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1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto antes 

identificado, me reflero al Oficlo No. 5235 notiflcado por fijación en lista del 18 de abril de 2008. 

2. Mediante el Oficio No. 5235 se puso en conocimiento del solicitante el informe que 

contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de patente. Con 

memorial radicado el 9 de julio de 2008 solicitØ plazo de treinta dIas para atender el oficlo No. 

5235. Atiendo a las observaciones de la manera siguiente: 

3. CLARIDAD DE LA SOLIC1TUD 

3.1 Con elfin de atender las observaciones realizadas en cuanto a la claridad del capItulo 

reivindicatorio y de conformidad con lo establecido en el articulo 34 de la Decision 486, se 

presenta un nuevo capItulo reivindicatorio compuesto por 11 reivindicaciones, para subsanar 

las objeciones realizadas por su despacho se realizaron los siguientes cambios: 

NIT 860.041.367.3 
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3.2 La nueva reivindicación 1 define los 6 CDR’s del anticuerpo que se reclama en esta dÆusula 

los cuales son igualmente definidos en la reivindicación 2, que ahora es dependiente de la 

primera. Junto a este camblo, es bueno aclarar que el anticuerpo de la nueva reivindicación 1 

comprende la region variable de cadena liviana especIfica de la SEQ ID No. 8 y la region 

variable de cadena pesada especIfica de la SEQ ID no. 11. Mientras tanto, el anticuerpo de la 

nueva reivindicación 2 tiene  la secuencia de cadena liviana de longitud completa especifica de la 

SEQ ID No. 113 y la secuencia de cadena pesada de longitud completa especIfica de la SEQ ID 

No. 115. Por lo tanto, el anticuerpo de la reivindicación 2 contiene la misma region variable de 

cadena liviana (residuos de pØptido 1-107 de Pa SEQ ID No. 113, que es idØntica a la SEQ ID 

No. 8) y la misma region variable de cadena pesada (residuos de pØptido 1-118 de la SEQ ID 

No. 115, que son idØnticos a la SEQ ID No. 11) como el anticuerpo de la reivindicaciOn 1, pero 

adicionalmente el ànticuerpo de la reivindicación 2 contiene la region constante de cadena 

liviana (residuos de pØptidos 108-214 de la SEQ ID No. 113) y las regiones de bisagra y 

constante de cadena pesada (residuos de pØptidos 119-229 de la SEQ ID No. 115). 

3.3 Para eliminar la falsa dependencia de la reivindicación 6 con Pa reivindicación 3, esta óltima 

ahora es dependiente de la reivindicación 2 y la pnmera junto con la reivindicación 10 son 

dependientes de las nuevas reivindicaciones 1 y 2. 

3.4 Con respecto a la objeciOn sobre el tØrmino "aproximadamente’ el mismo fue suprimido de 

las nuevas reivindicaciones 3 y 5. 

De esta manera es claro que con las anteriores modificaciones del capItulo reivindicatorio 

quedan subsanadas las objeciones por claridad que hizo su Despacho. 

4. NP/EL INVENTIVO 

Ese Despacho afirma que los documentos Dl (W09825971) y D2 (W092011383) afectan el 

nivel inventivo de Pa presente invención pues considera que los productos y los procedimientos 

objeto de protecciOn podlan ser obviamente derivados del estado del arte por cualquier persona 

medianamente versada en la materia al momento en el que se presentó la solicitud. 
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A este respecto, respetuosamente ponemos de presente nuevamente que la solicitud trata 

sobre un anticuerpo contra TNFo humano (esto es anti-hTNFO). Las secuencias de pØptido del 

anticuerpo de murino completo referido como hTNF40 no se describe en D!, y la secuencia de 

este anticuerpo es por lo tanto novedosa en la fecha de la prioridad de la presente solicitud. 

Aunque el termino "hTNF40" se puede encontrar en la tØcnica anterior, no hay descripción de lo 

que es exactamente el hTNF40, diferente de un anticuerpo construido con ingenierla que 

reconoce el TNFa humano. La inica indicación en  la tØcnica anterior de cómo hacer el hTNF40 

se encuentra en la pagina 13, lIneas 16-19 de Dl, en donde se describe que el hTNF40 se hace 
utilizando mØtodos "similares a aquellos encontrados en la W092/01059". De esta forma, este 

comentario genØrico no es un motivo para sustentar la falta de novedad del hThF40 o el CDR 

de la presente solicitud. El nombre hTNF40 puede haber estado disponible al publico, pero el 

anticuerpo y por lo tanto las secuencias de anticuerpo especIflcas no lo estuvieron. 

Aunque la tØcnica anterior pudiera permitir la producción de un anticuerpo contra TNFa, o una 
relación a los anticuerpos, en teorla, permitirÆ la producción de un anticuerpo contra casi 

cualquier molØcula, ninguna tØcnica anterior describe los anticuerpos especIficos mencionados 

en la presente solicitud o cómo producirlos. Por lo tanto, la afirmación del Examinador de que 
eI anticuerpo de murino ya estaba disponible al momento de reivindicar" no tiene validez de 

acuerdo a lo mencionado anteriormente. 

De esta forma, la persona versada en el tema no habrIa podido conocer la secuencia del 
anticuerpo de murino hTNF40 y por lo tanto, habrIa sido imposible para la persona experta 
Ilegar al CDP870, como se reivindica en la presente solicitud, al tomar Dl como el punto de 
partida, ya que la persona experta, sin conocer la secuencia del anticuerpo de murino hTNF40, 
podrIa no haber tenido idea de cómo empezar a humanizar ese anticuerpo. 

Junto a lo anterior, las diferencias que existen entre la molØcula de anticuerpo reivindicada y la 

de la tØcnica anterior son absolutamente claras. EspecIficamente, Dl se relaciona ünicamente 
con el anticuerpo de murino hTNF40. La humanización del hTNF40 no se contempla en ninguna 
parte en Dl. Esta es una diferencia principal de Dl para la evaluación del nivel inventivo de la 
presente solicitud porque como cualquier persona experta en la materia lo sabe, la razón para 
humanizar un anticuerpo donante (por ejemplo murino) es minimizar la inmunogenicidad. 
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Existen dos factores principales que conducirlan a la persona experta a concluir que el CDP870 

sera mucho menos inmunogØnico que el hTNF40 cuando se administra a humanos. En primer 

lugar, a parte que CDR y ciertos residuos de estructura, CDP870 es 100 por ciento humano en 

carÆcter, mientras que el hTNF40, es un anticuerpo de murino que no es humano. En segundo 

lugar, el CDP870, que es un fragmento Fab’, estÆ desprovisto de la region Fc, mientras que el 

hTNF40, que es un IgG, de longitud completa, posee una region Fc intacta. La region Fc es un 

constituyente de la molØcula de anticuerpo que se conoce por ser capaz de elicitar una 

respuesta inmunogØnica. 

