo que éles

de THE REGENTS OF THE. UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sociedad legaimente constitwda para un periodo
de duracién que:'aun no ha terminado; que:e!
declarante estd autorizado por idicha compafia
para conferir este documento de Cesion; que! el
sello estampado :por ¢! al pie dé tal Ceslon, en
noimbre y representacion del la expresada
compailia, es el sello oficial de ella; y que el objéeto
para el cual se:confiere este ihstrumento esta
comprendido dentro del de la sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista
las pruebas de la existencia de la sociedad..

Estado de
con fecha

y que quien 'con_ﬁéra al presente documento 'de
Cesién es su representante.

Ndtario Publico (sello)

v

ALLS
€ OF MICHIGAN

NOTART S rmieaTe
TURAL PERSON

[TRAGNTE b

a‘,i;Iames H. wDOdS

On this ozncl day of :\’u% of 2609

personally appeared before me

JW@S #, Weoed s

who is(are) knownito me and who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he,
(they) grant(s) -the . document for the uses and

purpo stherelnapre .
x ALy A inGALls =Sua2,2

NGy RS LIBeaTATE OF MICHIGAN
COUNTY OF WASHTENAW
My Commission expires January 3, 2015
Acting m the County of I

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de " de ,
comparéecié{eron) ante mi

a quien (es) conozco y .me corjsta que es(son)
'la(§) persona(s) ‘firmante(s) del] documento que
'j_)‘rev,c'ede' y quien(es) declara(n) | que otorgan: el
mismg:para los fines y propdsitos que en élise
exprésan.

Ngtanq?ﬂblico {sello)



TRADUCCION AL ESPANOL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firmado por el cedente y el cesionario.

ESTADO.DE MICHIGAN
DEPARTAMENTQ DE ESTADO

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

1. Rals: Estados Unidos de América
Este documento publico

2. hasido firmado por SALLY A, INGALLS

3. dctuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MICHIGAN

4. lleva el selloftimbre de SALLY A, INGALLS, CONDADO DE
WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan
a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149641-0GS

Sello/timbre

© © N o o

10. Firma

(firma) _ ‘
Terri Lynn Land B

Esta certificacion acredita Gnicamente la autenticidad de la firma del funclananc qulen ﬁrmajﬁ
el documento adjunto, la capacidad en;la cual actua y, donde corresponda fa. denhdad del
sello o estampilla que Hleva el documento Esta Zcémflcacuén no ,supone que el <ontemdo dei’
documento sea oorrecto [+ que (enga la aprqba_ci el Estado ichi

f
i

i Lleva un sello que dnce SRR
1EL GRAN SELLO DEL. ESTADO




CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario Publico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comision vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un sello seco que dice:

SALLY A. INGALLS
Estado de Michigan



DOCUMENT OF ASSIGNMENT OF
PATENT APPLICATION

ASSIGNMENT

The Undersigned James H. WOODS; Roger
SUNAHARA; Diwahgr L. NARASIMHAN; Victor
YANG, MskChuan Holden KO; John J.
TESMER; Tien-Yi LEE and Young-Min KWON;

acling as inventors

of Colomblan Patent Application No, 09 010.531
Titled: ANTI-COCAINE COMPOSITIONS AND
TREATMENT

with domicile in Depsrtment Of Pharmac-cology,
University Of Michigan, Medical Schoot, 1301
MSRB lli, Ann Arbor, M! 48108, US; 1130 OiMa
Avonte, Ann Arbor, MI 48104, US;, 1507 Pine
Valley Boulovard #7, Ann Arbor, M1 48104, US;
3629'Tanglmod Drive, Ann Arbor, M 48105, US;
Tt Of Ph fogy, University Of
Michlgam Medical School, 1301 MSRB I, Ann
Arbor; MI 481090832, US; 2450 Adare Road, Ann
Arbor, M 48104, US; 2220 Fudler Court, #204A,
Amn Arbor, Mi 48108, US; 3660 Ranchero Dr.,
#203; Ann Arbor, M1 48108, US; respectively,

