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Asunto : Soilcitud de patente para "MØtodo para la producción a 
gran escala de un tPA que se deriva de un ADN 
recombinante, o molØculas de K2S" 

Solicitante : BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH 

Fecha de Solicitud : 7 de Mayo de 2003 

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

identificado, me refiero al Ofido No. 11362 notiflcado por fijación en lista del 14 de 

septiembre de 2007. 

2. Mediante el Oflcio No. 11362 se puso en conocimiento del solicitante el informe que 

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

Atiendo a las observaciones de la manera sigulente: 

2.1. CLARIDAD DE LA SOLICflUD, REIVINDICACIONES DE USO Y ES UNA 

INVENCION 

Para subsanar las objeciones que sobre claridad, por incluir reMndicadones de uso y por 

no ser una invenclOn hizo su Despacho, presento nuevo pliego reivindicatorio con 23 

reivindicaciones en el cual se han hecho cambios que permiten apreciar claramente el 
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objeto reivindicado en la presente solicitud de patente. Las modificaciones al capitulo 

reivindicatorio fueron las siguientes: 

- Las nuevas reivindicaciones 1 a 9 induyen todas las caracterIsticas tØcnicas que 

permiten a una persona versada en el arte lievar a cabo la invención reivindicada. 

A este respeto, respetuosarnente ponemos de presente que dentro del estado del arte se 
encuentra que molØculas K2S fusionadas a OmPA son solo secretadas en cantidades 
bajas en el medio de cultivo cuando se expresan en E. coil. La presente invención supera 
este problema mediante la construccion de un nuevo sistema de expresión recombinante. 
Se encontró sorprendentemente, que el Indice de secreción de tPA o K2S en el medio de 
cultivo se puede incrementar dramÆticamente mediante el uso de la construcción de 
expresión como se define en la reivindicación corregida 10 (anterior reMndicación 14). El 
soporte para este sorprendente haliazgo se encuentra en la descripción. A saber: 

"Expresión y purificación de K2S. La expresión K2S en XM [K2S] se induce por 
IPTG. r-K2S es detectable al utilizar ELISA en el espaclo periplÆsmico y en el sper 
nadante de cultivo. La cantidad de protelna heteróioga en cada preparación se 
determina mediante HjL1SI de emparedado y se relaciona con el tPa estÆndar. Q 
100 ml de cultivo bacteriano en un frasco de agitación con O.D 1600 nm] de 50. la 
fracción  DeriplÆsmica Drodujo 1.38 pg de r-K2S (apro)(madamente 32%) mientras 
aue 2.96 Mg de r-K2S (aDroximadamente 68%) se obtuvo en el sÆper nadante de 
cultivo de amonio DreciDitado. El ELISA de emparedado se utiliza para verificar el 
fago precipitado PEG del VCSM13 infectado XM [K2S]. No se detecta r-K2S 
capturado por anticuerpo 2 anti-"kringle" monoclonal por HRP conjugado anti-M13, 
que indica que el K2S no se presenta en las partIculas de fago si desaparece el 
gp3". 
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Mi, el problema tØcnico que se busca superar en la presente invención se describe de 

forma suficiente en la descripción, de tal manera que la misma puede ser Ilevada a cabo 

por una persona versada en el arte. 

- Las expresiones indefinida tales como "variante" o "fragmento" "por lo menos 90% 

de" han sido eliminadas del pliego reivindicatorio. 

- El alcance de las reivindicaciones se ha limitado a la codiflcación de las secuencias 

especificas para OmpA (SEQ ID No. 3), SEGN (SEQ ID No. 20) y SEGNSD (SEQ ID No. 1). 

- Adicionalmente, las reivindicaciones se han limitado a la codiflcación de las 

molØculas de ADN recombinante especIflcas para las molØculas OmpA-SEGN/SEGNSD-

tPA o OmpA-SEGN/SEGNSD-K2S, de acuerdo con la invención (reivindicaciones 10 a 16) y 

con un mØtodo para producir estas molØculas (reivindicación 1 a 9). 

A este respecto, respetuosamente ponemos de presente que a partir de la descripción es 

claro que cualquiera de las molØculas de ADN reivindicadas es el resultado de un proceso 

de ingenierIa genØtica. MI, con el fin de obtener las molØculas de ADN reMndicadas, las 

secuencias de codiflcación de OmpA y tPA o OmpA y K2S necesitan estar enlazadas en 

estructura mediante una codiflcación de secuencia espaciadora para el polipØptido SEGN o 

SEGNSD. 

