
O l a r t e M o u r e

Carlos R. O lart 
Juan  G. M our

d e  in d u s t r i a  y  c o m e r c i o

O L A R T E  M O U R E  & A S O C IA D O S  L T D A .

Señores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC 

DIVISIÓN DE NUEVAS CREACIONES
José ja iro  D angond

G ina Cáccrcs 
Isabella H errera

Mauricio Ávila

s. D. Zaava Ravid
Miguel Felipe Porras

Catalina Amaya
Laura M. E scobar

Lorena Andrade T ovar

Re: Expediente N° 11-019.241
Medellin 

María Clara M úncra 
Eddic M anotas

Solicitud de Patente de Invención titulada: “POLIPÉPTIDOS G-CSF BOVIDífíSsantamaria 

M ODIFICADOS”

Solicitante: AMBRX, INC. y ELI LILLY AND COM PANY

Nuestra Ref.: P2011/000228

RESPUESTA AL OFICIO No. 14393, NOTIFICADO POR FIJACIÓN EN LISTA No. 031

DE FECHA 06 DE AGOSTO DE 2013 

(PRIM ER EXAMEN DE FONDO)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogotá, identificado tal como aparece al pie 

de mi firma, en mi carácter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo 

siguiente ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal de prórroga previsto en 

el artículo 45 de la Decisión 486, en los siguientes términos:

1. En primer lugar, con el ánimo de brindar mayor claridad a la materia reivindicada, me 

permito adjuntar un Capítulo Reivindicatorío M odificado, que reemplaza en su totalidad al 

Capítulo Reivindicatorio original.

Así entonces, el Capítulo Reivindicatorio Modificado contiene los siguientes cambios:

se eliminan las Reivindicaciones originales 2, 3, 5 a 7, 10 a 14, 16 a 37, 40 a 53, 55 a 65,

67, 68 y 72 a 104;

se modifica la Reivindicación 1 para incluir la información de las antiguas 

Reivindicaciones 1, 4, 8, 9, and 15. El soporte para esta Reivindicación se encuentra en 

las figuras 5, 13 y 14; y en los párrafos [244], [250-251], [358], [360], y [652] de la 

publicación PCT realizada bajo el número W Q2010/011735;

las nuevas Reivindicaciones 2, 3, 10, 13 a 15 y 16 corresponden a las antiguas 

Reivindicaciones 38, 39, 54, 69 a 71 y 66, respectivamente;

las nuevas Reivindicaciones 4 a 6 están soportadas en los párrafos [495] y [543] de la 

publicación PCT;
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la nueva Reivindicación 7 está basada en la información de los párrafos [671] a [674] de 

la publicación PCT;

las nuevas Reivindicaciones 8 y 9 estás soportadas en los párrafos [736], [738], [746] y 

[748], y las figuras 16 a 17] de la publicación PCT;

la nueva Reivindicación 11 tiene soporte en los párrafos [395] a [403] de la publicación 

PCT;

la nueva Reivindicación 12 está soportada en la Tabla 2 y el párrafo [652] de la 

publicación PCT;

- el nuevo capítulo reivindicatorio consta de 16 cláusulas las cuales ha sido renumeradas 

conforme a la respectiva correspondencia.

Valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capítulo Reivindicatorio cumplen a cabalidad 

con lo estipulado en el Artículo 34 de la Decisión 486, ya que éstas de ninguna manera implican 

una ampliación de la protección correspondiente a la divulgación contenida en la solicitud inicial, 

por el contrario estas corresponden a una drástica limitación de la materia originalmente 

reclamada.

2. a- La Examinadora sugiere corregir el título toda vez que hace referencia a usos, los

cuales no son objeto de patente en Colombia.

b- De acuerdo a la sugerencia de la Examinadora, se modifica el título de la

invención para eliminar cualquier referencia al uso, siendo el nuevo título

“POLIPÉPTIDOS G-CSF BOVINOS M ODIFICADOS”.

3. a- La Examinadora señala que las Reivindicaciones 68, 72, 102 y 104 reclaman

materia no patentable.

b- Considero superada la anterior objeción, en tato las Reivindicaciones 68, 72, 102 y

104 fueron eliminadas del Capítulo Reivindicatorio Modificado adjunto.

4. a- i) La Examinadora argumenta que las Reivindicaciones 1 - 104 no son claras 

porque el peptido de las Reivindicaciones 1-9, 22-53, 92 debe definirse en términos de la
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secuencia de aminoácidos, indicando el número de la misma (SEQ ID No) y no solamente en 

términos de posibles modificaciones en un polipéptido.

ii) De otra parte, las composiciones de las Reivindicaciones 66, 67 y 86 deben 

ser definidas a partir de sus ingredientes y las proporciones de los mismos.

iii) Adicionalmente, la Examinadora sugiere mencionar los ingredientes 

específicos en las Reivindicaciones 3-6, 8, 23, 26, 43-47, 49, 50, 53, 57, 59-63, 67, 74, 75, 94, 

pues los términos un ligador, molécula biológicamente activa, polímero bifuncional, polímero 

soluble en agua hacen referencia a la funcionalidad del ingrediente o a su solubilidad, las cuales 

no son características técnicas que permitan definirlos inequívocamente.

iv) En cuanto a las Reivindicaciones 1, 2, 87, 97, 98, la Examinadora sostiene 

que las expresiones “polipéptido que comprende uno o más aminoácidos codificados de manera 

natural" y comprendiendo “sustitución, adición o deleción” sin definir las modificaciones 

especificas no permiten establecer el alcance de la solicitud.

v) En las Reivindicaciones 10-13, 16-19 se mencionan múltiples posibilidades 

en cuanto a modificaciones de aminoácidos y combinaciones de los mismos, dando lugar a un 

sinnúmero de posibilidades que no encuentran soporte en la descripción. Adicionalmente el solo 

hecho de mencionar cuál es la posición del aminoácido que se sustituye sin indicar cuál es el 

aminoácido que lo reemplaza no permite caracterizar al polipéptido.

vi) Las Reivindicaciones 22-26 se definen por resultados a alcanzar, y no 

definen al polipéptido, en consecuencia, se sugiere reemplazarlo por las características esenciales, 

estructurales o funcionales, que contribuyen a la obtención de ese efecto.

vii) Las Reivindicaciones 27-37 no son concisas porque hacen referencia a 

grupos funcionales para definir un aminoácido. Se sugiere definir el aminoácido específico.

viii) En las Reivindicaciones 47, 64, 83, 85 se hace referencia al peso molecular 

lo que es un parámetro, en este caso no es aceptable porque un polipéptido se puede definir por su 

secuencia de aminoácidos.
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ix) El capítulo reivindicatorío no c^ concibo porque contiene un excesivo

número deR eivindicacione^independiente^ lo cual hace dificildefin ir cu á le s  elob je to  que ^e

hu^ca proteger.

