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MEMORIAL DE ALCANCE

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, D.C., identificado tal como aparece
al pie de mi firma, en mi caracter dc apoderado de la sociedad en referencia, me permito dar
alcance a Recurso de Reposicion enviado al correo electronico contactenos@sic.gov.co el 13 de

enero de 2014, a las 22:13, con el fin de aportar el memorial original.
Por lo anterior, solicito amablemente al Despacho tenga por fecha de radicacion del mismo el dia

13 de cncro de 2014. Para tal cfecto adjunto documentos fisicos del memorial junto con el

comprobante de envio via corrco clectronico.

Atentamente,

CARLOS R. OLARTE
CC.No0.79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Adjunto: Lo enunciado
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Estimados sefiores:

Me permito adjuntar el Recurso de Reposicién para el expediente en referencia.

Cordial saludo,

OLARTEMOURE
Carrera 5 N° 34-03
Bogota, Colombia 110311
Tel : +57 1601-7700
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Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. 7 S. D.

Re: Expediente N° 10-014.090

Carlos R. Olarte
Juan G. Moure

Alexander Agudelo
Carlos A. Parra
Juan Felipe Acosta
Andrés Rincon
Mbénica Guevara
Andrés Alvarado
Ella Ponce

Maria Clara Calderon
Mauricio Avila

José Jairo Dangond
Gina Ciceres
Isabella Herrera
Zaava Ravid

Miguel Felipe Porras
Catalina Amaya
Laura M. Escobar
Lorena Andrade

Medellin
Maria Clara Minera
Eddie Manotas

Adriin Santamaria

Solicitud de Patente de Invenciéon Titulada: “UN ANTICUERPO ANTI-CD37

DERIVADO DE UN ANTICUERPO MONOCLONAL MURINO”
Solicitante: BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH
Nuestra Ref,; COP2009/100001

RECURSO DE REPOSICION

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogot4, D.C., identificado como aparece al

pie de mi firma, en mi condicién de apoderado de la sociedad solicitante, y dentro del término

legal previsto por el articulo 51 del Cédigo Contencioso Administrativo, me permito interponer

RECURSO DE REPOSICION en contra de la Resolucion No. 73078, notificada por edicto

desfijado el 3 de enero de 2014.

1. ANTECEDENTES

La solicitud de patente ventilada en este expediente contiene un capitulo reivindicatorio con 12

reivindicaciones (radicado el 19 de julio de 2013, en respuesta al primer y unico examen de fondo

expedido el 05 de marzo de 2013). Segun la Resolucién No. 73078, el Despacho niega la

totalidad de las reivindicaciones por supuesta falta de novedad y nivel inventivo.

Oficina Bogotd: Carrera 5 N° 34-03, Bogota 110311, Colombia; Tel: + 57 (1) 601-7700 Fax: + 57 (1) 601-7799
Oficina Medellin: Carrera 43A N° 1 Sur-31, Of. 403, Medellin 050021, Colombia; Tel y Fax: +57 (4) 266-0392

e-mail: office@olartemoure.com www.olartemoure.com
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2. OBJETO DEL RECURSO

Que se revoque la Resolucion recurrida, y en su lugar se conceda el privilegio de patente de
invencién para las reivindicaciones pendientes de la presente solicitud, o aquellas que el

Despacho considere cumplen con los requisitos de patentabilidad.
3. FUNDAMENTO DEL RECURSO

Con referencia a los argumentos presentados por la SIC para desvirtuar el nivel inventivo de la
presente solicitud en la Resolucion aqui recurrida, respetuosamente difiero del analisis expuesto,
y procedo a refutar cada uno de dichos argumentos, exponiendo las motivaciones técnicas que

desvirtian la posicion de ese Despacho.

3.1 a- La SIC insiste en que la patente US2005238646 (D1) afecta la novedad de la

Reivindicacion 1.

La SIC presenta la siguiente tabla comparando las caracteristicas esenciales de D1 y el anticuerpo
de la Reivindicacioén 1:

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:
Caracteristicas esenciales D1
Anticuerpo quimerico que se una a CD37 Anticuerpo quimérico que se una a CD37
Cadena pesada variable SEQ ID NO: 2 X
Cadena ligera variable SEQ ID NO: 4 Con la SEQ ID NO: 13 (P4g. 36)
Cadenas pesadas y ligeras constantes que son de | Cadenas pesadas y ligeras constantes que son de origen
origen humano humano

El Despacho argumenta que el Capitulo Descriptivo establece que las SEQ ID NO: 24 y 26
corresponden a la fusién de las SEQ ID NO: 2 y 4 a las regiones constante IgGl y kappa
humanas, de manera que las caracteristicas esenciales de la Reivindicacién 1 habian sido
divulgadas previamente en el documento D1, el cual da a conocer un anticuerpo con SEQ ID NO
13 (pag. 36), el cual contiene las cadenas variables ligera y pesada idénticas a las SEQ ID NO: 2

y 4 de la presente solicitud.

Adicionalmente, la SIC argumenta que D1 divulga que dichas regiones variables liviana y pesada
pueden fusionarse con regiones constantes liviana y pesada, tal como IgG1 y kappa (parrafos
[0021], [0025] y [0065]), asi como los acidos nucleicos que los codifican (parrafo [0094)),
vectores que contienen dichos 4cidos nucleicos, células hospederas para su expresién (parrafo
[0107]), el uso de dichas moléculas para obtener composiciones (parrafo [0147]) y su uso en el

tratamiento de enfermedades relacionadas con células B (parrafo [0029]).
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Finalmente, la SIC sefiala que:

“Se aclara al solicitante que la_humanizacién de anticuerpos murinos

es bien conocida en el estado de la técnica’, a través de métodos para

producir anticuerpos que consisten en regiones variables de raton
especificas para un epitope se unen a segmentos que codifican regiones

humanas constantes Ig y kappa. En consecuencia la reivindicacién 1 no

es nueva, segin lo divulgado en D1”' (mi negrilla, mi subrayado)

b- i) En primer lugar, me permito llamar nuevamente la atencién del Despacho

sobre el hecho que para fundamentar una afectacion vélida contra la novedad de una invencion, el

arte previo debe divulgar explicitamente todas y cada una de las caracteristicas de la invencién®.

Es mas, el Tribunal Andino de Justicia (TAJ) ha determinado que para establecer una objecién

vélida contra la novedad, la divulgacion del arte previo debe ser lo suficientemente detallada

para_que una persona versada en la materia pueda usar dicha informacién para reproducir v

explotar la invencioén.

i) A la luz de los anteriores lineamientos, es relevante explicar nuevamente la
materia divulgada en D1 y compararla con lo reclamado en la Reivindicacién 1 del Capitulo

Reivindicatorio presentado en mi respuesta al primer examen de fondo.

La presente invencion reclama en la Reivindicacién 1: un anticuerpo quimérico, denominado

A0, que se une a CD37 humano que se define por: i) una regién variable de cadena pesada de
secuencia SEQ ID NO: 2; ii) una region variable de cadena ligera de secuencia SEQ ID NO: 4;
iii) una regién constante de cadena pesada de secuencia SEQ ID NO: 24; y iv) una regién

constante de cadena ligera de secuencia SEQ ID NO: 26.

No se entiende en qué seccion del Capitulo Descriptivo la SIC encontr6 que “las SEQ ID NO: 24
y 26 corresponden a la fusion de las SEQ ID NO: 2 y 4 a las regionés constante IgG1 y kappa
humanas™, pues tal y como lo establece la Tabla 2 del Capitulo Descriptivo, el anticuerpo de la

Reivindicacion 1 (A0Q), presenta las siguientes caracteristicas estructurales:

! Resolucion No. 73078, notificada por edicto desfijado el 03 de enero de 2014, pégina 4, primer parrafo.

Manual Andino de Patentes. (2004). Seccién 94, (disponible en
http://www.comunidadandina.org/public/patentes.pdf).
* Proceso 06-IP-89 (http://intranet.comunidadandina.org/Documentos/Procesos/209-I1P-2005.doc); y Proceso 36-IP-
2004 (http://www.notinet.com.co/serverfiles/servicios/archivos/30jul04/ca36-04.htm)
* Resolucién No. 73078, notificada por edicto desfijado el 03 de enero de 2014, pagina 3, segundo pérrafo.
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I 1 | v Vv Vi
SEQID | SEQID
SEQID SEQID NO: NO:
Ab Fc substitution(s) NO: NO: complete |complete
(Kabat numbering) v heavy v light heavy light
chain chain chain chain
aa/DNA aa/DNA | aa/DNA [aa/DNA
2/1 fused 4/3
to 24/23 | fused to
AQ - seq 2/1 seq 4/3 26/25

Tal y como se desprende de la anterior seccidén de la Tabla 2, el anticuerpo quimérico reclamado
en la Reivindicacion 1 presenta: una region variable de cadena pesada de secuencia SEQ ID NO:
2 y una region variable de cadena ligera de secuencia SEQ ID NO: 4 (colilmnas I y IV).
Adicionalmente, las cadenas pesada y ligera completas corresponden a las secuencias de
aminoécidos SEQ ID NO:2 fusionada con la SEQ ID NO:24 y SEQ ID NO:4 fusionada con la

SEQ ID NO:26, tal y como se encuentra caracterizado y reclamado en la Reivindicacion 1.

Ahora bien, un anélisis de novedad adecuado requiere que el Despacho encuentre en el arte

previo un documento que divulgue un anticuerpo quimérico que contenga explicitamente todas

y cada una de las caracteristicas esenciales del anticuerpo reivindicado. Esto es, en el caso de la

Reivindicacién 1, un anticuerpo quimérico caracterizado por:

- 1) una region variable de cadena pesada de secuencia SEQ ID NO: 2;
- ii) una regi6n variable de cadena ligera de secuencia SEQ ID NO: 4;
- 1ii) una regidn constante de cadena pesada de secuencia SEQ ID NO: 24; y

- 1v) una regién constante de cadena ligera de secuencia-SEQ ID NO: 26.
iii)  Habiendo identificado las caracteristicas esenciales del anticuerpo de la
Reivindicacién 1, resulta pertinente compararlas con la materia divulgada en D1, como lo realicé

en respuesta al primer y Gnico examen de fondo.

D1 divulga proteinas de fusion de inmunoglobulina y dominios de unién disefiados

molecularmente y proteinas de unién recombinantes inmunolégicamente activas, incluyendo

proteinas de fusion de inmunoglobulina y una cadena sencilla Fv.

Argumenta la SIC que la SEQ ID NO:13 de D1 anticipa las secuencias SEQ ID NO: 2 y 4 del

anticuerpo de la Reivindicacién 1. La pagina 36 que referencia la SIC efectivamente divulga la

Pagina 4 de 17
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SEQ ID NO:13 que corresponde, como alli se indica bajo el titulo “Other Information” a un
fragmento variable de cadena sencilla o simple de ratén anti-CD37 humano, como muestro a
continuacion:

<210> SEQ ID NO 13

<211> LENGTH: 259

<212> TYPE: PBRT

<213> ORGANISM: Mus musculus

<220> FEATURE:

<221> NAME/KEY: SITE

<222> LOCATION: (1)..(259)
<223> OTHER INFORMATION: MOUSE ANTI-HUMAN CD37 SCFV

La SEQ ID NO:13 de D1 corresponde a un fragmento variable de cadena sencilla que proviene
de ratéon, y que es anti-CD37 humano. Sin embargo, el anticuerpo quimérico de la
Reivindicacién 1 no solo incluye las secuencias SEQ ID NO: 2 y 4, sino que ademas contiene: iii)
una region constante de cadena pesada de secuencia SEQ ID NO: 24; y iv) una region constante
de cadena ligera de secuencia SEQ ID NO: 26.

Es decir, aplicando los lineamientos del Manual de Andino de Patentes y del Tribunal Andino de
Justicia respecto a la novedad, D1, y especificamente la SEQ ID NO:13 de D1 deberia divulgar-
explicitamente la secuencia de aminoacidos de las cuatro regiones/cadenas que caracterizan el
anticuerpo de la Reivindicacién 1, y no unicamente las regiones variables, tal como la region de
cadena pesada de secuencia SEQ ID NO: 2 y la region variable de cadena ligera de secuencia

SEQ ID NO: 4.

Asi, si aplicamos los lineamientos citados, no existe ningin anticuerpo divulgado en D1 que

divulgue explicitamente todas y cada una de las secuencias de aminoéacidos de las cuatro

regiones/cadenas que caracterizan el anticuerpo de la Reivindicacion 1, por lo que el anticuerpo

de la Reivindicacion 1 es novedoso.

c- Ahora bien, la SIC argumenta que:

“Se aclara al solicitante que la_humanizacién de anticuerpos murinos

es bien conocida en el estado de la técnica’, a través de métodos para

producir anticuerpos que consisten en regiones variables de raton
especificas para un epitope se unen a segmentos que codifican regiones

humanas constantes Ig y kappa. En consecuencia la reivindicacién 1 no

es nueva, segiin lo divulgado en D1 (mi negrilla, mi subrayado)

3 Resolucién No. 73078, notificada por edicto desfijado el 03 de enero de 2014, pagina 4, primer pérrafo.
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Pareciera entonces que en la evaluacion de novedad del anticuerpo de la Reivindicacién 1, la SIC

considera pertinente mencionar que la humanizacién de anticuerpos “es _bien conocida en el

estado de la técnica”.

Sin embargo, durante el anélisis de novedad la SIC s6lo deberia determinar si en el arte previo se

divulga explicitamente un anticuerpo quimérico caracterizado porque contiene las secuencias de

aminoacidos de las cuatro regiones/cadenas que caracterizan el anticuerpo de la Reivindicacién 1,

mas no deberia analizar si la humanizacién de anticuerpos “es bien conocida en el estado de la

técnica”.

De hecho, la Guia para Examen de Solicitudes de Patente de Invencién y Modelo de Utilidad de

la SIC, en la determinacion de la novedad en el campo de la biotecnologia establece lo siguiente:

“Si un anticuerpo X reivindicado, definido por su funcién y estructura,
que se une a un antigeno A es nuevo, cualquier otro anticuerpo del estado
de la técnica que se une a ese mismo antigeno no afecta la novedad del

anticuerpo X, tan solo afectaria la novedad si tuviera el mismo epitopo o

la misma estructura del anticuerpo X° (mi negrilla, mi subrayado)

Asi, y como lo determina la SIC en sus lineamientos, la novedad de un anticuerpo caracterizado

por su estructura sélo puede ser afectada si existe en el arte previo un anticuerpo con la misma

estructura del anticuerpo reivindicado, lo cual NO ocurre en el presente caso, pues como se

explico en el punto anterior, D1 unicamente divulga la secuencia de aminod4cidos de las regiones
variables de cadena pesada y ligera (SEQ ID NO: 2 y 4), més no las regiones constantes
especificas de cadena pesada y ligera (SEQ ID NO: 24 y 26) que presenta el anticuerpo de la

Reivindicacion 1 (A0), por lo que D1 no puede afectar su novedad.

En otras palabras, no_existe en el arte previo, particularmente D1, un anticuerpo que divulgue

explicitamente todas y cada una de las secuencias de aminoécidos de las cuatro regiones/cadenas
que caracterizan el anticuerpo de la Reivindicacion 1, por lo que el anticuerpo de la

Reivindicacion 1 es novedoso.

® Guia para Examen de Solicitudes de Patente de Invenci6n y Modelo de Utilidad. Superintendencia de Industria y
Comercio de Colombia, 2012, Seccion 2.13. Pégina 69. (disponible en
http://api.sic.gov.co/Documentos/Guia_Examen_Patentes.pdf)

Pagina 6 de 17



-

3

- OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

Si la SIC insiste en mantener su afirmaciéon en cuanto a que la estructura del anticuerpo

quimérico de la Reivindicacion 1 se encuentra anticipado por D1, solicito respetuosamente se

seflalen de manera expresa el anticuerpo de D1 que contiene explicitamente las secuencias de

aminoécidos de las cuatro regiones/cadenas del anticuerpo de la Reivindicacion 1.

32. a- La SIC insiste en que las patentes D1 y W02007/041635 (D2) afectan el nivel

inventivo de las Reivindicaciones 2 a 12.

La SIC presenta la siguiente tabla comparando las caracteristicas esenciales de los anticuerpos

divulgados en D1 y D2, y el anticuerpo de la presente invencion:

Caracteristicas esenclales D1 D2
Anticyerpo quimérico que Sse una a | Anticuerpo guimérico que se una a
CcD37 CD37 (Péag. 36)

Cadena pesada variable SEQ ID NO: 2
Cadena ligera variable SEQ ID NO: 4
Cadenas pesadas y ligeras constantes | Cadenas pesadas y ligeras constantes
que son de origen humano que son de ofigen humano

Mutaciones en el dominio Fc para
Con la SEQ ID NO: 13 (P4ag. 36) aumentar fas funciones efectoras de
anticuerpos

Una 0 mas mutaciones en el dominio
Fc 234, 235, 236, 239, 267, 268, 293,
295, 324, 327, 328, 330 y 332 (Péam.
[0012]). Incluyendo fas mutaciones
especificas 1332E  (Parr.  [0058]),
$239D, G236A, $239D (Parr. [0091])

Uha 0 mas mutaciones en el dominio

N ciona
£c 0 S€ MENCIO!

A partir de la anterior tabla, el Despacho concluye que:

- D1 divulga un anticuerpo con SEQ ID NO 13 (pag. 36), el cual contiene las
cadenas variables ligera y pesada idénticas a las SEQ ID NO: 2 y 4 de la presente
solicitud;

- D1 divulga que dichas regiones variables liviana y pesada pueden fusionarse con
regiones constantes liviana y pesada, tal como IgGl y kappa (parrafos [0021],
[0025] y [0065]), asi como los 4cidos nucleicos que los codifican (parrafo [0094]),
vectores que contienen dichos &acidos nucleicos, células hospederas para su
expresion (parrafo [0107]), el uso de dichas moléculas para obtener composiciones
(parrafo [0147]) y su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con
células B (parrafo [0029]).

