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RESPULESTA AL.OFICIO No. 3424, NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA No. 011

DE FECHA 18 DE MARZO DE 2014
(PRIMER EXAMEN DE FONDO)

CART.OS R. OLARTL, mayor de edad y veeino de Bogotd, identificado tal como aparece al pic

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

siguiente ante ¢l auto emanado por esc Despacho, dentro del plazo legal previsto en el articulo 45

de la Decision 486, en los siguicntes términos:

I'n primer lugar, con ¢l animo de brindar mayor claridad a la presente solicitud, me

permito adjuntar un Capitulo Reivindicatorio Modificado, que reemplaza cn su totalidad al

Capitulo Reivindicatorio presentado originalmente.

Asi las cosas, ¢l Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto contiene los siguientes cambios:

sc¢ climinaron las antiguas Reivindicaciones 1a 19y 31;

se climing la expresion “o una variante de las mismas que liene una, dos, Ires o mas
sustituciones  conservadores de aminodcidos en CDRI. CDR2. y/o CDR3” dc las
Reivindicaciones 1 a 4 (antiguas Reivindicaciones 20 a 23);

las demas reivindicaciones, asi como sus relaciones de dependencia, se reenumeran dc

acucrdo con los cambios realizados.
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Valga anotar que las modificaciones cfectuadas al Capitulo Reivindicatorio cumplen a cabalidad
con lo cstipulado cn ¢l Articulo 34 de la Decision 486, ya que ¢stas de ninguna mancra implican
una ampliacion de la proteccion correspondicnte a la divulgacion contenida en la solicitud

inicial. Por ¢l contrario, ¢stas corresponden a una limitacion de la materia reivindicada.

2. a- l.a lixaminadora scfiala que las Reivindicaciones 16 y 31 reclaman materia no

patentable de acucrdo con ¢l articulo 20, literal d, de la Decision 486.

b- Considero superada la anterior objecidn, en tanto que dichas Rcivindicaciones
fucron complctamente climinadas del Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto, tal y como

sc sefiald en ¢l punto 1 del presente memorial.

3. a- I.a Eixaminadora scfiala que ¢l Capitulo Reivindicatorio no es claro ni conciso por

las siguicntes razoncs:

- las Reivindicacioncs 1 a 15 reclaman resultados a alcanzar sin  definir
complctamente ¢l anticucrpo de forma cstructural;

- las Rcivindicaciones 3 y 4 cstan redactadas de tal forma quc constituyen un
disclaimer;

- las Reivindicaciones 10 a 13 y 15 conticnen la expresion “aproximadamentc”, lo
que no permite determinar con exactitud del cstado de la téenica, ni permite
dcterminar ¢l alcance de la invencion;

- las Reivindicaciones 17 y 19 reclaman un procedimiento pero no esté definido por
caracteristicas como ctapas o condiciones especificas;

- las Reivindicaciones 20 a 25 reclaman un anticuerpo que no csta definido por sus
caracteristicas cestructurales;

- la Reivindicacidn 28 reclama una célula huésped que no csté definida como una
linca celular y no sc indica su namero de depésito;

- la Reivindicacion 29 comprende un acido nucleico que no csté caracterizado en
términos dec la sccuencia de nucledtidos y tampoco referencia a la sccuencia del
anticucrpo complcto;

- ¢l Capitulo Rcivindicatorio cs cxcesivamente complcjo, por lo que dificulta

determinar ¢l alcance de lo que sc busca proteger.

b- 1) I:n primer lugar, respetuosamente considero superadas todas las objecioncs
de claridad y concision rclacionadas con las Reivindicaciones 1 a 19 y 31, ya que éstas fueron
climinadas completamente del Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto, tal y como sefialé

en ¢l numeral 1 del presente memorial.
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i) I:n cuanto a las nucvas Reivindicaciones 1 a 6 (antiguas Reivindicaciones
20 a 25), dificro diamctralmente de la opinion de la Fxaminadora, cn tanto ¢stas son
perfeclamente  claras para la persona medianamente versada en la materia.  Dichas
reivindicaciones reclaman claramente un anticuerpo aislado que sc unc especificamente a
PCSK9 y csta definida en términos cstructurales tanto por las regiones variables de cadena
pesada y las regiones determinantes de complementaricdad, de acuerdo a las SEQ ID NO: 3 a 12,

quc encuentran soporte cn la sceeidn de Listado de Sccuencias.