x) Ea descripción no divulga la invención de manera suficientemente 

completa para que una perdona delo ficio  normalmente versada en la materia pueda ejecutarlao 

reproducirla.

h i) En primer lugar, llamo respetuosamente la atención de la Examinadora 

^ohrela^drá^tica^ modificaciones realizadas al Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto, tal 

como ^e explican en el punto 1 delpre^ente memorial. En especial,dada la eliminación de la^ 

Reivindicaciones 2 , 3 , 5 a 7 ,  1 0 a l 4 , 1 6 a 3 7 , 4 0 a 5 3 , 5 5 a 6 5 , 6 7 ,6 8 y 7 2 a l 0 4 ,  reconsideran 

^upcrada^la^ objeciones relativa^adicha^ Reivindicaciones.

ii) R e^ p ec to a la  objeción por la falta de claridad de la^ Reivindicaciones! a 

9, ^ eb ap rec i^ad o  que elpo lipép tido reclam ado  e^ e lp o lip ép tid o b C ^C S E  q u eco m p ren d e la  

secuencia S E ^  10 N C : l o S E ^  10 NO: 2 , donde la posición 133 de S E ^ I O N C : l o l a  posición 

134 de S E ^  10 N C :2 e 5 tá ^ t i tu id a  con una para^acetil^enilalanina;ydonde el polipéptido e^tá 

u n id o au n  polímero soluble en agua que comprende un motivo poli^etilen)glicol.

Considerando la información contenida en la nueva Reivindicación 1 y dado que dicha 

Reivindicación ahora com préndela información d é la  antigua Reivindicación 1 5 ,cuya claridad 

no había ^ido cuestionada, ^e considera que la falta de claridad ha ^ido superada, pue^ el 

polipéptido reclamado ha ^ido definido en fim eiónde la secuencia aminoácida, indicando el 

número d é la  secuencia S E ^ lO N o  1 o 2 ,^ e  ha precisado que el ^itio de la m odificaciones el 

residuo 1 3 3 d e S E ^ 1 0 N C :  l o l a  po^ ic ión l34  de S E ^ ! O N C : 2 y e l  aminoácido original ha 

^ido ^ t i t u id o  con una para^acetilfenilalanina, lo que corresponde con la^ características 

c^ en c ia le ^ d e la in v e n c ió n re c la m a d a ,y p o rta n to , ante e^ta^ precisiones reconsidera  superada 

e^ta objeción.

iii) En relación con la fa lta d e  c laridadde  laco m p o ^ ic ió n rec lam ad ad e  la 

antigua Reivindicación 66, e^ necesario precisar que la nueva R eiv ind icación l6 , que recoge la
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^form ación de dieha Reivindicación 66, ^e refiere a nna eompo^ieión qne comprende el

p o lip c p tid o h ^ C S T d c a c n e rd o c o n n n a c n a lq n ie ra d e la ^ R e iv in d ic a c io n e ^ la 9 y u n  cargador 

farmacéuticamente aceptable. Como ^e argumentó en ei numeral anterior, ia Reivindicación i ha 

^ idom odificada para a c la ra rla  ^ e c u e n c ia y la m u ta c ió n q u e c a ra c te r iz a n e lp o lip é p tid o  d é la  

invención. Siendo que dicha definición ahora e^ clara, el ingrediente activo ^e encuentra 

correctamente definido.

B a^ándo^eene^ehecho , la nueva Reivindicación 1 6 e ^ c la ra ,p u e ^ a u n c u a n d o  5ÓI0  define el 

ingrediente a c tiv o y n o  hace mención de lo^otro^ ingredientes que conforman la com po^iciónm 

establece la^nronorcione^ de lo ^ m i^ m o ^ ^ c h a in l o ^ a c ió n  resuda  in n e c e sa r ía v n o  

claridad  de la s o l i c ^ u ^ ^ue^to^ue el Instructivo para el Examen de Solicitudes de Patenten de 

InvenciónyM odelo^ de u tilidad  de la Superintendencia de Indu^triayCom ercio^, señala que en 

la nota a lp ie d e lc u a d ro lo  siguiente:

E nvista del lincamiento ante^ citado ,la  nueva R eiv ind icación l6 ,cuya composición e^tá definida 

r^or el comnue^to a c t iv o .e ^ c la ra y n o d e ^ e  r e q u e r í r s e l e  se m encionen o ^ ra sc a ra c ^ r í^ ic a s  

estructurales eon^o ios exeipieu^esolas^ro^oreioneseon las euales^ie^osexeipie^esoel 

ingrediente activo es^áu p r e s e n te n  la eo^posieión.

En particular me permito recordar respetuosamente que la patentahilidad de e^ta^ composiciones 

recae únicamente en la novedadyn ive l inventivo de los polipéptido^ que reencuentran en estas, 

m á^no en las composiciones como ta ly m u ch o  menos en los ingredientes específicos que pueda 

contener. Es decir, las reivindicaciones reclaman una composición farmacéutica (cualquier 

com posición)que esté caracterizada porque contiene los compuestos de la presente invención, sin 

limitación a excipientes, porcentajes o condiciones y sin importar la forma de dosificación. 

Incluir elementos y condiciones especificas no esenciales en las reivindicaciones, limitaría 

injustamente el d e rc c h o d e lin v e n to ra re c la m a re la lc a n c e d e lc o n c e p to in v e n tiv o  desarrollado. 

A linc lu ir elementos no esenciales,el alcance d é la  protección se ve limitado en tanto que, para
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que existiera una infracción, dichos elementos no esenciales deberían necesariamente estar 

presentes en el producto o proceso infractor, lo que fácilmente podría lograrse al tratarse de 

elementos que pueden ser cambiados o modificados. Por tanto, incluir características adicionales 

que no son esenciales limitaría injustificadamente la protección de la patente incorporando 

elementos no esenciales dentro del concepto inventivo desarrollado.

iv) La nueva Reivindicación 1, que incluye parte de la información de la 

Reivindicación 8, incluye la expresión “polímero soluble en agua”, sin embargo esta 

característica ha sido precisada para indicar que el “polímero soluble en agua” comprende un 

motivo polifctilentelicol.

v) Con el nuevo Capítulo Reivindicatorio Modificado adjunto, la objeción 

relativa a la falta de concisión del mismo ha sido superada, pues se ha reducido el número de 

Reivindicaciones a 16, de las cuales sólo una de ellas, la Reivindicación 1, es independiente.

vi) Con las limitaciones introducidas en el Capítulo Reivindicatorio 

Modificado adjunto , la totalidad de la materia que ahora se reclama está sustentada en la 

descripción y la invención está divulgada de manera suficientemente completa para que una 

persona del oficio normalmente versada en la materia pueda ejecutarla o reproducirla.