- la Unica diferencia entre D1 y la Reivindicacion 3 es la insercion de mutaciones en
el dominio Fc para obtener las secuencias de cadena liviana y pesada SEQ ID NO
28 y 30;

- el efecto que se logra al incluir dichas mutaciones en el dominio Fc es la
modulacion de las funciones efectoras del anticuerpo;

- la utilizaciéon de mutaciones en el dominio Fc para aumentar las funciones

efectoras de anticuerpos (incluyendo ADCC) ya esta divuigada en el documento
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D2, que se refiere a una variante de Fc de un polipéptido Fc original que
comprende al menos una primera y una segunda sustitucion en las posiciones 234,
235, 236, 239, 267, 268, 293, 295, 324, 327, 328, 330 y 332 (parrafo [0012]),
incluyendo las mutaciones especificas I332E (parrafo [0058]), S239D , G236A
(Parrafo [0091));

- cualquier persona medianamente versada en la materia incluiria las mutaciones en
el dominio Fc del documento D2 en el anticuerpo divulgado en DI, para asi
producir el anticuerpo de la presente invencion;

- las Reivindicaciones 3 a 12 no mencionan caracteristicas adicionales, y por lo

tanto, tales reivindicaciones tampoco revisten nivel inventivo.

b- i) En primer lugar, me permito aclarar nuevamente que la presente invencion
reclama en sus Reivindicaciones 1 a 5, los anticuerpos quiméricos denominados A0, A2 y A4.
Los tres anticuerpos comparten las mismas cadenas de aminoacidos de las regiones variables
pesada y ligera correspondientes a la SEQ ID NO:2 y 4, pero se diferencian en las secuencias de
aminodcidos de las regiones constante de cadena pesada y ligera, pues para el anticuerpo A0 son
las secuencias SEQ ID NO: 24; y SEQ ID NO: 26 (Reivindicacién 1), para el anticuerpo A2 son
las secuencias SEQ ID NO: 28; y SEQ ID NO: 30 (Reivindicacion 2) y para el anticuerpo A4 son
las secuencias SEQ ID NO: 32; y SEQ ID NO: 34 (Reivindicacion 4). Valga aclarar que las

Reivindicaciones 1, 2 y 4 son independientes.

Adicionalmente, el anticuerpo A2 comprenden una combinacién de sustituciones en las
posiciones 239 y 332, donde dichas sustituciones son I332E y S239D (Reivindicacién 3), el
anticuerpo A4 presenta una combinacién de sustituciones en las posiciones 236, 239 y 332,
donde dichas sustituciones son S239D, I1332E y G236A (Reivindicacion 4), y el anticuerpo A0 no

presenta ninguna combinacion de sustituciones.

Finalmente, las Reivindicaciones independientes 6 a 8 reclaman una molécula de ADN,
caracterizada por las regiones que codifican para las regiones variables y contantes humanas de

cadena pesada y ligera que caracterizan los anticuerpos A0, A2 y A4.

it) Ahora bien, contrario a los argumentos de la SIC y como mencioné

anteriormente, D1 divulga proteinas de fusién de inmunoglobulina v dominios de unién

disefiados molecularmente y proteinas de unién recombinantes inmunolégicamente activas,

incluyendo proteinas de fusién de inmunoglobulina y una cadena sencilla Fv.
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En particular, la SEQ ID NO:13 representa un fragmento variable de cadena sencilla que
proviene de ratén, y que es anti-CD37 humano, que solamente divulga las SEQ ID NO:2 y 4 que

corresponden a la secuencia de las regiones variables de cadena pesada v ligera de los

anticuerpos A0, A2 y A4. Sin embargo, ningtin aparte de D1 muestra secuencias de aminoécidos
siquiera parecidas a las regiones constantes de cadena pesada y ligera de los anticuerpos A0, A2 y

A4 reivindicados.

Asi, el analisis equivocado de D1 lleva a la SIC a concluir que la tnica diferencia entre la
invencion de la Reivindicacion 3 y D1 consiste en la insercién de mutaciones en el dominio Fc
para obtener las secuencias de cadena liviana y pesada SEQ ID NO:28 y 30. Sin embargo, la
realidad es que lo Unico en lo que se parecen los anticuerpos A0, A2 y A4 reivindicados y DI es

en las regiones yvariables de cadena pesada y ligera, pero la SEQ ID NO:13 ni siquiera

caracteriza a un anticuerpo sino Unicamente un fragmento variable de cadena sencilla que

proviene de raton.

Como es bien sabido, un anticuerpo murino es aquel anticuerpo de raton, por lo que no es (til

para el empleo en seres humanos. De otra parte, un anticuerpo_quimérico, como los de la

invencion, es un anticuerpo que posee dominios variables de origen murino (de ratén) y regiones

constantes de las cadenas pesada y ligera humanas’, como se ilustra a continuacién:

2881

Humano Quimérico Humanizado Ratén

Ratoin @
Humano Q

Figura 5: Esquema comparativo de AcMos humanos, quiméricos, humanizados y de ratdn. En gris se muestran
las secuencias de origen humano y en negro las de origen murino.

Como es evidente, los anticuerpos quiméricos de la presente invencion contienen las regiones

variables de cadena pesada y ligera provenientes de raton (SEQ ID NO:2 y 4) y contienen

regiones constantes de cadena pesada y ligera provenientes de humanos. Sin embargo, nada

7 Alvarez-Vallina, Luis. “Anticuerpos Monoclonales: Realidades y Perspectivas”; Editorial COMPLUTENSE, 2004;
ISBN: 9788474917598; Pagina 60.
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en D1 ensefia de manera particular precisamente tales regiones constantes de cadena pesada y

ligera que contienen cada anticuerpo A0, A2 y A4 reclamado en las Reivindicaciones 1, 2 y 4.

Asi, la diferencia con D1 no es unicamente unas mutaciones en el dominio Fc, sino precisamente,

tales regiones constantes de cadena pesada y ligera de cada anticuerpo A0, A2 y A4, las cuales no

se encuentran ensefiadas o divulgadas en D1.

ili)  De otra parte, D2 simplemente divulga variantes de Fc con propiedades de
unién a receptor Fc mejoradas, asi como los métodos para su produccion, polipéptidos Fc que
comprenden dichas variantes Fc, y métodos para el uso de dichas variantes Fc con propiedades de

union a receptor Fc mejoradas.

Sin embargo, asi se incluyeran las mutaciones sugeridas por D2 en el fragmento variable de
cadena sencilla que proviene de ratén de D1 (SEQ ID NO:13) no se obtendria ninguno de los
anticuerpos aqui reclamados. Es decir, al combinar las ensefianzas de D1 y D2 que la SIC

considera relevantes NO se obtienen los anticuerpos A0, A2 y A4 de la presente invencion.

iv)  Ahora bien, en este punto me permito Ilamar la atencién de la SIC sobre
sus mismos lineamientos, expresados en la Guia para Examen de Solicitudes de Patente de

Invencién y Modelo de Utilidad, que en la seccion de nivel inventivo sefiala lo siguiente:

“La invencion no tiene nivel inventivo cuando la combinacion de los
elementos que proveen la solucion estd revelada en el estado de la

técnica, es decir, no basta con la existencia de los elementos de manera

aislada o individualmente considerados para concluir la falta de nivel

inventivo, sino que ellos en su totalidad e integridad ensefien de manera

—_—_——

evidente la_manera_de llegar a la solucién_del problema técnico™ (mi

negrilld, mi subrayado)

“Si el estado de la técnica provee las ensefianzas para derivar la

solucion, revisar si el conjunto de ensefianzas del estado de la técnica lo

llevarian de forma inmediata a la solucion propuesta por la solicitud.

Si_se requiere de pasos adicionales o de corroboracién o de superar

¥ Guia para Examen de Solicitudes de Patente de Invencién y Modelo de Utilidad. Superintendencia de Industria y
Comercio de Colombia, 2012, Seccién 2.13. Pagina 69. (disponible en
http://api.sic.gov.co/Documentos/Guia_Examen_Patentes.pdf)

Pégina 10 de 17



-

' OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

obstdculos revelados por las propias ensefianzas entonces el estado de la

técnica no revela la solucidn al problema’ (mi negrilla, mi subrayado)

'

Al aplicar dichos lineamientos al presente caso se tiene que los elementos de la presente
invencion que solucionan un problema técnico (anticuerpos A0, A2 y A4 que contienen regiones
constantes de cadena pesada y ligera especificas), no estan revelados en D1 y D2. De hecho,
aunque D2 divulgue en su contenido algunas de las mutaciones sobre el dominio Fc de diferentes
anticuerpos (IgG), esto no significa que la persona medianamente versada en la materia al incluir
dichas mutaciones sobre la SEQ ID NO:13 divulgada en D1 llegaria al anticuerpo de la

invencion.

Asi, ni D1 ni D2 siquiera divulgan los elementos que componen el anticuerpo reclamado de
manera aislada, y mucho menos, las ensefianzas de D1 y D2 en su totalidad ensefian de manera
evidente el anticuerpo de la invencién. Es decir, como las ensefianzas del estado de la técnica
NO conducen de forma inmediata a los anticuerpos quiméricos de la invencién, entonces D1 y

D2 no revelan la solucion al problema técnico y la presente invencion reviste nivel inventivo.

Si la SIC insiste en mantener su afirmacion en cuanto a que la estructura de los anticuerpos
quiméricos de la invencién se derivan evidentemente del estado del arte, solicito

respetuosamente se enumeren de manera_expresa los hechos incluidos en el arte previo que

conducirian a una persona versada en el arte a su obtencion, en particular, a la eleccion particular

de las regiones constantes de cadena pesada y ligera especificas.

33. a- Respecto a los datos resaltados en mi respuesta al primer examen de fondo, la SIC
sefiala lo siguiente: “la persona normalmente versada en la materia se veria motivada a obtener
anticuerpo (sic) quimérico y/o humanizados (sic) con la misma estructura que la reclamada en la

solicitud, asi como a realizar sustituciones de la region Fc con una alta expectativa de éxito de

sl

conseguir anticuerpos con una actividad mejorada”'® (mi subrayado, mi negrilla)

Si se analizan los anteriores apartes citados, la SIC considera que cualquier persona
medianamente versada en la materia esperaria “con alta expectativa de éxito” que al incluir las

sustituciones divulgadas en D2, la actividad de los anticuerpos se veria mejorada.

® Ibidem. Seccién 2.13.2. P4gina 71.
1% Resolucién No. 73078, notificada por edicto desfijado el 03 de enero de 2014, pégina 5, séptimo parrafo.
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Difiero respetuosamente de la posicion de la SIC y de hecho, solicito respetuosamente que se

enumeren de manera expresa las razones por las cuales los siguientes resultados especificos son

esperables a partir de D2:

- La Figura 6 muestra que los anticuerpos de tipo A tienen marcadamente una mejor

actividad apoptotica, con respecto a otros anticuerpos evaluados; dicha actividad

apoptotica es superior al 70%, incluso sin existir entrecruzamiento.

- El Ejemplo 9 y la Figura 9 ensefian que el anticuerpo A0 es un potente inductor de la

apoptosis, incluso sin entrecruzamiento.
- El Ejemplo 10 y la Figura 10 muestran que el anticuerpo A0 y las variantes Fc¢ producidas
por ingenieria (A2 y A4 en la Figura 10), muestran una actividad pro-apoptética similar.

Es decir, son también potentes inductores de la apoptosis.

- el experimento 10 muestra que la ingenieria Fc¢ del anticuerpo A0 no altera su actividad
pro-apoptética.

- El Anexo 1 a mi respuesta al primer examen (adjunto para inmediata referencia) contenia
informacién experimental que demostraba que los anticuerpos A2 y A4 de la presente
invencion presentan una alta actividad pro-apoptotica con y sin entrecruzamiento en un

ensayo en células Ramos:
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No se entiende como a partir de D2, una persona medianamente versada en la materia podria
esperar que cualquier anticuerpo que contenga las modificaciones alli sugeridas presentaria

especificamente las anteriores ventajas.

b- Ahora bien, contrario a lo que considera la SIC, y de hecho, evidencia del pobre
andlisis realizado de D1, dicha anterioridad ensefia en la Figura 19B la citotoxicidad celular

dependiente del anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés) del anticuerpo G28-1.

El anticuerpo G28-1 es un anticuerpo murino anti-CD37 divulgado en la patente
W02005/017149, el cual, como su nombre indica, al ser un anticuerpo murino (de rat6n), no
comprende secuencias constantes de cadenas pesadas y/o livianas humanas. Es posible encontrar
diversa informacion para el anticuerpo murino G28.1 (en W02005/017149, por ejemplo la Figura
71 y el Ejemplo 45) y para el SMIP (siglas en inglés que se refieren al “small modular
immunopharmaceutical”) derivado de dicho anticuerpo anti-CD37 (que se encuentra divulgado
en el documento Zhao, X., et al."', denominado como Anexo 2 al y adjuntado a mi respuesta al

primer examen presente memorial), en la que, se reporta que la actividad pro-apoptdtica sin

entrecruzamiento es menor. De hecho, la publicacién de Zhao, X., et al'* (adjunta para

inmediata referencia) establece de forma clara que no se observé apoptosis para el SMIP anti-
CD37 (G28-1 scFv-Ig) en ausencia de anticuerpos anti FC, lo que significa que no _se observé

actividad pro-apoptética alguna con para el SMIP anti-CD37 sin entrecruzamiento (ver el

articulo Zhao et al, pagina 2571, columna derecha en los resultados, lineas 17-19, asi como las
Figuras 2A, 2C, 5A y FB).

Como es sabido, una caracteristica que se considera favorable en un anticuerpo terapéutico es
precisamente una alta actividad pro-apoptdtica (especialmente sin entrecruzamiento), ya que se
cree que dicha actividad pro-apoptética de un anticuerpo anti-CD37 juega un papel importante
al contribuir en la eliminacion de células B del cuerpo del paciente. Por lo tanto, los
anticuerpos A0, A2 y A4 aqui reivindicados demuestran, de manera sorprendente, el efecto
técnico favorable distintivo sobre la actividad pro-apoptética, incluso sin entrecruzamiento, lo

cual no se encuentra reportado para el anticuerpo murino G28.1 (D1) o el SMIP anti-CD37.

c- A pesar de los anteriores comentarios y argumentos claros, la SIC en lugar de

hacer un andlisis completo de la informacion aportada en mi respuesta al primer examen de

"' Zhao, X., et al. “Targeting CD-37 positive lymphoid malignancies with a novel enginerred small modular
immunopharmaceutical“. Blood. Vol. 110, No. 7. Pages 2569-2577. 2007,
? Ibidem.
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fondo, se limita simplemente a afirmar que a partir del arte previo existe una “alta expectativa de

éxito de conseguir anticuerpos con una actividad mejorada”.

Sin embargo, nada en D2 y mucho menos en D1 le permitirian a una persona medianamente
versada en la materia prever los resultados demostrados anteriormente, en particular en
comparaciéon con el anticuerpo G28-1. Es decir, ni D1 ni D2 proporcionan sugerencias o

ensefianzas que lleven a la produccion de los anticuerpos anti-CD37 con la alta actividad pro-

apoptética de la presente invencion, y menos llevaria a que la persona medianamente versada en
la materia pudiera esperar dicha actividad, incluso sin entrecruzamiento. De hecho, D2 y mucho
menos D1, proporciona pista alguna hacia como alcanzar dicha alta actividad pro-apoptética en

anticuerpos CD37, incluso sin entrecruzamiento.

En este punto es importante sefialar que el anélisis de nivel inventivo no puede estar basado en si
es 0 no posible obtener la molécula de anticuerpo quimérico reclamada, pues claramente era
posible, toda vez que la misma en realidad existe. Esta aproximacion conllevaria a que ninguna
invencion seria patentable, volviendo asi inoperante el sistema de patentes. De igual manera, el
criterio tampoco puede involucrar la cuestion de si las técnicas aplicadas en el desarrollo de la
invencion son comunes u obvias, sino mas bien si el método de la invencion podia derivarse de
manera evidente del arte previo. La evaluacion del nivel inventivo debe centrarse unicamente en
la cuestidon de si, para la persona medianamente versada en la técnica, la materia reivindicada
habria podido derivarse de manera obvia a partir del arte previo y sin necesidad de investigacion

adicional alguna.

En el presente caso, D1 ni D2 proporcionan sugerencias o ensefianzas que lleven a la produccion
de los anticuerpos anti-CD37 con la alta actividad pro-apoptodtica de la presente invencion, y
menos llevaria a que la persona medianamente versada en la materia pudiera esperar dicha

actividad, incluso sin entrecruzamiento.

Asi, teniendo en cuenta que, 1) los anticuerpos de la invencidn tienen una estructura inesperada
(no derivable por la persona medianamente versada en la materia); ii) las estructuras especificas
de los anticuerpos aqui reivindicados no son obvios para una persona medianamente versada en
la materia ya que no pueden preverse; y, iii) las propiedades ventajosas son consideradas un signo
aceptable de nivel inventivo; y que las moléculas de anticuerpo anti-CD37 quimérico (A0, A2 y
A4) aqui reivindicadas presentan una estructura y actividad farmacolégica inesperada, se puede

concluir que la presente solicitud reviste nivel inventivo.
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3.4. Finalmente, me permito informar que para el concepto inventivo comprendido en la
presente solicitud, ha sido otorgado hasta el momento el privilegio de patente en Perii con el

mismo Capitulo Reivindicatorio que es negado mediante la Resolucién aqui recurrida.

En particular, el Informe Técnico No. GMM 78-2012/A donde se realiza el examen de fondo de
la contraparte peruana de la presente solicitud (concedida mediante Resolucion No. 000676-
2013/DIN-INDECOPI del 30 de mayo de 2013) menciona respecto al nivel inventivo lo

siguiente:

A la luz de los argumentos mencionados por la solicitante se tiene que los anticuerpos que
se pretenden reivindicar presentan las siguientes ventajas frente al del arte previo G28.1:

La figura 6 de la memoria descriptiva muestra que los anticuerpos de tipo A tienen una
mejor actividad apoptotica marcada, con respecto a otros anticuerpos evaluados; dicha
actividad apoptotica es superior al 70%.

El ejemplo 9 y la figura 9 ensefian que el anticuerpo AO es un potente inductor de la
apoptosis, incluso sin entrecruzamiento.

El ejemplo 10 y la figura 10 muestran que el anticuerpo AO y las variantes Fc (A2 y A4 en
la figura 10) muestran una actividad pro-apoptotica similar.

Por ultimo, menciona que el experimento 10 muestra que la ingenieria Fc del anticuerpo AO
no altera su actividad pro-apoptotica.

Mientras que en el anticuerpo murino G28.1 la actividad proapoptdtica sin entrecruzamiento
€s menor.

De tal manera que al ser favorable en un anticuerpo una alta actividad proapoptotica ya
que contribuye en la eliminacién de células B del cuerpo del paciente, los anticuerpos que
se pretenden reivindicar demuestran el efecto farmacolégico mejorado distintivo sobre la

actividad proapoptotica, incluso sin entrecruzamiento, lo que no habia sido reportado para
el anticuerpo murino G28.1 del antecedente D1.

