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No. Solicitud Internacicnal  PCT/B2008/001111
Fecha de Presentacion Internacional 03 eneroc 2008

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de
la Decisién 486 de [a Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcién: Folios 27 a 69 04 agosto 2009
Retvindicaciones: Folios 70a 78 04 agosto 2009
Folios 1202 124 13 abril 2011
Dibujos: Folios 80 a 85, 99 04 agosto 2009
Secuencias: Folios 86 a 98 04 agosto 2009
Prioridad: GB 0700133.2 04 enero 2007

2. Analisis de la Prioridad

Se acepta |a reivindicacion de Prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro
del plazo establecido (Art. 8 D 486), y su contenido técnico corresponde con el de la
prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencién

Titulo de la solicitud: “Anticuerpos neutralizantes del citomegalovirus humano y su
uso”

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de anticuerpos
neutralizantes del citomegalovirus humano con alta capacidad neutralizante que
permita una menor administracion.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un anticuerpo
monoclonal neutralizantes del citomegalovirus humano que comprende una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia SEQ IDNO 7, SEQ ID NO
17, 6 SEQ ID NO 39 y una regién variable de cadena ligera que comprende la
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secuencia SEQ IDNQO 8, SEQIDNO 18 6 SEQ IDNO 7,

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP): C12N 15/13; A61K 39/42; A61P 31/22

4. No es una invencioén (Art 15 D 486 literal (b))

El objeto de las reivindicaciones 15 y 16 no se considera una invencién puesto que
hace referencia a un anticuerpo humano, de acuerdo con el Art citado.

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

El uso de las reivindicaciones 19, 26 a 28 no es patentable, de acuerdo con el Art 14.
6. De ia Solicitud de Patente
Titulo

Eltitulo hace referencia a el uso de los anticuerpos reclamados. debido a que lo usos
no son patentables se sugiere al Solicitante hacer la correccion necesaria,

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Las reivindicaciones que se refieren a un anticuerpo deben caracterizarlo a partir de
su estructura completa, mencionando las secuencias que lo conforman en la cadena
ligeray cadena pesada, o las secuencias variables de las cadenas ligera y pesada o
las secuencias de los 6 CDR's que conforman ambas cadenas. La referencia a
estructuras parciales del anticuerpo no son validas puesto que no es una estructura
activa, probada ni definida. Se sugiere establecer la caracterizacidn del anticuerpo ta
oMo se aprecia en la reivindicacion 14,

Las reivindicaciones 1 a 5, 17 a 19 hacen referencia a la concentracion necesaria
para neutralizar la infeccion con hCMV mediante el yso de un anticuerpo, y al hecho
de que este se une a un epitope especifico, lo cual no caracteriza adecuadamente el
anticuerpo reclamado y corresponden a un resultado a alcanzar puesto gue la
reivindicacion incluiria no sélo la solucion propuesta por el solicitante, sino todas las
alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resultado. Se sugiere reemplazarlo
por las caracteristicas esenciales, estructurales o funcionales, que contribuyen a |a
obtencién de ese efecto.

En el capitulo reivindicatorio, especialmente las reivindicaciones 6 a 12 existen
numerosas reivindicaciones que reclaman un anticuerpo definido a partir de diversas
y numerosas opciones de anticuerpo, dependiendo opciones de cadena ligera 6
cadena pesada. Estas reivindicaciones dan fugar cada de ia combinacion de
secuencias empleada y pocas de ellas presentan sustento en la descripcion se
sugiere hacer una generalizacion razonable de secuencias de acuerdo a lo divulgado
en la descripcion tales como los anticuerpos con VH SEQ ID NO 7 y VL SEQ ID NO
8.

Las reivindicaciones 6, 11, 12 contienen el termino “al menos” el cual es impreciso.
por lo cual no permite distinguir la invencion del estado de la técnica. Se sugiere
sustituirlo por un término preciso o un rango concreto.
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La reivindicacion 15 se refiere a una denominacién particular que se le dio al
anticuerpo reclamado, sin embargo esta denominacion nc hace claro el anticuerpo
que desea reclamarse en la reivindicacidén. Se recuerda al solicitante que las
reivindicaciones deben ser claras por si mismas.