Así, considero respetuosamente que el Capítulo Reivindicatorio M odificado adjunto cumple con 

los requisitos de claridad y concisión establecidos en la Decisión 486, y a la luz del MAP y la 

Guía de la S1C, permitiendo a la persona medianamente versada en la materia comprender 

inequívocamente el alcance de la materia reclamada y el cual corresponde a una generalización 

razonable de la materia ilustrada en el Capítulo Descriptivo.

5. a- La Examinadora argumenta que la solicitud no cumple con el requisito de unidad 

de invención porque se refiere a 5 grupos inventivos definidos por las siguientes características 

esenciales:

-  Grupo 1: polipéptido que comprende uno o más aminoácidos no codificados de manera 

natural, en donde los aminoácidos se sustituyen antes de la posición 1 de SEQ ID NO 1 o 

los aminoácidos correspondientes a la SEQ ID NO 2.
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-  Grupo II: dirigido a polipéptido de bovino GCSF que comprende uno o más aminoácidos 

no codificados de manera natural, en el que la modificación se realiza en la posición 3 

SBQ ID NO 1 o el correspondiente aminoácido de SEQ ID NO 2.

-  Grupo III: dirigido a polipéptido de bovino que comprende uno o más aminoácidos no 

codificados de manera natural, limitado a que un aminoácido no codificado de manera 

natural en el que la modificación se realiza en la posición 62 del polipéptido de SEQ ID 

NO 1 o el correspondiente aminoácido de SEQ ID NO 2.

-  Grupo IV: dirigido a polipéptido de bovino GCSF que comprende uno o más aminoácidos 

no codificados de manera natural, limitado a que el aminoácido no codificado de manera 

naturales sustituido por un residuo 133 de SEQ ID NO I o el correspondiente aminoácido 

de SEQ ID NO 2.

-  Grupo V: Reivindicaciones 54, 55, 69 y 70, dirigido a un ácido nucleico que codifica un 

polipéptido de bovino GCSF.

Adicionalmente, cada una de las modificaciones realizadas en una posición correspondería a un 

grupo inventivo diferente. Así las cosas, la Examinadora sugiere restringir la materia a patentar 

en un solo concepto común inventivo especificando el avance tecnológico sobre el estado de la 

técnica.

b- En el Capítulo Reivindicatorio Modificado adjunto el alcance de la invención ha 

sido limitado al concepto inventivo que caracteriza el grupo IV, toda vez que el polipéptido bG- 

CSF que en ella se reivindica ha sido limitado a aquel que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1

o SEQ ID NO: 2, donde la posición 133 de SEQ ID NO: 1 o la posición 134 de SEQ ID NO: 2 

está sustituida con una para-acctilfenilalanina; y donde el polipéptido está unido a un polímero 

soluble en agua que comprende un motivo poli(etilen)glicol.

Esto constituye el único concepto inventivo ahora reclamado, y las restantes Reivindicaciones se 

refieren a dicho polipéptido, al polinucleótido que codifica dicho polipéptido y el vector y la 

célula transformada con dicho polinucleótido a fin de expresar el mencionado polipéptido. Como 

la Examinadora podrá constatar, el nuevo Capítulo Reivindicatorio Modificado adjunto no hace 

alusión a otras modificaciones u otras secuencias, como ocurría anteriormente.
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6. a La Examinadora señala que la solicitud de patente ^S2008/!4678! ^Ol^afeetala 

novedad de las R e iv in d ie a e io n e s l^ 7 ,6 9 ^ 1 ,7 ^ 1 0 1 ^ 1 0 3 .

En particular,la Examinadora señala q u e O ld iv u lg a  un polipéptido que comprende una

o más sustituciones de aminoácidos ^Pág. 10, E m ea0077^  Oe igual forma, laE xam inadora 

sostiene que las características esenciales del método de la R eiv ind icación^ lcarecen  de novedad 

puesto que 01 también hablan sido divulgadas previamente un método d e p re p a ra c ió n d e u n  

polipéptido B g D C S E ^ á g .10, Párr. 0077), que comprende cultivar células con polinucleótidos de 

13g-CSE,eincluye un codón selector ^Pág.9 , P á rr .0066) ^Pág.lOPárr. 00 7 7 ),una A RN sintetasa 

o rto g o n a ly u n R N A to rto g o n a ly la  purificación del polipéptido bGDCSE^Pág.1 0 ,Emea. 0077).

E n e l m ism o o fic io se c o n c lu y e q u e la sR e iv in d ic a c io n e s 8 7 y  88 n o s o n n o v e d o s a s p u e s O l 

habla enseñado previamente un polipéptido bGDCSE con sustitución, adición, deleción de 

aminoácidos, ^Párr. [0053]) y un polipéptido con un polímero soluble en agua unido a 

aminoácido delpo lipép tido^párr.0053). A dem ás,las Reivindicaciones dependientes 89D90 no 

mencionan alguna característica que haga n u e v a a la  composición de la Reivindicación 8 8 ,por lo 

cual se considera que no son nuevas.

Sumado a lo anterior, se advierte que las características esenciales del polipéptido de la 

Reivindicación 92 hablan sido divulgadas previamente en el documento O I, el cual enseña 

polipéptido b G C S E co n  ligador, po llm ero o u n a  molécula biológicamente activa,que son unidas 

a través de un grupo funcional de aminoácido no codificado de m aneranatura l incorporado 

ribosóm icam entedentro delpolipéptido. alinea. 0083). Siendo asi, la R e iv in d ic a c ió n 9 2 n o e s  

nueva y la Reivindicación dependiente 93 no menciona alguna característica que la haga 

novedosa.

finalm ente,las Reivindicaciones 9 4 y 9 5  tampoco son novedosas, puesto q u e O lh a b la  reportado 

un polipéptidoB g^C SEque comprende u n a o m á s  sustituciones de aminoácidos ^Pág. 10,Em ea 

0077)
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Así las cosas, la Examinadora concluye que las Reivindicaciones 1 a 67, 69 a 71, 73 a 101 y 103 

de la presente solicitud no cumplen con el requisito de novedad a la luz de la información 

divulgada en DI.

b- i) En primer lugar, me permito llamar la atención de la Examinadora sobre el 

hecho que la presente invención ahora se relaciona única y exclusivamente con un polipéptido 

bG-CSF que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, donde la posición 133 de 

SEQ ID NO: 1 o la posición 134 de SEQ ID NO: 2 está sustituida con una para-acetilfenilalanina; 

y donde el polipéptido está unido a un polímero soluble en agua, que comprende un motivo 

poli(etilen)glicol.