De la misma forma, respetuosamente reiteramos que la presente invención proporciona 

un mØtodo nuevo e inventivo para la expresión y secreción extracelular de la molØcula tPA 

0 K2S; y que sorprendentemente se encontró que el Indice de secredón extra celular de 

tPA o K2S se puede incrementar dramØticamente, si (i) un pØptido espaciador codiflcado 

por la secuencia SEQ ID No 20 que codifica el polipØptido que contiene los aminoÆcidos 

SEGN,, o Si (ii) la SEQ ID No 1 que codifica para un polipØptido que contiene los 

aminoÆcidos SEGNSD, se inserta entre Pa secuencia de codifIcación de OmpA y el tPA 0 

K2S. 
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MI, la reMndicación 10 esta caracterizada por OmpA-SEGN o SEGNSD-tPA o K2S. Por 10 

tanto, dicho polipØptido y la codificación de  la molØcula de ADN recombinante son por lo 

tanto novedosas e inventivas sobre aquellas conocidas en la tØcnica. 

- Las reivindicaciones 33 y 34 que reclamaban el uso de los desarrollos presentados 

han sido eliminadas de este pliego reivindicatorio. 

- De la misma forma, las reivindicaciones 23 y 24 que reclamaban las protelnas de 

fusion han sido eliminadas de este pliego reivindicatorio. 

- Las nuevas reivindicaciones 17 a 23, referentes a el vector y a la cØlula anfitriona se 

refieren a las molØcuias de ADN recombinantes especificas que codiflcan las molØcuias 

OmpA-SEGN/SEGNSD-tPA 0 OmpA-SEGN/SEGNSD-K2S de acuerdo con la invención. 

A este respecto, deseamos poner de presente que (I) dichas reMndicaciones inciuyen 

ahora todas las caracteristicas tØcnicas que permiten a una persona experta en la tØcnica 
Ilevar a cabo la invenciOn reivindicada, y que (ii) se conocen en el estado del arte un gran 
ncimero de vectores de expresión y cØlulas anfitrionas E. coil que podrIan ser utilizados 
para lievar a cabo la invenciOn reivindicada, y por lo tanto una limitación adicional a un 
vector especIfico o a una cØiula hospedera podria ignorar el conocimiento general de una 
persona versada en el arte. 

De esta manera, es ciaro que con las anteriores modificaciones del capitulo reMndicatorio 
quedan subsanadas las objeciones que por ciaridad, por incluir reivindicaciones de uso y 
por no ser una invención hizo su Despacho, ya que ahora, dicho pliego reivindica un 
producto no existente en la naturaleza, permite determinar el alcance de la protección 
reivindicada y compararla frente al estado del arte, de acuerdo con las disposiciones de los 
art(culos 14, 15 b) y 30 de la Decision 486. 
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y 

Comercio 
S U P E R I N T E N D E N C I A 

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES 

I SOLICITUD DE: 

O Corrección de Error Material 19 Modificación a una solicitud 
Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM 

INTERNATIONAL GMBH 
2 Sociedad constituida 

y existente bajo las leyes de IDENTIFICACION 
SOLICITANTE em 

Direcclón: 55216 Ingelheim, C.C. 0 NIT 0 
Alemania 

C.E. 0 Otro 0 
Domicilio Ingeiheim 

Alemania Numero:  

TelØfono: 546 09 70 Fax: 2494070 
E-mail: cIientescaveIier.com 

Nombre: Emilio FERRERO 
IDENTIFICACION 

Dirección: Carrera 48 No. 72-35 C.C. NIT 0 
REPRESENTANTE TelØfono: 34736 11 Fax: 2179211 C.E.0 Otro 0 0 APODERADO 

E-mail: cavelier@caveIier.com 
NUmero: 438.019 TP 31.929 

NUmero de expediente: 03.038.171 

() Descripción de la corrección o modificaciôn 
Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 23 reivindicaciones, con el fin de superar 

las objeciones hechas por Su Despacho a la presente solicitud de patente 
y 

pido que el examen 

de patentabilidad sea realizado sobre este nuevo capituto reivindicatoriQ. 

(’ Comprobante de pago No 07-98,213 Fecha 3 de diciembre de 2007 

Anexos 
.’ II Comprobante de pago de la tasa por $99.000.00 por concepto de modificaciones. 
0 Poderes, si fuere el caso 

0 Documento que acredita la existencia 
y representacion legal de las partes, cuando sean 

personas jurIdicas. 