El objeto reclamado en las reivindicaciones 13 y 14 es el mismo se sugiere eliminar
alguna de ellas.

Las reivindicaciones 8, 11, 12, 21 contienen la expresion “que tiene una identidad de
secuencia de al menos un 85%...", o con otros porcentajes. Dicha expresion debe
eliminarse, puesto que no permite establecer a que secuencia se refiere y en el caso
de las regiones CDR o variables de un anticuerpo es necesaria esta definicion para
obtener actividad en un anticuerpo, puesto que el cambio de un solo aminoacido
puede alterar la especificidad del mismo. es asi que estas no permiten definir la
invencién ni permiten que pueda ser reproducida por el experto en la materia,

Las reivindicaciones 20, 21 y 23 y dependientes se refieren a polipéptidos. Sin
embargo, dado que el problema que resuelve la solicitud es proveer anticuerpos que
se unen a hCMV, los polipéptidos aislados no hacen parte de la invencién. Lo mismo
se aplica para los acidos nucleicos reclamados. De igual manera no se definen
dichos péptidos y acidos nucleicos por su estructura por tal razén no se encuentran
adecuadamente caracterizados.

No se encuentra soporte para composiciones que contengan mas de un anticuerpo
dentro de sus componentes tai como se reclama en la reivindicacién 25, por tal
razon se sugiere eliminar dicha reivindicacion.

7. Unidad de invencion {Art 25 D 486)

La Solicitud no cumple can el requisito de unidad de invencién porque se refiere a 5
Grupos Inventivos los cuales reclaman un anticuerpo definido a partir de diversas
opciones de anticuerpo, dependiendo opciones de regidn variable de cadena ligera 6
cadena pesada sin ninguna relacion estructural entre si.

Los Grupos Inventivos estan definidos por las siguientes caracteristicas esenciales

Grupo 1: Reivindicaciones 7 a 15, las cuales corresponden a anticuerpos
monoclonales humanos que comprenden las regiones variables de cadena pesada
de SEQ ID No. 7 y region variable de cadena ligera SEQ ID No. 8. Designado como
anticuerpo 1F11.

Grupo 2: Rejvindicaciones 7 a 14, las cuales corresponden a anticuerpos
monoclonaies humanos que comprenden las regiones variables de cadena pesada
de SEQ 1D No. 17 y region variable de cadena ligera SEQ ID No. 18. Designado
como anticuerpo 2F4.

Grupo 3. Reivindicaciones 7 a 14, las cuales corresponden a anticuerpos
monaoclonales humanos que comprenden las regiones variables de cadena pesada
de SEQ ID No. 39 y regién variable de cadena ligera SEQ ID No. 40. Designado
como anticuerpo 5A2.

Grupo 4. Reivindicaciones 20 y 21 gue corresponden a un acido nucleico que
cedifica para cualquiera de los anticuerpos reclamados.
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Grupo 5. Reivindicaciones 23 y 24 referente a un péptido inmunogénico aislado o
purificado que comprende un epitopo que se une al anticuerpo

Se sugiere presentar las Solicitudes divisionales que considere necesarias, 6 limitar
ta solicitud inicial a una sola invencion, eliminando de ella las otras invenciones.

8. Determinacion del Estado de la Técnica
El Estado de la Técnica se determiné con base en la fecha de presentacion de la

solicitud de prioridad (04 enero 2007) y se encontraron los siguientes documentos
que anticipan el objeto de esta solicitud:

r

Fecha de

. . |
Item Documento Titulo i Publicacion®

Human monoclonal antibodies
neutralizing human | 28 enero 1987
cytomegalovirus i
, Human cytomegalovirus virion |
D2 ggAs'p\;Ol' 10128'12; protein complex required fro
* 9 epithelial and endothelial cell |
18158 - |
tropism |
Journal of virological | Human monoclonal anti HCMV l
D3 methods 74 (1998) | neutralizing  antibody  from 1 28 abril 1998
1

89-98 phage display libraries

J. Gen. Virol. (1987),

D1 | 88, 1457-1461

21 octubre 2005

|
|
|
|
|
j;
|

D1 {folio135}) divulga anticuerpos monoclonales humanos anti-HCMV que neutralizan su
capacidad virulenta en una concentracion entre 0.5 y 0.3ug/ml

D2 (félios 136-138) divulga anticuerpos monocionales anti-nCMV obtenidos a partir de una
libreria genéticas de fagos que expresan proteinas de dicho virus.