Habiendo establecido el objeto de la invención, se hace énfasis en que el documento DI es una 

divulgación genérica relacionada con proteínas de la Familia del Supergen de la Hormona del 

Crecimiento (GH), que incluye el factor humano de Estimulación de Colonias de Granulocitos 

(hG -CSF). DI divulga un muy amplio género profético de polipéptidos hG -CSF que tiene uno

o más sustituciones de aminoácidos codificados no naturalmente.

De hecho, DI enseña que estas proteínas, incluyendo hG -CSF, pueden ser sustituidas en cada 

posición simple del polipéptido. Véase, por ejemplo el párrafo [337]. DI proporciona una guía 

general sobre cómo seleccionar los sitios de mutación en las proteínas de la familia del Supergen 

GH. Los lincamientos están basados en la observación de que la actividad biológica de estas 

proteínas requiere que ellas se unan y oligomericen con los receptores de la superficie celular 

para activar las vías de señalización intracelulares. Véase, por ejemplo [223]. DI enseña que tres 

bucles que se unen a las cuatro alfa hélices generalmente no están involucrados en la unión con 

receptor, y por lo tanto, son objetivos adecuados para la sustitución.

Entre los tres bucles, DI enseña una preferencia por el bucle B-C corto, ya que parece no ser 

esencial para la unión al receptor. DI indica, además, que los residuos de aminoácidos 

proximales a la hélice A y distantes a la hélice final también tienden a no estar implicados en la 

unión al receptor. Así mismo, DI sugiere que los sitios de glicosilación pueden ser útiles para la 

sustitución, ya que son típicamente en regiones de bucle, que generalmente no están implicados 

en la unión al receptor. Véase, por ejemplo [224] y [225]. DI también menciona que para evitar 

la alteración de la actividad, las sustituciones con aminoácidos codificados no naturalmente
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deben ser conservadoras “incluyendo pero no limitado a, la sustitución de aminoácidos 

hidrófobos con aminoácidos hidrofóbicos, aminoácidos voluminosos por aminoácidos 

voluminosos, aminoácidos hidrófilos por amino hidrófilo ácidos...” Véase, por ejemplo [319]. 

Para hG -CSF, D 1 establece una preferencia por las sustituciones en una o más de las posiciones 

59, 63, 67, 130, 131, 132, 134, 137, 160, 163, 167, y 171 de hG -CSF. Sin embargo, dentro de 

este grupo de 12 posiciones, DI no enseña ninguna preferencia particular para cualquiera 

de dichas posiciones. Véase, por ejemplo [339].

Así las cosas, la sustitución con para-acetilfenilalanina (PAF) en la posición 133 de SEQ ID

NO: 1 o en la posición 134 SEQ ID NO: 2, que caracteriza la presente invención, no se 

encuentra mencionada en D I . Adicionalmente, dichas sustitución es una sustitución no 

conservadora y, por tanto, dista de las enseñanzas de D I. Esta primera diferencia hace que el 

objeto reclamado en la Reivindicación 1 sea novedoso a la luz de la información divulgada en 

DI.

En adición a lo anterior, vale la pena recordar que para fundamentar una afectación válida contra 

la novedad de una invención, el arte previo debe divulgar explícitamente todas y cada una de las 

características de la invención.2 Es más, el Tribunal Andino de Justicia (TAJ) ha determinado que 

para establecer una objeción válida contra la novedad, la divulgación del arte previo debe ser lo 

suficientemente detallada para que una persona versada en la materia pueda usar dicha 

información para reproducir y explotar la invención.3 En el presente caso, DI no divulga 

explícitamente las características estructurales de los polipéptidos de la presente invención, por 

tal razón la materia aquí reclamada es novedosa frente a D I.

ii) Adicionalmente, y como información relevante para el presente caso, me 

permito señalar que mientras que los lincamientos proporcionados por D I podrían ser 

considerados para capitalizar lo que se sabía acerca de la estructura terciaria de las proteínas de la 

familia Supergéniea GH, en ese momento y podría ser considerado "diseño racional de. 

proteínas", lo cual no proporciona una expectativa razonable de que una mutación en una o 

más de las posiciones sugeridas retendrá la actividad biológica comparable a la proteína de

2 Manual Andino de Patentes. (2004). Sección 9.4. (disponible en 
http://vvww.comunidadandina.org/Dublic/Datentes.Ddf).
■’ Proceso 06-IP-89 (http://intTanet.coinunidadandina.org/D ocum entos/Procesos/209-IP-2005.doc): y Proceso 36-IP- 
2004 ('http://ww vv.notinet.com .co/serverfiles/servicios/archivos/30iul04/ca36-04.htm ')
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tipo sd v es^  De hecho, la mutación puede dar lugar a una protema que carece de 

cualquier actividad biológicas es caramente evidenteala  luz presentados en

01 para las mntaeiones en la h o rm o n a d e  ereeñnlento humano, l^na ^erie dem utaeiones se

hieieron en varios residuos en la h d T  Entre los residuos ensayados se eneuentran 12 poslelones 

en las tres regiones de huele ,las euales según se predijo por los llneamientos generales d e O l,n o  

aleetarian laaetiv idadh io lóg iea . E a a e tiv id a d h io ló g ie a d e lo sm u ta n te s se m id ió m e d ia n te e l 

ensayo de fosforilaeiónSTA T5.E os datos se presentan en la T a h la ^ .C o m o  se puede eorrohorar 

en d iehatah la^an esar de los lineamientos general d e O E sólo una posición mostró una 

com parahlea la p r o te in a d e tip o sa lv a je . E a m a v o r ia d e lo s  m u tan tesh a h ia red u cid o la  

actividad biológicas O eheeho, las dos m utanteseon la aetividadhiológiea más redueida estaban 

e n e lb u e le E C ,q u e d e a e u e rd o e o n 0 1  era el huele que eon mayor probabilidad no afeetarla la 

aetividad Eas Tablas 5 y 6 muestran más datos para los mutantes de hCEl y nuevamente, 

evideneian que es variada la gama de aetividades biológicas de los diversos mutantes.

P o rlo ta n to ,lo s lin e a m ie n to s  proporcionados p o rO l para la mutación so n ,en  el mejor d é lo s  

easos^ simplemente conjeturas so b red o n d e sep u ed en  intentar mutaciones q u ep o d r ia n o  

afectar negativamente a la actividad, Sinem bargo, lap e rso n a  medianamente versadaen  la 

materia no habría tenido ninguna expectativa razonable de éxito para todas las variantes posibles. 

