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P- 2021/16671

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2021/0008338
Solicitud de patente a nombre de VERTEX PHARMACEUTICALS INCORPORATED

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
VERTEX PHARMACEUTICALS INCORPORATED, domiciliado en Massachussets, Estados
Unidos de América, solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No.
16334 notificado electronicamente el 25 de septiembre de 2025, relacionado con los
requerimientos de fondo de la solicitud, atentamente me permito presentar la siguiente
informacién:

1. Titulo

Objecidén del examinador:

El examinador afirma que el titulo de la invencién “POLIPEPTIDOS DE ACTIVADOR DE
PLASMINOGENO, TIPO UROCINASA, MODIFICADOS Y METODOS DE USO” no se
relaciona con el objeto de la solicitud contenida en las reivindicaciones y la propuesta
hecha el 7 de mayo de 2025 en respuesta al oficio pasado, tampoco cumple con dicho
requerimiento ya que considera que la referencia al polipéptido debe estar en singular.

Argumento del solicitante:
Para superar la objecién, el solicitante propone modificar el titulo como se muestra a

continuacion:

“POLIPEPTIDOS MODIFICADOS DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO TIPO
UROQUINASA (U-PA), COMPOSICIONES QUE CONTIENEN LOS POLIPEPTIDOS
MODIFICADOS Y METODOS PARA SU PREPARACION.”

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia

T(+57) 1618 10 88
MOdet F (+57) 1 635 08 24

En relacién con la reivindicacién del Examinador segun la cual el titulo debe redactarse
en singular, el Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con dicha
apreciacion.

El Solicitante no comparte la opinién de que los polipéptidos y las composiciones deban
expresarse en singular. Tanto la descripcidn como las reivindicaciones no se dirigen a
un Unico polipéptido u-PA modificado, sino que contemplan una pluralidad de
polipéptidos u-PA modificados, comprendiendo cientos de variantes, cada una de las
cuales se encuentra modificada conforme a lo ejemplificado en la solicitud y segun lo
reivindicado. Cada uno de dichos polipéptidos u-PA modificados presenta la
caracteristica técnica comun de poseer especificidad y/o actividad de corte frente a la
proteina del complemento C3, tal como se demuestra ampliamente en la memoria
descriptiva. Asimismo, la descripcion no describe una Unica composicion que
comprenda un polipéptido u-PA modificado, sino que divulga multiples composiciones
y proporciona métodos detallados para la preparacion y el uso de los polipéptidos u-
PA modificados y de las composiciones que los comprenden.

En vista de lo anterior, se solicita respetuosamente al Examinador que reconsidere su
apreciacién y acepte el titulo propuesto.

2. Madificacion al capitulo reivindicatorio:

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisidon 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,
presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio que consta de
cuarenta y cinco (45) reivindicaciones, el cual reemplaza completamente el
documento presentado el 7 de mayo de 2025. Especificamente, se realizaron las
siguientes modificaciones:

2.1 Se modifico la reivindicacion 1 con el fin de:
2.1.1 Eliminar la referencia al polipéptido u-PA no modificado y sus
secuencias respectivas.
2.1.2 Incluir las secuencias del polipéptido u-PA modificado de
conformidad con la Tabla 14 de la descripcion.
2.1.3 Eliminar el grupo de modificaciones por numeracién de
guimotripsina de los polipéptidos modificados.
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2.2 Se eliminaron las reivindicaciones 2, 3, 7 a 9, 11, 12, 15 a 21, 27, 28,
45, 46,49 a 51, 57. 59. 60, 63, 64, 76, 77 y 86 a 88. Ademas, se ajusto
la numeracién del documento.

2.3 Se modificod la antigua reivindicacion 5 (nueva reivindicacion 2), con el
fin de incluir dos grupos de modificaciones. Estas modificaciones se
sustentan en

2.4 Se modificé la antigua reivindicacidon 6 ( nueva reivindicacién 3), con el
fin de:

2.4.1 Reclamar que la modalidad del polipéptido u-PA modificado en la
que las SEQ ID NO: 21 y 18 y la posicidn 122 no se modifica. Esta
modificacion se sustenta en las paginas 9, 18, 19 y ejemplo 8 de
la descripcion.

2.4.2 Eliminar el grupo de modificaciones reclamados por humeracion de
quimotripsina.

2.5 Se modificé la antigua reivindicacidén 10 ( nueva reivindicacion 4), con el
fin de:

2.5.1 Reclamar un grupo restringido de secuencias que caracterizan el
polipéptido u-PA modificado. Esta modificacion se sustenta en la
Tabla 14 de la descripcion.

2.5.2 Eliminar el grupo de modificaciones reclamados por humeracion de
quimotripsina.

2.6 Se modificd la antigua reivindicacién 26 (nueva reivindicacién 11) con el
fin de reclamar que el polimero comprende un polipéptido seleccionado
entre poli-D,L-aminoacidos y la albumina sérica humana (HSA). Esta
modificacion se sustenta en las antiguas reivindicaciones 27 y 28 asi
como en la seccion iv. Companeros de fusion de las paginas 160 a 166 y
pagina 113 de la descripcion.

2.7 Se unificd la materia de las reivindicaciones 30 y 31 en la nueva
reivindicacién 13.

2.8 Se modific6 las antiguas reivindicaciones 32 y 33 (nuevas
reivindicaciones 14 y 15), con el fin de referirse tanto al polimero como
una porcion de este. Esta modificacion se sustenta en la seccidén c.
Conjugacién a polimeros de las paginas 113 de la descripcion.

2.9 Se unifica la materia de las antiguas reivindicaciones 34 a 36 en la nueva
reivindicacion 16.

2.10 Se unificé la materia de las antiguas reivindicaciones 39 y 40 en la nueva
reivindicacion 19.
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2.11 Se unifico la materia de las antiguas reivindicaciones 41 y 42 en la nueva
reivindicaciéon 20.

2.12 Se unificé la materia de las antigua reivindicaciones 43 y 44 en la nueva
reivindicacién 21. Ademas, se restringid el grupo del que se selecciona la
secuencia sefal.

2.13 Se modifico las antiguas reivindicaciones 47 y 48 con el fin de reemplazar
el término “compariero de fusiéon” por “polipéptido de no proteasa o la
porcion del mismo”.

2.14 Se unifico las antiguas reivindicaciones 54 y 55 en la nueva reivindicacion
26.

2.15 Se modificd la antigua reivindicacidn 66 (nueva reivindicacién 32) con el
fin de caracterizar la cadena A, B y el enlace disulfuro. Esta modificacién
se sustenta en la pagina 13 de la descripcion.

2.16 Se unificé la materia de las antiguas reivindicaciones 70 a 74 en la nueva
reivindicacion 34.

2.17 Se modificé la antigua reivindicacion 78 (nueva reivindicacién 36) con el
fin de aclarar que la célula no es una célula embrionaria.

2.17.1  Se modifico la antigua reivindicacion 81 con el fin de:

2.17.2 Reclamar un kit en lugar de una combinacién. Esta
modificacion se sustenta en la pagina 13 de la descripcion.

2.17.3 Eliminar la referencia a que inhibe o reduce el complemento.

2.17.4 Unificar la materia de las antiguas reivindicaciones 82 y 83

2.18 Unificar la materia de las antiguas reivindicaciones 84 y 85 en la
reivindicacion 38. Ademas, aclarar que la combinacién es de del
polipéptido u-PA modificado o la proteina de fusion.

2.19 Se modific6 las antiguas reivindicaciones 78 y 89 (nuevas
reivindicaciones 36 y 39) con el fin de aclarar que la célula esta in vitro
y no es célula embrionaria. Esta modificacidon se sustenta en las paginas
15y 26 de la descripcion.

2.20 Se elimind el término “opcionalmente” del capitulo reivindicatorio.
Estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente
solicitud, ya que se encuentran sustentadas tanto en la descripcién como en el listado

de secuencias, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y
superar las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.
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3. Pago de tasas

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de modificacién a la
solicitud, segun lo establecido en la Resolucion 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el niumero de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar
que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto de
reivindicaciones adicionales, dado que el nuevo capitulo reivindicatorio cuenta con un
menor numero de clausulas que el presentado y estudiado anteriormente por su
despacho.

4. Excepcion de patentabilidad

4.1. El Examinador considera que las reivindicaciones 89-91 estan excluidas de la
patentabilidad conforme al articulo 20 a) de la Decisién 486, al referirse a un
método para producir un polipéptido modificado utilizando una célula no
caracterizada en las reivindicaciones. Segun la memoria descriptiva, dicha célula
puede incluir diversos tipos celulares, incluidas células madre o progenitoras de
distintas fuentes, lo que, a criterio del Examinador, abarca células derivadas de
embriones humanos.

Con base en principios jurisprudenciales, el Examinador concluye que la materia
reivindicada constituye una excepcidén a la patentabilidad por implicar el uso de
material embrionario humano. Asimismo, considera que las reivindicaciones 78—
80 también estan excluidas, ya que, aunque excluyen al cigoto humano, la
memoria descriptiva sigue comprendiendo células madre o progenitoras, incluidas
las derivadas de higado fetal, lo que las situa igualmente dentro del ambito
prohibido por razones éticas.

En este sentido, el Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinion
del Examinador. No obstante, con el fin de dar continuidad al tramite, el Solicitante ha
decidido modificar las antiguas reivindicaciones 78 y 89 (actuales reivindicaciones 36 y
39).

En particular, se han modificado dichas reivindicaciones para establecer expresamente
que la célula aislada utilizada en el método no es una célula vegetal ni un cigoto
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humano, y que no deriva de un feto ni de un embridn, excluyendo de manera inequivoca
cualquier posible derivacion de células embrionarias.

Esta limitacion del alcance de ambas reivindicaciones se introduce con el propdsito de
evitar cualquier interpretacién errdnea que pudiera sugerir una afectacion a principios
éticos, dejando claramente delimitado el objeto de la invencién.

Bajo este marco, el alcance de las reivindicaciones debe interpretarse a la luz de la
invencion en su conjunto. En el presente caso, la manipulacion celular esta
exclusivamente vinculada a un método para producir un polipéptido u-PA modificado
destinado a inhibir la activacion del complemento. La invencidn se dirige claramente a
usos terapéuticos en patologias tales como lesién por isquemia-reperfusion, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular, sepsis, enfermedades autoinmunes, retinopatias
diabéticas, degeneracién macular asociada a la edad, rechazo de trasplantes y
trastornos inflamatorios, sin que exista una interpretacion razonable que implique
manipulaciéon de embriones en ningln contexto.

Lo anterior es plenamente coherente con lo dispuesto en el articulo 51 de la Decisidon
486, segun el cual: “El alcance de la proteccién conferida por la patente estard
determinado por el tenor de las reivindicaciones. La descripcion y los dibujos, o en su
caso, el material bioldgico depositado, serviran para interpretarlas.”

Sin perjuicio de ello, resulta importante enfatizar que, si bien la descripcion permite
interpretar el alcance de la invencién, es el tenor literal de las reivindicaciones el que
define el alcance de la proteccidn, el cual no debe extenderse a definiciones adicionales.
En este sentido, la solicitud describe diversas modalidades de realizacién, mientras que
el alcance efectivo de implementacion de la invencion queda determinado
exclusivamente por las reivindicaciones, conforme a lo establecido en la Guia de Examen
2023, pagina 103, segun la cual: “Las reivindicaciones definirdn la materia que se desea
proteger mediante la patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente
sustentadas por la descripcion.”

En virtud de las modificaciones introducidas y de la correcta interpretacién del alcance
de las reivindicaciones a la luz de la descripcion y del marco normativo aplicable, el
Solicitante considera que quedan plenamente superadas las objeciones planteadas en
relaciéon con consideraciones éticas tanto para las reivindicaciones modificadas como
sus reivindicaciones dependientes. En consecuencia, se solicita respetuosamente al
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Examinador que tenga por atendidas dichas objeciones y continle con el examen de
fondo de la solicitud.

4.2. El Examinador considera que las reivindicaciones 81-88 no son patentables por
estar dirigidas a métodos terapéuticos, los cuales se encuentran excluidos de
proteccién. Dichas reivindicaciones se refieren a la combinacion de un polipéptido
u-PA modificado con uno o mas agentes adicionales definidos por su capacidad de
inhibir o reducir la activacién del complemento.

Segun el Examinador, de acuerdo con la memoria descriptiva, esta materia
corresponde a métodos de tratamiento, ya que las composiciones se describen
como kits que comprenden una primera composicion con el polipéptido u-PA
modificado (o proteinas de fusién) y una segunda composicion con agentes
adicionales para el tratamiento de enfermedades mediadas por el complemento.
En consecuencia, al estar directamente relacionadas con su uso terapéutico, dichas
reivindicaciones se consideran excluidas de patentabilidad.

En este sentido, el Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinion
del Examinador. Al respecto, desea destacar que los farmacos que presentan la
caracteristica técnica de inhibir o reducir la activacion del complemento son
ampliamente conocidos en el estado de la técnica, y que la solicitud proporciona una
lista extensa y descriptiva de ejemplos representativos de dichos farmacos. En
consecuencia, el Solicitante no pretende proteger ni atribuirse la invencién de
anticoagulantes, antiinflamatorios u otros fdrmacos similares ya conocidos, sino que ha
desarrollado polipéptidos u-PA modificados con capacidad de inhibir la activacion del
complemento, los cuales pueden utilizarse en combinaciéon con farmacos o terapias
adicionales empleadas en el tratamiento de enfermedades, trastornos y afecciones
mediadas por el complemento.

Si bien esta caracteristica funcional se describe en relacion con el kit, dicha
funcionalidad no forma parte del alcance de la reivindicacion modificada, por lo que la
proteccién solicitada no recae sobre el efecto terapéutico en si mismo, sino
exclusivamente sobre los componentes del kit. Ello no implica desconocer que la
inhibicion del complemento constituye un efecto técnico relevante de la invencién, sino
gue dicho efecto no es el objeto directo de proteccion reivindicado.

Con el fin de aportar mayor claridad y en atencién a la sugerencia del Examinador, la
antigua reivindicacion 81 ha sido modificada para recitar expresamente un kit
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compuesto por dos composiciones, incorporando en la definicidon del segundo agente las
limitaciones anteriormente establecidas en las reivindicaciones 82 y 83, ahora
integradas en la antigua reivindicacién 81 (actual reivindicacidon 37). Esta modificacion
tiene como finalidad dejar claro que las reivindicaciones no se dirigen a un método de
tratamiento, sino a un kit de componentes que, conforme a la descripcion de la solicitud,
puede ser empaquetado opcionalmente junto con reactivos adicionales, instrucciones
de uso, viales u otros recipientes, jeringas y demas articulos necesarios para la
utilizacién de los polipéptidos u-PA modificados.

En virtud de lo anterior, se solicita respetuosamente que la presente objecidn sea tenida
por superada y se continle con el examen de fondo de la solicitud.

5. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por el examinador en su
concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera
clara y concisa la invencién descrita. Con respecto a las objeciones especificas del
examinador, me permito manifestar lo siguiente:

5.1 El Examinador considera que el capitulo reivindicatorio no es conciso, dado que
comprende un numero excesivo de reivindicaciones y un amplio conjunto de
alternativas de polipéptidos con elevada complejidad, lo que impide determinar
con claridad el alcance de la materia reclamada. En este sentido, sugiere agrupar
las alternativas cuando sea posible, siempre que exista una generalizacion
razonable y que cada alternativa cuente con soporte en la descripcion.

En este sentido, el Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinion
del Examinador. No obstante, con el fin de dar continuidad al tramite, el Solicitante ha
modificado el capitulo reivindicatorio, tal como se detalla en la seccién 2 del presente
memorial de respuesta, ajustando las reivindicaciones dependientes para incorporar las
sugerencias relativas a la caracterizacién estructural del polipéptido u-PA y, al mismo
tiempo, hacer el capitulo reivindicatorio mas conciso, contribuyendo asi a una mayor
claridad del alcance de la proteccidn solicitada.

Estas modificaciones se encuentran debidamente sustentadas y desarrolladas en los
argumentos que se exponen a continuacion. En virtud de lo anterior, y a la luz de las
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modificaciones introducidas, se solicita respetuosamente al Examinador que tenga por
superada la presente objecion.

5.2 El Examinador considera que la reivindicacion 1 no es concisa ni clara, ya que
define un gran niumero de polipéptidos mediante combinaciones de sustituciones
sin caracterizarlos por sus caracteristicas técnicas esenciales, en particular
mediante un SEQ ID NO especifico. Asimismo, observa inconsistencias entre las
SEQ ID NO citadas y los polipéptidos modificados efectivamente descritos, asi
como la inclusién de variantes con C122C que no se encuentran exploradas ni
sustentadas en la solicitud. En consecuencia, estima que la reivindicacién abarca
polipéptidos especulativos y sugiere limitarla a los polipéptidos modificados
efectivamente divulgados, caracterizandolos inequivocamente por su SEQ ID NO.

En este sentido, el Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién
del Examinador. La definicidén de la secuencia polipeptidica u-PA no modificada sobre la
cual se introducen las modificaciones reivindicadas permite identificar de manera
completa e inequivoca las secuencias de los polipéptidos reivindicados, tal como se ha
explicado en memorial de respuesta a oficios anteriores. En efecto, partiendo de la
secuencia base, una persona versada en la técnica puede introducir las modificaciones
descritas y obtener la estructura polipeptidica modificada sin requerir esfuerzo indebido
ni actividad inventiva adicional.

No obstante, con el fin de atender la objecion formulada y dar continuidad al tramite,
la reivindicacion 1 ha sido modificada para establecer expresamente que los polipéptidos
reivindicados comprenden aquellos definidos en los SEQ ID NOs correspondientes,
conforme a la sugerencia del Examinador, incorporando asi dichas secuencias
especificas.

5.3. Adicionalmente, el Examinador considera que las reivindicaciones 2, 3, 7a 9y
15 a 17 no son claras, ya que las secuencias mencionadas no caracterizan
adecuadamente el polipéptido modificado. Sugiere eliminar dichas
reivindicaciones y definir el polipéptido Unicamente mediante sus caracteristicas
técnicas esenciales en la reivindicacion independiente.

El Solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién del Examinador.

No obstante, con el fin de contribuir a la continuidad del tramite, y en atenciéon a la
sugerencia del Examinador, asi como considerando las modificaciones introducidas en
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la reivindicacion independiente 1, el Solicitante ha decidido eliminar las antiguas
reivindicaciones 2, 3, 7a9y 15a 17.

Por lo tanto, se solicita amablemente que la presente objecidén sea considerada
superada.

5.4 El Examinador considera que las reivindicaciones 4, 5, 6, 10, 11 y 12 carecen de
claridad y concisién, al definir los polipéptidos Unicamente mediante
combinaciones de sustituciones sin identificar un SEQ ID NO especifico, lo que da
lugar a un numero indeterminado de variantes sin adecuado sustento en la
descripcion y dificulta la delimitacidon del alcance de la proteccién. Asimismo,
sefiala la inclusidon injustificada de variantes C122C, cuando las secuencias
divulgadas presentan C122S, y observa incoherencias con la reivindicaciéon
independiente al introducir secuencias y modificaciones no reflejadas en la
reivindicaciéon 1. Adicionalmente, indica que las reivindicaciones 1, 4 y 10
reivindican la misma materia, sugiriendo su unificacion y la caracterizacion
inequivoca de los polipéptidos mediante su correspondiente SEQ ID NO, limitando
las reivindicaciones a la materia efectivamente descrita.

El solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién del Examinador
y destaca que el alcance de las reivindicaciones es claro, en cuanto se dirige a
polipéptidos u-PA modificados cuyo dominio proteasa incorpora las modificaciones
especificadas, permitiendo asi escindir la proteina C3. No obstante, con el fin de atender
la objecidon planteada y dar continuidad al tramite, las reivindicaciones han sido
modificadas para suprimir la enumeracidn de combinaciones de sustituciones y
sustituirla por la identificacion expresa de los correspondientes SEQ ID NO de los
dominios proteasa que contienen dichas modificaciones, tal como fueron descritos en
las reivindicaciones anteriores a las presentes modificaciones.

Ahora es relacién con la objecidon relaciona a la variante sin modificar C122C el
solicitante manifiesta su desacuerdo nuevamente con la opinidon del examinador. El
solicitante reitera los argumentos expuestos en la ultima respuesta. Es
excesivamente limitante limitar el alcance de las reivindicaciones sobre
polipéptidos que contienen solo C122S cuando: (1) C122C es el residuo nativo;
Yy 2) personas versadas en el campo (discutidos mas adelante) en el mismo

campo artistico usaban se les concedieron patentes dirigidas a) polipéptidos

que contenian C122 o C122S hace 20+ afos. La intercambiabilidad de C122 por
C122S, y viceversa, era rutina hace 20+ afios y lo es hoy en dia.
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Por ende, se resalta que la informacién divulgada forma parte integral de la invencion
y debe considerarse suficiente, en la medida en que se sustenta tanto en las
modalidades descritas como en el conocimiento general del campo técnico. Ello satisface
el requisito de suficiencia conforme a los lineamientos de la Guia de Examen de
Patentabilidad 2023, pagina 124, seccién 4.4.2 (Suficiencia), segun la cual: "La
descripcion debe contener informacion técnica suficiente para que la persona
medianamente versada en la materia pueda poner en practica (o reproducir) la
invencion, sin necesidad de realizar un esfuerzo inventivo que exceda sus habilidades
ordinarias. En consecuencia, solo se configuraria una falta de suficiencia cuando la
informacion necesaria para ejecutar la invencion se omite y no puede ser suplida por el
conocimiento general de dicha persona.”

En consecuencia, se entiende que todos los polipéptidos u-PA modificados pueden incluir
el C122S o pueden ser C122 (usados indistintamente con C122C) mediante numeracion
de quimotripsina. La cisteina en la posicion 122 segun la numeracién de quimotripsina
es el aminoacido silvestre u-PA no modificado; C122 es el aminoacido natural presente
en u-PA que puede formar un enlace disulfuro entre Cys148 (numeracion de
quimotripsina C97a) y Cys279 (C122) para formar una forma de dos cadenas en u-PA
silvestre; véase, por ejemplo, pagina 76, lineas 5-14, que reclama:

“con referencia a u-PA maduro (SEQ ID NO:3), el u-PA activado de cadena tipo
silvestre contiene una primera cadena (cadena A), residuos 1-158 unidos por
disulfuro a los residuos 159-411 (cadena B) a través de un enlace de disulfuro
entre Cys148 (numeracion de quimotripsina C97a) y Cys279 (numeracion de
quimotripsina C122). Por lo tanto, en los polipéptidos de u-PA modificados
proporcionados en la presente, cuando se produce el dominio proteasa, contiene

el reemplazo C122S, pero cuando se produce una forma activada que es una
forma de 2 cadenas, el residuo en 122 (numeracion de quimotripsina) es C de
modo que forma un enlace de disulfuro con otro C, en general en la secuencia de
activacion (ver analisis posterior y Ejemplo 15).” (énfasis afiadido)

C122, o0 C122C (utilizados indistintamente), corresponde al residuo aminoacidico nativo
segun la numeracion de quimotripsina en MTSP-1. Este residuo es bien conocido en el
arte, ya que C122 es una cisteina libre que puede sustituirse opcionalmente por el
aminoacido conservador serina (S) con el fin de reducir o eliminar la agregacion
proteica, particularmente en ensayos in vitro. Dicha sustitucién tiene un caracter
opcional y experimental, dado que C122 constituye el residuo de tipo silvestre presente
de forma natural y no representa, en si mismo, una modificacidon estructural.
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El solicitante enfatiza que la sustitucién de la C122 natural por C122S es_opcional y
no influye en la actividad de la proteasa. Esto se ensefia en la solicitud inmediata,
y es reconocido desde hace mucho tiempo en el arte de las proteasas serina. C122 es
una cisteina libre que, en experimentos in vitro, da lugar a la agregacién de proteinas.

Las proteinas de fusién, como las que se enumeran en la Tabla 7 del Ejemplo 14,
contienen polipéptidos u-PA modificados que componen C122C, contienen el polipéptido
u-PA modificado que no incluye C122S. Como se describe en la solicitud (véase, por
ejemplo, el ultimo parrafo del Ejemplo 1), C122 puede servir como sitio para la
conjugacion de una mitad de PEGilacidén u otra modificacion. Cuando se expresa in vivo,
la agregacion generalmente no es un problema. Para la que la forma activa es una
forma de dos cadenas unida por un enlace disulfuro, el Cys libre en el residuo 122
generalmente no se modifica a Ser para que esté disponible para formar el enlace
disulfuro.