0 NOMBRE: EMILIO FERRERO FIRMA:  

C.C. 438.019 de Usaquen T.P.A. 31.929 

NNJ 
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Reivindicaciones 

1. MØtodo para la producciOn de activador de plasminógeno de tejido (tPA) 

denvado de ADN recombinante o una molØcula de proteasa serina kringle 2 

(K2S) en cØlulas procariOticas, en donde dicha molØcula tPA o K2S se 

secreta extra celularmente como una protemna plegada activa y correcta, 

caracterizado porque la cØlula procarlOtica contiene y expresa un vector que 

comprende ADN, que codifica: 

a) Para dicha molØcula tPA o K2S, 

b) En donde dicha molØcula tPA o K2S de a) Ilgado de forma operable 

hacia 5’ a la molØcula de Æcido nucleico definido por la secuencia 

TCTGAGGGAAACAGTOAC (SEQ LD NO: 1). 

c) En donde dicha molØcula de Æcido nucleico de b) se liga de forma 

operable hacia 5’ ligada a la codificaciOn de ADN para el OmpA de 

pØptido seæal que tiene la SEQ ID No. 3. 

2. MØtodo de acuerdo con la reivindicaciOn 1, caracterizado en que la cØiuia 

procariOtica es E. coil. 

MØtodo de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, caracterizado en que las 

siguientes etapas se Ilevan a cabo: 

a) El ADN que codifica las molØculas :k- 2SJe amplifica por PCR; 

b) El producto PCR se purifica; 

c) Dicho producto PCR se inserta en un vector que comprende la 

codlflcaciOn de ADN para el pØptido seæal OmpA hacia 5’ de la 

molØcula de Æcido nucleico definida pör  la secuencia 

TCTGAGGGAAACAGTGAC (SEQ ID No. 1) y la codiflcaciOn de ADN 

para el gpIII en tal una forma que dicho producto PCR se liga de 

forma operable hacia 5’ a la codificación de ADN para la secuencia 

de seæal OmpA y se liga hacia 3’ a la codificación de ADN para el 

gpIIl de dicho vector; 

d) Que un codOn de parada se inserta entre dicha molØcula de tPA o 

K2S ygpIll; 

e) Dicho vector se expresa por la cØlula procariótica; 
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f) La molØcula tPA o K2S se purifica a partir del sUper nadante de 

cultivo. 

4. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones I a 3, 

caracterizado en que el vector es un vector fagØmido que comprende 

la codificación de ADN para el pØptido seæal OmpA y la codificaciOn 

de ADN para gpIIl. 

5. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones I a 4, 

caractenzado par que el vector es el fagemido pComb3HSS. 

6. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones I a 5, 

caracterizado porque la secuencia de ADN de OmpA se liga hacia el 

5’ para el K2S comprende la siguiente sØcuencia: 

ccuaccrcroAaGaAAAcAGTaAcrGcTAc1Tr000AM000TcAoccrAcccTGacAc 

GCACAGCCTCACcGAGTCGGGTGCcTcCTGCcTCCcOTCGAATrcCATGATCCTQATAGG 
CAAGGTTACACAGCACAOAACccCAOTGCcCAQGCAcTGGGccrGOGCAAACAThA1T 
ACOCCGOAATCCIGAT000GATGCCAAGCCcTCGTGcCAcGTGcTOAAGAACCGCAGG 
CTGACGTGGGAGTAcGTGATGTOcCCrXTGcTCCACC1OCGGccrGAOACAQTACAQC 
CAQCcTCAG1TrCGCATCAAAGGAGGGcTC’ITCOcCGACATCGCcTCCCAcCCCTGGCAG 
GCFQCCATCrflGCCAAGCACAGGAGoTcGCCcGGAoAacrrccccxJGcJcAT 
ACATCAtcTGCTGGA1TCrcTcrGcOGccCACrGc1TCcAGoAGAoorrrcCcccc 
CACCACCTQAc3OTGATCTGQGCAGAACATAcCGGGTGGTCCcTGoaJA13QAGGAGcA 
QAAA1TtGAAGTCGAAAAATACATFOTcCATAAGGAA1TCOATGATGACAcT1ACJAcA 
ATGACATIGCGcTOcTGcAGcTGAAATCGGATTCGrCcCOcTGTGCCCAGGAGAGcM3CG 

TaGTcCGCAcToTOrGCcrrcccccaccaoAccTocAccTGccaAAGo 

AG=CATOTCAGACTOTACCCATCCAGCCOMCACATCACAACATTTACrTAACAGAA 
CAGTcACCOACAAcATGcTGTGTGCTGOAGAcACGGAGcGGCQGGccCC1%JC 
TrGCACGACGccTGCCAGGOcOATIcGGGAGGcCccCtGGTGTGTCTGAACGATOOcCGC 
ATGACTGOTGOQCATcATCACcGGGGOG6GCrGTGGACAGOGATOTCcCQCJJI’ 
OTGTACACAAGGrnCCMAcCrAGACGGA1TCG1OACATGA (SEQ ID 
NO;2) 

7. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones I a 6, caracterizado 

porque el ADN de la molØcula tPA a K2S estª precedida par un promotor 

lac y/o un sitlo de uniOn nbosómico. 
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8. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones I a 7, caractenzado 

porque la codificaciOn de ADN para las molØculas tPA o K2S seleccionados 

del grupo de codificaciOn de molØculas de ADN para los aminoÆcidos 87-

527, 174-527, 180-527, o 220-527 de la protelna activadora de 

plasminOgeno de tejido humano. 

9. MØtodo de acuerdo con una de las reivindicaciones 4 a 8, caractenzado 

porque la secuencia de ADN d omprende Ia siguiente secuencia 

p’ c 

CCrACCarGGCACOCACAO 

TTACACAGCACACAACCCCAOTOCCCAGGCACrWGCCMaGCAMCATAATTACrGCC 
CrOAAOAACCOCAGOCrGACC

TUGGAGTAcTGTGATGTGccTCcTGCFCCACCcTGAOACAGrACAGAGC 
CAGTTTCGCATCAAAGOAca4cTc1TcOCcGACA1GCcCcCAY-,r,OGGGGCC 
ATC1TGCCAAOCAcAoaAGGTcGcccooAoAocyGcGoacATAArc 
AGCTCCrGCGGAUcTcCTGCCGcGCTGCcCAGGAOAACcACC 

GAAGTCGAAAAATACATFOTCCATAAGGAtTTCGATGATGAACGACTGACA 
GCGcTOGCAGcTGAATCGQMTcGTcCcGGTGCcCAGGAGAGQCG.rnGT(JC 
AcrOTICTGCCTrCCCCCWMGACCMCAWTWWGACMGACOGAGMlMAC;CTercc 

CTCAT 
GTCAGACTGTACCCATCCAG 
GACAACATGCTGTGTGCTGGAGACACGGAGCrJGGCCCCAQTQACOA 

ii 
OGTOGGCATCATCAGCGQQGCCTGGGTGGACAGI,ATCcGGOT. 
CAAAGGTACCAArACCTAGACGGAnCGTOATGCGAQTGA (SEQJD’4). 

10. Una molØcula deADN recombinante caracterizado porque se codifica para: 

a) La protelna OmpA que tiene la secuencia SEQ ID No. 3 Iigada 
opera blemente hacia-5a 

b) Una molØcula de DN iue tiene la secuencia de la SEQ ID No. 20 
que codifica un polipØptido que contiene aminoÆcidos SEGN, o una 
molØcula de ADN que tiene (a secuencia de la SEQ ID No. I que 
codifica para un polipØptido que contiene los aminoÆcidos SEGNSD, 
que se ligan en si mismo de forma operativa hacia 5’ a 

c) Una molecula de ADN que codifica un polipØptido que contiene el 
dominio Kringle 2 y el dominio proteasa serina de la protemna 
activadora de plasminOgeno de tejido. 

- - ----------- - -- -.- 
------- .1 
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II. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciOn 10, 

caractenzado porque dicha secuencia de ADN comprende la siguiente 

secuencia: 

