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Box No.! Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

O a translatcon of the international application into , which is the Ianguage of a translation furnished for the
. purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)). .

2. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international appllcatlon and
necessary to the claimed mventlon this opinion has been established on the basis of:

' a. type of materlal.
a seqiuence listing
0 table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
: on pé{per
X in eleetronic form
¢. time of filingfurnishing:
conta’;ned in the international application as filed.
filed té)gether With the international application in electronic form.
|

O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4.0 In additio:n, in the case that more than one version or eopy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropnate were furnished. ,

5. Additional comments:

|
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/AB2008/0011-11
Box No. il Non-establishment of opinion with regard to novelty; inventive step and industrial
applicability

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

O the en'tire international application

B claims Nos. 33-34 and 66-67 (partially)

because: |

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

’ Xl the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 33-34 and
. 66-67 (partially) are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

. see separate sheet
1

& the claims, or said.claims Nos. 33-34 and 66-67 (partially) are so inadequately supported by the description
* that no. meaningful opinion could be formed (specify):

' see separate sheet

O no international search report has been esta_lbliéhed for the whole application or for said claims Nos.

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

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

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

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

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

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

O See Supplemental Box for further details -

l

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

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims  6-20,22-24, 29, 31, 41-46, 48, 51-60, 63, 65
; No: Claims  1-5,21, 25-28. 30, 32-40, 47, 49-50, 61-62, 64, 66-68

Inventive step (IS) N Yes: Claims  22-24
‘ No: Claims 1-21, 25-68

{
Induétrial applicability (I1A) Yes: . Claims 1-68
‘ . No: Claims
=i ‘ .
1

. 2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international appllcatlon

The following observatnons on the clarity of the claims, descnptlon and drawnngs or on the questlon whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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SECTION I

Claims 33-34 and 66-67 relate to the epitope bound by the antibodies as in claims 1-25.
Said antibodies are defined by functional features or a combination of functional and
structura! features. Though, said claims do not define any structural features of the epitope
to which the antibodies bind. Claim 5 defines the protein complex to which the antibody
binds, though not the epitope bound by the antibody. Hence, the structural features of the
epitope as in claims 33-34 and 66-67 are not defined. Therefore, the scope of said claims
is unclear. Claims 33-34 and 66-67 lack clarity, support and disclosure in the sense of
Articles 6 and 5 PCT. This non-compliance with the substantive provisions'is to such an
extent, that the search was performed taking into consideration the non-compliance in
-determining the extent of the search of the claim (PCT Guidelines 9.19 and 9.20).

The description defines the epitope as "a conformational epitope made by UL130 and
UL131A gene products” (Example 2) or "an epitope of gB" (Example 3). Though, the
specific part of said proteins bound by the antibodies has not been defined. The search
and the present opinion of claims 33-34 and 66-67 are consequently restricted to epitopes
of the human cytomegalovirus proteins UL130, UL131A and gB in general.

SECTION V
1 PRIOR ART
1.1 Reférence is made to the following documents:

D1: US A-5 750 106 (OSTBERG LARS G [US]) 12 May 1998 (1998-05-12) )
D2: WANG DAI ET AL: "Human cytomegalovirus virion protein complex required for
‘ l  epithelial and endothelial cell tropism" Proceedings of The National Academy of

Smences of USA, National Academy of Science, Washington, DC.; US, vol.

: 102 no. 50, 1 December 2005 (2005-12-01), pages 18153-18158,

' XP002463457 ISSN: 0027-8424 (cited in the application)

D3: ADLER B ET AL: "Role of human cytomegalovirus UL131A in cell type-specific
-virus entry and release" Journal of General Virology 200609 GB, vol. 87, no. 9,

Form PCT/ISA/237 (Sef)ara1e Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)

!
I
t
{
{
|

|
|
i




o

WRITTEN OPINION OFvTHE' ' | International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) _ PCT/1B2008/001111

12

1.3

1.4

1.5

| .
September 2006 (2006-09), pages 2451-2460, XP002500659 ISSN: 0022-1317
(cited in the application)

D4: TAKEKOSHI M ET AL: "Human monoclonal anti-hCMV neutralizing antibody -
from phage display libraries” Journal of Virological Methods, Elsevier BV, NL,
vol. 74, 1 January 1998 (1998-01-01), pages 89-98, XP000996439 ISSN: 0166-
0934

D5: US-A-5 043 281 (MASUHO YASUHIKO [JP] ET AL) 27 August 1991 (1991-08-
27)

D6: FOUNG S K ET AL: "Human monoclonal antibodies to human cytomegalovnrus

“Journal of Infectious Diseases, Chicago, IL, vol. 159, no. 3, 1 March 1989
(1989-03-01), pages 436-443, XP008096680 ISSN: 0022-1 899

Document D1 dlSClOSGS the productnon (hybndoma) and identification (e.g. sequence)
of neutralizing human anti-human cytomegalovirus (CMV) monoclonal antibody SDZ
MSL 109. Said antibody blocks CMV infection of the fibroblast cell line MRC-5. It
shows 50% neutralization of laboratory strains Davis and AD169 and 8 clinical CMV
isolates at 100 ng/ml (whole document, especially Example Il). . ‘

Document D2 discloses neutrahzmg anti-human CMV monoclonal antibodies 3E3
and 3C5 that bind the UL130 protein. Said antibodies inhibit the infection of
endothelial cells and epithelial/retinal cells but not of fibroblasts. 50% neutralization is
achieved at 10-20 pg/ml (Abstract; Figure 5; pages 18156-18157).

Document D3 discloses neutralizing anti-human CMV antiserum raised against a
specific peptide of the UL131A protein. Said antibody inhibits infection of endothelial
cells but not of fibroblasts (Abstract; Figure 5; pages 2452-2453; page 2457, right- -
hand column, paragraph 1).

Document D4 discloses a neutralizing human anti-human CMV Fab. Said Fab shows

50% reduction of HCMV plaque formation (HEL cells) at 1 ug/mi (whole document,

especially Figure 5). D4, moreover, describes the neutralizing epitopes of human
CMV gB and gH (page 90). -

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-Aprii 2005)
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1.6

1.7

3.1

3.2

3.3

Document D5 discloses neutralizing human anti-human CMV monoclonal antibodies
C41 (ATCC HB9215) and C23. Said antibodies show 50% inhibition of CMV infection
of HEL cells at 0.18 pg/ml (whole document, especially Examples 2 and 4).

Document D6 discloses neutralizing human anti-human CMV monoclonal antibodies.
Said antibodies inhibit CMV infection of fibroblasts (whole document).

The patentability of claims 39-49 and 66 can be dependent upon the formulation of
the claims. The EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the
use of a compound in medical tréatment (claim 49), but may allow claimsto a

product, in particular substances or compositions for use in a first or further medical
treatment.

NOVELTY (Art. 33(2) PCT)

The term "high" is a relative term. Without any reference, said term is meaningless,
and does not allow to distinguish the claimed neutralizing antibody from the
neutralizing antibodies disclosed in documents D1 to D6. Hence, claim 1 is not novel

" over D1 to D6.

Prior art documents D1 to D6 do not define the affinity of the antibodies. However, an

affinity of 10 M falls within the normal range-of affinities of an antibody, and is not

considered as a novel feature. Hence, claim 2 is not novel over D1 to D6. Although,
antibody MSL109 appears to have on of the lowest IC50 values of the prior art, this
does not mean that it also has the lowest affinity for human CMV. Therefore, it cannot
be excluded that none of the prior art antibodies show the affinity as defined in claim
4. Hence, claim 4 is not novel over D1 to D6. ‘ '

Antibody MSL109 of D1 achieves 50% neutralization of a clinical isolate of human.
CMV at 0.1 ug/ml, as claimed in present ¢laim 3. The neutralization activity of
MSL109 was tested on fibroblast cells, though this does not exclude that said
antibodies also inhibit infection of the cell types as in claims 62 and 64. Hence,

-claims 3, 62 and 64 are not novel over D1.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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3.4

3.5

3.6

37

3.8

3.9

The antibodies of D2 and D3 bind to UL130 and UL131A, respectively. Said

antibodies are considered to bind the UL130/UL131A complex. Hence, claim 5 is not
novel over D2 and D3.

The neutralizing anti-human CMV antibodies of D1 and D4-D6 are human
monoclonal antibodies. Hence, claim 21 is not novel over D1 and D4-Dé. ’

Since in claim 25 the epitope is not clearly defined, it is not possible to distinguish the

" antibody as defined in claim 25 from any antibody that neutralizes human CM\].

Hence, claim 25 is not novel over D1-D6.

Document D4 discloses a Fab fragment with the features of claim 1. Hence, clalms
26-27 are not novel over D4.

The nucleotide sequences of the nucleic acid molecules encoding the neutralizing
anti-human CMV Fab of D4 have been deposited at the DNA Data Bank of Japan
(section 2.5.). Moreover, said sequence were cloned into sequencmg vectors CV 1
and CV- 2 Hence, claims 28 and 30 are not novel over D4.

D1 discloses the "immortalised B cell clone" (hybridoma) expressing anti-CMV
antibody MSL109 and the method of isolating antibodies from said cells (column 2,
lines 28-44). Hence, claims 32 and 35 are not novel over D1. Similarly, claims 32 and
35 are not novel over Example 2 of D5. '

3.10 Claim 33 refers 'back to claim 1, which relates to human CMV neutralizing antibodies

in general. Document D3 discloses the sequence of two UL131A peptides used as
immunogen to raise neutralizing anti-human CMV antibodies. Hence, said peptides
are considered as epitopes/immunogenic polypetides falling within the definitions of

.. claims 33-34 and 66. Document D4 discloses the amino acid positions of the

neutralizing, epitopes of the human CMV proteins gB-and gH. It is noted that the full-

length gB and gH proteins fall within the definition of claim 34. The expression "for
screening ..." is interpreted as "suitable for screening ...", and does not limit the
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subject-matter of a product claim. Therefore, claim 67 includes the same subject-
matter as claim 33. Thus, claims 33-34 and 67 are not novel over D3 and D4. Claim
66 is not novel over D3. '

3.11 The "pharmaceutical composition” as in claim 36 and the "kit for diagnosis" as in
claim 50, are not novel over any of the antibody dilutions as in D1 to Ds. D3 relates to

a polyclonal antibody, which binds two epitopes of UL131A. Hence, claims 36, 38 and

50 are not novel.over D1 to D6 and claims 37 and 47 are not novel over D3.

3.12 Documents D1 and D5 relate to the development of antibodies for treatment (D1,
column 2; claim 14) and diagnosis (D5, column 1, lines 10-16) of human CMV
infections. Hence, claims 39-40, 49 and 61 are not novel over D1 and D5,

3.13 Document D1 discloses that anti-human CMV antibody MSL109 neutralizes human
CMV infection of fibroblasts. Though, said document is silent about the neutralizing
effect of MSL109 on endothelial, epithelial or dendritic cell infection. Hence, the -
concentration as defined in claim 68 IS unknown. Therefore, said claim 68 is not
novel over documents D2 and D3 which disclose antibodies that neutralize human
CMV infection of endothelial cells._

3.14 The prior art does not disclose neutralizing anti-human CMV antibodies with the
sequences as defined in claims 6-20, or the antibodies 1F11, 2F4 and 5A2 of the
present application (claims 22-24).-Similarly, claim 29 is novel over the cited prior art.

3.15 Moreover, documents D1-D6 do not disclose a cell as in claim 31; the medical uses
as in claims 41-46; the combination of an anti-UL130/131A antibody with an anti-gH
antibody (claim 48); the methods of claims 51-59; the use as in claim 60; or an
antibody with the combined features as in claims 62 and 65.. Hence, claims 31, 41-
46, 48, 51-60 and 65 are novel over the cited prior art, .

3.16 The antibodies as in D1-D2 and D4-D5 show 50% neutralization at concentrations in
the range of 20 pug/ml to 0.1 pg/ml. Therefore, claim 63 is novel over said documents,

Foﬁn PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-Aprit 2005)
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3.17 Thus, although claims 6-20, 22-24, 29, 31, 41-46, 48, 51-60, 63 and 65 are novel
over the cited prior art. The present application does not meet the criteria of Article
33(1) PCT, because the subject-matter of claims 1-5, 21, 25-28, 30, 32-40, 47, 49-50,
61-62, 64 and 66-68 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

4 INVENTIVE STEP (Art. 33(3) PCT)

" 4.1 Antibodies 1F1 1, 2F4 and 5A2 of the present application bind to the human CMV
“UL130/131A prbtein complex and neutralize human CMV infection of endothelial cells

‘ but not of fibroblasts. They achieve a 50% neutralization at 1-3 ng/ml. Therefore,

document D2, disclosing neutralizing anti-human CMV antibodies that bind the

@  UL130 protein and that inhibit infection of endothelial cells but not of fibroblasts is

regarded as being the closest prior art to the subject-matter of claims 6-20 and 22-24.

~ The antibodies of claims 6-20 and 22-24 differ from D2 with respect to their
sequences. The effect of the difference is that present antibodies 1F11, 2F4 and 5A2 ,
show 50% neutralization of human CMV infection of endothelial cell at a much lower
concentration, 1-3 ng/ml, than the antibody of D3, 10 ng/ml. The problem to be
solved by the preseht application may therefore be regarded as to provide improved
heutralizing anti-human CMV antibodies that inhibit human CMV infection of '
endothelial cells. -

4.2 The solutions as in claims 22-24 solve the problem posed. Present antibodies 1F11,
2F4 and 5A2 show 50% neutralization of human CMV infection of endothelial cells at

. a surprisingly low concentration compared to the antibodies of the prior art. Hence,
: R claims 22-24 involve an inventive step. '

4.3 The antibodies of claims 6-20 are defined by the combination of a functional feature '
-"neutralizing human CMV", which is not novel, and partial structural features, i.e. the
sequence of one or more of the CDRs, or the sequence of the heavy or light chain,
Though, only antibodies which have heavy and light chain variable regions with the
sequences of SEQ ID NOs: 7 and 8 (1F1 1), 17 and 18 (2F4) or 39 and 40 (5A2) can
be considered to have the characteristics and properties of antibodies 1F11, 2F4 and
SA2 as exemplified. Hence, the antibodies of claims 6-20 lack essential features, the

Form PGTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 6) (EPO-April 2005)
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full VH and VL sequence, which are necessary to arrive at the desired effect of 50% ‘
neutralization of human CMV infection of endothelial cells at 1-3 ng-ml. Thus, claims
6-20 do not solve the problem posed, and lack an inventive step.

4.4 Inclaims 63 and 65 the antibodies are defined by the desired effect. Though, said
claims do not define the technical features to achieve this effect. Hence, claims 63
and 65 do not solve the problem posed and lack an inventive step.

\ 4.5 The solutions provided by claims 29, 31 and 51-60 relate to products‘or methods
‘ which fall within the routine skills of those skilled in the art and merely solve a
‘ standard problem. Hence, said clanms do not involve an inventive step.

4.6 Claims 41 46 and 48 relate to the medical use of an antibody that neutralizes human
~ CMV for the treatment of hCMV infection. Said use is not novel over documents D1
and D5. The additional embodiments of claims 41-46 and 48 fall within the

knowledge and ability of the skilled person. Hence, said claims do not involve and
inventive step. =

4.7 Thus, the present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 6-20, 29, 31, 41-46, 48, 51-60, 63 and 65 does not
involve an inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

SECTION VIil
1 CLARITY AND SUPPORT (Art. 6 PCT)

1.1 The antigen specificity of the antibody of claim 1 is not defined. This leaves the
. possibility that the antibody does not directly bind human CMV but may bind e.g. a
cell surface receptor used by CMV. This renders it difficult to compare the claimed
antibodies with prior art antibodies. Therefore, claim 1 lacks clarity. In claim 1,

moreover, the relative term "high" is unclear, since “high potency" is not Ilnked with a"
well-established value.
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1.3

1.4

15

1.6

1.7

1.8

In claim 3 the cell type used in the neutrahzatlon assay is not defined. Though, as
shown in the Examples, the present antibodies do not show the same neutralization
activity towards different cell types. Hence, the cell type is an essential feature. Since
that feature is missing, claim 3 is unclear. Moreover, not every "clinical isolate of
hCMV" (claims 3, 62 and 68) shows the same activity. Hence, a general "clinical

isolate of hCMV" cannot be used as a standard to define a functional feature. Hence,
said expression is unclear.