Por favor tenga en cuenta los datos suministrados en el Anexo 4.4 de la respuesta al Oficio 

anterior No. 14687 en donde se muestra que la molØcula de anticuerpo reivindicada, CDP870, 

es 2.25 ma’s potente en ensayos citotOxicos reconocidos en la tØcnica que el hTNF40. Con lo 

anterior, se tiene prueba suficiente para mostrar que la invención reivindicada se considere no 

obvia en vista de la tØcnica anterior ma’s cercana. Adicionalmente, el CDP870 ha sido mostrado 

por ser superior a dos agentes anti-TNFa Ilderes actualmente disponibles comercialmente, a 

saber el anticuerpo quimØrico infliximab y la protelna de fusiOn etanercept. 

Finalmente, tenga en cuenta que la molØcula de anticuerpo reivindicada es un avarice principal 

en la tØcnica. El CDP870 es el primero y, hasta la fecha, el ónico fragmento de anticuerpo libre 

de Fc, PEGilado que inhibe el TNFO humano por haber avanzado exitosamente a travØs de 

ensayos clInicos. La US FDA ha aprobado recientemente el CDP870 (comercializado como 

certolizumab pegol o Cipzia) para ventas para el tratamiento de la enfermedad de Crohn y 

aprobación regulatoria para el tratamiento de otras afecciones serias por ejemplo artritis 

reumatoide en Estados Unidos, Europa y otras Jurisdicciones. 

(11 
AsI, el documento Dl menciona ünicamente el anticuerpo hTNF40 murino, mas no menciona o 

sugiere la humanizaciOn del hTNF40 como se reivindica en la presente solicitud. 

Lo anterior es una deficiencia de Dl como anterioridad susceptible de afectar el nivel inventivo 

de la presente solicitud dado que como es bien sabido para el tØcnico versado en la materia, la 

verdadera razón para humanizar anticuerpos de donante (por ejemplo murinos) es para 

minimizar la inmunogenicidad. AsI, hay dos factores principales que Ilevarlan al tØcnico en la 
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materia a concluir que el CDP870 serla mucho menos inmunogØnico que el hTNF40 cuando se 

administra a los humanos y estos son los siguientes: 

� Aparte de los CDR y de ciertos residuos de estructura (ver pÆgina 54, lInea 17 y pÆgina 59, 

lIneas 21-25 de la especiflcación), el CDP870 es 100% humano en caracter, mientras que el 

hTNF40, siendo un anticuerpo murino, no es humano. 

� El CDP870, siendo un fragmento Fab, carece de la region Fc, mientras que el hTNF40, siendo 

un IgG de extension completa, posee una regiOn Fc intacta. La regiOn Fc es uno de los 

constituyentes de la molØcula de anticuerpo que se sabe es capaz de producir una respuesta 

inmunogØnica. 

Con respecto a D2, respetuosamente reiteramos que dicho documento describe mØtodos para 

hacer anticuerpos humanizados que son especIficos para TNFa humano y podrian por lo tanto 

ser considerados como el estado del arte mÆs cercano. Sin embargo, en ninguna parte este 

documento describe los CDR especIficos reivindicados en la solicitud, o discute cómo se pueden 

producir los mismos. 

Este documento enselia una jerarqula de residuos que debe ser cambiada del aceptador al 

donador con el fin de lograr la mejor afinidad del anticuerpo. Los residuos de estructura que se 

deben cambiar son dados tanto para la cadena pesada como ligera. AsI, se debe tener en 

cuenta que en ninguna parte de D2 aparece la combinaciOn de los residuos cambiados del 

aceptador al donador tal y como se menciona en la presente solicitud. 

P,- Existen por lo tanto un niimero de deficiencias en dicha anterioridad que fueron solucionadas 

por la invenciOn de ml representada en ausencia de cualquier enseæanza del estado del arte 

sobre el hTNF40 o su forma detallada de producciOn. 

En vista de lo antes expuesto, no es posible objetar la presente invención con base en los 

documentos Dl y D2, por cuanto las enseiianzas, expresas o tÆcitas, del estado del arte, tal y 

como lo exige el mØtodo problema-soluciOn, ni anticipan la matena de la presente invención, es 

decir, el anticuerpo monoclonal de murino hTNF40; ni dan sugerencia con respecto al efecto 
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inesperado de tal materia, es decir, vida media larga, alta afinidad, baja inmunogenicidad y son 

particularmente Wiles en terapia. Por lo cual no se puede considerar que sean documentos que 

afecten de algCin modo el nivel inventivo de esta invención. 

En vista del potencial efecto terapØutico del CDP870, es claro su efecto sorprendente y por ende 

su patentabilidad en los tØrminos actualmente reivindicados. 

5. Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su Despacho sobre la 

presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continue su tramitación. 

6. Anexos: 

� Nuevo pliego reivindicatorio con 11 reivindicaciones; 

� Formularlo para modificaciones; 

� Recibo por concepto de modificaciones en solicitud pendiente. 

Bogota 

Seæora Jefe, 

EMIUO FERRERO 

T.P.A. No. 31.929 

COLO-13115-841-001-2 

LMA\LMA\ID-133264\WPC13115 

No. M-2008-133264\Lt4. 
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S U P E R I N T E N D E N C I A I 
FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES 

1 SOUCITUD DE: 

0 X corrección de Error Material Iodificaciôn a una solicitud 
Nombre: CELLTECH R&D LIMITED 
Sociedad constituida y existente bajo las leyes del 

2 Q Reino Unido. 

,LICI ,ANTE 
IDENTIFICACION 

Direcclón: 208 Bath Road, Slough, 
Berkshire SLI 3WE, C C 0 NIT 0 Reino Unido 

0 0 C.E. Otro 
Domicillo: Slough, 

Berkshire, Nmero:  
Reino Unido 

TelØfono: 546 09 70 Fax: 2494070 
E-mail: clientes'camyp.com 

------s.---.. IDENTIFICACION 
Nombre: Emilio FERRERO 

Direcclôn: Carrera  48 No. 72-35 C.C. II NIT 0 
REPRESENTANTE TelØfono: 34736 11 Fax: 2179211 G.E. 0 Otro 0 
0 APODERADO E-mail: cavelier@cavelier.com 

NUmero: 438.019 TP 31.929 

(D NOmero de expediente: 02.008.005 

E) Descrlpción de la correcclón o modiflcaciôn soll!  
Presento junto con este formulario un nuevo capitulo reiii dicatorio compuesto por 11 reivindica-

40 
ciones con elfin de superar las objeciones hechas por St Despacho a la presente solicitud de 

Patente, 
y 

pido respetuosameflte que sean tenidas en c4nta al momento de realizar el estudio de 

patentabilidad. I 

Comprobante de pago NO. 08-66.038 Fech: 19 de aaosto de 2008 1. U 

Anexos 
" IEI Comprobante de pago de la tasa por $103.000, por concepto de modificaciones. 

0 Poderes, si fuere el caso 

0 Documento que acredita la existencia 
y 

representación legal de las panes, cuando sean 
personas juridicas. 