hereby declare that assign af rights of hip as

CESION

Les  Suserites James H. WOODS; Rogar
SUNAHARA; Diwahar L, NARASIMHAN; Vlctnr
YANG, MelChuan Holden K@ John .
TESMER,; Tien-Yi LEE y Young-Min KWON,

en calidad de Inventores

de fa_soficitud de p on Ci No. 08
010.531

Tilulada: COMPOSICIONES ANTLCOCAINA 'Y
TRATAMIENTO

con domicllio en Depaﬂmem Of Phamaccolagy,
Unh of W Modical School, 1301
MSRS Ill, Ann Arbor, M|4a109. Estados Unidos de
Amérca; 1430 Olivia Avenue, Ann Arbor, M 48104,
Estados Unidos de América; 1507 Pine Velay
Bouleverd #7, Ann Atbor, M| 48104, Estados
Unidos de América; 3629 Tanglewood Drive, Ann
Arbor ™! 48105, Estados Unidos de Américe;
t Of Ph logy, Universty 'Of
Mnehlgan. Medical School, 1301 MSR8 III Ann
Arhor, MI 48109-0632, Estados Unldos de
América; 2450 Adare Road, Ann Arbor, Ml 48104,
Estados Unidos de América; 2222 Fuller Cotr,
#204A, Ann Arbor, Mi 48108, Estados Unidos
América; 3660 Ranchsro.Dr., #203, Ann Arbor, ;M1
48108, Estados - Uhidos de Ameui:a-

well as all rights and prvileges relating thereto
witholit exception over the following patent
application in Colombia No. 08 010.531

Tited: ANTI-COCAINE COMPQOSITIONS AND
TREATMENT

to THE REGENTS OF THME UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

domiciled in 1214 S. University Avenue, 2nd Floor
Ann Arbor, Ml 48104, United States of America.

The assig and the assignee sign this d

decl por & que eode
todos log derechos de propladad qua Jes
comespondan, asl como ias prerrogativas,
axoepcién alguna, sobre: la sigulente solicitud [de
patente en Colombia No. 09 010.531

Titutada: COMPOSICIONES ANTI—COCA[NAI Y
TRATAMIENTO

a THE REGENTS' OF :THE UNIVERSITY F
MICHIGAN:- THE UNIVERSITY OF MICHIG,
domiciiiada!1214 S. University Avenue, 2nd Fibor
Ann Arbor; MI 48104, Estados Unidos ide
Améh

as proof of their pb

Given and signed on the Zadlday of
e J‘aa&

of the

Signature of Assignor
James H. WOODS
Signature of Assignor
Roger SUNAHARA
Slgnature of Assignor ,
Diwahar L. NARASIMHAN
Signature of Assignor
Victor YANG
Signature of Assignor
#et-Chuan Holden KO
Signature of Assignor
John J. TESMER
Signaturs of Assignor
Tien-YI LEE
Signature of Assignor
Young-#in KWON

/l% L
Signature ofAsugneeL\-/

UMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

Ruth L. Rasor

Director of Licensing

Los - oed y. firmen  este
documanto como prueba ds su scoplacidn dé R

Dedo y fimado a los
de 200_

dias del mes .de

Finna del Cedente
James K, WOODS
Firma del Cedente
Roger SUNAHARA
Fimma del Cedants

Victor YANG
Firma del Cedente
Mei-Chuan Holden KO
Firma del Cedente
John J. TESMER
Firma dal Cedente
Tien-YI LEE
Firma del Cedente
Young-Min KWON

Firma del Cesionario

UM Technology Transfer
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7. bﬁ@,%cretary

8. NO. 781531-149¢

Terri Ljrm Land

This corllfication attasta only.to ttie authenticlty of the gignature of the offictal .
who clgned the atfixed documant, the capaclty In whi that officlel actod, and
whare appropriate, the: Klentity of the sea! or smp wain the documen beery,
This coriification [s not Intended to Imply that the conténty of thé document are
cofect, non that thay hava tho approval of tho Stats of Michigan.