Se detalla a lo largo de la solicitud que los polipéptidos modificados de u-PA pueden
contener el reemplazo de C122S o no contener el reemplazo de C122S. El reemplazo
de C122S es opcional y, como se describe en la solicitud, se incluye para eliminar la
agregacion, especialmente en experimentos in vitro en los que C122C es una cisteina
libre que forma enlaces con la cisteina libre en otras moléculas. Sustituir la cisteina libre
en el residuo 122 por serina no afecta ni altera la actividad enzimatica, incluida la
escision de C3. El reemplazo de C122S, segun se detalla en la solicitud, se incluye para
reducir la agregacién de los polipéptidos, especialmente in vitro cuando la U-PA es una
forma de cadena Unica; aunque ventajoso, es opcional. Véase, por ejemplo, la
descripcion en la pagina 5, lineas 5-15, que dice:

"Los polipéptidos de u-PA no modificados incluyen formas precursoras, formas
maduras, el dominio catalitico y formas cataliticamente activas del mismo, y
también proteinas de fusion, tal como aquellas descritas en los Ejemplos 14-16.
Los ejemplos de polipéptidos de u-PA no modificados son aquellos cuyas
secuencias se exponen en SEQ ID NO.: 1-6. Entre los polipéptidos de u-PA no
modificados se incluyen aquellos en los que la cisteina libre en el dominio
catalitico (correspondiente a C122 por numeracion de quimotripsina) se
reemplaza por otro aminoacido, tal como S o A, particularmente S, que no altera
la actividad catalitica, pero disminuye la agregacion de los polipéptidos. Se
entiende que todos los polipéptidos de u-PA modificados pueden incluir un
reemplazo, en general S, en el residuo correspondiente a C122 por numeracion

de quimotripsina.
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Véase también, por ejemplo, el parrafo que comienza en la pagina 206, linea 11, que
recita (énfasis afladido):

"La Tabla 14, en el Ejemplo 2 a continuacidn, establece mutaciones y proporciona
SEQ ID para dominios de proteasa de ejemplo de polipéptidos de u-PA
modificados que contienen las mutaciones. La numeracion es numeracion de
qguimotripsina. Los polipéptidos de u-PA modificados se generaron y seleccionaron
para inactivar C3, con las mutaciones indicadas. Si bien los SEQ ID NOs., hacen
referencia a los dominios de proteasa, se entiende que las mutaciones se pueden
incluir en polipéptidos precursores u-PA modificados maduros y de longitud
completa. El reemplazo C122S, u otro reemplazo conservado para S, se incluye
para reducir la agregacion; aunque ventajosa, es opcional. Para u-PA
modificado para uso para terapia génica o para pegilacion, el reemplazo C122S
no se incluye en el u-PA modificado o en el acido nucleico codificador. C122 puede
servir como un sitio para el conjugado de una porcién de pegilacion u otra

modificacion. Cuando se expresa in vivo, la agregacion generalmente no es una
preocupacion. También para la cual la forma activa es una forma de dos cadenas
unida por un enlace de disulfuro, el Cys libre en el residuo 122 generalmente no
se modifica a Ser de modo que esté disponible para formar el enlace de disulfuro.”
(énfasis afadido)

La descripcion de polipéptidos u-PA modificados que no incluyen el reemplazo de C122S
también puede encontrarse en la pagina 207-208 que reclaman(énfasis afiadido):

"Los polipéptidos incluyen el reemplazo C122S para evitar la agregacion tras la
expresion, por ejemplo, del dominio de proteasa. En algunas modalidades, el
polipéptido de u-PA modificado es de longitud completa que se activa para formar
un polipéptido activado de dos cadenas. Para estas modalidades, el dominio de
proteasa de u-PA modificado no incluye el reemplazo C122S (279 por
numeracion madura),; la cisteina forma un enlace disulfuro (entre 148C y 279C
por numeracion madura, con referencia a SEQ ID NO:3)”

La descripcién de polipéptidos de u-PA modificados que no incluyen el reemplazo de
C122S también puede encontrarse en las paginas 154, lineas 12-17, que detallan
modificaciones ejemplares de polipéptidos de u-PA, y recitan (énfasis anadido):

"Habitualmente, para producir el polipéptido de u-PA modificado PEGilado
proporcionado en la presente, las porciones PEG se conjugan, mediante union
covalente, a los polipéptidos. Los polipéptidos de u-PA modificados para

PEGilacion se pueden preparar sin el reemplazo de C122S; en cambio, el
C122 puede servir como un sitio para conjugar a una porcién PEG y/o para formar
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un enlace de disulfuro deseado, tal como para una forma activada de dos cadenas
o un dimero.”

C122S no afecta la actividad de los polipéptidos. Es bien sabido en el arte que el residuo
C122 es una cisteina libre en el dominio de la proteasa de serinas, incluyendo, por
ejemplo, u-PA y MTSP-1, y que el residuo C122 puede ser reemplazado por S para
eliminar la agregaciéon. El dominio proteasa de la familia de polipéptidos MTSP fue
clonado y descrito en una familia de aplicaciones y patentes, y en todos los dominios
proteasas también se prepararon C122S. Por ejemplo, véase el parrafo (24) de la
patente estadounidense n°© 7,700,341, que forma parte de una familia de patentes y
solicitudes, con prioridad desde 2000 y anteriores, titulada "Nucleic Acid Molecules
Encoding Transmembrane Serine Proteases, The Encoded Proteins And Methods Based
on It", para Madison y demas., que dice:

“(24) También se proporcionan muteinas de los dominios de la proteasa de
cadena simple y los MTSP, particularmente muteinas en las que el residuo de Cys
en el dominio proteasa que es libre (es decir, no forma enlaces disulfuro con
ningun otro residuo de Cys en la proteina) se sustituye por otra sustitucion de
aminodcidos, preferiblemente con una sustitucion conservadora de aminodacidos
0 una subestacion [sic] eso no elimina la actividad y las muteinas en las que se
elimina un sitio o sitios de glicosilacion. Muteinas en las que también se
contemplan otras sustituciones conservadoras de aminodcidos en las que se
mantiene la actividad catalitica (véase, por ejemplo, la Tabla 1, para
sustituciones ejemplares de aminoacidos). Véase también la FIG. 4, que identifica
los residuos libres de Cys en MTSP3, MTSP4 y MTSP6.”

Esta familia de solicitudes y patentes muestra y reclama los dominios proteasas de las
proteasas serina, por ejemplo, MTSP-1 y u-PA, y muestra que el dominio proteasa con
y sin C122S sigue siendo proteinas cataliticamente activas como cadenas individuales.
Esta familia describe la sustitucion de C122 por S para eliminar la cisteina libre. Asi, las
proteasas serina con y sin la modificacion en C122 eran bien conocidas en el arte
durante mas de 15 afios antes de la fecha de prioridad mas temprana reclamada.

La solicitud describe que el polipéptido u-PA modificado puede contener el reemplazo
de C122S o no contener un reemplazo en la posicién 122; El reemplazo se incluye
especialmente para reducir o eliminar la agregacién In vitro y es opcional. La solicitud
indica en todo el proceso, incluido el texto que acompafa las tablas, que el reemplazo
del C122S es opcional. La solicitud también describe que C122S esta incluido en los
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polipéptidos de cadena simple probados para evitar la agregacion In vitro y no afecta a
la especificidad o actividad del sustrato.

La persona versada en la materia entenderia que la modificacién C122S es opcional y
podria obtener los polipéptidos u-PA modificados con C122C, que es el residuo natural
de aminoacidos y donde S es una modificacién conservadora de C. La modificacién de
C122 para C122S era conocida en el arte mucho antes de la fecha de prioridad mas
temprana reclamada de la solicitud en este caso. Esta perfectamente dentro de la
capacidad de la persona experta obtener los polipéptidos u-PA modificados con C122C
o C122S siguiendo las ensefianzas de la solicitud. No se requiere experimentacion.

Teniendo en cuenta los argumentos y modificaciones presentados amablemente se
solicita al examinador considerar superada a la presente objecion.

5.5. El examinador considera que la reivindicacion 12 es poco clara porque es
inconsistente con la reivindicacidén independiente 1. La reivindicacién 12 introduce
la SEQ ID NO: 555 con modificaciones especificas, pero dicha secuencia no estd
reflejada en la reivindicacidon 1. El examinador también objeta la expresidén que
permite variantes C122C, ya que las secuencias en cuestion contienen C122S, lo
gue produce polipéptidos no respaldados.

En este sentido, el solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo. No obstante,
con el Unico proposito de dar continuidad al tramite, el solicitante resalta que la
reivindicacion 12 ya no hace parte del capitulo reivindicatorio; en consecuencia, la
objecion relacionada con esta queda superada.

5.6. El Examinador considera que la reivindicacién 13 no es clara, ya que menciona
una SEQ ID NO que no se encuentra incluida en la reivindicacion independiente.
Sugiere realizar las correcciones necesarias para garantizar coherencia interna.

En este sentido, el solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién
del Examinador, dado que la SEQ ID NO: 987 corresponde a la misma secuencia que la
SEQ ID NO: 21, con la Unica diferencia de que el residuo en la posicién C122 es una
cisteina. La reivindicacién 1 enmendada, de la cual depende la reivindicacién 13, recita
expresamente la SEQ ID NO: 21 o las mismas secuencias excepto que el residuo en la
posicion C122 es C. En consecuencia, la reivindicacion 13 queda plenamente
comprendida dentro del alcance de la reivindicacién 1, incluyendo la SEQ ID NO: 987,
y no resulta incompatible con el fundamento en el que se basa la objecién planteada.
Por lo tanto, a la luz de esta modificacion es posible considerar superada la presente
objecion.
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5.7. El Examinador considera que las reivindicaciones 18-21, 22 y 25 no son claras,
puesto que se refieren Unicamente a resultados a alcanzar sin caracterizar
técnicamente el polipéptido reivindicado. Sugiere su eliminacion.

En este sentido el solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo, ya que las
antiguas reivindicaciones 18-21 y 25 describen condiciones o caracteristicas inherentes
a los polipéptidos u-PA modificados reclamados por separado. No obstante, con el Gnico
fin de dar continuidad al proceso se eliminaron las antiguas reivindicaciones 18-21 y
25. En ese sentido es posible considerar superada la presente objecion.

5.8. El Examinador considera que la reivindicacidon 26 no es clara, ya que no distingue
ni define adecuadamente el polipéptido ni el polimero al que se refiere. Sugiere
eliminarla.

El solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién del Examinador.
No obstante, la reivindicacién 26 ha sido modificada para enumerar polimeros
ejemplares que incrementan la vida media o reducen la inmunogenicidad en suero, a
fin de clarificar que la materia reivindicada se dirige a polipéptidos u-PA modificados
gue incorporan una modificacion polimérica capaz de alterar sus propiedades
farmacodinamicas. En este contexto, la reivindicacion 11 se limita a un polipéptido
seleccionado entre poli-D,L-aminoacidos y albumina sérica humana (HSA), en plena
conformidad con lo descrito en la solicitud. En consecuencia, se solicita amablemente
dar por superada la presente objecion.

5.9. El Examinador considera que las reivindicaciones 27 a 37 no son claras, dado que
Unicamente describen resultados a alcanzar y la posibilidad de enlace a otras
moléculas, sin caracterizar el polipéptido. Sugiere su eliminacion.

Nuevamente, el solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién
del Examinador. Los polipéptidos u-PA modificados no se limitan a asociarse
funcionalmente con otras moléculas, sino que se encuentran ligados o conjugados
estructuralmente a dichas moléculas, por ejemplo, mediante un enlace peptidico, con
el fin de modificar las propiedades farmacodindmicas del polipéptido u-PA. La u-PA
modificada conserva su capacidad de escindir la proteina C3 (véanse los Ejemplos 14-
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16), mientras que la molécula ligada o conjugada confiere un aumento de la vida media
sérica y/o facilita la direccionalidad hacia tejidos o marcadores celulares especificos.

Las moléculas enlazadas o conjugadas se encuentran claramente caracterizadas vy
descritas en la memoria descriptiva. En particular, la descripcién establece que los
compaferos de fusidén incluyen, entre otros, aquellos capaces de multimerizar, de
aumentar la vida media sérica o de modificar las propiedades de unién del polipéptido.
En consecuencia, dichas caracteristicas constituyen rasgos técnicos estructurales de los
polipéptidos reivindicados, y no meros resultados funcionales.

El solicitante reitera los argumentos previamente expuestos y destaca, adicionalmente,
que la solicitud proporciona datos experimentales que demuestran la actividad
farmacocinética de las proteinas de fusién u-PA modificadas (Ejemplo 15), asi como
protocolos detallados para la clonacién, expresién y preparacion de dichas proteinas de
fusion (Ejemplo 16).Como se detalla en la solicitud, los polipéptidos u-PA modificados
pueden incluir ademas modificaciones postraduccionales y otras modificaciones en la u-
PA, distintas de la secuencia primaria de aminoacidos, como la conjugaciéon o enlace
con otros polipéptidos y grupos que alteran propiedades, como la vida media sérica y
la resistencia a la proteasa enddgena. Estas modificaciones incluyen, pero no se limitan
a, el enlace con albumina, el enlace con dominios de multimerizacion y PEGilacion;
Como se explica en la solicitud y a continuacién, tales modificaciones son bien
conocidas en el arte y son modificaciones rutinarias realizadas por personas
expertas en el arte de las terapias proteicas. Por ejemplo, la PEGlacion y la
multimerizacion se emplean rutinariamente para aumentar la vida media sérica de
proteinas terapéuticas, y varias de las formas comerciales de los polipéptidos incluyen
modificaciones como PEGilacién y conjugacion a un dominio de multimerizacion.

El solicitante sostiene que, en vista del conocimiento de la persona cualificada y las
ensefianzas y ejemplificacién de la solicitud, esta perfectamente dentro de la
capacidad de alguien experto en el arte modificar los polipéptidos u-PA
modificados alegados implementando métodos conocidos que incluyan
modificaciones conocidas de terapias proteicas. Cualquiera de los polipéptidos
modificados de u-PA puede modificarse para incluir modificaciones estructurales
conocidas y modificaciones postraduccionales, véase, por ejemplo, pagina 112, linea 14
a paginas 107-108 que reclaman:

"Los polipéptidos de u-PA modificados incluyen aquellos que contienen
modificaciones quimicas o postraduccionales. En algunos ejemplos, los
polipéptidos de u-PA modificados proporcionados en la presente no contienen
modificaciones quimicas o postraduccionales. Las modificaciones quimicas y
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postraduccionales incluyen, pero no se limitan a, pegilacion, sialacion,
albuminacion, glicosilacion, farnisilacion, carboxilacion, hidroxilacion, PASilacion,
HESilacion, fosforilacion, union a uno o mas dominios de multimerizacion, tal
como Fc, y otras modificaciones de polipéptidos conocidas en la técnica. Ademas
de una o mas modificaciones de aminoacidos, tal como reemplazos, inserciones,
deleciones de aminodcidos y combinaciones de los mismos, proporcionados en la
presente, los polipéptidos de u-PA modificados proporcionados en la presente se
pueden conjugar o fusionar con cualquier porcién usando cualquier método
conocido en la técnica, incluidos métodos quimicos y recombinantes,
proporcionando el polipéptido resultante, cuando se encuentra en forma activa,
conserva la capacidad de efectuar la escision inhibitoria o de inactivacion de la
proteina C3 de complemento.

Por ejemplo, ademas de una o mas modificaciones de aminodacidos, tal como
reemplazos de aminoacidos, proporcionados en la presente, los polipéptidos de
u-PA modificados proporcionados en la presente también pueden contener otras
modificaciones 108 5 10 15 20 25 30 35 que estan o no en la secuencia primaria
del polipéptido, incluyendo, pero no limitado a, modificacién con una porcion de
carbohidratos, una porcion polietilenglicol (PEG), una porcidon de silacion, un
dominio Fc de inmunoglobulina G o cualquier otro dominio o porcién. Por ejemplo,
se pueden realizar dichas modificaciones adicionales para aumentar la estabilidad
0 semivida en suero de la proteina.”

Varias secciones de la solicitud describen modificaciones estructurales; modificaciones
ejemplares aquellas que disminuyen la inmunogenicidad (Seccidén a; pagina 108),
Dominios Fc (Seccién b; paginas 108-112), Conjugacién a Polimeros (Seccidn ¢, paginas
112-115) y Dominios de Transduccion de Proteinas (Seccién d; paginas 115-119), e
incluyen PEGilacién (Seccion a; paginas 151-154) y proteinas de fusion (Seccién b,
paginas 154-170), como proteinas de fusién que contienen fusion con Fc (subseccién
(a), paginas 161-163), fusidon con albumina sérica humana (HSA) (subseccién (b),
paginas 163-164), fusién con un anticuerpo variable de fragmento de cadena Unica
(scFv), como scFv que une el colageno II (C2scFv) (subseccién (c), pagina 165), fusion
con HABD (subseccién (d) pagina 165) y fusidn con otros polipéptidos. Como otro
ejemplo, la solicitud describe polipéptidos de fusion que contienen partes Fc y
multimeros formados a partir de ellos. La formacién de multiméricos de polipéptidos
con partes Fc es bien conocida en el arte, y los dominios Fc modificados también lo son
en el arte, tal como se indica en la solicitud.

La solicitud proporciona ejemplos practicos de la preparacién de diversas
proteinas de fusiéon y modificaciones de la secuencia primaria de los polipéptidos u-PA
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modificados, y su uso (véanse los Ejemplos 14-16). El Ejemplo 14 ejemplifica la
clonacién, expresion y preparaciéon de proteinas de fusién u-PA-AlbUmina Sérica
Humana (HSA), y el Ejemplo 15 ejemplifica su farmacocinética tras la inyeccién
intravitrea. El Ejemplo 16 ejemplifica la preparacién, administracién, actividad,
expresidn y otras propiedades de varias proteinas de fusién (o quiméricas). La Seccion
1 describe:

"Se generaron varias construcciones alternativas para la expresion de proteinas
de fusién u-PA (descritas a continuacién). Por ejemplo, se generaron proteinas
de fusion de extremo N (ver, por ejemplo, Figura 2A). Las construcciones
contuvieron (del extremo N terminal al extremo C-terminal): (1) una sehal de
secrecion (por ejemplo, region V-III de cadena kappa de Ig de ratdn (IgGk) (SEQ
ID NO: 999); (2) un compafero de fusion (por ejemplo, IgG1 Fc (SEQ ID NO:
992)); (3) ligador, tal como AGS (SEQ ID NO: 1003); a la secuencia de activacion
de u-PA tipo silvestre (SEQ ID NO: 997; aminoacidos 167-178 de SEQ ID NO:
1); y (5) el dominio de proteasa de u-PA modificado (SEQ ID NO: 987). Un
ejemplo de una proteina de fusion N-terminal se expone en SEQ ID NO: 1004.

También se generaron proteinas de fusion de extremo C (ver, por ejemplo,
Figura 3). En algunos ejemplos, las construcciones contuvieron (del extremo N-
terminal al extremo C-terminal): (1) una sefal de secrecién (region V-III de
cadena kappa de Ig de ratén (IgGk) (SEQ ID NO: 999); o Interleucina-2 humana
(hIL2) (SEQ ID NO: 1000)); (2) la secuencia de activacion de u-PA tipo silvestre
(SEQ ID NO: 997 o 998), secuencia de activacion de furina (SEQ ID NO: 995,
996 0 1041), o ninguna secuencia de activacion; (3) el dominio de proteasa de
u-PA modificado (SEQ ID NO: 987 o 21) o el dominio de proteasa de u-PA tipo
silvestre (SEQ ID NO: 2 0 5); (4) un ligador (SEQ ID NO: 1002 o0 1003); y (5) un
compahnero de fusion (es decir, IgG1 Fc (SEQ ID NO: 992); albumina sérica
humana (HSA) (SEQ ID NO: 991),; cFv que se une al colageno IIm (C2scFv) (SEQ
ID NO: 993); o un dominio de unién a acido hialurénico (HABD)(SEQ ID NO:
994)). Los ejemplos de proteinas de fusion en el extremo C se exponen en SEQ
ID nos: 1006-1010, 1012, 1013, 1016 y 1040 (ver, por ejemplo, las figuras 3A
y 3B).

También se generaron proteinas de fusion C-terminal que contienen la
region N terminal u-PA. Las construcciones contuvieron (del extremo N-
terminal al extremo C-terminal): (1) una sefial de secrecion (regién V-III de
cadena kappa de Ig de ratdon (IgGk); SEQ ID NO: 999); (2) la region N-terminal
de u-PA tipo silvestre (aminoacidos 21-178 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 1042);
(3) una secuencia de activacion de u-PA (SEQ ID NO: 997 o 998) o una secuencia
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de activacion de furina (SEQ ID NO: 995, 996 o 1041); (4) el dominio catalitico
de u-PA modificado (SEQ ID NO: 987 o SEQ ID NO:5, excepto con C122,
mediante numeracion de quimotripsina, o SEQ ID NO: 21); (5) un ligador (SEQ
ID NO: 1002 o0 1003); y (6) un companfero de fusion (es decir, IgG1 Fc (SEQ ID
NO: 992); albumina sérica humana (HSA) (SEQ ID NO: 991)). Los ejemplos de
proteinas de fusion en el extremo C se exponen en SEQ ID nos: 1011, 1014,
1015 y 1036 (ver, por ejemplo, Fig. 3C). Ver también SEQ ID NO:1010, que
contiene una secuencia de activacion de furina en lugar del u-PA

También se generaron proteinas de fusion que contienen SUMO en el
extremo N terminal y el compaiero de fusion en el extremo C-terminal.
Las construcciones contuvieron (del extremo N-terminal a extremo C-terminal):
(1) una sefal de secrecion (region V-III de cadena kappa de Ig de ratdn (IgGk)
(SEQ ID NO: 999)); (2) una secuencia de SUMO y ligador HIS (SEQ ID NO: 990);
(3) el dominio catalitico de u-PA modificado (SEQ ID NO: 987); (4) un ligador
(SEQ ID NO: 1002); y (5) un companero de fusion (es decir, IgG1 Fc (SEQ ID
NO: 992); o albumina de suero humano (HSA) (SEQ ID NO: 991)). Los ejemplos
de proteinas de fusion en el extremo C se exponen en SEQ ID nos: 1016 y 1017.”
(Enfasis afiadido)

Las secciones B y C del Ejemplo 16 detallan la construccion, secuencias y expresion de

diversas proteinas de fusion. La Seccién D describe la activacidon de las proteinas de

fusion:

"D. Estrategias de activacion de la proteina de fusion

Se emplearon varias estrategias para la activacion de u-PA. Las proteinas
expuestas en SEQ ID nos: 1004-1005, 1011 y 1015 se activaron mediante
plasmina, como se detallé anteriormente en el Ejemplo 14. Las proteinas
expuestas en SEQ ID nos: Se esperaba 5 que 1010, 1014 y 1016 se activaran
mediante furina intracelular durante la expresion. La proteina expuesta en SEQ
ID NO: Se previo que 1006-1008 se activaria automdaticamente durante la
expresion. Las proteinas expuestas en SEQ ID nos: 1017 y 1018 se activaron
mediante tratamiento DE SUMO proteasa. Para activar las construcciones SUMO-
u-PA, habitualmente se adicionaron 10 Unidades de SUMO proteasa por 1 mg de
proteina y se dejoé 10 incubar durante la noche a 4°C. La purificacion adicional en
una columna de quelacion de niquel HisTrap eliminaria eficazmente el resto DE
SUMO marcado con HisTrap.
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SEQ ID NO: Secu-enci-al de Estrategia de activacion
activacion
1004 peso uPA con Cys Tratamiento con plasmina
uPA de longitud . .
1005 Tratamiento con plasmina
completa con Cys
1006 Sin secuencia de La escision de la sefial de secrecion durante
activacion la expresidn genera proteasa activada
1007 Sin secuencia de La escision de la sefial de secrecion durante
activacion la expresidn genera proteasa activada
1008 Sin secuencia de La escision de la sefial de secrecion durante
activacion la expresidon genera proteasa activada
1009 Secuencia de Secuencia C3 autoactivada después de la
activacion de C3 expresion
Activacion de furina durante la expresiéon; no
1010 Furina uPA sin Cys es necesaria la activacion durante el
procesamiento posterior
uPA TS de longitud . .
1011 Tratamiento con plasmina
completa con Cys
1012 Sin secuencia de La escision de la sefial de secrecion durante
activacion la expresidon genera proteasa activada
1013 Sin secuencia de La escision de la sefial de secrecion durante
activacion la expresidon genera proteasa activada
Activacion intracelular por Furina durante la
1014 Furina con Cys expresion; activacién no necesaria durante el
procesamiento subsecuente
1015 uPA con Cys Tratamiento con plasmina
Activacion intracelular por Furina durante la
1016 Furina sin Cys expresién; activacion no necesaria durante el
procesamiento subsecuente
1017 SUMO Tratamiento con proteasas SUMO
1018 SUMO Tratamiento con proteasas SUMO

La Seccién E describe la actividad de varias proteinas de fusién y muestra que estan
activadas in vivo y activas. Las secciones F y G describian la preparacion de proteinas
de fusién y su purificacion. La Seccion H detalla la construccion de proteinas de fusién,
empleando especialmente porciones cataliticamente activas de los polipéptidos u-PA
modificados, sefales de secrecion, compafieros de fusion, secuencias de activacion,
enlaces y otros compafieros de fusion. Véase, por ejemplo, las Tablas 6-9. La Seccion I
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detalla ensayos para evaluar las actividades de las proteinas de fusidn y las proteinas
modificadas. Por ende, considerando los argumentos aqui dados amablemente se
solicita dar por superada la objecion.

5.10. El Examinador considera que las reivindicaciones 38 a 68 y no son claras y
carecen de sustento, ya que definen proteinas de fusién de manera genérica sin
caracterizarlas por sus SEQ ID NO ni por los SEQ ID NO de sus componentes,
pese a que la descripcién divulga Unicamente proteinas de fusidon especificas.
Ademads, observa que se reivindican combinaciones de elementos (ligadores,
dominios, secuencias sefial, etc.) que no se encuentran exploradas ni descritas.
Sugiere limitar las reivindicaciones a las proteinas de fusidon efectivamente
divulgadas, caracterizandolas mediante sus SEQ ID NO.

El solicitante discrepa respetuosamente y solicita la reconsideracidon del rechazo. El
solicitante no ha inventado la modificacion de polipéptidos con polimeros ni la formacion
de proteinas de fusidn; El solicitante ha inventado polipéptidos u-PA modificados, que
contienen las modificaciones de aminoacidos que comprenden los SEQ ID NOs listados
en la reivindicacion 1 que aumentan la actividad y/o especificidad para la escision de la
proteina del complemento C3. La descripcidn proporciona datos ejemplares para
proteinas de fusion que comprenden el SEQ ID NO 21 y el SEQ ID NO 987. La actividad
de escision para TODOS los polipéptidos u-PA modificados mencionados en la
reivindicacion 1 se caracteriza y respalda en la descripcion, véase, por ejemplo, la Tabla
14. Las personas versadas en el campo estan muy familiarizadas con los polimeros y
companeros de conjugacién que pueden incluirse en una construccion de proteinas de
fusion. Los efectos de su conjugacion o fusion se comprenden bien en el arte. Las
proteinas de fusién que comprenden los polipéptidos u-PA modificados de SEQ ID
NOs:21 o 987 muestran resultados ejemplares; estas proteinas de fusion pueden
sustituirse por cualquiera de las U-PA modificadas mencionadas en la reivindicacién 1
para lograr resultados predecibles, que incluyen que la U-PA modificada conserve su
actividad de escision para C3.

