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Me refiero al Oficio No. 399 que contiene el examen de fondo de la solicitud
de patente indicada en la referencia, realizado con fundamento en el articulo
45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

En primer lugar, los solicitantes presentan un nuevo pliego reivindicatorio, en
el que no se han hecho cambios de consideracion porque estiman que los
argumentos que a continuaciéon se someten al Examinador son suficientes
para diferenciarlas del documento D1 de Jones y otros.

La reivindicacion original 8, es ahora numerada como 1. La definicion de los
anticuerpos estd en la nueva feivindicacién 3, dependiente de la
reivindicacion 1, y las secuencias CDRs de los anticuerpos dependen de la
reivindicacion 3. Las secuencias de las CDRs definen ahora los anticuerpds
uno por uno con 6 CDRs para cada anticuerpo; tres de la cadena pesada y
tres de la cadena ligera. Asi se le da al Examinador respuesta a su peticion
para definir los anticuerpos por las CDRs, pero como reivindicaciones
dependientes de la reivindicacion 3, lo que es mas amplio ya que define los
anticuerpos por afinidad.

Con relacion al estudio sobre patentabilidad y nivel inventivo realizado por el
examinador sobre esta invencidon, los solicitantes someten a su
consideracion la siguiente respuesta.

La presente solicitud de patente describe el primer ensayo celular aprobado
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por Agencias Reguladoras en varios paises del mundo, incluido Colombia,
para sustituir el bioensayo de ratdn que ha sido el “patrén de oro” para medir
la actividad biolégica de las toxinas botulinicas por varias décadas.

Tal y como se describe en la pagina 1-parrafo 3 de la presente solicitud, el
bioensayo LD50 en ratones hasta ahora era el Unico capaz de medir todos
los pasos necesarios en la actividad de toxina botulinica, mientras que
ensayos que miden Unicamente la actividad endopeptidasa (subrayado,
como D1) no son capaces de evaluar los pasos de union al receptor,
internalizacion, y translocacién; y por lo tanto no podran sustituir al bioensayo
de ratén.[3] “En la actualidad el bioanalisis LD50 en ratones, una prueba de
letalidad, sigue siendo el "patrén oro" usado por todos las fabricantes
farmacéuticos para expresar la potencia de sus preparaciones (S. S. Arnon
et al.,, JAMA 285: 1059-1070 (2001)). En efecto, las unidades en las
etiquetas de las preparaciones farmacéuticas son unidades L.D50 en ratones,
y el numero de animales necesarios para producir datos LD50
estadisticamente utiles es enorme. La ventaja del bioanalisis LD50 en
ratones es que mide todos los pasos necesarios para la captacion de toxina
botulinica (por ej., unién de la toxina a un receptor de superficie celular,
internalizacién del complejo toxina-receptor, translocacion de cadena ligera
en el citoplasma, escision de la cadena ligera del sustrato), en lugar de
determinar simplemente la actividad para parte Gnicamente de este proceso
de intoxicacion, tal como, por €j., en analisis in vitro que miden tan soélo la
actividad enzimatica de cadena ligera.”

En la introduccién, D1 pagina 91, describe la estructura de la toxina
botulinica compuesta por dos cadenas, una ligera y una pesada, unidas por
un puente disulfato. La cadena pesada contiene un dominio de unién que
interacciona con el receptor presente en neuronas, y un dominio de
translocacién que facilita la salida de la cadena ligera del endosoma hacia el

citoplasma donde se encuentra el substrato SNAP25. La cadena ligera
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contiene la actividad endopeptidasa que proteoliza el SNAP25. Tal y como
se describe en la Figura 1B de la presente solicitud (pagina 3), el mecanismo
de intoxicacién comprende cuatro pasos: 1) unién al receptor (mediado por
cadena pesada), .2) internalizacién del complejo toxina-receptor (mediado
por cadena pesada), 3) translocacion de la cadena ligera al citoplasma
(mediado por cadena pesada), y 4) protedlisis del substrato SNAP25
(mediado por cadena ligera). El ensayo de endopeptidasa que describe D1
solo mide el paso 4, la actividad catalitica de la cadena ligera frente a un
substrato de SNAP25 recombinante (secuencia parcial de SNAP25 solo de
137-206 cuando nuestro ensayo celular usa el SNAP25 completo de 1-206) y
no evalua la actividad de la cadena pesada. Por lo tanto, una toxina
competente e intacta y una toxina con una cadena pesada defectuosa darian
un resultado idéntico y positivo en el ensayo de D1, mientras que la toxina
con cadena pesada defectuosa seria inactiva en el bioensayo LD50 de raton
y en el ensayo celular presentado en esta solicitud. Por ejemplo, el ensayo
celular de la figura nimero 7 de la presente solicitud en la que se ensayan
tres moléculas en el ensayo celular descrito en la reivindicaciéon 8 (ahora 1),
distingue claramente la actividad bioldgica de las tres moléculas. BONT/A es
una toxina funcional, iBoNT/A es una molécula sin actividad en la cadena
ligera, y LHn/A es una molécula con una cadena ligera totalmente activa pero
sin dominio de unién en la cadena pesada que cuando es administrada en el
bioensayo de ratdn presenta una muy baja actividad biolégica. Si estas tres
moléculas fueran evaluadas en el ensayo descrito en D1, la iBoNT/A seria
inactiva pero la BoNT/A y la LHn/A tendrian idéntica actividad enzimatica ya
ambas serian catalogadas como activas cuando LHn/A no lo es.
Claramente, el ensayo de D1 nunca podria sustituir al bioensayo de LD50 de
raton para medir la actividad biolégica de toxina botulinica, no seria
aprobado por las agencias reguladoras internacionales para medir la

