REPORTE PRELIMINAR Solicitud Internacional No.
INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA) PCT/US2019/068839

Punto V

Declaracion motivada con respecto a la novedad, actividad inventiva o
aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que respalden dicha declaracion

Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 119, 121-137, 141,143-168, 172-
226 sobre la cuestidon de si son patentables, no existe ningun criterio unificado en los
Estados contratantes del PCT. La patentabilidad también puede depender de la
formulacion de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como patentable
el objeto de las reivindicaciones sobre el uso de un compuesto en un tratamiento
meédico, pero puede permitir, sin embargo, las reivindicaciones de un compuesto
conocido para su primer uso en un tratamiento médico y el uso de dicho compuesto
para la fabricacion de un medicamento para un nuevo tratamiento meédico.

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1 BASE DE DATOS UniProt [En linea] 20 de junio 2018 (2018-06-20), "SubName:
Full=Plasminogen activator, urokinase {EC0:0000313
Ensembl:ENSPPAP00000025696}; XP055682907, recibido de EBI acceso
no. UNIPROT:AOA2R9BBQ2

D2 US 2006/142195 A1 (MEDCALF ROBERT L [AU]) 29 junio 2006 (2006-06-29)
citado en la solicitud

D3 SHINGO TSUJI ET AL: "The effects of amino-acid mutations on specific
interactions between urokinase-type plasminogen activator and its
receptor:molecular orbital calculations"”, JOURNAL OF MOLECULAR
GRAPHICS AND MODELLING, ELSEVIER SCIENCE, NEW YORK, NY, US,
vol. 29, no. 8, 7 Abril 2011 (2011-04-07), paginas 975-984, XP028223708,
ISSN: 1093-3263, DOI: 10.1016/J.JMGM.2011.04.003

D4 US 5 728 564 A (SAMBROOK JOSEPH F [US] ET AL) 17 marzo 1998 (1998-03-
17)citado en la solicitud

D5 EP 0 336 508 A1 (LEUVEN K U RES & DEV [BE]; COLLEN DESIRE JOSE [BE])
11 Octubre 1989 (1989-10-11)

D6 EP 0 387 380 A1 (BEHRINGWERKE AG [DE]) 19 septiembre 1990 (1990-09-19)
D7 US 5472 692 A (LIU JIAN-NING [US] ET AL) 5 diciembre 1995 (1995-12-05)

D8 EP 0 266 032 A1 (BEECHAM GROUP PLC [GB]) 4 mayo 1988 (1988-05-04)

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 1) (EPO-Enero 2015)
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Novedad, Articulo 33(2) PCT

D1 da a conocer una entrada de la base de datos que describe una secuencia
completamente idéntica a la Seq ID No 2 excepto por una mutacion correspondiente a
V41L. Debido a la enmienda en la reivindicacién 1, este documento no esta en contra
de la novedad.

Una nueva busqueda de secuencia no reveld ninguna otra secuencia relevante
revelada.

Paso inventivo, Articulo 33(3) PCT

La técnica previa mas cercana D2 describe no soélo variantes de t-PA sino también
variantes de uroquinasa que tienen modificaciones. Estas modificaciones dan como
resultado, en comparacion con la secuencia de tipo salvaje, un aumento de la actividad
enzimatica en presencia de fibrina (V420, T421, D422, S423), reducen la estabilidad de
la conformacién catalitica activa en ausencia de fibrina (posicion 194) y una mutacion
puntual que previene la catédlisis de plasmina (1275) (véanse las reivindicaciones 24 a
30).

La diferencia reside en las posiciones de las sustituciones presentes. El efecto técnico
de dichas mutaciones es un aumento de la actividad/especificidad para la proteina del
complemento C3.

El problema a resolver es la provision de uroquinasas mutantes que tienen una
actividad/especificidad aumentada para la proteina del complemento C3.

Las soluciones a dicho problema (como se define en la reivindicacion 1) se consideran
inventivas. A pesar de la edad relativa de la proteina uroquinasa en la ciencia, se sabe
poco acerca de ciertas modificaciones y sus efectos. Hay informes sobre modificaciones
especificas de la proteina (D3-D8), pero nada en la direccion de alteraciones en la
activacion del complemento. Ademas, esto no es obvio en vista del conocimiento del
experto que trabaja en el campo de las serina proteasas.