D3 (félios 138-140) divulga anticuerpos anti-hCMV los cuales estan dirigidos directamente a
las proteinas UL-130 y UL131A las cuales son importantes para virulencia del virus.

9. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Novedad (Art 16 D486)

La reivindicacién 1 consiste en “un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que neutraliza una infeccidn de células endoteliales, células epiteliales,
celulas retiniana, células mieloides o células dendriticas por citomegalovirus humano
(hCMV), en que la concentracion de anticuerpo necesaria para una neutralizacion del
50% de hCMV es de 0.3ug/ml o menos

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estade de la Técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D2 ' D3

Un anticuerpo o un fragmento | Un anticuerpo o un | Un anticuerpo o un . Un anticuerpo o un
! de union a antigeno del mismo, | fragmento de union | fragmento de union , fragmento de unién

| que neutraliza una infeccién de | a antigeno del a antigena del ! a antigeno del

| céiulas endoteliales, células mismo, que mismo, que i mismo. que I
‘l epiteiiales, células retiniana, neutraliza una neutraliza una neutraliza una

. celulas mieloides o células infeccién por infeccién por | infeccion por

| dendriticas por citomegalovirus | citomegalovirus | citomegalovirus | citomegalovirus
_humano (hCMV), | humano (RCMV), | humano (hCMV), , humano (hCMV) !
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Frente a D1

Las caracteristicas esenciales del anticuerpo de la reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en D1, el cual ensefia anticuerpos monoclonales humanos
anti-hCMV (folio ,pagina 1457, resumen) de un peso aproximado de 50y 130KD que
neutralizan una infeccidn por citomegalovirus humano (hCMV), dichos anticuerpos
tienen una concentracién de neutralizacion entre un 0,5 y un 0.3 ug/ml. {folio 135,
pagina 1459)

En consecuencia, la reivindicacion 1 carece de novedad, segun lo divulgado en el
documento D1.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 5, 15 a 19 no mencionan alguna caracteristica
que haga nueva a la composicion de la reivindicacion 1, por lo cual se considera que
no SON NUevas.

Frente a D2

Las caracteristicas esenciales anticuerpo de la reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en D2, el cual ensefia anticuerpos monoclonales humanos
obtenidos a partir de una biblioteca de fagos (folio 136, pagina 89, resumen) los
cuales exhiben una actividad neutralizante de 1ug/ml (folio 137, pagina 95, figura 5).
Dichos anticuerpos se unen a las proteinas de superficie gpUL55 y gpUL75 del virus
las cuales son importantes para la actividad virica del virus (folio 136, pagina 90, item
1).

Asimismo se revela la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena
ligera y la region variable de cadena pesada la cual tiene una correspondencia del 95
con las secuencias SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8 de la presente solicitud (folio 137,
pagina 94, figura 3); y la secuencia de nucledtidos que codifica dicho anticuerpo.

En consecuencia, la reivindicacién 1 carece de novedad, segun lo divulgado en el
documento D2.

Las reivindicaciones dependientes 2-3, 6, 11, 12, 15 a 22 no mencionan alguna
caracteristica que haga nueva a la composicién de la reivindicacién 9, por lo cual se
considera que no son nuevas.