8 NOMBRE: EMILIO FERRERO FIRMk  

c.cJ43e.oig de Usaquen T.P.A. 31.929 
C 

LMA 
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REIVINDICACI6NES 

1. Una molØcula de anticuerpo que tiene especificidad para 

TNFa humano, que tiene una cadena ligera y una cadena pesada 
5 en donde la cadena ligera comprende la region variable de 

cadena ligera hTNF40-gLl (SEQ ID NO: 8) con: 

CDRI-Il: residuos de pØptido 24-34 de la SEQ ID No 8 y SEQ ID 
No 113 

10 CDRH2: residuos de pØptido 50-56 de la SEQ ID No 8 y SEQ ID 
No 113 
CDRH3: residuos de pØptido 89-97 de la SEQ ID No 8 y SEQ ID 
No 113 

15 y la cadena pesada comprende la regiOn variable de cadena 
pesada gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO: 11) con: 

CDRH1: residuos de pØptido 31-35 de la SEQ ID No 11 y SEQ ID 
No 115 

20 CDRH2: residuos de pØptido 50-66 de la SEQ ID No 11 y SEQ ID 
No 115 
CDRH3: residuos de pØptido 99-107 de la SEQ ID No 11 y SEQ ID 
No 115 

25 2. Una molØcula de anticuerpo que tiene especificidad para 

TNFa humano de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene una 
cadena ligera que consiste en la secuencia dada en la SEQ ID 
NO: 113 y una cadena pesada que consiste en la secuencia dada 
en la SEQ ID NO: 115. 

30 
3. Un compuesto que comprende una molØcula de anticuerpo que 

tiene especificidad para el TNFa humano de acuerdo con la 
reivindicaciOn 2, que tiene una cadena ligera que consiste en 
la secuencia dada en la SEQ ID NO:113 y una cadena pesada que 

35 consiste en la secuencia dada en la SEQ ID NO:115, que tiene 
unido a uno de los residuos de cisteina en el extremo C -
terminal de la cadena pesada un grupo derivado del lisil-
maleimida en donde cada uno de los dos grupos amino del 
residuo lisil esta covalentemente ligado a este un residuo 

40 metoxipoli(etilenoglicol) con un peso molecular de 20,000 Da, 
de forma tal que el peso molecular total promedio de los 
residuos de metoxipoli(etilenoglicol) es de 40,000 Da. 

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciOn 3, en donde 
45 el grupo derivado de lisil-maleimida es (l-[((2-(3-(2,5-

dioxo-1-pirrolidinil) -1-’oxopropil] amino) etil] amino) - 
carbonil) 1-5-pentanediil]bis(iminocarbonil). 

5. Un compuesto que comprende la molØcula de anticuerpo de la 
50 reivindicaciOn 2 que tiene la formula: 



C130(CH2CH20)CO1 

CH30((,-H2CN20)C0NH 

en donde n es 420. 

5 6. Una secuencia de ADN que codifica la cadena pesada yb 
ligera de la molØcula de anticuerpo de cualquiera de las 
reivindicaciones 1 y 2. 

7. Un vector de cionación o expresión que contiene la 
10 secuencia ADN de la reivindicación 6. 

8. Un vector de expresión de E. Coil de la reivindicación 7 
que es pTTO(CDP870). 

15 9. Una cØlula huØsped transformada con el vector de la 
reivindicación 7 o de la reivindicación 8. 

10. Un proceso para la producción de la molØcula de 
anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, 

20 que comprende cultivar la cØlula huØsped de la reivindicación 
9 y aislar la molØcula de anticuerpo. 

11. Una composición terapØutica o diagnóstica que comprendel\ 
la molØcula de anticuerpo de la reivindicación 1 o 2, o el 

25 compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en 
asociación con un portador farmacØuticamente aceptable. 

LMA\LMA\ID-133227\WPC13115 
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INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) 

(51) International Patent Classification 5 :I (11) International Publication Number: WO 92/113831   

I C12P21/08,C07K15/28 I Al I  
I C12N 15/13,15/62, A6IK 39/395 International Publication Dale: 9 July 1992 (09-07-92)  

(21) International Application Number: PCT/GB9I/02300 (74) Agent: MERCER, Christopher, Paul; Carpmaels & Rans. 
ford, 43 Bloomsbury Square, London WC1A 2RA (GB). 

(22) International Filing Date: 20 December 1991 (20.12.91) 

(30) Priority data: 
PCT/GB90/02017 21 December 1990 (21.12.90) WO 
(34) Countries for which the regional 

or international application 
was filed: GB et al. 

9109645.3 3 May 1991 (03.05.91) GB 

(71) Applicant (for all designated States except US): CELLTECH 
LIMITED [GB/GEl; 216 Bath Road, Slough, Berkshire 
SLI 4EN (GB). 

(72) Inventors; and 
(75) Inventors/Applicants (for US only) : ADA JR. John, Robert 

(GB/GBJ; 23 George Road, Stokenchurch, High Wy-
combe, Bucks HPI4 3RN (GB). ATHWAL, Diljeet, 
Singh 1GB/GB); Flat 35, Knoilys House, Tavistock 
Square, London WC 1 7CHX (GB). EMTAGE, John, 
Spencer 1GB/GB); 49 Temple Mill Island, Temple, Mar-
low, Bucks SL7 ISQ (GB). BODMER, Mark, William 
[GB/GB); Rose Cottage, 5 Manor Road, South Hinksey, 
Oxford OXI SAS (GB). 

(81) Designated States: AT, AT (European patent), AU, BB, BE 
(European patent), BF (OAPI patent), BO, BJ (OAPI 
patent), BR, CA, CF (GAP! patent), CO (OAPI patent), 
CH, CH (European patent), CI (OAPI patent), CM 
(OAPI patent), CS, DE, DE (European patent), DK, 
DK (European patent), ES, ES (European patent), Fl, 
FR (European patent), GA (OAPI patent), GB, GB (Eu-
ropean patent), ON (OAPI patent), OR (European pa-
tent), HU, IT (European patent), JP, KP, KR, LK, LU, 
LU (European patent), MC (European patent), MG, ML 
(OAPI patent), MN, MR (OAPIpatent), MW, NL, NL 
(European patent), NO, PL, RO, SD, SE, SE (European 
patent), SN (OAPI patent), SU,TD (OAPI patent), TO 
(OAPI patent), US. 

Published 
With international search report. 

(54) fltIe: RECOMBINANT ANTIBODIES SPECIFIC FOR TNFa 

(57) Abstract 

Recombinant, in particular humanised, e.g. humanised chimeric and CDR-grafted humanised, antibody molecules having 
specificity for human TNFa, are provided for use in diagnosis and therapy. In particular the antibody molecules have antigen 
binding sites derived from murine monoclonal antibodies CB0006, CBOOIO, hTNF3 or 101.4. Preferred CDR-grafted humanised 
anti-hTNFa antibodies comprise variable region domains comprising human acceptor framework and donor antigen binding re-
gions and wherein the frameworks comprise donor residues at specific positions. The antibody molecules may be used for therap-
eutic treatment of human patients suffering from or at risk of disorders associated with undesirably high levels of TNF, in parti-
cular for treatment of immunoregulatory and inflammatory disorders or of septic, endotoxic or cardiovascular shock. 

