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para MOLECULAS DE ANTICUERPO
PARA RDQ PARA PREVENIR LA

INTERACCION ENTRE FCVE Y RDQ, Y EL USO METODO

¢ ? PARA LA PRODICCION DE LAS MISMAS
Solicitante : : CELLTECH R&D LIMITED
Publicada en : La Gaceta No, 558 Del 30 de Noviembre de 2005.
!
1. Yo, Emilio FERRERO, identificado como aparece al pie de mi firma, actuando

como apoderado en el asunto de la referencia, atj\tamente, solicito se efectUe el examen

de patentabilidéd de la solicitud en referencia pres
PCT y segln lo establecido en el artfculo 44 de
Comunidad Anéjina. Para tal efecto presento junto
$194.000.00, que corresponde a la tasa ﬁjadL seguin
de 28 de diciembre de 2005.

recibo para que se efectie dicho examen y SF contin

sogois, 15 MAID 2006

Sefiora Jefe,

COLO 13115 841 002 0
oV FCC/ASG/ID-000026/WPC13115

NIT 860,041.367-3

ntada de acuerdo con el Capitulo II del
la Decisién 486 de la Comisién de la
con este escrito el recibo por valor de
lo dispuesto en la resolucién No. 35582

2. Ruego atentamente a la Sefiora Jefe se sirva ordenar que se anexe este

Ue con el tramite de la solicitud.

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929
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Industri y Comercio

SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NuEVAé CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No 04-041969
EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PRbPIEDAD INDUSTRIAL No 558 DE

| 1 .
FECHA 30 DE NOVIEMBRE DE 20(?5 EL TERMINO HABIL ENALADO POR LA

LEY EXPIRA EL 24 DE FEBRERO DEL 2006
e

NOTA: Dentro del plazo de los seis (6) méses siguientes a partir de la fecha de publicacion
en la gaceta de Propiedad Industrial, debera solicitar y cancelar el examen de
patentabilidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de acuerdo con o
establecido en el Articulo 44 de la Decision 486/2000.

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR I%ARTE DE TERCEROS.
Sl __ " NO X

e — —— s — e bty




PCT WORLD INTELLECTUAL, omn'rv ORGANIZATION
Internatio! al Burean

~ INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) -
(51) International Patent Classification 7 : (ﬂ) Intemaﬁonal Publication Number: WO 00/44777

‘ Al
fs%ﬁ fg‘;}’s ;gjggg 1628, C12N 15711, @) International Publication Date: 3 August 2000 (03.08.00)

8D D&ignated States: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,

( MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, R
81, 8K, SL, TJ, T™, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU,

(21) International Application Number: PCT/USG0/02180
BR, BY, CA, CH, CN , Cu, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB,
(22) International Filing Date: 28 January 2000 (28.01.00) GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK,
, RU, 8D, S8E, 8G,

(30) Priority Data: f
09/240,736 29 January 1999 (29.01.99) US‘ ZA, ZW, ARIPO patent (GH, GM, KE, LS, MW, 8D, 31,
60/117,726 29 January 1999 (29.01.99) US} 8Z, TZ, UG, ZW), Eurasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ,
IMD, RU, T3, TM), European patent (AT, BE, CH, CY, DE,

: ‘ ‘DKBSPIFR.GBGRIEI'I‘LUMCNLPTSE),
(71) Applicant (for all designated States except US): IMCLONE [QAPI patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML,
SYSTEMS INCORPORATED [US/US); 180 Varick Stree‘ ‘MR NE, SN, TD, TG).

New York, NY 10014 (US).

]
(72) Inventors; and | Published
(75) Inventors/Applicants (for US only): ZHU, Zhenping [US/USj; | With international search report.
Apartment G26, 49 Finnigan Avenue, Saddle Brook, NI ‘ Before the expiration of the time limit for amending the
07663 (US). WITTE, Larry [US/US]); 40 Crossroad Cour[f, { claims and to be republished in the event of the receipt of
. amendments.

Stormville, NY 12582 (US).
(74) Apent: FEIT, Irving, N.; Hoffmann & Baron, LLP, 6970
[

Jericho Tumpike, Syosset, NY 11791 (US).

! |
| |

(54) Title: ANTIBODIES SPECIFIC TO KDR AND USES TH?REOF J
* |

{57) Abstract ’
The invention provides an immunogiobulin molecuie which binds SI(KDR) with an affinity comparable to human VEGF, and that
negtralizes activation of XDR. Immunoglobulin molecules include monovalent single chain antibodies, multivalent single chain antibodies,

rized antibodies, The invention further provides nucleic acid molecules

diabodies, triabodies, antibodies, humanized antibodies and chi
that encode these immunoglobulin molecules. The invention alsb provides a method of making the immunoglobulm molecules mentioned

the activation of KDR, 2 method of inhibiting angiogenesis in a mammal

above, The invention further provides a method of neutrahzmg
and 4 method of inhibiting tumor growth in a mammal with suc&l xmmunoglobulm molecules,
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WO 00/44777 | PCT/US00/02180

related to both the affinity between an ¢p1tope w1th its ant:gen binding site on the

immunoglobulin molecule, and the valﬁncy of the immunoglobulin molecule.