El Informe Técnico No. GMM 78-2012/B concluye, con base en los mismos argumentos, que las
reivindicaciones cumplen con el requisito de nivel inventivo. Dichas reivindicaciones

corresponden a las reivindicaciones negadas en la presente solicitud de patente.

No se entiende como, ante la misma evidencia técnica, dos oficinas con la misma regulacion en
materia de patentes tales como Colombia y Perti (Decision 486) hacen un analisis tan diferente, a
tal punto que una oficina considera que los datos aportados son evidencia del nivel inventivo
(Pert) y la otra oficina considera que los mismos datos son evidentes a la luz del arte previo

(Colombia.

Adicionalmente, el nivel inventivo de la presente invencién también fue reconocido por la
Oficina de Patentes Chilena (INAPI). En particular, el Informe Pericial para la solicitud de

patente chilena No. 2349-2008, contraparte de la presente invencién, considero que
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Si bien el D 2 describe una forma de produccién de anticuerpos quiméricos ratén humano, los anticuerpos especificos
no son divulgados.

La persona del oficio normalmente versada en la materia le resultaria obvio quimerizar D 2 el anticuerpo murino del cual
proviene el scFv Ig del D 1, pues no esperaria un comportamiento sorprendente de dicha aplicacion, sin embargo, na
seria obvio otorgar una quimerizacién especifica con las secuencias constantes SEQ ID N ° 24y 26, SEQID N° 28 y 30
0 SEQ ID N ° 32 y 34, con las propiedades sefialadas en la solicitud

La seleccion realizada por el solicitante no es azarosa ya sea en la eleccién de Fc como en las sustituciones en la region
constante. Los resultados promisorios del invento (ver analisis de la memoria descriptiva) se obtienen especificamente
por los anticuerpos quiméricos A2 (SEQ ID N ° 28 y 30), A4 (SEQIDN° 32y 34) yAQ (SEQ ID N° 24 y 286).

EID6 presentado por el solicitante con fecha 18/05/2011 apunia a describir los scFvlg anti CD37 descritos en D 1. Este
documento tiene evidencias que si bien, no son comparativas con el producto de la solicitud, pueden proveer que los
anticuerpos quiméricos AQ, A 2 y A 4 son alternativas ventajosas en algunos puntos o solamente una altemativa ya que

este documento hace comparaciones de scFv con rituximab que podrian proveer datos comparativos con el anticuerpos
auimérico de la invencian.

Vale la pena aclarar que el documento D6 al que se refieren corresponde al documento de Zhao,
X., et al, adjunto como Anexo 2 a mi respuesta al primer examen de fondo. EI INAPI concluye

que:

De acuerdo a lo anterior, los elementos de las reivindicaciones 1, 2 y 4 tendrian nivel inventivo, por ser alternativas |
concretas con buenas expectativas de solucion a un problema no solucionado satisfactoriamente. [

!‘;as reivindicaciones dependientes 3, 5, 22 — 24, 27 estan ligadas a la actividad inventiva de las reivindicaciones 1,2y

Las Reivindicaciones 1, 2 y 4 en Chile, corresponden a las Reivindicaciones 1, 2 y 4 de la

presente solicitud colombiana.

Si bien es claro que aunque las concesiones de patentes en oficinas de otros paises no son
vinculantes en el sentido que obliguen a la SIC a tomar una decision en el mismo sentido, es a la
vez cierto que los criterios de patentabilidad en los que deben fundamentarse el andlisis de
solicitudes de patente, en particular en cuanto al nivel inventivo se refiere, son analogos

globalmente, y concesiones en otras jurisdicciones sugieren el cumplimiento de dichos requisitos,

ya que claramente, los criterios de evaluacion y estudio aplicados para determinar la novedad y

nivel inventivo resultan equivalentes a los que la Superintendencia debe emplear, establecidos de

manera semejante por las legislaciones de patentes a lo largo del mundo entero.

En el presente caso, el INDECOPI (Pern) y el INAPI (Chile), ante la misma evidencia técnica,
consideraron que el Capitulo Reivindicatorio alli presentado que corresponde al de este

expediente, reviste nivel inventivo, a tal punto que en Pert ya fue concedida.

4. Para terminar, de conformidad con lo establecido en el articulo 59 del Codigo

Contencioso Administrativo, solicito respetuosamente que todos y cada uno de los puntos

planteados en el presente recurso sean resueltos de manera individual, completa y motivada,
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respecto de las razones de hecho, derecho y/o conveniencia que lleven a esa Superintendencia a

adoptar la decision que estime frente a la solicitud aqui formulada.
5. NOTIFICACION

Recibiré notificaciones en mis oficinas ubicadas en la Carrera 5 No. 34-03, de Bogota.

Atentamente,

CARLOS R, OLARTE —

C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

ANEXOS:

- Anexo 1: Resultados obtenidos de un ensayo en donde se determiné la actividad pro-
apoptica de los anticuerpos A2 y A4 en ausencia y presencia de anticuerpos IgG
entrecruzados.

- Anexo 2: Zhao, X., et al. “Targeting CD-37 positive lymphoid malignancies with a
novel enginerred small modular immunopharmaceutical”. Blood. Vol. 110, No. 7.
Pages 2569-2577. 2007.

- Anexo 3: Resolucion No. 000676-2013/DIN-INDECOPI del 30 de mayo de 2013 que
concede la Patente Peruana de Expediente No. 001321-2008/OIN.

- Anexo 4: Copia del Informe Técnico No. GMM 78-2012/A del INDECOPI para la
solicitud de patente peruana No. 001321-2008/OIN.

- Anexo 5: Informe Pericial de la Solicitud de Patente Chilena No. 2349-2008,

contraparte de la presente solicitud.
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Figure: Apoptosis with / without IgG cross-linking for antibodies A2 and A4
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Figure description: Pro-apoptotic activity of Fe-engincered antibodies A2 and A4 in the
absence or presence of IgG cross-linking antibodies

To assess the pro-apoptotic activity of A2 and A4, Ramos cells were incubated with serial
dilutions of the antibody for 18 to 24 h at 37°C., the tested antibody concentrations were in the
range from 0.3 ng/ml to 30 pg/ml. The percentage of apoptotic cells was determined for cach
antibody concentration by FACS analysis using Annexin V binding as a marker for apoptosis.
Additional experiments were performed using an anti-human IgG antibody to cross-link A2
and A4 on the surface of the target cells. For each experimental condition three independent
experiments were performed. The potency and efficacy of the antibody cffect was calculated
using the GraphPad Prism3 software program by applying a non-lincar regression curve-fit.
Potency was displayed as ECs (effective antibody concentration needed to achieve a 50%
effect), efficacy was calculated by using the top best {it values (maximum effect at high
antibody concentrations). The assay background was determined using the bottom best fit
values.

A2 and A4 were potent inducer of apoptosis even in the absence of an IgG cross-linking
antibody. Mean ECs values ranged were 66 ng/ml for A2 and 189 ng/ml for A4 (lower graph.
w/0 x-link). The mean maximum percentage of AnnexinV positive cells at high antibody
concentrations was already 37% for A2 and 28% for A4 even in the absence of 12G cross-
linking (upper graph, w/o x-link). the background AnnexinV binding was in the range from
8% to 12% in these assays.

Cross-linking of A2 and A4 with an anti-human IgG antibody did only slightly alter the
potency for apoptosis induction (mean ECso = 41 ng/ml for A2 and 87 ng/ml for A4) (lower
graph, with x-link), indicating that both antibodies A2 and A4 have similar potency of
apoptosis induction, e.g. the half-maximal effect is achicved at similar antibody
concentrations for both antibodies. Both A2 and A4 showed a slightly higher maximum level
of apoptosis induction at high antibody concentrations (46% for A2 and 39% for A4. upper
graph, with x-link), the background AnnexinV binding was in the range from 7% to 16% in
these assays.

In conclusion antibody A2 and A4 surprisingly display high and potent pro-apoptotic activity
both in the presence and absence of an 1gG cross-linking antibody.
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CD37 is a lineage-specific B-cell antigen
that to date has been neglected as an
attractive therapeutic target. To exploit
this, novel CD37-specific small modular
immunopharmaceuticals (CD37-SMIP)
that include variable regions linked to
modified human IgG; hinge, CH,, and CH;j
domains were designed. The lead CD37-
SMIP molecule induces potent apoptosis
in the presence of a cross-linker, and
antibody-dependent cellular cytotoxicity

against B-cell leukemia/lymphoma cell
lines and primary chronic lymphocytic
leukemia (CLL) cells superior to therapeu-
tic antibodies used in these diseases. The
CD37-SMIP-dependent ADCC function in
vitro was mediated by natural killer (NK)
cells but not naive or activated mono-
cytes. Significant in vivo therapeutic effi-
cacy was demonstrated in a SCID mouse
xenograft leukemia/lymphoma model.
Depletion of NK cells In this mouse model

resuited in diminished efficacy further
supported the in vivo importance of NK
cells in SMIP therapy. These findings pro-
vide strong justification for CD37 as a
therapeutic target and introduce small
modular immunopharmaceuticals as a
novel class of targeted therapies for B-
cell malignancies. (Blood. 2007;110:
2569-2577)
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Introduction

Immunotherapy using monoclonal antibadies (MADbs) is emerging
as a safe and selective method for the treatment of cancer.! The role
of monoclonal antibodies in B-cell malignancies has expanded
since the introduction of rituximab (Riwxan) targeted against the
CD20 antigen on the B-cell surface in 1997, Numerous studies
have confirmed the elficacy ol rituximab as a single agent and in
combination therapy in low-grade non-Hodgkin lymphoma
(NHL), > mantle-cell lymphoma,”'" dilfuse large-cell lym-
phoma,'>'" and Burkiu leukemia/lymphoma.' However, only a
subset of patients respond to therapy and the majority of those
eventually relapse after rituximab treatment. Therefore. identifica-
tion of new therapeutic targets on B cells that are potentially more
elfective than CD20 represents a novel strategy for therapy of
B-cell malignancies.

The CD37 antigen is one potential target that has not been
adequately evaluuted. CD37 is a heavily glycosylated 40- 1o
52-kDa glycoprotein and a member of the tetraspan transmembrane
Family of proteins, !¢ CD37 is expressed strongly on the surface of
B cells and transtormed mature B-cell leukemia and lymphoma
cells * but is either absent or minimally expressed on
normal T eells.?! The CD37 antigen is expressed on menocytes and
eranulocytes at very low density and is absent on natral Killer
INK) cells, platelets, and erythrocytes,' > During B-cell develop-

F-20,22,.23.25

ment, CD37 is expressed in cells progressing from pre-B Lo
peripheral mature B-cell stages and is absent on terminal differen-
tiation 0 plasma cells.™ Although the precise function of CD37
remains unknowi. it has been found 1o form complexes with CD53,

CDS81. CD82, and class 11 glycoprotein on B-cell surface that may
represent an ion channel or a transporter.®* CD37 has modest
internalization and shedding in transformed B cells expressing the
antigen.?5=0 It is highly expressed in endosomes and exosomes in
B lymphaocytes, reflecting possible involvement in intracellular
trafficking and antigen presentation."” Targeted inactivation of
CD37 in mice revealed no changes in the development of lymphoid
organs but a reduced IgGl level in the sera and an alteration of
response to T-cell-dependent antigens. indicating a possible role of
CD37 in T cell-B cell interaction.”’

Given the relative B-cell selectivity, CD37 thus represents a
valuable therapeutic target for malignancies derived from periph-
eral mature B cells, such as B-cell chronic lymphocytic leukemia
(CLL), hairy-cell leukemia (HCL), and B-cell NHL.?*2% In particu-
lar, CLL may be a good target of CD37-based immunotherapy,
because the expression of CD37 is relatively high, even compared
with CD20, in this type of leukemia.'” Efforts to target CD37
clinically have been limited. One reported preclinical trial per-
formed in the late 1980s examined the efficacy of '*'l-labeled
MB-1, a murine CD37 MAD in a mouse model.?® This was later
examined as part of a clinical uial in patients with NHL,*** in
which both CD37 and CD20 antibodies were evaluated. Despite
clinical responses observed in this study, CD20 was chosen as the
target antigen by many for therapeutic antibody therapy, and no
subsequent efforts have been made to target CD37.

A CD37-small modular immunopharmaceutical (SMIP) was
developed by Trubion Pharmaceuticals, using variable regions (V,
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and Vi) from G28-1 hybridoma und engineered constant regions
encoding human [gG, domains (hinge. CH,. and CH;) (Figure 1).
Initial expressions were performed by transfection ol COS-7
monkey kidney cells and screened for specific binding to human
B cell lines, The selected recombinant expression plasmid was used
10 transfect Chinese hamster ovary (CHO) cells and [urther selected
under methotrexate pressure, The linal stably expressing cell line
was used in production of the fusion protein by purification from
CHO culture supernatant by chromatography. To enhance the
praduction of sufficient high-quality material. acceptable pharma-
cokinetics, and therapeutic efficacy. several technical consider-
ations were made. These modifications provided o production
elficiency that will allow sufficient production of CD37-SMIP for
clinical investigation and were lurther screened for their ability 10
recruit elfector cells to medinte cellular cytotoxicity. In addition,
CD37-SMIP was engineered to have a molecular weight above that
filtered by the glomerulus to avoid rapid elimination. This size
feature of the CD37 SMIP offers the potential advintage of an
extended half-life in vivo compatible with other biologic therapies
such as monoclonal antibodies, Herein: we validate that CD37 is an
exciting therapeutic target and provide strong in vitro and in vivo
evidence o support clinical development ol this novel CD37-SMIP
i CLL. B-NHL., and related B-cell malignancies.

Patients, materials, and methods

Reagents and antibodies

CD3I7-SMIP (G28-1 scFv-lgy and Huorescem isothiocyanate (FITC)-
labeled CD37-SMIP were provided by Trubion Pharmaceuticuls (Seattle,
WA). Phycoerythrin (PE)-labeled mouse anti-human CD37 antibody (clone
BL14), PE-lubeled isotype control mouse TG, FITC-lubeled annexin V. and
propidium iodide {PD) were purchased from B Phanningen (Sun Diego, CA)
N-benzyvloxyearbonyl-Val-Alu-Asp-| Ome |-luoromethylketone (Z-VAD-fimk) was
purchased from EMD Biosciences (Sun Diego, CA) Alemtuzunib was pro-
duced by lex Phanmaceuticals (San Antomo, TX) and purchised commerciully.
Rituximab and trastuzumab were produced by Genentech (South San Francisco.
CA) and purchased commercially, Goat anti-humin feG antibody (Fey fragment-
speattie) was purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories {West
Grove, PA). Anti-Caspase-3 (MAD AR-14) was gift from John Reed (Bumbam
Institute. La Jolla, CA). Anti-poly(ADP-ribose) polymerase (PARP; MAb
C-2-10) was from Calbiochem (San Diego. CA) Anti-phosphotyrosine antibody
clone 4G 10 was from Upstate Biotechnology (Lake Placid. NY ) Anti-GAPDH
antibody was From Chenneon International Inc. (Temecula, CA). Herbimyein
was purchased trom Sigma (St Louis, MO),

Patient sample processing and cell culture

All the patients enrolled in this study had immunophenotypically defined
B-CLL us outlined by National Institute eriteria. ™ Blood was obtained from
patients with informed consent in accordance with the Declaration of
Helsinki and under a protocol approved by the mstitutional review board of
Ohio State University (Columbus, OH) Al of the patients with B-CLL had
been without prior therapy tor a minimum ot 2 months, B-CLL cells were
isolated immediately after donation using Ficell density gradient centrifuga-
tiom (Ficoll-Paque Plus: GE Healtheare, Chalfont St Giles, Buckingham-
shire. United Kingdom), Isolated mononuelenr cells were incubated in

Medified 1gG1 Hinge
' Linker v, hu CH2 huCH3

\_ ¥

~
Modified scFv

Human laG1

Figure 1. Schematic diagram of small modular immunopharmaceuticals (SMIP),
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RPMI 1640 media supplemented with 10% heat-inuctivated feral hovine

I mM -glutamine

serum (FBS: Hyclone Luboratories, Logan. U7, 2
tnvitrogen. Carlshad, CA)Cand penicillin (100 Urmby/streptomyem (100

pe/mL, Sigma-Aldrich) at 37'C anoan atmosphere of 3% CO-. Freshiy

isoluted B-CLL cells were used tor all the experiments desenbed heremn
except for the surtace staining. Samples vsed were more than 909 B cells as
determined by CDI1Y surfuce staiming and Huorescence-activated cell
sorting (FACS) anadysis, For those sumples with less than 90% B cells,
negative selection was applied to deplete non=8 cells using B cell Isolution
Kit [1 (Miltenyi Brotee, Auburn, CA) or by “Rosette-Sep™ kit from Sremn
Cell Technologies (Vuncouver, BC. Canada) acconding to the nunufaciurer’s
stggested protocol. Nomal T-lymphocyies were separated front bman perpl-
eral blood mononucler cells (IPBMO) using nepative selection using Pan I Cell
Isulation Kit H(Miltenvt Biotee Ine)

In vitro treatment of cells with antibodies

Cells were suspended in media at o density of 150 10 cellsimlL. immedi-
ately after solation. CDIT-SMIP rreatment used o § paiml. concentration
except for the dose-response studies All other antibodies ftrastusumab.
rituximab, and alemtuzunmab), were used at 10 pe/ml. The cross-linker,
goat anti-human [pGo(le specific) was added o the cell suspension
S minutes after adding the primiary antibodies, at a coneentration 5 times
that of the primary antibodies (e, 25 pe/mL for § e/ml) Foroall
CDIT-SMIP treatment, o group of samples with the same concentration of
trastuzuntab reatment was applied as 1sotvpe control. Tnaddition, a group
of samples with no treatment was collected as madia control, and @ group
treated with fludirabime (6.6 pmol/L) wis alsa set up as & positive control
For exantination of caspase inhibition, 150 pmol/L Z-VAD-Tmk wis added
10 miinutes betore the adihtion of the indicated reag

cnts.