The internal designations "1F11", "2F4" and "5A2" employed in claims 22-24 have no
precise meaning, therefore they render the definition of the subject-matter of claims
22-24 unclear. The antibodies should instead be defined by their antigen-specificity
and their full VH and VL sequences.

The epitope of the antibodies of claims 7 and 11 are unknown. Therefore, the
expression "epitope capable of binding ....." as in claim 25, renders claim 25 unclear.
Similarly, the epitopes of the antibodies of claims 1-25 are unknown. Therefore, the

epitope of claims 33 and 66-67 is not defined. Hence, claims 25, 33 34 and 66-67
lack clarity.

A fragment of an antibody does not necessary retain the functional features of said

antlbody Without any structural or functional defmmon the fragment as in claim 26.is
unclear.

The reference in clalm 35 to clalm 10 is inconsistent with its context. Hence, claim 35

is unclear.

Claims 47 and 48 refer to both a product claim and a use claim. This renders the
category of said claims unclear.

In claim 58 the "expression host" is defined by means of the method to produce it.
Though, method steps do not allow to define the technical features of a product.
Hence, a product is not limited by the process by which it has been made. Therefore,
the "expression host" as in claim 58 is not defined and renders claim 58 unclear.
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1.9 The application does not meet the requirements of Article 6 PCT, because claims 1,

3, 22-26, 33-35, 47-48, 58, 62 and 6

.
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ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO Y
SU USO

Todos los documentos mencionados en la presente se
incorporan como referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

Esta invencidén se refiere a anticuerpos que tienen
especificidad para el <citomegalovirus humano, en forma
adecuada los anticuerpos monoclonales que tienen especificidad
y las células B inmortalizadas que producen dichos anticuerpos
monoclonales. La invencién también se refiere a los epitopes a
los que se unen los anticuerpos asi como al uso de 1los
anticuerpos y los epitopes en los métodos de deteccién asi

como el diagnéstico, profilaxis y terapia de la enfermedad.

ANTECEDENTES DEL ARTE

El citomegalovirus  humano (hCMV) es un  patdgeno
ampliamente distribuido que puede causar patologia grave en
los adultos inmunosuprimidos y en la infeccién del feto y ha
sido implicado en enfermedades crénicas tales como
aterosclerosis. El hCMV infecta miltiples tipos celulares que
incluyen fibroblastos, células endoteliales, epiteliales vy
hematopoyéticas [1]. Las cepas atenuadas de de hCMV propagadas
in vitro, que se desarrollan como vacunas candidatas, han
perdido el tropismo para las células endoteliales, a la vez
que retienen la capacidad de infectar fibroblastos [2].
Recientemente se ha demostrado que dos complejos de
glicoproteinas virales controlan el tropismo celular de hCMV.
Un complejo de gH, gL y gO se requiere para la infeccidén de
los fibroblasto, mientras que un complejo de gH, gL y las
proteinas codificadas por los genes UL131-UL128 son
responsables de la infeccidén de las células endoteliales,

células epiteliales y células dendriticas [2-8].

Las globulinas hiperinmunes ya se comercializan para la
profilaxis de la enfermedad por hCMV asociada con trasplante vy

evidencia reciente indica que estas tienen efecto terapéutico
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en mujeres embarazadas [9]. Este método terapéutico esté
limitado por la baja cantidad de anticuerpo neutralizante que
se puede transferir y por esta razdén, seria muy deseable la
disponibilidad -de anticuerpos humanos (tales como anticuerpos
monoclonales humanos) con alta capacidad neutralizante. Sin
embargo el objetivo de anticuerpos neutralizantes de hCMV aun

no se ha establecido. Trabajos previos identificaron a gB y gH

como blancos potenciales. Sin embargo, un anticuerpo
humanizado para gH (MSL 109) no mostrdé ninguin efecto
significativo en un ensayo clinico [10, 11}. Todos 1los

anticuerpos neutralizantes descriptos hasta ahora tenian baja
capacidad neutralizante ya que ellos neutralizan la infeccién
con hCMV solo en concentraciones altas. Por ejemplo, el
anticuerpo MSL-109 solo exhibié un actividad neutralizante de
50% a una concentracién de 10 ug/ml, un hecho que puede
explicar la carencia de un efecto in vivo. [11]. La potencia
neutralizante de los anticuerpos anti-hCMV se mide normalmente
usando fibroblastos como células blanco. Sin embargo, se sabe
que hCMV causa patologia al infectar otros tipos celulares
tales <como células endoteliales, células epiteliales vy
leucocitos. No parece haber anticugrpos monoclonales
disponibles que sean capaces de neutralizar con alta potencia
la infeccién de células blanco no fibroblastos. Los
anticuerpos neutralizantes recientemente descriptos para UL128
y UL130 también demostraron muy baja apotencia para

neutralizar la infeccién de las células endoteliales [7].

En consecuencia se necesita la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra hCMV asi como la dilucidacién del blanco

a que se unen dichos anticuerpos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién se basa en la produccién de anticuerpos vy
fragmentos de anticuerpo que neutralizan la infeccién con hCMV
Y que tienen una potencia particularmente alta para
neutralizar la infeccién con hCMV. Dichos anticuerpos son de

desear, ya que solo se requieren concentraciones bajas para
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neutralizar una cantidad dada de virus. Esto facilita mayores
niveles de proteccidén a la vez que se administran menores
cantidades de anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales humanos
y los clones de células B inmortalizadas que secretan dichos
anticuerpos también estéan incluidos dentro del alcance de la

invencidn.

Los inventores han descubierto que los anticuerpos
dirigidos a una combinacidén de UL130 y UL131A son
particularmente efectivos para neutralizar el hCMV. La
combinacién puede ser un complejo de UL130 y UL131A que forma
un epitope reconocido por el anticuerpo o un anticuerpo se
puede dirigir a uno de UL130 y UL131A, la presencia de la otra

proteina es necesaria para la especificidad.

La invencidén también se refiere a la caracterizacién del
epitope a que se unen los anticuerpos y el uso de este epitope

para originar una respuesta inmune.

La invencién también se refiere a varios métodos y usos
gue involucran los anticuerpos de la invencidén y los epitopes

a los que se unen.

Anticuerpos de la invenciodn

La invencidén proporciona anticuerpos monoclonales o
recombinantes gque tienen potencia particularmente alta para
neutralizar el hCMV. La invencidén también proporciona
fragmentos de estos anticuerpos recombinantes o monoclonales,
en particular fragmentos que retienen la actividad de unién al
antigeno de los anticuerpos, por ejemplo que retienen al menos
una regidén determinante de complementariedad (CDR) especifica

para las proteinas UL130 y UL131A del hCMV.

En esta memoria descriptiva, por “potencia alta para
neutralizar el hCMV” se entiende que wuna molécula de
anticuerpo de la invencién neutraliza hCMV en un ensayo

estandar a una concentracién mucho menor gque los anticuerpos
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conocidos en al técnica, por ejemplo en comparacidén con MSL-

109.

Con preferencia, el molécula de anticuerpo de la presente
invencidén puede neutralizar a una concentracién de 0,16 pg/ml
o menor (es decir, 0,15, 0,125, 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,02,
0,01le, 0,015, 0,0125, 0,01, 0,0075, 0,005, 0,004 o menor), con
preferencia 0,016 pg/ml o menor (una concentracién de
anticuerpo de 107°® o menor, con preferencia 10 M o menor, con
preferencia 107!® M o menor, es decir, 107M, 107*M, 107%M o
menor). Esto significa que solo se requieren concentraciones
muy bajas de anticuerpo para el 50% de neutralizacidén de una
cepa clinica de hCMV in vitro en comparacién con la
concentracién de MSL-109 necesaria para la neutralizacién del
mismo titulo de hCMV. Con preferencia, la concentracién del
anticuerpo de la invencidén requerida para el 50% de
neutralizacién de la infeccidén de las células endoteliales,
células epiteliales y células dendriticas por una cepa clinica
de hCMV es 50 veces o mas (es decir, 75, 100, 150, 200 o mas)
menor que la requerida por MSL-109. La potencia se puede medir
usando un ensayo de neutralizacidén estéandar como se describid

en el arte.

Los anticuerpos de la invencidn son capaces de
neutralizar el hCMV. Con preferencia, un anticuerpo de acuerdo
con la invencidén impide la infeccién de fibroblastos o células
endoteliales. Con mas preferencia, un anticuerpo de acuerdo
con la invencién impide la infeccién de las células
endoteliales. Con preferencia, un anticuerpo de acuerdo con la
invencidén impide la infeccién de fibroblastos vy células
endoteliales. Los anticuerpos de la invencidén con preferencia
también previenen la infeccién de las células dendriticas vy

células epiteliales tale como, las células retinianas.

Estos anticuerpos se pueden usar como agentes
profildcticos o terapéuticos después de la formulacidén

apropiada, o como herramienta diagndstica.
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Un “anticuerpo neutralizante” es uno que puede
neutralizar la capacidad de este patdgena para iniciar y/o
perpetuar una infeccién en un huésped. La invencién
proporciona un anticuerpo monoclonal humano neutralizante, en
donde el anticuerpo reconoce un antigeno del citomegalovirus

humano (hCMV) .

Con preferencia, un anticuerpo de acuerdo con la
invencidén tiene especificidad para una combinacién de UL130 vy

UL131A.

Con preferencia un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
es un anticuerpo monoclonal denominado en la presente como
1F11 o 2F4. Estos anticuerpos se aislaron inicialmente de un
dador infectado con hCMV, y son producidos por los clones de
células B inmortalizadas denominadas como 1F11l o 2F4. Se ha
demostrado que estos anticuerpos neutralizan la infeccidén con
hCMV de las células endoteliales, células epiteliales, células
retinianas y células dendriticas. Ademds, los anticuerpos 5A2
y 9All, aislados de un dador infectado con hCMV diferente,
muestran la misma especificidad para una combinacién de UL130
y UL131A y la capacidad para neutralizar la infeccién con hCMV
de las células endoteliales, epiteliales, retinianas y
dendriticas. Estos anticuerpos son producidos por los clones
de células B inmortalizadas denominadas como 5A2 y 9All,

respectivamente.

1F11 consiste en una cadena pesada que tiene la secuencia
de aminodcidos enumerado en la SEQ ID NO: 7 y una cadena
liviana que tiene la secuencia de aminocadcidos enumerado en la
SEQ ID NO: 8. 2F4 consiste en una cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos enumerado en la SEQ ID NO: 17 y una
cadena liviana que tiene la secuencia de aminodcidos enumerado
en la SEQ ID NO: 18. Las CDR de las cadenas pesadas del
anticuerpo se denominan como CDRH1, CDRHZ2 y CDRH3,

respectivamente. De modo similar, las CDR de las cadenas
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livianas del denominan como CDRL1,

CDRL3,

anticuerpo se CDRL2 vy

respectivamente. La posicién de los aminodcidos de 1la
CDR se definen de acuerdo con el sistema de numeracidén de IMGT
(12, 13, 14]
posiciones CDR2 - IMGT 56 a 65 y posiciones de CDR3 - IMGT 105

a 117.

como: posiciones de CDR1 - IMGT 27 a 38,

5A2 consiste en una cadena pesada que tiene la secuencia
de aminodcidos enumerado en la SEQ ID NO: 39 y una cadena
liviana que tiene la secuencia de aminodcidos enumerado en la

SEQ ID NO: 40.

La secuencia de aminoacidos de las CDR de estos
anticuerpos se muestran en la Tabla 1.
Tabla 1
1F11 2F4 5A2
CDRH1 GFTFSSYA (SEQ 1ID | GFSFNTYG (SEQ ID |GGTFSSYV (SEQ 1ID
NO:1) NO:11) NO:33)
CDRH2 ISFDGDNK (SEQ ID | IWDDGSKM (SEQ 1ID |IIPIEFNTA (SEQ 1ID
NO:2) NO:12) NO:34)
CDRH3 AREELVGLMPPYYNYG ARDEGAIMLHAMTDYG ARDFLSGPMEMPGGYY
LDV (SEQ ID | LDV (SEQ ID | GLDV (SEQ ID
NO: 3) NO:13) NO:35)
CDRL1 SSNIGNNF (SEQ 1ID |NLGDEF (SEQ ID | QSVLYSSNNKNY
NO:4) NO:14) (SEQ ID NO:36)
CDRL2 DND (SEQ ID | QDS (SEQ ID WAS (SEQ ID
NO:5) NO:15) NO:37)
CDRL3 ETWDGSLNPAVV QAWDSSTAHYV (SEQ QQYYSTPIT (SEQ
(SEQ ID NO:6) ID NO:16) ID NO:38)

La invencidédn también

incluye un anticuerpo que comprende

una cadena pesada que comprende uno o mas (es decir, uno, dos
0 tres) CDR de cadena pesada de 1F11 o 2F4 (SEQ ID NOs: 1-3 o
11-13). También se incluye un anticuerpo que comprende una

cadena pesada que comprende uno o mas

tres)

CDR de cadena pesada de 5A2

(es decir,

uno, dos o

(SEQ ID NOs:33-35).
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Con preferencia un anticuerpo de acuerdo con la invencidn
comprende una cadena pesada que comprende (i) SEQ ID NO: 1
para CDRH1, SEQ ID NO: 2 para CDRH2 y SEQ ID NO: 3 para CDRH3,
o (ii) SEQ ID NO: 11 para CDRH1, SEQ ID NO: 12 para CDRH2Z vy
SEQ ID NO: 13 para CDRH3. Un anticuerpo preferido adicional de
acuerdo con la invencidén comprende una cadena pesada que
comprende SEQ ID NO: 33 para CDRH1, SEQ ID NO: 34 para CDRHZ y
SEQ ID NO: 35 para CDRH3.

La invencién también incluye un anticuerpo que comprende
una cadena liviana que comprende uno o mas (es decir, uno, dos
o0 tres) CDR de cadena liviana de 1F1ll o 2F4 (SEQ ID NOs: 4-6 o
14-16). También se incluye un anticuerpo gue comprende una
cadena liviana que comprende uno o mas (es decir, uno, dos o

tres) CDR de cadena liviana de 5A2 (SEQ ID NOs:36-38).

Con preferencia un anticuerpo de acuerdo con la invencién
comprende una cadena liviana que comprende (i) SEQ ID NO: 4
para CDRL1, SEQ ID NO: 5 para CDRL2 y SEQ ID NO: 6 para CDRL3,
o (ii) SEQ ID NO: 14 para CDRL1, SEQ ID NO: 15 para CDRL2 y
SEQ ID NO: 16 para CDRL3. Un anticuerpo preferido adicional de
acuerdo con la invencién comprende una cadena liviana que
comprende SEQ ID NO: 36 para CDRL1, SEQ ID NO: 37 para CDRLZ y
SEQ ID NO: 38 para CDRL3.

Con preferencia un anticuerpo de acuerdo con la invencién
comprende una cadena pesada que tiene la secuencia enumerada
en la SEQ ID NO: 7, 17 o 39. Con preferencia un anticuerpo de
acuerdo con la 1invencidén comprende una cadena liviana que

tiene la secuencia enumerada en la SEQ ID NO: 8, 18 o 40.

También pueden existir moléculas de anticuerpo hibrido
que comprenden una o mas CDR de 1Fll y una o mas CDR de 2F4.
Con preferencia, dichos anticuerpos hibridos comprenden tres
CDR de 1Fl11l vy +tres CDR de 2F4. En consecuencia, los
anticuerpos hibridos preferidos comprenden i) las tres CDR de

cadena liviana de 1Fll y las tres CDR de cadena pesada de 2F4,
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o ii) las tres CDR de cadena pesada de 1F1l y las tres CDR de
cadena liviana de CDR de 2F4. En una forma alternativa, dichos

hibridos pueden contener una o m&s CDR de 5A2.