Las personas versadas en el campo también estan familiarizadas con los distintos tipos
y longitudes de enlaces que se pueden seleccionar y utilizar. Los efectos de la longitud,
estructura y composicién del ligador se comprenden bien en el arte. La solicitud
proporciona proteinas de fusion ejemplares que comprenden enlaces y demuestra
gue los u-PA modificados mantienen la escision de C3 cuando se conectan a una
proteina de fusidon mediante un enlace. Los enlazadores estdan ampliamente descritos y
soportados en la descripcidn. La descripcion describe el uso de enlaces peptidicos en
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proteinas de fusién e incluye descripcion de enlazadores ejemplares, partes de enlace,
sus efectos establecidos, e incluye varios ejemplos previos de uso de enlazadores,
véase, por ejemplo, pagina 159, linea 26-pagina 166, linea 26:

"Los ligadores peptidicos se pueden incluir en proteinas de fusion de u-PA. En un
ejemplo, los ligadores peptidicos se pueden fusionar al extremo C-terminal de un
primer polipéptido y el extremo N-terminal de un segundo polipéptido. Esta
estructura se puede repetir multiples veces de modo que al menos uno, y
opcionalmente 2, 3, 4 o0 mas polipéptidos se enlacen entre si mediante ligadores
peptidicos en sus respectivos extremos. Por ejemplo, una proteina de fusion
puede incluir una secuencia X-Y-Z, donde X es el dominio catalitico de u-PA
modificado o tipo silvestre, Y es un ligador peptidico y Z es todo o parte del
companero de fusion (por ejemplo, HSA, Fc, HABD o C2 scFv). En algunos casos,
X es todo de un u-PA modificado que incluye el extremo N-terminal de u-PA y el
dominio de proteasa de u-PA. En otros casos, X es parte de un u-PA modificado
que incluye los 12 aminoacidos directamente anteriores del u-PA de dominio de
proteasa y el u-PA de dominio de proteasa. En otro ejemplo, el polipéptido puede
incluir la secuencia A-X-Y-Z, donde "A” es otro companero de fusién, tal como un
polipéptido, tal como SUMO o HIS-SUMO, que facilita la expresion y/o aislamiento
del polipéptido resultante.

Los ligadores peptidicos en general incluyen Gly, Ser y combinaciones de los
mismos, o Ala y Prolina. Los ligadores en general contienen de dos a 20 o 25
residuos. Ejemplos de ligadores peptidicos incluyen, pero no se limitan a: __Gly-
Gly__, GSG, AGS (SEQ ID NO: 1003), GGGGS (SEQ ID NO:1001), GGSSGG (SEQ
ID NO:1002), SSSSG (SEQ ID NO:1024), GKSSGSGSESKS (SEQ ID NO:1025),
GGSTSGSGKSSEGKG (SEQ ID NO: 1026), GSTSGSGKSSSEGSGSTKG (SEQ ID
NO: 1027), GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO: 1028), EGKSSGSGSESKEF
(SEQ ID NO: 1029), o AlaAlaProAla o (AlaAlaProAla)n (SEQ ID NO:1030), donde
neslaé6,talcomo1l1,2, 3,4, 506.

Las porciones de unidon se describen, por ejemplo, en Huston et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. E.U.A. 85:5879-5883, Whitlow et al. (1993) Protein Engineering
6:989-995, y Newton et al., (1996) Biochemistry 35:545-553. Otros ligadores
peptidicos adecuados incluyen cualquiera de aquellos descritos en las Patente de
Estados Unidos No. 4,751,180 o 4,935,233. Un polinucledtido que codifica para
un ligador peptidico deseado se puede insertar entre, y en el mismo marco de
lectura que un polinucledtido que codifica todo o parte de un u-PA que incluye el
u-PA de dominio de proteasa, usando cualquier técnica convencional adecuada.
En un ejemplo, la proteina de fusion contiene un polipéptido de u-PA, por
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ejemplo, un dominio de proteasa de u-PA y un companero de fusion, tal como
HSA, Fc, HABD o C2 scFv, separado por uno o mas ligadores peptidicos.”

Las proteinas de fusion de las reivindicaciones 38-68 estan completamente definidas.
Las partes componentes estan completamente definidas y/o especificadas por el SEQ
ID NO. Cada una de las partes componentes puede seleccionarse segun los limites
definidos por las reivindicaciones y segun lo respalde la descripcion. Esta perfectamente
dentro de la habilidad de |la persona versada en el campo realizar partes componentes
seleccionadas que produzcan resultados predecibles, que incluyen la caracteristica
técnica requerida de aumentar la actividad de escisién para la proteina C3 del
complemento. El dominio proteasa de la u-PA modificada se define por SEQ ID NO, los
compaferos de fusidn son moléculas o partes bien definidas. La reivindicacion 42
(renumerada como 20) define los sitios de activacién de furina por SEQ ID NO, la
reivindicacion 55 (renumerada como reivindicacién 26) define la secuencia de activacion
por SEQ ID NO, y la reivindicacion 58 ( renumerada como reivindicacién 28) define la
proteina de fusion ensamblada por SEQ ID NO. Proteinas de fusidn ejemplares
identificadas por SEQ ID NO se demuestran en la descripcidn como poseyendo la
caracteristica técnica unificadora de la actividad de escisidon para C3. Estas proteinas de
fusion también sirven como prueba de concepto de que las proteinas de fusiéon u-PA
modificadas mantienen la caracteristica técnica de la actividad de corte para C3. En ese
sentido amablemente se solicita dar por superada la objecion.

5.11. El Examinador considera que la reivindicacién 93 no es clara, ya que la expresion
“forma activada de dos cadenas” no se encuentra definida ni resulta
comprensible. Sugiere su eliminacion.

En este sentido, el solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién
del Examinador. Es bien conocido en el arte que las proteasas de serina, como la u-PA,
se sintetizan inicialmente como zimdgenos y posteriormente se activan mediante
escision proteolitica para generar formas activadas de dos cadenas. Este conocimiento
general no solo es ampliamente aceptado, sino que ademas se describe de manera
detallada en la presente solicitud.

La solicitud expone extensamente las distintas formas estructurales del polipéptido u-
PA modificado, incluyendo el precursor, las formas maduras, los zimdgenos de cadena
Unica y las formas activadas. Asi, un polipéptido u-PA modificado puede presentarse,
segun se detalla en la descripcion y conforme al conocimiento de la persona versada en
la materia, como una proteina de cadena Unica de longitud completa, susceptible de
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procesamiento para generar un polipéptido maduro activado por escision, dando lugar
a dos cadenas unidas mediante enlaces disulfuro entre residuos de cisteina.

Asimismo, las proteinas de fusién descritas en la solicitud pueden procesarse para
formar estructuras de dos cadenas, ya sea por escision proteolitica o mediante la
interaccion de cisteinas libres presentes en los polipéptidos, tal como se detalla
expresamente en la memoria descriptiva.

El procesamiento a dos cadenas ocurre in vivo tras la administracion de una Unica
cadena madura de la enzima. Cualquier proteina de fusidon sera procesada in vivo en
funcién de sefales de procesamiento (como se ejemplifica), que incluyen las
introducidas en la proteina de fusién, y aquellas como el sitio de escisidon de activacidn
(VVGG) en la forma madura del polipéptido u-PA. Las personas versadas en el campo
comprenden la biologia de las proteasas serina, que se producen como zimdgenos de
cadena simple y se procesan mediante una escisidon, especifica, en formas
cataliticamente activas en dos cadenas, donde las cadenas estan unidas por enlaces de
cisteina. La expresion "forma activada de dos cadenas”, utilizada en la reivindicacion
93, se refiere a una forma activa del polipéptido maduro u-PA. Pagina 72, de la
descripcion describe posibles formas de los polipéptidos u-PA modificados, y dice
(énfasis afadido):

"En algunas modalidades, el polipéptido de u-PA modificado es un dominio de
proteasa o una forma de cadena individual; en esos casos, la cisteina libre
(posicion de residuo 122 por numeracion de quimotripsina) se reemplaza con una
serina, para disminuir o eliminar la agregacion luego de la preparacion de la
proteina. En modalidades en las que el polipéptido u-PA modificado es de longitud
completa u otra forma en la que se activa por escision, el residuo en la posicion
122 (por numeracion de quimotripsina) en general no se reemplaza con S de
modo que el enlace de disulfuro se pueda formar para producir el polipéptido
activado de dos cadenas.”

La forma de dos cadenas de los polipéptidos u-PA se describe detalladamente en una
seccion completa sobre "estructura" que comienza en la pagina 78, linea 27 de la
descripcion. Por ejemplo, las paginas 75 y 76, describe el procesamiento de un pro-
péptido en una forma activada de dos cadenas de la siguiente manera (énfasis afiadido):

"De esta manera, luego del transporte al ER y de la eliminacion del péptido de
senal, se produce un polipéptido de prouroquinasa de 411 aminoacidos con una
secuencia de aminodcidos expuesta en SEQ ID NO:3. Como se describe con mas
detalle mas adelante, la prouroquinasa es un zimdégeno o proenzima que se
procesa adicionalmente mediante escision proteolitica para generar un
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polipéptido de u-PA maduro de dos cadenas. De esta manera, por ejemplo, con
referencia a u-PA maduro (SEQ ID NO:3), el u-PA activado de cadena tipo
silvestre contiene una primera cadena (cadena A), residuos 1-158 unidos por
disulfuro a los residuos 159-411 (cadena B) a través de un enlace de disulfuro
entre Cys148 (numeracion de quimotripsina C97a) y Cys279 (numeracion de
qguimotripsina C122). Por lo tanto, en los polipéptidos de u-PA modificados
proporcionados en la presente, cuando se produce el dominio proteasa, contiene
el reemplazo C122S, pero cuando se produce una forma activada que es una
forma de 2 cadenas, el residuo en 122 (numeracion de quimotripsina) es C de
modo que forma un enlace de disulfuro con otro C, en general en la secuencia de
activacion (ver analisis posterior y Ejemplo 15). "

Asi, el polipéptido u-PA modificado puede ser un dominio proteasa o estar en forma de
cadena Unica o activarse por escision y formar una forma de dos cadenas. De ese modo,
se solicita amablemente dar pro superada la presente objecién.

5.12. El Examinador considera que la reivindicacidon 95 no es clara ni esta sustentada,
dado que atribuye SEQ ID NO correspondientes a proteinas de fusion a
polipéptidos u-PA modificados. Sugiere eliminar dicha atribucién incorrecta.

El solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo. Los SEQ ID NO: 1015y 1019
corresponden a proteinas de fusién que comprenden un polipéptido u-PA modificado.
No obstante, con el fin de aportar mayor claridad y evitar cualquier ambigtedad
interpretativa, la reivindicacién 95 ha sido modificada (actual reivindicacidon 45) para
recitar explicitamente: "“la proteina de fusion que comprende un polipéptido u-PA
modificado segun lo establecido en el SEQ ID NO: 1015 o 1019”. En consecuencia, se
solicita amablemente al examinador considerar superada la presente objecién.

En vista de lo anterior, las objeciones relacionadas con la claridad, la concisién y el
soporte en la descripcion del capitulo reivindicatorio, han quedado completamente
superadas.

6. Descripcion

El examinador indica que la descripcién no divulga la materia reclamada de manera
suficiente para que una persona normalmente versada en la materia pueda ejecutarla
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o reproducirla, por lo que no cumpliria con las disposiciones del Art. 28 de la Decision
Andina 486.

Objecién del examinador:

El Examinador considera que la solicitud no proporciona una descripcion
suficientemente completa para el alcance extremadamente amplio de los polipéptidos
u-PA modificados y de las proteinas de fusion reivindicadas. En su opinidén, una persona
experta en la materia no podria reproducir la totalidad del alcance de las
reivindicaciones sin recurrir a una experimentacion indebida.

El Examinador sostiene que las reivindicaciones abarcan un universo muy amplio de
moléculas, que incluye polipéptidos u-PA modificados en numerosos residuos, variantes
derivadas de cualquiera de las secuencias u-PA no modificadas de las SEQ ID NO: 1-6
0 de porciones que contienen el dominio de proteasa, variantes en las que el residuo
C122 permanece sin modificar, formas poliméricas y PEGiladas, asi como proteinas de
fusion con multiples tipos de ligadores, diversos compafieros de fusién, dominios de
multimerizacion, dominios de transduccion proteica, secuencias sefial y secuencias de
activacion, ademas de composiciones que comprenden cualquiera de los anteriores y
secuencias especificas como las SEQ ID NO: 1015y 1019.

No obstante, el Examinador senala que el soporte experimental se limita a polipéptidos
u-PA modificados concretos, identificados por un conjunto especifico de SEQ ID NO, y
gue, en el caso de las proteinas de fusion, Unicamente aquellas correspondientes a las
SEQ ID NO: 1004-1018 y 1036-1039 cuentan con sustento experimental, utilizando
exclusivamente las SEQ ID NO: 21 0 987 como componente u-PA. En particular, destaca
gue no se aporta evidencia experimental para proteinas de fusién como la SEQ ID NO:
1019.

El Examinador afade que la memoria descriptiva se limita a listar proteinas de fusién y
sus componentes, sin demostrar la implementacion de todas las combinaciones
estructurales reivindicadas, por lo que cada proteina deberia estar caracterizada de
manera inequivoca mediante su SEQ ID NO. En consecuencia, concluye que la
descripcion resulta insuficiente para sustentar y habilitar la preparacion de la totalidad
del amplio conjunto de polipéptidos, variantes, formas PEGiladas, proteinas de fusién y
composiciones reivindicadas.

Argumentos de solicitante:
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El solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinidn del Examinador.
Las reivindicaciones definen de manera completa los polipéptidos, y todas las
combinaciones de modificaciones contempladas en ellas se encuentran probadas en la
solicitud, demostrando que dan lugar a polipéptidos capaces de escindir C3. El
Examinador no puede desconocer las multiples realizaciones estructuralmente
sustentadas que se divulgan en la descripcion, toda vez que el articulo 51 de la Decisién
486 no limita la patentabilidad Unicamente a las realizaciones expresamente
ejemplificadas, sino que comprende todo el alcance estructural debidamente apoyado
por la divulgacion. En este sentido, la solicitud proporciona cientos de ejemplos
funcionales que evidencian el efecto técnico de modificaciones individuales y de
combinaciones de modificaciones.

A la vista de los cientos de ejemplos, la persona versada en el campo sabe qué
modificaciones de aminoacidos, incluidas sustituciones, inserciones y deleciones,
aumentan la actividad y/o la especificidad del C3, y cuales no. Asi mismo, la persona
versada en la materia sabe como modificaciones como los compafieros de fusion, los
enlaces para los compafieros de fusién, la PEGilacién y otras modificaciones afectan a
la estabilidad y/o entrega de las proteinas. En la solicitud se demuestran modificaciones
ejemplares y proteinas de fusidon que muestran que la actividad y/o especificidad de la
escision para C3 se mantiene en diversas formas de proteinas de fusion. Por tanto, no
es necesario que alguien experto en el arte explore experimentalmente cada secuencia
o modificacién posible descrita en la solicitud. No requeriria una carga excesiva de
prueba y error para que alguien experto en el arte produjera cualquier u-PA modificado
gue abarcan las reclamaciones. Alguien con experiencia en el arte podria utilizar
facilmente la informacidon proporcionada en la descripcién para producir una u-PA
modificada dentro de los limites de las reivindicaciones y, asi, producir una u-PA
modificada que tenga la caracteristica técnica de aumentar la actividad y/o especificidad
para la escision de la proteina C3 del complemento.

Incluir cada posible polipéptido como una secuencia separada y probar cada

permutacion de polipéptido requeriria miles de secuencias y experimentos
respectivos, para definir lo que ya esta definido por las reivindicaciones vy lo

que ya ha sido demostrado por los Ejemplos proporcionados en la descripcion.
Esta situacion es andloga a la de una reivindicacion quimica que define una férmula
general y enumera distintos sustituyentes con alternativas posibles, sin que resulte

necesario ni razonable listar cada permutacion como una estructura independiente. De
igual manera, las reivindicaciones actuales definen la estructura general de los
polipéptidos y enumeran las modificaciones posibles, quedando las secuencias
plenamente caracterizadas.
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En efecto, las reivindicaciones, tal como han sido modificadas, definen de manera
explicita el dominio proteasa modificado de u-PA, es decir, la porcion de la proteina
responsable de la actividad de escisién de C3, mediante su correspondiente SEQ ID NO.
Las reivindicaciones dependientes, por su parte, contemplan modificaciones adicionales
gue pueden seleccionarse en funcién del uso o del efecto técnico deseado, por ejemplo,
para mejorar la solubilidad o la estabilidad de las u-PA modificadas definidas en la
reivindicacion 1.

Adicionalmente, como se ha senalado previamente, no es exigible la prueba
experimental de todas las modalidades para cumplir con el requisito de suficiencia. Tal
como establece la Guia de Examen de Patentabilidad 2023 (pag. 124), basta con uno o
un numero razonable de ejemplos que permitan a la persona normalmente versada en
la materia, en combinacién con sus conocimientos generales, reproducir la invencion en
todo el ambito reivindicado sin necesidad de un esfuerzo inventivo. En consecuencia, la
ausencia de ejemplos especificos para cada alternativa reivindicada no afecta la
suficiencia, siempre que dichas alternativas se encuentren debidamente descritas, como
ocurre en el presente caso.

En vista de las observaciones y enmiendas aqui presentadas y del articulo 51 de la
Decision 486, que no restringe la patentabilidad a incorporaciones que no hayan sido
explicitamente probadas, el solicitante solicita respetuosamente la reconsideraciéon del
rechazo.

De esta manera, la materia divulgada en la descripcién ahora se relaciona de una
manera mas cercana con la materia definida en el capitulo reivindicatorio. Por lo tanto,
la descripcién proporciona toda la informacién necesaria para llevar a cabo la invencién
y cumple con los requisitos legales establecidos en la Decisién Andina 486.

7. Unidad de Invencion

Objecién del examinador:

El Examinador considera que la solicitud no cumple con el requisito de unidad de
invencion, dado que el concepto comun de la materia reivindicada, un polipéptido
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA) modificado, ya fue divulgado
previamente en los documentos US20060142195A1 (D1) y Tsuji et al.
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En este contexto, el Examinador identifica la existencia de 259 grupos inventivos
distintos que, a su juicio, estan siendo reivindicados, correspondientes cada uno a una

secuencia especifica de u-PA modificado. Asimismo, precisa que el examen de fondo se
realizara Unicamente respecto del primer grupo inventivo.

Argumentos del solicitante:

El solicitante manifiesta respetuosamente su desacuerdo con la opinién del examinador.
Todos los polipéptidos reclamados comprenden las modificaciones V41R, y todos se
muestran en la solicitud para escindir C3. Asi, todos los polipéptidos comparten una
caracteristica técnica comun. Las referencias citadas no proporcionan ni sugieren esta
caracteristica técnica ni sus elementos.

El documento US2006/0142195 A1 (D1) se analiza en detalle mas adelante, mientras
que Tsuji et al. resulta completamente irrelevante para la materia reivindicada. D1 se
centra exclusivamente en mejorar la actividad nativa de la u-PA como activador del
plasmindgeno. Por su parte, Tsuji et al.! introduce mutaciones en u-PA con el Unico
propdsito de estudiar las interacciones especificas entre la u-PA y su receptor nativo.
Ninguna de estas referencias sugiere, ni mucho menos divulga, modificaciones
destinadas a alterar las actividades nativas de la u-PA para permitir el reconocimiento
y la escisién de un sustrato no nativo como la proteina del complemento C3, ni para
inhibir la activacién del complemento. Tampoco existe en dichas referencias indicacion
alguna que motive a modificar la u-PA con fines distintos a los nativos, ni se identifican
residuos relevantes para alcanzar tales efectos técnicos. En particular, no se menciona
ni se sugiere la sustitucién V41R, ni su impacto en la capacidad de la u-PA para escindir
C3.

Las reivindicaciones actuales son unificadas en que los polipéptidos u-PA modificados,
tal como se afirman, comparten la caracteristica técnica de que tienen una mayor
especificidad y actividad para la escision de la proteina del complemento en la tierra C3
carecen de actividad nativa de activadores de plasmindgeno. Las variantes u-PA
mencionadas comprenden todas la modificacion V41R, que no esta ensefada ni
sugerida por ninguna de las normas anteriores. Como se muestra y se discute en las
secciones siguientes, la modificacion V41R incrementa la actividad de escisién en C3 de
25 a 27 veces. Se muestra que todos los polipéptidos mencionados en las
reivindicaciones cortan C3. Los efectos de la modificacion V41R y de las otras

1 Tsuji, S. et al. (2011), The effects of amino acid mutations on specific interactions between
urokinase-type plasminogen activator and its receptor: ab initio molecular orbital calculations,
Journal of Molecular Graphics and Modelling, 29(8): 975-984; PMID: 21605990
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modificaciones mencionadas que permiten el cambio de sustratos no se ensefian ni se
sugieren en ninguna de los documentos anteriores. Los polipéptidos reclamados no
tienen actividad activadora de plasmindgeno, y la u-PA de tipo silvestre no divide C3.
Véase, por ejemplo, la Tabla 16, que muestra practicamente ninguna tasa de rotacion
de u-PA de tipo silvestre para la division de C3. Véase también la tabla 19, que muestra
gue no hay actividad para la divisiéon C3:

Tabla 19: Inhibiciéon de C3 en plasma humano

Numeracion de la quimotripsina SEQ ID | EDso 80% plasma
NO.* humano
(60 min, nM)

U-PA de tipo silvestre (dominio
proteasa) con C122S

5 > 6000

La especificidad y actividad de sustrato de los polipéptidos reivindicados se ha
modificado de manera que reconocen y escinden la proteina del complemento C3, en
lugar de su sustrato nativo, el plasmindgeno. Tal como se demuestra en el Ejemplo 12
y en la Tabla 24, los polipéptidos disefiados para la escisién de C3 no activan el
plasmindgeno, confirmando el cambio funcional deliberado de especificidad.

Todos los polipéptidos reivindicados, asi como los descritos en la solicitud, comparten
esta caracteristica técnica esencial comun: la capacidad de escindir C3. En todos los
casos, dichos polipéptidos fueron seleccionados e identificados especificamente por su
reconocimiento del sitio de escisién en C3. La solicitud demuestra expresamente que el
polipéptido u-PA no modificado no reconoce dicho sitio; de hecho, la u-PA de tipo
silvestre, incluso cuando incorpora la sustitucion C122S, introducida Unicamente para
evitar la agregacién mediada por enlaces disulfuro a través del residuo libre C122— no
escinde C3. En consecuencia, los polipéptidos reivindicados no actlian como activadores
de plasmindgeno, sino como proteasas con especificidad hacia C3.

Asimismo, la solicitud demuestra que los polipéptidos reivindicados comparten
caracteristicas estructurales y funcionales comunes. Todos se basan en los mismos
andamios estructurales definidos por los SEQ ID NOs: 1-6 (secuencias u-PA no
modificadas) o por porciones de estas que comprenden los dominios proteasa definidos
en los SEQ ID NOs: 2 y 5. Todas las modificaciones introducidas se localizan en el
dominio proteasa y estan destinadas a alterar la especificidad de sustrato para permitir
el reconocimiento del sitio de corte en C3. En coherencia con ello, las reivindicaciones
actualmente enmendadas hacen referencia expresa a los SEQ ID NOs de los dominios
proteasa modificados.
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Los polipéptidos u-PA de la presente solicitud se modifican para tener actividad y
especificidad para cortar la proteina del complemento C3, que inactiva C3. En particular,
los polipéptidos u-PA presentan un reconocimiento alterado del sustrato, de modo que
tienen un reconocimiento reducido o nulo del plasmindgeno nativo del sustrato. En
contraste, como se describe a continuacion, D1 se dirige a usos y modificaciones de u-
PA relacionadas con la modificacion de u-PA para que corte su sustrato nativo y sea una
u-PA mejorada, y Tsuji modifica u-PA para investigar sus interacciones nativas de unién
a receptores. Ni D1 ni Tsuji sugieren eliminar su actividad nativa. La caracteristica
técnica comun compartida entre los polipéptidos reclamados es un polipéptido u-PA
modificado con actividad y/o especificidad para la division de C3; Los polipéptidos
reclamados no pueden usarse para tratar el ictus isquémico disolviendo coagulos.

Los polipéptidos u-PA modificados mencionados en las reivindicaciones requieren que
compartan la modificacidn V41R, lo que se muestra en la solicitud como un aumento de
la especificidad y/o actividad para C3 (véase el Ejemplo 13, discutido mas adelante).,
Ejemplo 13, Tabla 23 (reproducido mas abajo), cuantifica la escisién de la proteina de
complemento del sustrato C3 para el polipéptido u-PA no modificado (SEQ ID NO:5) y
para los polipéptidos modificados de u-PA SEQ ID NOs:21-33, con el fin de identificar
los efectos técnicos de cada uno de R35Q, H37Y, R37aE, V38E, T39Y, V41R, D10aP,
Y60bQ, T97al, L97bA, H99Q, y Y149R. El ejemplo 13 demuestra especificamente que
V41R incrementa la actividad intrinseca del anti-C3 y la actividad anti-C3 en el 80% del
plasma humano en aproximadamente 25 - 27 veces. Todos los polipéptidos reclamados
comprenden V41R y escinden C3.

En la solicitud se presentan datos correspondientes a polipéptidos que incorporan la
sustitucion V41R, en combinaciéon con modificaciones adicionales, coherentes con los
polipéptidos u-PA modificados definidos en las reivindicaciones enmendadas (algunos
de estos datos se reproducen a continuacién). Dichos polipéptidos modificados escinden
C3 y no escinden plasmindgeno, que es el sustrato nativo de la u-PA. La solicitud
proporciona evidencia experimental que demuestra que estos polipéptidos modificados
presentan una reduccidn sustancial o ausencia de actividad de escision sobre el
plasmindgeno. En contraste, los datos muestran que la u-PA de tipo silvestre ,0 la u-PA
gue Unicamente incorpora la sustitucién C122,n0 escinde C3 y si escinde plasmindgeno.
En consecuencia, una caracteristica técnica unificadora del conjunto de reivindicaciones
enmendadas es la provision de polipéptidos u-PA modificados que incorporan la
sustitucion V41R y presentan actividad de escisidn especifica sobre C3.Como se describe
a continuacién, la solicitud describe las modificaciones de aminoacidos en u-PA y sus
efectos sobre la escisién de C3. Por ejemplo, V41R incrementa la actividad intrinseca
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de la escisidon C3 y la actividad de la escision C3 en el 80% del plasma humano
aproximadamente 25-27 veces.

Los polipéptidos con modificaciones adicionales, segun se afirma, tienen actividad de
escision para C3 y, como se detalla aqui, todos fueron identificados mediante un ensayo
gue captura polipéptidos que reconocen el sitio de escision en C3. D1, que se discute
en detalle a continuaciéon y en la respuesta anterior, no revela, ensena ni sugiere un
polipéptido u-PA modificado que comprenda la modificacién V41R que parte e inactiva
C3, ni ninguna de las modificaciones o combinaciones de modificaciones que se
parezcan o sugieran las u-PA modificadas incluidas en las reivindicaciones.