Ea amplia variedad de actividades demostradas para h C H e n O le n se ñ a n  que no puede esperarse 

que cualquier mutante especifico tenga la aetividad deseada ,am enos que realmente se genere la 

p ro te in am u tan teesp ee ifieay se  efectúen pruebas.S in  haber producido actualmente este tipo de 

datos p a ra C C S E h u m a n a ,u n a  persona medianamente versada en la materia no tendría ninguna 

expectativa razonable de producir un C CSE humano biológicamente activo con cualquier 

sustitución con un aminoácido no natural.

A dcm ás,01  enseña ^ue era conocido en el estado de la técnica ^ue la glicosilación en 

humana contribuye positivam enteala  estabilidad de p ^ v la  estabilidad térmica. Véase, por 

ejemplo Teniendo en cuenta esta información y las enseñanzas de 01  para evitar la 

alteración d é la  actividad,cual^uier persona medianamente versada en la materia pensaría que 

cualquier sustitucióndebe ser conservadora. Por lo tanto^una persona medianamente versada 

en la materia habría esperado razonablemente que la actividad del humano se

interrumpiera, si se efectuaba una sustitución no conservadora, por ejemplo, la sustitución 

de u n pequeñoam inoácidoh idrófilo  tal como treonina por un aminoácido voluminoso, no
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codificado naturalmente y aromático (es decir, el PAF), en la posición de glicosilación 

H 133) del G-CSF hum ano. Además, el G-CSF bovino comparte tan solo alrededor del 80 al 

85 % de identidad de aminoácidos con el G-CSF humano. Por lo tanto, hay incluso menos 

base para esperar razonablemente que la actividad biológica de G-CSF bovino se mantenga 

cuando se sustituye un residuo de la proteína con un aminoácido codificado de forma no natural.

Además, DI enseña un extenso número de posibles tipos de aminoácidos codificados de 

forma no natural. Véase, por ejemplo [249] - [283]. DI enseña que muchos aminoácidos 

codificados no naturalmente se basan en aminoácidos naturales, incluyendo cadenas aromáticas 

laterales (tirosina, fenilalanina), cadenas laterales de amida (glutamina), y cadenas laterales de 

hidroxilo (serina y treonina). Véase, por ejemplo [252], [254] y [272]. De hecho, veintiún (21) 

aminoácidos codificados de forma no natural se enseñan explícitamente en [254]. DI enseña una 

preferencia por p-(propargiloxi)-fenilalanina. Véase, por ejemplo [255].

Así las cosas, el cálculo más conservador de la cantidad de posibles variantes basadas en las 

enseñanzas DI es: 12 posiciones a mutar, una o más posiciones pueden ser mutadas 

simultáneamente, y 21 aminoácidos codificados de forma no natural puede ser elegidos, esta 

información da lugar a elegir 1,29 x 1016 variantes distintas. Ver el Anexo 1. Apéndice. Ejemplo 

A. Sumado a lo anterior, DI también enseña un gran número de tipos de macromoléculas 

que pueden ser unidas a un polipéptido hG -C SF, que tiene una o más sustituciones de 

aminoácidos codificados no naturalmente. Véase, por ejemplo [445].

DI también presenta un gran número de ejemplos proféticos relativos a variantes del G-CSF 

humanos. Sin embargo, no existen ejemplos reales de trabajo con hG -CSF, y mucho menos, con 

G-CSF bovina. El Ejemplo 3 describe proféticamente variantes de hG -CSF con una sola 

sustitución con para- acetilfenilalanina (pAF), que resultan en 12 variantes proféticas. El 

Ejemplo 7 describe proféticamente variantes de hG -C SF, sustituidas individualmente con p- 

propargiloxi-tirosina, lo que resulta en otras 12 variantes proféticas. El Ejemplo 5 describe hG - 

CSF que comprende variantes mutantes dobles en cuatro posiciones de combinaciones 

específicas. El aminoácido codificado de forma no natural no se especifica en el Ejemplo 5. Por 

lo tanto, este ejemplo profético abarca 1.764 variantes de hG -CSF sólo para el Ejemplo 5. Véase 

Anexo l-Ejem plo B. En resumen, los ejemplos proféticos de variantes hG -CSF enseñados por 

DI dan lugar a 1.788 variantes de la proteína humana.

Página 12 de 19



O l a r t e M o u r e
OLARTE M OURE & ASOCIADOS LTDA.

Considerando todas las posibilidades abarcadas por las enseñanzas generales de D i se puede 

establecer que DI da lugar a un número muy grande de variantes proféticas del G- CSF humano, 

que no tienen ejemplos de trabajo. De hecho, DI no proporciona ninguna evidencia de que 

alguna combinación de sustituciones, incluyendo una sustitución Thrl34 de G-CSF humano, 

pueda ser exitosa. No hay evidencia alguna de que cada posible variante pueda ser exitosamente 

expresada, purificada, y enrollada. Tampoco hav evidencia alguna de que cada posible variante 

conserve la actividad del hG -CSF. Por otra parte, no hav evidencia en absoluto de que cada 

posible variante "muestre una actividad superior y  una vida media prolongada", como especuló 

en D I. Véase, por ejemplo [739]. DI no proporciona evidencia de que alguna o todas las 

variantes hG -C SF , del enorme número de variantes definido en la descripción o en el conjunto 

de 1.788 variantes proféticas de los ejemplos, posee alguna de estas actividades.

Hn contraste, en la presente invención se han preparado 15 variantes específicas del polipéptido 

G-CSF de la especie bovina, incluyendo la variante que presenta una sustitución en la posición 

133 (con respecto a la SEQ ID N O :l) y que está sustituida con para-acetilfenilalanina ("BG- 

CSF T133pAF"). Véase ejemplo 2. Sustituyendo treonina, que tiene una cadena lateral 

relativamente corta, con para-acetilfenilalanina (PAF), que es más grande, comprende un 

anillo de fenilo, y no es una sustitución conservadora. De hecho, se encontró que 

sorprendentemente, esta variante de bG-CSF puede ser expresada, purificada y replegada con 

éxito. Entonces, los inventores adicionalmente realizaron una PEGilación a la variante bG -CSF 

T133pAF y probaron su actividad biológica in vitro. Los resultados mostraron que variante 

bG -CSF T133pAF-PEGilada tiene una actividad biológica y que ésta es entre 3 y 5 

superior al valor EC50 reportado para bG -CSF tipo silvestre en el ensayo de proliferación 

NFS60. Véase, por ejemplo, las Tablas 7 y 8 en el ejemplo. 2, y las figuras 13 y 14. Éstas últimas 

se reproducen a continuación.
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Figura 13

Ensayo de Proliferación de NFS60- Valores EC50 
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Figura 14

Ensayo de Proliferación NF560- Diferencias EC50 v eces  contra WT
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jlWtĜIKT]

Además, los datos de actividad biológica in vitro, para cinco variantes 20K PEGiladas se 

presentan en la Tabla 9 de la descripción de la presente solicitud. Para mayor conveniencia, parte 

de dicho cuadro se reproduce a continuación. Los datos reportados para 20kPEG - BT133 se 

muestra como el promedio de los dos valores en la Tabla 9 original. La EC50 con relación a la 

pro teína silvestre (WT), fue calculado dividiendo el valor de EC50 WT por el valor de la EC50 

de cada mutante se agrega a la tabla.