La invencidén también incluye las secuencias de &cidos
nucleicos que codifican parte o el total de las cadenas
liviana y pesada y las CDR de la presente invencién. Las
secuencias de &cidos nucleicos preferidas de acuerdo con la
invencién incluyen la SEQ ID NO: 9 (que codifica la regién
variable de la cadena liviana de 1F11), SEQ ID NO: 10 (que
codifica la regidén variable de la cadena liviana de 1F11l), SEQ
ID NO: 19 (que codifica la regidén variable de la cadena pesada
de 2F4), y SEQ ID NO: 20 (que codifica la regién variable de
la cadena liviana de 2F4). Las secuencias de &cidos nucleicos
preferidas que codifican diversas CDR incluyen la SEQ ID NO:
21 (que codifica CDRH1 de 1F11l), SEQ ID NO: 22 (que codifica
CDRH2Z de 1F11), SEQ ID NO:23 (que codifica CDRH3 de 1F11), SEQ
ID NO:24 (que codifica CDRL1 de 1F11), SEQ ID NO:25 (que
codifica CDRL2 de 1F11), SEQ ID NO:26 (que codifica CDRL3 de
1F11l), SEQ ID NO:27 (que codifica CDRH1 de 2F4), SEQ ID NO:28
(que codifica CDRH2 de 2F4), SEQ ID NO:29 (que codifica CDRH3
de 2F4), SEQ ID NO:30 (que codifica CDRL1 de 2F4), SEQ 1ID
NO:31 (que codifica CDRL2 de 2F4) y SEQ ID NO:32 (que codifica
CDRL3 de 2F4). Otras secuencias de &cidos nucleicos preferidas
de acuerdo con la invencién incluyen la SEQ ID NO: 41 {que
codifica la regidén variable de la cadena pesada5A2), SEQ 1ID
NO: 42 (que codifica la regidén variable de la cadena liviana
SA2), SEQ ID NO: 43 (que codifica CDRH1 de 5A2), SEQ ID NO: 44
(que codifica CDRH2 de 5A2), SEQ ID NO:45 (que codifica CDRH3
de DbHA2), SEQ ID NO:46 (que codifica CDRL1 de 5A2), SEQ ID
NO:47 (que codifica CDRL2 de 5A2), SEQ ID NO:48 (que codifica
CDRL3 de 5A2). Debido a la redundancia del coédigo genético,
existiradn variantes de estas secuencias que codifican las

mismas secuencias de aminocacidos.

Las wvariantes de anticuerpos también estan incluidas

dentro del alcance de 1la invencién. En consecuencia, las
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variantes de las secuencias mencionadas en la solicitud
también estdn incluidas dentro del alcance de la invencién.
Dichas variantes se pueden originar debido a la degeneracién
del cdédigo genético, como se menciond anteriormente. En forma
alternativa, se pueden producir variantes naturales debido a
errores de transcripcidén o traduccidén. Una variante de 2F4
también se describe en la presente. Esta variante comprende
dos residuos adicionales de serina en el extremo C-terminal de
la secuencia de aminodcidos de la cadena pesada de 2F4 (SEQ ID
NO: 17). En consecuencia, esta variante de 2F4 consiste en una
cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos enumerado
en la SEQ ID NO:49 y una cadena liviana que tiene la secuencia
de aminodcidos enumerado en la SEQ ID NO: 18. La secuencia de
acidos nucleicos que codifica la cadena pesada de la variante
estd enumerada en 1la SEQ ID NO:50. En consecuencia, los
anticuerpos que comprenden la cadena pesada de la variante de
2F4 (SEQ ID NO: 49) estédn incluidos dentro del alcance de la

invencién.

Otras variantes de las secuencias del anticuerpo que
tienen mejor afinidad se pueden obtener usando métodos
conocidos en la técnica y estdn incluidas dentro del alcance
de la invencidén. Por ejemplo, se pueden usar sustituciones de
aminodcidos para obtener anticuerpos <con mejor afinidad
adicional. Alternativamente, se puede usar la optimizacidén de
codén de la secuencia de nucledétidos para mejorar la
eficiencia de traduccién del sistema de expresidén para la

produccién del anticuerpo.

Con preferencia, dichas secuencias de la variante del
anticuerpo compartira 70% o mas (es decir, 80, 85, 90, 95, 97,
98, 99% o mé&s) de identidad de secuencia con las secuencias
mencionadas en la solicitud. Con preferencia dicha identidad
de secuencia se calcula con respecto a la longitud completa de
la secuencia de referencia (es decir, la secuencia mencionada
en la solicitud). Con preferencia, el porcentaje de identidad,

mencionado en la presente, es comc se determina usando la
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versién BLAST 2,1,3 mediante los parédmetros predeterminados
especificados por NCBI (el National Center for Biotechnology
Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [matriz Blosum 62;
penalidad de apertura de brecha=11 y penalidad de extensién de

brecha=1].

Ademéas se incluyen dentro del alcance de la invencidén los
vectores, por ejemplo vectores de expresidén, que comprenden
una secuencia de &cidos nucleicos de acuerdo con la invencién.
Las células transformadas con dichos vectores también estan

incluidas dentro del alcance de la invencién.

La invencidén también se refiere a 1los anticuerpos
monoclonales gue se unen a un epitope capaz de unirse al
anticuerpo monoclonal 1F11 o 2F4. La invencién también se
refiere a los anticuerpos monoclonales que se unen a un

epitope capai de unir el anticuerpo moéonoclonal 5A2.

Los anticuerpos monoclonales % recombinantes son
particularmente Gtiles para la identificacién y purificacién
de los polipéptidos individuales u otros antigenos contra los
que se dirigen. Los anticuerpos de la invencién tienen
utilidad adicional ya que se pueden emplear como reactivos en
inmunoensayos, radioinmunoensayos (RIA) o) ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). En estas
aplicaciones, los anticuerpos se pueden marcar con un reactivo
detectable en forma analitica tal como un radioisétopo, una
molécula fluorescente o una enzima. Los anticuerpos también se
pueden usar para la identificacidén y caracterizacidédn molecular

(mapeo de epitope) de los antigenos.

Los anticuerpos de la invencién se pueden acoplar a un
farmaco para la administracién a un .sitio de tratamiento o
acoplado a una marca detectable para facilitar la imagen de un
sitio que comprende células de interés, tal como las células
infectadas con hCMV. Los métodos para acoplar anticuerpos a

los farmacos y marcas detectables son bien conocidos en la
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técnica, tal como los métodos para imagenes que usan marcas
detectables. Se pueden emplear anticuerpos marcados en una
amplia variedad de ensayos, que emplean una amplia variedad de
marcas. Se puede facilitar la deteccidén de la formacidén de un
complejo de anticuerpo-antigeno entre un anticuerpo de 1la
invencidén y un epitope de interés (un epitope de hCMV) por la
unidén de una sustancia detectable al anticuerpo. Los medios de
deteccidén adecuados incluyen el uso de marcas tales como
radionucleidos, enzimas, coenzimas, sustancias fluorescentes,
sustancias quimioluminiscentes, crombdgenocs, sustratos
enzimaticos o cofactores, inhibidores de enzimas, complejos de
grupos prostéticos, radicales libres, particulas, colorantes y

similares. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen

peroxidasa de réabano, fosfatasa alcalina, P-galactosidasa, o
acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos del grupo
prostético adecuados incluyen estreptavidina/biotina y
avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiacianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina de
fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de
un material luminscente es luminol; los ejemplos de materiales
bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aecuorina;
y los ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen 1251,
1311, %S o °H. Dichos reactivos marcados se pueden usar en una
variedad de ensayos bien conocidos, tales como
radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimdticos, por ejemplo,
ELISA, inmunoensayos fluorescentes y similares. Ver por

ejemplo, referencias 15-18.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencién se puede
conjugar con un residuo terapéutico tal como una citotoxina,
un agente terapéutico o un ion metdlico radiactivo o
radioisétopo. Los ejemplos de radioisétopos incluyen, pero sin
limitacién, I-131, I-123, I-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211,
Cu-67, Bi-212, Bi-213, Pd-109, Tc-99, In-111, y similares.
Dichos conjugados de anticuerpos se pueden usar para modificar

una respuesta bioldgica deseada; el residuo farmacoldgico no

3y
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se interpreta como limitacién a los agentes terapéuticos
quimicos clésicos. Por ejemplo, el residuo farmacolégico puede
ser una proteina o polipéptido que posee una actividad
bioldégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por
ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de

pseudomonas o toxina de difteria.

Las técnicas para conjugar dicho residuo terapéutico a
los anticuerpos son bien conocidas. Ver, por ejemplo, Arnon et
al. (1985) " Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs
in Cancer Therapy" en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), pp. 243-256; ed.
Hellstrom et al. (1987) "Antibodies for Drug Delivery," en
Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (2d ed; Marcel
Dekker, Inc.), pp. 623-653; Thorpe (1985) "Antibody Carriers of
Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review," en Monoclonal
Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, ed.
Pinchera et al. pp. 475-506 (Editrice Kurtis, Milano, Italy,
1985); "Analysis, Results, and Future Prospective of the
Therapeutic Use of Radiclabeled Antibody in Cancer Therapy," in
Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, ed.
Baldwin et al. (Academic Press, New York, 1985), pp. 303-316; y
Thorpe et al. (1982) Immunol. Rev. 62:119-158.

Alternativamente, un anticuerpo se puede conjugar a un
segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de
anticuerpo como se describe en la referencia 19. Ademds, se
pueden usar ligadores entre las marcas y los anticuerpos de la
invencién ([20]. Los anticuerpos o, sus fragmentos de unidén al
antigeno se pueden marcar con yodo, indio, ytrio radiactivo u
otra particula radiactiva conocida en el arte [21)]. El
tratamiento puede consistir en una combinacién de tratamiento
con anticuerpos conjugados y no conjugados administrados en

forma simultdnea o posterior [22, 23].

Los anticuerpos de la invencién se pueden unir a un

soporte sélido.

22
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En forma adicional, los anticuerpos se pueden modificar
quimicamente, por ejemplo, por conjugacién covalente a un
polimero por conjugacidén covalente a un polimero para aumentar
su vida media circulante. Los polimeros y métodos preferidos
para unirlos a los péptidos, se muestran en referencias 24-27.
Los polimeros preferidos son polioles polioxietilados vy
polietilenglicol (PEG). PEG es soluble en agua a temperatura
ambiente y tiene 1la férmula general: R(0O--CH, --CH;), O--R
donde R puede ser hidrdégeno, o un grupo protector tal como un
grupo alquilo o alcanol. Con preferencia, el grupo protector
tiene entre 1 y 8 carbonos, con mas preferencia es metilo. El
simbolo n es un nUmero entero positivo, con preferencia entre
1l y 1.000, con mds preferencia entre 2 y 500. E1 PEG tiene un
peso molecular promedio preferido entre 1.000 y 40.000, con
mas preferencia entre 2.000 y 20.000, con méxima preferencia
entre 3.000 y 12.000. Con preferencia, PEG tiene al menos un
grupo hidroxi, con mé&s preferencia es un grupo hidroxi
terminal. Es un grupo hidroxi que con preferencia se activa
para reaccionar con un grupo amino libre sobre el inhibidor.
Sin embargo, se considerara se puede variar que el tipo y la
cantidad de los grupos reactivos obtener un anticuerpo de la

presente invencién /conjugado en forma covalente a PEG.

Los polioles polioxietilados hidrosolubles también son
utiles en la presente invencién. Estos incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol
polioxietilado (POG) y similares. Se prefiere POG. Una razén
es porque el esqueleto de glicerol del glicerol polioxietilado
es el mismo esqueleto que el del natural, por ejemplo, en
animales y seres humanos en mono, di, triglicéridos. En
consecuencia, esta ramificacidén no necesariamente se observa
como un agente extraido en el cuerpo. El1 POG tiene un peso
molecular preferido en el mismo rango que el PEG. La
estructura para POG se muestra en la referencia 28, y una
descripcién de conjugados de POG/IL-2 se halla en la

referencia 24.
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Otro sistema de administracién del farmaco para aumentar
la vida media circulatoria es el liposoma. Los métodos de
preparar sistemas de administracién liposomales se describen
en las referencias 29, 30 y 31. Otros sistemas de
administracién de férmacos son conocidos en el arte y se

describen en, por ejemplo, las referencias 32 y 33.

Los anticuerpos de la invencién con preferencia se
proporcionan en forma purificada. Normalmente, el anticuerpo
estard presente en una composicién que estd sustancialmente
libre de otros polipéptidos por ejemplo, donde menos de 90%
(en peso), usualmente menos de 60% y mas usualmente menos de

50% de la composicidén estd compuesta de otros polipéptidos.

Los anticuerpos de la invencidén pueden inmuﬁogénicos en
huéspedes no humanos (o heterdlogos) por ejemplo en ratones.
En particular, los anticuerpos pueden tener un idiotipo que es
inmunogénico en huéspedes no humanos, pero no en un huésped
humano. Los anticuerpos de la invencién para uso en humanos
incluyen los que no se pueden obtener de huéspedes tales como
ratones, cabras, conejos, ratas, mamiferos no primates, etc. y

no se pueden obtener por humanizacidén o de xeno-ratones.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de cualquier
isotipo (por ejemplo IgA, IgG, IgM es decir, una cadena pesada
&, Y O n), pero generalmente son IgG. Dentro del isotipo de
IgG, los anticuerpos pueden ser de subclase IgGl, IgG2, IgG3 o
IgG4. Los anticuerpos de la invencién pueden tener una cadena

liviana x o A.
Produccidén de anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencién
se pueden obtener por alguno de los métodos conocidos en la
técnica. La metodologia general para obtener anticuerpos
monoclonales wusando 1la tecnologia del hibridoma es bien

conocida ({34, 357. Con preferencia, se usa el método
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alternativo de inmortalizacidén EBV descripto en la referencia

36.

Mediante el método descripto en la referencia [34,35],
las células B productoras del anticuerpo de la invencién se
pueden transformar con EBV en presencia de un activador de
células B policlonal. La transformacién con EBV es una técnica
esténdar y se puede adaptar facilmente ©para incluir

activadores de las células B policlonales.

Se pueden afiadir estimulantes adicionales del crecimiento
y diferenciacién celular durante la etapa de transformacién
para mejorar adicionalmente la eficiencia. Estos estimulantes
pueden ser citoquinas tales como IL-2 y IL-15. En un aspecto
particularmente preferido, se afiade IL-2 durante la etapa de
inmortalizacidén para mejorar adicionalmente la eficiencia de

la inmortalizacidén, pero su uso no es esencial.

Las células B inmortalizadas producidas mediante estos
métodos se pueden cultivar usando métodos conocidos en 1la

técnica y anticuerpos aislados a partir de ellos.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden purificar,
si se desea, mediante filtracidén, centrifugacién y varios
métodos cromatogrdficos tales como HPLC o cromatografia de
afinidad. Las técnicas para la purificacién de anticuerpos
monoclonales, que incluyen técnicas para producir anticuerpos

de calidad farmacéutica, son bien conocidos en la técnica.

Los fragmentos de 1los anticuerpos monoclonales de la
invencidén se pueden obtener a partir de los anticuerpos
monoclonales por métodos que incluyen la digestién con
enzimas, tales como pepsina o papaina, y/o por escisién de
enlaces disulfuro por reduccidén quimica. Alternativamente, los
fragmentos de los anticuerpos monoclonales se pueden obtener
por la clonacidén y expresidén de parte de las secuencias de la

cadena pesada o liviana. Los “fragmentos” de anticuerpo
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incluyen los fragmentos Fab, Fab’, F(ab'), y Fv. La invencién
también abarca fragmentos Fv de cadena unica (scFv) derivados
de las cadenas pesada y liviana de un anticuerpo monoclonal de
la invencidén por ejemplo, la invencidén incluye un scFv que
compreride las CDR de un anticuerpo de la invencidén. También se
incluyen los mondémeros y dimeros de cadena pesada o liviana
asl comc los anticuerpos de cadena simple, por ejemplo, Fv de
cadena simple en el que los dominios variables de cadena

pesada y liviana se unen por un péptido ligador.

Se pueden usar técnicas estédndares de biologia molecular
para preparar secuencias de ADN que codifican los anticuerpos
o fragmentos de los anticuerpos de la presente invencidén. Las
secuencias de ADN deseadas se pueden sintetizar por completo o
en parte usando técnicas de sintesis de oligonucledtidos. Se
puedes usar las técnicas de mutagénesis dirigida al sitio vy

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) segun sea apropiado.

Se puede wusar cualquier sistema célula huésped/vector
para la expresidén de las secuencias de ADN que codifican las
moléculas del anticuerpo de la presente invencién o sus
fragmentos. Los sistemas bacterianos, por ejemplo E. coli, vy
otros sistemas microbianos, en parte, para la expresidén de los
fragmentos de anticuerpo tales como los fragmentos Fab vy
F(ab’)2, y especialmente los fragmentos Fv y fragmentos de
cadena simple del anticuerpo, por ejemplo, los Fv de cadena
simple. Se pueden usar sistemas de expresién de célula huésped
eucaridtica, por ejemplo mamifero para la produccién de
moléculas de anticuerpos mads grandes, que incluyen moléculas
de anticuerpo completas. Las células huésped de mamifero,
adecuadas incluyen células CHO, HEK293T, PER.C6, de mieloma o

hibridoma.