Assessment of apoptosis by flow cytomelry

The apoposis of cells was measured using annexin V-FITC/PL staming
followed by FACS a
Pharmingen). Unstaned cell samples and cells stined with annexin V-FITC o

malvsis according to the manufactirer’s protoced (B

Pl only were also processed for compensation. Results: were presented as
pereentape extotoxicity. which was defined as (% unnexin V' andlor PL cells of
treatment group) — 1 annexin VO andfor P cells of media control), FACS
analysis was performed using @ Beckman Coulter EPICS XL eytomerer
(Beckman Coulter. Fullerton, CA). Ten thousand ¢vents were collected tor cach
sample and dati were acquired i List mode. System [ sottware package

1 Beckman Coubter) was tsed o analyze the diat,

Cell-surface immunostaining and flow cytometry analysis

For CD37 surtace expression amalysis, B-CLL cells were isolated as deseribed
above. and used fresh or preserved in ervovidls i 10% dimethyl sultoxide
(DMSO), d0% FBS. and 30% RPMI 1630 media in —180°C for less than
4 months, The expression level of CD3T was not altered as i result of the
cryopreservation process, Crvopreserved samples were quickly thawed and
washed twice inace-cold PBS before use. Cells were incubated with
PE-labeled anti-CDT, CRAT-SMIP or mouse 1gGisoty pe control antibod-
ey at 40C for 3 nunutes: The cells were then spun down at 30 tor
10 minutes and rinsed twice with ice-cold PBS and analyzed by FACS, For
the binding study. cells were preincubated with CD37-SMIP or trastuzaimab
(3 pe/mb) for § mmutes followed by PE-labeled unti-CDA7 mouse 1gG
The incubation and wish procedure was demtical w the surtuce-staining
protocol, Forcell Tines, cells were split the night before, and fresh cells were
used tor pnmunostaining as described for B-CLL cells

Western blotting

Immunoblot assays were performed with the multiple antizen detection
(MADY immunoeblotting method as deseribed previously, ™ Whole-cell
lysites were prepured and stored - —=80°C. Protein concentration in the
lysittes was gquantiticd by the cinchoninic acid (BCA) method (Pierce.
Rocktord, 11 Protein samples (50 pg) were separated by SDS-PAGL
(10% tor PARP and phosphotyrosine and 12% for Caspase-3 blots), and
translerred to 0.2 pmel/L nitrocellulose membranes (Whatman Schlcicher
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& Schuell, Keene, NH). After incubation wath indicated primary antibod-
ies, horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit 1eG or
goat anti-mouse 12G (Bio-Rad Luboratories, Richmond, CA} were used
as secondary antibodies. The immune complexes were detected using a
chemiluminescent substrate kit as described by the manufacturers
(SuperSignal: Pierce, Rocktord, 1L).

Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and
complement dependent cytotoxicity (CDC) assay

ADCC activity was determined by sundard &hour ¥ Cr-release assay. *'Cr-
labeled target cells (5 % 104 B -CLL cells, Raji cells, or 697 cells) were placed in
vh-well plates and various coneentrations of antibodies were wdded 1o wells,
Effector cells (PBMC, NK cells, or monocytes from healthy donurs) were then
added 1o the plates ar indicated effector-to-target (E:T) ratios. After d-hour
incubation, supematants were removed and counted in s gamma counter. The
percentage of specitic cell lysis was determined by: % lysis = 100 < (ER =
SRUMIMR — SR, where ER, SR, and MR represent experimental, spontancous,
and maximum release, respectively.

For CDC assay, B-CLL cells at 10°/mL were suspended in RPMI 1640
media, media with 30% autologous plasmit from the patient blood samples,
and media with 30% heat-inactivated (56°C, 30 mmutes) plasma. Cells
were then treated with antibodies for 10 minutes. Atfter incubation at 37°C
for 1 hour, cells were pelleted and resuspended with 100 L. 1> hinding
buffer (BD Pharmingen). then stained with § plo Pl solution (BD
Plarmingen). The extent of CDC was measured by FACS analysis of P1”
cells in duplicate samples.

Development of disseminated leukemia xenograft model

Female 4- 10 6-week-old C.B.-17 SCID mice (Taconie Farms, Germantown, NY)
were housed in pathogen-free. isolated capes. To ensure the consistency of
engraftment, Raji cells were frozen in cryovials (1 % 107 cells each) and stored in
a vapor-phase liquid nitrogen envivronment ( — |80°C). Before in vivo inocula-
tion, crvopreserved cells were thawed, cultured for 10 days, and examined for the
viubility, CD37, CD20, wnd CDI19 positvity and sensitivity to CD37 or CD20
antibody treatment. Only cells with greater than 90% viability and greater than
0% CDIT positivity were used for injection. Cells were resuspended in PBS at
room temperature it a density of 107 cells/mL, in 200 pl. (2 < 107 cells) and
inoculated intravenously through il vemn using @ mouse il illuminator
(Bruintree Scientific, Braintree, MA ). Untreated SCID mice developed symptom-
ane central nervous svstem. liver. and pulmonary metastasis that resulted in death
from massive mmor burden 17 1o 20 days after inoculation. Tissues obtained
from killed tumor-hearing SCID mice were subjected to histopathologic exami-
nation 1o confirm the presence of disease. Gross pathologic, histologic, and
histopathologic examination and immunolistochenucal analysis of the tissues
from treated and untreated mice were performed at the Ohio State University
Comprehensive Cancer Center mouse phenotyping core facility. The residual
human Raji cells were evaluated m tormadin-fixed paralfin-embedded tissue
sections of 4 10 5 wm by immunohistochemistry using monoclonal mouse
anti-human C45 (BD Pharmingen) followed by biotinylated poat anti-
mouse secondary antibody Counterstiming was done with Richard-Allan
Hematoxylin 20 Slides were then dehydrated and coverslipped. All washes
were carried out in Dako Wash Buffer (Tris-buffered salinefTween 20)
(Dakor Denmark AZS, Glostrup, Denmarky, Bone marrow cell suspension
was prepared by flushing fresh marrow-comtaining femurs with PBS and
stained with Pl-labeled antibodies to check the existence of human
leukemia cells.

In vivo therapeutic efficacy evaluation in xenograft model

Antibody rreatment was sturted 3 davs after inoculation of Raji cells. CD37-
SMIP or ritmximah dissolved in 1 mg/mL saline were injected via tail vein, and
maintained an everny-other-day intavenous schedule for 2 weeks (5 mg/kg
injection, 7 injections each mouse). Placebo (saline) and isotype  control
(trastzumh) were administered on the same sehedule and at the same dose.
Animals were monitored daily for signs of illness and killed immediately it hind
limb paralysis, respiratory distress, or 30% loss in body weight was noted. Body
weight was measured onee every week. Survival time (paralysis time) was used
as primary endpoint for eviluation. For NK-cell depletion, anti-asialo GM1

ANTI-CD37 SMIP AGAINST B CELL MALIGNANCIES 2571

antibody (30-pg injection in 200 L of suline) was injected to mouse through tail
vein at —6, =1, 4. 9, and 14 d after Raji cell inoculation. At day 10, 50 pl.
peripheral blood was obtained by retro-orbital bleeding was analyzed for NK
cells by flow cytometry to confirm the depletion cffect. In i separate group,
4 control SCID mice were treated with or without the same dose of anti-asialo
GM]1 antibody, and the splenocytes were prepared 2 days after the injection for
cytotoxicity experiment using YAC-1 cells as target cells.

Statistical analysis of data

Analysis was performed by stutisticians in the Center for Biostatistics, the
Ohio State University, using SAS software (SAS Institute, Cary, NC).
Comparisons were made using a 2-sided o = 03 level of significance.
Mixed effects models were used to account for the dependencies in the cell-
donor experiments, and analysis of variance (ANOVA) was used for the
cell-line experiments. Synergy hypotheses were fested using interaction
contrasts. Kaplan-Meier survival functions and log-rank tests were used to
compare animal survival among different treatment groups,

Results

CD37-SMIP induced apoptosis of CD19* B cells
from CLL patients

Analysis of B cells from patients with CLL and T cells from healthy
danors revealed a large number of cells expressing CD37 in B cells
compared with T cells (96 = 3% in CLL B cells and 3 = 2% in
T cells). The specific binding of genetically engineered CD37-
SMIP to CD37 molecule was confirmed by flow cytometric
analysis of B cells from patients with CLL. Furthermore, CD37-
SMIP but not control antibodies such as trastuzumab (Herceptin,
anti-HER2), rituximab (Rituxan, anti-CD20) or alemtuzumab (Cam-
path, anti-CD52) blocked the binding of CD37-FITC 1o CD19' B
cells from patients with CLL (data not shown).

Induction of apoptosis in B cells from patients with CLL has been
reported with therapeutic antibodies such as alemtzumab® and ritux-
imab®’ that are currently used to treat patients with CLL. To detenmine
the effect of CD37-SMIP on B-cell survival, CD19* cells from patients
with CLL were treated with CD37-SMIP in the presence or absence of a
secondary cross-linking, Fe-specific, goat anti-human IgG antibody
(ce-Fe[b]). Although no apoptosis was observed with CD37-SMIP in the
absence ol «-Fe, addition of «-Fe promoted maximal apoptosis (Figure
2A). The CD37-SMIP mediated apoptosis in a dose-dependent manner,
with 2 maximal eflect seen at S pg/mL. the CD37 saturating dose of
CD37-SMIP in B-CLL cells (Figure 2B). We have thus applied
5 pg/mL for CD37-SMIP in the rest of our in vivro studies, and 10
pg/mL for other antibodies. This in pant reflects the fact that CD37-
SMIP has a lower molecular weight than other antibodies and thus is
able 1o achieve sufficient molar concentration by using lower mass
concentration. The cumulative results of these experiments with CD37-
SMIP showed an increase in cylotoxicily in the presence of a-Fc
compared with rituximab (2 < .0001) or alemwzumab (£ < .0001)
(Figure 2C) that represent the 2 therapeutic antibodies used to treat CLL
currently. In addition, apoptosis with w-Fe was significantly higher for
CD37 compared with rituximab (24.4% increase; 95% confidence
interval [Cl]. 17%. 32%: P << .0001) or alemtuzumab (9% increase;
95% CI, 2%, 16%; P = .0130) (Figure 2C). The apoptosis induced by
CD37-SMIP in B-CLL cells conelates with the expression of the target
CD37 antigen (r = 0.78; £ =.002; n = 13) (Figure 2D). Consistent
with this, CD37-SMIP induced apoptosis in CD37* B cells but not T
cells that lack significant expression of CD37 (Figure 2EF).

Cl
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Figure 2. CD37-SMIP-induced cell death in B-CLL cells. (&) CD37-8MIP—induced
cell death in CLL B cells, CLL B cells were treated with media, gea! anti-human IgG
(n-Fc), trastuzumab with u-Fe, CD37-SMIP with o-Fc, rituiwmab with o-Fe, or alemtu-
zumab with n-Fe for 24 hours. The cells were stained with FITC-annexin \ and propidium
iodide. The numbers shown in each panel represent percentage Annexin V- andlor P1*
colls. Shown is a representative resut from 14 patient samp'es analyzed, (B) Dose- and
tme-dependent induction of cytotoxicity by CD37-SMIP. B-CLL cells wore treated with
indicated concentrations of CD37-SMIP with cross-hinker -FC. The direct cell death al
indicated time points was assessed by FITC-Annexn V/Pl staining, Percentage cytotoxcity
shown represents Annexin V° andlor PI* cells normalized with the media control. Ermor
bars represent standard deviation (SD) among 4 B-CLL patient cel samples. (C) Summary
of CD37-SMIP-induced direct cylotoxicity,. B-CLL cells isolaled from 14 pabenis were
subjected to indicated treatment for 24 hours with or without cross-linser (n-Fe). Cell death
was examined with FITC-Annexin V and Pl Percemage cytoloxicity shown reprosents
Annexin V- and/or Pl calls normalized with the media control. Error bars represant SD
among 14 B-CLL patient samples. Statstcal analysis of difference between antibody
treatments is shown by Pvalues: = P+ 001, ==, P= 001, -+, P — 04. (D) Correlation of
CD37 expression lavel and direct cytotaxicity by CO37-SMIE. MF| (CE37): mean fluores-
cence intensity of CD37 staining of diferent B-CLL cell samples. Porcentage cylotoxiaity
shown represents Annexin V' andior PI' cells normalized with the media contral. (E) Flow
cytometric analysis showing selective binding of CD37-SMIP to CD19° but net CO3'!
tuman PBMC. (F) CD37-SMIP-induced cytotoxicity in B but not T cells. Results shown are
summary of FITC-Annexin V- andfor PI- cells nomalized with media control in normal
T colls {open bar; n = 5) or B-CLL cells (filed bar. n = 15) 24 hours abter traatmont with
CDA7-SMIP or trastuzumab. Error bars represent SD amang samples
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Figure 3. CD37-SMIP induces caspase-independent cell death in B-CLL cells.
Freshly isolated B cells trom 5 patients with CLL were trealed with cross-linker alone
te-Fe), trastuzumab | w-Fo, CDAT-8MIP + w-Fg, or lludarabing in the presence or
absence 6f the par-caspase inhibdor Z-VAD-'mk {150 pmolil). {A) Z-VAD-fmk tailed
to Inhibit CO37-SMIP-induced el death. Percentage cytotoxicily shown raprescents
Annexin V' andfar PI° cells nomalized with the media control Error bars ropresent
S0 among 5 B-CLL patientcell samptes. (B) CD37-SMIP failed 1o induce activation of
caspasas in CLL cells. Cell lysates from prmary CLL B cells treated wilh indicated
conditions for 24 hours wore assessed by Westem bletting to detect PARP and
caspase-3 cleavage. UV-iradiated Jurkaf cell lysale was used as a positive control
for both PARP ard caspase 3 cleavage, [C) CD37-5MIP~nduced tyrosine phosphor-
yiation of celluiar proteins. CLL celis were treated with indicated concentrations of
CDE7-5MIP with or without cross-linker in PBS tor 10 minutes, and phosphotyrosine
protens wore detected by Western blot analys:s using ant-phosphotyrosine antibady
4G10. (D) Effect of tyrosine Kinase inhibitar herbimyen on CD37-SMIP-induced
Iyrosing phosphorylation. Pnmary CLL cells were pretreated wih media or herbimy.
cin (3 pmolL) betfore stimulation with CD37 SMIP - w-Fc. The tyrosine-phosphory-
lated proteins were detected by Westem plo! using ant-phosphatyrasing antibody
4G10: (B} Herbimygin inhibiied CD37-SMIP-induced ce!l death m primary CLL cells
CLL B cells were treated with indicated concentrations ot herbimyein tollowed by
CD37-SMIP (5 pg'mbL]  w-Fo The celular cytotoxicity was measured by FITC-
Arirexin VP staining at 48 hours atter treatment Data snown represenis percentage
inhibition of CO37-SMIP-nduced cytotoxicty in the presence of indicated concenlra-
tions of herbimycin, Results are summary of 11 CLL patient samples Ermr bars are
the 8D among thesa samples

CD37-SMIP-induced CLL cell apoptosis was independent of
caspase activation

Antibody-induced cellular eyvtotoxieity is mediated through various
mechanisms. including caspase activation dependent™ ' and/or
independent pathwiays,™ In this context, we examined the mecha-
nism by which CD37-SMIP induced apoptosis in CLL B cells
Fludarabine is widely used as u therapeutic agent in CLL and
mediates death through a caspase-dependent pathway. ™ Treat-
ment of CLL B cells with ludirabine promoted modest apoptosis
that was inhibited by the pan caspase inhibitor Z-VAD-fink (Figure
3AL The caspase dependence of Nudarabine was further supported
by demonstrable processing of the inactive pro-torm ol caspase 3

a4
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and cleavage of downstream target poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP) after fludarabine treatment (Figure 3B). In contrast to
fudarabine, CD37-SMIP promoted rapid apoptosis at 24 hours that
was not prevented by Z-VAD-fink treatment (Figure 3A). Further-
more, caspase 3 and downstream PARP were not processed after
treatment with CD37-SMIP (Figure 3B). These data collectively
suggest that CD37-SMIP induces apoptosis through o novel
pathway dilferent from fludarabine in primary CLL B cells. To
determine protein tyrosine phosphoryvlation as a potential activation
event responsible for CD37-SMIP-induced cell death, CD19" B
cells from patients with CLL were stimulated with CD37-SMIP
with or without «-Fc. Western blot analysis of cellular lysates with
anti-phosphotvrosine antibody revealed several tyrosine phosphor-
ylated proteins including o predominant ~65 kDa protein in
response to the cross-linking of CD37-SMIP within 10 minutes
(Figure 3C). Further, herbimyein. an inhibitor of tyrosine kinase,
prevented phosphorylation of several of these proteins including
the predominant —635 kDa prowin (Figure 3D). It is noteworthy
that increasing concentrations of herbimycin inhibited CD37-SMIP-
induced apoptosis of CDI19" primary CLL cells (Figure 3E),
supporting a potential role for tyrosine phosphorylation events in
CD37-SMIP-induced apoptosis.

CD37-SMIP efficiently mediates ADCC but not CDC

We next investigated whether the modified Fe region on CD37-
SMIP is efficient in mediuting ADCC und CDC against primary
CD19° CLL cells. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

from normal healthy volunteers mediated ADCC in the presence of

CD37-SMIP (39.3% = |18%, E:T = 50:1) but not in the presence
of the negative control trastuzumab (5.3% * 5%, E:T = 50:1;
Figure 4A). Furthermore. for all effector/target ratios tested, the
ADCC with CD37-SMIP was found o be significantly higher than
the ADCC with either alemtzumab (14.5% higher; 95% CI, 9.0%,
19.9%: £ < .0001) or rituximab (15% higher; 95% CI, 9.7%,
206%: P < 0001) that are directed against CDS2 and CD20
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molecules, respectively (Figure 4A). In contrast to their ability to
mediate ADCC function, CD37-SMIP or rituximab failed 1o
mediate CDC against CLL cells, whereas alemtuzumab effectively
mediated CDC in vitro (Figure 4B).

The efficient ADCC function prompted us to evaluate the
potential effector cell populations that may be involved in CD37-
SMIP-mediated ADCC. We compared the ability of PBMC, NK, or
monocyle effector cells o mediate ADCC in vitro. Figure 4C
shows that NK cells enriched Irom PBMC, mediated an increase in
CD37-SMIP dependent ADCC compared with normal mono-
nuclear effector cells, In contrast, enriched monocytes failed to
cause CD37-SMIP dependent ADCC (NK cells, 49.2% = 2.6%,;
PBMC, 29.0% + 2.1%; monocyles, 5.4% * 1.8%). Activation of
monocyles by interferon-y (IFN+y) also failed to result in CD37-
SMIP-mediated ADCC in CLL cells (Figure 4D). The importance
of NK cells in CD37-SMIP-mediated ADCC was not unique to this
target, as demonstrated by similar findings of NK-cell importance
over monocyles in alemtuzumab-mediated ADCC (Figure 4C).
These results indicate that NK cells, but not monocytes, are the
major effector cell population in mediating the CLL cell death
induced by CD37-SMIP.