111) En cuanto a las objeciones respecto a las nucvas Reivindicaciones 9 y 10
(antiguas Reivindicaciones 28 y 29), me permito recordarle al Examinador respetuosamente que

un inventor esta en su derecho de reclamar proteceién para la totalidad de un concepto inventivo

desarrollado, sin importar la amplitud de éste, sicmpre y cuando sc conserve cl principio de

unidad dc invencidén y no haya arte previo que afecte su patentabilidad. s decir, una
reivindicacion pucde ser tan amplia como sc requicra o pucde contener la informacion que cl
inventor considere nccesaria, para asi poder cnmarcar la totalidad del concepto inventivo

desarrollado sin que las reivindicaciones pucdan considerarse repetitivas o redundantes.

Particularmente, respecto a la nueva Reivindicacion 9 (antigua Reivindicacion 28), me permito
aclararle a la lixaminadora quc ésta no requicre informacion respecto a la linca celular ni
tampoco ¢l nimero de depdsito, pucs ésta reclama célula huésped en gencral, cuya caracteristica

csencial cs la produccion rccombinantemente del anticuerpo de cualquicra de las nuevas

Reivindicaciones 1 a 6, quc definen los anticuerpos de la invencion estructuralmente por medio

de sus sceuencias particulares. Fn consccucencia, la Reivindicacion 9 es clara.

Asimismo, la nucva Reivindicacion 10 (antigua Rcivindicacion 29) es dependiente de las
Reivindicaciones 1 a 6. 1in este sentido, la persona medianamente versada en la matceria enticnde
perfectamente que existen ciertos codones que codifican para cada uno de los diferentes
aminodacidos que componen las sccuencias que conforman ¢l anticuerpo reclamado cn la
Reivindicacion 1, por lo que no cncontraria ningtin problema cn entender dicho 4cido nucléico

¢n (érminos de su cstructura, por lo que considero superada dicha objecion.

Iin este orden de ideas, las actuales Reivindicaciones 9 y 10 son lo suficientemente claras y
cspecificas para determinar los anticuerpos que se descan proteger y permitir a cualquier persona
medianamentc versada cn la materia determinar con absoluta claridad y sin ambigiiedades el
alcance de la proteeciéon de la présente invencion, asi como cualquier célula que de forma
reccombinante los produzca a partir de una sccuencia de 4cido nucleico cspecifica que codifique

para cllos.

Pagina 3 de 13



OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

1v) Finalmente, considero respetuosamente que ¢l Capitulo Reivindicatorio
Modilicado adjunto cumple con los requisitos de claridad y concision cstablecidos en la Decision
486, y a la luz del Manual Andino de Patentes (MAP) y la Guia para Examen de Solicitudes de
Patente de Invencion y Modclo de Utilidad de la SIC, permitiéndole a la persona medianamente

versada en la materia comprender inequivocamente el alcance de la materia reclamada.

4. a- I.a Ixaminadora scfiala quc la patente W(02009/125828 (D1) afecta la novedad de

las Reivindicaciones 1 a 15y 17 a 19,

b- Considcro supcradas las objcciones de novedad ya que, como sc menciono en cl
numeral 1 del presente memorial, dichas reivindicaciones fucron climinadas completamente del

Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto.

5. a- l.a Examinadora scfiala que el articulo “A Proprotein Convertase Subtilisin-
like/Kexin Type 9 (PCSK9) C-terminal Domain Antibody Antigen-binding Fragment Inhibits
PCSKY Internalization and Restores Low Density Lipoprotein Uptake™' (D2) afecta el nivel

inventivo de las Reivindicaciones 20 a 30.

l.a xaminadora sciiala que D2 sc considera ¢l estado de la téenica més cercano a la invencion
porque divulga anticucerpos anti-PCSK9, en donde dichos anticuerpos no bloquean la unidn a la
I.DLR de PCSKY, pero inhiben la absorcién de 1.DIL dependiente de PCSK9 en células HEK293
y Hep(G2, asi como la internalizacion de los PCSK9 en células 11EK293.  Adicionalmente, la
I'xaminadora argumcnta quc los anticuerpos alli divulgados presentan una afinidad a la

subunidad gama de PCSK9 y que éste sc unce dentro del dominio C-terminal de PCSK9.