+ See back of page 
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RECOMBINANT ANTIBODIES SPECIFIC FOR TNF-O( 

Field of the Invention 

This invention relates to recombinant, in particular 

humanised, antibody molecules having specificity for 

antigenic determinants of tumour necrosis factor alpha 

(TNFa), to processes for their production using 

recombinant DNA technology, and to their therapeutic uses. 

For the purposes of the present description the term 

"recombinant antibody molecule" is used to describe an 

antibody molecule produced by any process involving the 

use of recombinant DNA technology, including any analogues 

of natural iunoglobulins or their fragments. 

Also for the purposes of the present description the term 

"humanised antibody molecule" is used to describe a 

molecule having an antigen binding site derived from an 

inuunoglobulin from a non-human species, and remaining 

immunoglobulin derived parts of the molecule being derived 

from a human iunoglobulin. Thus humanised antibody 

molecules include humanised chimeric antibody molecules 

comprising complete non-human heavy and/or light chain 
IS variable region domains linked to human constant region 

domains. Humanised antibody molecules also comprise 

CDR-grafted humanised antibody molecules comprising one or 

more CDRs from a non-human antibody grafted into a heavy 

and/or light chain human variable region framework. 

The antigen binding specificity of antibodies is 

determined by their complementarily determining regions 

(CDRS) which are relatively short peptide sequences 

carried on the framework regions of the variable 

domains. There are 3CDRs, CDRl, CDR and CDR3 

–the_heavy and j.iht chaiIrTariale dbmais.’ 
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The abbreviation "NAb" is used to indicate a monoclonal. 

antibody. In the present description reference is made 

to a number of publications by number, and these 

publications are listed in numerical order at the end of 

the description. 

Background of the Invention 

Natural immunoglobulins have been known for many years, as 

have the various fragments thereof, such as the Fab,, Fv, 

(Pab’ ) 2 and Pc fragments, which can be derived by 

enzymatic cleavage. Natural immunoglobulins comprise a 

generally Y-shaped molecule having an antigen-binding site 

towards the end of each upper arm. The remainder of the 

structure, and particularly the stem of the Y, mediates 

the effector functions associated with immunoglobulins. 

Natural immunoglobulins have been used in assay, diagnosis 

and, to a more limited extent, therapy. However, such 

uses, especially in therapy, were hindered until recently 

by the polyclonal nature of natural immunoglobulins. A 

significant step towards the realisation of the potential 

of immunoglobulins as therapeutic agents was the discovery 

of procedures for the reproducible production of 

monoclonal antibodies (MAbs) of defined specificity (1). 

However, most MAbs are produced by hybridomas which are 

fusions of rodent spleen cells with rodent myeloma 

cells. They are therefore essentially rodent proteins. 

There are very few reports of the production of human MAbs. 

Since most available MAbs are of rodent origin, they are 

naturally antigenic in humane and thus can give rise to an 

undesirable immune response termed the HANk (Human 

Anti-Mouse Antibody) response if the MAb is administered 

to a human. Therefore, the use of rodent MAbs as 

therapeutic agents in humans is inherently limited by the 

I 



WO 92/11383 

-3-

PCl/GB9I /02300 

fact that the human subject will mount an immunological 

response to the MAb and will either remove it entirely or 

at least reduce its effectiveness. In practice, MAbs of 

rodent origin may not be used in patients for more than 

one or a few treatments as a MAMA response soon develops 

rendering the MAb ineffective as well as giving rise to 

undesirable reactions. For instance, OKT3 a mouse 

IgG2a/k MAb which recognises an antigen in the T-cell 

receptor-CD3 complex has been approved for use in many 

countries throughout the world as an immunosuppres cant in 

the treatment of acute allograft rejection (Chatenoud et 

a). (2) and Jeffers et a). (3)3. However, in view of the 

() rodent nature of this and other such MAbs, a significant 

MAMA response which may include a major anti-idiotype 

component, may build up on use. Clearly, it would be 

highly desirable to diminish or abolish this undesirable 

MAMA response and thus enlarge the areas of use of such 

antibodies. 

Proposals have therefore been made to render non-human 

MAbs lees antigenic in humans. Such techniques can be 

generically termed "humanisation" techniques. These 

techniques typically involve the use of recombinant DNA 

technology to manipulate DNA sequences encoding the 

polypeptide chains of the antibody molecule. 

Early methods for humanising MAbs involved production of 

chimeric antibodies in which an antigen binding site 

comprising the complete variable domains of one antibody 

is linked to constant domains derived from another 

antibody. Methods for carrying out such chimerisation 

procedures are described in EP0120694 (Cel].tech Limited), 

EP0125023 (Genentech Inc. and City of Hope), EP-A-0 171496 

(Res. Dcv. Corp. Japan), EP-A-0 173 494 (Stanford 

University), and WO 86/01533 (Celltech Limited). These 

prior patent applications generally disclose processes for 
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SHIIVTy of the Invention 

Accordingly the present invention provides recombinant 

antibody molecules which have specificity for human TNFa. 

The recombinant antibody molecules of the invention are 

preferably TNF neutralising, i.e. are capable of reducing 

or inhibiting a biological activity of human TNFa as 

measured by an in vitro or in vivo test. 

Preferably the invention provides recombinant antibody 

molecules having antigen binding sites derived from the 

murine MAbs CB0006. CB0010, hTNF3 or 101.4, especially 

() 
from the murine MAbs CB0010 or 101.4. 

Preferably the recombinant antibody molecules of the 

invention afhi ölióules inc17udii bofh’r 
-. 4.a 

pWiFic humanised. anttbodYl[molecules and.CDR-graftedf�

humanisedantibodyTmolecuià  .-’ 

For the purposes of the present description a "chimeric 

humanised antibody molecule" comprises complete non-human 

(e.g. murine MAb) variable domains linked to human 

constant domains, and a "CDR-grafted humanised antibody 

molecule" comprises an antibody heavy and/or light chain 

containing one or more CDRs from a non-human antibody 

(e.g. a murine NAb) grafted into a human heavy and/or 

light chain variable region framework. 

The CDR-grafted humanised anti-TNFa antibody products of 

this invention include anti-human TNF& antibody heavy and 

light chain and molecule products as defined in the first, 
* second, third and fourth aspects of the invention 

described in W091/09967. 

DO I 
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Detailed Description of the Invention 

Thus in first preferred embodiments, the invention 

pf5VidØs abR-gtaftidJ&umath.sed anf{-hTNF Thodyiiºa 

chain having a variable regin...domain comprisin human J 
�tb Famork anddonorantigen binding reions, 

,hereintE’eframew’orJmpries donor residues at at lda 

one of positions 6, 23 and?! 24, Wand/or 49, 71 and/or)’ 

7, 75 and/or 76-and/or .78 and 88 and/or 91./ - 

Preferably in these first preferred embodiments, the heavy 

chain framework comprises donor residues at positions 23, 

24, 49, 71, 73 and 78 or at positions 23, 24 and 49. The 
() residues at positions 71, 73 and 78 of the heavy chain 

framework are preferably either all acceptor or all donor 

- residues. 