La presente invencidén también proporciona un proceso para
la produccién de una molécula de anticuerpo de acuerdo con la
presente invencidén que comprende cultivar una célula huésped

que comprende un vector de la presente invencién en
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condiciones adecuadas para producir la expresién de la
proteina a partir del ADN que codifica la molécula de
anticuerpo de la presente invencién, y aislar la molécula del

anticuerpo.

La molécula de anticuerpo puede comprende solo un
polipéptido de la cadena pesada o liviana, en tal caso solo se
necesita usar una secuencia codificadora del polipéptido de la
cadena pesada o cadena liviana para transfectar las células
huésped. Para la produccién de los productos que comprenden
las cadenas pesada y 1liviana, la 1linea celular se puede
transfectar con dos vectores, un primer vector que codifica un
polipéptido de 1la cadena liviana y wun segundo vector que
codifica un polipéptido de la cadena pesada. Alternativamente,
se puede usar un solo vector, el vector que incluye las
secuencias que codifican los polipéptidos de la cadena liviana

y cadena pesada.

Alternativamente, los anticuerpos de acuerdo con la
invencidén se pueden producir por i) expresidén de una secuencia
de &cidos nucleicos de acuerdo con la invencidén en una célula
y 1i) aislar el producto del anticuerpo expresado. En forma
adicional, el método puede incluir iii) purificar el

anticuerpo.
Deteccidén y aislamiento de las células B

Se identifican células B transformadas que producen
anticuerpos de la especificidad de antigeno deseada y luego se
pueden producir los clones de células B individuales a partir

de las células positivas.

La etapa de deteccidén se puede llevar a cabo por ELISA,
por la tincidén de tejidos o células (que incluyen las células
transfectadas), un ensayo de neutralizacidén o uno de numerosos
métodos diferentes conocidos en la técnica para identificar la

especificidad de antigeno deseada. El ensayo se puede
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seleccicnar sobre 1la base del simple reconocimiento de
antigeno, o se puede seleccionar sobre la base de una funcién
deseada por ejemplo, para seleccionar anticuerpos

neutralizantes mas que solo anticuerpos de unién al antigeno,

para seleccionar anticuerpos que pueden cambiar
caracteristicas de células especificas, tales como sus
cascadas de seflalizaciédn, sus formas, sus tasas de

crecimiento, sus capacidades de influir en otras células, sus
respuestas a la influencia por otras células o por otros
reactivos o por un cambio de las condiciones, sus estados de

diferenciacidn, etc.

La etapa de clonacidén para separar clones individuales de
la mezcla de células positivas se puede llevar a cabo usando
dilucién limite, micromanipulacién, depdsito de células unicas
por clasificacidén celular u otro método conocido en la
técnica. Con preferencia la clonacidén se lleva a cabo usando

dilucidén limite.

Los <clones de 1las <células B inmortalizadas de 1la
invencidén se pueden usar de varias maneras por ejemplo, como
una fuente de anticuerpos monoclonales, como una fuente de
acido nucleico (ADN o ARNm) que codifica un anticuerpo

monoclonal de interés, para investigacidn, etc.

La invencidén proporciona una composicién que comprende
linfocitos B de memoria inmortalizados, en donde los
linfocitos producen anticuerpos con alta potencia
neutralizante especifica para hCMV, y en donde los anticuerpos
se producen a razén de >5 pg por célula por dia. La invencidn
también proporciona una composicidén que comprende clones de
linfocitos B de memoria inmortalizados, en donde los clones
producen un anticuerpo monoclonal con una alta afinidad
especifica para hCMV, y en donde el anticuerpo se produce a
razén de >10Y ng por clon por dia. Con preferencia dichos
clones producen un anticuerpo monoclonal con una alta potencia

para neutralizar la infeccidén con hCMV.
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Los clones de B cell inmortalizados preferidos de acuerdo
con la invencidén son 1F1ll y 2F4. Los clones preferidos

adicionales sone 5A2 y 9All.
Epitopes

Como menciondé anteriormente, los anticuerpos de la
invencidén se pueden usar para mapear los epitopes a los que se
unen. Los solicitantes han descubierto que los anticuerpos
1F11, 2F4, 5A2 y 9A1l1 que neutralizan la infeccidén con hCMV de
las células endoteliales, células epiteliales, células
rgtinianas y células dendriticas se dirigen hacia un epitope
hallado en wuna combinacién de UL130 y UL131A. Si bien los
solicitantes no desean estar ligados por esta teoria, se
considera que los anticuerpos 1F1ll y 2F4 se unen a un epitope
conformacional formado por estas dos proteinas. También se
considera que B5A2 y O9All también se unén a un epitope

conformacional formado por UL130 y UL131A.

Debido al hecho de que 1F11, 2F4, 5A2 vy 9SAll no
neutralizan la infeccién de los fibroblastos, se postula que
estos anticuerpos reconocen un epitope diferente a 1los
anticuerpos monoclonales humanos 10C6, 5F1, 6B4 y 7H3. Ademas,
se considera que los anticuerpos monoclonales 10C6, 5F1, 7H3 vy

6B4 se unen a un epitope funcional de gB.

Los epitopes reconocidos por estos anticuerpos pueden
tener numerosos usos. Los epitopes y mimotopos en forma
purificada o sintética se pueden usar para originar respuestas
inmunes (es decir, como una vacuna © para la produccidn de

anticuerpos para otros usos) o para analizar el suero del

paciente para determinar anticuerpos que reaccionan
inmunoldgicamente con los epitopes o) mimotopos. Con
preferencia, dicho epitope o mimotopo, o antfiigeno que

comprende dicho epitope o mimotopo se usa como una vacuna para

originar una respuesta inmune. Los anticuerpos de la invencidn
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también se pueden usar en un método para controlar la calidad
de las vacunas, en particular para examinar que el antigeno de
una vacuna contenga el epitope inmunogénico correcto en la

conformacidén correcta.

Los epitopes también pueden ser Utiles para seleccionar
ligandos que se unen a dichos epitopes. Dichos ligandos con
preferencia bloquean los epitopes y asi previenen la
infeccidén. Dichos ligandos estadn comprendidos dentro del

alcance de la invencién.

Expresién recombinante

Los linfocitos B de memoria inmortalizados de la
invencién también se pueden usar como fuente de 4acidos
nucleicos para la clonacién de los genes del anticuerpo para
la posterior expresién recombinante. La expresién de las
fuentes recombinantes es mas comun para los fines
farmacéuticos que la expresidén de las células B o hibridomas

por ejemplo, por razones de estabilidad, reproducibilidad,

facilidad de cultivo, etc.

En consecuencia la invencidén proporciona un método para
preparar una célula recombinante, que comprende las etapas de:
(i) obtener uno o mé&s &cidos nucleicos (por ejemplo, genes de
la cadena pesada y/o liviana) a partir del clon de células B
que codifica el anticuerpo de interés; y (ii) insertar el
dcido nucleico en un huésped de expresidén para permitir la

expresidén del anticuerpo de interés en ese huésped.

De modo similar, la invencidén proporciona un método para
preparar una célula recombinante, que comprende las etapas de:
(1) secuenciar &cidos nucleico(s) a partir del clon de células
B que codifica el anticuerpo de interés; vy (ii) usar la
informacién de secuencia de la etapa (i) para preparar los

dcidos nucleico(s) para insertar en un huésped de expresidén en
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un huésped de expresidén para permitir la expresién del

anticuerpo de interés en este huésped.

La invencidén también proporciona un método de preparar
una célula recombinante, que comprende la etapa de transformar
una célula huésped con uno o mas 4acidos nucleicos que
codifican un anticuerpo monoclonal de interés, en donde los
acidos nucleicos son acidos nucleicos que derivaron de un clon
de células B inmortalizadas de la invencién. En consecuencia,
los procedimientos para preparar primero los acidos
nucleico(s) y 1luego usarlos para transformar una célula
huésped se pueden realizar en momentos diferentes en lugares

diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

Estas células recombinantes de 1la invencién luego se
pueden usar para fines de expresién y cultivo. Estos son
particularmente Utiles para la expresién de los anticuerpos en

la produccién farmacéutica en gran escala. Estos también se

pueden usar como el ingrediente activo de una composicién -

farmacéutica. Se pueden usar cualquiera de las técnicas de
cultivo, gque incluyen pero sin limitacién a cultivos
estaticos, cultivos en frasco giratorio, fluido ascitico,
cartucho del biorreactor de tipo de fibra hueca,
minifermentador modular, tanque agitado, cultivo

microportador, perfusién nuclear cerdmica, etc.

Los métodos para obtener y secuenciar genes de
inmunoglobulina a partir de las células B son bien conocidas

en la técnica por ejemplo ver referencia 37).

El huésped de expresién es con preferencia una célula
eucaridtica, que incluye células de levadura y animales, en
particular células de mamifero (por ejemplo células CHO,
células humanas tales como PER.C6 [Crucell; referencia 38] o
células HKB-11 [Bayer; referencias 39&40], células de mieloma
(41 & 42], etc.), asi como células vegetales. Los huéspedes de

expresidn preferidos pueden glcosilar el anticuerpo de la
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invencidén, particularmente con las estructuras de cérbohidrato
que no son inmunogénicas por si mismas en los seres humanos.
Se prefieren los huéspedes de expresidén que pueden crecer en
medio libre de suero. Se prefieren los huéspedes de expresién
gue pueden crecer en cultivos sin la presencia de los

productos derivados de animal.

El huésped de expresidén se puede cultivar para dar una

linea celular.

La invencidén proporciona un método para preparar una o
mas moléculas de 4&cidos nucleicos (por ejemplo, genes de
cadena pesada y liviana) que <codifican un anticuerpo de
interés, que comprende las etapas de: (i) preparar un clon de
células B inmortalizadas de acuerdo con la invencidn; (ii)
obtener el acido nucleico del clon de células B que codifica
el anticuerpo de interés. La invencidn también proporciona un
método para obtener una secuencia de &cidos nucleicos que
codifica un anticuerpo de interés, que comprende las etapas
de: (i) preparar un clon de células B inmortalizadas de
acuerdo con la invencidén; (ii) secuenciar el A&acido nucleico
proveniente del clon de células B que codifica el anticuerpo

de interés.

La invencidn también proporciona un método de preparar
moléculas de &cidos nucleicos que codifican un anticuerpo de
interés, que comprende la etapa de obtener el &cido nucleico
de un clon de células B que fue obtenido a partir de las
células B transformadas de la invencidédn. En consecuencia los
procedimientos para obtener primero el clon de células B y
luego preparar los &cidos nucleicos a partir de este se pueden
realizar en tiempos muy diferentes por gente diferente en

lugares diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

La invencidén proporciona un método para preparar un
anticuerpo (por ejemplo, para uso farmacéutico), que comprende

las etapas de: (i) obtener y/o secuenciar uno o mas A&cidos
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nucleicos (por ejemplo, genes de cadena pesada y liviana) a
partir del clon de células B seleccionado que expresa el
anticuerpo de interés; (ii) insertar los &cidos nucleicos o
usar los &cidos nucleicos para preparar un huésped de
expresién que puede expresar el anticuerpo de interés; (iii)
cultivar o subcultivar el huésped de expresidén en condiciones
en que se expresa el anticuerpo de interés; y, opcionalmente,

(iv) purificar el anticuerpo de interés.

La invencién también proporciona un método de preparar un
anticuerpo que comprende las etapas de: cultivar o subcultivar
una poblacién de células huésped de expresidén en condiciones
en que se expresa el anticuerpo de interés y, opcionalmente,
purificar el anticuerpo de interés, en donde dicha poblacidn
de células huésped de expresién ha sido preparada por (i)
provisién de Acidos nucleicos que codifican célula B
seleccionada para el anticuerpo de interés que es producida
por una poblacién de linfocitos B de memoria preparados como
se describié anteriormente, (ii) insercién de los acidos
nucleicos en un huésped de expresién que puede expresar el
anticuerpo de interés, y (iii) cultivo o sub-cultivo de los
huéspedes de expresidn que comprenden dichos acidos nucleicos
insertados para producir dicha poblacidén de células huésped de
expresién. En consecuencia, los procedimientos para preparar
primero el huésped de expresidén recombinante y luego
cultivarlo para expresar el anticuerpo se pueden realizar en
tiempos muy diferentes por gente diferente en lugares

diferentes (por ejemplo, en palses diferentes).

Composiciones farmacéuticas

El uso de anticuerpos como ingrediente activo de los
productos farmacéuticos estd generalizado en la actualidad,
incluyendo los productos Herceptin™ (trastuzumab), Rituxan™,
Campath™, Remicade™, ReoPro™, Mylotarg™, Zevalin™, Omalizumab,

Synagis™ (Palivizumab), Zenapax™ (daclizumab), etc.
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La invencidén en consecuencia proporciona una composiciédn
farmacéutica que contiene los anticuerpos de la invencién y/o
el &cido nucleico que codifica dichos anticuerpos y/o células
B inmortalizadas que expresan dichos anticuerpos y/o los
epitopes reconocidos por los anticuerpos de la invencién. Una
composicidén farmacéutica también puede contener un portador
farmacéuticamente aceptable para permitir la administracién.
El portador no deberia inducir por si mismo la produccién de
anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe 1la
composicidén y no deberia ser téxico. Los portadores adecuados
pueden ser grandes, macromoléculas de metabolismo lento tales
como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, &cido
polilacticos, &cidos poliglicélicos, aminoadcidos poliméricos,

coplimeros de aminodcidos y particulas virales inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo, sales A&cidas minerales, tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de Acidos
organicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos vy

benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en las
composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucidén salina, glicerol y etanol.
En forma adicional, pueden estar presentes elementos
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes o
sustancias amortiguadoras de pH en dichas composiciones.
Dichos portadores permite que las composiciones farmacéuticas
sean formuladas como comprimidos, pastillas, grageas,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, emulsiones y suspensiones,

para la ingestidén por el paciente.

Las formas preferidas para la administracién incluyen las
formas adecuadas para la administracién parenteral, por
ejemplo, por inyeccidén o infusidén, por ejemplo, por inyeccidn
en bolo o infusién continua. Cuando el producto es para la

inyeccién o infusidén, puede adoptar la forma de una
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suspensidén, solucidén o emulsidn en un vehiculo oleoso o acuoso
y puede contener agentes de formulacidén, tales como agentes de
suspensién, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en
forma seca, para la reconstitucidén antes de usar con un

liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencidn se
pueden administrar directamente al sujeto. Se prefiere que las
composiciones se adapten para la administracidén a los sujetos

humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién se

pueden administrar por numerosas vias que incluyen, pero sin

limitacidn, las vias oral, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intramedular, intraperitoneal, intratecal,
intraventricular, transdérmica, transcutéanea, tépica,

subcutédnea, intranasal, enteral, sublingual, intravaginal o
rectal. También se pueden usar hipospray para administrar las
composiciones farmacéuticas de la invencidén. Normalmente, las
composiciones terapéuticas se pueden preparar como soluciones
inyectables, como soluciones o suspensiones liquidas. También
se pueden preparar formas sdlidas adecuadas para la soluciédn,

0 suspensién, vehiculos liquidos antes de la inyeccidn.

La administracidn directa de las composiciones
generalmente se obtendrén por inyeccién, subcuténea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o se administra
al espacio intersticial de un tejido. Las composiciones
también se pueden administrar en una lesidén. El tratamiento de
dosificacidén puede ser un esquema de dosis unica o un esqguema
de dosis multiples. Los agentes farmacéuticos basados en
anticuerpos conocidos proporcionan guia relacionada con 1la
frecuencia de administracidén por ejemplo, si un agente
farmacéutico se debe administrar en forma diaria, semanal,
mensual, etc. La frecuencia y dosis también puede depender de

la gravedad de sintomas.
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Las composiciones de la invencidn se pueden preparar en
varias formas. Por ejemplo, las composiciones se pueden
preparar como inyectables, sean como soluciones © suspensiones
liquidas. También se pueden preparar formas sdlidas adecuadas
para la solucidén, o suspensidn, vehiculos liquidos antes de la
inyeccidén (por ejemplo, una composicidén liofilizada, como
Synagis™ y Herceptin™, para la reconstitucidén con agua estéril
que contiene un conservante). La composicidén se puede preparar
para la administracidén tédpica por ejemplo, como un unglento,
crema o polvo. La composicién se puede preparar para
administracién oral por ejemplo, como un comprimido o una
capsula, como un spray, © como un Jjarabe (opcionalmente
saborizada). La composicién se puede preparar para la
administracién pulmonar por ejemplo, como un inhalador, usando
un polvo fino o un spray. La composicidédn se puede preparar
como un supositorio o pesario. La composicién se puede
preparar para administracién nasal, aural u ocular por
ejemplo, como gotas. La composicidén puede estar en la forma de
kit, disenada de modo gque wuna composicién combinada se
reconstituya antes de la administracién a un paciente. Por
ejemplo, un anticuerpo liofilizado se puede proporcionar en

forma de kit con agua estéril o un buffer estéril.