Aplicabilidad industrial, Articulo 33(4) PCT

La aplicacion encuentra su uso en el tratamiento de diversas enfermedades
relacionadas con la coagulacion sanguinea y la actividad uroquinasa.

Punto VIII
Algunas observaciones sobre la solicitud internacional

La reivindicacion 1 también se refiere a sustituciones con aminoacidos no naturales.
Usando la descripcion, queda claro lo que se pretende.

La expresion "numeracion de acuerdo con quimotripsina” se considera clara para el
experto en la materia.

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2015)
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Las reivindicaciones 58 y 59 se refieren a una prueba de incubacion que indica un

periodo de tiempo, pero sin indicacion de temperatura. Esta informacion faltante podria
ser importante.

Las reivindicaciones 120 y 234-243 utilizan la expresion "para uso para tratamiento".
Dependiendo de la Ley de Patentes de un Estado designado, esta redaccion podria
tener una interpretacion diferente.

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Enero 2015)
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Enmiendas a las reivindicaciones

El conjunto de reivindicaciones de las reivindicaciones 1-243 se contiene para su
examinacién bajo el Capitulo Il de PCT. También se adjunta una segunda copia que
muestra las enmiendas, para conveniencia del examinador.

Todas las modificaciones se realizan sin perjuicio de los derechos del solicitante. Las
presentes modificaciones de la reivindicacion no abandonan ninguna materia objetivo.
El Solicitante se reserva el derecho de restablecer cualquier materia objetivo contenida
en cualquier parte de la solicitud tal como se presentd originalmente durante el
procesamiento futuro de esta solicitud, incluso en las fases nacional o regional, o en las
solicitudes derivadas de esta solicitud, incluidas las continuaciones o las solicitudes
divisionales basadas en esta solicitud.

La reivindicacion 1 se ha modificado para eliminar la modificacién de V41L y para
incorporar la reivindicacién dependiente 4 para decir que la proteina del complemento
es C3. También se pueden encontrar bases adicionales a lo largo de la solicitud
presentada, que describe que el activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (u-PA)
se modifica para escindir C3 en un sitio en el que la activacién del complemento se inhibe
o reduce en comparacion con un polipéptido de u-PA no modificado que no contiene
la(s) modificacién(es). Ver, por ejemplo, en la pagina 5, linea 20 a la pagina 6, linea 18,
que recita (énfasis agregado):

Entre los polipéptidos activadores de plasmindgeno de tipo uroquinasa modificados
(u-PA) proporcionados en este documento se encuentran aquellos que contienen una
o mds modificaciones de aminodcidos seleccionadas entre reemplazos
correspondientes a R35Q, H37Y, V41R, V41L, Y40Q, DGOaP, L97bA, T97ai y H99Q, y
modificaciones conservadoras de aminodcidos para el mismo, por lo que el polipéptido
u-PA modificado tiene una actividad/especificidad incrementada para una proteina
del complemento en comparacion con la forma activa no modificada del polipéptido
u-PA, donde: las modificaciones de aminodcidos se seleccionan entre reemplazos,
inserciones y deleciones; los residuos correspondientes pueden determinarse por
alineacidn con la forma madura de u-PA; el polipéptido de u-PA modificado escinde
una proteina del complemento para inhibir o reducir de ese modo la activacion del
complemento en comparacion con el polipéptido de u-PA no modificado que no
contiene las modificaciones de aminodcidos; los residuos se numeran mediante la
numeracion de quimotripsina; el polipéptido de u-PA no modificado comprende la
secuencia indicada en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-6 (u-PA de longitud completa
humana de tipo salvaje, u-PA de dominio de proteasa (catalitico) de tipo salvaje, u-PA
maduro de tipo salvaje, u-PA de longitud completa con el reemplazo correspondiente
a C122S, dominio de proteasa u-PA con la sustitucion correspondiente a C122S, y u-PA
maduro con la sustitucion correspondiente a C122S) y fragmento cataliticamente
activo del mismo que incluye el/los reemplazo(s) de aminodcidos. Las modificaciones
conservativas se seleccionan entre R35Y, <F o N; H37 R, Q, E, W o F, V41K, D60aS,
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T97aD, L o V, L97bG oS y H99N, mediante la numeracidon de quimotripsina.