Especially in these first preferred embodiments the heavy 

chain framework additionally comprises donor residues at 

one, some or all of positions 61 37, 48 and 94. Also it 

is particularly preferred that residues at positions of 

the heavy chain framework which are commonly conserved 

across species, i.e. positions 21 4, 25, 36, 39, 47, 93, 

103, 104, 106 and 107, if not conserved between donor and 

acceptor, additionally comprise donor residues. Most 

preferably the heavy chain framework additionally 

(Th comprises donor residues at positions 2, 41 61 25, 36, 37, 

39, 47, 48, 93, 94, 103, 104, 106 and 107. 

In addition the heavy chain framework optionally comprises 

donor residues at one, some or all of positions: 

1 and 3, 
72 and 76, 

69 (if 48 is different between donor and acceptor), 

38 and 46 (if 48 is the donor residue), 

80 and 20 (if 69 is the donor residue), 

67, 

11 
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82 and 18 (if 67 is the donor residue), 

91, 

88, and 

any one or more of 9, 11, 41, 87, 108, 110 and 112. 

In the present description, typically the donor antibody 

is a non-human anti-hTNFa antibody, such as a rodent NAb, 

and the acceptor antibody is a human antibody. 

In the CDR-grafted humanised anti-hTNFa antibodies of the 

present invention, the donor antigen binding region 

typically comprises at least one CDR from the donor 

antibody. Usually the donor antigen binding region 

comprises at least two and preferably all three CDRs of 

,j each of the heavy chain and/or light chain variable 

regions. The CDRs may comprise the Kabat CDRs, the, 

structural loop CDRs or a composite of the Kabat and 

structural loop CDRs and any combination of any of these. 

Preferably, the antigen binding regions of the CDR-grafted 

heavy chain variable domain comprise CDRs corresponding to 

the?_Kabat  5.0-65). and CDR3_(Eesid r 
95-102) and a composite of the Kabat and striªtüral loop 

CDRs atCDR1 (residues. 26-35). These preferred CDR 

d’iigritins are prefrably used for the CDR-grafted heavy 

chains of the first preferred embodiments, i.e. residues 

26-30 are included within CDR1. 
Nk-

The residue designations given above and elsewhere in the 

present application are numbered according to the Kabat 

numbering [refs. (7) and (8)). Thus the residue 

� designations do not always correspond directly with the 

linear numbering of the amino acid residues. The actual 

� linear amino acid sequence may contain fewer or additional 

amino acids than in the strict Kabat numbering 

corresponding to a shortening of, or insertion into, a 
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structural component, whether framework or CDR, of the 

basic variable domain structure. For example, the heavy 

chain variable region of the anti-Tac antibody described 

by Queen et al (9) contains a single amino acid insert 

(residue 52a) after residue 52 of CDR2 and a three amino 

acid insert (residues 82a, 82b and 82c) after framework 

residue 82, in the Kabat numbering. The correct Kabat 

numbering of residues may be determined for a given 

antibody by alignment at regions of homology of the 

sequence of the antibody with a "standard" Kabat numbered 

sequence. 

It will be appreciated that when the CDR-grafted humanised 

antibody molecule embodiments of the invention, as 

- described above and elsewhere in the present description, 

are applied to a particular donor/acceptor antibody pair, 

in some cases the donor and acceptor amino acid residues 

may be identical at a particular position identified for 

change to the donor residue, and thus no change or 

acceptor framework residue is required. 

The invention also provides in second preferred 

embodiments a CDR-grafted humanised anti-hTNPa antibody 

light chain having a variable region domain comprising 
hmn’i acceptor framework and donor antigen binding regions 

(Th wherein the framework comprises donor residues at at least 

one of positions 1 and/or 3 and 46 and/or 47. 

) 

Preferably the CDR grafted light chain of the second 

preferred embodiment comprises donor residues at positions 
46 and/or 47. 

41 

The invention also provides in third preferred embodiments 
a CDR-grafted humanised anti-hTNFcr antibody light chain 
having a variable region domain comprising human acceptor 
framework and donor antigen binding regions wherein the 



WO 92/11383 
PCl/GB91/02300 

- 13 - 

framework comprises donor residues at at least one of 

positions 46, 48, 58 and 71. 

In the third preferred embodiments, the framework 

� preferably comprises donor residues at all of positions 

46, 48, 58 and 71. 

In particularly preferred embodiments of the second and 

third preferred embodiments, the framework additionally 

comprises donor residues at positions 36, 44, 47, 85 and 

87. Similarly positions of the light chain framework 

which are commonly conserved across species, i.e. 

positions 2, 41 61 35, 49, 62, 64-69, 98, 99, 101 and 102, 

if not conserved between donor and human acceptor, 

additionally comprise donor residues. Most preferably 

the light chain framework additionally comprises donor 

residues at positions 2, 41 61 35, 36, 38, 44, 47, 49, 62, 

64-69, 85, 87, 98, 99, 101 and 102. 

In addition the framework of the second or third preferred 

embodiments optionally comprises donor residues at one, 

some or all of positions: 

1 and 3, 

63, 

60 (if 60 and 54 are able to form at potential saltbridge), 

(d_ 

70 (if 70 and 24 are able to form a potential saltbridge), 

73 and 21 (if 47 is different between donor and acceptor), 

37 and 45 (if 47 is different between donor and acceptor), 

and 

any one or more of 10, 12, 40, 80, 103 and 105. 

Preferably, the antigen binding regions of the CDR-grafted 

g:nIvariable domain, including those of the second 

and third preferred embodiments described above, comprise 
CDRs corresponding to the Kabat CDRs at CDR1 (residue 

__2__ 
-. ).,CDR2 (residues 5_0_- 56) and CDR 3 (residues_ -9 --7)’-.. r.____  
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The REI light chain human framework has residues which are 

anomalous for human antibodies at positions 39 (threonine, 

T), 104 (leucine, L), 105 (glutamine, Q), and 107 

(threonine, T). Thus when REX is used as the light chain 

framework, human consensus residues are used at positions 

39 (lysine, K), 104 (valine, V)1 105 (glutamic acid, B) and 

107 (lysine, K). Fortuitously the marine 101.4 residues 

are the same as the human consensus residues at positions 

39 (K), 105 (E) and 107 (K). However, the human 

consensus 

residue at position 104 (V) differs from the 

leucine (L) REX and marine 101.4 residues at this position. 

Especially also the invention includes CDR grafted 

humanised antibody molecules comprising at least one 

CDR-grafted humanised heavy chain according to the third 

particularly preferred embodiment and at least one 

CDR-grafted humanised light chain according to the fourth 

particularly preferred embodiment. 