El efecto técnico de los polipéptidos u-PA modificados que comprenden la modificacién
de aminoacidos V41R para introducir actividad y/o especificidad del polipéptido u-PA
para la escision de C3 se demuestra a lo largo de la solicitud con cientos de ejemplares
funcionales (900 ejemplares funcionales). Véase, pagina 4, lineas 10-23 de la solicitud,
gue reclama (énfasis afadido):

"Los polipéptidos de u-PA modificados inactivan la proteina C3 de complemento
por escision. Los polipéptidos de u-PA modificados escinden C3 para inhibir de
esta manera la activacion del complemento, escinden C3 en un sitio, tal como en
el sitio activo, que inactiva o inhibe la actividad de C3 para inhibir asi la activacion
del complemento. Los polipéptidos de u-PA modificados proporcionados en la
presente se seleccionaron y diseharon para escindirse dentro de
QHARASHLG, y en particular donde P1-P1' es RA (QHAR|ASHL; ver SEQ ID
NO:47 residuos 737-744, donde la escision se encuentra entre los residuos 740
y 741). Como resultado, estos polipéptidos de u-PA modificados se pueden
utilizar como productos terapéuticos para tratar trastornos, enfermedades y/o
condiciones en las que la activacion del complemento juega un papel tal que la
inhibicion de los mismos puede tratar los trastornos, enfermedades y/o
condiciones. Los polipéptidos de u-PA modificados también pueden tener
actividad reducida para un sustrato natural, tal como plasmindgeno, en
comparacion con un u-PA tipo silvestre o en comparacion con uno que solo tiene
el reemplazo correspondiente a C122S, por numeracion de quimotripsina.”

Todos los polipéptidos u-PA modificados fueron modificados y seleccionados para
escindir C3; el polipéptido u-PA silvestre no lo hace. La solicitud proporciona casi 900
polipéptidos que cortan C3 y proporciona combinaciones de mutaciones para efectuar
dicha actividad. En la pagina 6, lineas 2-5, la solicitud dice:
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"En particular, entre estos polipéptidos de activador de plasmindgeno, tipo
uroquinasa (uPA), modificados se encuentran aquellos que contienen una o mas
modificaciones de aminoacidos seleccionadas de entre reemplazos
correspondientes a R35Q, H37Y, V41R, V41L, Y40Q, D60aP, L97bA, T97al y
H99Q.”

El ejemplo 13 analiza los efectos de cada una de estas modificaciones. Como se muestra
en el Ejemplo 13, cada uno de los reemplazos tiene los siguientes efectos:

- R35Q incrementa la actividad intrinseca anti-C3 (es decir, en el tampdn)
aproximadamente 2,7 veces y aproximadamente 4,3 veces en presencia de un
80% de plasma humano;

- H37Y incrementa la actividad anti-C3 aproximadamente 2,4-2,5 veces en el
tampodn y en presencia de un 80% de plasma humano;

- R37aE disminuye la actividad anti-C3 en relacién con el residuo de tipo silvestre
aproximadamente 3,2 veces; pero en presencia de un 80% de plasma humano,
no tuvo efecto sobre la actividad anti-C3, aunque también contribuye a una
mayor estabilidad del polipéptido (véase Tabla 17 y Tabla 23);

- V38E mejora la estabilidad de la proteina en el humor tampén y vitreo y aumenta
la actividad anti-C3 en el 80% del plasma humano en ~1,5 veces;

- T39Y incrementa la actividad intrinseca anti-C3 y la actividad anti-C3 en el 80%
del plasma humano en aproximadamente 7,5-8,5 veces;

- V41R incrementa la actividad intrinseca anti-C3 y la actividad anti-C3 en el 80%
del plasma humano en aproximadamente 25 - 27 veces;

- D60aP incrementa la actividad intrinseca anti-C3 y la actividad anti-C3 en el 80%
del plasma humano en aproximadamente 1,2 a 1,6 veces;

- Y60bQ disminuye la actividad intrinseca anti-C3 aproximadamente 1,7 veces y
disminuye la estabilidad de la proteina en vitreo tras la incubacidon durante 7 dias
a 37 °C en ~1,4 veces; pero en presencia de un 80% de plasma humano,
aumenta la actividad anti-C3 aproximadamente 1,1 veces;

- T97al incrementa la actividad intrinseca anti-C3 y la actividad anti-C3 en
presencia del 80% de plasma humano en aproximadamente 1,2 - 1,3 veces;

- L97bA incrementa la actividad anti-C3 aproximadamente 6,4 - 8,2 veces en el
tampodn y en el 80% del plasma humano;

- H99Q incrementa la actividad anti-C3 aproximadamente entre 2,9 y 4,8 veces en
tampon y en un 80% de plasma humano; y

- Y149R disminuye la actividad anti-C3 aproximadamente entre 1,6 y 2,1 veces en
el tampdn y en un 80% en plasma humano.
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También se dirige la atencion a la discusién que sigue a continuacion, que proporciona
datos adicionales de la solicitud. Los polipéptidos u-PA modificados tienen actividad y/o
especificidad para C3, y actividad o especificidad reducida o nula para la escision de una
secuencia de sustrato en plasmindgeno. La caracteristica técnica comun compartida
entre todos los polipéptidos es un polipéptido u-PA modificado que comprende V41R y
parte e inactiva C3. El polipéptido u-PA de tipo silvestre y los polipéptidos u-PA
modificados de Tsuji y D1 no conforman V41R y no pueden cortar e inactivar C3.
Como se describe en la solicitud, todos los polipéptidos fueron identificados mediante
un ensayo que selecciona polipéptidos que escinden un sitio objetivo en C3. El ensayo,
objeto de patentes anteriores de propiedad comun, selecciona polipéptidos que
reconocen el objetivo y son capturados covalentemente por polipéptidos de trampa de
proteasas (es decir, serpines modificados) al reconocer el sitio objetivo presentado por
los polipéptidos trampa de proteasas, que luego se une covalentemente al polipéptido
atrapado, que es identificado. Asi, cada polipéptido seleccionado reconoce el sitio
objetivo de C3 (residuos 737-745 de C3; SEQ ID N© 47). La Tabla 14 muestra la
actividad de unos 1000 polipéptidos modificados y proporciona polipéptidos ejemplares
que comprenden las modificaciones. Los datos de la Tabla 14 se obtuvieron in vitro
utilizando los dominios proteasas de los polipéptidos u-PA que comprenden las cadenas
de mutacion recitadas. Para uso in vivo, se pueden usar formas precursoras y otras
formas de los polipéptidos u-PA modificados porque se activan in vivo, como se detalla
en la solicitud.

La reivindicacion 1 y las reivindicaciones dependientes requieren que el polipéptido
modificado comprenda secuencias de residuos de aminoacidos establecidas en las
secuencias recitadas; se ha demostrado que los polipéptidos que comprenden cada uno
de los SEQ ID NO recitados escinden C3 (véase los datos correspondientes en la Tabla
14). Las reivindicaciones no abarcan un polipéptido u-PA modificado que no escinde C3.
Todos los polipéptidos fueron seleccionados para reconocer y cortar el sitio objetivo, los
residuos 737-745 de C3.

Todos los polipéptidos u-PA modificados mencionados de la reivindicacién 1 comprenden
la modificacion V41R. Las reivindicaciones dependientes mencionan modificaciones
adicionales, que mejoran o mantienen la actividad modificada de u-PAs y/o la
especificidad para la escision de C3. La persona experta en el arte, al leer la solicitud,
podria identificar un polipéptido u-PA modificado que comprende V41R y que tenga
actividad y/o especificidad para la escisiéon de C3 en comparacion con un polipéptido u-
PA no modificado. Esta dentro de la capacidad de la persona experta evaluar si un
polipéptido modificado tiene actividad y/o especificidad alterada en comparaciéon con un
polipéptido no modificado. A la vista de los cientos de ejemplos de modificaciones y
cadenas de modificacién que dan lugar a dicho polipéptido, la persona experta podria
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identificar modificaciones adicionales, como las que se enumeran en las reivindicaciones
dependientes y ejemplificadas en la solicitud, que resultan en un polipéptido u-PA
modificado con actividad y/o especificidad para la escision de C3.

La reivindicacién 1 abarca polipéptidos u-PA modificados que comprenden las SEQ ID
NO reivindicadas. Todos ellos comparten la caracteristica técnica comun de escindir C3,
caracteristica que no esta presente en la u-PA de tipo silvestre. Ademas, la solicitud
presenta datos experimentales para polipéptidos que contienen las SEQ ID NO recitadas
(Tabla 14), demostrando que cada uno de los polipéptidos evaluados exhibe actividad
de escision sobre C3. Todos estos polipéptidos incorporan la sustitucién V41R.

Los polipéptidos u-PA modificados actualmente reivindicados escinden C3, mientras que
el polipéptido u-PA silvestre no presenta dicha actividad. La consideracion conjunta de
todos los ejemplos y datos experimentales proporcionados para los polipéptidos u-PA
modificados, algunos de los cuales se reproducen mas adelante, demuestra que los
reemplazos definidos en la reivindicacion independiente 1 y en las reivindicaciones
dependientes aumentan la actividad y/o la especificidad hacia la proteina C3 del sistema
del complemento. Véanse, por ejemplo, los efectos de los reemplazos individuales
descritos en el Ejemplo 13 (paginas 259-261), reproducidos anteriormente.

Las reivindicaciones actuales requieren la modificacion V41R; como se muestra en el
ejemplo 13, esta modificacién incrementa la actividad intrinseca anti-C3 y la actividad
anti-C3 en el 80% del plasma humano en aproximadamente 25 - 27 veces. La
u-PA no modificada (por ejemplo, polipéptidos que comprenden el dominio proteasa
establecido en el SEQ ID NO:5) no escinde C3; los datos muestran que la u-PA puede
modificarse, incluso con la modificacidon V41R, para que corte C3 en comparacion con
la u-PA tipo silvestre. Los ejemplos muestran que los polipéptidos modificados no
escinden plasmindgeno ni lo hacen con al menos 100 veces menos actividad que la u-
PA no modificada. Los datos también muestran una reducciéon o eliminacién en la
capacidad de escindir el plasmindgeno, el sustrato nativo. La solicitud contiene datos
para mas de 300 polipéptidos u-PA modificados ejemplares, cada uno con un EC50
inferior a 100 nM para la division de C3, y cada uno contiene modificacion V41R. Esto
incluye todo lo que se menciona en la reivindicacion 1. La solicitud, por tanto, demuestra
que u-PA que comprende la modificacién V41R, y las modificaciones tal como se
describen en las reivindicaciones dependientes, escinde C3.

Se evaluaron cientos de polipéptidos u-PA modificados mas por su actividad de escision,
incluyendo casi 1000 ejemplares funcionales, incluyendo u-PA tipo silvestre, sin escision
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de hC3 (véase, por ejemplo, la Tabla 14, que proporciona datos para mas de 950
polipéptidos). Como se muestra en la solicitud, u-PA tiene sustancialmente ninguna
actividad para C3 (véanse las tablas 19 y 20). La dosis EDso (dosis efectiva en
condiciones fisioldgicas) de polipéptidos u-PA de tipo silvestre y modificados es la
necesaria para cortar el 50% del C3 en el plasma anticoagulado "de prueba". Los
polipéptidos u-PA modificados con las modificaciones listadas en la Tabla 14 se
comparan con el dominio de la proteasa u-PA silvestre no modificado con la modificacion
C122S. La modificacién C122S se introduce para prevenir la agregacién de proteinas y
no afecta a la actividad de la u-PA. Los estudios en los Ejemplos de Trabajo comparan
los polipéptidos u-PA modificados con el tipo silvestre u-PA.

La EDso (media dosis maxima efectiva (EDso) se refiere a la concentracidon de u-PA que
produce una pérdida del 50% de C3) medida en las Tablas 14 y 19, reproducidas a
continuacion, es in vitro; la actividad de la proteasa u-PA que contiene el reemplazo de
C122S (SEQ ID NO:5) refleja el hecho de que la u-PA no alterada no divide C3 ni tiene
especificidad para la escision de C3.

El Ejemplo 7 muestra la selectividad de los polipéptidos u-PA modificados, que incluyen
la modificacion V41R, para la escisién de C3 en comparacién con la u-PA no modificada
(véase , por ejemplo, la Tabla 20). Los resultados de la Tabla 20, reproducidos a
continuacion, muestran que los polipéptidos u-PA modificados tienen una actividad
enzimatica significativamente disminuida para el plasmindgeno del sustrato. Todos los
polipéptidos u-PA modificados probados mostraron una disminucion de ED50 y una
disminucién de kcat/Km en comparacion con el dominio de la proteasa u-PA de tipo
silvestre con el reemplazo de C122S establecido en la SEQ ID NO 5.

Los polipéptidos u-PA modificados presentados en las tablas que se reproducen a
continuacion, tomadas de la solicitud, muestran actividad reducida o nula frente al
plasmindgeno, que es el sustrato nativo de u-PA. En contraste, todos exhiben aumentos
multiples en la especificidad y en la actividad de escisidon sobre C3, asi como una mayor
capacidad para inhibir la activacién del sistema del complemento, en comparacién con
la u-PA no modificada. La mayoria de los polipéptidos u-PA modificados evaluados
escinden la proteina del complemento humano C3 de forma significativamente mas
eficiente que el dominio proteasa de u-PA silvestre que incorpora el reemplazo C122S,
mostrando incrementos de eficiencia superiores a 1000 veces, reflejados en valores de
EDso sustancialmente mas bajos. En particular, muchos de estos polipéptidos presentan
valores de EDso inferiores a 100 nM. A continuacidn, se reproducen resultados
representativos correspondientes a polipéptidos u-PA modificados que comprenden la
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Clarke
Modet T

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3
Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

T (+57) 1618 10 88
F (+57) 1 635 08 24

sustitucion V41R (indicada en negrita), con EDso inferior a 100 nM, extraidos de las
Tablas 14, 19 y 20 de la solicitud.

Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidén 14 plasma
humano Tabla 20
NO* EDso _
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
N/A
5 U-PA de tipo silvestre (dominio proteasa) | (>350 | > 6000 1.54E+04
con C122S 0)
8 F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q/C12 35 7 1028 4.03E+02
2S/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39W/Y40H
9 /V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/ | 29.8 257 <1.0E+01
Y149K/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40F/
10 V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 5.33 195
157K
R35W/R36H/H37N/V38E/T39F/Y40F/V41R
11 /T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149R/M157K | 22.8 208
/Q192H
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/
12 V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 10.8 227 <1.0E+01
157K
F30Y/R35W/R36H/H37N/V38E/T39Y/Y40F/
13 V41R/Y60bS/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 15.7 220
149K/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37P/V38E/T39Y/Y40F/
14 V41R/Y60bS/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 10.6 185
149K/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37P/R37aQ/V38E/T39Y
17 /Y40F/V41R/Y60bH/T97al/L97bA/H99Q/C 173 <1.0E+01
122S5/Y149R/M157K

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
18 aT/Y60bT/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 19.5 253 <1.0E+01
R
R35W/H37P/R37aN/V38E/T39Y/V41R/D60
19 aP/Y60bL/T97al/L97bA/HO99Q/C1225/Y149 | 8.13 318
R
R35W/H37D/R37aP/V38E/T39W/V41R/Y6
20 16.6 196 <1.0E+01
ObA/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
21 aP/Y60bQ/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 24.5
R
25 H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60 511
bQ/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
23 R35Q/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60 46.1
bQ/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
>4 R35Q/H37Y/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60 10.7
bQ/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
55 R35Q/H37Y/R37aE/T39Y/V41R/D60aP/Y60 56.2
bQ/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
58 R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/Y60b 9.8
Q/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
29 R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60 10.6
aP/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149R
30 R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60 253
aP/Y60bQ/L97bA/H99Q/C1225/Y149R
32 R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60 92 3
aP/Y60bQ/T97al/L97bA/C122S/Y149R
33 R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60 9.7
aP/Y60bQ/T97al/L97bA/H99Q/C122S
42 T39Y/V41R/L97bA/H99Q/C122S 49
43 T39Y/V41R/Y60bQ/L97bA/H99Q/C122S 33.2
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;: Colombia
Modet F (1571 635 08 24
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | keat/km (M-
nM) 1s-1)
44 T39Y/V41R/D60aP/L97bA/H99Q/C122S 58.2
171 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/Y151L/M1 30.6
57K
171 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/Y151L/M1 428
57K
176 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C1225/Y1 60.3
49N/Y151L/M157K
184 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C1225/Y1 54
51L/M157K/R217D
198 117V/F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q 66
/C1225/M157K
199 F30Y/Vv38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q/C12 213
25/Y149W/M157K
I117V/F30Y/R35Q/H37W/V38D/Y40H/V41R
216 | /Y60bN/L97bA/H99Q/C122S/Y149H/M157 58.6
K
F30Y/R35Q/H37W/V38D/Y40H/V41R/Y60b
217 | N/L97bA/H99Q/C122S/Y149H/M157K/T15 | 18.3
8A
117V/F30Y/R35Q/H37W/V38D/Y40H/V41R
218 | /Y60bN/L97bA/H99Q/C122S5/Y149H/M157 12
K/T158A
219 117V/F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q 21.6
/C122S5/M157K/T158A
591 F30Y/R35Q/R36H/H37W/V38E/Y40H/V41R 18.6
/T97al/L97bA/H99Q/C1225/M157K
599 117V/F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/ 19.6
L97bA/H99Q/C1225/M157K
23 117V/F30Y/R35Q/R36H/H37W/V38E/Y40H/ 9.65
V41R/T97al/L97bA/H99Q/C1225/M157K
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60  min, | Kcat/km (M-
nM) 1s-1)

224 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/L97b 12.9
A/H99Q/C1225/M157K/T158A
117V/F30Y/R35Q/R36H/H37W/V38E/Y40H/

225 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C1225/M157K/T | 5.21
158A

296 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/L97b 59.9
A/H99Q/C122S/Y149R/M157K

297 117V/F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q 94.8
/C122S/Y149R/M157K

228 F30Y/R35Q/H37W/V38D/Y40H/V41R/Y60b 88.8
N/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157K

230 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/K61E/T97al 57.9
/L97bA/H99Q/C1225/M157K

531 F30Y/R36H/R37aH/V38E/Y40H/V41R/K61 31.9
E/T97al/L97bA/H99Q/C1225/M157K

232 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/K61E/T97al 58
/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R36H/R37aH/V38E/Y40H/V41R/K61

233 E/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157 | 70.3
K

240 F30Y/R35Q/H37Y/V38D/Y40H/V41R/Y60b 98.7
E/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157K

542 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/165T/T97al/ 33.6
L97bA/H99Q/C1225/M157K

243 F30Y/R36H/V38E/Y40L/V41R/T97al/L97b 83.5
A/H99Q/C1225/M157K

249 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/165T/T97al/ 54.1
L97bA/H99Q/C122S5/Y149R/M157K
117V/F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39W/

260 | Y40H/V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/H99Q/C | 11.9
122S5/Y149K/M157K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60  min, | Kcat/km (M-
nM) 1s-1)

F30Y/R35W/R36Q/H37E/V38A/T39W/Y40H

261 | /V41R/Y60bQ/K61D/165V/T97aE/L97bA/H | 28.4
99Q/C122S/Y149K/M157K
F30Y/R35W/R36Q/H37E/V38E/T39W/Y40H

262 | /V41R/Y60bQ/K61L/165V/T97aE/L97bA/H | 24.4
99Q/C122S/Y149K/M157K
F30Y/R35W/R36A/H37E/V38E/T39W/Y40H

263 | /V41R/Y60bQ/K61D/165R/T97aE/L97bA/H | 18.4
99Q/C122S/Y149K/M157K
F30Y/R35W/R36K/H37E/V38E/T39W/Y40H

264 | /V41R/Y60bQ/K61E/165T/T97aE/L97bA/H | 17.9
99Q/C122S/Y149K/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39Y/Y40F/

265 | V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/ | 23.8
Y149R/M157K

270 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97aE/L97b 59.3
A/H99Q/C1225/M157K

271 R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/V41R/T97al 19.9
/L97bA/H99Q/C122S5/Y149R/M157K

579 F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/ 4.68
V41R/T97al/L97bA/H99Q/C1225/M157K

273 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97aE/L97b 35.7
A/H99Q/C122S5/Y149R/M157K

275 F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/ 6.4
V41R/T97al/L97bA/H99Q/Y149R/M157K

275 F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/ 13.7
V41R/T97al/L97bA/H99Q/Y149R/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

276 | V41R/K61R/K62R/T97al/L97bA/H99Q/C12 | 3.51
25/Y149R/M157K
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

277 | V41R/K82R/T97al/L97bA/H99Q/K110aR/C | 2.47
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

278 | V41R/K92R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y1 | 3.04
49R/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

279 | V41R/K92S/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y1 | 3.48
49R/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

280 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 2.49
157K/K179R
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

281 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 3.87
157K/K179S
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

282 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 34.9
157K/K187S/K2235/K224Y
F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/

283 | V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/ | 8.6
M157K

584 F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/ 8.78
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S

285 F30Y/R35W/H37S/V38E/T39Y/Y40H/V41R 8.44
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R

>86 F30Y/R35W/H37S/V38E/T39Y/Y40H/V41R 6.38
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C1225/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/

287 | V41R/K61S/K62S/T97al/L97bA/H99Q/C12 | 4.75
25/Y149R/M157K
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/
288 | V41R/K82S/T97al/L97bA/H99Q/K110aS/C | 5.82
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40F/
289 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 18.9
157K/K187R/K223R/K224R
290 F30Y/R35W/H37S/V38E/T39Y/Y40H/V41R 8.3
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S
291 R35W/H37P/R37aN/V38E/T39Y/V41R/D60 4.38
aP/Y60bL/T97al/L97bA/H99Q/C122S
F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40F/
292 | V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 20.7
149R/M157K
R35Q/H37Y/R37aE/V38D/T39Y/V41R/D60
299 | aP/Y60bQ/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 77.3
R
300 R35Q/H37Y/V38E/T39Y/V41R/D60aP/T97a 14.7
I/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
311 T39L/Y40L/V41R/T97al/L97bA/H99Q/C12 3.7
2S
312 V38D/Y40L/V41R/T97al/L97bA/H99Q/C12 80.7
2S
313 V38D/T39L/V41R/T97al/L97bA/H99Q/C12 66.3
2S
315 V38D/T39L/Y40L/V41R/L97bA/H99Q/C122 29
S
H37G/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y60bK/T9
324 | 7aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 32.1
92T/R217E/K224R
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
H37G/R37aD/V38F/T39H/V41R/Y60bK/T9
325 | 7aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 47.9
92T/R217E/K224R
H37G/R37aD/G37bD/T39H/V41R/Y60bK/T
326 | 97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q | 49
192T/R217E/K224R
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/T9
329 | 7aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 58.5
92T/R217E/K224R
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y6
330 | ObK/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 44.6
92T/R217E/K224R
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y6
335 | O0bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E17 | 11.5
5D/R217E/K224R
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y6
337 | 0bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E17 | 56.4
5D/Q192T/R217E
H37G/R37aD/V38F/T39H/V41R/Y60bK/L9
338 | 7bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q192T/R2 | 26.7
17E/K224R
H37G/R37aD/V38F/T39H/V41R/Y60bK/T9
339 | 7aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 34.8
92T/R217E
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y6
340 | ObK/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q1 | 34.5
92T/R217E
H37G/R37aD/V38F/T39H/V41R/Y60bK/L9
341 7bR/H99E/C122S/Y151L/E175D/Q192T/R2 | 26.8
17E
369 | V41R/L97bR/H99Q/C122S/Y151L/R217V 25.1
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
370 |V38D/V41R/H99Q/C122S/Y151L/R217V 29.1
371 |V38D/V41R/L97bR/C122S/Y151L/R217V 54.3
382 | V41R/H99Q/C122S/Y151L/R217V 16
308 T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/L97bA/H99Q/C 31.4
122S
399 | T39Y/V41R/L97bG/H99Q/C122S 36.8
400 | T39H/V41R/L97bG/H99Q/C122S 78.4
401 | T39W/V41R/L97bG/H99Q/C122S 29.7
402 | T39Y/V41R/Y60bQ/L97bG/H99Q/C122S 31.1
403 | T39Y/V41R/Y60bP/L97bA/H99Q/C122S 42.1
404 | T39Y/V41R/Y60bP/L97bG/H99Q/C122S 39.2
417 V38D/V41R/A96D/D97G/A98G/T97adel/H 65.8
99L/L97bdel/C1225/R217D
436 V38D/V41R/A96D/D97G/A98G/T97adel/H 56.3
99L/L97bdel/C1225/Y151L/Q192E/R217D
R36H/V38D/Y40F/V41R/D97E/A98G/T97a
446 | del/H99L/L97bdel/C122S/Y151L/Q192E/R2 | 42.2
17D
R36H/G37cD/V38D/V41R/A96D/D97G/A9
466 | 8G/T97adel/H99L/L97bdel/C1225/M157T/ |75
R217D
469 R36H/V38D/V41R/A96D/D97E/A98G/T97a 17.5
del/H99L/L97bdel/C122S/T1785/R217D
475 F30H/V38D/Y40F/V41R/L97bA/H99Q/C12 4.5
2S/Y151L/M157F
481 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C122S5/Y1 43.8
51L/M157S
484 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C1225/Y1 8.1
51L/M157K
485 ;ZOY/V38D/Y4OH/V41R/L97bA/H99Q/C12 99.9

clarkemodet.com



Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet F (1571 635 08 24
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | keat/km (M-
nM) 1s-1)

486 F30H/V38D/V41R/A96G/L97bA/H99Q/C12 3.7
2S5/Y151L/M157K

487 F30H/G37bD/V38D/T39H/V41R/L97bA/H9 55 5
9Q/R110dH/C122S/Y151L/M157K/S2401

494 F30Y/R35H/V38D/Y40H/V41R/T56A/L97b 28.5
A/H99Q/C1225/M157K

495 F30Y/v38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q/C12 33.5
2S5/M157K/T158A

496 F30Y/V38E/Y40H/V41R/T56A/L97bA/H99Q 31.9
/C122S5/M157K/K243M

498 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/L97b 40.5
A/H99Q/C1225/M157K

500 F30Y/R35H/V38D/T39S/Y40L/V41R/L97bA 84.7
/H99Q/C1225/T147S5/M157K

503 F30H/R36L/V38E/V41R/K82R/L97bA/H99 29
Q/C122S/Y151L/M157K

504 F30H/R35H/V38D/V41R/K61E/L97bA/H99 354
Q/C122S/Y151L/M157K/R206H

505 117V/F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C12 2 9
2S5/Y151L/M157K