TABLA 9

Promedio de 
valores ECsn ECsn Relativa

WT bG-CSF 0.053 1.0

20kPEG-bS62 0.150 0.353
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20kPEG-bT133 0.264 0.201

20kPEG-bR7 0.348 0.152

20kPEG-bR166 0.363 0.146

20kPEG-bL3 0.477 0.111

Los datos incluyen tres variantes bG —CSF S62, T I33 y R166 que, con base en los lincamientos 

extrapolados de D I, son residuos totalmente accesibles de bG -CSF. Por lo tanto, basados en las 

orientaciones de D I, se esperaría que estas posiciones sean las que presenten mayor tolerancia a 

la sustitución y a la conjugación con una macromolécula, sin afectar negativamente la actividad 

biológica. Los resultados muestran que las cinco variantes bG -CSF PEGilado conservan la 

actividad biológica. Sin embargo todas las variantes muestran una actividad reducida. Cabe 

destacar que, la variante que tiene la T I 33 sustituida con para-acetilfenilalanina y pegilada fue la 

segunda que menos sufrió la reducción de la actividad. Este resultado es inesperado porque DI 

enseña que era conocido en el estado de la técnica que la glicosilación en G-CSF humano 

contribuye positivamente a la estabilidad de pH y la estabilidad térmica, y por lo tanto, a la 

actividad. Véase, por ejemplo [20]. Las enseñanzas de D I, por tanto, habrían sugerido que una 

mutación en el residuo 133 reivindicado, que es glicosilado en la proteína de tipo silvestre 

producida en humanos y en los animales bovinos, sería la que más probablemente tendría la 

actividad in vitro más reducida.

Teniendo en cuenta los lincamientos de D I para optar por sustituciones conservadoras, y la 

información que la técnica anterior había demostrado que la glicosilación en la treonina en hG - 

CSF contribuye positivamente a la actividad biológica, la persona medianamente versada en la 

materia habría esperado que la mutación de treonina 134 en hG-CSF conduciría a una reducida 

actividad biológica, en comparación con otras posiciones que satisfacen las orientaciones de D I. 

La persona medianamente versada en la materia habría esperado que la mutación T133 en 

bG -C SF  tuviese un efecto adverso sobre la actividad de la proteína. En consecuencia, dicha 

persona no habría esperado que bG -CSF T133pAF -20K PEG estuviera entre las variantes que 

tiene la actividad biológica menos reducida. Los datos de bG -CSF T133pAF -20K PEG en la 

Tabla 9 son, por tanto, una evidencia objetiva de no evidencia.
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Kn la presente invención se caracterizó aún más la actividad in vivo de bG -CSF PEGilado y 

T133pAF bG -CSF T133pAF en los Ejemplos 26-28. Véase, por ejemplo, las figuras 16-19 y las

l abias 10-12. En particular, la administración de una inyección única (en una de dos dosis) de 

PEGilado bG -CSF T133pAF a una vaca, 7 días antes de la fecha de parto esperada, resultó en la 

mejora de la morbilidad y la mortalidad en comparación con dosis diarias de BG- 

CSFT133pAF. Véase la Tabla 10. DI sugiere generalmente que la pegilación de una proteína 

41 IB puede mejorar la vida media de suero con respecto a la forma no conjugada. Ver [494]. Sin 

embargo, DI no aporta ninguna orientación para predecir el grado de mejora para la mutación de 

un residuo aminoácido en particular. Por lo tanto, la persona con habilidad ordinaria en la técnica 

no habría tenido ninguna base para esperar los resultados presentados en la Tabla 10, donde los 

resultados indican que la administración de dosis diarias de la proteína Bg-CSF T-133-pAF no 

PEGilada reduce la incidencia de nuevas infecciones de mastitis clínica. Adicionalmente, la 

administración de PEG de 20K de Bg-CSF T-133-pAF reduce significativamente la incidencia de 

nuevas infecciones de mastitis clínica con relación a las inyecciones diarias de Bg-CSF T-133- 

pAF no PEGilada y lleva a la reducción numérica en el número de mortalidades.

T A B L A  1(1

D esci ipción  <le l'ratítm íciita M uríii^tv M ortalid nd

Salino F.sivril iSIOx,?. Día -7 v D ia f ll 2 6 /5 0 /5 2 % ) >1

h G < S F T I . ] . : f \ n l í v & ' I S i j ( { '...............

hCi-CSF T i r - p A F  20K l*K<i (4(1 Ms4 & S lD x2 , 

Din -7 ) ÍX i 0)

W 5 3 Ü 1 S ) 2

k q c s r  i AF ;0 K  K ( , u ; n  

Diu

7/52 ÍU % ) 1

DI tampoco proporciona ninguna base para predecir el grado en que el recuento absoluto de 

ncutrófilos máxima (ANC) se verá afectada por la mutación en cualquier residuo particular de bG 

-CSF. Del mismo modo, la información de DI no proporciona una orientación para predecir el 

grado o la duración del elevado ANC de cualquier mutación particular de bG -CSF. Nada en DI 

enseñaba los resultados contenidos en la Figura 16 de la presente solicitud, que evidencia que 

animales tratados con bG-CSF PEGilado exhiben un incremento marcado en ANC dentro de las 8 

horas posteriores al tratamiento. Además, los valores de máximos de ANC se observaron luego 

de 72 horas después del tratamiento. El conteo de neutrófilos absolutos desciende entre 4 a 5 

veces luego de 5 días y se mantiene en ese nivel hasta el día 10, a partir del cual los valores se 

reducen hasta 3,5 veces sobre el nivel de pretratamiento y allí se continúa hasta el día 14. Estos
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resultados indican que la bG-CSF de la invención permite obtener actividad 

hematopovética con una única invección y que ésta persiste al menos por dos semanas. Por

lo tanto, la persona medianamente versada en la materia no contaba con ninguna orientación para 

extrapolar dichos resultado a mutaciones realizadas en bovinos de G-CSF, con una expectativa 

razonable de éxito en la medida que las propiedades son modificadas o mejoradas.