Frente a D3

Las caracteristicas esenciales anticuerpo de la reivindicacion 1 habian sido
divulgadas previamente en D3, el cual ensefia anticuerpos monoclonales los cuales
exhiben una actividad neutralizante menor de 20ug/ml (folio 139, pagina 18156).
Dichos anticuerpos se unen a las proteinas de superficie UL128 y UL130 del virus las
cuales son importantes para la actividad virica del virus (folio 139, pagina 18153,
resumen, item 1)

En consecuencia, la reivindicacion 1 carece de novedad, sequn lo divulgado en el
documento D2.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 5 y 15 a 22 no mencionan alguna

caracteristica que haga nueva a la composicion de la reivindicacién 8, por lo cual se
considera que no son nuevas,
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Nivel inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 14 consiste en un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, en el que el anticuerpo comprende...(folio 122)

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

| __ Caracteristicas esenciales { b . b2 _ —
Anticuerpo Anticuerpo | Anticuerpo |
Regién variable de cadena pesada | Regidn variable de
SEQIDNO7,6SEQIDNO 17, 0 SEQID | cadena pesada —I
NQO 39 . SEQ ID NO 1

| Region variable de cadena ligera Anticuerpo de 50 a 130KD . Regién variable de :
SEQ IO NO 8, 6 SEQ ID NO 18,0 SEQ ID | cadena tigera ‘
NO 40 | SEQIDNO 2

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de |a técnica cercano a la
invencion definida en la reivindicacion 1 porque:

El documento D1 ensefia anticuerpos monoclonales humanos anti-hCMV (folio
pagina 14567, resumen) de un peso aproximado de 50 y 130KD que neutralizan una
infeccion por citomegalovirus humano (hCMV), dichos anticuerpos tienen una
concentracion de neutralizacion entre un 0,5 y un 0.3 ug/ml. (folio 135 , pagina 1459)

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacién 1 y el anticuerpo
divulgado en el documento D1 consiste en que se definen las secuencias de las
regiones variables pesada y ligera.

El hecho de especificar las secuencias tanto de la region variable de cadena pesada
como la region variabie de cadena ligera no evidencia un efecto técnico sorprendente
con respecto a los divulgados en D1, puesto que no se presenta neutralizacién en la
mayor concentracion (>2ug/mi) para tejidos de tipo fibroblasto con respecto a lo
reportado por D1 (0.3ug/m!).

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: “cémo obtener anticuerpos monoclonales humanos anti \NCMV
alternativos a los divulgados en D1 con secuencias de las regiones variables pesada
y ligera especificas?

Por su lado el documento D2 hace referencia a anticuerpos monoclonales humanos
obtenidos a partir de una biblioteca de fagos (folio 136, pagina 89, resumen) los
cuales exhiben una actividad neutralizante de 1ug/ml (folic 137, pagina 95, figura
5).Dichos anticuerpos se obtienen luego de obtener 8 clones correspondientes a
fagos que contienen el virus hCMV. A partir de dichos clones se escogen las
proteinas que influyen en la capacidad virica y dichas proteinas se establecen como
epitopes (folio 138), generandose asi un anticuerpo anti-hCMV que presenta la
secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera y la region variable
de cadena pesada la cual tiene una correspondencia del 90% con las secuencias
SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8 de la presente solicitud (folio 137, pagina 94, figura 3);
y la secuencia de nucledtidos que codifica dicho anticuerpo.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, que
conozca el estado de la técnica en donde se divulga un anticuerpo con actividad
neuitralizante anti hCMV menor a 0.3ug/ml (documento D1) y tenga acceso a la
generacion de librerias de genes o fagos que expresen proteinas especificas del virus
hCMYV | estaria motivado a generar clones, acidos nucleicos y anticuerpos con una
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10.Conclusion
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actividad neutralizante optima de secuencia similar a la divulgada en D2 para llegar
asi al objeto de la reivindicacién 1 de la solicitud. Por lo cual se considera que carece

Los requisitos de Patentabifidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

| Itemn | Documento Reivindicaciones afectadas . Requisito que afecta '
f py | 3 Gen. Virol (1987), 68, 14 ' Novedad /Nivel |
1457-1461 ! inventivo
D2 PNAS. Vol 102, No. 50, 1-24 ‘ Novedad /Nivel
| Pag. 18153-18158 ! inventivo
| Journal of virological
D3 | | ethods 74 (198) 89-98 tadsyisazz | Novedad