Single chain antibodies lack some or all of the constant domains of the whole
antibodies from which they are denvec} Therefore they may overcome some of the
problems associated with the use of wk{mlc anubodms For example, single-chain

antibodies tend to be free of undesued mteractions between biological molecules and
the heavy-chain constant region, or other unwanted biological activity. Additionally,

gingle-chain antibodies are consxderabhy smallar than whole antibodies and may

therefore have greater capillary pemleablhty than whole antibodies, allowing single-
chain antibodies to localize and bind tb target anﬂgen-bmdmg sites more efficiently.
Also, single chain antibodies can be ptoduced on a relatively large scale in prokaryotic
cells, thus facilitating their productloq Furthermore the relatively small size of
single-chain antibodies makes them 1¢ss hkely to provoke an unwanted immune

|
response in a recipient than whole anmbodles ‘

| |

The peptide linkers used to pr#duce thje single chain antibodies may be flexible
peptides selected to assure that the pr‘Pper ﬂlrée-dimensional folding of the VL and Vy
domains may occur once they are lm{«ed S0 as to maintain the farget molecule binding-
specificity of the full length antl-KDR annbody Generally, the carboxyl terminus of
the Vy, or Vy sequence may be covalently hnked by such a peptide linker to the amino
acid terminus of a complementary VL or Vi, sequence The linker is generally 10 to
50 amino acid residues, Preferably, ][:be linker is 10 to 30 amino acid residues. More
preferably the linker is 12 to 30 ammo acid resuiues Most preferably is a linker of 15
1o 25 amino acid residues. An exam?le of such linker peptxdes include (Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser). ‘ ‘

Single chain antibodies, eac ‘ having one Vy and one Vi, domain covalently
linked by a first peptide linker, can Fe covaliéntly linked by at least one more peptide
linker to form a multivalent single chain antibody. Multivalent single chain
antibodies allow for the constructio of anti‘imdy fragments which have the specificity
and avidity of whole antibodies, bu’f lack the constant rcglons of the full length

antibodies. 1
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Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd edition, Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Q

|
J
\

Example I, Producing Single Chain Ag“tibodies“

J
| |
|
|

Example I (a). Cell lines and Proteins fr
| ‘

Primary-cultured HUVEC was mélmamed in EBM-2 medium at 37°C, 5%
CO2. Cells were used between passage 2-5 for all assays. VBGFuss protein was
expressed in baculovirus and purified. cDNA en¢odmg the extracellular domain of
KDR was isolated by RT-PCR from human fetal| k1dney mRNA and subcloned into
the Bgl Il and BspE I sites of the vector AP-Tag Tn this plasmid the cDNA for KDR
extracellular domain is fused in-frame W1th the cDNA for human placental AP. The
plasmid was electroporated into NIH 31L3 cells togcther with the neomycin expression
vector pSV-Neo and stable cell clones Were selected with G418. The soluble fusion
protein KDR-AP was purified from cell’ culture supematant by affinity

chromatography using immobilized momoclonal antibodies to AP,
} ‘

Example I (b). Mice immunization a d constmctwn of single chain antibody phage
1

display library J 3
\

Female BALB/C mice were gﬁen two mtrapentoneal (i.p.) injections of 10 ug
KDR-AP in 200 ui of RIBI Adjuvant System ﬁollowed by one i.p. injection without
RIBI adjuvant over a period of two mcﬁnms. The mice were also given a subcutaneous
(s.c.) injection of 10 ug KDR-AP in 26)0 ul of RIBI at the time of the first
immunization. The mice were boosted i.p. Wxth 20 ug of KDR~AP three days before
euthanasia. Spleens from donor mice Jwere removed and the cells were isolated. RNA
was extracted and mRNA was punﬁed from total RNA of splenocytes. A scFv phage
display library was constructed usmg\the mRNA which was dlsplayed on the surface

of the filamentous phage M13. ‘

In displaying the scFv on ﬁlaﬁnentous ;phage surface, antibody Vy and IVL
domains are joined together by a 15 é:nmo-agid~long linker (QGGGS)3 and fused to
the N-terminal of phage protein III. A‘X 15 am-ino-mid-long E tag, which is followed by
an amber codon (TAG), was insertec;i betweén the C-terminal of Vi and the protein Il

P13
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Bogota, D.C., 12 de noviembre de 20q7