Con basc cn lo anterior, la F'xaminadora considera que la diferencia entre los anticuerpos del arte
previo y los de la presente invencion radica en las sccuencias de los CDRs de cadena pesada y
ligera, pero no otorgan un cfecto téenico mejorado. Consccuentemente, y teniendo en cuenta que
¢l problema téenico objetivo cs la obtencion de inhibidores de POSK9 que incrementen la
semivida del antigeno, la persona medianamente versada en la materia gencrarfa variacioncs
multiples de anti-PCSK9 emplecando téenicas convencionales y métodos de biologia molecular,

para asi llcgar al objcto de las Reivindicaciones 20 y 21, por lo que s¢ considera obvia.

" Y. G. Nictal., “A Proprotein Convertase Subtilisin-like/Kexin Type 9 (PCSK9} C-Terminal Domain Antibody
Antigen-Binding Fragment Inhibits PCSKY Internalization and Restores Low Density Lipoprotein Uptake,” Journal
of Biological Chemistry 285. no. 17 (April 23, 2010): 12882-91, doi:10.1074/jbc.M110.113035.
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b- 1) Iin primer lugar, cn la tabla comparativa que s¢ presenta en el folio 4 del

Ixamen de Fondo, extraiamente se hace referencia al documento D1, sin embargo el desarrollo

de los argumentos del examen de fondo cstan unicamente relacionado con D2, Asi las cosas,
considero que la lixaminadora en rcalidad hace referencia a D2 y la mencién de D1 cn la tabla
fuc un crror tipografico, pucs de cxistir objeciones relacionadas con D2, ¢stas deberian ser

explicitas y encontrarse debidamente motivadas.

1) Ahora bicn, mc permito scfialar que la presente invencion reclama un
anticuerpo aislado que sc unc especificamente a PCSK9 y csté definida en términos estructurales
tanto por las rcgioncs variables dc cadecna pesada y las regiones determinantes de
complementaricdad, de acucrdo a las SEQ 1D NOS: 3 a 12, asi como ¢l pldsmido que lo codifica,
composiciones de éste, una célula huésped que lo produce de forma recombinante y un 4cido

nucleico que codifica para cl anticucrpo.

1i1) Asi, tenicndo cn cuenta el arte previo citado por la IExaminadora, me
permito realizar ¢l andlisis dc nivel inventivo, de acucrdo con la Guia para Examen de
Solicitudes de Patente de Invencion y Modclo de Utilidad dc la SIC? en donde sc sefiala que
“Durante el examen de nivel inventivo debe hacerse un juicio de valor y un andlisis objetivo de

las divulgaciones previas del estado de la técnica, no influenciados por el conocimiento gue ya

se liene de lu Invencion que se estd evaluando. Por tanto, con el fin de minimizar la subjetividad

v evitar que se realice un andlisis en relrospectiva (“hindsight” 6 “a posteriori”), el examen

debe relacionar la invencion con la solucion de un problema técnico, mediante el Mélodo

“problema-solucion”.” (subrayado fucra de texto)

A. Identificar ¢l estado de la técnica cercano a la invencion

reivindicada.

D2 cfectivamente puede ser considerado como ¢l estado de la téenica cercano, en tanto que cstd
dirigido al cstudio de la actividad inhibidora del anticucrpo 1G08 sobre la protcina PCSK9 con'y
sin Ja region C-terminal, lo que mostro que dicha region de la proteina s una parte clave para la

inhibicidn al utilizarse 1GOS.

B. Determinar la diferencia entre la invencion y el estado de la

téenica mas cercano.