potencia de las preparaciones de BOTOX®.
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El Problema Técnico Objetivo que resuelve esta invencion se puede formular
asi, tal y come se detalla en la pagina 2- parrafo 4: “Por consiguiente, un
analisis de la actividad de la toxina botulinica sencillo, confiable, validado y
aceptable para un organismo gubernamental, que pueda evaluar la
integridad de todos los pasos necesarios en la captacion de la toxina
botulinica seria de valor significativo porque tal analisis no basado en
animales aliviaria la necesidad de experimentaciébn animal y todas las
desventajas, costos y preocupaciones éticas asociadas con este tipo de
analisis basado en animales.”

Este Problema Técnico Objetivo se resuelve en la reivindicacion numero 8 de
la presente solicitud (ahora reivindicacion nimero 1) donde se detalla un
ensayo celular capaz de evaluar los pasos de unién al receptor,
internalizacién del complejo, translocacién de la ‘cadena ligera, y actividad
proteolitica de la cadena ligera. Por lo tanto, la reivindicacién 8 (ahora 1) no
es anticipada por D1, ya que D1 no es un ensayo celular sino tan solo un
ensayo enzimatico que solo mide uno de los cuatro pasos necesarios para
una intoxicacién productiva de la BoNT/A. Es por ello que el ensayo de
endopeptidasa descrito en D1 nunca ha sido presentado a agencias
reguladoras para reemplazar al bioensayo LD50 de raton porque los autores
claramente saben que no es posible. En consecuencia, la persona del oficio
normalmente versada en la materia entenderia que el ensayo descrito en D1
no mide todos los pasos necesarios para la intoxicacidon por BoNT/A y no
puede reemplazar al bioensayo de ratén para medir la actividad biolégica de
la toxina botulinica.

La reivindicaciéon numero 8 (ahora reivindicacion 1) y el texto de esta solicitud
de patente describen el ensayo celular en detalle y en su totalidad. 1)
Identifican lineas celulares establecidas con alta sensibilidad a intoxicacion
por toxina botulinica (500 pM o menos de BoNT/A) (D1 no usa lineas

celulares ya que es un puro ensayo enzimatico). 2) Describen como aislar un
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SNAP25(197) de un lisado celular tras el tratamiento con una muestra que
contiene BoNT/A (D1 usa un substrato SNAP25 puro y recombinante
mientras que el presente ensayo celular usa el SNAP25 contenido
naturalmente en células neuronales). 3) Proporciona anticuerpos especificos
para el proteolizado SNAP25(197) que son capaces de reconocer y unir
especificamente el SNAP25(197) contenido en un lisado celular donde hay
millares de otras proteinas presentes sin cros-reaccionar con otras proteinas
celulares (D1 no prueba que los anticuerpos no tiene reaccion cruzada con
proteinas del lisado celular ya que nunca usa lisados celulares sino proteinas
SNAP25 puras inmovilizadas en una fase solida). 4) Detecta la presencia de
un complejo antigeno-anticuerpo que contiene el SNAP25(197) aislado del
lisado celular por el anticuerpo presente en la fase solida (En D1, la BoNT/A
es afiadida al pocillo que contiene el substrato SNAP25 en la fase sélida y la
reaccione enzimatica tiene lugar en el pocillo, no en el citoplasma de una
célula). En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la
materia entenderia que la reivindicacion 8 (ahora 1) no es anticipada por D1
ya que los ensayos son completamente diferentes y el ensayo descrito en la
reivindicacion 8 (ahora 1) necesita el uso de células sensibles a BONT/A.