CD37-SMIP mediated apoptosis and ADCC against CD37* B-
cell lymphoma cell lines

To confirm the relevance of our initial preclinical findings with
CD37-SMIP described above, we sought 1o validate the efficacy of
this agent in vivo. Initial screening of a panel of lymphoblastic B-
cell lines, representing a variety of lymphoma/leukemia types
revealed significant levels of expression of CD37 in Raji (62%,
mean fluorescence intensity [MFI] = 70). Daudi (100%.
MFI = 189). Ramos (100% MFI = 122), and RSI1846 (99%,
MFI = 70) lymphoblastic cell lines, whereas MEC-1 B-CLL cells
(23%, MFI = 12) had medium expression. Both 697, an acute
lymphoblastic lymphoma cell line (0.1% MFI = 0,93), and WAC
B-CLL cell line (0.3%, MF1 = 1) were negative for this antigen.
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We used the Raji and Ramos cells as 2 representative CD37 - cell
lines and 697 cells as a CD37~ cell line for our initial in vitro
studies. CD37-SMIP promoted apoptosis in the CD37° Ramos or
Raji cell with the cross-linking antibody, whereas no death was
noted in the CD37- 697 cell lime (Figure 3A) In Raji cells, the
level of cell death induced by CD37-SMIP exposure was similar to
that achieved by rituximab (Figure 3B). Raji cells lack significant
CDS2 expression and were not sensitive to alemtuzumab treatment.
unless presented as a CD32 high expression clone (R.L.. unpub-
lished data, October 2006). We also examined the healthy donor-
derived PBMC for ADCC alter treatment of target cells with
CD37-SMIP. A strong interaction effect between cell lines (Raji vs
697) and treatment was suggested (P = .0001), indicating no effect
of CD3I7-SMIP in 697 (CD377) cells but a strong effect in Raji
(CD377) cells (Figure SC). Similar o primary B-CLL cells, no
CD37-SMIP-mediated CDC was observed in Raji cells (Figure 3D},

CD37-SMIP had potent in vive anti-lymphoma activity

Given that primary B-CLL cells fail to successtully engraft in
immunodeficient mice with recapitulation ol the disease or i
measurable end point, we chose 1o test in vivo therapeutic
efficacy of CD37-SMIP in an aggressive Raji cell-inoculated
disseminated leukemia/lymphoma xenograft mouse model. Six-
teen days after inoculation, the SCID mice reveualed neoplastic
cell infiltrates throughout the body, as revealed by tissue
sections (Figure 6A). Extensive replacement by tumor cells was
observed in the lymph nodes, thymus, bone marrow, liver,
spleen, soft tissue, and middle ear, In central nerve system

>
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(CNS) marked mulufocal neoplastic cell ifiltration was ob.
served in meninges. and mild multifocal mineralization was also
observed in brain. This wus accompanied by neuroputhy,
degenerative spinal nerves and marked paresis ol the hind legs
at 17 10 20 days that preceded death by 1 to 2 days. In vitro. Raji
cells in culture are also CDI19 and CD20 positive (duta now
shown). Tumor cells derived from the bone marrow of engrafted
mice mainained expression of hCD37 and hCD0 (Figure 68).
making this a valid model Tor in vivo mvestgation of CIY37-
SMIP and the relevint contral antibody rituximab.

We nest determined the therapeutic efficacy of CD3I7-SMIP
relative to both triastuzumab and rituximab o this Raji cell-
engralted xenogralt model. The depletion of tansferred human
B cells in the bone marrow was coniirmed by flow cytometry
using antibodies directed against human CD19, CD20, or CD37
molecules (Figure 6B). Consistent with s, hematoxylin-
eosin stining and immunohistochemical analysis ol tissue
sections of thymus and Iymph node with anti-human CD45
antibody revealed loss of human B cells in the CD37-SMIP
treated but not untreated control groups (Figure 6C). Compared
with placebo-treated (17 duys: 95% CL 160 17; £ <2 .001) v
isotype-treated mice (17 days: 95% CL16, 170 £ < .001), the
median survival tme for CD3IT-SMIP-treated mice (54 days.
9S% C1, 45, K5) wax sigmiheantly prolonged (Figure 6D). The
huzard ratio and 95% confidence interval for rituximab versus
CD37-SMIP (1.537; 95% CI, O.87, 2.8; P = 137 sugges! that
CD37-SMIP is not infenor and could in [uct be superior o
rituximab. These data are o agreement with our m o vitro data
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BLOQOD, 1 OCTOBER 2007 - VOLUME 110, NUMBER 7

Figure 6. In vivo therapeutic evaluation of CD37-SMIP. A Raji call-
inoculated xenogralt mouse model of disseminated leukemiafymphoma
was used to evaluate the therapeutic efficacy. (A) H&E staining of lissue
sections from Raji cell-inoculated SCID mouse (placebo-treated). () Thy-
mus infiltraled with neoplastic cells. (i) Lymphoid alrophy/mypoplasia in
spleen, (i) Extramedullary hematopoiesis in liver (arrows). (iv) Atrophic
lymph node partially replaced by tumor cells. (v) Markedly atrophic cervical
lymph node. (vi) Spinal nerve showing rare swollen axons (arrow).
(vii) Neoplastic cells in meninges over cerebellum, (i) Neoplastic cells in
vanebral bone marrow and within spinal canal {ix) neoplastic cells in bone
marrow. (B) Flow cytometric analysis of bone marrow cells from Raji cells—
engratted mice at day 17 atter inoculalion. Mice were treated with placebo
(saline) or CD37-SMIP, and the percentage of human CD19°, human
CD20-, or human CD37" colls were analyzed by surface slaining with
PE-labeled antibodies. (C) Depletion of infiltrated human CD45- cells in
CDA37-SMIP treated but not control mice. Histologic (H&E staining)
analysis of thymus (top panels) and lymph node (bottom panels) from
control untreated (left panals) or CD37-SMIP—treated (right panels) mice.
Insert shows presence of human CDA45° cells n the untreated but not in
CD37-SMIP-treated mice as detected by immunchistochemistry of the
lissue sections, (D) Evalualion of therapeutic eflicacy of CD37-SMIP in
Raji celi-noculated SCID mice. Raji celi-inoculated SCID mice were
treated with saline (n -~ 22), negalive control trastuzumab (n - 22),
rituximab (n = 32), or CD37-5MIP (n - 32). Comparison amang different
groups was made by log-rank test (P~ 001 between CD37-SMIP and
trasluzumab, and P = 124 between CD37-SMIP and rituximab).

suggesting that CD37-SMIP may be comparable with or exceed
rituximab efficacy.

In vivo anti-lymphoma activity by CD37-SMIP was dependent
on NK cells

Our in vitro studies suggested that NK cells, but not naive or
activated monocytes, are critical mediators of CD37-SMIP-
dependent ADCC. To determine the in vivo importance of NK
cells, we evaluated the elficacy ol CD3I7-SMIP or rituximab
treatment in the above-described mouse model depleted of NK
cells using anti-asialo GM1 antibody. Depletion of NK cells
after anti-asialo GM 1 antibody treatment, resulted in reduction
ol YAC-1 cell targeted cytotoxicity by the mouse splenocytes
(Figure 7A). Consistent with this linding, immunostaining of
peripheral blood mononuclear cells using mouse NK-cell-
specific CD122 and DXS5 antibodies also showed decreased NK
cells (data not shown). Consistent with these in vitro results, the
in vivo therapeutic efficacy of CD37-SMIP or rituximab was
significantly compromised by depletion of NK cells (Figure 7B).
The median survival time of CD37-SMIP-treated mice de-
creased from 51 days (95% CI, 338, 78) 10 27 days (95% Cl, 25,
37) (P = .017) with the depletion of NK cells, A similar result
was also observed with the rituximab-treated group (49 days vs
25 days), which is consistent with an carlier report.** The
depletion of NK cells failed 1o exhibit significant effect to the
trastuzumab control groups (16 days vs 17 days, P = .16).
These data provide further support to the importance of NK cells
in mediating CD37-SMIP efficucy in vivo,
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Discussion

Herein, we describe a new targeted therapeutic approach using the
SMIP directed at the lineage-specific CD37 antigen in CLL and
related B-cell malignancies. CLL is currently incurable. and
available antibody therapies targeting CD20 (rituximab) or CD52
(alemtuzumab) are either less effective or highly immunosuppres-
sive. CD37 therefore represents a potentially superior target for
peptide-based therapy, based on either expression features relative
to CD20 or selectivity relative to CD52. Our data herein against
primary CLL cells demonstrate that CD37-SMIP is superior to both
rituximab and alemtuzumab relative to direct cytotoxicity (in the
presence of a cross-linker) and ADCC efficacy. In addition, CD37
targeted SMIP therapy has B-cell selectivity that contrasts with
alemtuzumab.’

CD37-SMIP differentiutes itsell from several other therapies
used in CLL by mediating apoptosis through a novel caspase-
independent pathway not used by other therapies used in this
disease. Our data demonstrates that apoptosis by CD37-SMIP is
directly proportionate to CD37 surlace antigen expression and
dependent in part on signal transduction and tyrosine phosphoryla-
tion of specilic proteins. Disruption of CD37-SMIP-mediated
tyrosine phosphorylation results in protection against apoplosis, a
finding that contrasts with rituximab where herbimycin actually
enhances apoptosis.*® Identification of these specific proteins
phosphorylated by CD37-SMIP is currently under active investiga-
tion by our group. A difference in CD37-SMIP mechanism of

A P B (5015 5 emtemsab SR FiGUrE 7. In vive anﬁ-ly‘mphomnl activity by c937-§Mlp is dependent
. i o sane  ©n NK cells. (A) Decreased ex vivo NK-cell activity in splenocyles from
S B St - ine mice treated with ant-asialo GM1 anlibody. Splenocytes from control or
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_':' 13 B Son-depleted :; ol -::' SR IREH for their ability to mediate cytotoxicily against NK-cell target Yac-1 cells.
Y20 T 4 Solid and broken lines represent percentage lysis mediated by cells from
m .. 7 N MK-undepleted and -depleted mice, respectively. (B) Depletion of NK cells
3 e S0 reduced therapeutic efficacy of CO37-SMIP in vivo. In viva therapeutic
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efficacy of trastuzumab, CD37-SMIP or riluximab were compared in
control (NK') or anti-asialo GM1 antibody-treated (NK~) Raji xenograft
150 madal. Survival is determined based on the paralysis time after inacula-
tion. Log-rank test was applied for statistical analysis.
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action compared with rituximab is further supported by u prelimi-
nary report demonstrating synergy between rituximab and CD37-
SMIP in lymphoma xenograft models.*!

How CD37-SMIP cross modulates other cell-surface mol-
ecules, such as CD20 and CDS2. is an important question to be
addressed for potential combination of CD37-SMIP with other
therapeutic antibodies currently being used for B-cell malignan-
cies. We have conducted studies in both Raji cell lines and CLL
cells, examining the effect of CD37-SMIP treatment toward the
expression level of CDI19, CD20, CDS2, CD40. CD86, and
HLA-DR. So far. our preliminary results have failed 1o reveal
significant changes in expression of CD19, CD32, CDA0. or CDS86
in response to treatment with CD37-SMIP (with or without
cross-linker), However, detectable modulaion of CD20 expression
as evidenced by decreased mean fluorescence intensity with
minimal decrease in CD20 " cells have been variably observed. In
contrast. both Raji cells und CLL cells seemed to huve diminished
binding allinity toward mouse anti-human CD37 monoclonal
amtibody, which may indicate either blocking ol binding by
CD37-SMIP or shedding of CD37 molecule from the eell surface.
It will be a valuable approach o investigate whether combination
of CD37-SMIP with other therapeutic antibodies currently used for
B-cell malignancies therapy will bring synergistic effect.

The success of therapeutic antibodies to eliminate both normal
B cells and NHL tumor cells seems 10 be greatly inftuenced by
ability to mediate ADCC as demonstrated by both preclinical
viva studies™ ™ and clinical trials in NHL where high aflinity
FevRITa polymorphisms associated with enhanced ADCC are
linked to superior response to rituximab.*™** The critical role of
FcyR in in vivo effects of therapeutic antibodies has also been
supported by studies in mice deficient of FeyR. 44 In CLL cells.
however, rituximab mediates relatively poor ADCC. possibly
explaining diminished efficacy of this antibody. Our dita provide
evidence that CD37-SMIP mediates significantly greater selective
ADCC against CLL cells and related B-cell lymphoma cell lines
compared with rituximab and alemtuzumab ADCC mediated by
CD37-SMIP in CLL cells aceurs predominantly through human
NK cells but not monocytes, In contrast o what was observed in
human systems, murine effector cells mediate less effective ADCC
with CD37-SMIP compared with rituximab and alemtuzumab (data
not shown), We nonetheless pursued in vive studies in a highly
aggressive Raji-disseminated leukemiw/lymphoma model in which
the therapeutic efficacy of CD37-SMIP may be superior than that
observed with rituximab. A subsequent experiment demonstrated
the hmportance of NK cells to the effectiveness of CD37-SMIP
therapy and possibly rectified why only equivalent efticacy to
rituximab was observed in this murine model of lymphoma. The
ultimate test of CD37 SMIP efficucy will reguire pursait of ¢linical
studies in patients with CLL and related diseases. Despite macro-
phage/monocytes-mediated ADCC activity being observed with
several antibodies. "™ we failed to demonstrate that CD37-SMIP is
associated with phagocytic efficacy in our studies. How the
absence of CD37-SMIP-induced phagocylosis will dilferentiate
this engineered protein from other Ab-based therapeutics will be
interesting to further define the n vivo function of this molecule.
Future studies on the importance of FeyRITa polymorphisms
toward SMIP-based therapeutics will also be important to elucidate
the clintcal activity for this class of SMIP inolecules compared with
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existing Ab therapeutios. The ultimite test of CD37 SMIP eflicacy
will require pursuit of clinical studies in patients with CLL and
related diseases.

The development of trgeted pepude therapies that depend on

signaling and ADCC has been unsuccesslul so fur because of

limited production capability and poor pharmacokinetic leatures
relative o therapeutic antibodies. Preclinical development ol the

first CD20-directed SMIP Truld has demonstrated absence of

immunogenicity in cynomolgus monkeys. and superior B-eell
depletion compared with rituximab.™! Preliminary results of the
first phase 1 study with Trul 5 demonstrated it to be clinically well
olerated, and suceesslul at depleting B-cells in a dose-dependent
manner with an extended serum hall-life (12-19 days).™ Thus,
development of CD3IT-SMIP Tor climical mvestigation m CLL
based on our data berein represents an obvious extension of this
exciting targeted therapeutic class of agents directed at 4 B-cell
selective antigen not vet pursued. The unigue engineered feitures
of SMIP-based therapies may olfer an advantage over classic
antibody  based-therapies. including improved effector lunc-
tion, target alfinity, and apoptotic signaling. Detection of
immunogenicity-related neutralizing antibody  response against
CD37-SMIP alter muliple injections at various [requencies 1n
cynomolgus monkeys will be valuable to Turther investigate the
immune response toward this class ol engineered proteins with
modilied Fe region, In addition, pharmacokinetic studies o deline
the plasma hall-life, and biodisribution studies w0 define the
targeting eflfect will also be important 1o determine the clinical
lvmphoid
malignancies. Bused on these excitng preclimeal data, lurther
clinical development of CDI7-SMIP s warranted.

application ol this novel targeted therapy in CD37°

Acknowledgments

This work was supported by the National Cancer Institute (PO]-
CAY3426), the Leuhemia and Lymphoma Society of America, and
the . Warren Brown Foundation, LC.B. is a clinical scholiar of the
Leukemiiand Lymphoma Society of America,

Authorship

Contribution: X. 7. perfornmed research, analyzed data, and wrowe the
manuscrip; RL. T, C.CL and AG. performed research: M.S.H-L.
and PRB. contributed vitl new reagents. including construction of
CD37-SMIP; T.S.1.. contributed clinical patient samples: D1 and AL
performed statistical analysis; DK, directed mouse pathology analysis,
R.JLL. advised students and reviewed the manuseript, MUAC. directed
the program and contributed in rusing lunds: 8.1 advised students and
reviewed the imanuscript: NM. designed and supervised research and
wrote the manuseript, LC.B.. the senior author. designed and supervised
research and wrote the manuseript.

Contlict-ol-imterest diselosure: M.S H-L. and PR.B, ure employ-
ees of Trubion Pharmaceuticals and have a financial interest m
CD37-SMIP. The remaining authors declare no competing hinan-
cial interests.

Correspondence: John C. Byrd. MD. B302 Starling Loving
Hall. The Ohio State University, 320 West 10th Avenue. Columbus,
Ohio 43210 e-muil: juhn.byrd @osume.edu.

1 White CA, Weaver BL, Gnllo-Lopez AJ. Antibody-
targeted immunotherapy tor treatment of malig-
nancy. Arnu Rev Med 2001521125145

2. Hiddernann W, Knoba M. Dreyiing M, ot al. Front-
line therapy with rituximab added to the combina-
tion of cyclophosphamide, doxorubicin vincrs-

tirtes, and pradnisoneg [CHOP) significantly
improves the outcome for patents with ad-
varced-stage follicular lymphoma compared with



BLOCD. 1 OCTOBER 2007 + VOLUME 110, NUMBER 7

therapy with CHOP alone: resuits of a prospec-
tive randomized study of the German Low-Grade
Lymphoma Study Group. Blood. 2005:106:3725-
araz.

Hiddemann W, Buske C, Dreyling M, etal Treat-
mant strategies in follicular lymphomas: current
status and future perspectives. J Clin Oncol,
2005,23:6304-6390.