Preferably the Kabat CDRs are used for al 

- - -�_______--_l_ - -__ ---- - 

of the first, second, third_and,..fourth-particularly 
- -- --- - - - 

preferred embodiments described above. 
.------ -=------- - 

The recombinant and humanised antibody molecules and 

chains of the present invention may comprise: a complete 

antibody molecule, having full length heavy and light 

chains; a fragment thereof, such as a Fab, Fab’, F(ab’)2 

or Fv fragment; a light chain or heavy chain monomer or 

diner; or a single chain antibody, e.g. a single chain Fv 

in which heavy and light chain variable regions are joined 

by a peptide linker; or any other recombinant, chimeric 

or CDR-grafted molecule with the same specificity as the 

original donor antibodies. Similarly the heavy and light 

chain variable region may be combined with other antibody 

domains as appropriate. 
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Also the heavy or light chains or recombinant or humanised 

complete antibody molecules of the present invention may 

have attached to them an effector or reporter molecule. 

For instance, it may have a macrocycle, for chelating a 

heavy metal atom, or a toxin, such as ricin, attached to 

it by a covalent bridging structure. Alternatively, the 

procedures of recombinant DNA technology may be used to 

produce an immunoglobulin molecule in which the Pc 

fragment or CH3 domain of a complete inununoglobulin 

molecule has been replaced by, or has attached thereto by 

peptide linkage, a functional non-immunoglobulin protein, 

such as an enzyme or toxin molecule. 

The amino acid sequences of the heavy and light chain 

variable domains of the CB0010, 101.41 CB0006 and hTNF3 

murine MAbs, CDR-grafted variants thereof and human 

acceptor antibodies are given in the accompanying diagrams 

Figures 1, 21 3 and 4 respectively. The recombinant and 

humanised antibody products of the invention may be 

prepared using recombinant DNA techniques, for instance 

substantially as described in W091/09967. 

Any appropriate human acceptor variable region framework 

sequences may be used having regard to class/type of the 

donor antibody from which the antigen binding regions are 

derived. Preferably, the type of human acceptor 

framework used is of the same/similar class/type as the 

donor antibody. Conveniently, the framework may be 

chosen to maximise/ optimise homology with the donor 

antibody sequence particularly at positions close or 

adjacent to the CDRs. However, a high level of homology 
between donor and acceptor sequences is not critical for 
application of the present invention. The present 

invention identifies a hierarchy of framework residue 

positions at which donor residues may be important or 

desirable for obtaining a CDR-grafted antibody product 
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having satisfactory binding properties. The CDR-grafted 

products usually have binding affinities of at least iO 

W1, preferably at least about 108 wi, or especially in 

the range 108_1012 N1. In principle, the present 

invention is applicable to any combination of anti-hTNFa 

donor and human acceptor antibodies irrespective of the 

level of homology between their sequences. Examples of 

human frameworks which may be used are KOL, NEWM, RBI, EU, 

TUR, TEl, LAY and P014 (refs. 7 and 8) and the like; for 

instance KOL and NEWN for the heavy chain and REI for the 

light chain and EU, LAY and P014 for both the heavy chain 

and the light chain. 

n 

Also the constant region domains of the products of the 

invention may be selected having regard to the proposed 

function of the antibody in particular the effector 

functions which may be required. For example, the 

constant region domains may be human IgA, IgE, IgG or 19M 

domains. In particular, IgG human constant region domains 

may be used, especially of the IgGi and IgG3 isotypes, when 

the humanised antibody molecule is intended for therapeutic 

uses, and antibody effector functions are required. 

Alternatively, IgG2 and IgG4 isotypes may be used when the 

humanised antibody molecule is intended for therapeutic 

purposes and antibody effector functions are not required, 

e.g. for simple blocking of TNF activity. 

However, the remainder of the antibody molecules need not 

comprise only protein sequences from immunoglobulins. 

For instance, a gene may be constructed in which a DNA 

sequence encoding part of a human immunoglobulin chain is 
fused to a DNA sequence encoding the amino acid sequence 

of a functional polypeptide such as an effector or 

reporter molecule. 
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In further aspects the invention also includes DNA 

sequences coding for the recombinant and humanised 

antibody, e.g. CDR-grafted, heavy and light chains, 

cloning and expression vectors containing the DNA 

sequences, host cells transformed with the DNA sequences 

and processes for producing the recombinant and humanised, 

e.g. CDR-grafted, chains and antibody molecules comprising 

expressing the DNA sequences in the transformed host cells. 

The general methods by which the vectors may be 

constructed, transfection methods and culture methods are 

well known per Se. Such methods are shown, for instance, 

(_) 
in references 12 and 13. 

The DNA sequences which encode the anti-hTNFa antibody 

molecule amino acid sequences may be obtained by methods 

well known in the art. For example the anti-TN? coding 

sequences may be obtained by genomic cloning, or cDNA 

cloning from suitable anti-hTNF* producing hybridoma cell 

lines. Positive clones may be screened using appropriate 

probes for the heavy and light chain genes in question. 

Also PCR cloning may be used. DNA sequence coding for 

part or all of the antibody heavy and light chains may be 

synthetised as desired from the determined DNA sequence or 

on the basis of the corresponding amino acid sequence. 

1) DNA coding for acceptor, e.g. human acceptor, sequences 

may be obtained in any appropriate way. For example DNA 

sequences coding for preferred human acceptor frameworks 

such as KOL, REI, EU and NEW, are widely available to 

workers in the art, or may be readily synthetised on the 
basis of their known amino acid sequences (see refs. 

7 & 8). 
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The standard techniques of molecular biology may be used 

to prepare DNA sequences coding for the chimeric and 

CDR-grafted humanised antibody products. Desired DNA 

sequences may be synthesised completely or in part using 

oligonucleotide synthesis techniques. Site-directed 

mutagenesis and polymerase chain reaction (PCR) techniques 

may be used as appropriate. For example oligonucleotide 
directed synthesis as described by Jones et a]. (ref. 14) 

may be used. Also oligonucleotide directed mutagenesis 

of a pre-existing variable region as, for example, 
described by Verhoeyen et a]. (ref. 5) or Riechmann et a]. 
(ref. 6) may be used. Also enzymatic filling in of 
gapped oligonucleotides using T4 DNA polymerase as, for 

example, described by Queen et a]. (ref. 9) may be used. 

Any suitable host cell/vector system may be used for 

expression of the DNA sequences coding for the 

recombinant, chimeric and CDR-grafted humanised antibody 
heavy and light chains. Bacterial e.g. B. coli, and 
other microbial systems may be used, in particular for 
expression of antibody fragments such as Fab and F(ab’)2 

fragments, and especially Fv fragments and single chain 
antibody fragments e.g. single chain Fvs. Eucaryotic 
e.g. mammalian host ccll expression systems may be used 
for production of larger CDR-grafted antibody products, 
including complete antibody molecules, and/or if 
glycosylated products are required. Suitable 1nintnlian 
host cells include CEO cells and myeloma or hybridoma cell 
lines. 

Thus, in a further aspect the present invention provides a 
process for producing a recombinant or humanised anti-hTNFa 
antibody product comprising: 

- - 

I 
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(a) producg an..exprqssion-vector. an_operonji.aving a 
- - -- - - - J’r 

DNA-sequence-which encodes-an.. anti-hTNPa antibody --  
ca � 

and/or 

(b) produg_i�n_an expression..vector_an. operon_haying.. 

iquence_whih çes_a 

anuboay ight’_haiiS 
(C) iifecting..,ajost ceii with the  each vector; and 

- - ________ - 

(d) culturing the_transfected cellj,.ne_to_produce kthe... 
- - _______ % - 

recombinant anti-hTNFc, antibody product. 
-___- ---- -. ----- . 