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (80) dias
contados a partir de la fecha de notificacién de Ia presente comunicacién. En caso de
no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran

los impedimentos para la concesion, se denegara ia patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término
faltante y presentarla por escrito

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del

capitulo quinto det titulo primero de ia Circular Unica No. 10 de 2001,

—

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ

Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior - r‘e%

ABD. 2812

Elaborado por: Ana Delia Pinzén Garcia
Revisado por: Consuelo Leguizamén Leguizamon %/

uerimiento fue notificado por fijacion en lista,
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Heavy chain 3 primer

ST

VHIa AAGGCCCAACCGUOUCATGGCCCAGGEIGCAGC TGUTGCAGTCIGG

VHIb AAGGCCCAACCGGCCATGUCCCAGRTY CAGCYGGTGCAGTC

b8

V2w ANGGCCCAACCUGCOATAGCCAGSTRCAGUTGCAGSAGTC RGO
Y132 AAGGCC CAACCG GCCATGOUCSARGTGCAGRTGGTGGAGTCRG

VH3L: AAGGCCCAACCUGCCAT GO CCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGIGHG
VHac: AAGGCCCAACCUGCCATGUUCCAGGTUCAGCTACAGSAGTGGGG

Heavy chain 3 primer
Noit
ING1: CCGCGGCCGUTGTHTGAG

FIGTCACAAGATTT

I'DG2: CCCCGGCCECTTTCCGCTCAACTGICTTIGTCCAC
FDGE: CCGLGGCCUCTGTGTOAGITGTGTCACCAAG GG
G4 CCGCGECCGCTGGGGUACCATATITGGACTCAAC

L

in (x chain) §' primer
Nhe 1

VK1 CCGUTAGCGMCATY CAGWTGACCCAGTCTOC
VK2a: CCOCTAGCGATRTIGTGATGACY CAGWCTCC
VE3a: CCGCTAGCCAAATTCIGW TGACGCAGTCTCC
VK4 CCOCTAGUGACATCGWGHTGACCCAGTCICC

1.-chain (% chaip) 3° pomer
Ase T

VKC TIGGCGCUCCACACTUTCCCCIGTTGAAGCTCIT

F-chain (A chain) 5 primer
Nhe 't

Vita CCGCTAGCCAGTCIGY SCIGACTCAGUCW
VLI CCGCTAGCCAGTCTGTGY TGACGCAGCCG
Vi.2a: CCGCPAGOMACKTTATAY TCACTCAACCG

ViZh: CCOCTAGCCAGACTEIGGTANCY CAGGAG
Vida: CCGETAGCTOCTATGWGETOGALUTCAGCCA
V1 3k COGUTAGCTCTTCTGAGUTGACTCAGGAD

L-chain (A chain) 3' primer
An !

VICTTGGCGCGUCTGAAMATRCHGTAGSGGOCACTGT

Fro 1 Primers used Tor PR wimplification of e Tugnan
3 oa VO Resdriv

W-Aor LR Tor M A& of Coawnd - Aol or

an inddividual with a high serum newtealizing tiwer
aguinal HOMV, and lvmphoovies were isolated by
centrifugetion in Ficoll Pagque (Pharmacizg. Total
RNAs were prepared  wsing o compeerciad a1l
(RNeasy Total RNA Purificaiion $i. Qupeny
Using an RNA PCR KIT ( Fakara Biochenucads),
wlal RNA was wsud ta syathese fiess stand
cDINAs with random nonamers, and DNAs of the
antiboady Fab portion were ampttied i the pres
cace of conesponding 3% and 3-speailic primers

witeelobalie hicavy amd light
o siles dre tuderlined Prorcnwrzte nudeatides aie anbicetod as tall