. van Oaers MH, Klasa R, Marcus RE, et al. Ritux-

imab maintenance improves clinical outcome of
relapsed/resistant follicular non-Hodghkn lym-
phoma in patients both with and without rituxmab
during induction: results of a prospective random-
Ized phase 3 intergroup Irial, Blood. 2006;108
3295-301

Hainsworth JD. Prolonging remission with ritux-
imab maintenance therapy. Semin Oncol. 2004:
31(1 Suppl 2):17-21

McLaughlin P, Grillo-Lopez AJ, Link BK, et al. Rit-
uximab chimeric anti-CD20 monoclonal antibady
tharapy for relapsed indolent lymphoma: hall of
patients respond to a 4-dose treatment program
J Clin Oncol. 1998;16:2825-2833

Forstpoininer R, Dreyling M, Repp R, et al, The
addition of ntuximab to a combination of fludara-
bine, eyclophosphamide, mitoxantrone (FCM)
significantly increases the response rate and pro-
longs survival as compared with FCM alane in
patients with relapsed and rofractory follicular and
mantle cell iymphomas: results of a prospective
randomized study of the German Low-Grade
Lymphoma Study Group. Bleod. 2004:104:3064-
3071,

Kahl BS, Longo WL, Eickhoff JC, et al Mainte-
nance rituximab following induction chemaimmu-
notherapy may prolong prograssion-free survival
in mantle cell lymphema: a pilot study from tha
Wisconsin Oncology Netwark. Ann Oncol. 2006,
17:1418-1423

Foran JM, Rohatiner AZ, Cunningham O, et al.
European phase |l study of ritluxirmab (chimaric
ant-CD20 monocional antibady) for patients with
newly diagnosed mantle-cell lymphoma and pre-
viously treated mantle-cell lymphoma, immunocy-
toma, and small B-cell iymphocytic lymphoma
[published erratum appears in J Clin Oncal. 2000;
18:20086] J Clin Oncol. 2000;18:317-324

Howard OM, Gnbben JG, Neuberg DS, et al. Ritux-
imab and CHOP nduction therapy for newly diag-
nased mantie-cell lymphoma: molecular complete
responses are not predictive of pregression-ree sur-
vival. J Ciin Oncol. 2002;20:1288-1204.

Romaguera JE, Fayad L, Rodnguez MA, et al
High rate of durable remissions after treatment of
newly diagnosed aggressive mantle-cell lym-
phoma with rituximab plus hyper-CVAD alternat-
ing with natuximab plus high-dose mathotrexate
and cytarabine [published erratum appears in

J Clin Oncol. 2006,24(4):724]. J Ciin Oncol, 2005,
23:7013-7023

Coilfier B, Haioun C, Ketterer N, ¢l al. Rituximab
(anti-CD20 monoclonal antibody) for the treat-
ment of patients with relapsing or refractory ag-
grassive lymphema: a multicenter phase |l study
Biood. 1998,92:1927-1932

Feugier P, Van Hoof A, Sebban C, et al. Long-
term results ol the R-CHOP study in the treal-
ment of elderly patients with diffuse large B-cell
lymphoma. a study by the Groupe d'Etude des
Lymphomaes de I'Adulle. J Clin Oncol, 200523
4117-4126

Thomas DA, Faderl S, O'Brien S, ot al. Chamoim-
munotherapy with hyper-CVAD plus rituximab for
Ihe treatment of adult Burkitt and Burkitt-type lym-
phoma or acute lymphoblastic leukemia. Cancer
2006,106.1569-1580

. Schwartz-Albiez R, Dorken B, Hofmann W, Mold-

enhauer G, The B cell-assccialed CD37 anligen
(gp40-52), Structure and subcellular expression
of an axtensively glycosylaled glycoprotein, J Im-
munal. 1988,140:905-914

. Classon BJ, Williams AF, Willis AC, Seed B, Sta-

19

20

215

22,

23,

24,

25

26

27

28.

28,

30,

31.

32

33,

34.

35.

ANTI-CD37 SMIP AGAINST B CELL MALIGNANCIES

menkovic |, The primary structure of the human
leukocyte antigen CD37, a species homologue of
the ral MRC OX-44 antigen [published erratum
appears in J Exp Med. 1990;172:1007]. J Exp
Med 1989;169:1497-1502.

Belov L, de la Vega O, dos Remedios CG, Mulligan
SP, Christopherson AL Immunophenotyping of leu-
kemias using a cluster of differentiation antibody mi-
croarray. Cancer Res. 2001,61:4483-4489,

. Barrena S, Almeida J, Yunta M, et al. Aberrant

axpression of tetraspanin molecules in B-cell
chronic lymphoprolilerative disordars and ils cor-
relation with normal B-cell maturation. Leukemia,
2006;19:1376-1383,

Campo E, Cardesa A, Alos L, et al. Non-
Hodgkin's lymphomas of nasal cavity and para-
nasal sinuses. An immunohistochemical study.
Am J Clin Pathol. 1991;96:184-150.

Carbone A, Pinto A, Gloghini A, Volpe R, Zagone!
V. B-zone small lymphocytic lymphoma: a mor-
pholegic, immunophenotypic, and clinical study
with comparison to “well-differentiated” lympho-
cytic disorders. Hum Pathol. 1992,23:438-448.
van Spriel AB, Puls KL, Sofi M, el al. A regulatory
role lor CD37 in T cell proliferation. J Immunol.
2004,172:2953-2961,

Link MP, Bind! J, Meeker TC, et al. Aunique anti-
gen on mature B cells defined by a monocional
antibody. J Immunol, 1986;137:3013-3018.

Moldenhauer G. Cda7. J Biol Regul Homeost
Agents, 2000:14,281-283.

Angelisova P, Hilger! |, Horejsl V. Association of four
antigens of the tetraspans family (CD37, CD53,
TAPA-1, and R2/C33) with MHC class |l glycopro-
teins. Immunogenetics. 1994;39:249-256.

Pross OW, Farr AG, Borroz KI, Anderson SK,
Martin PJ. Endocytosis and degradation of mono-
clonal anlibodies targeting human B-cell malig-
nancies. Cancer Res. 1989,49:4906-4912,

Press OW, Howell-Clark J, Anderson 5, Bernstein
I. Retention of B-cell-specific monoclonal antibod-
les by human lymphoma cells. Blood. 199483
1300-1367.

Knobeloch KP, Wright MD, Ochsenbein AF,
Liesenfeid O, Lehler J, Zinkernagel AM, Horak |,
Orinska Z. Targeted inactivation of the tet-
raspanin CD37 impairs T-cell-dependent B-cell
response under suboptimal costimulatory condi-
tions. Mol Cell Biol. 2000;20:5363-5369.
Buchsbaum DJ, Wahl RL, Normolle DP, Kaminski
MS. Therapy with unlabeled and '*'|-labeled pan-
B-cell monocional antibodies in nude mice bear-
ing Raji Burkill's lymphoma xanografts. Cancer
Res. 1992,52:6476-6481.

Brown RS, Kaminski MS, Fisher SJ, Chang AE,
Wahl RL. Intratumoral microdistribution of
['#'1MB-1 in patienis with B-cell lymphoma fol-
lowing radioimmunotherapy. Nucl Med Biol, 1997,
24:657-663.

Eary JF, Press OW. Badger CC, et al. Imaging
and treatment of B ceil lymphoma. J Nucl Med.
1990,31:1257-1268.

Prass OW, Eary JF, Appelbaum FR, et al. Radio-
laheled-antibody therapy of B-cell lymphoma with
autologous bone marrow support. N Engl J Med.
1993,329:1219-1224.

Press OW, Eary JF, Badger CC, et al. Treatment
of refractory non-Hodgkin's lymphoma with radio-
labeled MB-1 (ant{-CD37) antibody. J Clin Oncol.
1969,7:1027-1038.

Kaminski MS, Fig LM, Zasadny KR, et al. Imag-
ing, dosimetry, and radicimmunotherapy with io-
dine 131-labeled anti-CD37 antibody in B-cell
lymphoma. J Clin Oncel. 1992;10:1696-1711,
Cheson BD, Bennett JM, Grever M, et al. Na-
tional Cancer Institute-sponsored Working Group
guidelines for chronic lymphocytic leukemia: re-
vised guidelines for diagnosis and treatment.
Blood. 1986;87:4990-4997,

Mone AP, Huang F. Pelicano H, et al. Hu1D10in-
duces apoplosis concurrent with aclivation of the

37,

aa.

39.

40

41,

42.

43.

45,

46.

47,

48,

49,

50.

51.

52.

2577

AKT survival pathway in human chronic lymphocytic
leukemia colls. Blood. 2004;103:1846-1854.

Byrd JC, Kitada S, Flinn IW, et al. The mecha-
nism of tumor cell elearance by rituximab in vivo
in patients with B-cell chronic lymphocytic leuke-
mia: evidence of caspase activation and apoplo-
sis induction. Blood, 2002;99:1038-1043.

Mone AP, Cheney C, Banks AL, et al. Alemiu-
zumab induces caspase-independent cell death
in human chronic lymphocytic leukemia cells
through a lipid raft-dependent mechanism, Lou-
kemia. 2006:20:272-279.

Shan D, Ledbetter JA, Press OW. Apoplosis of ma-
ignant human B celis by ligation of CD20 with mono-
clenal antibodies. Blood. 1908,91:1644-1652.

Pettilt AR, Cawley JC. Caspases influence lhe
mode but not the extent of cell death induced by
purine analogues in chronic lymphocytic leukae-
mia. Br J Haematol. 2004;109:800-804.
Bellosillo B, Villamor N, Lopez-Guillermo A, et al.
Spontaneous and drug-inducad apoptesis is me-
diated by conformational changes of Bax and Bak
in B-cell chronic lymphocylic leukemia. Blood,
2002:100:1810-1816.

Barone D, Ledbetter J, Hayden-Ledbetter M,
Mohler K. Efficacy of SMIP-0186, a novel CD37-
directed biologic therapy, in human NHL tumor
xenograft models [abstract]. J Clin Oncol. 2006;
245:2565.

Clynes RA, Towers TL, Presta LG, Raveich JV.
Inhibitory Fc¢ receptors modulate in vivo cytoxicity
aganst lumor targets. Nat Med. 2000:6:443-446.
Hamaguchi Y. Xiu Y, Kemura K, Nimmarjahn F,
Tedder TF, Antibody isatype-specific engagement
of Fegamma receptors regulates B lymphocyte
depletion during CD20 immunatherapy. J Exp
Med. 2006;203:743-753,

. Uchida J, Hamaguchi Y, Oliver JA, et al. The in-

nale monanuclear phagocyte network depletes B
lymphocyles through Fe receptor-dependent
mechanisms during anti-CD20 antibody immuno-
therapy. J Exp Med. 2004,199:1659-1669.
Cartron G, Dacheux L, Salles G, et al, Therapeu-
tic activity of humanized anti-CD20 monoclonal
antibody and polymorphism in IgG Fc receplor
FcgammaRilia gene, Blood. 2002;99:754-758.
Weng WK, Levy R. Two immunoglobulin G fragment
C receptor polymorphisms independently predict
response to rituximab in patients with folkcular fym-
phoma. J Clin Oncol. 2003;21:3840-3947.
Ghielrnini M, Rulibach K, Salles G, et al. Single
agent rituximab in patients with follicular or
mantle ¢ell lymphoma: clinical and biological fac-
tars that are predictive of response and event-
Iree survival as well as the effect of rituximab on
the immune system: a study of the Swiss Group
tor Clinical Cancer Research (SAKK), Ann Oncol.
2005:16:1675-1682.

Treon SP, Hansen M, Branagan AR, et al. Poly-
marphisms in FegammaRIllA (CD16) receptor
expression are associaled with clinical response
to rituximab In Waldenstrom's macroglobuline-
mia. J Clin Oncol. 2005;23:474-481,

Lefebvre ML, Krause SW, Salcedo M, Nardin A
Ex vivo-activated human macrophages kill
chronic lymphocytic leukemia cells in the pres-
ance of riluximab: mechanism of anlibody-depen-
dent cellular eylotoxicity and impact of human
serum. J Immunother. 2006;29:388-397,
Manches O, Lui G, Chaperot L, et al. In vitra mecha-
nisms of action of rituximab on primary non-Hodgkin
lymphomas. Blood. 2003;101:949-954.

Barone D, Baum P, Ledbetter J, Ledbetter MH,
Mohler K. Prolonged depletion of circulating B-
calls in cynomolgus monkeys after a single dose
of Tru-015, a novel CD20 directed therapeutic.
Ann Rheum Dis. 2005:64.159.

Burge DJ, Kivitz AJ, Fleischmann RM, Shu C,
Bannink J, Barone D. Phase | study of Tru-015, A
CD20 directed small modular immune pharma-
ceutical (SMIP TM) protein therapautic in subjects
with rheurnatoid arthritis [abstract]. Ann Rheum
Dis. 2006,65:180.

1%



DIRECCION DE INVENCIONES Y NUEVAS TECNOLOGIAS

EXPEDIENTE N° 001321-2008/OIN

RESOLUCION N° 000676-2013/DIN-INDECOPI
Lima, 30 de mayo de 2013

Patente de invencion: Concedida

Mediante expediente N° 001321-2008/0OIN, iniciado el 07
de agosto de 2008, con prioridad de fecha 09 de agosto de 2007, BOEHRINGER
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH de Alemania, solicita patente de invencion para
"ANTICUERPOS ANTI-CD37", C.I.LP.7 CO7K 16/28; A61K 39/395; C12N 5/00; A61P
35/02, cuyos inventores son KARL-HEINZ HEIDER; ERIC BORGES y ELINBORG
OSTERMANN.

1. EXAMEN DE PATENTABILIDAD

La invencion solicitada reune los requisitos establecidos
en la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina que aprueba el Régimen
Comun sobre Propiedad Industrial, conforme aparece del informe que corre de fojas 360
a 364 del expediente.

La presente resolucion se emite en aplicacion de la
norma legal antes mencionada y en uso de las facultades conferidas por los articulos 37 y
40 de la Ley de Organizacion y Funciones del Instituto Nacional de Defensa de la
Competencia y de la Proteccién de la Propiedad Intelectual (INDECOPI) sancionada por
Decreto Legislativo N® 1033, concordado con el articulo 4 del Decreto Legislativo 1075
que aprueba las disposiciones complementarias a la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina.

2. RESOLUCION DE LA DIRECCION DE INVENCIONES Y NUEVAS TECNOLOGIAS

OTORGAR patente de invencion para "ANTICUERPOS
ANTI-CD37", C.L.P.7 CO7K 16/28; AG1K 39/395; C12N 5/00; A61P 35/02, a favor de
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH de Alemania, por un plazo de
veinle (20) anos, contados desde el 07 de agosto de 2008, fecha de presentacion de la
solicitud, aprobandose las 15 reivindicaciones que corren de fojas 354 a 356 del
expediente.
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EXPEDIENTE N° 001321-2008/0OIN de fecha 2008-08-07 AOra ek

SOLICITANTE BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH., de
ALEMANIA.

PRIORIDAD 071141287 (EP) de fecha 2007-08-09

ASUNTO : FExamen adicional de la solicitud de patente de invencidn para

"ANTICUERPOS ANTI-CD37". clectuado de acuerdo con el
articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina.

1.- ANTECEDENTES.-

o Informe técnico GMM 78-2012 en ¢l que se concluye que:
Las REIVINDICACIONES 1-23 NO CUMPLEN con los requisitos de claridad,
concision y sustento en la descripeion segln el Art. 30 de la Decision 486 de la Comision de
la Comunidad Andina.

o [Escrito de fecha 09 de abril de 2013 con el que la solicitante presenta un pliego de 25
reivindicaciones a fin de superar las observaciones realizadas en el informe técnico GMM
78-2012.

1.- TEXTOS A ANALIZAR.-

o Memoria descriptiva (M.D.) originalmente presentada.

o Reivindicaciones 1 a 53 originalmente presentadas.

o Plicgo de 23 reivindicaciones presentado mediante escrito de fecha 04 de mayo del
2011.

o Plicgo de 25 reivindicaciones presentado mediante escrito de fecha 09 de abril del
2013.

MODIFICACION DE LA SOLICITUD:

El nuevo plicgo de 25 reivindicaciones presentado mediante el eserito de fecha 09 de abril del
2013, NO CONSTITUYE UNA AMPLIACION y CUMPLE lo definido en el Art, 34 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina

2.- NO INVENCIONES Y EXCLUSIONES A LA PATENTABILIDAD.-

o Las REIVINDICACIONES 1-25 se refieren a un producto o un procedimiento, por
lo que son susceptibles de patentarse conforme al Articulo 14 de la Decision 486 de
la Comision de la Comunidad Andina y asimismo, porque no estan consideradas
como no invenciones ni excluidas de patentabilidad segin lo dispuesto en los
Articulos 13 y 20 de la referida Decision 486, respectivamente.
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3.- SUFICIENCIA Y CLARIDAD.-

3.1.- La descripeion de la invencion permite la comprension del problema téenico y la solucion
que plantea la invencion a dicho problema, y por tanto la memorta deseriptiva CUNMPLEE los
requisitos del articulo 28 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidid Andina.

3.2.- Las REIVINDICACIONES 1-5 v 22-25 CUMPLEN con los requisitos de claridad,
concision v sustento en la descripeion segim el Art. 30 de Ja Decision <186 de la Comision de la
Comunidad Andina.

3.3.- Las REIVINDICACIONES 6-21 NO CUMPLEN con los requisitos de claridad,
concision y sustento en la descripeion segiin el Art. 30 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina, ya que:

La reivindicacion 6:

Define “Una molécula de ADN que comprende una region que codifica fa region variable
de cadena pesada variable de un anticuerpo de acuerdo con cualquicra de las
reivindicaciones 1 a 57

[n el informe téenico precedente se manifesto que al haber sido deserita como “Una molécula
de ADN que comprende una region que codifica la cadena pesada variable de i anticuerpo de
wna cualquiera de las reivindicaciones 1 a 107, definfa a la molécula de ADN mediante la
cadena pesada variable que codifica mas no mediante su_propia secuencia. lo cual comprende un
resultado a_alcanzar. Esta reivindicacion debia definir ¢ par de moléculas de ADN que
corresponden a las regiones variables de cadena pesada y hviana o a las cadenas pesada y
liviana definidos mediante sus propias secuencias de nucledtidos.

Mediante el escrito de fecha 09 de abril de 2013 la solicitante manificsta que ¢l inventor esta en
su derecho de reclamar proteceion para la totalidad de un concepto inventivo desarrollado sin
importar la amplitud de este y que no existe requerimiento alguno que determine que los
cjemplos deban ilustrar todos y cada uno de los compuestos que se encuentren dentro del
alcance de la invencion. Por otro lado manifiestan que el hecho de solicitar la inclusion de tales
secuencias solamente limita el derecho a reclamar proteccion  sobre ¢l concepto inventivo
desarrollado, es decir, cualquier molécula de ADN que produzea los anticuerpos quiméricos de
la presente invencion.