" Guia para 'xamen de Solicitudes de Patente de Invencion y Modelo de Utilidad de 1a SIC, 2014, seccion 2.13.5,
paginas 131-134 (disponible en hitp://api.sic.gov.co/Documentos/Guia_Examen_Patentes.pdf)
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De acucrdo con los lincamicntos cstablecidos por la SIC, me permito presentar ¢l siguiente
cuadro comparativo entre las caracleristicas esenciales de la presente invencion y las enscfianzas

del documento del arte previo citado:

Caracteristicas esenciales o D2 B

Un cstudio en ¢l que se demostrd que ¢l dominio C-
terminal de PCSK9 contribuyen a la inhibicion de la
No menciona funcion LDLR principaimente a través de su papel en la
captacion cclular de PCSK9 y complejo LDLR
(abstract).

Anticucrpo {GO8Fab (abstract)
Con afinidad sub-nanomolar por PCSK9 (abstract)

~ Lnanticucrpo aislado v

~ Que sc unc especificamente a PCSK9 o
que comprende una regién variable de cadena pesada
(V1) una region determinante de la complementaricdad
(CDRD), una CDR2 de VH y una CDR3 de VH de la No menciona
sccuencia de aminoacidos de VI mostrada en SEC 1D
NO:4 63

Con basc cn la tabla anterior, comparando las caracteristicas esenciales de la presente invencion
junto con cl arte previo citado por la lixaminadora, me permito scfialar respetuosamente quc el

analisis supcrficial de la l{xaminadora cs crrado.

Antctodo, D2 csta dirigido al cstudio de la actividad inhibidora del anticuerpo 1G08 sobre la
proteina PCSKY con y sin la region C-terminal, lo que mostré que dicha region de la proteina cs
picrza clave pén‘& la inhibicion al utilizarsc 1G08. Adicionalmente, D2 no presenta scccion de
informacion dc soportc cn donde sc muestren las sccuencias de aminoéacidos que forman el
anticucrpo 1G08, por lo que no ¢s posible determinar si los anticuerpos aqui reclamados son

cstructuralmente similares a los divulgados en D2.

Asimismo, ¢l anticucrpo 1G08 de D2 no posce ¢l mismo sitio de unién que el reclamado por la
presente invencién. 1l anticuerpo 1G08 sc une por medio del C-terminal de la proteina PCSKO,
micntras que los anticuerpos de la presente invencidn se unen via el sitio de unién LDLR. Por el
contrario, y totalmente alcjado del arte previo citado por la Examinadora, el sitio de unién de la
presente invencidn s comparable con ¢l sitio de union de unién del anticuerpo J16 divulgado en
¢l articulo del Dr. Liang, “Proprotein Convertase Substilisin/Kexin Type 9 Antagonism Reducces
lLow-Density Lipoprotcin  Cholesterol in  Statin-Treated Hypercholesterolemic Nonhuman
Primates™ (Anexo 1), cn la pagina 231, figura 2, donde sc ve claramente que cl sitio de unidn

de la presente invencidn se encucentra scfialado en rojo.

Por su parte, ¢s importante sefialar que la presente invencion no trata ni estd rclacionada con la

clucidacion de un_mecanismo_dc absorcidn, sino que sc refierc a anticucrpos con unién