506 F30H/R35S/V38E/V41R/Y60bH/L97bA/H9 50.1
9Q/C122S/Y151L/M157K

507 F30H/R36H/V38D/V41R/T56A/L97bA/H99 40
Q/C122S/Y151L/M157K

508 F30H/R35Q/H37T/V38D/V41R/L97bA/H99 93.6
Q/C1225/Y1491/Y151L/M157K/R217D
F30H/R35Q/H37W/V38D/V41R/D60aE/Y6

509 | 0bS/L97bA/H99Q/C122S5/Y149L/Y151L/M1 | 40.8
57K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet F (1571 635 08 24
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | keat/km (M-
nM) 1s-1)

F30H/R35Q/H37Q/V38D/V41R/A96D/L97b

510 | A/H99Q/C122S5/Y149L/Y151L/M157K/R217 | 96.8
D

511 F30H/R35H/H371/V38D/V41R/L97bA/H99 30.6
Q/C122S5/Y149W/Y151L/M157K/R217S

513 F30H/R35Q/H37W/V38D/V41R/L97bA/H9 14.7
9Q/C122S/Y151L/M157K

514 F30H/R35L/H37D/V38D/V41R/L97bA/H99 1.8
Q/C122S/Y151L/M157K/R217E

515 F30H/R35Q/H37T/V38D/V41R/L97bA/H99 8.9
Q/C122S/Y151L/M157K

516 F30H/R35Q/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C12 35
2S5/Y151L/M157K
F30H/R35Q/H37W/V38D/V41R/D60aE/L97

517 | bA/H99Q/C1225/Y149L/Y151L/M157K/R21 | 36.4
7D

518 F30H/R35Q/V38D/V41R/Y60bE/L97bA/H9 66.3
9Q/C1225/Y149N/Y151L/M157K

519 F30Y/R35Q/Vv38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 53.8
Q/C1225/Y149W/M157K/R217D

520 F30Y/R35Q/H37W/V38D/Y40H/V41R/Y60b 8.3
N/L97bA/H99Q/C122S/Y149H/M157K

523 F30Y/R35H/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 873
Q/C1225/M157K

535 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C1225/Y1 559
51L/M157T

542 N26D/F30Y/V38D/Y40H/V41R/165T/L97bA 93.2
/H99Q/C1225/M1261/M157K

543 F30Y/V38D/Y40L/V41R/L97bA/H99Q/C122 4.4
S/Y151L/M157K/Q192H
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | keat/km (M-
nM) 1s-1)

545 F30Y/V38D/Y40L/V41R/L97bA/H99Q/C122 515
S/Y151L/M157A/Q192Y

550 F30Y/R36H/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 38.5
L/C122S5/F141L/M157K/T158A

551 F30Y/R35H/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 331
Q/C122S/1138V/M157K

552 T221/F30Y/R355/V38D/Y40H/V41R/L97bA 42 9
/H99Q/C122S/1138V/M157K

553 F30Y/R36S/V38D/T391/Y40H/V41R/L97bA 546
/H99Q/C1225/5146P/M157K/T158S

555 F30Y/R35L/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 65.1
Q/C1225/M157K

557 F30Y/R35L/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 11.3
Q/C1225/M157K/T158A

561 F30Y/R35L/V38D/Y40H/V41R/N76S/L97bA 43.6
/H99Q/C1225/M157K/K187E

562 F30Y/R35H/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99 26.3
Q/C1225/M157K/T158S

564 F30H/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C122S5/Y1 85 7
51L/M157K/Q192H/R239H
F30H/R35Q/H37Y/V38D/V41R/D60aE/Y60

565 bN/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/Y151L/M15 | 71.4
7K
F30Y/R35T/H37T/V38D/Y40H/V41R/D60a

576 | P/Y60bD/L97bA/H99Q/C122S/Y149T/M157 | 94.7
K

584 F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/L97b 49.3
A/H99Q/C122S/Y149N/L150V/M157K
F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/T97al/L97b

586 | A/H99Q/C122S/S146F/M157K/Q192H/K24 | 24.1
3Q
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R36H/V38E/Y40H/V41R/K61E/T97al
587 | /L97bA/H99Q/C122S/Y149H/M157K/K187 | 57.7
R
F30Y/R36H/H37S/V38E/T39L/Y40H/V41R/
591 | Y60bH/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/ | 67.5
M157K
F30Y/R35L/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40H/
592 | V41R/Y60bA/T97aD/L97bA/H99Q/C122S/ | 77.9
Y149R/M157K
F30Y/R36H/H37E/V38E/T39Y/Y40H/V41R/
594 | Y60bN/T97aV/L97bA/H99Q/C122S5/Y149K/ | 96.3
M157K
F30Y/R36H/H37G/V38E/T39W/Y40H/V41R
595 | /Y60bA/T97aE/L97bA/HO99Q/C1225/Y149Q | 44.6
/M157K
F30Y/R36H/H37F/V38E/T39Y/Y40H/V41R/
597 |Y60bD/T97aV/L97bA/H99Q/C1225/Y149L/ | 16.8
M157K
F30Y/R36H/H37N/V38E/T39Y/Y40H/V41R/
598 | Y60bQ/T97aV/L97bA/HO99Q/C1225/Y149L/ | 51.4
M157K
F30Y/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40H/V41R
600 | /Y60bV/T97aE/L97bA/H99Q/C122S5/Y149R | 63.9
/M157K
F30Y/R36H/H37A/V38E/T39Y/Y40H/V41R/
601 | Y60bQ/T97aV/L97bA/HO99Q/C122S/Y149R/ | 46.9
M157K
F30Y/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40H/V41R
603 | /Y60bN/T97aV/L97bA/H99Q/C122S/Y149R | 56
/M157K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;: Colombia
Modet T
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40H/
604 | V41R/Y60bS/T97aL/L97bA/H99Q/C122S/Y | 18
149L/M157K
F30Y/R36H/V38E/T39V/Y40H/V41R/Y60b
605 | H/T97aE/L97bA/H99Q/C1225/Y149S/M157 | 99.7
K
F30Y/R36H/H37E/V38E/T39F/Y40H/V41R/
606 | Y60bN/T97aV/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/ | 56.4
M157K
F30Y/R36H/H37G/V38E/T39Y/Y40H/V41R/
607 | Y60bN/T97aA/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/ | 64.2
M157K
F30Y/R351/R36H/H37E/V38E/T39Y/Y40H/V
608 | 41R/Y60bS/T97aV/L97bA/H99Q/C122S/Y1 | 36.9
49L/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/
611 | V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 12.7
149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37Q/V38E/T39H/Y40H
612 | /V41R/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149L/ | 30.3
M157K
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40H/
613 | V41R/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/ 7.64
M157K
F30Y/R35V/R36H/H37G/V38E/T39W/Y40H/
614 | V41R/Y60bW/T97al/L97bA/H99Q/C122S/ | 3.47
Y149E/M157K
F30Y/R35M/R36H/H37G/V38E/T39F/Y40H/
615 | V41R/Y60bP/T97aF/L97bA/H99Q/C122S/Y | 11.7
149R/M157K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;: Colombia
Modet T
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35V/R36H/H37G/V38E/T39W/Y40H/

616 | V41R/Y60bA/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 8.3
149R/M157K
F30Y/R35V/R36H/H37S/V38E/T39F/Y40H/

617 | V41R/Y60bS/T97aM/L97bA/HO99Q/C122S/ | 10.2
Y149W/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40H/

618 | V41R/Y60bT/T97aD/L97bA/H99Q/C122S/Y | 41.3
149R/M157K
F30Y/R35L/R36H/H37G/V38E/T39Y/Y40H/

619 | V41R/Y60bP/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 22.1
149M/M157K
F30Y/R35F/R36H/H37G/V38E/T39Y/Y40H/

620 | V41R/Y60bS/T97aD/L97bA/HO99Q/C122S/ | 36.7
Y149R/M157K
F30Y/R35V/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/

621 | V41R/Y60bP/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 25.4
149E/M157K
F30Y/R35V/R36H/H37K/V38E/T39F/Y40H/

623 | V41R/Y60bN/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 22.6
149R/M157K
F30Y/R35V/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40H/

624 | V41R/Y60bP/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 9.54
149R/M157K
F30Y/R35V/R36H/H37G/V38E/T39L/Y40H/

625 | V41R/Y60bT/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 60.1
149R/M157K/Q192T/R239H
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39F/Y40H/

627 | V41R/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 15.4
149R/M157K
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40H/

628 | V41R/Y60bA/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 13.5
149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39Y/Y40H/

629 | V41R/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 70.8
149R/M157K/Q192M
F30Y/R35Y/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40H/

633 | V41R/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y | 10.8
149R/M157K

645 R35W/H37D/V38D/T39Y/V41R/Y60bS/L97 37.4
bA/H99Q/C122S/Y149R

647 R35Q/H37N/V38D/T39Y/V41R/Y60bP/LS7 45 4
bA/H99Q/C122S

648 R35W/H37D/V38D/T39Y/V41R/Y60bH/L97 44 2
bA/H99Q/C122S/Y149R
R35V/R36H/H37D/V38E/T39W/Y40M/V41

650 | R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157 | 13.1
K
F30Y/R35L/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40F/

651 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M | 80.9
157K/Q192N
F30H/R35Q/R36H/H37Y/V38E/T39Y/Y40L/

653 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S5/Y149R/M | 17.8
157K

656 R35Q/R36H/H37Y/V38E/T39Y/Y40L/V41R/ 233
T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35L/R36H/H37E/V38E/T39N/Y40F/

657 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S5/Y149R/M | 29.6
157K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R351/R36H/H37D/V38E/T39F/Y40F/V
658 | 41R/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M1 | 14.1
57K
F30H/R35L/R36H/H37E/V38E/T39F/Y40F/
661 | V41R/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149R/M | 70.4
157K
F30Y/R35W/R36H/H37D/V38E/T39Y/Y40F/
663 | V41R/Y60bS/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 45.8
149K/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37E/S37dP/V38E/T39
664 | W/Y40H/V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/HO99Q | 16.8
/C122S/Y149K/M157K
124T/F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39W/
665 | Y40H/V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/H99Q/C | 20.6
122S5/Y149K/M157K
124N/F30Y/R35W/R36H/H37E/V38E/T39W/
666 | Y40L/V41R/Y60bQ/N87D/T97aE/L97bA/HYS | 18.2
9Q/C122S/Y149K/M157K
668 F30Y/R35W/H37Y/V38E/T39Y/Y40H/V41R 4.92
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
F30Y/R35W/H37S/V38E/T39Y/Y40H/V41R
669 | /Y60bN/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/ | 6.35
M157K
F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/
670 | V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y | 8.44
149R
671 R35Y/R36H/H37S/V38D/T39Y/V41R/Y60b 573
N/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
672 R36H/H37S/V38E/T39W/V41R/Y60bN/T97 54.1
al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
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Clarke
Modet T

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

T (+57) 1618 10 88
F (+57) 1 635 08 24

SEQ
ID
NO*

Cadena de mutacion

Tabla
14
EDso

() (60

nM)

Tabla
EDso
plasma
humano

19
80%

min,

Tabla 20
kcat/km (M'
1s-1)

673

R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/V41R/Y60b
N/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/M157
K

34

675

R35W/R36N/H37S/V38E/T39Y/Y40M/V41R
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
/M157S

5.52

676

R35W/R36Q/H37S/V38T/T39Y/Y40H/V41R
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
/Y151P/M157R

4.78

677

F30Y/R35W/R36Q/H37S/V38P/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/M157R

7.55

678

R35W/R36Q/H37S/V38P/T39Y/V41R/Y60b
N/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/Y151
L

2.38

679

F30H/R35W/R36T/H37S/V38P/T39Y/V41R
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
/Y151L/M157S

7.59

680

F30Y/R35W/R36Q/H37S/V38E/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/Y151L/M157T/Q192H

12.4

681

F30Y/R35W/R36K/H37S/V38D/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/Y151L/M157R/Q192T

15.9

682

R35W/R36K/H37S/V38E/T39Y/Y40L/V41R
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
/Y151L/M157S/Q192H

5.01

683

F30Y/R35W/R36S/H375/V38Q/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/Y151L/M157S/Q192N

8.86
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Clarke
Modet T

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

T (+57) 1618 10 88
F (+57) 1 635 08 24

SEQ
ID
NO*

Cadena de mutacion

Tabla
14
EDso

() (60

nM)

Tabla
EDso
plasma
humano

19
80%

min,

Tabla 20
kcat/km (M'
1s-1)

684

F30Y/R35W/R36Q/H37S/V38T/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/HO99Q/C122S/Y
149R/Y151L/M157K/Q192T

11.8

685

R35W/R36K/H37S/V38A/T39Y/V41R/Y60b
N/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/Y151
L/M157R/Q192T

13.3

686

F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40H/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/Y151P/M157K/Q192H

41

687

R35W/R36Q/H37S/V38E/T39Y/Y40L/V41R
/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
/Y151L/M1575/Q192T

19

688

R35W/R36Q/H37S/V38S/T39Y/V41R/Y60b
N/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y149R/Y151
L/M157S/Q192H

8.04

689

F30H/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40M
/V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/
Y149R/M157K

13

690

F30Y/R35W/R36T/H37S/V38S/T39Y/Y40L/
V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/Y
149R/Y151L/M157R/Q192Y

4.47

693

F30Y/R35K/R36H/H37E/R37aK/V38E/T39F
/Y40F/V41R/D60aP/Y60bS/T97al/L97bA/H
99Q/C122S/Y149R/M157K

28.1

694

F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39Y
/Y40F/V41R/D60aP/Y60bG/T97al/L97bA/
H99Q/C122S/Y149R/M157K

28.3

695

F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T391
/Y40F/V41R/D60aP/Y60bD/T97al/L97bA/
H99Q/C1225/Y149M/M157K

69.2

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35H/R36H/H37D/R37aE/V38E/T39Y
696 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bD/T97al/L97bA/ 33.4
H99Q/C122S/Y149R/M157K
697 H37M/R37aD/V38E/T39A/V41R/D60aP/Y6 42 7
0bS/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
R35F/H37D/R37aS/V38E/T39Y/V41R/D60
698 | aE/Y60bD/T97al/L97bA/HO99Q/C1225/Y149 | 63.4
R
R35A/H37D/R37aN/V38E/T39F/V41R/D60
699 | aP/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 65.8
R
R35Q/H37D/R37aA/V38E/T39F/V41R/D60
700 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 80.7
R
R35W/H37D/R37aP/V38E/T39W/V41R/D6
701 | 0aR/Y60bS/T97al/L97bA/H99Q/C122S5/Y14 | 11.8
9R
202 R35F/H37D/R37aN/V38E/T39Y/V41R/Y60 30.9
bS/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
R35Y/H37S/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60a
703 | P/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 10.3
R
R35Q/H37Y/R37aD/V38E/T39L/V41R/D60
704 | aE/Y60bT/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 29.4
R
R35W/H37P/R37aG/V38E/T39Y/V41R/D60
705 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 7.4
R
N26D/F30Y/R35Y/R36H/H37E/V38E/T39F/
706 | Y40F/V41R/K61E/T97al/L97bA/H99Q/R11 | 10.3
0dS/P114S/C122S/Y149R/M157K

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35Y/R36H/H37N/V38E/T39F/Y40F/

707 | VA41R/K61E/R72H/T97al/L97bA/H99Q/C12 | 7.64
25/Y149R/M157K/Q169K
F30Y/R35Y/R36H/H37E/V38E/T39F/Y40F/V

708 | 41R/K61E/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y14 | 11.1
9R/M157K/T242A
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39F

709 | /Y40F/V41R/D60aS/Y60bP/T97aE/L97bA/ | 55.3
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35M/R36H/H37D/R37aD/V38E/T39

710 | Y/Y40F/V41R/D60aP/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 41.2
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aN/V38E/T39Y

711 | /Y40F/V41R/Y60bA/T97aE/L97bA/H99Q/C | 66.2
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39Y

712 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 38.6
H99Q/C122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37D/R37aE/V38E/T39

713 | Y/Y40F/V41R/D60aE/Y60bF/T97aE/L97bA/ | 21.8
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37Y/R37aE/V38E/T39Y

714 | /Y40F/V41R/D60aS/Y60bP/T97aE/L97bA/ | 18.1
H99Q/C122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37Y/R37aD/V38E/T39Y

715 | /Y40F/V41R/Y60bV/T97aE/L97bA/H99Q/C | 30.4
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35A/R36H/H37T/R37aD/V38E/T39Y

716 | /Y40L/V41R/D60aP/Y60bE/T97aE/L97bA/ | 80.7
H99Q/C122S/Y149R/M157K
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;?, Colombia
Modet T
Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)

F30Y/R35W/R36H/H37S/V38E/T39Y/Y40F/

217 V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/H99Q/C122S/ 13.6
N1455/5S146V/T147M/D148G/Y149Q/L150
F/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39F

718 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 38.2
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aL/V38E/T39N

719 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bT/T97aE/L97bA/ | 59.9
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35E/R36H/H37D/R37aN/V38E/T39Y

720 | /Y40F/V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/HO99Q/C | 40
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R36H/H37M/R37aD/V38E/T39G/Y40F

721 | /V41R/D60aP/Y60bE/T97aE/L97bA/H99Q/ | 85.9
C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37E/R37aP/V38E/T39Y

722 | /Y40F/V41R/Y60bN/T97aE/L97bA/HO9Q/C | 47.7
1225/Y149Q/M157K
F30Y/R35Y/R36H/H37P/R37aQ/V38E/T39Y

724 | /Y40F/V41R/Y60bH/T97aE/L97bA/HO99Q/C | 11.3
122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35F/R36H/H37D/R37aD/V38E/T39H

725 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bA/T97aE/L97bA/ | 71.3
H99Q/C122S5/Y149R/M157K
F30Y/R35Q/R36H/H37Y/R37aE/V38E/T39Y

726 | /Y40F/V41R/D60aE/Y60bA/T97aE/L97bA/ | 29.3
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37P/R37aD/V38E/T39Y

727 | /Y40F/V41R/D60aE/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 8.9
H99Q/C122S/Y149R/M157K
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
F30Y/R35Q/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39Y
728 | /Y40F/V41R/D60aA/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 38.5
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35M/R36H/H37G/R37aE/V38E/T39Y
729 | /Y40F/V41R/D60aP/Y60bS/T97aE/L97bA/ | 22.9
H99Q/C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37P/R37aQ/V38E/T39
731 | Y/Y40F/V41R/Y60bQ/T97aE/L97bA/HO99Q/ | 7.52
C122S/Y149R/M157K
F30Y/R35W/R36H/H37P/R37aE/V38E/T39Y
732 | /Y40F/V41R/Y60bA/T97aE/L97bA/H99Q/C | 10.3
1225/Y149R/M157K
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
733 | aA/Y60bP/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 17.4
R
R35L/H37D/R37aS/V38E/T39Y/V41R/D60
734 | aP/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 42.9
R
R35M/H37G/R37aD/V38E/T39W/V41R/D6
735 | 0aP/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y14 | 42.3
9R
R35Q/H37G/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60
736 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 29.2
R
R35A/H37G/R37aE/V38E/T39F/V41R/D60
737 | aE/Y60bP/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 51.1
R
R35Q/H37S/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
738 | aP/Y60bS/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 26.3
R
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;: Colombia
Modet F(+57) 1635 08 24
Tabla 19
SEQ Tabla ElDSO 80%
L plasma
,I\l[z)* Cadena de mutacion é;so humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
R35Q/H37G/R37aE/V38E/T39H/V41R/D60
740 | aP/Y60bA/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 80.1
R
R35W/H37D/R37aS/V38E/T39Y/V41R/D60
741 | aE/Y60bS/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149 | 26.9
R
R35Q/H37G/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
742 | aP/Y60bT/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 40.9
R
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
743 | aG/Y60bS/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y14 | 18.1
9R
R35W/H37P/R37aN/V38E/T39Y/V41R/D60
744 | aP/Y60bL/D97T/T97aE/L97bG/A98S/HO9L/ | 6.17
C122S
R35Y/H37V/R37aW/V38E/T39Y/V41R/D60
746 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151 | 11.6
L/Q192T
H37T/R37alL/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60
748 | bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151L/Q19 | 47.9
2R
249 R35Y/H37S/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60a 0.92
P/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151L
R35Y/H37S/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60a
750 | P/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151L | 5.26
/Q192H
R35A/H37E/R37aG/V38E/T39Y/V41R/D60
751 | aP/Y60bD/T97al/L97bA/HO99Q/C122S/Y151 | 4.76
L
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Clarke + E?glzazol%%gg%\;: Colombia
Modet D
Tabla 19
SEQ Tabla ElDSO 80%
L plasma
lI\lEz)>|< Cadena de mutacion é;so humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
R35W/H37G/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60
752 | aP/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151 | 8.07
L/Q192T
753 R35Y/H37S/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60a 6.4
P/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S
R35A/H37T/R37aD/V38E/T39Y/V41R/D60
754 | aP/Y60bD/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y151 | 25.5
L/Q192S
R35Q/H37Y/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60
792 | aQ/Y60bP/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 5.14
R
R35N/H37S/R37aE/V38E/T39F/V41R/D60
793 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 59.5
R
R35H/H37P/R37aG/V38E/T39F/V41R/D60
794 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 12.6
R
R35Q/H37G/R37aD/V38E/T39Y/V41R/D60
795 | aP/Y60bA/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 27.1
R
206 R35L/H37D/R37aN/V38E/T39Y/V41R/D60 10.4
aP/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
R35N/H37T/R37aY/V38E/T39Y/V41R/D60
797 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 28.7
R
R35Q/H37D/R37aK/V38E/T39F/V41R/D60
798 | aP/Y60bS/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 27.1
R
R35Q/H37Y/R37aS/V38E/T39Y/V41R/D60
799 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 8.95
R
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Clarke n

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia

110221 Bogota, Colombia

Modet e
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
ID Cadena de mutacidn 14 plasma
NO* EDss humano Tabla 20
(nM) (60 min, | kcat/km (M-
nM) 1s-1)
R35Q/H37Y/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60
800 | aN/Y60bN/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y14 | 14.5
9R
R35Q/H37S/R37aP/V38E/T39Y/V41R/D60
801 | aP/Y60bE/T97al/L97bA/H99Q/C1225/Y149 | 33.8
R
802 R35Y/H37D/V38E/T39W/V41R/D60aP/Y60 5 57
bE/T97al/L97bA/H99Q/C122S/Y149R
807 V38E/T39L/V41R/D60aP/Y60bD/T97al/L9 211
7bA/H99Q/C1225/Y149V/Y151L/Q192T
818 V38D/V41R/Y60bK/T97aS/L97bR/H99E/C 35
122S/Y151L/E175D/Q192T/R217E/K224R
821 V38D/V41R/Y60bR/T97aW/L97bR/H99E/C 14.8
122S/E175D/R217E/K224R
822 V38D/V41R/Y60bS/T97al/L97bR/H99E/C1 49 1
22S/Y151L/E175D/Q192F/R217E/K224R
830 V38D/V41R/L97bG/H99Q/C122S/Y151L/R 17.7
217A
831 V38D/V41R/L97bG/H99Q/C122S/Y151L/R 9.09
217E
832 R35Q/V38D/V41R/T97aS/L97bA/H99Q/C1 4.8
22S/Y151L
834 R35Q/V38D/V41R/L97bG/H99Q/C122S5/Y1 2.9
51L
835 R35S/V38D/V41R/L97bA/H99Q/C122S5/Y1 25 7
51L
R35K/V38D/Y40H/V41R/Y60bS/L97bG/H9
839 75.6
9Q/C122S
849 V38D/V41R/Y60bR/L97bR/HI99E/C122S/Y 66.2
151L/E175D/Q192T/R217E/K224R
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovi
Clarke + 11IOI2CI201 B%gg%\;?, Colombia
T (+57) 1 618 10 88
MOdet F (157) 1 635 08 24
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
lasma
ID Cadena de mutacion 14 P
NO* ED humano Tabla 20
(n;l") (60  min, | keat/Km (M-
nM) 1s-1)
855 V38D/V41R/Y60bR/L97bR/H99L/C122S/Y1 94.9
51L/E175D/Q192Y/R217E/K224R '
V38D/T39W/Y40L/V41R/T97aL/L97bA/H9
868 48.9
9Q/C122S
VV38D/T39F/Y40L/V41R/T97aW/L97bA/H9
869 / / / / aw/ / 37.8
9Q/C122S
871 R37aS/V38D/T39Y/Y40M/V41R/T97alL/L97 81.2
bA/H99Q/C122S '
VV38D/T39L/Y40L/V41R/T97aV/L97bA/H99
872 / / / / av/ / 41.6
Q/C122S
VV38D/T39L/Y40L/V41R/T97al/L97bA/H99
873 / / / / al/ / 38.2
Q/C122S
V38D/T39L/Y40L/V41R/T97aW/L97bA/H9
874 49.1
9Q/C122S
V38D/T39Y/Y40H/V41R/T97al/L97bA/H99
875 30.7
Q/C122S
V38D/T39Y/Y40L/V41R/T97aW/L97bA/HO
876 38.4
9Q/C122S
877 V38D/T39Y/Y40M/V41R/T97aW/L97bA/HO 50.1
9Q/C122S '
V38D/T39Y/Y40L/V41R/T97aE/L97bA/H99
878 37.8
Q/C122S
875 V38D/T39Y/Y40M/V41R/T97aE/L97bA/H9 45
9Q/C122S
V38D/V41R/L97bR/H99Q/C122S/Y151L/R
881 / / / Q/ / / 31.5
217E
V38D/V41R/L97bR/H99E/C122S/Y151L/R2
882 11.4
17E
V38D/V41R/L97bR/H99Q/C122S/Y151L/R
884 217\// / / v / / 33.7
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Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio S i
Clarke + 11IOI2CI201 B%gg%\;?, Colombia
T (+57) 1618 10 88
MOdet F (157) 1 635 08 24
Tabla 19
SEQ Tabla EDso 80%
lasma
ID Cadena de mutacion 14 P
NO* ED humano Tabla 20
(n;l") (60  min, | keat/Km (M-
nM) 1s-1)
H37G/R37aD/G37bD/V38F/T39H/V41R/Y6
900 | 0bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E17 | 50.9
5D/Q192T/R217E/K224R
R35Q/H37G/R37aE/V38Y/T39H/V41R/Y60
901 | bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175 | 67.6
D/Q192T/R217E/K224R
R35K/H37A/R37aE/V38H/T39Y/V41R/Y60
902 bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175 | 55.9
D/Q192T/R217E/K224R
R35Q/H37G/R37aE/V38Y/T39F/V41R/Y60
903 | bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175 | 60.1
D/Q192T/R217E/K224R
R35Q/H37G/R37aE/V38W/T39Y/V41R/Y60
904 | bK/T97aS/L97bR/H99E/C122S/Y151L/E175 | 44.6
D/Q192T/R217E/K224R
524 R36S/V38D/T39L/Y40L/V41R/L97bI/HI9E 31.5
/C122S/R217T '
R37aS/V38D/T39Y/Y40F/V41R/H99L/C122
925 49.9
S/R217T
V38D/T39Y/Y40L/V41R/L97bI/H99E/C122
926 12.8
S/R217E
R37aS/V38D/T39Y/V41R/L97bI/H99E/C12
932 70.1
2S/R217T
R37aS/V38E/Y40V/V41R/H99L/C122S/Y15
949 9.04
1L/R217V
V38E/Y40L/V41R/H99L/C122S/Y151L/R21
950 16.1
7S
951 R36L/V38E/Y40Q/V41R/L97bG/H99Q/C12 63.7
2S/Y151P/R217S '
558 R36S/V38E/Y40Q/V41R/L97bG/H99L/C12 34.3
2S/Y151P/R217E )
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Tabla 19

SEQ Tabla EDso 80%

ID Cadena de mutacidn 14 plasma

NO* EDss humano Tabla 20

(nM) (60 min, | keat/km (M-
nM) 1s-1)

972 V38E/T39W/V41R/D60aP/Y60bD/L97bA/H 33.5
99L/C122S

973 V38E/T39Y/V41R/D60aW/Y60bP/L97bR/H 16.4
991/C122S

975 V38E/T39L/V41R/D60aN/Y60bP/L97bG/H9 46.8
9Q/C122S
V38E/T39W/V41R/D60aW/Y60bP/L97bG/H

977 4.94
99L/C122S

978 R35H/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/L97 191
bA/H99Q/C122S/1138V/E167K

979 R35H/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/L97 10.6
bA/H99Q/C122S/T158S/E167K

980 R35H/G37bD/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y6 12.4
0bQ/L97bA/H99Q/C1225/T158S

981 R35H/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/L97 293
bA/H99Q/C122S/T158A

982 R35H/V38E/T39Y/V41R/T56A/D60aP/Y60b 19.9
Q/L97bA/H99Q/C122S

983 R35H/V38E/T39Y/V41R/T565/D60aP/Y60b 14.6
Q/L97bA/H99Q/C122S/T158S

984 R37aH/V38E/T39Y/V41R/T56A/D60aP/Y60 58.8
bQ/L97bA/H99Q/C122S/T158A

985 R37aH/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/L9 90.7
7bA/H99Q/C122S

986 R35H/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/P60 19.4
cS/L97bA/H99Q/C122S/1138V/E167K

Como se ha discutido en la solicitud y en los argumentos anteriormente presentados,
la solicitud proporciona polipéptidos u-PA modificados que comprenden la modificacion
V41R y que muestran actividad en la cision de C3 y a concentraciones relativamente

bajas.