Abogado {

Emilio Ferrero ‘\‘

_ | f

ASUNTO Radicacion  04-41969
Tramite | 002
Evento | 001
Actuacion 430
Oficio | - 15937

Folios | 007
| |

Patente de Invencién [ ] ﬂatente de Modelo de Utilidad ]

Via Nacional [:] |
Via PCT (fase nacional) i ¢ap.l | [] Cap.ll [
No. Sol. Internacional PCT/GBOZIO461 9

Fecha de Presentacion Internal. ~10/10/2002
| |

Como resultado del examen de fondo, realiziado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados ‘

1.1.  Descripcién: Folio's& 51 a 89 como se radicé inicialmente.

1.2. Reivindicaciones: Foliosf' 90 a 95 como se radico ihicialmente

1.3. Figuras: Fohoé 97 a 120 como se radico iniciaimente.
1.4. Prioridad: 10/1 0/2001 Gran Bretana, GB0214317.9

2. Objeto de la invencion ‘;J

| ' .
Titulo de la solicitud: “Moléculas de anticuerpo con especificidad para rdq para
prevenir la interaccién entre FC\(E y RDQYy el uso y método para la produccion
de las mismas”.

El objeto de la presente solicitud de patente de invencién consiste en moléculas de
anticuerpo que contienen al menos un CDR derivado del anticuerpo monocionatl con
especificidad por el RDQ humano.

El problema planteado en est% solicitud es la necesidad de un anticuerpo
reproducible especifico para RDQ, de alta afinidad y baja inumogenicidad y que

Ao



pueda producirse rapida y eﬁcienfementfe’ y su potencial terapéutico en
enfermedades relacionadas con RDQ &/o VEGF.

Para solucionar este problema técnico La solicitud en estudio proporciona moléculas
de anticuerpo que tienen especificidad para F}DQ humano.

| i

El objeto de Ia solicitud definida anteriFrmenté se clasificd en la IPC CO7K 16/00.
| '

3. De la solicitud de Patente (segin el caso)

|
3.1,  Descripcion (articulo 28 D. 4#6) |

. | | ’
El capitulo descriptivo carece de suficiencia al no sustentar toda la materia
reclamada; el desarrollo experimental y los resultados presentados son insuficientes
al no demostrar las ventajas técnicas de la invencion, ni evidenciar el efecto técnico
sorprendente asociado con la misma. Adicionalmente, en la informacion presentada
no se encuentra el sustento del desarrolio de anticuerpos como los reivindicados, su
experimentacion y los resultados de éhta, ni una indicacién sobre el aporte cualitativo
de los mismos al estado de la técnica. |

| | :
En este mismo sentido, segln el p‘oblema técnico planteado en la solicitud no
aparece a lo largo de todo el capitulo descriptivo una evidencia sobre la solucion

positiva de esta problematica. }

|
De esta manera, la descripcion presehtada no cumple con los requisitos establecidos
en el art. 28 de la Decision 486. | f :
32.  Reivindicaciones (articulo 30 D 486)

| | :
El capitulo reivindicatorio en geaneraliJ carece de concision y claridad por cuanto:
1) se incluye materia que no es caracterizante del anticuerpo, sus productos
relacionados y su método de obtencién, entre otros, al realizar la reclamacion de los
mismos por medio de posibilidades inespecificas y/o por su relacion con otras
moléculas y/o por transformaciones de los mismos y/o denominaciones arbitrarias
y/o por la actividad buscada y/o segiin condiciones totalmente conocidas en el
estado de la técnica, todas éstas quqé no permiten establecer las propiedades nuevas
e inventivas de lo reclamado (p.e. clausula 5 -7, 12, 19, 20, 18, 21, 33); De la
correcta definicion del anticuerpo objeto de la invencién, tnicamente por sus
secuencias, depende la reclamacion clara de sus productos relacionados y su
método de obtencion; |
2) se definen las conformaciones de los anticuerpos y su estructura segun
secuencias diferentes que no gual:f!an una relacidon estructural entre si y que por
ende puede entenderse como diversas moléculas (SEQ No. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12,
57), aparte se dejan abiertas las p&sibilidafdes de conformacion de los anticuerpos
con diferentes secuencias y su coq‘rbinatoﬁria ; _,
3) se reclama de manera indepenqdiente lf‘a conformacion del anticuerpo segtn su
cadena pesada y su cadena ligera y se incluyen otras conformaciones que pueden
corresponder con anticuerpos diferentes, (p.e. clausula 1, 2, 9, 11);
4) se incluye materia no deﬁnitorish de la invencién en clausulas Unicas, que no
aportan detalle de la invencion, ni especifican su alcance (p.e. clausulas 8-9);
5) se reclama material sin sustento |descriptivo  suficiente, existiendo una
inconsistencia con el capitulo descriptivo; '
6) en clausulas dependientes se incluye materia mas amplia que la reclamada en la
reivindicacién independiente, amﬁliando{la materia inicial y estableciendo falsas
dependencias entre las mismas Qp.e. clausulas 9, 11, 15, 16), maxime al incluir

|

o i



secuencias no indicadas inicialmente y sin relacion estructural aparente cﬁﬁ%

principales; / ' |
7) no se reclaman los compuestos y ia3 coﬁnposici@n% por sus componentes y

invento prlnclpal (cléusula 41)
10) existen referencias erréneas entr

De esta manera, el capitulo reivindicatori
establecidos en el art. 30 de la Decisi¢