nos. Proner sequences are alipucd from
: L8 o Gl

for the anubody heavy- und Hghl-chain genes
{Vig_ i), The VH-CI11 region of the ; heavy chwin
and the v and 2 light chaine were auplified gepa-
rately. PR was carricd out by the “touchdown”
protocat tidon ot al, 1990 [T oyoles of denatura-
uon it 93°C for | min, annealing at a lemperature
decrcasing Irom 03 w00 35°C over omin, and
72°C tar 2 min. Touchdown POR
ol B
cannesliog @t 35%C for Domin and

cloamgution at
was oilowed by 23 ¢yeles of denat
for I n

", . M. Tahokosin cr ol | douraad of Virglogicid Vethode 74 0194950 N0 Uy

ciongation wl 727°C for 2 mum. Amplificd DNA
Frapments were digesicd with the appropriade re-
siriciion enzymes. and purilicd by clecirophoresis
2% gparese eels. The relevant DNA bands

were excised from tie pels and exiracied using o
CONERCIC kit (Qinex I Gt Extraction Kit;
Quagent Puritied DNAs were cloned o thy
pRPLS Fabi vector {(Fig. 2)0 (o this construe-
ton. L heavy chain DINA was fused o the
phage gl gene, Fellowing lransformation of £
coli DHI2S cells by clectroporation  (Gibeo!
BRI the helper phage. VOS M3, was infected
and the colls were grown overnigitl. Antibody
Fab lragiacets, (wsed 3o the cont protein gl
protein, wore displayed on the phapge surface.
Phage particles were precipitaled by adding PEG
to &l oamd NaCl w 3", and the resulting petict
was re-anspended  we PBS conuining a cocktail
of protease iehibitors  (Compicte; Bochringer-
Mannheinn, Huwvan cmbryonic fung (HEL) eclls
mbected with HOMY for 5 days were hacvested,
extracid in bufter £ {20 wmM phosphate bulter,
pH 64, 10 mM Nall, b5 mM MgCl,, 1% NP-
4, 1 soddum deosycholeate and Complete} on
e for 20 ming and sonicated. Inseluble debris
was pelleted and the supernatant was used for
panning. o seleet anli-TICMY phage antibodics.
ELISA plates Costar 3590 were coated with the
extract af the HOMV-infected cells and allowed

L e e 1 ot
ﬁ. (A T ﬂ m.:MwElEm.lJlr T
- w2l MH-CH)
PRPLS/Fab1
.4kt H

L T Masimal map of the pluoge display vegtor, pRPUSabd
ates. A the Nhei el site umd at

ated for tighi

T wovtonr s two clons

the St Aot saes wnsnanoglobilm penes are
antl lLeavy vha

e i po

Pharny toeell3,, wens

the pectate boase

Tan=helon Loty soqos

ale!

to stand overiught at 4°C. Phites were blocked
with hiocking agent (Block Ace: Dai-Nippon
Sciyaku) al 377C dor 1 b, Phage sotution was
poured onto the plaie. and atlowed 10 react ior
2 hoat room demperaiuce. Aller washing., the
hamad  phages wore cluled with 008 N HCL
plycine {pH 237 contuming 1 omg;md of bovine
serum athunun. These phages were used for rein-
fcotion of trosh 15 cedr DHII2S. Alier threee
rounds ol pannmy. the plasead DDNAs were
putificd from the bacieria and digested  with
Nogl, The universal trumslagion termdnator se-
quenece {Pharmacis Biotech) was insenied  up-
atream of the pill gene hy uving a DNA
Blunting kit (Tukara Bwochemicals) 1o gencrate a
soluble Fab lorm. by removal of a gl prolehn

2.0 Sefection wid sceeontag of unti-HHCAMY
neniralizing phage unithodies from the
vonthinatorial library

Ligated DNAs were wmtroduced into electro-
competent £ coli DDHIIS A sumber of colonics
were selected and Fab aatibody Tragments were
induced by reatment with 6.1 mM isopropyl-
beta-D-thivgaractopymoside {(TPTGY as previ-
ously descnibod (Sanna et al, 199351 The cells
were recovercd by contrifugation, and re-sus-
pended o PBS couniaining Complete. Fab ann-
body tragments were extracted by osmotic shock
and sonication, und used for westing on ELISA
Mates.