'




On this 03\4

personalﬁ?ppearejd be
e b ascrr
wn' t

day of

S

to me known, ‘and, kno me to be the person
who signed the foregoing instrument who being by
me duly sworn did depose and say that he (she) is

j)!(‘&da'r O‘F Llcar\&v\fgw
OF

of THE REGENTS. OF THE UNIVER
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Which is legally constituted for a term not yet
expired, that deponent is authorized by said
Company to confer this Assignment document: 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 purpdse of company.

The undersigned Notary Public attests that he has
seen the documents that prove the existence of the
company.

State of h\nc.kméu.ccmhh&hm . Q Soet 5

under date of
Sa. (A3

and that he (she) who grants the present

Assignment documentajts Repflesentative.
Notary BUbIEy (ReiGALLS uly 22009
NOTARY.PUBLIC - STATE OF MICHIGAN
COUNTY OF WASHTENAW
My CommissiHRTABMLNRERTIFICATE

Acting in the CouNATURAL.PERSON

On this M day of

hi»—( of 2009
personally appeared before me

Sundhors

who ls(a own to me and who | attest executed
the foregoing document and he (they) declared he
(they) grant(s) the document for the uses and
purposes therein expressed.

SALLY A (NGALLS uly 2, 2009
Netskw PHDILISERMATE OF MICHIGAN 1
COUNTY OF WASHTENAW

My Commission expires January 3, 2015
ACLN i the County of

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

of 260K

Hoy de de
personalmente comparecié ante mif

a quien conozco, .y de quien me consta que firmé
el anterior documento, debidamente juramentado
declaré y dijo que éles

de THE REGENTS OF THE; UNIVERSITY OF
MICHIGAN - THE UNIVERSITY OF MICHIGAN

Sociedad -legalimente. constituida para un periodo
de duracién que adn no ha ‘terminado; que el
declarante estd autorizado por dicha compafia
para confenr este documento de Cesién; que el
sello estampado por él al pie de tal Cesion, en
nombre y representacion de la expresada
compafifa, es el sello oficial de ella; y que &l objeto
para elicual se -confiere este instrumento esta
comprendido dentro del de la so‘clédad

El suscrito Notari¢ hace constar que tuvo a la vista
las pruebas de la existencia de la sociedad.

Estado de
con fecha

y que quien ‘confiere el presenté documento de
Cesion ¢és su representante.

Notario Publico (sello)

CERTIFiICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de .
comparecié(eron) ante mi

a quien (es) conozco y me consta que es(son)
la(s) persona(s) firmante(s) delldocumento que
precede y quien(es) declara(n) que otorgan el
mismo para los fines y propdsités que en él se
expresan.

Notario Publico (selio)




TRADUCCION AL ESPAROL del documento de CESION a THE REGENTS
OF THE UNIVERSITY OF MICHIGAN — THE UNIVERSITY OF MICHIGAN,
firnado por el cedente y el cesionario.

ESTADO DE MICHIGAN
DEPARTAMENTO DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pafs: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por SALLY A. INGALLS
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO DE MICHIGAN
4. lleva el selloftimbre de SALLY A INGALLS, CONDADO DE

poaa SR THE L Lo A A 1O A A

WASHTENAW, MICHIGAN

CERTIFICADO

en Lansing, Michigan

a los 10 dias del mes de julio de 2009

por el Secretario de Estado, Estado de Michigan
No. 47815-1-149642-0GS

Selloftimbre

© © N >

10. Firma

(firma}.

Terri Lynn Land

Esta certificacion acredita Unicamente la autenticidad de la firma del funcionarid quien firma
el documento adjunto, la capacidad en la cual actia y, donde corresponda, la idéntidad del
selio o estampilla que lleva el documento. Esta certificacion no supone que el contenido de)
documento sea comecto ¢ que tenga la aprobaciéh del Estado de Michigan.

Lleva un sello que dice:
EL GRAN SELLO DEL ESTADO DE MICHIGAN



CERTIFICADO NOTARIAL

Hay un sello que dice:

SALLY A. INGALLS

Notario- Publico, Estado de Michigan
Condado de Washtenaw

Mi comision vence el 3 de enero de 2015
Actuando en el Condado de

Hay un:sello seco que dice:

SALLY A. INGALLS
Estado:de Michigan