Serd apreciado que el ingrediente activo de la
composicidén sera una molécula de anticuerpo. Como tal, seréa
susceptible a la degradacién en el aparato gastrointestinal.
En consecuencia, si la composicién se administra por una via
que Usale aparato gastrointestinal, la composicidén necesitaré
contener agentes que protejan el anticuerpo de la degradacién
pero que liberan el anticuerpo una vez que ha sido absorbido

del aparato gastrointestinal.

Una descripcidn completa de los portadores
farmacéuticamente aceptables estd disponible en Gennaro (2000)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20th ediciédn,

ISBN: 0683306472.

s



10

15

20

25

30

35

27

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn
generalmente tienen un pH entre 5,5 y 8,5, con preferencia
entre 6 y 8, y con mads preferencia aproximadamente 7. El pH se
puede mantener por el uso de un buffer. La composicidén puede
ser estéril y/o libre de pirdgenos. La composicién puede ser
isotdénica con respecto a los seres humanos. Las composiciones
farmacéuticas de la invencidén con preferencia se suministran

en recipientes sellados herméticamente.

Las composiciones farmacéuticas incluirdn una cantidad
efectiva de uno o més anticuerpos de la invencién y/o una o
mads células B inmortalizadas de la invencidén y/o un
polipéptido que comprende un epitope que une un anticuerpo de
la invencidén es decir, una cantidad que es suficiente para
tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o patologia deseada,
0 para exhibir un efecto terapéutico detectable. Los efectos
terapéuticos también incluyen la reduccidén de los sintomas
fisicos. La cantidad efectiva precisa para un sujeto
particular dependerd de su tamafio y salud, la naturaleza y
grado de la patologia, y los agentes terapéuticos o
combinacién de agentes terapéuticos seleccionados para la
administracidén. La cantidad efectiva para una situacidén dada
se determina por experimentacidén de rutina y estd dentro del
criterio de un médico. Para los fines de la presente
invencién, una dosis efectiva generalmente seré de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, o
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de las
composiciones de la presente invencién en el individual al que
se la administra. Los agentes farmacéuticos conocidos basados
anticuerpo proporcionan una orientacidén en este aspecto por
ejemplo, Herceptin™ se administra por infusién intravenosa de
una solucidén de 21 mg/ml, con una dosis de carga inicial de de
4 mg/kg peso corporal y una dosis de mantenimiento semanal de
2 mg/kg de peso corporal; Rituxan™ se administra en forma

semanal a razén de 375 mg/m?; etc.
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Las composiciones pueden incluir mds de un (por ejemplo,
2, 3, 4, 5, etc.) anticuerpo de la invenciédn, en particular
cuando dichos anticuerpos se unen a diferentes antigenos (o a
diferentes epitopes del mismo antigeno) para proporcionar un
efecto terapéutico aditivo o sinérgico. Por ejemplo, un
anticuerpo puede unirse a una combinacién de UL130-UL131A (o
complejo) mientras gque otro se puede unir a gH. En un ejemplo
adicional, un anticuerpo se puede unir a la combinacién. de
UL130-UL131A (o complejo) mientras que otro se puede unir a
gB. En consecuencia, un anticuerpo se puede dirigir al
mecanismo que media la infeccidén de fibroblastos, mientras que
otro anticuerpo se puede dirigir al mecanismo que media la
infeccién de las células endoteliales. Para el efecto clinico
optimo puede ser ventajoso dirigir ambos mecanismos de

infeccidén y mantenimiento de hCMV.

Los anticuerpos de la invencidén se pueden administrar
(sea combinados o separados) con otros agentes terapéuticos
por ejemplo, con compuestos quimioterapéuticos, con
radioterapia, etc. Los compuestos terapéuticos preferidos
incluyen compuestos antivirales tales como ganciclovir,
foscarnet y cidofovir. Dicha terapia de combinacién
proporciona una mejora aditiva o sinérgica de la eficacia
terapéutica respecto a los agentes terapéuticos individuales
cuando se administran solos. El término “sinergia” se usa para
describir un efecto combinado de dos o mds agentes activos que
es mayor de la suma los efectos individuales de cada agente
respectivo. En consecuencia, cuando el efecto combinado de dos
0 mas agentes produce una “inhibicién sinérgica” de wuna
actividad o proceso, se considera que la inhibicién de la
actividad o proceso es mayor de la suma de los efectos
inhibidores de cada agente activo respectivo. El término
“efecto terapéutico sinérgico” se refiere a un efecto
terapéutico deseado observado con una combinacién de dos o mas
terapias en donde el efecto terapéutico (medido por alguno de

varios parametros) es mayor de la suma de los efectos
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terapéuticos individuales observados con las terapias

individual respectivas.

Los anticuerpos se pueden administrar a los pacientes que
no han demostrado previamente respuesta al tratamiento para la
infeccidén con hCMV, es decir, han mostrado ser refractarios al
tratamiento anti-hCMV. Dichos tratamiento ©puede incluir
tratamiento previo con un agente antiviral. Esto puede
deberse, por ejemplo, a la infeccidén con una cepa resistente

antiviral de hCMV.

En las composiciones de la invencidén que incluyen los
anticuerpos de la invencidén, los anticuerpos con preferencia
constituyen al menos 50% en peso (por ejemplo, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas) de la proteina tota de 1la
composicidén. Los anticuerpos en consecuencia estdn en forma

purificada.

La invencidn proporciona un método de preparar un agente
farmacéutico, que comprende las etapas de: (i) preparar un
anticuerpo de 1la invencidén; y (ii) mezclar el anticuerpo
purificado con uno o mas portadores farmacéuticamente

aceptables.

La invencién también proporciona un método para preparar
un agente farmacéutico, que comprende la etapa de mezclar un
anticuerpo con uno o© mas portadores farmacéuticamente
aceptables, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
que fue obtenido de una célula B transformada de la invenciédn.
En consecuencia los procedimientos para obtener primero el
anticuerpo monoclonal y luego preparar el agente farmacéutico
se puede realizar en tiempos muy diferentes por gente
diferente en diferentes lugares (por ejemplo, en paises

diferentes).

Como alternativa para administrar anticuerpos o células B

con fines terapéuticos, es posible administrar acido nucleico
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(tipicamente ADN) a un sujeto que codifica el anticuerpo
monoclonal (o su fragmento activo) de interés, de modo que el
dcido nucleico se pueda expresar en el sujeto in situ para
proporcionar un efecto terapéutico deseado. La terapia génica
y los vectores de administracidén de &acido nucleico adecuados

con son conocidos en la técnica.

Las composiciones de la invencidn pueden ser
composiciones inmunogénicas, y con mas preferencia son
composiciones de vacuna que comprenden un antigeno que
comprende un epitope hallado en una combinacién de proteinas
de hCMV UL130 y UL131A. Las composiciones alternativas pueden
comprender (i) un antigeno que comprende un epitope hallado en
una combinacién de proteinas de hCMV UL130 y UL131A, y (ii) un
antigeno que comprende un epitope hallado en hCMV gB. Las
vacunas de acuerdo con la invencién puede ser profildctica (es
decir, para prevenir la infeccién) o terapéutica (es decir,

para tratar la infeccidn), pero normalmente serd profildctica.

Las composiciones pueden incluir un antimicrobiano, en

particular si se envasa en un formato de dosis multiples.

Las composiciones pueden comprender detergente por
ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
detergentes en general estadn presentes en niveles bajos por

ejemplo, <0,01%.

Las composiciones pueden incluir sales de sodio (por
ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad. Una

concentracién de 10+2mg/ml de NaCl es tipica.

Las composiciones pueden comprender un alcohol de azucar
(por ejemplo, manitol) o un disacarido (por ejemplo, sacarosa
0 trehalosa) por ejemplo, a razén de alrededor de 15-30 mg/ml
(por ejemplo, 25 mg/ml), en particular si estos se van a
liofilizar o si ellos incluyen un material que ha sido

reconstituido de material liofilizado. El pH de una
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composicidédn para la liofilizacidn se puede ajustar a alrededor

de 6,1 antes de la liofilizaciédn.

Las composiciones de la invencidén también pueden
comprender  uno © mas agentes inmunorreguladores. Con
preferencia, uno o mas de 1los agentes inmunorreguladores

incluyen un adyuvante.

Las composiciones de la invencién con preferencia
estimulardn una respuesta inmune mediada por células asi como
la respuesta inmune humoral para dirigirse efectivamente a una
infeccidén con hCMV. Esta respuesta inmune con preferencia
inducird anticuerpos de larga duracién (por ejemplo,
neutralizantes) y una inmunidad mediada por células que puede

responder rapidamente después de la exposicidén al hCMV.

Tratamientos y usos médicos

Los anticuerpos de la invencidén o sus fragmentos se
pueden usar para el tratamiento de la infeccidén con hCMV, para
la prevencidédn de infeccidédn con hCMV o para el diagndstico de

la infeccidén con hCMV.

Los métodos de diagndéstico pueden incluir poner en
contacto un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo con una
muestra. Dichas muestras pueden ser muestras de tejidos
tomadas de, por ejemplo, glandulas salivales, pulmén, higado,
pancreas, rifién, oido, ojo, placenta, tracto alimentario,
corazdén, ovarios, pituitaria, adrenales, tiroides, cerebro o
piel. Los métodos de diagndéstico también pueden incluir la

deteccidn de un complejo de antigeno/anticuerpo.

La invencién en consecuencia proporciona (1) un
anticuerpo de acuerdo con la invencidén, (ii) un clon de
células B inmortalizadas de acuerdo con la invencidn, (iii) un

epitope capaz de unir uno de 1F11 o 2F4, o (iv) un epitope

capaz de unir uno de 5A2 o 9All, para uso en terapia.

sY
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También se proporciona un método de tratar un paciente
que comprende administrar a este paciente (i) un anticuerpo de
acuerdo con la invencidn, (ii) un epitope capaz de unir uno de
1F1l o 2F4, o (iii) un epitope capaz de unir uno de 5A2 o

9A11l.

La invencién también proporciona el uso de (i) un
anticuerpo de acuerdo con la invencién, (1i) wun clon de
células B inmortalizadas de acuerdo con la invencidén, (iii) un
epitope capaz de unir uno de 1F1l o 2F4, (iv) un anticuerpo
que une a un epitope capaz de unir uno de 1F11 o 2F4, (v) un
epitope capaz de unir uno de 5A2 o 9All, o (vi) un anticuerpo
que une a un epitope capaz de unir uno de 5A2 o 9All, para la
fabricacién de un medicamento para la prevencién o tratamiento

de la infeccidn con hCMV.

La invencidén proporciona una composicién de la invencién
para uso como un medicamento. También proporciona el uso de un
anticuerpo de la invencién y/o una proteina que comprende un
epitope al que se une un anticuerpo para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de un paciente y/o diagndéstico
de un paciente. También proporciona un método para tratar un
sujeto y/o realizar el diagnéstico de un sujeto, que comprende
la etapa de administrar a ellos una composicién de la
invencién. El sujeto es con preferencia un ser humano. Un modo
de examinar la eficacia del tratamiento terapéutico incluye
controlar los sintomas de la enfermedad después de la
administracién de la composicién de la invencién. El
tratamiento puede ser un esquema de dosis Unica © un esquema
de dosis multiple. La invencién es util para la infeccién con
CMV.

Con preferencia, se administra un anticuerpo, un clon de
células B inmortalizada, epitope o composicién de acuerdo con
la invencién a grupos de sujetos, en particular con riesgo o

susceptibles a la infeccidén con hCMV. Dichos grupos de sujetos
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incluyen sujetos inmunocomprometidos, tales como los que
padecen de HIV o se someten a terapia inmunosupresiva, tales

como los pacientes de trasplante.

Los anticuerpos de la invencién se pueden usar para la

inmunizacién pasiva.

Los anticuerpos y sus fragmentos descriptos en la
presente invencién también se pueden usar en un kit para el

diagndéstico de infeccidén con hCMV.

Los epitopes capaces de unir el anticuerpoc monoclonal
1F1ll o 2F4 descriptos en la presente invencién también se
pueden usar en un kit para controlar la eficacia de los
procedimientos de vacunacién por la deteccidn de la presencia

de anticuerpos anti-hCMV protectores.

Los epitopes capaces de unir el anticuerpo monoclonal 5A2
o 9All descriptos en la presente invencién también se pueden
usar en un kit para controlar la eficacia de 1los
procedimientos de vacunacién por la deteccidén de la presencia

de anticuerpos protectores anti-hCMV.

Los anticuerpos y sus fragmentos descriptos en la
presente invencidén también se pueden usar en un kit para
controlar la fabricacién de vacunas con la inmunogenicidad

deseada.

La invencidén también proporciona un método de preparar un
agente farmacéutico, que comprende la etapa de mezclar un
anticuerpo monoclonal con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, en donde el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo monoclonal que fue obtenido de un
huésped de expresién de la invencién. En consecuencia, los
procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal
(por ejemplo, expresarlo y/o purificarlo) y luego mezclarlo

con portador farmacéutico se puede realizar en tiempos muy
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diferentes por gente diferente en diferentes lugares (por

ejemplo, en palses diferentes).

A partir de una célula B transformada de la invencidén, se
pueden realizar varias etapas de cultivo, sub-cultivo,
clonécién, sub-clonacidn, secuenciacién, preparacidén de &cido
nucleico etc. con el fin de perpetuar el anticuerpo expresado
por la célula B transformada, con opcional optimizacién en
cada etapa. En una forma de realizacién preferida, los métodos
anteriores también comprenden técnicas de optimizacién (por
ejemplo, maduracién de afinidad u optimizacién) aplicada a los
dcidos nucleicos que codifican el anticuerpo. La invencién
abarca todos las células, acidos nucleicos, vectores,
secuencias, anticuerpos etc. usados y preparados durante

dichas etapas.

En todos estos métodos, el &acido nucleicc usado en el
huésped de expresidén se puede manipular entre las etapas (ii)
y (iii) para insertar, suprimir o corregir determinadas
secuencias de Acidos nucleicos. Los cambios de dicha
manipulacién incluyen, pero sin limitacidén, cambios para
introducir sitios de restriccidén, corregir el uso de codédn,
agregar u optimizar las secuencias reguladoras de la
transcripcidén y/o traduccidén, etc. También se es posible
cambiar el 4acido nucleico para alterar los aminoacidos
codificados. Por ejemplo, puede ser util para introducir una o
mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, S5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.)
sustituciones de aminoacidos, una o mé&s (por ejemplo, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) supresiones de aminoacidos y/o una
¢ mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.)
inserciones de aminodcidos en la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo. Dichas mutaciones puntuales pueden modificar las
funciones efectoras, afinidad de unién al antigeno,
modificaciones pos-traduccionales, inmunogenicidad, etc.,
pueden introducir los aminodcidos para la unién de los grupos
covalentes (por ejemplo, marcas) o pueden introducir marcas

(por ejemplo, con fines de purificacién). Las mutaciones se
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pueden introducir en sitios especificos o se pueden introducir
al azar, seguido por la seleccidén (por ejemplo, evolucidn

molecular) .
General

El término “que comprende” abarca “que incluye” asi como
“que consiste” por ejemplo, una composicidén “que comprende” X
puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo

adicional de por ejemplo, X + Y.

La palabra "“sustancialmente” no excluye “completamente”
por ejemplo, una composicidédn que estd “sustancialmente libre”
de Y puede estar completamente 1libre de Y. Cuando es
necesario, la palabra “sustancialmente” se puede omitir de la

definicidén de la invencidn.

El término “aproximadamente” en relacién con un valor

numerico x significa, por ejemplo, x+10%.