The recombinant or humanised anti-hTNFa product may 

fl 
comprise only heavy or light chain derived polypeptide, in 

which case only a heavy chain or light chain polypeptide 

coding sequence is used to transfect the host cells. 
S 

For production of products comprising both heavy and light 

chains, the cell line may be trarisfected with two vectors, 

a first vector containing an operon encoding a light 

chain-derived polypeptide and a second vector containing 

an operon encoding a heavy chain-derived polypeptide. 

Preferably, the vectors are identical, except in so far as 

the coding sequences and selectable markers are concerned, 

so as to ensure as far as possible that each polypeptide 

chain is equally expressed. Alternatively, a single 

vector may be used, the vector including the sequences 

encoding both light chain- and heavy chain-derived 

polypeptides. 

The DNA in the coding sequences for the light and heavy 

chains may comprise cDNA or genoniic DNA or both. 

The invention also includes therapeutic and diagnostic 

compositions comprising the recombinant and humanised 

antibody products of the invention and the uses of these 

products and the compositions in therapy and diagnosis. 
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Thus in a further aspect the invention provides a 

therapeutic or diagnostic composition comprising a 

recombinant or humanised antibody according to the 

invention in combination with a pharmaceutically 

acceptable excipient, diluent or carrier. 

The invention also provides a process for the preparation 

of a therapeutic or diagnostic composition comprising 

admixing a recombinant or humanised antibody according to 

the invention together with a pharmaceutically acceptable 

excipient, diluent or carrier. 

() The recombinant or humanised antibody may be the sole 

active ingredient in the therapeutic or diagnostic 

composition or may be accompanied by one or more other 

active ingredients including other antibody ingredients, 

e.g. anti-T cell, anti-My or anti-LPS antibodies, or 

non-antibody ingredients such as xanthines � The 

therapeutic and diagnostic compositions may be in unit 

dosage form, in which case each unit dose comprises an 

effective amount of the recombinant or humanised antibody 

of the invention. 

Furthermore, the invention also provides methods of 

therapy and diagnosis comprising administering an 

effective amount of a recombinant or humanised antibody 

-’ according to the invention to a human or animal subject. 

The antibodies and compositions may be utilised in any 

therapy where it is desired to reduce the level of TNF 

present in the human or animal body. The TN? may be in 
circulation in the body or present in an undesirably high 

level localised at a particular site in the body. 
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For example, elevated levels of TN! are implicated in 

immunoregulatory and inflammatory disorders and in septic, 

or endotoxic, and cardiovascular shock. The antibody or 

composition may be utilised in therapy of conditions which 

include sepsis, septic or endotoxic shock, cachexia, adult 

respiratory distress syndrome, AIDS, allergies, psoriasis, 

T.B., inflammatory bone disorders, blood coagulation 

disorders, burns, rejection episodes following organ or 

tissue transplant and autoimlnune disease e.g. organ 

specific disease such as thyroiditis or non-specific organ 

diseases such as rheumatoid and osteo-arthritis. 

Additionally, the antibody or composition may be used to 

ameliorate Bide effects associated with TN? generation 

during neoplastic therapy and also to eliminate or 

ameliorate shock related symptoms associated with the 

treatment or prevention of graft rejection by use of an 

antilymphocyte antibody, or may be used for treating 

multi-organ failure (NO!). 

The recombinant and humanised antibodies and compositions 

of the invention are preferably for treatment of sepsis or 

septic/endotoxic shock. 

The antibodies and compositions may be for administration 

in any appropriate form and amount according to the 

therapy in which they are employed. This may be for 

prophylactic use, for example where circumstances are such 

that an elevation in the level of TNF might be expected or 

alternatively, they may be for use in reducing the level 

of TN? after it has reached an undesirably high level or 

as the level is rising. 

The therapeutic or diagnostic composition may take any 

suitable form for administration, and, preferably is in a 

form suitable for parenteral administration e.g. by 
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2. Objeto de la invención 

� Titulo de la solicitud (Folio 1): "MolØculas de anticuerpo que tienen 
especificidad por el factor de necrosis tumoral alfahumano y uso de las 
mismas". 

� El objeto de la presente solicitud consiste en la producción de un anticuerpo 
con afinidad y especificidad por el factor de necrosis tumoral humano. 

� El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de producir 
eficazmente un anticuerpo para tratar enfermedades inflamatorias crOnicas 
y que presente alta afinidad por el factor de necrosis tumoral TNF humano 

El objeto de la solicitud se clasificô en  la IPC como: Cl2N 05/013 

3. Determinación del Estado de la TØcnica 

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la TØcnica 
es: 

Fecha de presentación de la  solicitud prioritaria: 06/06/2001 

Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizô  la bUsqueda en el estado de la 
tØcnica de documentos relacionados con la solicitud encontrÆndose los 
siguientes documentos mÆs relevantes con fecha de publicaciôn anterior a  la 
de la solicitud. 

- 

NO Documento Titulo Fechade 
publicación 

Dl W09825971 Monovalent antibody fragments 18/07/1998 

D2 W092011383 Recombinant antibodies specific 09/07/1999 for TNFa  

4. Respuesta a los Argumentos del Solicitante 

� El solicitante argumenta que "las secuencias de pØptido del anticuerpo de 
murino completo referido como hTNF 40 no se describe en DI y la 
secuencia de Øste anticuerpo es por lo tanto novedosa en la fecha de la 
prioridad de la presente solicitud". 

A este respecto, este Despacho considera que Østa es la razOn por la que no se 
objeta la novedad de la presente solicitud sino el Nivel Inventivo. Asi no se haya 
determinado la secuencia especifica de un gen o una proteina codificada por dicha 
secuencia, Øste sirve para caracterizar tØcnicamente un producto 0 un resultado 
de un proceso biotecnolOgico como el que se reivindica en la solicitud, pero el 
hecho que no se conozca exactamente su secuencia no es un criteria de novedad 
o nivel inventivo ya que es muy conocido en el Estado de la TØcnica. 

Una molØcula de anticuerpo pUede ser novedosa si las regiones variables que 
reconocen el antigeno son diferentes, pero cuando se es conocido el antigeno, y 
el anticuerpo que lo reconoce, un tØcnico medio versado en la materia puede 
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determinar la secuencia de dicho anticuerpo y reemplazar los residuos de 
aminoÆcidos variables con aminoÆcidos homolologos sin que esto implique altura 
inventiva. 