Así las cosas, la presente invención ha llevado con éxito a la práctica una variante específica de 

G-CSF bovina pegilada y demostrado su actividad biológica, tanto in vitro como in vivo. En 

particular, los datos in vivo respecto a la morbilidad y la mortalidad, y los datos in vivo 

relativos a la magnitud y/o duración de la elevada ANC, no podrían haber sido prediehos 

sobre la base de las enseñanzas de DI.

Sumado a lo anterior y basándonos en el contenido del Instructivo para el Examen de Solicitudes 

de Patentes de Invención y Modelos de Utilidad de la Superintendencia de Industria y Comercio4, 

que señala: “El examen de nivel inventivo debe realizarse mediante el método problema -  

solución, asi:

- Identificar el estado de la técnica cercano a la invención.

- Determinar ¡a diferencia entre la invención reivindicada y  estado de la técnica cercano.

- Definir ¿qué efecto técnico produce el incluir esa diferencia?

- ¿Cuál es el problem a técnico objetivo?

- Definir si la selección es inventiva. Si la respuesta a las siguientes preguntas: (a) ¿La persona  

medianamente versada en la materia reconocería el problema?; (b) ¿Lo resolvería de la form a  

reivindicada, con base en el estado de la técnica, sin realizar un esfuerzo inventivo? es 

afirmativa, entonces puede concluirse que la selección reivindicada es obvia.

Para el caso que nos ocupa, el documento más cercano es D I, las diferencias entre la invención 

reivindicada y DI es que el polipéptido de la invención es que el polipéptido G-CSF es un 

polipéptido bovino que comprende una sustitución con para-acetilfenilalanina en la posición 133 

de SEQ ID NO: 1 o la posición 134 de SEQ ID NO: 2 y está unido a un polímero soluble en agua 

que comprende un motivo poli(etilen)glicol. Dichas diferencias hace que el polipéptido

1 Instructivo Examen de Solicitudes de Patentes de Invención y M odelo de utilidad. Superintendencia de Industria y 
C om ercio. 2012. Sección 3.5. 5, Páginas 194. Relativo al Examen de N ive l inventivo  relativo a Patentes de Selección  
(disponible electrónicam ente en http://api.sic.gov.co/D ocum entos/G uia Examen Patentes.pdf))
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reivindicado mejore ia morbilidad y la mortalidad de terneros, incluso si se le compara con 

dosis diarias de BG- CSFT133pAF, puesto que reduce la incidencia de nuevas infecciones 

de mastitis clínica y lleva a la reducción numérica en el número de mortalidades, al tiempo 

que genera un incremento mareado en ANC dentro de las 8 horas posteriores al tratamiento y 

una curva de mantenimiento que indica que la bG-CSF de la invención permite obtener 

actividad hematopovética con un única invección y que ésta persiste al menos por dos 

semanas.

Ahora bien, el problema técnico objetivo era eliminar o minimizar los inconvenientes asociados a 

la actividad y la producción de polipéptidos bG-CSF, y producir un polipéptido bG-CSF con 

propiedades biológicas mejoradas o farmacológicos y / o un mejor medio de vida terapéutico.

A la luz de los efectos inesperados antes evidenciados y del problema técnico que se deseaba 

resolver, es factible que una persona medianamente versada en la materia reconocería el 

problema. Sin embargo, partiendo de las enseñanzas de D I, dicha persona nunca resolvería el 

problema de la forma reivindicada, con base en D I y sin realizar un esfuerzo inventivo, pues 

la solución planteada se basa en una sustitución no conservadora, efectuada en un sitio de 

glicosilación, lo cual es contrario a las enseñanzas de D I, que precisamente establecía que para 

no afectar la actividad del polipéptido cualquier sustitución debía ser conservadora, más cuando 

dicha sustitución se realizaba en sitios de glicosilación, pues según D2, la glicosilación en G- 

CSF humana contribuye positivamente a la estabilidad de pH y la estabilidad térmica. Así 

las cosas, una persona medianamente versada en la materia no habría efectuado una sustitución 

no conservadora en un punto de glicosilación pues lo que obtendría, según las enseñanzas 

de D I, era la reducción de la actividad.

Bn conclusión y en el mejor de los casos, DI describe una hoja de ruta para la experimentación 

científica en un intento de producir variantes de G-CSF humano y entonces, determinar lo que 

podría exhibir “muestran una actividad superior y vida media prolongada." DI sin embargo no 

proporciona orientación específica para dirigir a la persona medianamente versada en la materia 

hacia la producción de un polipéptido bG- CSF bovina que comprende una sustitución para- 

acetilfenilalanina en la posición 133 de la SEC ID N °: 1 o en la posición 134 de SEQ ID NO: 2, 

donde un polímero soluble en agua que comprende un motivo poli (etileno) glicol está unido al 

polipéptido en la para-acetilfenilalanina.
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Ivas enseñanzas y los datos en DI no son suficientes para dar la orientación específica experta en 

la materia sobre cualquier mutante específico de G- CSF humano que razonablemente se espera 

que retenga la actividad biológica. Además, DI guarda completo silencio con respecto a su 

aplicabilidad en G-CSF bovina. Por lo tanto, la persona medianamente versada en la materia no 

tendría una base razonable para extrapolar las enseñanzas proféticas de DI a G- CSF bovina, con 

alguna expectativa razonable de éxito de derivar la invención aquí reclamada.

7. Finalmente, me permito informar que para el concepto inventivo comprendido en la 

presente solicitud, ya fue concedida en Nueva Zelanda (bajo el registro N° 591235 emitido el 5 

de noviembre de 2012) y en Panamá, (cuyo número de patente es 88368-01 de 1 de febrero de 

2011).

Si bien es cierto que las concesiones de patentes en oficinas de otros países no son vinculantes en 

el sentido que obliguen a la S1C a tomar una decisión en el mismo sentido, considero que dichas 

concesiones sugieren el eumplimiento de los requisitos de patentabilidad de la materia 

reivindicada, ya que los criterios de evaluación y estudio aplicados para concluir la aceptación de 

dichas patentes resultan equivalentes a los que la S1C debe emplear.

8. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por la Examinadora en su 

primer examen de fondo, han sido resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que el 

Despacho tenga por cumplidos los requisitos de patentabilidad y proceda con la concesión de la 

patente.