La caracteristica técnica comun compartida entre todos los polipéptidos
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reclamados es un polipéptido u-PA modificado que comprende V41R y escinde e inactiva
C3. La u-PA de tipo silvestre esencialmente no escinde C3 (véanse los datos
reproducidos previamente). Los datos de la solicitud demuestran el aumento en la
especificidad para C3.

Los polipéptidos u-PA modificados reivindicados constituyen un conjunto unificado,
novedoso y no evidente frente al arte citado, asi como frente a cualquier otro estado de
la técnica del que el solicitante tenga conocimiento. El documento D1 (US
2006/0142195) se limita a ensefiar modificaciones de u-PA destinadas a potenciar sus
actividades nativas como activador de plasmindgeno y a su uso terapéutico en la
modulacion de la coagulacion. En ningln momento D1 sugiere ablacionar dichas
actividades nativas ni utilizar u-PA como andamiaje para introducir una nueva funcion
enzimatica.

La u-PA no modificada no escinde la proteina del complemento C3, ni reconoce su sitio
de escision. Esto se evidencia claramente en los datos experimentales reproducidos de
las Tablas 14, 19 y 20, donde el polipéptido tipo silvestre (SEQ ID NO:5) no presenta
actividad de escisidn sobre C3. En marcado contraste, los polipéptidos u-PA modificados
que incorporan las combinaciones de mutaciones definidas en las reivindicaciones
muestran valores de EDso significativamente bajos, lo que refleja una alta actividad y
especificidad para la escision de C3.

Tabla 19
EDso 80% | Tabla
SEQ Tabla >0 °
. plasma 20
ID Cadena de mutacion 14
humano Kcat/Km
NO* EDso _
(60 min, | (M-1s-
(nM)
nM) 1)
N/A
. . . 1.54E
5 U-PA de tipo silvestre (dominio proteasa) | (>350 | > 6000 +04
con C122S 0)

Como se explica en la solicitud, el SEQ ID NO 5 incluye la mutaciéon C122S, que no
afecta a la actividad, pero se incluye para evitar la agregacion y permitir que se realicen
experimentos in vitro. El u-PA de tipo silvestre no tiene actividad para escindir C3.

D1 ensefa variantes de la uroquinasa modificadas para tener mayor especificidad para
fibrina, en comparaciéon con el fibrindgeno, lo que hace que la u-PA no sea neurotdxica
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para el tratamiento del ictus. D1 no revela, ensena ni sugiere un u-PA modificado que
tenga actividad y/o especificidad para escindir C3 con el fin de inhibir el complemento,
ni D1 ensefia ni sugiere reemplazar su actividad nativa por una nueva. No hay
divulgacion, enseflanza ni sugerencia en D1 de una u-PA modificada que comprenda
V41R, ni ninguna de las modificaciones mencionadas en las reivindicaciones, y que
tenga actividad y/o especificidad para la proteina del complemento C3. D1 no revela,
ensefa ni sugiere un polipéptido u-PA modificado en el que la actividad nativa haya sido
ablacionada. Por el contrario, los polipéptidos u-PA modificados reivindicados en la
presente solicitud carecen de la actividad nativa de u-PA y, en consecuencia, no pueden
emplearse para el tratamiento de accidentes cerebrovasculares mediante la modulacion
de la coagulacion. Asi, mientras D1 persigue potenciar o preservar la funcion fisioldgica
de u-PA como activador de plasmindgeno, la invencion reivindicada se dirige a un
cambio funcional fundamental, en el que la actividad nativa es eliminada y sustituida
por una nueva especificidad enzimatica dirigida a la escisién de C3.

D1 ensefa que su uroquinasa modificada de SEQ ID NO: 2, que es diferente de la u-PA
establecida en la solicitud actual y que comprende sustituciones en las posiciones 420-
423, muestra un aumento en la actividad de activacién del plasmindgeno en presencia
de fibrina. Las reivindicaciones indican que la actividad del factor activador de
plasmindgeno modificado [u-PA] "se incrementa mas de 650 veces en presencia de
fibrina" en comparacion con la uroquinasa silvestre. Esto contrasta con la presente
solicitud en la que se emplea u-PA como sustrato para modificar su actividad y/o
especificidad al sustrato, de modo que corte un sustrato objetivo, C3, y no corte el
plasmindgeno nativo del sustrato. D1 no ensefia ni sugiere modificar u-PA para eliminar
su actividad.

No hay divulgacion, ensefianza ni sugerencia en D1 de modificar u-PA para eliminar su
especificidad de sustrato para plasmindgeno, de modo que no pueda usarse para alterar
la coagulacién en el tratamiento del ictus. D1 no revela, ensefia ni sugiere la
modificacion V41R, ni ninguna de las modificaciones o combinaciones de aminoacidos
mencionadas en las reivindicaciones originales o modificadas, incluidas las
reivindicaciones dependientes, ni ninguna modificacion para introducir la capacidad de
escindir e inactivar C3. Como se describe a continuacion, la modificacion V41R, asi como
cada uno de los reemplazos R35Q, H37Y, V38E, T39Y, D60aP, L97bA, T97al y H99Q
que se reclaman en las reivindicaciones originales. Los polipéptidos, segun se afirma,
tienen actividad y especificidad del sustrato alteradas, de modo que los polipéptidos
escinden C3 e inactivan cada uno. D1 se centra en aumentar la actividad de u-PA frente
a su sustrato nativo, el plasmindgeno, en presencia de fibrina. En ningin punto D1
sugiere ablacionar la actividad nativa de u-PA ni redirigir su actividad o especificidad de
sustrato para escindir e inactivar C3, que constituye un sustrato no nativo de u-PA.
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Por el contrario, D1 parte de la premisa de conservar y potenciar la funcion fisiolégica
de u-PA, lo que se aleja conceptualmente del enfoque de la presente invencion, en la
que la actividad nativa es eliminada y sustituida por una nueva actividad dirigida
especificamente contra C3.

Asi, una caracteristica técnica comun compartida entre todos los polipéptidos
reclamados es un polipéptido u-PA modificado que escinde C3 (todos comparten esta
propiedad) y todos comprenden V41R, que aumenta la actividad para C3 25-27 veces,
y todos cortan e inactivan C3. D1 no revela, ensefia ni sugiere la modificacion V41R, ni
sus efectos en la escision de inactivacion de C3. Los polipéptidos reclamados no
reconocen el sustrato nativo ni el receptor (plasmindgeno, u-PA, respectivamente) para
u-PA. El V41R modificado hace que el polipéptido no sea adecuado para el tratamiento
del ictus a través de la via de coagulacion. No hay divulgacion, enseianza ni sugerencia
en D1 de una u-PA modificada que corte e inactive la proteina del complemento C3.
Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos de u-PA que componen la
modificacion V41R aumentan la escisidon de C3 entre 25 y 27 veces en comparacion con
el residuo de u-PA de tipo silvestre en esa posicién. Esta modificacién de la u-PA es
novedosa y poco evidente sobre el arte citado, y cualquier arte del que el solicitante
tenga conocimiento. Ni D1 ni ningun otro arte del que el solicitante tenga conocimiento
ensefia ni sugiere ninguno de los polipéptidos y combinaciones de modificaciones
mencionadas en las reivindicaciones dependientes.

En conclusidn, la unidad de invencidon se basa en una caracteristica técnica comun, no
en secuencias individuales. Segun la Decision 486 de 2000 de la Comunidad Andina,
una solicitud de patente debe estar relacionada con una invencién, o un grupo de
invenciones vinculadas para formar un concepto inventivo general Unico. Todos los
grupos respectivos, como se ha discutido extensamente anteriormente, estan unidos
en que son polipéptidos U-PA que han sido modificados y, como resultado de sus
modificaciones, pueden escindir la proteina C3 del complemento. Asi, los polipéptidos
u-PA modificados reclamados son unificados, novedosos y poco evidentes respecto a la
documentacion citada. En vista de las observaciones aqui expuestas, el solicitante
solicita respetuosamente la reconsideracién de los rechazos.

De este modo, los polipéptidos reivindicados comparten un concepto comun inventivo
gue no habia sido revelado previamente en los documentos del arte previo, por lo que
la solicitud cumple con los requerimientos establecidos en el Articulo 25 de la Decisién
486. Por lo tanto, respetuosamente solicito que se retire la objecion a este respecto.
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8. Nivel inventivo

El examinador ha indicado que las reivindicaciones 1 a 12, 14 a 77 y 92 a 95 carecerian
de nivel inventivo en vista de las ensefianzas del documento D1 (US20060142195) y
D3 (JP2009512451).

Con respecto a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del articulo 18 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, que establecen que “se
considerara que la invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese
resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparacion de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el contrario, el analisis de
nivel inventivo debe demaostrar la obviedad de la invencidn y establecer como ésta no
contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta
gue se hace necesario demostrar que la invencidn analizada carece de nivel inventivo
y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia.

Objeciéon del examinador

El Examinador considera que el documento D1 constituye el estado de la técnica mas
cercano, dado que divulga un activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA)
modificado que comprende diversas sustituciones de aminoacidos, asi como
modificaciones alternativas, y demuestra que cambios especificos en el bucle de
autolisis conducen a un aumento significativo de la especificidad por fibrina en
comparacién con el u-PA de tipo silvestre.

Segun el Examinador, la diferencia entre la reivindicacion 1 y el u-PA divulgado en D1
radica en (i) el uso de una secuencia base no modificada correspondiente a las SEQ ID
NO: 1-6 y (i) la combinacién especifica de sustituciones
F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/H99Q/C122S5/M157K. No obstante, el Examinador
sostiene que la solicitud no aporta evidencia de que dichas sustituciones,
individualmente o en combinacion, confieran un efecto técnico distinto o superior al ya
obtenido en D1, senfalando ademas que la memoria atribuye un efecto funcional
conocido Unicamente a la sustitucion C122S.
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En consecuencia, el Examinador formula el problema técnico objetivo como la mera
provision de un polipéptido u-PA modificado alternativo al divulgado en D1. A este
respecto, considera que el documento D3 ensefa precisamente estrategias alternativas
de modificacién, incluyendo sustituciones en la posicidén 41 y en otros residuos, asi como
la obtencidn de variantes de u-PA con capacidad de escindir proteinas del complemento
como C2 o C3, junto con la divulgacién de acidos nucleicos, vectores, células huésped,
composiciones, kits y combinaciones terapéuticas.

Dado que D3 propone modificaciones alternativas, incluidas explicitamente en la
posicion 41, el Examinador considera que una persona experta en la materia estaria
motivada a introducir sustituciones analogas a las ensefiadas en D3 en los u-PA
modificados de D1, llegando asi al polipéptido de la reivindicacién 1 sin actividad
inventiva. Asimismo, estima que las reivindicaciones dependientes no incorporan
caracteristicas adicionales que confieran nivel inventivo.

En relacién con la reivindicacién 38, dirigida a una proteina de fusién que comprende el
u-PA modificado, el Examinador vuelve a considerar a D1 como el estado de la técnica
mas cercano y sefala que las diferencias consisten en el uso de las SEQ ID NO: 1-6, la
misma combinacidn de sustituciones y la fusién del u-PA modificado a un polipéptido no
proteasa. Sin embargo, sostiene que no se demuestra ningun efecto técnico inesperado
o mejorado derivado de dicha fusién. Ademas, destaca que D3 divulga explicitamente
proteinas de fusidon que comprenden u-PA modificado, incluyendo fusiones con dominios
Fc, GST y secuencias sefal.

En vista de lo anterior, el Examinador concluye que una persona versada en la materia
estaria igualmente motivada a combinar las ensefianzas de D1 y D3, llegando de
manera obvia tanto al objeto de la reivindicacidn 1 como al de la reivindicacién 38, asi
como a sus reivindicaciones dependientes, las cuales considera que tampoco aportan
nivel inventivo.

La materia reclamada es inventiva a la luz del arte previo citado

El solicitante respetuosa y enfaticamente manifiesta su desacuerdo con la opinidn del
examinador. El efecto técnico que cambia la actividad/especificidad del sustrato de u-
PA de un sustrato nativo u-PA a uno no nativo e identifica que

1) esto es posible, y
2) que u-PA puede modificarse para escindir C3, y

3) identifica modificaciones de aminoacidos para efectuar la ablacién de la actividad
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nativa, de modo que efectivamente escinda e inactive C3 para inhibir la activacién del
complemento.

Ni la referencia (ni D2, ya mencionada) ensefia ni sugiere modificaciones de u-PA para
lograr este cambio.

D1, como se ha indicado anteriormente, no tiene relevancia para el tema reclamado en
la presente invencion. Aunque D1 describe la modificacion de un polipéptido u-PA,
ninguna de las modificaciones se comparte entre D1 y la solicitud instantanea, y las
modificaciones de aminodcidos descritas en D1 tienen efectos completamente
diferentes. D1 se modifica para mejorar la actividad nativa de u-PA, aumentando su
eficacia como activador de plasmindgenos, mientras que los polipéptidos reclamados en
la presente invencion han perdido la actividad nativa de unién al plasmindgeno y
presentan nueva actividad de unién y escisién para la proteina C3 del complemento.

Diferencias entre las ensefianzas de la D1 y la D3 y las reivindicaciones
actuales

D1: Publicacion de patentes estadounidenses n® 2006/0142195

D1 modifica polipéptidos que son activadores de plasmindégeno para el tratamiento del
ictus alterando la coagulacién sanguinea, reduciendo asi su neurotoxicidad. D1 ensefia
el uso y la produccién de factores activadores de plasmindgeno para el tratamiento del
ictus. D1 ensefia que la activacion del plasmindgeno es catalizada por u-PA (activador
de plasmindgeno tipo uroquinasa) y t-PA (activador de plasmindgeno tisular). D1
ensefia reemplazos que convierten a la u-PA en una mejor enzima u-PA para tratar el
ictus. D1 potencia la actividad nativa; La solicitud instantéanea abla deliberadamente la
actividad nativa de u-PA. No se sugiere alterar la actividad o especificidad de la u-PA
para escindir un sustrato completamente diferente, como C3, para dirigirse a una via
no relacionada con la coagulacion, ni tampoco se sugiere modificaciones que provoguen
tal cambio.

Ensefanza de la referencia citada y diferencias respecto a las reivindicaciones actuales
D1: Publicacion de patentes estadounidenses n® 2006/142195
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D1 modifica polipéptidos que son activadores de plasmindgeno para el tratamiento del
ictus alterando la coagulacién sanguinea, reduciendo asi su neurotoxicidad. D1 ensefa
el uso y la producciéon de factores activadores de plasmindgeno para el tratamiento del
ictus. D1 ensefia que la activacion del plasminégeno es catalizada por u-PA (activador
de plasmindgeno tipo uroquinasa) y t-PA (activador de plasmindgeno tisular). D1
ensefia reemplazos que convierten a la u-PA en una mejor enzima u-PA para tratar el
ictus. D1 potencia la actividad nativa; la solicitud instantdnea abla la actividad nativa.
No se sugiere alterar la actividad o especificidad de la u-PA para cortar un sustrato
completamente diferente, como C3, ni tampoco modificaciones que provoquen tal
cambio.

D1 enseia una uroquinasa modificada (SEQ ID NO: 2 de D1), que difiere de la
secuencia de u-PA descrita en la presente solicitud, e incorpora sustituciones en
las posiciones 420-423 destinadas a aumentar la actividad de activacion del
plasmindégeno en presencia de fibrina. D1 no contiene ninguna ensefianza ni
sugerencia de un u-PA modificado en el que se elimine o abla su actividad nativa, ni
divulga un polipéptido u-PA modificado que comprenda la sustitucion V41R, ni las
combinaciones de modificaciones reivindicadas en la presente solicitud. Asimismo, D1
no sugiere modificaciones orientadas a introducir actividad y/o especificidad frente a la
proteina C3 del complemento, ni a redirigir la especificidad de sustrato de u-PA hacia
un sustrato no nativo. En consecuencia, D1 no ensefia ni sugiere un polipéptido u-PA
modificado cuya actividad nativa haya sido ablada. Por el contrario, los polipéptidos u-
PA modificados reivindicados en la presente solicitud carecen de actividad nativa como
activadores de plasmindgeno, y, por tanto, no son aptos para el tratamiento de
accidentes cerebrovasculares mediante la modulacién de la coagulacion, lo que subraya
aun mas la distancia técnica y funcional respecto de D1.

No se menciona complemento ni C3 en D1. Las modificaciones de D1 aumentan la
especificidad/actividad del sustrato para el sustrato nativo. D1 ensefia reemplazos de
aminoacidos en posiciones muy diferentes a las que se afirman que aumentan la
actividad enzimatica de la uroquinasa para plasmindgeno. D1 no ensefia ni sugiere un
u-PA modificado que contenga ninguna de las modificaciones mencionadas en las
reivindicaciones 1 o 2, por lo que D1 no puede ni ensefia ni sugiere un u-PA modificado
como se afirma que ha aumentado la actividad y/o especificidad para C3. D1 no ensefia
ni sugiere una u-PA modificada que tenga ninguna de las modificaciones mencionadas
y la mayor actividad y/o especificidad para una proteina del complemento que sea C3,
en comparacion con el polipéptido u-PA no modificado que aparece en cualquiera de las
SEQ ID NOs: 1-6 ni con un fragmento cataliticamente activo que no contenga las
modificaciones. Como se afirma, los polipéptidos u-PA modificados de la presente
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solicitud tienen una reduccion o eliminacion sustancial de la actividad del plasmindgeno
en comparacion con el polipéptido u-PA del SEQ ID NO:5 (el dominio proteasa con el
reemplazo de C122S). En la practica, como se puede ver en los datos, los polipéptidos
u-PA modificados de solicitud instantanea tienen actividades para escindir C3
que son muchas veces, hasta 1000 veces o0 mas que la actividad de u-PA no
modificada para C3, y no escinden plasminégeno.

Las reivindicaciones en D1 indican que la actividad del factor activador de plasmindgeno
modificado (u-PA) "se incrementa mas de 650 veces en presencia de fibrina" en
comparacién con la uroquinasa de tipo silvestre. Esto contrasta con la presente solicitud
en la que el u-PA modificado no reconoce el plasmindgeno y se modifica para alterar su
actividad y/o especificidad del sustrato de modo que corte un sustrato objetivo, C3, y
no corte el plasminégeno nativo del sustrato. D1 no ensefa ni sugiere modificar u-PA
para eliminar su actividad.

D1 no ensefa ni sugiere un u-PA modificado que tenga actividad y/o especificidad para
C3, un sustrato completamente diferente en una via completamente distinta. No hay
ensefianza ni sugerencia en D1 de una u-PA modificada que tenga ninguna de las
modificaciones mencionadas y una mayor actividad/especificidad para una proteina del
complemento que sea C3, en comparacion con un polipéptido u-PA no modificado. D1
no ensefia ni sugiere un polipéptido u-PA modificado que tenga actividad reducida o
nula para el sustrato nativo, plasmindgeno.

D1 ensefia polipéptidos u-PA modificados que mantienen la especificidad del sustrato
de u-PA y tienen una actividad aumentada para el sustrato nativo; D1 proporciona a los
polipéptidos u-PA sus propiedades nativas. En la solicitud actual, el polipéptido u-PA es
un andamiaje sobre el que se confiere nueva actividad y especificidad del sustrato, para
la proteina del complemento C3; los polipéptidos reclamados no reconocen el
plasmindgeno como sustrato. D1, por tanto, proporciona reemplazos de u-PA que no
pueden ni sugieren ninguna de las modificaciones en los polipéptidos modificados de u-
PA proporcionados y reclamados en la solicitud actual.

D1 no menciona C3 como objetivo para u-PA. No se menciona en D1 el uso de u-PA,
como un polipéptido modificado de u-PA, para inhibir la activacién del complemento. D1
no ensefa ni sugiere ninguna de las modificaciones o combinaciones de aminoacidos
identificadas en la solicitud actual, ni su impacto en la escisién de C3. D1 no menciona
ninguna de las modificaciones de V41 ni las mencionadas combinaciones de
modificaciones de aminoacidos, que incluyen modificaciones como R35, H37, Y40,
D10a, L97b, T97a o H99 como residuo para aumentar la actividad y/o especificidad de
C3. D1 se ocupa del aumento de la actividad de u-PA para su sustrato nativo, el
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plasmindgeno, en presencia de fibrina. No hay ninguna sugerencia en D1 de ablar su
actividad nativa ni alterar su actividad/especificidad del sustrato para un sustrato no
nativo, como C3.

D1 ensefna variantes de la uroquinasa con mayor actividad fibrina, en comparacién con
el fibrindbgeno, para asi aumentar la escision del plasmindgeno y disminuir la
neurotoxicidad, para su uso en el tratamiento del ictus. D1 no ensefa ni sugiere ablar
la actividad nativa de la u-PA ni modificar su especificidad del sustrato para que escinda
e inactive la proteina del complemento C3 para inhibir el complemento. Como se
describe en la solicitud, la escisidon de proteinas del complemento, como la C3, es un
objetivo para el tratamiento de trastornos que implican activacion del complemento,
como la degeneracidon macular relacionada con la edad (DMAE) y la funcion tardia del
injerto (DGF). La solicitud muestra que las modificaciones listadas en las
reivindicaciones aumentan significativamente la actividad de escision de C3 en un sitio
que lo inactiva. D1 no ensefa ni sugiere ninguna de las modificaciones reclamadas, ni
los reemplazos particulares que contienen, ni su efecto en la actividad y/o especificidad
de C3. Como se ha sefialado anteriormente, todos los polipéptidos de la solicitud fueron
seleccionados por su capacidad para reconocer el sitio de la escisién en C3.

D1 ensefia que su uroquinasa modificada es de SEQ ID N.°2 en ella, lo cual es diferente
de la secuencia de u-PA establecida en la solicitud actual, que comprende
sustituciones en las posiciones 420-423, las cuales aumentan la actividad de
activacion del plasmindégeno en presencia de fibrina. No hay ensefianza ni sugerencia
en D1 de un u-PA modificado en el que se elimine la actividad nativa, ni de un
polipéptido u-PA modificado que comprende V41R, ni ninguna de las combinaciones de
modificaciones mencionadas, ni ninguna sugerencia de modificaciones que introduzcan
actividad y/o especificidad para la proteina C3 del complemento. D1 no ensefia ni
sugiere un polipéptido u-PA modificado en el que su actividad nativa esté ablada. Los
polipéptidos u-PA modificados, como los afirmados al instante, no tienen su actividad
nativa y no pueden usarse para tratar accidentes cerebrovasculares alterando la
actividad de coagulacion.

D1 no menciona en absoluto el sistema del complemento ni la proteina C3. Las
modificaciones divulgadas en D1 estan dirigidas exclusivamente a aumentar la
especificidad y/o actividad enzimatica de u-PA frente a su sustrato nativo, el
plasminégeno, y corresponden a reemplazos de aminoacidos en posiciones
completamente distintas de aquellas reivindicadas en la presente solicitud. En
consecuencia, D1 no ensefa ni sugiere un u-PA modificado que comprenda cualquiera
de las modificaciones definidas en las reivindicaciones 1 o 2, ni puede interpretarse
razonablemente que divulgue o sugiera un u-PA modificado con actividad y/o
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especificidad aumentada para la proteina C3 del complemento, que es un sustrato no
nativo.