23 FEEINT e Tub

HEL cells mlecied with e Towae strain of
PEOMY were harvested 5 duys posi-infection (pr)
ancl extracted by somcation s buffer P Fifty
nueroliler abiauets of 16 ope ml HOMY-infecied
coll extracts were wsed te coal ELISA pilales.
Soluble Fub antibodes woere reacted with the
cefl extructs. whick contiuned HUMV antigens,

or 1 h ot room emperatare. A woat anli-human
Aalyy, conjugated fo perosdase (Sigma) was

N v o

used ax the sceondarny wentibody wnd 333 5 (e-

i
1
H

tumcthyibeazidme  bhase was used s the sub-
strimte. The opiccal densaty was determiined al 650
.
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Plague veduction by the Fubl3-3 product was
specitic for HOMV, {or which 30", inhibition was
atared a1 pgml Fab, no reductuon was ob-
seeved when the Fabl3-3 antibody fragment wis
tested ugainst HSV-1 o -2 (Fig, 3y This neutralis-
iy ability was alsu observed with other HOMY
strains; FFab3-2 neutralized the ADH6Y strain and
u chinicad fsolete, Tanaka (Takekeshi et al., 1987),
with o simikur level of aetivity as for the Towne

stran duta not showni
In the plaque growth assavs (Fig. 6L Lthe cells

were stained at 96 pioand the sive and nember of

A fabehothe ov ol owrnal of irclogioal Aedhnde 74 (1998) 29 98 9%
160 |-
W 80
5
2 60 [ :
5]
B
g g
b o .
g
£ :
o — T
| | l |
0.0% [¢N] 1.0 10

plagues was determined by immaenofluorescence
assay. In this experiment, Fahl3-3 was added 10
the culture medium of HCMV-miected oulls, The

.B

=
5

N

L
Wt

St SR O o

R .ﬁ o 4t

P L .._iuf.,.i rum\lt

Tee 4 tmmance-stamny ol the HOMY wlccted HHRT G

with Fabsl3 30 A4 e ime indicased, unsdeeied and aedted
FEL colls mene fived witle cectone and the slides were sub
weted o mdircet mmumefluciewence with Fabi 8 "Mhe slides
wore il sed usig Dot tearstission, ws well as Guorescenee,
val duser
slected HELD cetts it
dei b, in

wthe same vioal lelds under a ¢
cotend FHED cells o 96 hope 0L )

[SRRRINE] LA

P Tyansa-sion nuode (8, L

AL

antibody concentration (ug/ml}

Fig & Meutrulizing activity of Fabl3-3 Punticd Fabi3-3 was
mingd with virgs soiution contamm

prrresamtedy 300 -
al HOMVY, Towne strain, and plague numbers wore counted
EL days anter plging. Fabl3-3 neuiralired HOMY 0l
(@) 2 Lo pgiml bur did not atleet HEV-1 Ay and -2 0
mfection.

nuwmber of plagues was lower in the presenes ol
Uabt3-3 than in ity absence, indicuing thet re-ta-
feciion by free viruses wis inhibued by Fabis.3,
By contrust. plague sive continued to enlarge dur-
myg incuebation by the presence o 3

IFah] 3-3 indicat-

ing that Fubl3-3 did not prevent cell-to-cell virus
LF SINIsSion,

L5 Newtvddi-ution epitope

_:am_.:m_.?E:E.,_F,m:mr.:.,.i,_.u_;.;rwp_?
serthed above, this antibody recognives an FTOMY
prawein thal s related o aeutralization epitopes.
To wdentity the HOMY proiein recognized by
FFabl 23 Wesiern blotimy and anmuno-preciputa-
fron anadyses woere performed  using US-kubefled
HOMV-nlected FEL cells. but no protein that
was reactive for Fabl3-3 was identilicd by these
metheds, I the next siep. we preparad prokuan -
otic fusion protans that included the neutradiva-
o epitope portions of gBoand gl DNA
fragments including cach veutraltzution epitope
porton were cloged inte e pETTI2 expression
vector.  Allinity-pucified  thioredoxin  u<ion
proteins, denatured by guanidime hivdrogen chilo-
ride, were subjected 1o EEISA pssavs o adenufy

Uh AT

the epitope revognized by Fabli-3. The results
showed that Fah!3-3 did oot bind spectlically o
individual fusion proteins, although Fah13.3 re-
acted with the gll epitope with shighily greater
aflinity an lor the g8 epiiopes (datn voi shown).