El término “enfermedad” como se usa en la presente se
considera generalmente sinénimo, y se usa en forma indistinta
con los términos “trastorno” y “patologia” (como una patologia
médica), ya que todas reflejan una condicién anormal del
cuerpo humano o animal o de una de sus partes altera el
funcionamiento normal, normalmente se manifiesta por signos y
sintomas distintivos, y producen que el ser humano o animal

tenga una duracidén o calidad de vida reducidas.

Como se usa en la presente, la referencia a "tratamiento"
de un paciente incluye prevencién y profilaxis. El1 término
“paciente” significa todos los mamiferos que incluyen los
seres humanos. Los ejemplos de pacientes incluyen los seres
humanos, vacas, perros, gatos, caballos, cabras, ovejas,
cerdos y conejos. Con preferencia, el paciente es un ser

humaneo.



®e

10

15

20

25

30

35

36

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un SDS-PAGE que demuestra que los
anticuerpos monoclonales humanos (1) 1F1ll y (2) 2F4 precipitan
complejos de las proteinas de hCMV, mientras que las IgG

irrelevantes no lo hacen.

La Figura 2 muestra un andlisis de FACS que demuestra que
los anticuerpos monoclonales humanos (A) 1Fl1l y 2F4 y (B) 5A2
y 9All reconocen un epitope conformacional obtenido por los

productos génicos de UL130 y UL131A.

La Figura 3 muestra las secuencias de nucledtidos vy
aminodcidos de las cadenas pesada y liviana de 1F11 y 2F4. Las

secuencias de CDR estaén en negrita.

La Figura 4 muestra un andlisis de FACS que demuestra que
los anticuerpos monoclonales humanos 7H3, 10Cé, 5F1 y 6B4

reconocen un epitope gB de la proteina hCMV.

La Figura 5 muestra las secuencias de nucledtidos vy
aminodcidos de las cadenas pesada y liviana de 5A2. Las

secuencias de CDR estan en negrita.
MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Ejemplo 1: Clonacién de las células B y deteccidén de la
actividad neutralizante de hCMV

Se identificaron dos dadores con titulos altos de
anticuerpo neutralizante hCMV en suero. Se aislaron células B
de memoria y se inmortalizaron usando EBV y CpG como se
describidé en la referencia 36. En breves palabras, las células
B de memoria se aislaron por seleccidén negativa usando
microesferas de CD22 seguido por la eliminacién de IgM", IgD"
IgA* de células B usando anticuerpos especificos y

clasificacién celular. Las células clasificadas (IgG') se

L2



)

10

15

20

25

30

35

37

inmortalizaron con EBV en presencia de CpG 2006 y células
monoucleares alogeneicas irradiadas. Los cultivos replicados
que contienen 50 células B de memoria cada uno se montaron en
veinte placas en U de 96 pocillos. Después de dos semanas se
recolectaron los sobrenadantes del cultivo y se analizaron su
capacidad de neutralizar 1la infeccién con hCMV de los
fibroblasteos o las células epiteliales en ensayos separados.
Se aislaron los clones de células B a partir de cultivos
policlonales positivos como se describe en la referencia 36.
Se determinaron las concentraciones de IgG en el sobrenadante
de los clones seleccionados usando un ELISA especifico de

IgGA.

Para el ensayo de neutralizacidén viral se mezcld una
cantidad titulada de cepa clinica de hCMV con un volumen igual
de sobrenadante de cultivo o con diluciones de suero humano
que contiene los anticuerpos neutralizantes. Después de 1 hora
de incubacidén a temperatura ambiente la mezcla se agregd a
monocapas confluentes de células endoteliales (por ejemplo,
células HUVEC) o fibroblastos en placas de extremo inferior
plano de 96 pocillos y se incubdé a 37°C durante dos dias. SE
descartdé el sobrenadante, las células se fijaron en metanol
frio y se tifieron con una mezcla de anticuerpos monoclonales
de ratén a antigenos tempranos de hCMV, seguido por una Ig
anti-ratdén de cabra marcada con fluoresceina. Las placas se
analizaron usando un microscopio de fluorescencia. En ausencia
de anticuerpos neutralizantes, las células infectadas eran
~1000/campo, mientras que en presencia de concentraciones de
saturacién de los anticuerpos neutralizantes la infeccién fue
completamente inhibida. El titulo neutralizante se indica como
la concentracién del anticuerpo (pg/ml) que da un 50% de

reduccidén de infeccidn con hCMV.

La Tabla 2 muestra que se han identificado tres tipos
diferentes de anticuerpos; los que pueden neutralizar la
infeccidén de fibroblastos, 1los que pueden neutralizar la

infeccién de células endoteliales y los gue pueden neutralizar
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la infeccidén de ambos. Esto concuerda con los datos previos de
que diferentes proteinas son responsables del tropismo hacia
un tipo de célula particular [7]. Ademds de la neutralizacién
de las <células endoteliales, se observd que 1¥Fll y 2F4

neutralizan la infeccidén de células epiteliales tales como

células retinianas, y células dendriticas (datos no
mostrados) .
Tabla 2
50% de neutralizacidén
(pg/ml)
Clon specificidad Fibroblastos |[Células
endoteliales
1F11 UL130/UL131A * 0,001
2F4 UL130/UL131A * 0,003
S5A2 UL130/UL131A * 0,002
9all UL130/UL131A * 0,001
7H3 gB 2 *
10C6 gB 0,3 0,3
5F1 gB 0,3 0,3
6B4 gB 0,5 2
Cytotec” 5000 50
Suero del 33 1
dador

*no neutralizacidén en la mayor concentracién analizada
(es decir, >2 pg/ml).
~» Cytotect (Biotest) es una mezcla de IgG hiperinmune a

hCMVG.

Algunos anticuerpos neutralizaron la infeccidén en
fibroblastos y células endoteliales a concentraciones de IgG
que varian de 0,3 a 0,5 pg/ml. Otros anticuerpos (1F1l1l, B5AZ2,
9A11 y 2F4) no consiguieron neutralizar la infeccidén con hCMV
de fibroblastos, pero neutralizaron la infeccidén de células
endoteliales y lo hicieron a concentraciones extremadamente
bajas que varian de 0,001 a 0,004 pg/ml (mds de 1000 veces mas

potente que los anticuerpos previamente conocidos).
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Cabe indicar que debido a la caracterizacién inicial, se
ha determinado que 5F1 se une a un epitope de gB mas que de
gH. Esto es compatible con los resultados que demuestran que
el blogueo de gB permite la neutralizacidén de la infeccidn de

fibroblastos observada para 7H3, 10C6 y 6B4.

Ejemplo 2: Identificacién de los antigenos blanco

reconocidos por los anticuerpos monoclonales

Los fibroblastos MRC-9 humanos se infectaron con una cepa
clinica de hCMV. Después de 3 dias las células se marcaron
metabélicamente con *°S metionina y cisteina. Después de la
predepuracidén del lisado humano se aﬁadieron los anticuerpos
monoclonales humanos 1F11 y 2F4 y los inmunocomplejos
precipitaron por la adicidén de microesferas de Proteina A y se
resolvieron en SDS-PAGE (Figura 1). Se usdé un anticuerpo de
IgG monoclonal humana con especificidad irrelevante como
control negativo. Los resultados muestran que los anticuerpos
monoclonales humanos 1F11 y 2F4 precipitan complejos de las

proteinas de CMV.

Para mapear la especificidad se construyeron vectores de
expresién de los anticuerpos monoclonales humanos que
codifican péptidos sefial que carecen de las proteinas de hCMV
UL128A1-27, UL130A1-25 y UL131AA1-18 marcadas con
hemaglutinina (HA). Las células HEK293T se transfectaron con
estos vectores solos o en combinacidén. Después de 36 h, las
células se fijaron, pérmeabilizaron y tifiexron con un
anticuerpo anti-HA (para controlar la eficiencia de
transfeccidén) y con anticuerpos monoclonales seguido por una
IgG anti-humana de cabra. Se usé wuna 1IgG HuMab con
especificidad irrelevante como control negativo. La Figura 2A
muestra gque los anticuerpos monoclonales humanos 1F1ll y 2F4
reconocen un epitope conformacional obtenido por los productos
génicos de UL130 y ULI131A. La Figura 2B muestra que los

anticuerpos monoclonales humanos 5A2 vy 9All econocen un
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epitope conformacional obtenido por los productos génicos de

UL130 y UL131A.

Conclusiones

Los resultados anteriores definen dos anticuerpos
monoclonales humanos que son capaces de neutralizar con alta
potencia y selectividad la infeccidén con hCMV de las células
endoteliales humanas. Para identificar el epitope reconocido,
se analizaron los anticuerpos para determinar su capacidad
para inmunoprecipitar proteinas a partir de las células
infectadas con hCMV (Figura 1). Los Mab 1F1l y 2F4 humanos
precipitaron varias proteinas con pesos moleculares aparentes
de ~15, 33-35 y ~100 KDa. Estos patrones son compatibles con
la precipitacién de un complejo que contiene gH, gL y UL128,

UL130 y posiblemente UL131A.

Para definir mejor el Dblanco de estos anticuerpos
nosotros caracterizamos su capacidad para tefiir las células
HEK293T transfectadas con los vectores qﬁe codificas UL128,
UL130 y UL131A marcados con HA. Como se muestra en la Figura
2A, 1Fll y 2F4 se tifieron solo las células gue coexpresan
UL130 y UL131A, lo que sugieren gue estos reconocen un epitope
conformacional determinado por los dos productos génicos. Esta
conclusién estd respaldada ©por el hecho de que estos
anticuerpos no reaccionan en una transferencia western con los
lisados de células infectadas o transfectadas corridas en
condiciones reductoras, desnaturalizantes (datos no

mostrados) .

Se observaron resultados similares para 5A2 y 9All. La
Figura 2b muestra que estos anticuerpos tifieron solo las
células que coexpresan UL130 y UL131A, lo gque sugieren que
estos reconocen un epitope conformacional determinado por los

dos productos génicos.
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Ejemplo 3: Identificacién adicional de los antigenos

blanco reconocidos por los anticuerpos monoclonales

Para mapear las especificidades de los anticuerpos
monoclonales humanos que neutralizan la infeccién de
fibroblastos, se construyd un vector de expresidén que codifica
gB de longitud completa. Las células HEK293T se transfectaron
con este vector. Después de 36 horas, las células se fijaron,
permeabilizaron y tifieron con los anticuerpos monoclonales
humanos (HuMab) seguidos por IgG anti-humano de cabra. La
Figura 4 muestra que los anticuerpos monoclonales 7H3, 10C6,
5F1, y 6B4 (pero no un anticuerpo IgG de una especificidad
irrelevante) especificamente tifieron las células transfectadas
con gB, lo que indica que estos reconocen un epitope de gB.
Cabe indicar, que los anticuerpos monoclonales 10C6, S5F1 y 6B4
neutralizan la infeccidn de fibroblastos y células
endoteliales, mientras gque el anticuerpo monoclonal 7H3
neutraliza la infeccién de fibroblastos (pero no de las
células endoteliales). Esta nocidén sugiere que los anticuerpos
monoclonales 10C6, 5F1, y 6B4 se unen a un epitope funcional
de gB que es distinto del epitope unido por el anticuerpo

monoclonal 7H3.

Se entenderd que la invencién ha sido descripta solo a
modo de ejemplo y se pueden realizar modificaciones mientras
que permanecen dentro del alcance y el espiritu de la

invencién.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo neutralizante que tiene potencia alta

para neutralizar el citomegalovirus humanos.

2. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en

donde el anticuerpo tiene una afinidad de 10°®M o menos.

3. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1, en
donde la concentracién del anticuerpo requerido para el 50% de
neutralizacién de una cepa clinica de hCMV es 0,1 pg/ml o

menos.

4, Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1,
que tiene una afinidad por hCMV al menos 50 veces mayor que la

de MSL109.

5. Un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en donde dicho anticuerpo es especifico

para una combinacién de las proteinas de hCMV de UL130/UL131A.

6. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 que

comprende una o mas de las SEQ ID NOs: 1-6, 11-16 o 33-38.

7. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 que
comprende una cadena pesada que comprende uno o mas de las SEQ

ID NOs: 1-3, 11-13 o 33-35.

8. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 que
comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 1 para

CDRH1, SEQ ID NO: 2 para CDRH2 y SEQ ID NO: 3 para CDRH3.

9. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 que
comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 11 para

CDRH1, SEQ ID NO: 12 para CDRH2 y SEQ ID NO: 13 para CDRH3.
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10. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 que
comprende una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 33 para

CDRH1, SEQ ID NO: 34 para CDRH2 y SEQ ID NO: 35 para CDRH3.

11. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 que
comprende una cadena liviana que comprende uno o mas de SEQ ID

NOs: 4-6, 14-16 o 36-38.

12. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 que
comprende una cadena liviana que comprende SEQ ID NO: 4 para

CDRL1, SEQ ID NO: 5 para CDRLZ y SEQ ID NO: 6 para CDRL3.

13. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 que
comprende una cadena liviana que comprende SEQ ID NO: 14 para

CDRL1, SEQ ID NO: 15 para CDRL2 y SEQ ID NO: 16 para CDRL3.

14. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidédn 1 que
comprende una cadena liviana gue comprende SEQ ID NO: 36 para
CDRL1, SEQ ID NO: 37 para CDRL2 y SEQ ID NO: 38 para CDRL3.

/

15. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 8, en
donde dicha cadena pesada tiene la secuencia enumerada en SEQ

ID NO: 7.

16. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 9, en
donde dicha cadena pesada tiene la secuencia enumerada en SEQ

ID NO: 17.

17. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 10,
en donde dicha cadena pesada tiene la secuencia enumerada en

SEQ ID NO: 39.

18. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 12,
en donde dicha cadena liviana tiene la secuencia enumerada en

SEQ ID NO: 8.

N
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19. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 13,
en donde dicha cadena liviana tiene la secuencia enumerada en

SEQ ID NO: 18.

20. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 14,
en donde dicha cadena liviana tiene la secuencia enumerada en

SEQ ID NO: 40.

21. Un anticuerpo de acuerdo con cualquier
reivindicacién precedente en donde el anticuerpo es un

anticuerpo monoclonal humano.

22. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 15 o
reivindicacién 18, en donde dicho anticuerpo es anticuerpo

monoclonal 1F11.

23. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 16 o
reivindicacién 19, en donde dicho anticuerpo es anticuerpo

monoclonal 2F4.

24. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 17 o
reivindicacién 20, en donde dicho anticuerpo es anticuerpo

monoclonal 5A2.

25. Un anticuerpo que se une a un epitope capaz de
unirse a un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 7 o

reivindicacidén 11.

26. Un fragmento de un anticuerpo de acuerdo con

cualquier reivindicacidn previa.

27. Un fragmento de acuerdo con la reivindicacién 26 que

es un fragmento Fab, Fab’, F(ab'), o Fv.

28. Una molécula de &cido nucleico que codifica un
anticuerpo o fragmento de acuerdo con cualquier reivindicacién

previa.

Y5
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29. Una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 28, en donde dicha molécula de &cido nucleico
comprende alguna de las SEQ ID NOs: 9, 10, 19, 20, 21-32, o
41-48.

30. Un vector que comprende una molécula de &cido
nucleico de acuerdo con la reivindicacién 28 o reivindicacién
29.

3l. Una célula que comprende a vector de acuerdo con la

reivindicacién 30.

32. Un clon de células B inmortalizadas que expresa un

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-25.

33. Un epitope que se une a un anticuerpo de acuerdo con

.cualquiera de las reivindicaciones 1-25.

34. Un polipéptido inmunogénico que comprende un epitope

de acuerdo con la reivindicacién 33.

35. Un método para producir anticuerpos de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-25 que comprende (i)
cultivar un clon de células B inmortalizadas de acuerdo con la

reivindicacién 10 y (ii) aislar los anticuerpos.

36. Una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo o fragmento de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-27, un 4&cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacién 28 o reivindicacién 29, un clon de células B
inmortalizadas de acuerdo con la reivindicacién 32 o un

polipéptido inmunogénico de acuerdo con la reivindicacién 34.

37. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la

reivindicacién 36 que comprende un primer anticuerpo o

Ee
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fragmento especifico para un primer epitope y segundo

anticuerpo o fragmento especifico para un segundo epitope.

38. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 36 o reivindicacién 37, que ademds comprende un

diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

39. Un anticuerpo o fragmento de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-27, un &cido nucleico de acuerdo con
la reivindicacién 28 o reivindicacién 29, un clon de células B
inmortalizadas de acuerdo con la reivindicacién 32 o un
polipéptido inmunogénico de acuerdo con la reivindicacién 34

para el uso en terapia o diagnéstico.