Asimismo, D1 no ensefa ni sugiere una u-PA modificada que presente mayor actividad
y/o especificidad frente a una proteina del complemento, en particular C3, en
comparacién con el polipéptido u-PA no modificado representado por cualquiera de los
SEQ ID NO: 1-6, ni con un fragmento cataliticamente activo que carezca de las
modificaciones reivindicadas. Tal como se demuestra en la presente solicitud, los
polipéptidos u-PA modificados reivindicados presentan una reduccién sustancial o una
eliminacidon completa de la actividad de escisidén del plasmindégeno, en comparacion con
el polipéptido u-PA del SEQ ID NO: 5 (dominio proteasa que comprende el reemplazo
C122S). En la practica, y como se evidencia en los datos experimentales, los
polipéptidos u-PA modificados de la presente solicitud divulgan actividades de
escision de C3 que son miltiples 6rdenes de magnitud superiores, hasta 1000
veces 0 mas, a cualquier actividad observable de u-PA no modificada frente a
C3, y, de manera critica, los polipéptidos reivindicados no escinden
plasmindgeno.

Las reivindicaciones en D1 indican que la actividad del factor activador de plasmindgeno
modificado (u-PA) "se incrementa mas de 650 veces en presencia de fibrina" en
comparacién con la uroquinasa de tipo silvestre. Esto contrasta con la solicitud
instantanea en la que el u-PA modificado no reconoce el plasmindgeno y se modifica
para alterar su actividad y/o especificidad del sustrato de modo que escinde un sustrato
objetivo no nativo, C3, y no escinde el plasmindgeno nativo del sustrato. D1 no ensefa
ni sugiere modificar u-PA para eliminar su actividad.

D1 no ensefa ni sugiere un u-PA modificado que tenga actividad y/o especificidad para
C3, un sustrato completamente diferente en una via completamente distinta. No hay
ensefianza ni sugerencia en D1 de una u-PA modificada que tenga ninguna de las
modificaciones mencionadas y una mayor actividad/especificidad para una proteina del
complemento que sea C3, en comparacion con un polipéptido u-PA no modificado. D1
no ensefa ni sugiere un polipéptido u-PA modificado que tenga actividad reducida o
nula para el sustrato nativo, plasmindgeno.

D1 enseia polipéptidos u-PA modificados que mantienen la especificidad del sustrato
de u-PA y tienen una actividad aumentada para el sustrato nativo; D1 proporciona a los
polipéptidos u-PA sus propiedades nativas. En la solicitud actual, el polipéptido u-PA es
un andamiaje sobre el que se confiere nueva actividad y especificidad del sustrato, para
la proteina del complemento C3; los polipéptidos reclamados no reconocen el
plasmindégeno como sustrato. D1, por tanto, proporciona reemplazos de u-PA que no
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pueden ni sugieren ninguna de las modificaciones en los polipéptidos modificados de u-
PA proporcionados y reclamados en la solicitud actual.

En resumen, D1 no menciona C3 como objetivo para u-PA. No se menciona en D1 el
uso de u-PA, como un polipéptido modificado de u-PA, para inhibir la activacién del
complemento. D1 no ensefia ni sugiere ninguna de las modificaciones o combinaciones
de aminoacidos identificadas en la solicitud actual, ni su impacto en la escisiéon de C3.
D1 no menciona ninguna de las modificaciones de V41 ni las mencionadas
combinaciones de modificaciones de aminoacidos, que incluyen modificaciones como
R35, H37, Y40, D10a, L97b, T97a o H99 como residuo para aumentar la actividad y/o
especificidad de C3. D1 se ocupa del aumento de la actividad de u-PA para su sustrato
nativo, plasmindgeno, en presencia de fibrina para su uso en el tratamiento del ictus a
través de la via de coagulacién. No hay ninguna sugerencia en D1 de ablar su actividad
nativa ni alterar su actividad/especificidad del sustrato para un sustrato no nativo, como
C3.

D1 ensena variantes de la uroquinasa que tienen mayor actividad de fibrina, en
comparacién con el fibrindgeno, para asi aumentar la escision del plasmindégeno y
disminuir la neurotoxicidad, para su uso en el tratamiento del ictus. D1 no ensefia ni
sugiere ablar la actividad nativa de la U-PA ni modificar su especificidad del sustrato
para que corte e inactive la proteina del complemento C3 para inhibir el complemento.
Como se describe en la solicitud, la escisién de proteinas del complemento, como la C3,
es un objetivo para el tratamiento de trastornos que implican activacion del
complemento, como la degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE) vy la
funcion tardia del injerto (DGF). La solicitud muestra que las modificaciones listadas en
las reivindicaciones aumentan significativamente la actividad de escisiéon de C3 en un
sitio que lo inactiva. D1 no ensefia ni sugiere ninguna de las modificaciones reclamadas,
ni los reemplazos particulares que contienen, ni su efecto en la actividad y/o
especificidad de C3. Como se ha sefialado anteriormente, todos los polipéptidos de la
solicitud fueron seleccionados por su capacidad para reconocer el sitio de la escisién en
C3.

D3 JP-A-2009-512451 (correspondiente a WO 2007/047995)

D3 esta dirigida a la modificacién de proteasas no pertenecientes al sistema del
complemento con el fin de inhibir la activacion del complemento. En particular, D3
proporciona una lista de proteinas ejemplares no complementarias (véase pagina 14,
lineas 1-15 de la solicitud PCT de D3), pero selecciona y se centra exclusivamente en
la modificacion de la proteasa MTSP-1 para lograr dicho efecto.
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En los ejemplos de D3, se evalué mediante ensayos hemoliticos un panel de polipéptidos
MTSP-1 modificados con el fin de identificar aquellos capaces de inhibir la activacion del
complemento. D3 no menciona a u-PA como un andamiaje susceptible de modificacién,
y Unicamente hace referencia a u-PA (o m-PA) de manera incidental, en relacién con su
participacion indirecta en la actividad de MTSP-1 in vivo. D3 no divulga ni proporciona
ningun polipéptido u-PA modificado. Tras identificar polipéptidos MTSP-1 modificados
con capacidad de inhibir el complemento, D3 identifica posteriormente los sustratos
escindidos por dichos polipéptidos MTSP-1 modificados. La mayoria de ellos escinden
C2, y Unicamente tres muestran escision de C3. D3 concluye que la combinacién
especifica de modificaciones en los residuos K224 y Y146 de MTSP-1 es determinante
para la escision de C3 por los polipéptidos MTSP-1 modificados.

Sin embargo, u-PA no contiene un residuo equivalente a Y146, y MTSP-1 es una
proteasa distinta y no homodloga a u-PA. En consecuencia, las conclusiones
extraidas en D3 respecto de MTSP-1 no son trasladables ni relevantes para la
modificacion de u-PA con el fin de conferir actividad de escision de C3. De
manera coherente con ello, ninguno de los polipéptidos u-PA modificados reivindicados

comprende modificaciones en residuos equivalentes a la combinacién K224/Y146
descrita en MTSP-1. Por tanto, D3 no ensefia, no sugiere ni motiva la modificacién de
u-PA para conferirle actividad de escisién sobre C3, ni proporciona indicacion alguna
gue conduzca de manera evidente a los polipéptidos u-PA modificados reivindicados en
la presente solicitud.

D3 se dirige a modificar proteasas no complementarias para aumentar la especificidad
de un sustrato objetivo o la actividad en inhibir la activacién del complemento. Los
polipéptidos fueron seleccionados mediante un ensayo de hemolisis que no se dirigieron
a una proteina especifica del complemento. En los ejemplos de D3, un panel de
polipéptidos MTSP-1 modificados es evaluado mediante ensayos hemoliticos para
identificar cualquiera que inhiba la activacién del complemento. D3 no proporciona
polipéptidos u-PA modificados, ni polipéptidos u-PA modificados con mayor actividad
y/o especificidad para C3. D3 no ensefia ni puede sugerir ninguno de los reemplazos
requeridos en las reivindicaciones actuales ni la combinacién de modificaciones
mencionadas, porque D3 no ensefa ni sugiere reemplazos en un polipéptido u-PA. D3
no ensefa ni puede ensefar el efecto de ninguno de los reemplazos recitados respecto
a la actividad de la escisién y/o la especificidad de C3.

D3 no ensefia ni puede sugerir ninguno de los reemplazos requeridos en las
reivindicaciones actuales ni la combinacion de modificaciones mencionadas, porque D3
no ensefia ni sugiere ningun polipéptido u-PA modificado que corte C3. Los reemplazos
identificados en D3 son para modificar MTSP-1 y no corresponden a ninguna posicion
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reclamada en la presente solicitud. D2 no ensefia ni puede ensefiar el efecto de ninguno
de los reemplazos recitados respecto a la actividad de la escisidon y/o la especificidad de
C3.

El niGmero de acceso de Uniprot AOA2R9BBQ2 establece la secuencia de la forma
madura del chimpancé pigmeo de tipo silvestre (Bonobo) u-PA, que incluye una L en el
residuo 41, no ofrece ninguna ensefianza ni sugerencia, sola o en combinacién con D1
y/o D3, que resulte en ninguno de los polipéptidos reclamados instantaneamente, todos
los cuales escinden C3, no plasmindgeno. Esto demuestra ain mas la importancia de la
V41R en la alteracion de la actividad de la u-PA, ya que Bonobo u-Pa, que contiene
V41L, funciona como enzima u-PA. La secuencia Uniprot sola o en cualquier combinacion
con cualquiera de las referencias adicionales D1, D3 o cualquier otra referencia
registrada, no ensefia ni sugiere una u-PA modificada que tenga ninguna de las
modificaciones y la actividad o especificidad aumentadas para una proteina del
complemento que sea C3.

Analisis
Las ensefanzas de D1 y D3, individualmente o en cualguier combinacidén o con cualquier
otra referencia, no dan lugar a los polipéptidos u-PA modificados instantdaneamente

Ni D1 ni D3 ensefian ni sugieren una modificacion en el polipéptido u-PA que sean V41R,
R35Q, H37Y, Y40Q, D60aP, L97bA, T97al y H99Q, como se afirmod originalmente, o que
comprenden V41R o tres combinaciones de mutaciones en las reclamaciones
pendientes. No existe ninguna combinacién de D1 y D3 que resulte en los polipéptidos
reclamados instantdaneamente que incluyen V41R ni las combinaciones de reemplazos.
D1 proporciona polipéptidos u-PA modificados que se modifican para optimizar su
actividad nativa en el tratamiento del ictus.D3 se centra en la via del complemento,
pero proporciona polipéptidos MTSP-1 modificados. D3 no menciona u-PA. Todo el
estado de la técnica en lo que respecta a la PA esta dirigida a mejorar su actividad para
sus sustratos nativos para mejorar su actividad como terapéutico en el tratamiento de
condiciones que implican coagulos sanguineos indeseables; no hay ninguna sugerencia
en ningun arte para usar u-PA como andamio para alterar completamente su actividad,
especialmente ablando su actividad en la division del plasmindgeno para generar
plasmina.

D3 describe la modificacion del polipéptido MTSP-1 para que corte la proteina del
complemento; MTSP-1 es una proteasa inespecifica, muy parecida a la tripsina. D3 no
describe ningun polipéptido u-PA modificado, ni ningun polipéptido modificado de u-PA
con mayor actividad y especificidad para C3. D3 concluye que la combinacién de
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modificaciones en K224/Y146 de MTSP-1 es importante para lograr la escision de C3
por MTSP-1. Las reivindicaciones de la presente invencidén se dirigen a una enzima
diferente y esta combinacidon de modificaciones no esta presente en ningun polipéptido
descrito en la solicitud actual. Modificar aminoacidos especificos en u-PA es como
modificar o remodelar dientes individuales en una llave: las modificaciones pueden
mejorar o afinar como la llave abre la cerradura original (como las modificaciones
descritas en D1) o pueden transformar la llave en una llave con la capacidad de abrir
una cerradura completamente diferente. D1 no ensefa ni sugiere las modificaciones
necesarias para que la PA tenga especificidad y actividad de escote para C3, D3 no cura
esta deficiencia.

El solicitante no podria haber llegado al tema reclamado al instante combinando las
ensefanzas de D1 y D3 sin ejercer habilidad inventiva. Los limites de las
reivindicaciones son claros y definitivos porque solo modificaciones especificas de
aminoacidos pueden proporcionar la actividad modificada de u-PA—actividad y
especificidad para la escisiéon de C3. Estas modificaciones especificas y sus efectos no
son ensefados ni sugeridos por D1 o D3 por si solos ni en ninguna combinacion. Los
conjuntos de modificaciones que proporcionan estos efectos solo pudieron descubrirse
mediante trabajos experimentales realizados por los inventores durante los siguientes
10-12 afos tras el trabajo descrito en D3. Estos experimentos para clonar, extraer y
seleccionar polipéptidos u-PA modificados que cortan C3 se describen en la solicitud
inmediata en el Ejemplo 1 a partir de la pagina 209, linea 24 de la descripcion. Estos
experimentos y los polipéptidos modificados resultantes no se describen ni identifican
en D1 o D3 solos o en combinacion. Las modificaciones que proporcionan la escision de
C3 se identifican en la solicitud instantdanea y sus efectos, tanto individual como
colectivamente, se demuestran ampliamente en la solicitud. Las reivindicaciones
enumeran SEQ ID NOs especificos de u-Pa modificados que transmiten el efecto técnico
de la actividad y la especificidad para la escisidon de la proteina C3 del complemento.

El examinador proporciona una tabla comparativa entre el objeto reclamado y los
documentos encontrados en el estado del arte y afirma que D1 es el arte mas cercano,
ya que revela una u-PA modificada que comprende una o mas modificaciones de
aminoacidos que aumentan la especificidad de la fibrina en comparacion con la u-
PA de tipo silvestre.

La tabla proporcionada por el examinador muestra frases similares que pueden
encontrarse entre las reivindicaciones de la solicitud actual y las reivindicaciones en D1
y D3. Se omiten los detalles distintivos, como modificaciones, y el contexto. El
solicitante ha reproducido la tabla a continuacion y afade la discusidon y caracteristicas
distintivas entre las reclamaciones y divulgaciones actuales de D1 y D3. En particular,
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sugieren que dichas modificaciones resulten en una division de C3:

Caracteristicas de la materia
reclamada
instantaneamente segln se
indica en la accion

D1 D3

Una proteina de fusién que

Un polipéptido activador | Una proteina de fusion

comprende un polipéptido u-PA | de plasmindgeno tipo | que comprende
modificado de uroquinasa modificado | (reivindicacion 134)
Un polipéptido activador de (u-PA), que comprende Un polipéptido
plasmindgeno tipo uroquinasa (Reivindicaciones 1 a 4). proteasa que podria
modificado (u-PA), que ser un polipéptido
comprende activador de
plasmindégeno tipo
uroquinasa (u-PA)
(Reivindicacion 12).
Observaciones del | El examinador senala frases similares entre las
solicitante — D1 esta | reivindicaciones actuales y D1 a D3 para indicar

dirigido a modificar Ila
actividad de u-PA para su
sustrato nativo; La D1 se
dirige a enzima
diferente y a distintas
modificaciones

una

que todos revelan una u-PA modificada. Modificar
simplemente el polipéptido no es una invencién.
El polipéptido u-PA es completamente diferente
del MTSP-1 y estd modificado para reconocer y
la proteina del
complemento C3. Las secuencias de los dominios
proteasas que incluyen las modificaciones estan
definidas por los SEQ ID NOs enumerados en las
reivindicaciones Los
especificos de modificaciones que proporcionan
esta debian
experimentalmente mediante el proceso descrito
en el Ejemplo 1 de la solicitud (véase, pagina 209,
linea 24). El proceso para
modificaciones, ni las modificaciones, ni
efectos (desarrollo de un polipéptido u-PA que
puede cortar C3, un sustrato novedoso), no se
ensefia ni sugiere en D1 o D3 por separado o en

escindir un nuevo sustrato,

actuales.

conjuntos

caracteristica descubrirse

identificar tales
sus
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combinaciéon. Los polipéptidos u-PA modificados
recitados en las reivindicaciones actuales tuvieron
que ser descubiertos mediante los experimentos
descritos en la solicitud actual; son novedosos y
poco evidentes respecto al arte anterior.

Modificaciones a un polipéptido
u-PA no modificado

una o mas modificaciones

de aminoacidos
seleccionadas entre
modificaciones

correspondientes a
L420A, L420E, S421G,
S421E, P422A, P422G,

P422E, F423A o F423E
(Reivindicacion 9). Las
modificaciones también
pueden seleccionarse
entre R275E, F305H o
A292S (Reivindicacion
4).

Observaciones del
solicitante - las
modificaciones en D1 tienen
un proposito
completamente diferente y
no se parecen ni sugieren
modificaciones para alterar
la especificidad/actividad
del sustrato de u-PA

Las modificaciones en los polipéptidos recitados
en las reivindicaciones actuales y las mencionadas
D1 son modificaciones completamente
diferentes y logran efectos técnicos totalmente
distintos. D1 no menciona ninguna de
modificaciones de V41 ni las mencionadas
combinaciones de modificaciones de aminoacidos,
que incluyen modificaciones como R35, H37, Y40,
D10a, L97b, T97a o H99 como residuo para
aumentar la actividad y/o especificidad de C3. Las
modificaciones de D1 cumplen una funcion
completamente diferente vy
caracteristica funcional totalmente distinta a las
modificaciones

en

las

proporcionan una

reclamadas al instante. Las
modificaciones de D1 mejoran la actividad nativa
de u-PA y la especificidad de plasminégeno para

mejorar el tratamiento del ictus. En contraste, las
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modificaciones reclamadas al instante
proporcionan una mayor actividad y especificidad
para la escision de C3 y la ablacién de su
reconocimiento de su sustrato nativo; esto se
demuestra en la solicitud para los NO de ID SEQ
que comprenden combinaciones de
modificaciones, y los efectos técnicos de cada uno
de R35Q, H37Y, R37aE, V38E, T39Y, VA41R,
D10aP, Y60bQ, T97al, L97bA, H99Q y Y149R se
analizan en el Ejemplo 13 de la descripcion actual.

los residuos se
mediante la
numeracion de quimotripsina

En el que:

numeran

Tiene uno o0 mas|Los residuos estan
aminoacidos modificados | numerados por
(Reivindicaciones 3 y 4). | numeracion de

quimotripsina
(Reivindicacion 19).

Observaciones del
solicitante - La numeracion
quimotripsina es
estandar en el arte de las
proteasas serinas

de Ila

La numeraciéon de la quimotripsina no es una
caracteristica técnica distintiva, sino un sistema
para proporcionar claridad y estandarizar la
referencia
modificando en la secuencia u-PA. La numeracion
de la quimotripsina es un sistema estandar de

sobre qué aminoacidos se estan

numeracién de residuos que se utiliza en varias
proteasas serinas de la familia de la quimotripsina,
donde los residuos cataliticos clave siempre se
identifican con los mismos numeros. Este sistema
de numeracién ayuda a proporcionar un sistema
de numeracidn consistente entre las proteasas de
serina, incluso cuando presentan diferencias en
secuencias de longitud. La
numeracion de la quimotripsina se describe en las
reivindicaciones para proporcionar claridad en la
referencia a residuos especificos de aminoacidos.
La Tabla 1 de la descripcidén muestra los nimeros

aminoacidos o

correspondientes de quimotripsina entre los

residuos y nimeros de residuos de polipéptidos u-
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PA y los niumeros de quimotripsina. El solicitante
reitera que las modificaciones mencionadas en las
reclamaciones actuales, independientemente del
sistema de numeracién, no son ensefadas ni
sugeridas ni por D1 ni por D3.

el polipéptido u-PA  no
modificado consiste en la
secuencia establecida en

cualquiera de los SEQ ID NO 1-
6, o el polipéptido u-PA no
modificado consiste en
porcion del polipéptido de SEQ
ID NO: 1, 3, 4 y 6 que contiene
el dominio proteasa establecido
en el SEQID NO: 20 5;

una

El polipéptido u-PA
modificado comprende la
secuencia SEQ ID NO: 1
o 2 (Figs. 9y 10).

Observaciones del

solicitante

La referencia al SEQ ID NO del u-PA no modificado
en el que se hacen modificaciones se incluyd en
las reivindicaciones para proporcionar claridad.
Especificaba el polipéptido inicial en el que se
realizaban modificaciones para definir claramente
qué se estaba modificando. No obstante, para
abordar los rechazos de los examinadores, se ha
eliminado de las reivindicaciones las referencias a
las SEQ ID NO de los polipéptidos no modificados
en los que se han realizado las modificaciones.

las  modificaciones en el
polipéptido modificado
consisten en
F30Y/V38D/Y40H/V41R/L97bA/
H99Q/C1225/M157K, por

numeracion de quimotripsina,

El polipéptido modificado | El polipéptido
tiene al menos una | modificado comprende
modificacion de | una o mas
aminoacido sustituciones en
(Reivindicaciones 4 y 9). | comparacion con un
Las modificaciones polipéptido no
conservadoras se modificado
seleccionan de N194 y (Reivindicacion 49).
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H140 (Parrafo [0041]).

Observaciones del | Los polipéptidos u-PA modificados con las
solicitante modificaciones tal y como se describen en las
reivindicaciones actuales no son ensefiados ni
sugeridos por D1 o D3 solos o en combinacion. La
solicitud instantanea contiene datos para mas de
900 polipéptidos con diversas combinaciones de
modificaciones. La solicitud muestra que el u-PA
sin modificar no corta C3; la actividad de escision
para C3 se realiza mediante combinaciones
especificas de modificaciones, ninguna de las
cuales es ensefiada ni sugerida por D1 o D3.

es decir, se fusiona con un | No menciona donde el polipéptido
polipéptido no proteasa o una que puede usarse en
parte de este proteinas de fusién

incluye  polipéptidos
GST (glutatién  S-
transferasa), dominios
Fc de inmunoglobulina
G 0 una secuencia de

sefal heterdloga

(Reivindicacion 134,

seccion 4).
Observaciones del | D1 no revela polipéptidos de fusion u-PA, D3
solicitante puede describir diversas proteinas de fusién, sin

embargo, D3 no revela, ensefia ni sugiere
polipéptidos u-PA modificados que comprendan
las modificaciones tal y como se mencionan en las
reivindicaciones actuales. D3 se dirige a
polipéptidos MTSP-1 modificados. Las
reivindicaciones actuales requieren que la u-PA
modificada comprende conjuntos especificos de
modificaciones para que la u-PA tenga la novedosa
caracteristica técnica de la actividad de escision
para la proteina C3 del complemento. El
solicitante no ha inventado la modificacién de
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polipéptidos con polimeros ni la formacién de
proteinas de fusidn; El solicitante ha inventado
polipéptidos u-PA modificados, que contienen las
modificaciones de aminoacidos listadas en la
reivindicacion 1 en el dominio proteasa que
aumentan la actividad y/o especificidad para la
escision de la proteina del complemento C3. Asi,
dado que los u-PA modificados no son ensefados
ni sugeridos por D1 o D3, las proteinas de fusion
gue comprenden tales polipéptidos modificados no
pudieron ser necesariamente ensefiadas ni

sugeridas.

El solicitante reitera argumentos previos que ilustran que las reivindicaciones actuales
son inventivas respecto a los elementos de la técnica previa D1 y D3. La reivindicacion
1 requiere que el polipéptido modificado comprende las modificaciones de las SEQ ID
NO mencionados. Las cadenas de modificaciones y sus efectos sobre la actividad y/o
especificidad de la proteina del complemento C3 se demuestran en la solicitud
instantanea. Cada uno de los SEQ ID NO mencionados en las reivindicaciones se
demuestra en la descripcidon que tiene una mayor actividad y/o especificidad para la
escision de la proteina del complemento C3; las modificaciones adicionales recogidas
en las reivindicaciones dependientes mantienen la actividad de escision para C3. Ni D1
ni D3 ensenan ni sugieren los polipéptidos afirmados en esta solicitud ni sus efectos;
pérdida de actividad nativa para plasmindégeno y ganancia de actividad de escision de
C3.

D1 ensefia variantes de la uroquinasa que se modifican para tener una mayor
especificidad para la fibrina, en comparacién con el fibrindgeno, lo que hace que la u-
PA no sea neurotdxica para el tratamiento del ictus y no para la escision de C3 o la
inhibicion de la actividad del complemento. La discusion anterior detalla en detalle que
D1 no ensefa ni sugiere una u-PA modificada que tenga actividad y/o especificidad para
gue C3 se trabaje para inhibir el complemento. No hay ensefianza ni sugerencia en D1
de una u-PA modificada que comprenda V41R, ni ninguna de las combinaciones de
modificaciones en las SEQ ID NOs recitados, ni una u-PA modificada que tenga actividad
y/o especificidad para la proteina del complemento C3. Tal como se ha enmendado, las
reivindicaciones recitan las secuencias de los dominios proteasas (la Unica parte
modificada de u-PA) para la escision de C3. No se necesita trabajo experimental
adicional para preparar polipéptidos u-PA modificados.
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D3 es citado por su ensefianza que habria sido obvio que alguien con habilidad en el
arte incluyera una sustitucién en el aminoacido 41, como sugiere D3 en los polipéptidos
de D1. Esto carece de fundamento: D3 se dirige a otra proteasa, MTSP-1, y D3 concluye
gue para la escision de C3 la combinacién de modificaciones en K224/Y146 es
importante , no en el residuo 41 . Asi que, incluso si los resultados para otra proteasa
fueran relevantes, la conclusion es que K224/Y146 son los residuos importantes para la
escision de C3. Nadie que leyera D3 podia o quisiera seleccionar V41R como sustituto
en u-PA.

La modificacién en la posicién 41 ejemplificada en D3 es una modificacién de MTSP-1,
no u-PA. D3 ensefa o sugiere cualquiera de las combinaciones de modificaciones
mencionadas en las reivindicaciones, ni los polipéptidos u-PA modificados reclamados.
D1 y D3, individualmente o en combinacién, no ensefian ni sugirieron los alegados
polipéptidos modificados de u-PA, sus modificaciones especificas de aminoacidos y
combinaciones de modificaciones, ni sus efectos técnicos de actividad de corte para C3.

Ni D1 ni D3 ensefian ni sugieren la modificacién V41R, ni ninguna de las modificaciones
de combinaciones mencionadas en las reivindicaciones, ni ninguna modificacién que
aumente la actividad y/o especificidad de un polipéptido u-PA modificado para C3, en
comparacién con un polipéptido u-PA no modificado. D1 y D3 no ensefan ni pueden
ensefiar ninguno de los reemplazos reclamados, ni las combinaciones de reemplazos en
un polipéptido u-PA.