Al respecto se REITERA que tal como esta redactado se desceribe un resultado a aleanzar y que
la definicion correcta del ADN es mediante la definicion de sus sccuencias de nucleotidos tal
como fue informado en el informe téenico GMM 78-2012.
Adicionalmente cabe seiialar que las reivindicaciones son la parte mas importante  de Ia
solicitud, pues definen la invencion a proteger y delimitan el aleance de esa proteccion (Art. 51).
Es fundamental que sean claras y concisas (Art. 30) para que:
- Se puedan comparar y diferenciar del estado de la téenica con el fin de verificar
los requisitos de patentabilidad; v
- Puedan determinar sin ambigiiedad hasta donde llegan los derechos del titular
de la patente.
Por Gltimo. las reivindicaciones deben definir la invencion por sus caracteristicas esenciales,
estructurales o funcionales. No se admite que la reivindicacion defina la invencion  por el
resultado a alcanzar puesto que equivaldria a definir el problema téenica a resolver v el alcance
de la reivindicacion incluiria no solo la solucidn propuesta por ¢l solicitante, sino todas las
alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resultado.
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Las reivindicaciones 7 a 10 son dependientes de la reivindicacion 6, cuestionada, por lo que no
cumplen con el Art. 30 de la Decision 486 de Ja Comision de la Comunidad Andina.

La reivindicacidn 11:
Define “Una molécula de ADN que comprende una region que codifica la region variable
de cadena ligera de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de lag reivindicaciones 1 a 57

En el informe técnico precedente se manifestd que al no haber sido descrita mediante su propia
secuencia, comprendia un resultado a alcanzar.

Mediante el escrito de fecha 09 de abril de 2013 la solicitante manifiesta que el inventor esta en
su derecho de reclamar proteceion para la totalidad de un concepto inventivo desarrollado sin
importar la amplitud de este y que no existe requerimiento alguno que determine que los
ejemplos deban ilustrar todos y cada uno de los compuestos  que se encuentren dentro  del
aleance de la invencion. Por otro lado manifiestan que el hecho de solicitar la inclusion de tales
secuencias solamente limita el derecho a reclamar proteccion  sobre el concepto inventivo
desarrollado, es decir, cualquier molécula de ADN que produzca los anticuerpos quiméricos de
la presente invencion,

Al respecto se REITERA que tal como esta redactado se describe un resultado a alcanzary que
la definicion correcta del ADN es mediante la definicion de sus secuencias de nucledtidos.
Adicionalmente cabe sefialar que las reivindicaciones son la parte mas importante de la
solicitud, pues definen la invencion a proteger y delimitan el alcance de esa proteccion (Art. 31).
Es fundamental que sean claras y concisas (Art. 30) para que:
- Se puedan comparar y diferenciar del estado de la téenica con el fin de verificar
Jos requisitos de patentabilidad; y
- Puedan determinar sin ambigiiedad hasta donde llegan los derechos del titular
de la patente.
Por ultimo, las reivindicaciones deben definir la invencion por sus caracteristicas esenciales,
estructurales o funcionales. No se admite que la reivindicacion defina la invencién  por el
resultado a alcanzar puesto que equivaldria a definir el problema técnico a resolver y el alcance
de 1a reivindicacion incluiria no solo la solucién propuesta por el solicitante, sino todas las
alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resultado.

Las reivindicaciones 12 a 15 son dependientes de la reivindicacion 11, cuestionada, por lo que
no cumplen con el Arf. 30 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

Las reivindicaciones 16 a 19 definen el vector de expresién que contiene una molécula de
ADN de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, cuestionadas; y/o una molécula
de ADN de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, cuestionadas; por lo que no
cumplen con el Art. 30 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

La reivindicacion 20 define una célula anfitriona que porta uno o més vectores de acuerdo con
Ias reivindicaciones 16 a 19, cuestionadas; por lo que no cumple con ¢l Art. 30 de la Decision
486 de la Comision de la Comunidad Andina.

La reivindicacién 21 define un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende transfectar una célula anfitriona de mamifero con
uno o mas vectores de las reivindicaciones 16 a 19, cuestionadas; por lo que no cumple con cl
Art. 30 de la Decisidn 486 de 1a Comisién de la Comunidad Andina.
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4.1.- NOVEDAD

Reivindicaciones independientes: 1
Reivindicactones dependientes: 3,

ESTADO DE LA TECNICA:

o [l documento D1 es la solicitud de patente WO 2005/017148 A1, publicada en 2005.02.24
(TRUBION PHARMACEUTICALS, INC.), titulada “CONSTRUCCIONES DE UNION Y
METODOS DEL USO DE LOS MISMOS™.

¢ El documento D2 es la publicacién de Boulianne ct al., titulada: “PRODUCCION DE UN
ANTICUERPO FUNCIONAL QUIMERICO DE RATON/ HUMANQO™ de Nature, 1984,
vol. 312, no. 5995: 643-646.

o El documento D3 es la patente US 6,548,640 BI, publicada en 2003.04.15 (BTG
INTERNATIONAL LIMITED), titulada “ANTICUERPOS ALTERADOS™.

o El documento D4 es la solicitud de patente WO 2007/641635 A2, publicada en 2007.04.12
(XENCOR, INC.), titulada “VARIANTES FC CON PROPIEDADES DE UNION AL
RECEPTOR FC OPTIMIZADAS”,

¢ El documento DS es la solicitud de patente WO 2607/014278 A2, publicada en 2007.02.01
(TRUBION PHARMACEUTICALS), titulada “REDUCCION DE CELULAS B USANDO
MOLECULAS DE UNION ESPECIFICAS A CD37Y CD20™.

ANALISIS DE LA NOVEDAD:
REIVINDICACION 1:
Define un anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano que se define por:
i) una region variable de cadena pesada de SEQ ID N°2
- ii) una region variable de cadena ligera de SEQ ID N° 4
iii) una region constante de cadena pesada de secuenciad SEQ 1D N° 24

iv) una region constante de cadena ligera de secuencia SEQ N° 26.

Con respecto a D1-D5:

Los documentos D1-D3 no describen un anticuerpo quimérico de regiones variables de SEQ 1D
NO: 2 y 4 y regiones constantes humanas como se describe en esta reivindicacidn, por lo que
estos documentos no anticiparian a esta reivindicacion.

Por lo que, la reivindicacion 1 CUMPLE con el requisito dec Novedad establecido por el Art. 16
de la. Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.
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REIVINDICACION 2:

Define un anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano que se define por:
i) una region variable de cadena pesada de SEQ JDN® 2

it} una regién variable de cadena ligera de SEQ IDN® 4

iii) una region constante de cadena pesada de secuenciad SEQ 1D N° 28

iv) una region constante de cadena ligera de secuencia SEQ N° 30

Con respecto a DI-D3:

Los documentos D1-D35 no describen un anticuerpo quimérico de regiones variables de SEQ 1D
NO: 2 y 4 y regiones constantes humanas como se describe en esta reivindicacion, por lo que
estos documentos no anticipan a csta reivindicacion.

Por lo que, la reivindicacion 2 CUMPLE con el requisito de Novedad establecido por el Art. 16
de la Decision 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina,

La reivindicacion 3 es dependiente de la reivindicacion 2, novedosa, por lo que CUMPLE con
el requisito de Novedad establecido por el Art. 16 de la Decision 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina.

REIVINDICACION 4:

Define un anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano que se define por:
i) una regidn variable de cadena pesada de SEQ IDN® 2

ii) una regién variable de cadena ligera de SEQ ID N° 4

iii) una regién constante de cadena pesada de secuenciad SEQ 1D N° 32

iv) una region constante de cadena ligera de secuencia SEQ N° 34.

Con respecto a D1-D3:

Los documentos D1-D5 no describen un anticuerpo quimérico de regiones variables de SEQ ID
NO: 2 y 4 y regiones constanies humanas como sc describe en esta reivindicacion, por lo que
estos documentos no anticipan a esta reivindicacién.

Por lo que, la reivindicacion 4 CUMPLE con el requisito de Novedad establecido por el Art. 16
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

La reivindicacién 3 es dependiente de la reivindicacion 4, novedosa, por lo que CUMPLE con
el requisito de Novedad establecido por ¢l Art. 16 de la Decision 486 de la Comision de la
Comunidad Andina.

Las reivindicaciones 22 a 24 describen una composicion que comprende el anticuerpo anti-
CD37 de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, novedosa, por lo que CUMPLEN
con el requisito de Novedad establecido por el Art. 16 de la Decisidn 486 de la Comision de la
Comunidad Andina.

La reivindicacion 25 describe un método para suprimir células B que expresan CD37
administrando un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, novedosas,
por lo que CUMPLE con el requisito de Novedad establecido por el Art. 16 de la Decision 486
de la Comisién de la Comunidad Andina,
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4.2.- NOTA SOBRE NIVEL INVENTIVQ:

En vista del estado de la téenica anteriormente citado, el problema que pretende resolver la
presente solicitud consiste en proveer anticuerpos (tiles en el tratamiento de cancer de
células B y de enfermedades autoinmunes’e inflamatorias.

La solucion propuesta por la solicitud consiste en proveer los anticuerpos quiméricos de las
reivindicaciones y las composiciones que los comprenden.

El estado de la técnica més cercano son los documentos D1 v D2.

El documento D1 describe un anticuerpo murino denominado G28-1 anti-CD37 que posce
una region variable de cadena pesada idéntica a la SEQ 1D N° 2 v una region variable de
cadena liviana que comprende la SEQ ID NO: 4 salvo por un aminoacido final R
(Arginina).

El documento D2 describe métodos para producir anticuerpos quiméricos.

En el informe técnico precedente se indicd que la difcrencia entre los anticuerpos
quiméricos de las reivindicaciones 1, 8 ¥y 9 (ahora 1, 2 v 4) consiste en que dichos
anticuerpos son quiméricos.a diferencia del anticuerpo de D1 que es un anticucrpo murino
con un solo residuo de aminoacido final diferente. Las ventajas de usar anticuerpos
quiméricos son de conocimiento comin en el estado del arte y se conocen téenicas para
producirlos rutinariamente, ver documento D2. Por lo que una persona normalmente
versada en el arte, podria proveer anticuerpos anti-CD37 quiméricos derivados del
anticuerpo murino revelado en D1. Con respecto al anticuerpo quimérico de la
reivindicacion 4 (ahora 5) con mutaciones en el e que modulan la funcion efectora, se
conocen técnicas para obtener anticuerpos con variantes Fe. Se conocen anticuerpos con
sustituciones de aminoacidos en las posiciones 332 y/o 239 v/o 236. Sus propiedades
modificadas con respecto a la modulacidn de la funcion efectora son conocidas (ver el
documento D4). Por lo que dicha reivindicacion 4 (ahora 5) tampoco seria inventiva de
redactarse como una reivindicacioén independiente. Por tltimo sc hizo notar que las ventajas
de usar anticuerpos humanizados también son de conocimiento comdn en ¢l estado del arte
y las técnicas para producirlos rutinariamente también se conocen (ver por ejemplo cl
documento D3). Por lo que si el solicitante quisiera reivindicar anticuerpos humanizados
deberd demostrar las ventajas de estos frente al anticuerpo murino original revelado en D1
(anticuerpo G28-1).

Mediante el escrito de fecha 09 de abril de 2013 la solicitante presenta argumentos a fin de
superar las observaciones sobre el nivel inventivo de los anticucrpos que pretende
reivindicar.

A la luz de los argumentos mencionados por la solicitante se tiene que los anticuerpos que
se pretenden reivindicar presentan las siguientes ventajas frente al del arte previo G28.1:
La figura 6 de la memoria descriptiva muestra que los anticuerpos de tipo A tienen una
mejor actividad apoptotica marcada, con respecto a otros anticuerpos evaluados; dicha
actividad apoptotica es superior al 70%.
El ejemplo 9 y la figura 9 enseilan que el anticuerpo AO es un potente inductor de la
apoptosis, incluso sin entrecruzamiento.
El ejemplo 10 y la figura 10 muestran que el anticuerpo AQ y las variantes ¢ (/\7 y Aden
fa figura 10) muestran una actividad pro-apoptotica similar.
Por ultimo, menciona que ¢l experimento 10 muestra que la ingenieria Fc del anticuerpo AO
no altera su actividad pro-apoptotica.
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Mientras que en ¢l anticuerpo murino G28.1 [a actividad proapoptotica sin entrecruzamicnto
€$ menor.

De tal manera que al ser favorable en un anticuerpo una alta actividad proapoptdtica  ya
que contribuye cn la eliminacion de células B del cuerpo del paciente, los anticuerpos que
se pretenden reivindicar demuestran el efecto farmacoldgico mejorado distintivo sobre la
actividad proapoptotica, incluso sin entrecruzamiento, lo que no habia sido reportado para
el anticuerpo murino G28.1 del antecedente D1.

En consccuencia, tas reivindicaciones 1 a 5y 22 a 25 CUMPLEN con el requisito de Nivel
Inventivo establecido por el Art, 18 de la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad
Andina.

7. APLICACION INDUSTRIAL

El objeto de la presente invencidn puede ser utilizado en la industria farmacéutica, por lo
tanto cumple con el Articulo 19 de la Decision 486.

8. CONCLUSIONES

Las REIVINDICACIONES 1 a 3y 22 a 25 CUMPLEN con los requisitos de Novedad
(Art. 16), Nivel Inventivo (Art. 18) y Aplicacion Industrial (Art. 19) definidos en la
Decisidn 486 de 1a Comision de la Comunidad Andina.

Las REIVINDICACIONES 6 a 21 NO CUMPLEN con Jos requisitos de claridad,
concision y sustento en la descripcion segiin el Art. 30 de la Decision 486 de 1a Comisidén de
la Comunidad Andina

Realizado por:

Y

Gianinna Margdiez Mendoza
Examinadora de Patentes
CQF 65191,
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SOLICITUD NUMERO:
RESPUESTA DEL PERITO .
. 2349 - 2008
1.- SOLICITANTE: FECHA SOLICITUD:
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GmbH 08/08/2008

2.- TITULO: (NO MAYOR DE 330 CARACTERES) Anticuerpo que se une a CD37 humano; Molécula de ADN que la codifica; vector
de expresién y células huésped; método de produccién; composicion farmacéutica que lo comprende; y su uso para tratar

.enfermedades relacionadas con células B.

3.- PERITO: Amaya Puig G.

Expediente N° 4347

4 .- RESULTADO DEL EXAMEN PERICIAL:

[ ]
L]

SE RECOMIENDA LA CONCESION DE LA PATENTE

CON CBSERVACIONES

LA SOLICITUD NO CUMPLE CON LOS REQUISITOS ESTABLECIDOS POR LA LEY Y EL REGLAMENTO

. HOJA TECNICA PRESENTADA ORIGINALMENTE CON FECHA ;

5.- ESTE INFORME SE BASA EN LA SIGUIENTE DOCUMENTACION PRESENTADA :

08/08/2008

| HOJA TECNICA PRESENTADA CON FECHA : '

MEMORIA DESCRIPTIVA, PAGINAS 1 1 - 100

MEMORIA DESCRIPTIVA, PAGINAS :

MEMORIA DESCRIPTIVA, PAGINAS :

REIVINDICAGIONES : 1 - 27 \,o""7

REIVINDICACIONES : o"«g # S

REIVINDICACIONES : &p‘”q Qoo’\ib‘zg'po

REIVINDICACIONES : R zj;:‘l;,;?q\?&;?{’

4"';" < Q\ L \Q'lr\
DIBUJOS, LAMINAS :  1/17 —17/17 QQb;,o';g ey
LISTADOS DE SECUENCIA SEQIDN*: 1 .42 © gi:&"’

DIBUJOS, LAMINAS :

DIBUJOS, LAMINAS :

PRESENTADAS ORIGINALMENTE CON FECHA: (8/08/2008
PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS EN LA SOLICITUD CON FECHA:  22/08/2012

- PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS EN LA SOLICITUD GON FECHA:  ()8/08/2008
PRESENTADAS CONFECHA:  (08/08/2008
PRESENTADAS CON FECHA :

PRESENTADAS CON FECHA :

6.- PRONUNCIAMIENTO SOBRE LA PRIORIDAD (ARTICULO 34 DE LALEY Y ARTICULOS 59 A 62 DEL REGLAMENTO):

CHILENA.
EN LA SOLICITUD.

REIVINDICADO EN LA SOLICITUD. NO SERA(N) CONSIDERADA(S).

NO DECLARA PRIORIDAD.

OTRO TIPO DE OBSERVACION, VER {TEM 15.

O0000 O

LA(S) COPIA(S) DE PRIORIDAD(ES) HA(N) SIDO PRESENTADA(S) DENTRO DEL PLAZO (Att 34 Ley y 60 Reg) Y CORRESPONDE(N) A LA SOLICITUD
LA(S) COPIA(S) DE PRIORIDAD(ES) HA(N) SIDO PRESENTADA(S) DENTRO DEL PLAZO (Art 34 Ley y 60 Reg), PERO SUSTENTA(N) LO REIVINDICADO
LA(S) COPIA(S) DE PRIORIDAD(ES) HA(N) SIDO PRESENTADA(S) DENTRO DEL PLAZO (Art 34 Ley y 60 Reg), PERO NO SUSTENTA(N) LO

LA(S) COPIA(S) DE PRIORIDAD HA(N) SIDO PRESENTADA(S) FUERA DE PLAZO (Art 34 Ley y 60 Reg),.NO SERA(N) CONSIDERADA(S).

RECEPCION:

!: ﬁ [:[O Ofaa .‘\l
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7.- CLASIFICACION INTERNACIONAL DE PATENTES (CIP 7): SOLICITUD NUMERGO:
CO7K 16/28, C12N 15/13, AB1K 39/395, A61P 35/02 2349 - 2008
8.- CAMPO DE LA BUSQUEDA:
CO7K, C12N, A81K, A61P
9.- RESULTADO DE BUSQUEDA DEL ESTADO DE LA TECNICA;
CATEGORIA CITA DEL DOCUMENTO CON INDICACION DE LAS PARTES RELEVANTES REIVINDICACIONES

AFECTADAS

BUSQUEDA NACIONAL:

presentada en Chile.

No se encontré ninguna solicitud concedida, abandonada, desistida o en trémite,

BUSQUEDA INTERNACIONAL:

D 1 WO 2005 017149 (TRUBION PHARMACEUTICALS INC.) 24/02/2005. Ninguna

A D 2 DATABASE BIOSIS Boulianne G. L. et al. Nature 312(5995) (1984)643 - Ninguna
846.
o A D 3 US 6 548 6840 (WINTER GREGORY PAUL) 15/04/2003 Ninguna
~ A D 4 WO 2007 041635 (XENCOR INC) 12/04/2007 Ninguna
A D 5 WO 2007 014278 (TRUBION PHARMACEUTICALS) 01/02/2007 Ninguna
w D 6 Xiaobin Zhao et al. Blood 110(7) (2007): 2569 e
("

- DOCUMENTO RELEVANTE POR SI SOLO.

: DOCUMENTO RELEVANTE EN COMBINACION CON OTRO DE LA MISMA
CATEGORIA. .

: ESTADO DE LA TECNICA.

: DOCUMENTO CITADO EN LA SOLICITUD.