11 Liang ct al., “Proprotein Convertase Substilisin/Kexin Type 9 Antagonism Reduces Low-Density Lipoprotein
Cholesterol in - Statin-Treated  Hypercholesterolemic  Nonhuman  Primates,”  Jowrnal of  Pharmacology and
Lxperimental Therapeutics 340, no. 2 (February 1, 2012): 228-36, doi:10.1124/jpet. 11 1.187419.
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dependiente de pIl a su antigen,o de tal forma que la afinidad de unién al antigeno a pH
fisiologico (cs decir, pll 7,4) cs mayor que a pIl endosémico (es decir, pll 6,0 0 5,5). En otras
palabras. la proporcion de Kpy o la proporceion de ko a pH 5,5/pH 7,4 0 a pll 6,0/pH 7.4 cs mas
de. o varia entre, 2, 3, 4, 8, 10, 16, 20, 30, 40, 0 100 0 méas. Ademas, los anticuerpos reclamados,
al ser dependientes de pll, sc disocian preferencialmente del antigeno en ¢l endosoma, lo que
pucdc incrementar la semivida del anticuerpo, en comparacion con los anticucrpos con Kp
cquivalentes a pll 7,4 pero con ninguna unidn dependiente de pH, cuando cl antigeno es uno que
sufre la climinacion mediada por antigeno (por cjemplo, PCSK9). I.os anticuerpos con unidn
dependiente de pll de la presente invencién también pueden disminuir la semivida de antigeno
total cuando cl antigeno sufre climinacion reducida al unirse a un anticuerpo (por ¢jemplo, 11.6),
asi como prolongar cl decrccimiento en antigeno que no cstd unido a anticuerpo. Esto puede ser
importanic cuando sc antagoniza un antigeno objetivo tipicamente presente a niveles altos (por
ciemplo, Igli, DKKI1, C5 y SOST). Ademas, tales anticuerpos pucden incrementar la semivida
dc antigeno cuando cl ami;gcno cs un reeeptor que tiene eliminacion incrementada cuando se une

a anticucrpo (por cjemplo, receptor de GMCSFE).

[‘n cste orden de ideas, y teniendo cn cuenta que sc trata de dos enfoques completamente

distintos respecto a anticucrpos con afinidad hacia la proteina PCSK9, D2 no_ensciia ni_las

caracteristicas estructurales de la presente invencion, ni siquicra las del 1G08 alli

mencionado y menos aun las propicdades funcionales alcanzadas.

C. Definir el cfecto técnico causado y atribuible al elemento

diferencial.

Dadas las diferencias entre la presente invencion y el arte previo cxpucstas cn ¢l presente
memorial, ¢l efecto téenico alcanzado en ¢l presente caso consiste en todos y cada uno de los
resultados demostrados cn las T'ablas 5, 7 y la Figura 8 (A y B) de la presente invencion, que al

parcccr, la Iixaminadora ha ignorado por complecto.

Asi entonees, me permito llamar la atencidn de la Iixaminadora sobre los efectos sorprendentes

de la presente invencion, iniciando con los resultados para la afinidad de PCSK9 humano que se
mucstran cn la Tabla 5, y los resultados para la afinidad de PCSK9 de ratdon que se muestran en
fa Tabla 6. listos datos revelan que los anticuerpos se pueden discfiar y seleccionar para tener

afinidad mas alta por PCSK9 humano o dc ratén a pli 7.4, y una afinidad inferior a pH 5.5. Me

permito aclarar ademds que ¢l anticuerpo 5T.1721H_236L.3H3 es cl anticuerpo cuyas cadenas
variables pesadas v ligeras son aqucllas constituidas por las SEQ ID NOs: 5 y 3,

respectivamente, ¢l cual mucstra una relacion de Kpgpi - ssykppi = 7.4y igual a 14,4 para anti-
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PCSK9 humano y 14,4 para PCSK9 dc raton, csto es, un anticuerpo con mucha mayor afinidad

sobre PCSK9 a pll fisioldgico que a pIl endosémico, como lo resalto a continuacion:

Tabla 5. Afinidades de union para los anticuerpos anti-PCSK9 que se unen a PCSK9

humano a pH 7,4y §,5.