D1 proporciona a las variantes de la uroquinasa una mayor especificidad para la fibrina,
en comparacion con el fibrindgeno, para asi aumentar la escisién del plasmindgeno y
disminuir la neurotoxicidad, para su uso en el tratamiento del ictus. D1 no ensefa ni
sugiere ninglin reemplazo de u-PA en ninguna de las posiciones mencionadas, ni ensefia
ni sugiere ningun polipéptido u-PA modificado que no corte el sustrato nativo y por tanto
no tenga utilidad para tratar el ictus, ni uno que tenga mayor actividad y/o especificidad
para C3. D3 esta dirigida a modificar proteasas no complementarias para aumentar la
especificidad o actividad de un sustrato objetivo seleccionado para inhibir el
complemento, pero no proporciona u-PA modificada para este propédsito. En los
ejemplos de D3, se genera y analiza un panel de polipéptidos MTSP-1 modificados para
inhibir el complemento segun la evaluacién en un ensayo hemolitico. D3 proporciona
algunos polipéptidos MTSP-1 modificados, pero no proporciona polipéptidos u-PA
modificados para inhibir el complemento. D3 proporciona polipéptidos MTSP-1
modificados que incluyen una modificacion en el residuo 41, pero no proporciona
ninguna modificacion a polipéptidos u-PA en ese residuo. MTSP-1 es una enzima
completamente diferente de la u-PA. Por tanto, la combinacion de D1 y D3 no puede
ensefar ni sugerir los polipéptidos u-PA modificados reclamados instantdneamente que
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incluyen las combinaciones de modificaciones recitadas.

Los datos de la solicitud instantdnea (algunos reproducidos en las tablas anteriores)
muestran muchos ejemplos de polipéptidos u-PA modificados que cortan e inactivan el
C3. Los polipéptidos que comprenden cada uno de los polipéptidos referenciados por
SEQ ID en la reivindicacion 1 tienen datos experimentales que demuestran al menos su
aumento de actividad para C3. El Ejemplo 13, por ejemplo, demuestra el efecto de cada
R35Q, H37Y, V41R, R35Q, H37Y, D60aP, L97bA, T97al y H99Q, que se incluyen entre
las combinaciones de modificaciones listadas en la reivindicacién 1, sobre la escisidon
C3. Como se muestra en el Ejemplo 13, V41R incrementa la actividad intrinseca anti-
C3 y la actividad anti-C3 en el 80% del plasma humano en aproximadamente 25-27
veces. V41R en combinacién con las modificaciones listadas en las reivindicaciones de
proteina C3 del complemento de escisidon, y lo hacen con mayor actividad y/o
especificidad que la u-PA no modificada. El u-PA no modificado (por ejemplo, SEQ ID
NO:5) no divide especificamente C3. No hay incertidumbre ni imprevisibilidad en los
datos presentados en la solicitud; los datos muestran que el u-PA puede modificarse
para cortar C3. Los datos también muestran una reduccidn o eliminacién en la capacidad
de escindir la plasmina, el sustrato nativo. Ninguna de las referencias citadas ensefia ni
sugiere estas modificaciones, ni que un polipéptido u-PA modificado con cualquiera de
estas modificaciones tenga una actividad anti-C3 aumentada en comparacién con un
polipéptido u-PA no modificado.

Ni D1 ni D3 ensefian ni sugieren ninguno de los reemplazos recitados, ni los sustitutos
conservadores de los mismos, ni ninguna de las combinaciones de modificaciones
mencionadas, ni las propiedades de los polipéptidos u-PA modificados que se logran
mediante ellos, como se ha discutido anteriormente. No existe ninguna referencia que
sugiera un reemplazo en V41R, ni ninguna de las modificaciones de combinaciones
mencionadas en las reivindicaciones, en un polipéptido u-PA para alterar la
actividad/especificidad de la escision C3 y asi resultar en un polipéptido que inhiba la
via del complemento. Asi, la modificacion V41R, las cadenas de modificaciones como se
enumeran en la reivindicacion 1 y sus modificaciones conservadoras son poco evidentes
sobre D1 y D3, por separado o en cualquier combinacion.

Cabe sefalar que el niumero de acceso de Uniprot AOA2R9BBQ?2, la forma madura del
chimpancé pigmeo silvestre (Bonobo) u-PA, que incluye una L en el residuo 41, no
ofrece ninguna ensefianza ni sugerencia, sola o en combinacion con D1 y/o D3, que
resulte en ninguno de los polipéptidos reclamados instantaneamente, todos los cuales
escinden C3, no plasmindgeno. Esto demuestra aun mas la importancia de la V41R en
la alteracion de la actividad de la u-PA, ya que Bonobo u-Pa, que contiene V41L,
funciona como enzima u-PA. La secuencia Uniprot sola o en cualquier combinacién con

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia

T(+57) 1618 10 88
MOdet F (+57) 1 635 08 24

cualquiera de las referencias adicionales D1, D3 o cualquier otra referencia registrada,
no ensefa ni sugiere una u-PA modificada que tenga ninguna de las modificaciones y la
actividad o especificidad aumentadas para una proteina del complemento que sea C3.
La entrada de Uniprot no aporta nada a las ensefianzas de ninguna referencia registrada
en la solicitud. No existe una combinacién de ensefianzas que resulte en un polipéptido
u-PA modificado que comprenda solo V41R, ni en combinaciones de otras
modificaciones como se menciona en las reivindicaciones.

Efecto técnico de los polipéptidos reclamados instantaneamente

Los polipéptidos u-PA modificados reivindicados en la presente solicitud presentan
actividad y especificidad para la escision de la proteina del complemento C3, junto con
una actividad sustancialmente reducida o nula frente a su sustrato nativo, el
plasmindégeno. Este efecto técnico estd claramente demostrado por los datos
experimentales contenidos en la solicitud. En particular, los ejemplos de trabajo
muestran que los polipéptidos u-PA modificados que comprenden las modificaciones
recitadas en las reivindicaciones, incluida la sustitucién V41R, escinden eficazmente la
proteina del complemento C3, exhibiendo wuna actividad y/o especificidad
significativamente superior a la de u-PA no modificada.

En contraste, la u-PA no modificada (por ejemplo, el polipéptido del SEQ ID NO:5) no
escinde C3 de manera especifica. Por ejemplo, el Ejemplo 13, tabla 23 (reproducido
mas abajo), cuantifica la escision, la proteina complementaria del sustrato C3 para el
polipéptido u-PA no modificado (SEQ ID NO:5) y para los polipéptidos u-PA modificados
SEQ ID NOs:21-33, de modo identificar los efectos técnicos de cada uno de R35Q, H37Y,
R37aE, V38E, T39Y, V41R, D10aP, Y60bQ, T97al, L97bA, H99Q y Y149R. El ejemplo
13 demuestra especificamente que V41R incrementa la actividad intrinseca del
anti-C3 y Ila actividad anti-C3 en el 80% del plasma humano en
aproximadamente 25 - 27 veces.
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Tabla 23: Propiedades ejemplares de polipéptidos u-PA modificados
Mutacion por numeracion de Ia Actividad 3 c3
quimotripsina (%) en el dia 7
SEQ ID © Blolm|a N (o Escision Vitreo |PBS
No: B InInI2IalZ(G(B]5(5(B] &[T |he3 (om)
EIT|IZ|S|E[>Q(>[F[d][X] O[>
5 RHRWVTWVDYTILHIS |Y 3380 102 111
21 QYEE|IYRPRQI ARQI||S R |19 83 94
22 R)YYEE|IY  RPQIARQI|S R |51 73 79
23 QHEE Y RPRQIARQ S |[R 46 88 92
24 QYRE YRPRQQI AQ IS R 87 99
25 QYEVYRPRQQI ARQ|IS R |10 105 103
26 QYEETRPIQQI AQ S R |161 93 108
27 QYEE|Y|IVPQI AQ S |[R 519 88 100
28 QY EEYRDR QI AQ S R 30 93 97
29 QYEE YRPYIWARQS R |11 58 61
30 QY EEYRPRQTIARQ S R 25 86 92
31 QY EEYRPQIILRQ S R 155 90 111
32 QYEE Y RPRQQI  AHIS R 92 89 108
33 QYEEYRPRQQI AQIS Y9 74 99

Los datos presentados en el Ejemplo 13 de la descripcidén evaluan de manera sistematica
la contribucidn individual de cada modificacion de aminoacido a la actividad de escisidon
de C3 y a otras propiedades del polipéptido. En dicho ejemplo se desconvoluciona el
efecto de cada modificacion sobre la actividad de escisién de C3 mediante un enfoque
comparativo, en el que cada modificacidon se revierte individualmente al residuo de tipo
silvestre. La actividad de escisién del polipéptido asi obtenido se evalla y se compara
con la del polipéptido u-PA modificado que contiene el conjunto completo de las 13
modificaciones, tal como se define en el SEQ ID NO:21.

Todas las modificaciones (SEQ ID NO: 21) dan lugar a un polipéptido con alta actividad
de escision en C3. El polipéptido u-PA modificado de SEQ ID NO 21 tiene un EDso
para la escision de C3 de 19 nM, frente a 3380 nM para u-PA no modificado. Cada
polipéptido adicional analizado elimina una de las 13 modificaciones y la actividad se
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compara con el polipéptido con todas las modificaciones para determinar la contribucion
de cada modificacion a la reduccién de EDsp de todos los reemplazos. El cambio en la
actividad refleja la contribucion de cada una de las modificaciones a la actividad de la
escision(u otras propiedades del polipéptido u-PA modificado); Esto proporciona una
evaluacion precisa del efecto de cada modificacién sobre la actividad de la escision.

La solicitud contiene datos para mas de 900 polipéptidos modificados de u-PA. Todos
reconocen el sitio de escisidon en C3 porque todos fueron aislados mediante un ensayo
gue captura polipéptidos y reconocen este sitio. La mayoria de los 900 polipéptidos
escinden C3 con alta actividad. La solicitud muestra que la u-PA sin modificar no escinde
C3. Todos los polipéptidos reclamados si escinden C3, demostrando asi un efecto
técnico de los polipéptidos reclamados.

Mas de 400 polipéptidos u-PA modificados ejemplares con un ECsp inferior a 100 nM
para la escisién de C3 que contienen las modificaciones se enumeran en la reivindicacién
1. Otros tienen un EDso mas alto, pero siguen escindiendo C3. Dado que no se consumen
enzimas en una reaccién, si la EDso tiene 10 nM, 100 nM o méas no es de gran
importancia para el uso terapéutico, y todas las combinaciones de modificaciones
mencionadas en las reivindicaciones (asi como las combinaciones descritas en la
solicitud) reconocen el sitio de escisidon en C3 y no reconocen el sustrato nativo. Asi, las
reivindicaciones proporcionan terapias que pueden utilizarse para inhibir el
complemento mediante la escisién C3.

La solicitud, por tanto, demuestra que u-PA con las combinaciones de modificaciones
recitadas escinden C3. La u-PA no modificada no escinde C3, ni tampoco el polipéptido
modificado de u-PA de D1. Las modificaciones de U-PA en D1 aumentan la actividad de
corte para el sustrato nativo. Por tanto, la u-PA modificada de D1 es para tratar el ictus
alterando la coagulacion, no para inhibir el complemento.

Se evaluaron cientos de polipéptidos u-PA modificados mas por su actividad de escision,
incluyendo mas de 475, incluyendo u-PA tipo silvestre, sin escisidon de hC3 (véanse, por
ejemplo, las tablas 14, 19 y 20 reproducidas en parte y discutidas anteriormente). El
polipéptido u-PA es una proteasa inespecifica; las modificaciones aumentan la
especificidad (kcat/km) para C3 (véase, por ejemplo, la Tabla 14, reproducida mas
abajo). La dosis EDso (dosis efectiva) de polipéptidos tipo silvestre y u-PA modificados
es la necesaria para escindir el 50% del C3 en el plasma anticoagulado "de prueba".
Los polipéptidos u-PA modificados con las modificaciones listadas en la Tabla 14 se
comparan con el dominio de la proteasa u-PA silvestre no modificado con la modificacion
C122S. La modificacién C122S se introduce para prevenir la agregacion de proteinas y
no afecta a la actividad de la u-PA. Los estudios en los Ejemplos de Trabajo comparan
los polipéptidos u-PA modificados con el tipo silvestre u-PA.
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Las reivindicaciones enumeran polipéptidos que comprenden las combinaciones de
modificaciones reclamadas, y la solicitud muestra que todos los polipéptidos reclamados
reconocen un sitio de escisién en C3 y escinden e inactivan C3. Como se detalla en la
solicitud, el efecto técnico del reemplazo C122S es que reduce la agregacion de cadenas
simples, especialmente en experimentos in vitro, sin alterar la actividad del polipéptido.
C122S no es una modificacion en la que se base o se afirme la patentabilidad. C122 es
una cisteina libre, que puede reaccionar con otras cisteinas libres y provocar la
agregacion entre cadenas polipeptidicas individuales. El reemplazo de C por S es una
modificacion conocida para reducir la agregacién de terapias polipeptidicas que
contienen una cisteina libre que resulta en la agregacién de cadenas polipeptidicas. Se
incluyd en los primeros trabajos sobre polipéptidos en aplicaciones y patentes (el
coinventor Edwin Madison es inventor de estas aplicaciones y patentes) por la misma
razon: reemplazar una cisteina libre que provoca agregacion.

Todos los polipéptidos u-PA modificados reivindicados se seleccionan y disefian para
reconocer y escindir un sitio diana en una proteina del complemento, en particular C3,
con el fin de inactivarla, y se evalltan adicionalmente para presentar actividad y/o
especificidad reducida frente a sustratos fisioldgicos in vivo, como el plasmindgeno. Los
polipéptidos comprendidos en el alcance de las reivindicaciones pueden seleccionarse e
identificarse mediante cualquier método de cribado proteasico adecuado. En la presente
solicitud, los polipéptidos u-PA modificados se identificaron inicialmente mediante el
método de cribado descrito en la Patente de EE. UU. n.® 8.211.428, en el que una
biblioteca de proteasas modificadas se pone en contacto con una serpina modificada
que incorpora una secuencia diana en el bucle del sitio reactivo, permitiendo capturar
aquellas proteasas capaces de escindir dicho objetivo. Las combinaciones de
modificaciones reivindicadas y su actividad de escisién frente a C3 se muestran en la
Tabla 14.

Todos los polipéptidos u-PA modificados segun se afirman tienen actividad para escindir
C3. Los ejemplos 4 y 5, que incluyen las tablas 16 y 17, detallan, respectivamente, la
escision y estabilidad de varios polipéptidos u-PA modificados en el humor vitreo. Es
bien sabido por los expertos en el arte como seleccionar modificaciones y combinaciones
de modificaciones que puedan transmitir estos y otros efectos técnicos deseables.
Ademas, la solicitud detalla los protocolos experimentales que una persona experta en
el arte podria realizar para cuantificar y evaluar la estabilidad y actividad de un
polipéptido en el humor vitreo que incluya cualquier otra modificacion seleccionada.

En vista de las observaciones y enmiendas anteriores, las reivindicaciones inventivas
sobre D1 y D3, individualmente o en combinacion.

clarkemodet.com
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Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, queda claro que las caracteristicas
técnicas de la materia definida en el capitulo reivindicatorio presentado junto al presente
memorial no se derivan de manera obvia o evidente de las ensefianzas de D1 y D2. Por
lo tanto, el objeto reclamado cumple con el requisito de Nivel inventivo establecido en
el Art. 18 de la Decisién 486.

9. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse
que:

i) El nuevo titulo de la solicitud es claro y se relaciona con el objeto reclamado,
cumpliendo asi con el literal d) del articulo 27 de la Decisidon 486 de 2000;

ii) El nuevo pliego reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del Articulo 34 de la
Decision 486/00;

iii) La invencién de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento en
el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los Articulos
30 y 28 de la Decision 486;

iv) La presente invencion se relaciona con materia susceptible de patentabilidad,
cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 14 de la Decisién 486;

v) La presente invencidn se relaciona con un unico concepto inventivo, cumpliendo
asi con los requerimientos del Articulo 25 de la Decisién 486;

vi) La invencion de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera
evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los requerimientos del
Articulo 18 de la Decision 486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decisién 486 de 2000.

clarkemodet.com
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Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relaciéon con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta solicitud al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucion Nacional.

10. Anexos

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por cuarenta y cinco (45)

reivindicaciones.
- Recibo de pago por concepto de modificaciones a las reivindicaciones.

Sefora Directora,

SO SUROLAMA o

C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 C5]
notificaciones@clarkemodet.com.co
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de activador de plasminégeno tipo uroquinasa
modificado (u-PA), que comprenden modificaciones en un polipéptido de u-PA no
modificado, en donde:
los residuos se numeran por numeracién de quimotripsina;
el polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de aminoacidos
establecida en cualquiera de la SEQ ID NO: 8-14, 18-21, 23-25, 28-30, 32,33, 42,
43, 171, 217-219, 221-225, 230, 231, 242, 260-265, 271-273, 275-292, 300,
311, 324-326, 330, 335, 338-341, 369, 370, 382, 398, 399, 401-404, 446, 469,
475, 481, 484, 486, 494-496, 498, 503-505, 507, 509, 511, 513-517, 534, 543,
550-552, 557, 561, 562, 584, 586, 595, 597, 601, 604, 608, 611-621, 623, 624,
627, 628, 633, 645, 647, 648, 650, 653, 656-658, 663-671, 673, 675-690, 693,
694, 696, 697, 701-708, 710, 712-715, 717, 718, 720, 722, 724, 726-729, 731-
738, 740-744, 746, 748-754, 792, 794-802, 818, 821, 822, 824, 830-832, 834,
835, 868, 869, 872-876, 878, 879, 881, 882, 884, 904, 924-926, 949, 950, 957,
958, 972, 973, 975, 977-984, 986, y
cualquiera de estos polipéptidos en los que C122S no esta modificado y es C122C,
por numeracién de quimotripsina.

2. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 1, en donde las
modificaciones consisten en modificaciones de aminoacidos que corresponden a
Y40Q/V41R/L97bA/C122S 0 Y40Q/V41R/L97bA o}
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/T97al/L97bA/HI99Q/Y149R o
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/T97al/L97bA/HO99Q/C122S/Y
149R.

3. El polipéptido de u-PA modificado de las reivindicaciones 1 o 2, en
donde el polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de
aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 21 y 18, y cualquiera de
estos polipéptidos en los cuales C122S no estd modificado y permanece como
C122C, segun la numeracion de quimotripsina.

4. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 1, en donde el
polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 18, 21, 23, 24, 25, 28-30, 32, 33,
733-738, 740-742, 744, 746 y 749.
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5. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 1, en donde cada

polipéptido de u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 21 o 987.

6. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones
1-5, en donde el polipéptido de u-PA modificado comprende la secuencia de
residuos de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18.

7. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones
1-6 que se conjuga con otra porcién o polimero, ya sea directamente o mediante
un ligador.

8. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicaciéon 7 que es una
proteina de fusion.

9. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacidn 7 que esta
PEGilado.

10. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-9 que comprende un polimero que incrementa la semivida en
suero y/o para reducir la inmunogenicidad o ambas.

11 El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 10, en donde el
polimero comprende un polipéptido seleccionado entre poli-D,L-aminoacidos y la
albdmina sérica humana (HSA).

12. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 11, en donde
la HSA que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 991.

13. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 10, en donde
la porcién es un dominio de multimerizacion que es un dominio Fc;
en donde el dominio Fc comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 50 o SEQ
ID NO: 992.

14. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, en donde el polimero o porcidén se enlaza directamente al
polipéptido de u-PA modificado.
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15. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las

reivindicaciones 1-14, en donde el polimero o porcién se enlaza mediante un
ligador peptidico al polipéptido de u-PA modificado.

16. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 15, en donde
el ligador comprende Gly y/o Ser,en donde el ligador contiene hasta 20, 30, 40 o
50 residuos de aminoacidos , y en donde el ligador comprende (GS)n o (G)n(S)n
0 (GGS)n o (SGG)n o (GGSSGG)n o (AGS)n, endondenes1ab,6, 78,9, 10,
11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 o un ligador que contiene hasta 25 residuos
gue contienenunaomasde S, G, Ey K.

17. El polipéptido u-PA modificado de la reivindicacion 16, que
comprende la secuencia de residuos de aminoacidos expuesta en cualquiera de
SEQ ID NO: 1001-1003, y 1024-1029 y multimeros de las mismas.

18. Una proteina de fusién, que comprende un polipéptido de u-PA
modificadode cualquiera de las reivindicaciones 1-17 que se fusiona a un
polipéptido de no proteasa o una porcién del mismo.

19. La proteina de fusién de la reivindicacion 18, en donde el polipéptido
de no proteasa es un dominio de multimerizaciéon o un dominio de transduccion de
proteina (PTD) o un dominio de multimerizacién que es un dominio Fc.

20. La proteina de fusidén de la reivindicacién 18 que comprende una
secuencia de activacion de furina,

en donde el sitio de activacion de furina comprende QSGQKTLRRRKR
(SEQ ID NO: 996) o QCGQKTLRRRKR (SEQ ID NO: 995) o0 QSGQKTLRRKR (SEQ
ID NO: 1044).

21. Una proteina de fusién, que comprende un polipéptido de u-PA
modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la proteina de
fusion comprende una secuencia de senal y el polipéptido de u-PA modificado, en
donde la secuencia de sefial es seleccionada de entre II-2 y u-PA.

22. La proteina de fusion de la reivindicacion 18, en donde el polipéptido
de no proteasa o la porcion del mismo es albumina, o un dominio Fc, o un
anticuerpo de cadena individual u otro fragmento de uniéon a antigeno de un
anticuerpo, o un dominio de unién a acido hialurénico (HABD).
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23. La proteina de fusion de la reivindicacion 22, en donde el polipéptido
de no proteasa o la porcion del mismo es un HABD que es gen 6 estimulado por
factor de necrosis tumoral (TSG-6).

24. La proteina de fusién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23,
gue comprende una secuencia de activacion.

25. La proteina de fusion de la reivindicacién 24, en donde la secuencia
de activacién comprende una cisteina, y el polipéptido de u-PA modificado
comprende una cisteina libre, por lo que, en la activacion, el polipéptido activado
resultante comprende dos cadenas.

26. La proteina de fusion de la reivindicacion 24, en donde la secuencia
de activacion es una secuencia de activacién de u-PA o una secuencia de activacion
de furina,
en donde la secuencia de activacién tiene la secuencia expuesta en cualquiera de
SEQ ID NO: 995-998, 1041 y 1044.

27. La proteina de fusidon de cualquiera de las reivindicaciones 18-26,
gue comprende una secuencia de activacion, un polipéptido de u-PA modificado y
HSA.

28. Una proteina de fusion de la reivindicacion 18, que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 1004-1019 y
1034-1040.

29. Una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28
que es una forma activada de dos cadenas que contiene una cadena A y una
cadena B.

30. La proteina de fusion de la reivindicacidon 29, en donde la cadena B
comienza en los residuos IIGG del polipéptido de u-PA modificado y termina en el
extremo C-terminal de la proteina de fusién.

31. La proteina de fusidon de la reivindicacion 30, que comprende una
cadena A de residuos 21-178 y una cadena B de residuos 179- al extremo C-
terminal de la proteina con un enlace de disulfuro entre los residuos 168-299.
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32. La proteina de fusidn de cualquiera de las reivindicaciones 18-31 que
es una proteina de fusién activada de dos cadenas, que comprende una cadena A
y una cadena B, en donde la cadena A consiste de residuos 21-178 de SEQ ID NO:
1015 y la cadena B consiste de residuos 179-1022; y las cadenas A y B se enlazan
mediante un puente de disulfuro entre C168 y C299 de SEQ ID NO: 1015; o una
cadena A de los residuos 21-178 y una cadena B de los residuos 179 hasta el
extremo C-terminal de la proteina, con un enlace disulfuro entre los residuos
168-299.

33. Una molécula de acido nucleico, que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica para un polipéptido de u-PA modificado o proteina de
fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1-32.

34. Un vector, que comprende la molécula de acido nucleico de la
reivindicacién 33, en donde el vector se selecciona de entre un vector procariota
0 un vector eucariota, o un vector viral o un vector de levadura.

35. El vector de la reivindicacién 34 que es un vector de virus de herpes
simple, o un vector de virus de vaccinia, o un vector adenoviral, o un vector viral
adenoasociado, o un vector retroviral, o un vector de insecto.

36. Una célula recombinante aislada o un cultivo celular, que comprende
la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 33 o el vector de cualquiera de
las reivindicaciones 34 y 35, en donde la célula aislada no es una célula vegetal ni
un cigoto humano ni una célula embrionaria.

37. Un kit, que comprende dos composiciones que incluyen:

(a) un polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones
18-32; y

(b) un segundo agente o agentes, en donde se selecciona de entre
antiinflamatorios o anticoagulantes seleccionados de entre uno o mas de un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), antimetabolito, corticosteroide,
analgésico, agente citotdxico, inhibidor de citocina proinflamatoria, citocina
antiinflamatoria, agente de direccionamiento a células B, antigenos T de
direccionamiento a compuestos, bloqueador de moléculas de adhesidn,
antagonista de receptor de quimiocina, inhibidor de cinasa, ligando PPAR-y
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(gamma), inhibidor de complemento, heparina, warfarina, acenocumarol,

fenindiona, EDTA, citrato, oxalato, argatroban, lepirudina, bivalirudina vy
ximelagatran.

38. La combinacién del polipeptido u-PA modificdo o la proteina de fusién
de cualquiera de las reivindicaciones 1-37, en donde el polipéptido de u-PA
modificado comprende la modificacién seleccionada de entre V41R y V38E/V41R.

39. Un método para elaborar un polipéptido de u-PA modificado, que
comprende:

introducir un acido nucleico o vector que codifica para un polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusidon de cualquiera de
las reivindicaciones 18-32 en una célula in vitro, en donde la célula es una célula
no embrionaria;

cultivar la célula bajo condiciones por lo cual se expresa el polipéptido;

aislar el polipéptido expresado.

40. El método de la reivindicacion 39, en donde la célula es una célula
eucariota.

41. El método de la reivindicacién 40, en donde la célula es una célula
de mamifero o una célula de levadura.

42. Una composicién farmacéutica, que comprende un polipéptido de u-
PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusién
de cualquiera de las reivindicaciones 18-32 en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

43. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 42, en donde el
polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusidn esta en una forma activada de
dos cadenas.

44, La composicion farmacéutica de la reivindicacién 42 o reivindicacion
43, en donde el polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusion comprende

un dominio de proteasa de SEQ ID NO: 21 o SEQ ID NO: 987.

45. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones
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42-44, en donde el polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusién comprende

el polipeptido u-PA modificado expuesta en la SEQ ID NO: 1015 o 1019.
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