En particular, entre estos polipéptidos activadores de plasminégeno (uPA) de tipo
uroquinasa modificados estdn los que contienen una o mds modificaciones de
aminodcidos seleccionadas entre reemplazos correspondientes a R35Q H37Y, V41R,
V41L, Y40Q, D60aP, L97bA, T97al y H99Q.

Los polipéptidos de u-PA modificados tienen una actividad y/o especificidad reducida
para la escision de una secuencia de subtrato en plasmindgeno. La proteina del
complemento para la que los polipéptidos tienen mayor especificidad/actividad es C3;
la escision inactiva C3. Un ejemplo de sitios de escision estd dentro del sitio activo de
C3. Entre los polipéptidos de u-PA modificados se encuentran aquellos que tienen una
actividad aumentada para la escision de C3 que es al menos 3 veces mayor que el
polipéptido de u-PA sin modificar de SEQ ID NO: 5 (dominio de proteasa con el
reemplazo de C122S).

Vea también, por ejemplo, la pagina 74, lineas 21-26, que recitan:

En el presente documento se proporcionan polipéptidos modificados del activador de
plasmindégeno de tipo uroquinasa (u-PA) que se modifican de modo que escinden
secuencias inhibidoras en C3, de modo que se inhibe la activacion de C3 en fragmentos
C3a y C3b. La actividad/especificidad de los polipéptidos de u-PA modificados
proporcionados en este documento es tal que escinden C3 con mayor actividad y/o
especificidad o kcat/km en comparacion con el polipéptido de u-PA no modificado, en
particular de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-6.

La base de la enmienda también se puede encontrar, por ejemplo, en la seccién C.,
comenzando en la pagina 84, linea 25, que detalla C3 como un objetivo de los
polipéptidos de u-PA modificados y el papel de C3 en la inhibicidn de la activacién del

complemento.

La reivindicacion 1 también se modifica para incorporar una limitacién de la
reivindicacion 8 para indicar que el polipéptido de u-PA modificado tiene al menos un
85% de identidad de secuencia con el polipéptido de u-PA modificado no modificado
de cualquiera de las SEC ID No. 1-6.

Se enmienda ademas la reivindicacidn 1 para reemplazar la palabra "reemplazos" por
"modificaciones". La base para las enmiendas se puede encontrar, por ejemplo, en la
memoria descriptiva en la pagina 99, lineas 25 a la pagina 100, linea 4, que recita
(énfasis agregado):

Los polipéptidos de u-PA modificados proporcionados en este documento contienen
una o mds modificaciones de aminodcidos de manera que escinden la proteina C3 del
complemento de una manera que da como resultado la inactivacion o inhibicion del
complemento. Las modificaciones pueden ser una modificacion de un solo
aminodcido, como reemplazos (sustituciones) de un solo aminodcido, inserciones o
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deleciones, o multiples modificaciones a los aminodcidos, tales como mdultiples

reemplazos de aminodcidos, inserciones o deleciones. Ejemplos de modificaciones son
reemplazos de aminodcidos, incluidos reemplazos de aminodcidos tnicos o multiples.
La sustitucion de aminodcidos puede ser una sustitucion conservadora, tal como se
expone en la Tabla 3, o una sustitucion no conservadora, tal como cualquiera de las
descritas en el presente documento. Los polipéptidos de u-PA modificados
proporcionados en este documento pueden contener al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9,
10, 11, 12, 13,14,15,16,17,18,19, 20, o mds posiciones modificadas en comparacion
con el polipéptido u-PA que no contiene la modificacion.

La base de esta enmienda también se puede encontrar, por ejemplo, en la pagina 101,
linea 17 a la pagina 102, linea 8. Ademas, también se pueden encontrar mas bases para
esta enmienda en la pagina 103, lineas 27-32, que recita:

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de u-PA modificados que
contienen una o mds, incluidas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y mds
modificaciones de aminodcidos en un polipéptido u-PA y que escinde la proteina del
complemento C3 de manera que el complemento se inhibe o inactiva. Las
modificaciones se encuentran en la secuencia de aminodcidos primaria, e incluyen
reemplazos, deleciones e inserciones de residuos de aminodcidos.