4. Discussion

A new technology Tor generating human moro-
clona! Fab antibodics has been duveloped re-
cently, based on cloning anubody gene Mtagments
in filamentous phage fibraries. This technigue has
been applicd (o the olation of several anii-viral
antibodies: anu-T1IV gnl20 (Burbus ol ol 1902,
anti-HEV o (Burioni at al.. 1994) and anti-11SV
gB antibadics (Sanna ¢t ab.. 1993), Wilkamson et
ab. (1993) zolated Fab aatibodics specifie for

Fig. 6. Flledd on virus growih of Furl3-3 JCMV -olected
T cells were cultured tor %0 hoan the prosence 1A o
abaciiee (B ol B0 e m? od puntiod Pabt B3 aed stasad, b
T3 was added eveey 120

ehovhr ¢ o, donrnad of Vieodegaodd Methods T4 (18 Y Uy

3

FLOMY uiihizing 1he phuge display system, Of the
25 clones they exammned. some recognized the 65
EDa lower mutrix phosphoproivin o the 532 kDa
nuctear PNA binding protein. but none efficiently
neufralized the aclivity of the virus, [ (his sludy,
we asolaied one clone, Faht3-30 which recognized
the HOMV-infected cells and  neutralized  the
viras. The neuiralizing ability ol Fabl3-3 i
broad; three HOMV strains were sieutratized at
stunilar levels. Lo addition, 1 gposmd Fabl3-3 new-
tralized the TICMVibie, 51, sagpesting that this
Fab antthody iy as potent 28 human moneclonal
antibodics produced by hyvbridoma  technology
{(Mustho et ab, 1987 OGhdin ¢t al., 1993).

It has been reported that 1pGs of sutypes 1 and
3 arc the dominani subclasses formed tn response
o HCMV iufcetion. of which [aGE has been
foundd wt higher 1iers Cloassin ¢ al, 1989) The
heavy chain of Fubl3-3 belomes to 1gGl o subclass
VH3 (Fig. 3,

The choico of tssue source s cructal or ihe
preparation of Fub librasics. Bone muartow s the
bust soucee of RMAL because it s the richest bissuc
source of antibady-productng cells {Barbas ct al.
1992} Prior baosting bus 2'so been reported 10 be
importani for dsolating  anligen-binding  Fabs,
simee boosting elevites not only the sumber of
anibuody-producing ceils in the peripheral bleod.
bul also the diversity ol the aniibody clones. To
wolule  anb-tctantes human Fub o antihodics,
hes
eoh, and were subjected 1o leukapheresis of 51 of
hlood 3 10 duys sfier boosiing (Mullinax o afl..
1990 Persson ¢t alo 991 The amonnts of totul
RNA prepured from the tissue sources used in
these studies were relativeiy large and 100 20 jyp
of purificd mRNA was used to construct the Fab
Hbrisies. By contrast, owr cholce of gssue souwrce

thy volmideers were given 4 boaster of ant-

restricted vet. We consiructed, suceessfully, & Fub
lbhrary ustng a smael! volume of peripheral blood
(10 miby from a healthy volunteer. I addition, we
wicdd ot RNA without fwither purilication o
santhesize the eDNAL becavse the (inal vield of
mRNA panficd (rom 10 ml of blood would have
heen (oo low Tor o purpose When we amplified
the ¢DINA using the stasdard POR protocet, we
did not oblain any POR product m most cases.
aspecialiv those wivolving the heavy chains, 1For
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