� El solicitante argumenta que "Aunque el tØrmino hTNF40 se puede 
encontrar en la tØcnica anterior, no hay descripciOn de lo que es 
exactamente el hTNF40, diferente de un anticuerpo construido con 
ingenieria que reconoce el TNFa humano. El nombre hTNF40 puede haber 
estado disponible al püblico, pero el anticuerpo y por lo tanto las secuencias 
de anticuerpo especificas no 10 estuvieron" 

Se reitera que aunque las secuencias especIficas del anticuerpo de murino y el 
que reconoce el anticuerpo humano TNFQ no se hubieran determinado, no implica 
altura inventiva en la medida en que se conoce la molØcula por la que tiene 
especificidad ese anticuerpo que es el factor de necrosis tumoral TNF. Las 
tØcnicas de secuenciaciOn y anÆlisis de nucleótidos son conocidas desde hace 
mÆs de 50 aæos asi como las tØcnicas de humanización de anticuerpos, que en el 
caso del anticuerpo de murino eran conocidas en el Estado de la TØcnica para la 

/ fecha de presentaciôn de la prioridad como se evidencia en el documento D2. Por 
lo tanto, conociendo la molØcula por la que tiene afinidad el anticuerpo, la 
determinación de su secuencia es un paso rutinario en biologla molecular, y su 
ingenieria en la producciOn de un anticuerpo humanizado tambiØn lo es. 

Asi mismo, cuando se habla de secuencias de genes se sabe que las variaciones 
de regiones o simples pares de bases, son comunes incluso entre organismos de 
una misma especie, por lo que la secuencia exacta no es un criterio para 
determinar Si una molØcula tiene o no nivel inventivo, ya que es posible que la 
secuencia para la molØcula no sea la misma, incluso entre miembros de una 
misma especie. Por lo tanto, el criterio fundamental, es conocer la molØcula por la 
cual tiene afinidad el anticuerpo, que en este caso, ya era conocida, la cual es 
TNF, y los mecanismos para humanizar dicho anticuerpo. 

� El solicitante solicita que se le tengan en cuenta los datos suministrados en 
el Anexo 4.4 en donde se muestra que la molØcula de anticuerpo 
reivindicada, CDP870, es 2.25 veces mÆs potente en ensayos citotôxicos 
reconocidos en la tØcnica que el hTNF40. 

Sin embargo, de la lectura de la solicitud se entiende que el CDP870 es el 
vector que presenta las secuencias clonadas de anticuerpo anti hTNF40 igual 
que en el documento Dl, pero en los ejemplos no se especifican las 
secuencias que se presentan en la reivindicación I, no se trata del anticuerpo 
como tal, sino del vector que codifica para tal anticuerpo. Por tanto, la 
efectividad se evaluó solo en ese vector y su secuencia, y no las posibles 
variaciones que se incluyen en el capitulo reivindicatorio. AdemÆs, la 
comparaciOn se realiza entre el anticuerpo humanizado y el anticuerpo de 
murino. Por tanto, esta comparacion no puede ser determinante para tenerse 
en cuenta, ya que el anticuerpo humanizado es de esperarse que tenga una 
eficacia mayor a la que se tendrIa si se emplea el anticuerpo de murino. El 
efecto visible no es sorprendente, ya que segün la grafica la soluciôn del 
problema tØcnico es evidente en todas las pruebas, solo que con diferentes 
concentraciones de los anticuerpos evaluados. 
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S. AnÆlisis de patentabilidad (artIculo 14 D486) 

Nivel inventivo (artIculo18 D486) 

� La reivindicaciOn I indica una molØcula de anticuerpo que tienen 
especificidad para TNF a humano, que tienen una cadena ligera y una 
cadena pesada en donde la cadena ligera comprende la region variable de 
cadena ligera hTNF40-gIl y la cadena pesada comprende la regiOn 
variable de cadena pesada gh3hTNF40.4. Se enseæan los 3 CDR de cada 
cadena  

� As! mismo la reivindicaciOn 2 enseæa una molØcula de anticuerpo que tiene 
especificidad para TNFa humano de acuerdo con la reivindicaciOn 1, que 
tiene una cadena ligera que consiste en la secuencia dada en la SEQ ID 
NO: 113 y una cadena pesada que consiste en la secuencia dada en la 
SEQ ID NO: 115. 

El documento del Estado de la TØcnica mÆs prOximo es D2 que ensena de 
( igual forma las 6 CDRs que incluyen la cadena pesada y la cadena ligera de la 

molØcula de anticuerpo que tiene especificidad por el TNFa humano (Ver 
pÆgina 16, 11). Sin embargo, aunque no eran conocidas las secuencias de 
dicha molØcula; las molØculas reclamadas, su efecto, y la forma como se 
pueden determinar estas secuencias eran bien conocidas en el Estado de la 
TØcnica en el momento de la presentaciOn prioritaria de la solicitud. 

La ünica diferencia con D2 es que la solicitud menciona las secuencias , 
especificas de aminoÆcidos de cada CDR, sin embargo, estas secuencias eran - 

las que cualquier tØcnico medianamente versado en el arte hubiera podido 
identificar mediante ingenieria genetica, conociendo las enseæanzas de 02 
donde a su vez se presentan los residuos especificos en los que se ubican las 
secuencias variables de cada cadena. Adicionalmente, sin tener evidencias de 
que la molØcula reivindicada en la solicitud, con los 6 CDRs, tenga un efecto 
inesperado, no se considera que la construcciOn de estas molØculas ofrezca un 
salto cuantitativo al Estado de la TØcnica como ya se ha indicado en los 
conceptos tØcnicos anteriores. La ünica evidencia que se encuentra al 
respecto, es la relacionada con el anticuerpo CDP870 que presenta en la 
cadena pesada la secuencia ID NO 115 y en la cadena ligera la secuencia 
indicada en la SEC ID No 113, las cuales no fueron ademÆs presentadas en el 
documento de prioridad. 

Como ya se habla planteado anteriormente, el anticuerpo murino de hTNF40 
ya se encontraba disponible al momento de la reclamaciOn y todas las tØcnicas 
para su caracterizaciOn, modificaciOn, fragmentaciOn y humanizaciOn eran 
conocidas por un tØcnico medio en la materia. 

El problema tØcnico planteado en esta solicitud que era el de proveer 
eficazmente un anticuerpo para tratar enfermedades inflamatorias crOnicas y 
que presente alta afinidad por el factor de necrosis tumoral TNF humano se 
habia resuelto previamente mediante el mismo tipo de compuestos ya 
conocidos. 

Como ya se ha objetado, Dl tambiØn es relevante en tanto que divulga 
anticuerpos que reconocen el factor de necrosis tumoral TNFa humano y otro 
quimØrico susceptible de pegilaciOn (pagina 13) 



Puesto que tanto Dl como D2 divulgaban previamente anticuerpos de TNFa 
humano, compuestos por una cadena pesada y una cadena ligera, que 
presentan una secuencia estable y una variable en residuos conocidos (132, 
pâgina 11, 4 pÆrrafo), una persona conocedora de la materia motivada por tal 
sugerencia lograrla el anticuerpo COP 870 humanizado como lo propone Dl; 
de manera que para una persona medianamente versada en la materia serla 
obvio combinar estos dos documentos. Por lo cual puede no haber Nivel 
I nventivo. 

6. Conclusion: 

En consecuencia y por todo lo expuesto anteriormente, se recomienda Negar las 
reivindicaciones: 1 a 11 (folios: 482 - 483) 

Bogota, D.C., 
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