La reivindicacion 2 también se ha modificado para hacer referencia a "modificaciones"
y eliminar la modificacién V41L.

Se ha eliminado la reivindicacién 4. Las reivindicaciones posteriores se vuelven a
numerar consecutivamente y se modifican para depender de las reivindicaciones

renumeradas.

Las reivindicaciones restantes y sus dependencias se han modificado para mantener la
coherencia, incluso para actualizar los nimeros de reivindicaciones y las dependencias,
para recitar un lenguaje de reivindicaciones coherente en todas partes y para corregir
errores tipograficos o gramaticales menores. Especificamente, las reivindicaciones 145,
155 y 233 se modifican para corregir las dependencias de las reivindicaciones. Ademas,
las reivindicaciones 123, 151 y 212 se modifican para hacer referencia al antecedente
correcto. Las reivindicaciones 1, 70, 88, 104, 137, 138, 165, 183, 196, 224 y 240 se
enmiendan para corregir errores gramaticales o tipograficos obvios. Las reivindicaciones
1, 2, 26 y 240-244 se modifican para abordar las objeciones establecidas en la Opinién

escrita.

A menos que se indique lo contrario, se hace referencia a las reivindicaciones

numerdandolas antes de la enmienda a lo largo de esta presentacién.

No se ha afiadido ningun asunto con estas enmiendas.



2.1

Argumentos

La Opinidn Escrita de la Autoridad de Busqueda Internacional cita:

D1 UniProt Acceso No. AOA2R9BBQ2 (activador de plasmindgeno, uroquinasa)

D2 Publicacién de EE. UU. No. 2006/142195

D3 Tsuji et al., "Los efectos de las mutaciones de aminoacidos en interacciones
especificas entre el activador del plasminégeno de tipo uroquinasa y su
receptor: Calculos de orbitales moleculares ab initio", Journal of Molecular
Graphics and Modeling 29: 975-984 (2011)

D4 Patente de Estados Unidos No. 5,728,564

D5 Publicacién europea No. 0336508

D6 Publicacion europea No. 0387380

D7 Patente de Estados Unidos No. 5,472,692

D8 Publicacién europea No. 0266032

La Opinién Escrita reconoce que las reivindicaciones originales 1 a 244 poseen
aplicabilidad industrial y que las reivindicaciones 3-7, 10, 12-24, 29-56, 64-110y 112-244
son novedosos e inventivos, pero alega que las reivindicaciones 1, 2, 8, 9, 11, 25-28, 57-
63 y 111 carecen de novedad y actividad inventiva sobre D1 y/o D2. El solicitante
atraviesa estas caracterizaciones de la técnica anterior por al menos las siguientes

razones.

Novedad

Las reivindicaciones 1, 2, 8, 9, 11, 25-28,57-63 y 111 se rechazan por carecer de novedad
sobre la referencia D1 porque la Opinidn escrita alega que D1 divulga una entrada de Ia
base de datos que revela una secuencia que supuestamente es completamente idéntica
ala SEQ ID NO 2 excepto por una mutacidon que supuestamente corresponde a V41L. La
Opinién Escrita concluye que "una simple delecién de dicho mutante no nuevo del
alcance de las reivindicaciones devolveria la novedad".

D1 es la entrada UniProt para la forma madura del chimpancé pigmeo de tipo salvaje
(Bonobo) u-PA. La porcién del dominio de proteasa parece ser casi 100% idéntica a SEQ
ID NO: 2 (dominio de proteasa de uPA humano), excepto que D1 contiene L en el residuo
41.

Sin perjuicio de las reivindicaciones 1y 2 se modifican para eliminar la modificacién V41L.
Por tanto, como se enmienda, ninguna de las reivindicaciones menciona un polipéptido

de u-PA modificado que contiene sélo el reemplazo de V41L.

Las afirmaciones son novedosas sobre D1y cualquier otra referencia de la que tenga

conocimiento el Solicitante.