Adicionalmente, los anticuerpos presentados en la presente solicitud y los
descritos en D1 no son idénticos. Los anticuerpos descritos en D1 son
policlonales mientras que la presente solicitud presenta anticuerpos
monoclonales producidos e identificados segun los métodos descritos en el
Ejemplo Ill en pégina 108. En este ejemplo se detalla el péptido utilizado
para la inmunizacién, métodos para producir los hibridomas, y técnicas para
identificar anticuerpos monoclonales que tengan alta afinidad por
SNAP25(197) y no tengan ninguna reactividad cruzada con SNAP25(206) ni
con ninguna otra proteina contenida en un lisado celular de células
neuronales. D1 no presenta anticuerpos monoclonales y no demuestra que

los anticuerpos policlonales producidos no tengan reaccién cruzada con
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proteinas contenidas en lisados celulares ya que solo usa substratos
recombinantes puros. En la presente solicitud se caracterizan los anticuerpos
especificos a SNAP25(197) mediante muchas técnicas que demuestran su
alta especificidad en medio de un lisado celular. También se caracteriza la
afinidad por SNAP25(197) en ensayos de BiAcore y se demuestra su alta
avidez por el SNAP25(197) y la no reactividad cruzada por SNAP25(206)
incluso a altas concentraciones de anticuerpo (Tabla 9, paginas 120-121). D1
no realiza ninguna de estas caracterizaciones y por lo tanto la persona del
oficio normalmente versada en la materia no sabria leyendo D1 si los
anticuerpos policlonales presentados se podrian utilizar para captar el
SNAP25(197) presente en un lisado celular y si presentan la afinidad
necesaria para obtener un ensayo celular con la sensibilidad necesaria. En
nuestra solicitud de patente también se incluyen las secuencias CDR de los
anticuerpos monoclonales seleccionados (Tabla 10, pagina 123), esta
secuencias son Unicas y no se encuentran en ninguna base de datos con lo
gue son nuevas y no anticipadas por ninguna otra patente o publicacion. D1
no detalla ninguna secuencia CDR de sus anticuerpos. Adicionalmente, los
autores de D1 en la discusion (pagina 99, segunda columna) reconocen que
es posible obtener anticuerpos mejores (con mejorara avidez) que los
presentados en D1 (como los descritos y caracterizados en la presente
solicitud de patente) y que dichos anticuerpos aumentarian la actividad del
ensayo: “Higher titre/high avidity anti-SNAP25190-197/SNAP25173-180
cleavage site detecting antibodies would, however, considerably increase the
sensitivity of the current assays®. Tras entendef las diferencias entre los
anticuerpos presentados en D1 y los anticuerpos descritos en esta solicitud
de patente esta claro que D1 no anticipa y no inventa los anticuerpos
contenidos en la presente solicitud.

Los inventores de esta solicitud de patente han modificado las

reivindicaciones para aclarar el ensayo celular de toxina botulinica que
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contiene la invencion presentada y la definicion de los anticuerpos
monoclonales usando las afinidades y las secuencias CDRs.

En los términos anteriores doy respuesta al requerimiento del Oficio No. 399,

notificado en este asunto.

Atentamente,

».
JERONIMO CASTILL( BONILLA

C.C. 79.462.057 Bogota
T.P 104167 C.S. Judicatura




3

&

Pedro Castillo Pineda & Asociados

ABOGADOS

REIVINDICACIONES

1.

Un método de detectar actividad BoNT/A, método que comprende los pasos

de:

a. tratar una célula de una linea celular establecida con una muestra que
contiene una BoNT/A, en donde la célula de una linea celular establecida
es susceptible a intoxicacién BoNT/A en alrededor de 500 pM o .menos de
una BoNT/A;

b. aislar de la célula tratada un componente SNAP-25 que incluye un producto
de escisidbn SNAP-25 que tiene una glutamina de término carboxilo del
enlace escindible del sitio de corte BoNT/A;

c. contactar el componente SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25 fijado a
un soporte de fase solida,
en donde el anticuerpo a-SNAP-25 une un epitopo que comprende una
glutamina de término carboxilo del enlace escindible del sitio de corte »
BoNT/A de un producto de escision SNAP-25, el anticuerpo a-SNAP-25
tiene una constante de velocidad de asociacién para un epitopo de una
SNAP-25 que no incluye una glutamina de término carboxilo del enlace
escindible del sitio de corte BoNT/A de un producto de escision SNAP-25
de menos de 1 x 10' M s™"; y el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una constante

de disociacion de equilibrio para el epitopo de menos de 0.450 nM,;