40. Uso de un anticuerpo o fragmento de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-27, un acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacién 28 o reivindicacién 29, un clon
de células B inmortalizadas de acuerdo con la reivindicacién
32 o un polipéptido inmunogénico de acuerdo con la
reivindicacién 34 (i) en la fabricacién de un medicamento para

el tratamiento de la infeccidén con hCMV, o (ii) en una vacuna.

41. Uso de un primer anticuerpo o fragmento de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-27 especifico para un
primer epitope y un segundo anticuerpo o fragmento de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-27 especifico para un
segundo epitope en la fabricacién de un medicamento para el

tratamiento de la infeccién con hCMV.

42. Uso de acuerdo con la reivindicacidn 40 o)
reivindicacién 41, en donde el paciente es refractario al

tratamiento convencional contra hCMV.

43. Use de acuerdo con la reivindicacién 40 o
reivindicacién 41, en donde al paciente se le pre-administra,

pos-administra o se administra simultdneamente un agente

antiviral.
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44. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 43, en donde
dicho agente antiviral se selecciona de ganciclovir, foscarnet

o cidofovir.

45. Uso de acuerdo con la reivindicacién 40 o
reivindicacién 41, en donde dicho paciente esta

inmunocomprometido.

46. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 45, en donde

dicho paciente tiene HIV o es paciente trasplantado.

47. Una composicidén de la reivindicacién 37 o el uso de
la reivindicacidén 41, en donde dicho primer anticuerpo o

fragmento es especifico para el complejo UL130/UL131A.

48. La composicién o uso de la reivindicacién 47, en
donde dicho segundo anticuerpo o fragmento es especifico para

gH.

49. Un método para tratar un sujeto, que comprende la
etapa de administrar una composicién farmacéutica de acuerdo

con cualquiera de las reivindicaciones 36-38 o 47-48.

50. Un kit para el diagnéstico de la infeccidén con hCMV
que comprende anticuerpos o fragmentos de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-27 o el &cido nucleico de

la reivindicacidén 28 o reivindicacién 29.

51. Un método para preparar una célula recombinante, que
comprende las etapas de: (i) secuenciar un &acido nucleico de
un clon de células B definido en la reivindicacidén 32; (ii)
usar la informacidén de secuencia de la etapa (i) para preparar
acido nucleico para insertar en un huésped de expresién con el
fin de permitir la expresidén del anticuerpo de interés en este

huésped.
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52. El método de la reivindicacidén 51, en donde el acido
nucleico se manipula entre las etapas (i) y (ii) para
introducir sitios de restriccidn, cambiar el uso de coddn, y/u
optimizar la transcripcién y/o traduccidén de las secuencias

reguladoras.

53. El método de la reivindicacidén 51, en donde dicha

expresidén del huésped es un célula eucaridtica.

54. El método de la reivindicacién 53, en donde dicha
célula eucaridtica es una célula de levadura, una célula

animal o una célula vegetal.

55. El método de 1la reivindicacién 54, en donde la

célula animal es un célula de mamifero.

56. El1 método de la reivindicacién 55, en donde la

célula animal es una célula CHO o humana.

57. El método de 1la reivindicacién 56, en donde la
célula humana es una célula PER.C6, una célula HEK293T o una

célula HKB-11.

58. Un método para producir anticuerpos de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-25 que comprende cultivar
0 subcultivar un huésped de expresién que se puede obtener por
el método de la reivindicacidén 51 en condiciones en que el
anticuerpo de interés se expresa; vy, opcionalmente, (iv)

purificar el anticuerpo de interés.

59. Un método de seleccidén de polipéptidos que puede
inducir una respuesta inmune contra hCMV, que comprende
seleccionar bibliotecas de pqlipéptido usando un anticuerpo o
fragmento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
27.
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60. Uso de un anticuerpo o fragmento de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-27 para controlar la
calidad de las vacunas anti-hCMV al examinar que el antigeno
de dicha vacuna contenga el epitope correcto en la

conformacidédn correcta.

61. E1 uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 40-46 en donde el anticuerpo previene la
infeccién de las células endoteliales, células epiteliales
tale como células retinianas y células mieloides tales como

células dendriticas.

62. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1, en
donde la concentracidén del anticuerpo requerida para el 50% de
neutralizacidén de la infeccidén de 1las células endoteliales,
células epiteliales y células dendriticas por una cepa clinica

de hCMV es 0,1 pg/ml o menos.

63. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 62,
en donde la concentracién del anticuerpo es 0,01 cpg/ml o

menos.

64. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 62,

en donde las células epiteliales son células retinianas.

65. El1 anticuerpo de acuerdo con 1la reivindicacidn 62,
en donde el anticuerpo es especifico para una combinacidn de

las proteinas UL130/UL131A de hCMV.

66. Un epitope que se une especificamente a un
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-25 para uso (i) en terapia, (ii) en la fabricacidén de un
medicamento para tratar la infeccidén con hCMV o (iii) como una

vacuna.

67. Un epitope que se une especificamente a un

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

g
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1-25 para identificar ligandos capaces de neutralizar la

infeccién con hCMV.

68. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la concentracién del anticuerpo necesaria para el 50% de
neutralizacién de 1la infeccién de <células endoteliales,
células epiteliales y células dendriticas por una cepa clinica

de hCMV es 50 veces o mds baja que la requerida por MSL-109.

P
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RESUMEN

La invencidén se refiere a anticuerpos neutralizantes que
son especificos para el citomegalovirus humano y se unen con
alta afinidad asi como células B inmortalizadas que producen
dichos anticuerpos. Los anticuerpos de la invencién también
tienen wuna alta potencia para la neutralizacién de 1la
infeccidén. La invencién también se refiere a los epitopes que
se unen a los anticuerpos asi como al uso de los anticuerpos y
los epitopes en los métodos de deteccidn asi como en el

diagndéstico y terapia de la enfermedad.
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Figura 3

1F11-VH

caggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagectgggaggtecgtgagactc
tcctgtgtggcctctggattcaccttcagttcctatgctatgcactgggtccgccaggcfccggg
caaggggctggaatgggtgtcacttatatcctttgatggagacaataaatactatgcagactcecg
tgaggggccgattcacaatctccagagacagttcecccagaagacgctctttctgcaaatgaacagce
ctgagagttgaggacacggctatatattactgtgegagagaggagttagteggattgatgectee
ctactacaattatggtttggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctectca

QVQLVESGGGVVQPGRSVRLSCVASGFTFSSYAMHWVROQAPGKGLEWVSLISFDGDNKYY
ADSVRGRFTISRDSSQKTLFLOMNSLRVEDTAIYYCAREELVGLMPPYYNYGLDVWGQGTTVTVS
S

1F11-VL

cagtctgtgttgacgcagccgececctcagtgtectgecggecccaggacagaaggtcaccatc
tcctgctctggaagcageteccaacattggaaataattttgtatecctggtaccagcaactceccecgg
aacagcccccaaactcctcatttatgacaatgataggcgaccctcagggattcecctgaccgattcet

ctggctccaagtctgacacgtcagccaccctggtcatcaccggactccagactggggacgaggcec

gattactactgcgaaacatgggatggcagcctgaatcctgctgtggtattcggcggagggaccad

gctgaccgtccta
QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSSSNIGNNFVSWYQQLPGTAPKLLIYDNDRRPSGIP
DRFSGSKSDTSATLVITGLQTGDEADYYCETWDGSLNPAVVEGGGTRLTVL

2F4-VH

caggtgcagctggtggagtctgggggaggcgtggtccagectgggaggteccecctgagactce
tcctgtgcagecgtctggattcagtttcaatacatatgggatgcactgggtccgeccaggetecagg
caaggggctggagtgggtggcagttatatgggatgatggaagtaaaatgtaccatgcggactceceg
tgaagggccgattcaccatctccagagacaattccaaaaacacactgtatctccaaatgaacagt
ctgagagccgaggatacggctgtgtattactgtgegagagacgagggtgcaataatgctgecacge
catgactgactacggtttggacgtctggggccaagggaccacagtcaccgtct

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFNTYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWDDGSKMYH
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDEGAIMLHAMTDYGLDVWGQGTTVTV

2F4-VL

tcctatgagctgactcagccaccctcagtgtccgtgtccccaggacagacagccaccatc
acctgctctggagataatttgggggatgagtttgcttgctggtatcagcagaagccaggccagtce
tcctgtgectggtcatctateaggattecaageggceccctcagggatcecctgagegattcetetgget

ccagctctgggaacacagccactctgaccatccgcgggacccaggctatggatgaggctgactac”

.t



&

tactgtcaggegtgggacagcagcactgeccattatgtettcggaactgggaccaaggtcaccgt

ccta

SYELTQPPSVSVSPGQTATITCSGDNLGDEFACWYQQKPGQSPVLVIYQDSKRPSGIPER

@

FSGSSSGNTATLTIRGTQAMDEADYYCQAWDSSTAHYVEGTGTKVTVL




’ 9
@9
b, )

a%

Figura 4
HEK283T transfectado con gB de longitud completa
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20

Figu;a 5

'5A2 - VH

'"aggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaggaagcctgggtcctcggtgaaggte
tcctécaaggcttctggaggcaccttcagcagctatgttatccactgggtgcgacaggcccctgg
acaaéggcttgagtggatgggggggatcatccctatctttaatacagcaaactacgcacagaagg
tccag¢'ggcagagtcacgattaccgeggacgaatccacgagcacagectacatggagctgagcage
ctga¢atctgaagacactgccatatattactgtgegagggattttectatcaggtectatggaaat
gcccégcggctactacggtttggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca

NVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKASGGTFSSYVIHWVROAPGOGLEWMGGIIPIFNTANY
AQKV(IGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAIYYCARDFLSGPMEMPGGYYGLDVWGQGTTVTV
ss

‘5A2 - VK

yJacatcgtgatgacccagtctccagactccctggectgtgtectectgggcgagagggecacce
atcaactgcaagtccagccagagtgttttatacagttccaacaataagaactacttagcttggta
ccagciagaaaccaggacagcctcctaagctgctcatttactgggeatctacccgggaatcegggg
tceetigaccgattcagtggcagegggtctgggacagatttcactctcaccatcagcagectgeag
gctgépngatgtggcagtttattactgtcagcaatattatagtactectatcacettcggeccaagg
gacacigactggagattaaa

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTR
ESGVEDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPITFGQGTRLEIK

v

e -

i
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PCT 1B2008 001111 Sequence Listing
SEQUENCE LISTING

<110> HUMABS LLC
<120> HUMAN CYTOMEGALOVIRUS NEUTRALISING ANTIBODIES AND USE THEREOF
<130> PO45812wo

<150> GBR 0700133.2
<151>  2007-01-04

<160> 50
<170> Seqwin99, version 1.02

<210> 1

<211> 8

<212>  PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 1F11 CDRH1 amino acid sequence

<400> 1
—' g'ly Phe Thr Phe ger Sser Tyr Ala

. <210> 2
<211> 8

<212>  PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 1F11 CDRH2 amino acid sequence
<400> 2

Ile Ser Phe Asp Gly Asp Asn Lys
1 5

<210> 3

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 1F11 CDRH3 amino acid sequence

. . <400> 3 :
* Ala Arg Glu Glu Leu val Gly Leu Met Pro Pro Tyr Tyr Asnh '{%/r Gly
' 5 10

"’ 1

Leu Asp val
<210> 4
<211> 8

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 1F11 CDRL1 amino acid sequence
<400> 4

Page 1

26




-

1

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1

Asn

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

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Thr

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

<220>
<223>

<400>

G1In
1
Ser
Ala
Ser
Arg
65
Leu

Ala

Leu

val
val
Met
Leu
50

Gly
GlIn

Arg

Asp

<210>
<211>
<212>

5
3
PRT

PCT IB2008 001111 Sequence Listing

Artificial Sequence

Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Phe
5

1F11 CDRL2 amino acid sequence

5
Asp

6
12
PRT

Artificial Sequence

1F11 CDRL3 amino acid sequence

6
Trp Asp g]y Ser Leu Asn Pro Ala val val

7
126
PRT

Artificial Sequence

1F11 heavy chain amino acid

7
GIn Leu val Glu ser Gly Gly
5

Arg
His
35

Ile
Arg
Met

Glu

val
115

111
PRT

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Glu

100
Trp

ser
val
Phe
Thr
Ser
85

Leu

Gly

Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

val

GlIn

val
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Gly

Ala
Ala
40

Asp
Arg
val

Leu

Thr
120

Ser
25

Pro
Asn
ASp
Glu
Met

105
Thr

10

sequence

G

10
Gly
Gly
Lys
Ser
Asp
90

Pro

val

Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Pro

Thr

Page

1y val val

Thr
Gly
Tyr
60

Gln
Ala

Tyr

val

GlIn

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Ile

Tyr

ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Asn

110

Ser

Gly
15

Ser
Trp
ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Arg
Tyr
val
val
Phe
80

cys

Gly

8%



<213>

<220>
<223>

<400> 8
Gln Ser val
1

Lys val Thr

Phe val ser

35

Ile Tyr Asp
50

Gly Ser Lys
65

Thr Gly Asp

Asn Pro Ala

<210> 9
<211> 378
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 9
caggtgcagc
tcctgtgtgg
ccgggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ttagtcggat
acggtcaccg
<210> 10
<211> 333
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 10
cagtctgtgt
tcctgetctg
cccggaacag
gaccgattct
actggggacg
gtattcggcg
<210> 11
<211> 8
<212> PRT

PCT 1B2008 001111 S

Artificial Sequence

Leu Thr GIn Pro Pro

5

Ile Ser Cys Ser Gly

20

Trp Tyr GIn Gln Leu

40

Asn Asp Arg Arg Pro

55

Ser Asp Thr Ser Ala

70

Glu Ala Asp Tyr Tyr

85

val val
100

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatg
tgaggggccg
acagcctgag
tgatgcctcc
tctcctca

tgacgcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggccgatta
gagggaccag

Phe Gly Gly

Artificial Sequence

tgggggaggc
caccttcagt

ggtgtcactt
attcacaatc
agttgaggac
ctactacaat

Artificial Sequence

gccctcagtg
caacattgga
cctcatttat
gtctgacacg
ctactgcgaa

1F11 light chain amino acid sequence

Ser val Ser

10

Ser Ser Ser
25
Pro Gly Thr

ser Gly Ile

Thr Leu val

75

Cys Glu Thr

90

Gly Thr Arg

1F11 heavy chain nucleotide sequence

gtggtccagc
tcctatgcta
atatcctttg
tccagagaca
acggctatat
tatggtttgg

1F11 1ight chain nucleotide sequence

tctgcggecc
aataattttg
gacaatgata
tcagccaccc

acatgggatg
a

gctgaccgtc ct

Page

equence Lis

Ala Ala Pro

Asn Ile Gly
30

Ala Pro Lys
45

Pro Asp Arg
60

Ile Thr Gly

Trp Asp Gly

Leu Thr val
110

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggagacaa
gttcccagaa
attactgtgce

acgtctgggg

caggacagaa
tatcctggta
ggcgaccctc
tggtcatcac
gcagcctgaa

3

ting

Gly Gln
15

Asn Asn

Leu Leu

Phe ser

Leu GIn
80

ser Leu
95

Leu

cgtgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
gacgctcttt
gagagaggag
ccaagggacc

ggtcaccatc
ccagcaactc
agggattcct
cggactccag
tcctgetgtg

60

120
180
240
300
360
378

60

120
180
240
300
333

B



PCT 1B2008 001111 Sequence Listing
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 2F4 CDRH1 amino acid sequence
<400> 11

Gly Phe Ser Phe ésn Thr Tyr Gly

1

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 2F4 CDRH2 amino acid sequence
<400> 12

Ile Trp Asp Asp Gly Ser Lys Met
1 5

<210> 13
<211> 19
‘ <212>  PRT
‘ <213> Artificial Sequence
! <220>
. <223> 2F4 CDRH3 amino acid sequence
<400> 13
Ala Arg Asp Glu Gly Ala Ile Met Leu His Ala Met Thr Asp Tyr Gly
1 5 15
Leu Asp val
<210> 14
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> 2F4 CDRL1 amino acid sequence
<400> 14

ésn Leu Gly Asp §1u Phe

<210> 15

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 2F4 CDRL2 amino acid sequence
<400> 15