2.2

Actividad inventiva

También se alega que las reivindicaciones 1, 2, 8,9, 11, 25-28, 57-63 y 111 carecen de

actividad inventiva.

2.3

La Opinién Escrita afirma que la técnica anterior mds cercana es D2, que ensefia
variantes de uroquinasa que resultan en una mayor actividad enzimatica en presencia
de fibrina (modificaciones en V420, T421, D422, S423), reducen la estabilidad de la
conformacion catalitica activa en ausencia de fibrina (en la posicién 194), y también
ensefia una mutacion puntual que previene la catalisis de plasmina (en 1275). La Opinidn
Escrita afirma que la diferencia entre D2 y el tema actualmente reclamado reside en las
posiciones de las presentes sustituciones, y que esta caracteristica técnica distintiva estd
directamente asociada con el efecto técnico de aumentar la actividad/especificidad para

la proteina del complemento C3.

Todos los documentos D2-D8 se citan bajo la categoria de "A" que indica un documento
que define el Estado general de la técnica que no se considera de relevancia particular.
Ninguno de D2-D8 ensefa o sugiere un u-PA modificado que contenga cualquiera de las
modificaciones enumeradas en la reivindicacién 1 que tenga una actividad/especificidad
aumentada para C3.

Ni D1 ni D2, ni ninguna de las referencias adicionales D3-D8, ensefian un u-PA
modificado que tenga cualquiera de las modificaciones enumeradas y una mayor
actividad/especificidad para una proteina del complemento que es C3, en comparacion
con el polipéptido de u-PA no modificado expuesto en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-6

o un fragmento cataliticamente activo que no contiene las modificaciones.

La reivindicacion 1 se ha enmendado para incorporar la limitacion de la reivindicacidn 4,
es decir, para decir que la proteina del complemento es C3. Por tanto, las
reivindicaciones se modifican para citar polipéptidos de u-PA modificados que la ISA

considera inventivos.
Al menos por estas razones, el Solicitante presenta respetuosamente que las

reivindicaciones enmendadas poseen una actividad inventiva sobre el arte citado y

solicita el retiro de esta objecion.

Respuesta a observaciones adicionales (punto VllI)

2.3.1 Las modificaciones de la reivindicacién 1 no se limitan a reemplazos

La reivindicacion 1 se alega que no esta clara porque la Opinidn Escrita objeta la
recitacion de que las modificaciones pueden ser reemplazos, inserciones y deleciones,
pero el primer parrafo de la reivindicacion recita que las modificaciones son reemplazos.



2.3.2

2.3.3
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Las modificaciones indicadas en la reivindicacion 1 son reemplazos, pero las

modificaciones en u-PA no se limitan a reemplazos (ver, por ejemplo, la reivindicacion
dependiente 8). Para mayor claridad, la reivindicacién 1 se enmienda para reemplazar la
palabra "reemplazos" por "modificaciones" en el primer parrafo de la reivindicacién 1.
La reivindicacion 2 también se enmienda para mencionar modificaciones. Por tanto, las
reivindicaciones claramente se refieren a un u-PA modificado que contiene
modificaciones seleccionadas entre reemplazos, inserciones y eliminaciones.

La reivindicacion 1 indica claramente que la funcion del u-PA modificado es mayor y,
por lo tanto, se asocia con una mayor inhibicion o reducciéon de la activacion del

complemento.

También se objeta a la reivindicacién 1 porque el "tercer parrafo compara una funcién
con la del u-PA no modificado. Esto es sin indicar igual, mayor o menor".

El solicitante discrepa respetuosamente. La reivindicacidn 1 dice que el "polipéptido de
u-PA modificado escinde una proteina del complemento para inhibir o reducir de ese
modo la activaciéon del complemento en comparaciéon con el polipéptido de u-PA no
modificado" (énfasis afiadido). Por tanto, estd claro que el polipéptido de u-PA
modificado reduce la activacion del complemento en comparacién con el polipéptido de
u-PA no modificado.

La numeracion de quimotripsina es clara para el experto en la técnica.

Se objeta la reivindicacién 1 porque se alega que no esta claro el uso de la numeracion
de quimotripsina. La Opinion Escrita afirma que u-PA (SEQ ID NO: 2) supuestamente no
se alinea con el polipéptido de quimotripsina maduro (SEQ ID NO: 76).