486)

Las reivindicaciones 37-40 reclaman el ust del (de los) anticuerpo(s) o de una
composicion que lo(s) contenga en el tratamiento de enfermedades relacionadas con
RDQ o VEGF. |

Segln la norma comunitaria los usos y los segundos usos no son materia
susceptible de patente, por lo tanto el contenido de las citadas clausulas deberia
excluirse.

5. Deter&ﬂnacién del Estado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en ¢uenta para determinar el Estado de la Técnica es:
Fecha de presentacion de la solicitud prioritaria 10/10/2001.

Teniendo | fen cuenta la fecha indicada se realiz6 la busqueda en el estado de la

técnica de; documentos relacionados con la solicitud encontrandose los siguientes
documentos més relevantes: ~

No

N°| Documento | } _,#'t_".'_° .| publicacién _
. ? “Antibodies specific for KDR and & IAB IS
Dj W00.0447_77 | P uses thereo? - | 03/08/2QOQ |

un req+131to) (articulo 14 D486)

|

La solicitud en estudio reclama anticuerpos con especificidad para RDQ humano que
comprenden las SEQ No. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 57 fragmentos Fab, el ADN
codificante, vectores de clonacion, ia célula huésped transformada con el vector, su
proceso de produccién y compuestos o composiciones terapéuticas que los
contengan. Adicionalmente se reclaman otﬂos anticuerpos quiméricos humanizados
que contienen ofras secuencias. :

6. Anélis:s de patentabilidad (segt

8.1. Nivel inventivo (articulo18 D486)

|
i . . \
Considerando: 1) que en la solicitud en estudio no se evidencia un efecto técnico
sorprendente relacionado con las conformaciones especificas de anticuerpos anti-
RDQ reclamadas; 2) que el docu ento}NOOOM??T (D1) divulga anticuerpos

:
| f

\\EH“L




| 476
(normales, quiméricos y/o humanizad ‘ 8) antl-‘RDQ con afinidad comparable al VEGF
(ver Pagina 5, Parrafo 15), sus sec enc:as de ADN especificas, sus productos
relacionados (vector, célula huésped, compuestos) y su método de produccién por
medio técnicas de variacion molecular/ hibridoma y clonacibn de ADN
convencionales (ver Ejemplos); 3) que D1 es el estado de la técnica mas cercano y
que la Gnica diferencia que se presenta se ref iere a la introduccién de secuencias
especificas en los anticuerpos anti-RDQ para mejorar su afinidad y actividad y, 4)

que el concepto de desarrollar anticuerpos quiméricos humanizados en el

laboratorio, entre los que se encuentran anticuerpos anti-RDQ, y disefiar y alternar
secuencias especificas para mejoﬁar su }aﬁnldad a la molécula objetivo era
ampliamente conocido en el estado te la técnica al momento de la invencion, ésta
solo puede reconocerse como una alternativa a los anticuerpos presentes en el
estado de la técnica al tiempo de su reclamamon

De esta manera segun el estadoLde Ia técnica, siendo el problema técnico
persistente, sin evidencia concluyente de un\efecto técnico extraordinario, y teniendo
en cuenta que los productos y proceplmlenfos relacionados en la solicitud eran del
conocimiento de un técnico medio al momento de la invencién, el desarrollo
reclamado se deriva evidentemente del estado de la técnica y por lo tanto carece de
actividad inventiva.

|
7. Conclusién: “ |
| ‘

Los requisitos de patentabilidad de lé‘n preseriﬁte solicitud se encuentran afectados asi:
| I

Reivindicaciones

N Documento N | afectadas Requisito que afecta

D1 WO004d777 | | 141 |~ Nivel Inventivo

\ \
En cumplimiento del articulo 45 de I$ Decusion 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar refpuesta dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacién de la presente comunicacion. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, s denegara la patente.

. I
ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de Divisigh de Nuevas Creaciones |
|

El anterior requenmlento fue ‘\notlﬁca‘do por fijacion en lista, de fecha
[ P
L DI, 2y |

f |

.

J | : .
CONCEPTO TECNICO No. | : EXAMINADOR TECNICO

2314 | ‘Codigo No.202081
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