Gln Asp Ser
1

<210> 16
<211> 11
<212> PRT

Page 4



¢4

<213>

<220>
<223>

<400>
GIn Ala
1

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

<220>
<223>

<400>
g]n val

Ser Leu
Gly Met
Ala val
50
Lys Gly
65
Leu Gln
Ala Arg

Leu Asp

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

<220>
<223>

<400>
ser Tyr
1

Thr Ala

Cys Trp

Gln Asp
50

PCT 1B2008 001111 Sequence Listing
Artificial Sequence

2F4 CDRL3 amino acid sequence

16

Trp Asp Ser Ser Thr Ala His Tyr val
5 10

17
124
PRT

Artificial Sequence

2F4 heavy chain

17
Gln

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Asp
val

115

18
108
PRT

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Glu

100
Trp

val
5
Ser
val
Asp
Thr
Ser
85

Gly

Gly

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Ala

Gln

amino acid sequence

Ser Gly Gly Gly val
10

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ile

Gly

Artificial Sequence

2F4 Tight chain

18

Glu Leu Thr Gln
5

Thr Ile Thr Cys
20

Tyr GIn Gln Lys
35

Ser Lys Arg Pro

Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Met

Thr
120

Ser
25

Pro
Lys
Asp
Glu
Leu

105
Thr

Gly
Gly
Met
Asn
Asp
90

His

val

Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ala

Thr

amino acid sequence

Pro Pro Ser val Ser

10

Ser Gly Asp Asn Leu
25

Pro Gly Gln Ser Pro

40

Ser Gly Ile Pro Glu
55

val
Ser
Gly
His
60

Lys
Ala

Met

val

val
Gly
val

Arg
60

Page 5

GlIn

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Ser
Asp
Leu

45

Phe

Pro
Asn
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Asp
110

Pro
Glu
30

val

ser

Gly
15

Thr
Trp
ser
Leu
Tyr
95

Tyr

Gly
15
Phe

Ile

Gly

Arg
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Gly

GlIn
Ala
Tyr

Ser

40



® 4«

65

PCT 1B2008 001111 Sequence Listing

Ser Ser Gly Asn Thr Aga Thr Leu Thr ITe Arg Gly Thr Gln Ala Met
7 75

80

Asp Glu Ala Asp gyr Tyr Cys Gln Ala Trp Asp Ser Ser Thr Ala His
S 90

Tyr val Phe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr val Leu

100

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag

tgctgcacgce

tct

tgactcagcc
gagataattt
tgctggtcat
ccagctctgg
actactactg
aggtcaccgt

Artificial Sequence

tgggggaggc
cagtttcaat
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggat
catgactgac

Artificial Sequence

accctcagtg
gggggatgag
ctatcaggat
gaacacagcc
tcaggcgtgg
ccta

Artificial Sequence

ggattcacct tcagttccta tgct

<210> 19

<211> 373
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 19

caggtgcagc

tcctgtgeag

ccaggcaagg

gcggactccg

Cctccaaatga

ggtgcaataa

acagtcaccg

<210> 20

<211> 324
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 20

tcctatgagc

acctgctctg

cagtctcctg

ttctctggcet

gatgaggctg

actgggacca

<210> 21

<211> 24

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 21

<210> 22

<211> 24

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 22

Artificial Sequence

atatcctttg atggagacaa taaa

105

2F4 heavy chain nucleotide sequence

gtggtccagce
acatatggga
atatgggatg
tccagagaca
acggctgtgt
tacggtttgg

2F4 Tight chain nucleotide sequence

tccgtgtecc
tttgcttgct
tccaagcggce
actctgacca
gacagcagca

1F11 CDRH1 nucleotide sequence

1F11 CDRH2 nucleotide sequence

Page

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaaaaa
attactgtgc

acgtctgaqg

caggacagac
ggtatcagca
cctcagggat
tccgegggac
ctgcccatta

6

95

cctgagactc
ccgccagget
aatgtaccat
cacactgtat
gagagacgag
ccaagggacc

agccaccatc
gaagccaggc
ccctgagcga
ccaggctatg
tgtcttcgga

60

120
180
240
300
360
373

60

120
180
240
300
324

24

24

a\



04

<210> 23

<211> 57

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  1F11 CDRH3 nucleotide sequence
<400> 23

gcgagagagg agttagtcgg attgatgcct ccctactaca attatggttt ggacgtc
<210> 24

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 1F11 CDRL1 nucleotide sequence
<400> 24

agctccaaca ttggaaataa tttt

<210> 25

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  1F11 CDRL2 nucleotide sequence
<400> 25

gacaatgat

<210> 26

<211l> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  1F11 CDRL3 nucleotide sequence
<400> 26

gaaacatggg atggcagcct gaatcctgct gtggta
<210> 27

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  2F4 CDRH1 nucleotide sequence
<400> 27

ggattcagtt tcaatacata tggg

<210> 28

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  2F4 CDRH2 nucleotide sequence

PCT IB2008 001111 Sequence Listing

Page 7

57

24

36

24

al
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PCT 1B2008 001111 Sequence Listing

gcgagagacg agggtgcaat aatgctgcac gccatgactg actacggttt ggacgtc

<400> 28

atatgggatg atggaagtaa aatg

<210> 29

<211> 57

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> _

<223> 2F4 CDRH3 nucleotide sequence
<400> 29

<210> 30

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  2F4 CDRL1 nucleotide sequence
<400> 30

aatttggggg atgagttt

<210> 31

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  2F4 CDRL2 nucleotide sequence
<400> 31

caggattcc

<210> 32

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  2F4 CDRL3 nucleotide sequence
<400> 32

caggcgtggg acagcagcac tgcccattat gtc
<210> 33

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 5A2 CDRH1 amino acid sequence
<400> 33

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr val

1 5

<210> 34

<211> 8

<212> PRT

Page 8

24

57

18

33
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PCT IB2008 001111 Sequence Listing
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5A2 CDRH2 amino acid sequence
<400> 34
Ile Ile Pro Ile Phe Asn Thr Ala
1 5
<210> 35
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> 5A2 CDRH3 amino acid sequence
<400> 35
Ala Arg Asp Phe Leu Ser Gly Pro Met Glu Met Pro Gly Gly Tyr Tyr
1 5 10 15
Gly Leu Asp val
20
<210> 36
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> 5A2 CDRL1 amino acid sequence
<400> 36
GIn Ser val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr
1 5 10
<210> 37
<211> 3
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> .
<223> 5A2 CDRL2 amino acid sequence
<400> 37

Trp Ala Ser
1

<210> 38

<211> 9

<212>  PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223>  5A2 CDRL3 amino acid sequence
<400> 38

Gln GIn Tyr Tyr Ser Thr Pro Ile Thr
1 5

<210> 39

<211> 127

<212> PRT

Page 9
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<213>

<220>
<223>

<400>
GIn val
1

Ser val
val Ile
Gly Gly

50

Gln Gly
65

Met Glu
Ala Arg
Gly Leu

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Glu Arg
Ser Asn
Pro Pro

50
Pro Asp
65
Ile Ser

Tyr Tyr

Lys

5A2 heavy chain

39
Gln

Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Asp
Asp

115

40
113
PRT

Leu
val
20

Trp
Ile
val
ser
Phe

100

val

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85

Leu

Trp

Gln
Cys
Arg
Ile
Ile
70

Leu

Ser

Gly

PCT 1IB2008 001111 Sequence
Artificial Sequence

amino acid sequence

Ser Gly
Lys Ala
Gln Ala

40

Phe Asn
55

Thr Ala
Arg Ser

Gly Pro

Gln Gly

Artificial Sequence

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Met

105
Thr

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
90

Glu

Thr

val
Gly
Glin
Asn
Ser
75

Thr

Met

val

5A2 Tight chain amﬁno acid sequence

40
val

Ala
Asn
35

Lys
Arg

ser

Ser

Met
Thr
20

Lys
lLeu
Phe

Leu

Thr
100

Thr
5

Ile
Asn
Leu
ser
Gln

85

Pro

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Ile

Ser Pro Asp Ser Leu

Cys Lys

Leu Ala
40

Tyr Trp
55
ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

Ser
25

Trp
Ala

Ser

val

10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gln

Gln
Gln
Thr
Thr
75

val

Gly

Arg
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Pro

Thr

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Page 10

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Ile

Gly

val
125

val
val
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Arg

Listing

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly

110

ser

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

cys

Leu
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
TYr
95

Tyr

Ser

Leu
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

ser
Tyr
Met
val
Tyr
80

Ccys

Tyr

Gly

ser

val

Thr
80

Gln



tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
ctatggaaat
ccgtctectc

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tccctgaccg
tgcaggctga
tcggccaagg

PCT 1IB2008 001111 Sequence Listing

Artificial Sequence

tggggctgag
caccttcagc
gatggggggg
agtcacgatt
atctgaagac

gcccggegge
a

Artificial Sequence

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcect
attcagtggc
agatgtggca
gacacgactg

Artificial Sequence

ggaggcacct tcagcagcta tgtt

Artificial Sequence

atcatcccta tctttaatac agca

<210> 41

<211> 381
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 41

caggtgcagc

tcctgcaagg

cctggacaag

gcacagaagg

atggagctga

ctatcaggtc

accacggtca

<210> 42

<211> 339
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 42

gacatcgtga

atcaactgca

tggtaccagc

gaatccgggg

atcagcagcc

cctatcacct

<210> 43

<211> 24

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 43

<210> 44

<211> 24

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<400> 44

<210> 45

<211> 60

<212> DNA
<213>

<220>

<223>

Artificial Sequence

5A2 heavy chain nucleotide sequence

gtgaggaagc
agctatgtta
atcatcccta
accgcggacg
actgccatat
tactacggtt

5A2 Tlight chain nucleotide sequence

ctggctgtgt
tacagttcca
aagctgctca
agcgggtctg
gtttattact
gagattaaa

5A2 CDRH1 nucleotide sequence

5A2 CDRH2 nucleotide sequence

5A2 CDRH3 nucleotide sequence

ctgggtcctc
tccactgggt
tctttaatac
aatccacgag
attactgtgc
tggacgtctg

ctctgggcga
acaataagaa
tttactgggc
ggacagattt
gtcagcaata

Page 11

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagggatttt

gggccaaggqg

gagggccacc
ctacttagct
atctacccgg
cactctcacc
ttatagtact

60

120
180
240
300
360
381

60

120
180
240
300
339

24

24



PCT 1B2008 001111 Sequence Listing

<400> 45
gcgagggatt ttctatcagg tcctatggaa atgcccggcg gctactacgg tttggacgtc
<210> 46
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>  5A2 CDRL1 nucleotide sequence
<400> 46
cagagtgttt tatacagttc caacaataag aactac
<210> 47
<211> 9
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> 5A2 CDRL2 nucleotide sequence
<400> 47
tgggcatct
<210> 48
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> 5A2 CDRL3 nucleotide sequence
<400> 48
cagcaatatt atagtactcc tatcacc
<210> 49
<211> 126
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> variant 2F4 heavy chain amino acid sequence
<400> 49
GIn val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
sSer Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Asn Thr Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ala val Ile Trp Asp Asp Gly Ser Lys Met Tyr His Ala Asp Ser val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Page 12
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<210> 50

<211> 378
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 50
caggtgcagc
tcctgtgeag
ccaggcaagg
gcggactccg
ctccaaatga
ggtgcaataa
acagtcaccg

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggcceg
acagtctgag
tgctgcacgc
tctcctea

PCT 182008 001111 Sequence Listing
Ala Arg Asp Glu Gly Ala Ile Met
100

Artificial Sequence

tgggggaggc
cagtttcaat
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggat
catgactgac

gtggtccagc
acatatggga
atatgggatg
tccagagaca
acggctgtgt
tacggtttgg

125

variant 2F4 heavy chain nucleotide sequence

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaaaaa
attactgtgc

acgtctgggg

Page 13

Ser Ser

Leu His Ala Met Thr Asp Tyr Gly
105 110

Leu Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val
115 120

cctgagactc
ccgccagget
aatgtaccat
cacactgtat
gagagacgag
ccaagggacc

60

120
180
240
300
360
378

42
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION — PCT é MODELO DE UTILIDAD____ DISENO INDUSTRIAL;

(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 4 DE AGOSTO DE 2.009
{51) Clasificacién Internacional :

(71)Solicitante(s)  HUMABS LLC.

(72) Inventor(es)  Antonio LANZAVECCHIA y Annalisa MACAGNO

(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Prioridad

(31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

ESTADOUNIDENSE 0700133.2 04/01/2007 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

e

(85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 17/07/2008
Fecha de presentacién de la solicitud: 03/01/2008 N° publicacion: WO 2008/084410
No. de solicitud: ~ PCT/IB2008/001111

(54) Titulo:

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO Y SU USO




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

‘ TARJETA ARCHIVO TEMATICO i
PATENTE DE INVENCION __ PCT _X  MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 4 DE AGOSTO DE 2009

(51) Clasificacion Internacional :

(71)Solicitante(s) HUMABS LLC.

(72) Inventor(es) ~ Antonio LANZAVECCHIA y Annalisa MACAGNO
(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
ESTADOUNIDENSE 0700133.2 04/01/2007 ESTADOS UNIDOS DE
AMERICA
(85) Fecha inicio fase nacional: {87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 17/07/2008
Fecha de presentacion de la solicitud: 03/01/2008 No. de publicacién: WO 2008/084410
No. de solicitud:  PCT/1B2008/001111

(54) Titulo: ~ ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO Y SU USO

sumen:
Q anticuerpo neutralizante que tiene potencia alta para neutralizar el citomegalovirus humanos.
Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo tiene una afinidad de 10M o menos.
Un anticuerpo de acuerdo con 1a reivindicacion 1, en donde la concentracion del anticuerpo requerido para el 50% de neutralizacién de una cepa
clinica de hCMV es 0,1 ug/ml o menos.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE UTILIDAD [ ] '
¢ Indicacion de que se solicita la concesién de una patente %
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la soI|C|tud [

¢ Descripcion de la invencion [

¢ Dibujos de ser estos pertinentes []

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [
COMPLETA [ ] INCOMPLEfA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial 1 []

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la soI|C|tud [1]

¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []
material que incorpora el disefio ‘,

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas o

COMPLETA [ ] INCOMPLETA[ 1

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

- p— p— " p— p—

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado L]
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud ' ]
¢ Representacion grafica del esquema trazado ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas ]

COMP% %‘ INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

SUPERINTENDENCIA DE {INDUSTRIA Y COMERCIO

Feche n ' '_ . , ,
eche l|||||||||||||||||ﬁ|||||\||||||\|\|||\|||||||||||| arrera 13 No. 27:00 Piso 5,7y10

Facha: 2009 oe 04 15 28 37 Dep 2020 NUECREAC!ONE Ea).(: 3505?20
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI E-mail: info@sic.qov.co
Act. 411 PRESENTACION  Folios: 101 WWW.SIC.GOv.CO

Bogota D.C. - Colombia
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\‘ 1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado,
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T
v
-/-.—‘
-

. considerarad abandonada y perderd su prelacidn.

REPUBLICA DE COLOMBIA '}
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogota, E
2020 |
|

Doctor (a)

RUBIO CAMACHO HUMBERTO :

REFERENCIA Radicacién No. 9 81236 |
Solicitud internacional PCT/IB2008/001111 !
Fecha inicio fase nacional 04/08/2009 |
Tramite 11 E
Evento 378 .
Actuacidn 430 }
oOficio No. 928q 1

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de

la Decisién 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de

. ! .
Cooperaciédn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular

Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

con el 1léno de los

articulos 63 y subsiguientes del 'Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que acﬁedita la
existencia y representacién legal

persona juridica.

requisitos exigidos por los

de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere

1
la copia del documento en gue consta la césién del
del inventor al solicitante o a su causante, conf?rme a lo
el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjefo, estos

deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 Q 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando

referencia la Regla 4.17 1ii)
PCT., el alcance de las tales
claramente una cesidén de

2. La solicitud no contiene
derecho a la patente
establecido por

Comunidad Andina.

se trate de las declaraciones alque hace
del Tratado de Cooperacidn en Materia de {Patentes

declaraciones se. determinard seglGn 'indiquen
derechos del inventor al solicitante o su caus%nte, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de

la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

]
En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le

requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de

notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
C o Ly

En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se

!

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

del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
I

Continua en la pagina siguiente.' .

i
I
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Radicacidn No.

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

:9 81236

ALIX CARMENZA CESPEDES DE/VERGEL

Jefe de la divi

El anterior
fecha

ién de Nuevas Creaciones

requerimiento fue notificado por fijacidn en
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