Pagina 8 dc 13

huPCS huPCS pH
i Kg’gll Kg’[s)l‘l 5,5/7,4
KD
kon Koff Rmax KD kon Koff Rmax (nM
o (IUMsy L sy | (RY) | (M) | (1/Ms) (17s) (RU) ) KD__
61,1721 ‘i 3,291’,‘(:)4 " v7-,i)8.ljl-05 _-é80 ) 2,2 » 1,661:405 8,40E-04 1059 5,1 2.3
N SA10.B8 ' 43815404 1,041:-04 1080 2.4 1,311405 3,91E-04 1020 3,0 1,3
511721123 613113 ¢ 4420404 | 1,72E-04 | 934 | 3.9 | 828E+04 | 4.80E-03 | 1430 | 58 | 149
F 6l 1721123 i 5,028404 | 2,01E-04 645 4,0 1,10E+05 | 2,61E-03 1140 24 6
--_;[,17211123 61.3 I: 3,09E104 | 2,14E-04 974 6,9 6,451:4-04 0,0166 1320 257 37,2
SEAT721H23 613 .; 3,745,404 | 2,73E-04 461 73 1,41E+05 | 7,72E-03 398 55 7,5
ST1721H23 ﬂl 3,171:404 | 3,99E-04 990 13 1,24E+05 0,0179 1030 144 11,1
'"gl-.l—72flll23 61.3113 \ 2,23 104 3,421-04 1020 15 9,55E+04 7,891:-03 1500 83 5,5
SEAT24H23 613 ‘ 3.591:04 7,901:-04 910 22 7,54E404 0,0407 1050 540 24,5
o 61.21112335 : 5,8111404 7,331-03 892 126 6,551+05 2,38E-01 624 363 2,9
SI1724H23 [i - - 20 - 2,03E+05 7,93E-03 114 39
SLIT241135 1 - - 40 - - - 0 -
Tabla 6. Afinidades de unién para los anticuerpos anti-PCSK9 que sc unen a PCSK9 de
raton a pll 7,4 y 5,5.
fj T msPCK9 msPCK9 huPSCK9
. i _'pl:lr_?,_{i/ o pH 5,5 pH 5,5/7,4
kon Koff Rmax | KD kon Koff Rmax KD
ams) | /sy | (RU) | aM) | (1/Ms) (1/5) (RU) | (nM) KD
61.1721 [ 8,801104 2,28!-0/1R “1';(;;" 2,6 3,38L4+05 1,77E-03 1120 5,2 2,0
SATO WT I 1,011405 | 4,855-04 1410 4.8 3,73EA+05 1,94E-03 1050 5,2 1,1
SLI721123 6L3H3 l 6,37E+04 | 5,16E-04 | 1630 | 81 | 1,60E+05 | 0,0187 1420 | 117 14,4
CGLIT2123 - GAS104 | 469104 | 1230 | 72 | 2,04E405 | 720103 | 1220 | 36 5,0
SEAT211H23 613 ' 4,755:04 | 6,701:-04 1600 14 1,051405 0,0428 1360 408 29,1
| —5-[117211123 6113 : 11315105 | 8,991:-04 615 8,0 3,07E105 0,0341 460 111 13,9
B 51172 lbl 123 l 6,121 104 1,41E-03 1380 23 1,02E405 0,0588 1100 576 25,0
“ ;I—,VI7Z/HI23 61.3H3 6,311:04 | 8,271:-04 1690 13 2,11E405 0,0263 1520 125 9,6
| S1.17241123 613 3,311404 2,!81‘)—0."; 1446; “41“; 1,60151;-65_ 0,121 | 1100 756 18,4
o %)12] FI2335 8,991 04 1,721-02 1340 191 5,261E+05 0,237 502 451 2,4
SEAT7241123 - - 40 - 2,73E405 | 2,02FE-02 91 74
C SLIT241135 443104 | 1,531-03 | 164 | 35 - - 0 -
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Vsimismo. de las lTablas 5 v 6

alinidad de union (Kyy) menor a_

alinidad de¢ un anticuerpo por un

s¢ evidencia que los anticuerpos de la invencion tienen una

20 nanomolar a pll fisiologico.

Valc la pena recordar que la

antigeno (en este caso la proteina PCSK9) ¢s una caracteristica

de vital importancia en ¢l campo biomédico. ya que a menor valor de Ky, mayor afinidad del

anticuerpo v por tanto mayor actividad terapéutica.