d. detectar la presencia de un complejo anticuerpo-antigeno que incluye el

anticuerpo a-SNAP-25 'y el producto de escision SNAP-25 que tiene una
glutamina de término carboxilo del enlace escindible del sitio de corte
BoNT/A;

en donde la deteccion por el complejo anticuerpo-antigeno es indicativa de

actividad BoNT/A.
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2. El método de la reivindicacién 8 1, en donde el producto de escision SNAP-25
es SNAP-25o7.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo a-SNAP-25 fijado a
un soporte de fase soélida tiene una constante de velocidad de asociacion para
un epitopo que no contiene una glutamina de término carboxilo del enlace
escindible del sitio de corte BoNT/A de un producto de escision SNAP-25 de
menos de 1 x 10' M s; y en donde el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una
constante de disociacion de equilibrio para el epitopo de menos de 0.450 nM.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 3, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una regidn variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ
ID NO: 95, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101

b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID
NO: 103, SEQ ID NO:108, SEQ ID NO: 113.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 3, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una regién variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ
ID NO: 93, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 100

b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID
NO: 105, SEQ ID NO:110, SEQ ID NO: 115.

6. Elanticuerpo de la reivindicacién 3, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una regién variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ
ID NO: 94, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 102

b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID
NO: 106, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 116.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 3, en donde el anticuerpo comprende:

a. Una region variable de cadena pesada que incluye las CDRs: SEQ
ID NO: 93, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 100
b. Una region variable de cadena ligera que incluye las CDRs: SEQ ID

NO: 106, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 116.
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El método de la reivindicacion 8 1, en donde la presencia de un complejo

anticuerpo-antigeno se detecta usando un ELISA sandwich.

El método de la reivindicacién 8 1, en donde el método tiene una relacion

sefal/ruido en la asintota inferior de por lo menos 3:1 y una relacion

sefal/ruido en la asintota superior de por lo menos 10:1.

El método de la reivindicacion 8 1, en donde la muestra comprende como

maximo 100 pM de una BoNT/A

El método de la reivindicacion 8 1, en donde la célula de una linea celular

establecida es susceptible a intoxicacion BoNT/A en alrededor de 100 pM o

menos de una BoNT/A.

El método de la feivindicacién 8 1, en donde el método se lleva a cabo en una

forma singleplex o una forma multiplex.

Un método de determinar inmuno-resistencia a BoNT/A en un mamifero que

comprende los pasos de:

a. agregar una BoNT/A a una muestra de prueba obtenida de un mamifero
que se estd examinando en cuanto a la presencia o ausencia de
anticuerpos a-BoNT/A neutralizantes;

b. tratar una célula de una linea celular establecida con la muestra de prueba,
en donde la célula de una linea celular establecida es susceptible a
intoxicacion BoNT/A;

c. aislar de las células tratadas un componente SNAP-25 que incluye un
producto de escision SNAP-25 que tiene una glutamina de término
carboxilo del enléce escindible del sitio de corte BoNT/A;

d. contactar el componente SNAP-25 con un anticuerpo a-SNAP-25 fijado a
un soporte de fase soélida,
en donde el anticuerpo a-SNAP-25 une un epitopo que incluye una
glutamina de término carboxilo del enlace escindible del sitio de corte
BoNT/A de un producto de escision SNAP-25, el anticuerpo a-SNAP-25

tiene una constante de velocidad de asociacion para un epitopo de una

\O



*

.

-

Pedro Castillo Pineda & Asociados

ABOGADOS

SNAP-25 que no incluye una glutamina de término carboxilo del enlace
escindible del sitio de corte BONT/A de un producto de escision SNAP-25
de menos de 1 x 10" M' s y el anticuerpo a-SNAP-25 tiene una
constante de disociacién de equilibrio para el epitopo de menos de 0.450

nM;

e. detectar la presencia de un complejo anticuerpo-antigeno que incluye el

anticuerpo a-SNAP-25 y el producto de escision SNAP-25 que tiene una

glutamina de término carboxilo del enlace escindible del sitio de corte

BoNT/A;

. repetir los pasos b-e con una muestra de control negativo en lugar de una

muestra de prueba, comprendiendo la muestra de control negativo una
BoNT/A y un suero conocido por no contener anticuerpos a-BoNT/A

neutralizantes; y

. comparar la cantidad del complejo anticuerpo-antigeno detectado en el

paso e con la cantidad del complejo anticuerpo-antigeno detectado en el
paso f,

en donde la deteccién de una cantidad inferior del complejo anticuerpo-
antigeno detectado en el paso e relativa a la cantidad del. complejo
anticuerpo-antigeno detectado en paso f es indicativa de la presencia

anticuerpos a-BoNT/A neutralizantes.
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