Atentamente,

CARLOS R. OLARTE
C.C. No. 79.782.747 de Bogotá 
T.P. 74.295

Anexos:

-  Capítulo Reivindicatorio Modificado

-  Anexo 1. Calculation o f number o f hG-CSF variants
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(P rim er Exam en de Fondo)

L Un polipéptido bCCSFque comprende la secuencia SEQ1 0 NO: loSEQIONO:  

2 ,d o n d e la p o s ic ió n l3 3 d e la S E Q 1 0 N O : lo l a p o s ic i ó n l3 4 d e la S E Q ! D N O : 2 e s tá  

sustituida con una para-acetilfenilalanina^ y en donde el polipéptido está unido a un 

polímero soluble en agua que comprende una fracción de poli(etilen)glicof

2. El polipéptido b O C S E d e  la R eiv ind icac ión !,donde  el polímero soluble en agua

tiene un peso molecular entre aproximadamente O ,IkO ayaproxim adam entelO O kO A .

3. El polipéptido b O C S E d e  la Reivindicación 1 , donde el polímero soluble en agua

tiene un peso molecular entre aproximadamente O ,IkO ayaproxim adam ente 50 kOA.

4. El polipéptido b O C S E d e  la R eiv ind icación!,donde el polímero soluble en agua

tiene un peso molecular de aproximadamente 20 kl^A.

5. E lpo lip ép tid o b O -C S E d e  la R eiv ind icación!,donde el polímero soluble en agua

tiene un peso molecular de aproximadamente 30 kOA.

6. E lpo lip ép tid o b O -C S E d e  la R eiv ind icación!,donde el polímero soluble en agua 

tiene un peso molecular de aproximadamente 40 kOA.

7. El polipéptido b O C S E d e  la R e iv ind icac ión !,en  donde dicbo polímero soluble en 

agua tiene un peso molecular entre aproxim adam entelO kO ayaproxim adam ente 40 kOA, 

y donde dicbo polipéptido bO -CSEexbibe al menos aproximadamente 20^ó de la actividad 

de la bO-CSE tipo silvestre in vitro, medida mediante el ensayo de prolil^raciónM -NES60.

8. E lp o lip é p tid o b O C S E d e  la R eiv ind icación!,donde el polímero soluble en agua 

tie n e u n p e so m o le c u la re n tre  aproximadamente 10 k O a y  aproximadamente 40 kOA, y 

donde diebo polipéptido bO-CSE está caracterizado por inducir un conteo máximo absoluto 

de neutrófilos (ANC) aproxim adam entelO veces mayor que el ANC previo a! tratamiento, 

medido aproxim adam ente72boras después de una única inyección subcutánea de 40 ^ig/kg 

en un ternero saludable.

9. E lpo lipép tidobC -C S E  d e la R e iv in d ic a c ió n ^ , donde d icbopolipép tidobC -C SE  

está caracterizado por inducir un conteo máximo absoluto de neutrófilos (ANC) a! menos



v e c ^ m a y o r q u e d  A N C previo  ^  a ta m ie n to  p o ra lm e n o ^  7 día^ 

medido de^pué  ̂de una única inyección subcutánea de 40 ^g/kg en un ternero ^udabl^

10. Un ácido nucleico ainado que codifica el polipéptido bG -C SFde la Reivindicación

1

11. Un vector que comprende el polinucleótido aislado de la ReivindieaciónlO.

12. El vector de la R eiv ind icación!!,donde diebo vector comprende adicionalmente un 

ácido nucleico que codifica una ARNt ortogonal ^ in te ta^ ay laA R l^ t ortogonal especifica 

para la incorporación de para-acetillenilalanina en bG-CSE.

13. Una célula hospedera que comprende al ácido nucleico de la R e iv ind ieac ión lO oel 

vector de la ^ R e iv in d ic a e io n e ^ l!o !2 .

14. Ea célula hospedera de la Reivindicación 13, donde dieba célula ademán eomprende 

una ARNt ortogonal ^inteta^a y la ARNt ortogonal para la incorporación de para- 

aeetillenilalaninaenbG -CSE.

15. Un método para elaborar un polipéptido bG-CSE que comprende un aminoácido no 

codificado naturalmente, donde dicbo método comprende:

a. Cultivar células bo^pedera^ d é la  Reivindicación 1 3 ,bajo condicionen que

permitan la expresión del polipéptido bC-CSE^

b. Purificar el polipéptido bC-CSE^y

c. PECilación del polipéptido bC-CSE.

!ó. Una composición que comprende el polipéptido bC-CSE de acuerdo con cualquiera 

de la ^ R e iv in d ie a c io n e ^ la ^ y u n  portador farmacéuticamente aceptable.
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APPENDIX: Calculation o f number o f hG-CSF variants

' The number o f unique variant polypeptides encompassed by the teachings o f DI is equal 
to the summation o f the product o f the number o f combinations C (n,r)1 for each r and the number 
o f unique combinations o f non-naturally encoded amino acids for each r; where C (n,r) is:

n!
r\ (n -  r)\

and the number o f unique variant polypeptides is:

12 .
Y . .  .. a r
Z-i r! (n -  r)\
r = l

where: (n) is the set size o f 12 amino acid positions, and C is the summation over the subset size 
(r) from 1-12 and (a) is the non-naturally encoded amino acid set o f 21.

l iXAMPLE A: How many possible variants are there when 2 o f the 12 residues are mutated 
with any o f the 21 non-naturally encoded amino acids taught by D I?

For this calculation: n = 12; r = 2; and a = 21.

There are 66 different combinations o f 2 mutations over the 12 residues:
„  12! 12 x  11 , ,
c '"> — = 66 

For each one o f the 66 combinations, there are 212 = 441 different combinations o f non- 
naturally encoded amino acids. Therefore, the number o f variants wherein 2 o f the 12 residues 
can be mutated with any o f the 21 non-naturally encoded amino acids is:

66 x 441 = 29,106 different variants 
Japan Patent Application No.: 2011-520158 
Title: uM odified Bovine G-CSF Polypeptides and Their Uses”
Aoyama R ef: P238842 TI 
Lilly Ref.: X18746_JP

1 See, e.g., “CalcTool: Com binations, permutations calculator,” a t http://www.calctool.org/CALC/m ath/pro- 
bability/com binations (Copyright ©  2008).

DCO 1/3272306.1



KXAMPLE B: Example 5 in Cho describes bG-CSF variants comprising double mutants at four 
specifíc combinations o f positions. How many possible variants are there for these 4 
combinations, when mutated with any o f the 21 non-naturally encoded amino acids taught by 
D I?

As explained in Example A, there are 66 unique combinations o f 2 mutations over the 12 
residues. Example 5 refers to 4 o f these 66 unique combinations.

For each one o f the 4 combinations, there are 212 = 441 different combinations o f non- 
naturally encoded amino acids. Therefore, the number o f variants encompassed by prophetic 
Example 5 is:

4 x 441 = 1764 different variants

OCOl/3272306.1