ATOAAAAAGACAGCFATcGcGATTGCAGTGCCACFOGCTOe’ITFCGC(ACOGTGGCCCAG 
Goa 

CAC 
CCACAGcCTCACcGAGTCCOOTOCcrccTGCCTCcCGTOOAATTCCATOATCCTGATAQG 
CAAGrACACAOCACAGAACCcCAGTGccCAGGcACrGGGCcT000CAAACATAA1T 
ACTGCCGGAATccrGATGGOGATGccAAGCcCrGGTGcCACGTOCrCAAGAAccGCAGG 
CTGAcGT000AOTACrGTQATGTGCCCTccTGcTcCAccTGcOCccTQAOACAGTAcAGC 
CAGCcTcAGTrrcGcATcAAAQGA000CTCntGcCGACATCGccTccCACcCCrGGCAG 
GCrOCCATCnTOCCAAGCACAGGAOOTcCCCcOOAGAGcGGTrOcTOTGcGG000cAT 
ACFCATCAGCITGc7GGA1TCFCTCTGOcOCcCAcTGCITcCAGGAGAGGTITcCOCCC 
CACCAOCT’OACOOTOATClTGOCCAGAACATAccGGGTGGTcCCTGGcGAGGAGOAGcA 
GAAAITrOAAOTcOAAAAATACATFGTCCATAAGOAATTcGATGATGAcACITAcOACA 
ATcAcATrcCoCTGcrcCAGcToAAATcoGArrCGTCcccroToccCAciGAoAcCAoco 
TGGTCCGCACTGTGTGcCITCcCCCOGcGGAccTGCAGcTGcCGGACTGUACGGAGTGTG 
AOCTCTCCOGCTACOCcAAGcATGAGOcCrTGTCTCwi icTATFCOGAGcGGCrGAAGG 
AGGcTcATGTCAGAcTG’rAcCCATCCAGCCGcTGCACA’rcACAACATrrAcTIAAcAGAA 
CAGTCACCGACAACATGCTGTGTGcTOOAOACAcTCGGAGCGGCGGGcCCCAOGCMC 
UGCAcGAcGCCOCCAGGGcGATTC000AGGcCCCcTGGTOTGTCFGAACOATGOCCGC 
ATGAC1TrGGTGGGCATCATCAGcTGGGGOGGGCTGTc3GACACAAGGATGTCCCGGOT 
OTGTACACAAAGGTTACCAACTACcTAQACrOGATTcGTGACAACATGcGAcCG (SEQ ID 
NOS). 

12. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicación 10, 

caractenzado porque dicha secuencia de ADN c) se codifica para los 

aminoÆcidos 87-527 de la protelna activadora de plasminOgeno de tejido 

humano. 

13. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciOn 10, 

caracterizado porque dicha secuencia de ADN C) se codifica para los 

aminoÆcidos 174-527 de la protelna activadora de plasminOgeno de tejido 

humano. 

14. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciOn 10, 

caracterizado porque dicha secuencia de ADN c) se codifica para los 

aminoâcidos 180-527 de la protelna activadora de plasminOgeno de tejido 

humano. 

15. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciOn 10, 

caracterizado porque dicha secuencia de ADN c) se codifica para los 
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aminoÆcidos 220-527 de la proteina activadora de plasminOgeno de tejido 

humano. 

16. La molØcula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicación 10, 

caractenzado porque dicha secuencia de ADN c) consiste de la siguiente 

secuencia: 

TCTGAGGGAAACAGTOACTGTAC1L1GGOAATGGOTCAGcCrACCGTOGCACOCAAO 
CCCACcGAGTcGGGTGCCTCCCTcCCGTGGAATrcCATGATcXTGATAGOcIGGT 

GGCAAACATAATTACTOCC 
GGATCctGATGCOQATGccAAGCccTGOTGCCACGGcTGAAOAACXJCAGGcTGACG 
TGGGAOTACTGTGATGTGCCcTCCrGcTCCACCrGCGGcrOAGACkGTACAOAGc 

AGcTcc’TGcTGCAGAAATTT
 

GA1TCTCrCTGCCGCCCAcTGcTFCCAGGAOAOGT1T000CCcCAcCAcC 

GAATCGAAAAATACATGTCCATAAGGAA1TCGATGATGAcAcGACTGACA 
GCOCTOCTGCAOCTOAAATCOGATTCGTCCC=GMCCCAGGAGACCA(ICGTGOTCCOC 

GGcTACGCCAAGCATGAOGCCrrGTcTcTTArcGGAGCCAJcAT 
GTCAGACTGTACcCATcCAOCCGcCACATCACAACATITAC1TCAAACAOMX 

CGCOCAGGGcGA1cGGGAOGGcCcCTGGTGGCGATGCQCATGACm 
GOTOG 
CAAAGGTAcCrACcTAGACrGGATrcOTGACAACATOCGACccJTOA (SEQ ID NO:?). 

17. Un vector que contiene la secuencia de ADN recombinante de acuerdo con 

una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16. 

18. El vector de acuerdo con la reivindicaciOn 17, en donde secuencia de ADN 

recombinante estÆ precedida por un promotor lac y un sitio de uniOn 

nbosOmico. 

19. El vector pComb3HSS que contiene el ADN recombinante de acuerdo con 

una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en donde la expresiOn de la 

protelna gpIII se supnme o inhibe al eliminar la molØcula de ADN que 

codifica dicha protelna gplll o mediante un codOn de parada entre el gen 

que codifica un polipØptido que contiene el dominio Kringle 2 y el dominio 

de proteasa senna de la protelna activadora de plasminOgeno de tejido y el 

gen protelna Ill. 