El solicitante solicita respetuosamente la reconsideracion del rechazo. El alineamiento
de un dominio de proteasa de otra proteasa, tal como el dominio de proteasa de u-PA,
puede realizarse con quimotripsina. Se trata de una nomenclatura estandar que se
describe y define en la solicitud y es comprendida por el experto en la materia.

Especificamente, los residuos cataliticamente esenciales $195, H57, N102 en la
guimotripsina, que son invariantes en todas las serina proteasas, se alinean con u-PA
para definir el nUmero de residuos correspondiente; los aminoacidos del polipéptido u-
PA que corresponden a los aminodcidos de la quimotripsina reciben entonces la
numeracion de los aminoacidos de la quimotripsina. A pesar de una baja identidad de
secuencia general con quimotripsina, la alineacion con estos residuos requeridos
permite un sistema de numeracidon consistente y usado convencionalmente. La
numeracion de quimotripsina es consistente entre todas las formas de u-PA
(propéptidos, maduro y dominio de proteasa). Usar una numeracion diferente a la de
guimotripsina seria confuso, ya que las reivindicaciones abarcan las diversas formas de
u-PA modificado.
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La numeracién de quimotripsina es el esquema de numeracién estandar utilizado por un

experto en la técnica de las serina proteasas. Como es conocido por los expertos en la
técnica, la numeracion de quimotripsina fue desarrollada por Bode et al. (The EMBO
Journal (1989) 8:3467-3475), donde la numeracion de residuos de la serina proteasa
trombina se "obtuvo sobre con base en equivalencias topoldgicas con
quimotripsinégeno bovino". Por tanto, la numeracion de quimotripsina se determina a
partir de una alineacién basada en la estructura basada en la equivalencia topoldgica de
una secuencia con el quimotripsindgeno bovino. Los expertos en la técnica han adaptado
el esquema de numeracién como un esquema de numeracién comun para todas las
serina proteasas de la familia de las quimotripsinas. En el esquema de numeracion, se
usa un sufijo para indicar una insercion de un aminoacido en una serina proteasa con

respecto a la secuencia de referencia del quimotripsindgeno.

La numeracién de quimotripsina permite una numeracién constante de residuos entre
todas las formas de a proteasas (precursores, cimégeno y formas maduras activadas).
Ademas, la solicitud tal como se presentd de hecho incluye una Tabla 1 (p. 40-41 de la
solicitud tal como se presentd) que establece clara e inequivocamente la equivalencia
entre la numeracion de residuos u-PA maduros relativos a la numeracion de

quimotripsina.

Una persona experta en el campo de las proteasas comprenderd facilmente la
numeracion de quimotripsina; cambiar a un esquema de numeracién diferente causaria,
por otro lado, confusién. La numeracién de quimotripsina de u-PA por alineacién de u-
PA con quimotripsina es bien conocida y se utiliza en toda la bibliografia (véase, por
ejemplo, Spraggon et al. (1995) Structure 3:681-691; Hartley, B.S., (1974) Symp. Soc. Gen.
Microbiol. 24: 151-182 (adjunto)). Un experto en la técnica puede alinear facilmente el
dominio de proteasa de u-PA con el dominio de proteasa de quimotripsina para
identificar los aminodcidos correspondientes.

La solicitud presenta las mutaciones de cientos de mutantes basadas en la numeracién
de quimotripsina, y se define y describe en la solicitud tal como se presentd (Tabla 1, p.
40-41 de la solicitud tal como se presentd). La numeracidon de quimotripsina y la
alineacién de proteasas con quimotripsina se detallan en la solicitud presentada, por
ejemplo, en la pagina 39, linea 6 a la pagina 40, linea 2, que recita:

Como se usa en este documento, la numeracién de quimotripsina se refiere a la
numeracion de aminoacidos de un polipéptido de quimotripsina maduro de SEQ ID
NO: 76. El alineamiento de un dominio de proteasa de otra proteasa, tal como, por
ejemplo, el dominio de proteasa de u-PA, puede realizarse con quimotripsina. En tal
caso, los aminodcidos del polipéptido u-PA que corresponden a los aminodcidos de la
quimotripsina reciben la numeracion de los aminodcidos de la quimotripsina. Las
posiciones correspondientes pueden ser determinadas por dicha alineacion por un
experto en la técnica usando alineaciones manuales o usando los numerosos
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programas de alineacion disponibles (por ejemplo, BLASTP). Las posiciones

correspondientes también pueden basarse en alineaciones estructurales, por ejemplo,
utilizando alineaciones simuladas por ordenador de la estructura de la proteina. La
recitacion de que un aminodcido de un polipéptido corresponde a un aminodcido en
una secuencia divulgada se refiere a los aminodcidos identificados tras la alineacion
del polipéptido con la secuencia divulgada para maximizar la identidad u homologia
(donde se alinean los aminodcidos conservados) usando un algoritmo de alineacion
estdndar, tal como el algoritmo GAP. En la Tabla 1 se proporcionan los numeros de
quimotripsina correspondientes de las posiciones de aminodcidos 159-411 del
polipéptido u-PA establecido en la SEQ ID NO: 3. Las posiciones de aminodcidos
relativas a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3 estdn en letra normal, los residuos
de aminodcidos en esas posiciones estdn en negrita y los numeros de quimotripsina
correspondientes estdn en cursiva. Por ejemplo, tras la alineacion del dominio de
serina proteasa de u-PA (SEQ ID NO: 2) con quimotripsina madura, la isoleucina (1) en
la posicion 159 en u-PA recibe el numero de quimotripsina de 116. Los aminodcidos
subsiguientes se numeran en consecuencia. En un ejemplo, una fenilalanina (F) en la
posicion del aminodcido 173 de u-PA maduro (SEQ ID NO: 3) corresponde a la posicion
F30 de aminodcido basada en la numeracion de quimotripsina. Cuando existe un
residuo en una proteasa, pero no estd presente en la quimotripsina, el residuo de
aminodcidos recibe una notacion de letras. Por ejemplo, los residuos en quimotripsina
que forman parte de un bucle con aminodcido 60 basado en la numeracion de
quimotripsina, pero que estdn insertados en la secuencia de u-PA en comparacion con
quimotripsina, se denominan, por ejemplo, D60a, Y60b o P60c. Estos residuos
corresponden a D208, Y209 y P210, respectivamente, por numeracion relativa a la
secuencia de u-PA madura establecida en SEQ ID NO: 3.

Por lo tanto, el uso de la numeracién de quimotripsina en la reivindicacién es
consistente con la comprension de los expertos en la técnica y con la divulgacién y
descripcidn en la solicitud tal como se presentd.

Las reivindicaciones dependientes 8 y 9 no son mas amplias que la reivindicacion 1

Se objetan las reivindicaciones 8 y 9 como poco claras porque supuestamente se
refieren a polipéptidos de u-PA de un alcance mas amplio que la reivindicacién 1. La
Opinidn Escrita se opone a la reivindicacion 8 porque "la reivindicacién 1 esta
restringida a 6 secuencias de 'inicio’ a las que se pueden hacer como maximo 9
modificaciones, estas reivindicaciones se refieren a un resultado final que tiene un 85%

k4

de identidad con cualquiera de dichas secuencias de 'inicio'. Por lo tanto, el nimero
maximo de reemplazos supuestamente diferira de acuerdo con la longitud de la
'secuencia de inicio', de 38 reemplazos a 64 reemplazos, que, segln afirma la Opinién
escrita, son mas de lo que permite la reivindicacion 1. La Opinién Escrita también
objeta la reivindicacidén 9, que supuestamente recita un maximo de 15 reemplazos, por
exceder el alcance permitido en la reivindicacion 1. De manera similar se objeta la

reivindicacion 22.
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El solicitante discrepa respetuosamente. El nimero de modificaciones depende de la

longitud del polipéptido no modificado; eso no hace que las reivindicaciones sean
confusas. La reivindicacién 1 indica que el polipéptido de u-PA modificado comprende
cualquiera de uno o mas de los 9 reemplazos citados; este es un lenguaje abierto y no
limitante. No hay limitaciéon en la reivindicacién 1 de que el polipéptido de u-PA
modificado contiene solo los reemplazos enumerados, el polipéptido modificado puede
comprender cualquier otro reemplazo, siempre que comprenda uno o mas de los
reemplazos enumerados en la reivindicacién 1y, como se enmendd, tiene al menos un
85% de identidad de secuencia con el polipéptido u-PA no modificado de cualquiera de
las SEQ ID NO 1-6. Las reivindicaciones 8 y 9 son dependientes apropiadamente dado
que recitan una limitacién en el nimero de reemplazos.