. DOGCUMENTO PUBLICADO ENTRE LA FECHA DE PRESENTACION Y DE

RIORIDAD DE LA SOLITUD.

VOVOP <X

E : ANTERIOR A LA PRIORIDAD DE LA SOLICITUD, PERO PUBLICADO
DESPUES QUE LA SOLICITUD

M : DOCUMENTO MIEMBRO DE LA MISMA FAMILIA DE PATENTES.

0 : DOCUMENTO DE OPOSICION.

D: DOBLE PROTECCION .

Z: EN ESPERA DE MAYOR INFORMACION.

W VER [TEM 15.

Az
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10.- EVALUACION DEL CONTENIDO DE LAS REIVINDICACIONES: SOLICITUD NUMERO:
(VER ARGUMENTACION EN [TEM 15) :

NO Sl -
HAY OBSERVACIONES A LA PRESENTACION DE LAS REIVINDICAGIONES: l:] 2349 - 2008
NUMERO DE REIVINDICACIONES PRESENTADAS: 27 .

TIPO DE OBSERVACION: REIVINDICACIONES AFECTADAS

NO TIENE APLICACION INDUSTRIAL {Articulo 36 LEY)
FALTA NOVEDAD (Articulo 33 LEY)
FALTA NIVEL INVENTIVO (Articulo 35 LEY)
NO DEFINE CLARAMENTE LA INVENCION (Articulos 41 y 44 REGLAMENTO) | 25
FALTAN CARACTERISTICAS ESENCIALES (Atticulos 41 y 43 REGLAMENTO)

FALTA SUSTENTO EN MEMORIA (Articulo 41 REGLAMENTO)

CONTENIDO NO AUTOSUFICIENTE (Articulo 41 REGLAMENTQ)

NO HAY UNIDAD DE INVENCION (Articulos 40 y 44 REGLAMENTQ)

PREAMBULO Y CARACTERIZACION (Articulo 43 REGLAMENTQ)

FALTA LA PALABRA “CARACTERIZADO" (Articulo 42 Y 43 REGLAMENTO) 26

NO HAY ENLACE APROPIADO (Articulos 40 y 44 REGLAMENTO) 1.2 4-20
EXCLUSION DE PATENTABILIDAD (Articulo 37 LEY, LETRA d = ) 26

QOTRAS: (VER ARGUMENTACION EN ITEM 15)

11.- EVALUACION DEL CONTENIDO DE LA HOJA TECNICA:
(VER ARGUMENTACION EN ITEM 15)

HAY OBSERVACIONES A LA PRESENTACION DE LA HOJA TECNICA: v NO S EI
[] FALTA CAMPO DE APLICACION (Siprocede)
[ ] NOMENCIONA PROBLEMA TECNICO QUE RESUELVE
[] NOHAY RESUMEN DE ETAPAS Y/O ELEMENTOS BASICOS
] MODIFICAR EL TITULO

12.- EVALUACION DEL CONTENIDO DE LA MEMORIA DESCRIPTIVA:
(VER ARGUMENTACION EN [TEM 15}

o [X] %[
HAY OBSERVACIONES A LA PRESENTACION DE LA MEMORIA DESCRIPTIVA_:_

LAS UNIDADES NO ESTAN EXPRESADAS EN SISTEMA METRICO DECIMAL (Articulos 35 REGLAMENTO)
OTRAS: (VER [TEM 15)

D NO MENCIONA EL CAMPO DE APLICACION DE LA INVENCION (Articulo 39 REGLAMENTO}
D NO CITA EL PROBLEMA TECNICO QUE LA INVENCION ABORDA (Articulo 39 REGLAMENTOQ}
[:] NO HACE REFERENCIA AL ESTADO DEL ARTE {Articulo 39 REGLAMENTO)
I::] NO CITA DOCUMENTOS CON SU NUMERO DE PUBLICACION (Si p'r‘ocede) (Articulo 39 REGLAMENTO)
[:] LA DESCRIPCION DE LA INVENCION NO ES CLARA (Articulo 39 REGLAMENTQ)
[:] LA DESCRIPCION DE LA INVENCION NO PERMITE REPRODUCIR LA (Articulo 39 REGLAMENTO)
D NG HAY INDICACION DE DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO {Si procéde) (Articulo 39 REGLAMENTO)
[:] LA MEMORIA NO INCLUYE, AL MENOS, UN EJEMPLO DE APLICACION (Articulo 39 REGLAMENTO)
[:] EL/LOS EJEMPLO(S) NO ESTAN DETALLADCS ) (Articulo 39 REGLAMENTO)
D LOS EJEMPLOS NO CORRESPONDEN A LA MISMA UNIDAD DE INVENCION {Articulo 39 y 40 REGLAMENTO)
E] NO DESCRIBE LOS DIBUJOS (Si procede) (Articulo 3¢ REGLAMENTO)
]

]

13.- EVALUACION DE LOS DIBUJOS:
(VER ARGUMENTACION EN [TEM 15)

HAY OBSERVACIONES A LA PRESENTACION DE LOS DIBUJOS: NO ! D ‘
LOS DIBUJOS CONTIENEN TEXTOS EXPLICATIVOS

FALTA GLARIDAD EN LAS LAMINAS / FIGURAS _

LOS DIBUJOS TIENEN COTAS O FALTA PROPORCIONALIDAD ENTRE LAS PARTES

OTRAS: (VER [TEM 15)

[
[
[
(]

14.- AMPLIACION DEL CONTENIDO ORIGINAL  {Articulo 49 REGLAMENTO):
{VER ARGUMENTACION EN iTEM 15) .

e X S o]
« AMPLIACION CONTENIDO ORIGINAL MEMORIA DESCRIPTIVA’

© [« ™[]
» AMPLIACION CONTENIDO ORIGINAL DE LAS REIVINDICACIONES
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15.- ARGUMENTACION ANALISIS PERICIAL SOLICITUD NUMERO:
(Articulo 83 REGLAMENTO): .
2349 - 2008
ITEM

CITAS Y EXPLICACIONES

6-.

PRONUNCIAMIENTO SOBRE LA PRIORIDAD
Pronunciamiento en informe pericial.

INSTANCIAS DE OPOSICION
Oposicién: Resumen en informe pericial,

Contesta Oposicién: Resumen en informe pericial.

EVALUACION DEL CONTENIDO DE LAS REIVINDICACIONES:
Resumen de las reivindicaciones:
El pliego consta de 27 reivindicaciones, estas son:
Reivindicacién 1: Molécula de anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano y caracterizada por:

i) Una cadena pesada variable que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ IDN ° 2;

ii) Una cadena ligera variable que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ IDN ° 4:

iii) Una cadena pesada constante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en Ja SEQ ID N °
24,y

iv) Una cadena ligera constante que comprende fa secuencia de aminoacidos mostrada enla SEQIDN° 26.

Reivindicacién 2: Molécula de anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano y caracterizada por:

i) Una cadena pesada variable que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada enSEQIDN°2;

ii) Una cadena ligera variable que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQIDN"4;

iiii) Una cadena pesada constante que comprende la secuencia de amino&cidos mostrada en la SEQ ID N °
28,y

iv) Una cadena ligera constante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID N ° 30.

La reivindicacién 3 describe una alternativa de la clausula 2.
Reivindicacién 4: Molécula de anticuerpo quimérico que se une a CD37 humano y caracterizada por:

i) Una cadena pesada variable que comprende !a secuencia de aminoacidos mostrada en SEQIDN ° 2;

i} Una cadena ligera variable que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada enla SEQID N ° 4;

i) Una cadena pesada constante que comprende la secuencia de aminoécidos mostrada en la SEQ ID N °
32,y ‘

iv) Una cadena ligera constante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada enlaSEQIDN° 34.

La reivindicacién 5 es una alternativa a la clausula 5.

Las reivindicaciones 7 a 15 corresponden a molécula de ADN porque comprende solamente una region que codifica la
region variable de la cadena pesada y ligera de las reivindicaciones anteriores. Las clausulas 16 a 21 se relacionan con
vector de expresion, célula anfitriona y método para producir anticuerpos utilizando los ADN de las cldusulas 7 a 15. Las
clausulas 22 a 24 corresponden reivindicaciones de composicion que comprenden las moléculas de anticuerpo anti-

CD37. Las clausulas 25 y 26 describen usos inadecuadamente definidos. La reivindicacion 27 describe un método in
vitro para suprimir células B que expresan CD37.

No existe enlace apropiado: Existen 3 clausulas independientes de anticuerpos, la reivindicacién 1,2y 4. En el pliego
debe existir una sola reivindicacién independiente de cada categoria. Se sugiere redactar una clausula maltiple con la
materia de las reivindicaciones 1, 2y 4.

Las clausulas 1 a 5 se relaciona una molécula de anticuerpo definida mediante su estructura ya sea la region variable
como fa regién constante. El texto de las clausulas 6 a 15 esta ligado a una parte de las clausulas 1 a 5, por esta razon,
no estan ligadas adecuadamente a dichas reivindicaciones. Lo que en el informe pericial se sefialé es que anticuerpos
quiméricos especificos del fragmento de anticuerpo de unién a antigenos del D 1 podrian superar la actividad inventiva.
Sin embargo, como se redactan las clausulas 6 a 15 no estan incorporando ias caracteristicas inventivas. De la misma

manera las reivindicaciones 16 a 20 no estarian ligadas a !a caracteristicas nuevas e inventivas de las reivindicaciones
1,2y4. ‘

No define claramente la invencién: La clausula 25 en su preambulo define el “uso de una composiciéon”, no obstante,

caracterizan un antigeno de superficie celular. Esta clausula no define ni la composicidn (caracterizada en las
reivindicaciones 22 y 23) ni el uso.

Exclusion de Patentabilidad: La clausula 26 a pesar de tener un preambulo de uso, tiene exclusion de patentabilidad
de acuerdo al articulo 37, letra d, ya que define tratamientos terapéuticos.

Falta la palabra CARCTAERIZADO: La clausula 26 no tiene la palabra caracterizado separando el preambulo de la
caracterizacion. ‘

Unidad de invencién: En el estado de la técnica se describe un fragmento de anticuerpo con las regiones variables
SEQIDN°2y4 (D 1). Sin embargo, en el estado de ia técnica no existe descripcion de anticuerpos quiméricos
raton/humano con regiones variables (de acuerdo a lo definido en las clausulas 1, 2 y 4) y no es obvio proponer la
actividad de las regiones constantes humanas y variables de raton alii citadas. De acuerdo al analisis anterior, a juicio
de este perito las reivindicaciones 1, 2 y 4 tienen unidad de invencién.




15.- ARGUMENTACION ANALISIS PERICIAL SOLICITUD
{Articulo 83 REGLAMENTO); NUMERO:
2349 - 2008

ITEM

CITAS Y EXPLICACIONES

S

ANALISIS DE NOVEDAD (Articulo 33 de ia Ley)
Pronunciamiento sobre el documento D 6 en informe pericial.

El andlisis de novedad y nivel inventivo se realizara para las cldusulas que cuentan con definir claramente ef
invento y no estar excluidas de patentabilidad: Reivindicaciones 1 - 5, 22 - 24 y 27,

D 1 Este documento describe un anticuerpo anti- CD37 humano de cadena simple scFv, denominado G28-1 y que
posee las mismas regiones variables de la cadena ligera y pesada de SEQ ID N ° 2 y 4. En su respuesta a la oposicién
el solicitante hace notar que existen diferencias entre la estructura de las SEQ ID N ° 2 de la solicitud y }a SEQ ID N ° 44
del D 1y diferencias entre la estructura de SEQ ID N ° 4 de Ia solicitud y la SEQ 1D N ° 45 del D 1. Efectivamente,
existen dichas diferencias y por lo tanto, las regiones variables serian novedosas, no obstante, dichas diferencias
corresponden a estructuras que se requieren para unir la cadena ligera y pesada de una anticuerpo para formar un
scFv. La otra diferencia con la solicitud es que en esta el anticuerpo quimérico que tiene la region F¢ humana y la regién
variable murina. En cambio en el D 1 se describe un anticuerpo de cadena simple scFv G28-1 como una proteina de
fusién que cuenta con las regiones CH2 y CH3 de la Fc¢ de inmunoglobuiina.

La construccion scFv g fue producida en el ejemplo 35 y modificados en los ejemplos 64 a 69.

El D 1 muestra que las construcciones de G28-1 se unen a CD37 en lineas celulares de linfomas B, a BJAB y a células
Ramos. También se unen moderadamente a células Wil-2 y en bajos niveles a células Raji y Namalwa (ejemplo 162). El
D 1 demuestra que dos de las construcciones scFv Ig inducen apoptésis. En la figura 81 se ilustra que las
construcciones scFv Ig son capaces de inhibir la proliferacién de células Ramos.

Las comparaciones de la actividad de scFv Ig anti CD37 se hacen en refacion a un scFv lg anti CD20 proveniente de un
anticuerpo de GENETECH 2H7, distinto a Rituximab como el anticuerpo comparado en la solicitud en estudio.

EI D 5 se explaya sobre la actividad terapéuticamente 0til de scFv Ig anti CD37 derivado del anticuerpo G28 descrito en
D1.

Si bien la region variable del anticuerpo de la solicitud y el fragmento de anticuerpo del D 1 es el mismo, la solicitud
provee anticuerpos quiméricos especificos definidos en las reivindicaciones 1, 2 y 4 por las secuencias de las regiones
variables y constantes. A la vista del estado de la técnica citado, las reivindicaciones 1 - 5, 22 ~ 24 y 27 son
nuevas y, por tanto, cumplen con los requerimientos del Articulo 33 de la Ley 19.039.

ANALISIS DE NIVEL INVENTIVO

El documento D 1, que es considerado como el estado de fa técnica mas relevante, describe una construccién scFv Ig
que se une a CD37 humano que tiene las cadenas pesada y ligera de SEQ ID N ° 45 y 46 (Ejemplo 35, 64 ~ 69 y 162).
La materia de la reivindicacion 1 difiere tan solo en que es un anticuerpo quimérico anti CD37 con la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada y ligera mostrada en SEQ ID N ° 2 y 4 y cadenas pesadas y ligeras constantes de

origen humano que comprenden las regiones constantes pesadas y ligeras seleccionadas de las siguientes secuencias:
I SEQIDN°24y26

It. SEQIDN° 28y 30

Ith. SEQIDN°32y34.
El problema a resolver por la presente invencion se puede considerar por tanto, como proveer una altemativa de
anticuerpo quimérico ratén / humano contra CD37. La solucién seria un anticuerpo con la secuencia de aminoacidos de
las regiones variables de la cadena pesada y ligera mostrada en SEQ ID N ° 2 y 4 y regiones constantes de fas cadenas

pesadas y ligeras de origen humano que comprenden las regiones constantes pesadas y ligeras seleccionadas de las
siguientes secuencias:

. SEQIDN°24y26
. SEQIDN°28y 30
iil. SEQIDN°32y34.

Esta solucién puede considerarse, sin embargo, como que tenga nivel inventivo por las siguientes razones:

Si bien el D 2 describe una forma de produccién de anticuerpos quiméricos ratén humano, los anticuerpos especificos
no son divulgados.

La persona del oficio normalmente versada en la materia le resuitaria obvio quimerizar D 2 el anticuerpo murino de! cual
proviene el scFv Ig del D 1, pues no esperaria un comportamiento sorprendente de dicha aplicacién, sin embargo, no
seria obvio otorgar una quimerizacién especifica con las secuencias constantes SEQ ID N ° 24 y 26, SEQ iD N° 28 y 30
0 SEQ ID N ° 32 y 34, con las propiedades sefialadas en la solicitud

La seleccion realizada por el solicitante no es azarosa ya sea en la eleccién de Fc como en las sustituciones en la region
constante. Los resultados promisorios del invento (ver analisis de la memoria descriptiva) se obtienen especificamente
por los anticuerpos quimeéricos A2 (SEQ ID N © 28 y 30), A4 (SEQ DN ° 32y 34) y A0 (SEQ ID N° 24 y 26).

El D 6 presentado por el solicitante con fecha 18/05/2011 apunta a describir los scFvlg anti CD37 descritos en D 1. Este
documento tiene evidencias que si bien, no son comparativas con el praducto de la soficitud, pueden proveer que los
anticuerpos quiméricos A0, A 2y A 4 son altemativas ventajosas en algunos puntos o solamente una altemativa ya que
este documento hace comparaciones de scFv con rituximab que podrian proveer datos comparativos con el anticuerpos
quimérico de la invencion. s :
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15.- ARGUMENTACION ANALISIS PERICIAL SOLICITUD
(Articulo 83 REGLAMENTO); NUMERO:
‘ 2349 - 2008
ITEM CITAS Y EXPLICACIONES )
De acuerdo a !0 anterior, los elementos de las reivindicaciones 1, 2 y 4 tendrian nivel inventivo, por ser alternativas
concretas con buenas expectativas de solucion a un problema no solucionado satisfactoriamente.
Las reivindicaciones dependientes 3, 5, 22 - 24, 27 estan ligadas a la actividad inventiva de las reivindicaciones 1, 2 y
4, - :
En vista de lo anteriormente dicho la presente solicitud cumple con los requisitos del Articulo 35 de la Ley
19.039 porque las reivindicaciones 1 - 5, 22 — 24 y 27 tienen nivel inventivo.
ANALISIS DE LA APLICACION INDUSTRIAL
La solicitud es susceptible de aplicacion industrial, por tanto, cumple con el Articulo 36 de la Ley 18039. Analisis
en informe pericial.
11-. | EVALUACION DE LA HOJA TECNICA
Mientras no se superen las observaciones del pliego no es necesario solicitar modificaciones a ja hoja técnica.
12-. |EVALUACION DEL CONTENIDO DE LA MEMORIA DESCRIPTIVA
De acuerdo a lo anterior, la solicitud cuenta con un ejemplo preferido de la invencion y suficiencia técnica para su
reproduccidon. Resumen en informe pericial.
14-. | AMPLIACION DEL CONTENIDO ORIGINAL

Con fecha 22/08/2012 se presenta un nuevo pliego de 27 reivindicaciones, sin presentar ampliacion a la divulgacién
original. : SR

De acuerdo con los antecedentes que obran a la fecha en la solicitud 2349 - 2008 y sin perjuicio de la resolucién
definitiva del Instituto Naciona! de Propiedad Industrial, el perito que suscribe recomienda rechazar et derecho
solicitado toda vez que la materia cuya proteccion se solicita no se considera invencién quedando excluida de
proteccion por patente conforme a lo que dispone el articulo 37 letra d) de la Ley 19.0389.

Bioquimico
Perito
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