No obstante, la reivindicacion 1 se enmienda para incorporar la limitacién de la
reivindicacion 8 para indicar que el polipéptido modificado tiene al menos un 85% de
identidad de secuencia con el polipéptido no modificado de cualquiera de las SEQ ID No.
1-6. SEQ ID NOs. 1-6 exponen las secuencias de u-PA de longitud completa de WT, u-PA
de dominio de proteasa de WT, u-PA madura de WT, u-PA de longitud completa con
C122S, u-PA de dominio de proteasa con C122S y u-PA maduro con C122S,
respectivamente. El nimero de reemplazos depende de la forma del polipéptido. Las
reivindicaciones abarcan precursores, maduros y otras formas de polipéptidos de u-PA
modificados. Como se muestra en la solicitud presentada, se describen y proporcionan
diferentes formas de u-PA.

La reivindicacidn 26 indica que las modificaciones mencionadas en la Tabla 14 estan en
el dominio de proteasa de u-PA

Se objeta la reivindicacidn 26 porque la Opinidn Escrita alega que la tabla 14, a la que se
hace referencia en la reivindicacion, revela cadenas de mutacién, y no dominios de
proteasa, como se menciona en la reivindicacién. La reivindicacién 26 (renumerada
como reivindicacién 25) se enmienda para indicar que las modificaciones enumeradas
en la tabla 14 estan en el dominio de proteasa de u-PA, para mayor claridad.
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Las reivindicaciones 59 y 60 podrian enmendarse en la fase regional.

Las reivindicaciones 59 y 60 se objetan porque las reivindicaciones se refieren a una
prueba de incubacion que indica un tiempo para la incubacidn, pero no indica una
temperatura, que la Opinidn Escrita considera una caracteristica esencial de la
reivindicacion. Las reivindicaciones 121 y 235-244 se objetan por no estar claras

porque la Opinidn escrita objeta la frase "para uso para tratar".

El solicitante discrepa respetuosamente de que las reivindicaciones no sean claras.
Debido a que se trata de una solicitud internacional que se presentara en numerosas
jurisdicciones que tienen diferentes estandares de claridad y apoyo, la resolucion de
este problema se difiere a la etapa nacional/regional. Se enmendaran las
reivindicaciones, si es necesario, después de la entrada en la etapa nacional/regional.

Las reivindicaciones 240-244 estdan dirigidas a composiciones farmacéuticas.

Se objetan las reivindicaciones 240-244 porque las reivindicaciones se refieren al
"método" de las reivindicaciones 239 y 235, cuando las reivindicaciones 239y 235 estan
dirigidas a composiciones farmacéuticas. Las reivindicaciones 240-244 se modifican

para corregir este error tipografico obvio e inadvertido en cada reivindicacién.

Las reivindicaciones cumplen los requerimientos de claridad.

Conclusion

La solicitud internacional cumple con los requerimientos de la PCT y sus regulaciones.

Solicitamos la emisién de un informe de examen preliminar internacional positivo.

Sin embargo, si el Examinado considera que cualquiera de las objeciones sigue
pendientes, solicitamos que se informe al representante tan pronto como sea posible.
Por supuesto, estamos en la mejor disposiciéon de discutir cualquier problema
pendiente con el Examinado por teléfono. Alternativamente, solicitamos que se emita

una comunicacion adicional.



12

) Ay

OGLE, James Matthew, PhD European Patent Attorney Hoffmann Eitle PartmbB
Association No. 151

Encl.: Reivindicaciones enmendadas (limpias y con control de cambios)
Orden de débito electronico para el pago de tarifas oficiales
Bode et al. (1989)
Hartley (1974)

Spraggon et al. (1995)