\dicionalmente. en la Tabla 7 (pagina 118) del Capitulo Descriptivo, se¢ muestra una

comparacion entre anticuerpos funcionalmente cercanos a los de la presente invencion, donde sc

observa que solo ¢l de la presente invencion (51.1721H23 61.3113) resulta dependiente del pll,

con una retacion de Ky

1
4

a pll 6/ptl 7.4 de 13.0. mientras que otros anticuerpos funcionalmente

cercanos. como ¢l HIM3I0ON (de la solicitud de patente US2010/0166768) un valor de 1.8. Me

permito mostrar dichos resultados a continuacion:

Fabla 7. Union dependiente de pH
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\simismo. Hamo la atencion de la Examinadora sobre los resultados presentados en la Figura

8L gue muestran una semivida prolongada de los anticuerpos aqui reclamados en comparacion

con anticuerpos de control que no presentan ninguna dependencia del pll sobre la afinidad de
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De csta figura cs posible determinar que los anticucrpos con union dependiente de pH,
S1.17211123 6113 'y 51.1721H23 61.3113, ticnen degradacion de anticuerpo reducida y una
semivida prolongada comparados con anticucrpos sin union dependiente de pH. La figura 8B es
una grafica que demucstra que ¢l efecto mostrado en la Figura 8A sc debe a degradacion

mediada por objctivo.

Por consiguicnte, no cxiste indicio alguno cn D2 que llevase a la persona medianamente versada
cn la materia a producir un anticucrpo con las sccuencias cspecificas aqui reclamadas, a tener tan
alta afinidad dec union con la PCSK9 humana, a tener afinidad de union dependicnte del pll, y

tampoco a presentar degradacion reducida del anticuerpo y una semivida prolongada.
D. Deducir ¢l problema técnico a solucionar.

Con basc ¢n todo lo anteriormente mencionado respecto al arte previo, el problema técnico de la
presente invencidn, tal como sc propone cn ¢l Capitulo Descriptivo de esta solicitud, radica en la
nceesidad de desarrollar anticucrpos altamente afines a la proteina PCSK9, y que la dicha

alinidad sca mayor a pll fisiologico que a pl endosémico.

E. Evaluar si la invencion reivindicada, partiendo del estado de la
téenica cercano y del problema técenico objetivo, habria sido obvia para la persona

medianamente versada en la materia.

lvidentemente, ¢l arte previo citado por la Examinadora no brinda las cnscfianzas suficientes
para quc la persona medianamente versada en la materia desarrolle la presente invencion sin
ambigiicdad alguna, pucsto que D2 cstd dirigido al estudio dc la actividad inhibidora del
anticucrpo 1G08 sobre la proteina PCSK9 con y sin la region C-terminal, lo que mostrd que
dicha rcgion dc la proteina cs una parte clave para la inhibicion al utilizarse 1GOS.
Adicionalmente, y como ya mencioné, D2 no divulga la estructura ni la sccuencia de
aminoacidos que componen ¢l anticucrpo 1GO08, por lo que no es posible determinar si los
anticucrpos aqui reclamados son  cstructuralmente similares a los divulgados en D2,
Nucvamente, y cn vista que los anticuerpos no son comparables cstructuralmente, la persona
medianamente versada en la materia no encontraria sugerencia o motivacion alguna a producir ¢l
anticucrpo aqui reclamado con las sccuencias cspecificas sefialadas anteriormente, ni mucho
menos predecir los resultados sorprendentes ¢ inesperados clucidados por los inventores por

medio de trabajo de experimentacion exhaustiva.
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I‘n este sentido, vale la pena sefalar que ¢l Manual Andino de Patentes también establece quc las

invenciones en ¢l campo de la bioteenologia ticnen nivel inventivo cuando la composicion

reclamado ticnen una estructura_inesperada (no derivable por la persona medianamente

. 4
versada en la materia) o cuando presentan un uso o efecto sorprendente.” Por tales razones, es

claro que cn cl presente caso, no solo las caracteristicas estructurales de las composiciones
reclamados cs incsperada, sino también que los efectos téenicos logrado por las mismas, lo que

¢s una clara cvidencia de nivel inventivo.

1v) Asi, resulta notable que en ¢l momento de la realizacion del FExamen de
fondo, la I'’xaminadora no sc rigi6 por lo cstipulado ¢n la Guia de la SIC cn cuanto la cvaluacion
de nivel inventivo, ya que cste debe basarse Unicamente en si existen sugerencias explicitas y
suficicntes cn ¢l arte previo para lograr desarrollar de mancra obvia los anticuerpos y las

composicioncs aqui reclamadas, las cuales, como se demostrd anteriormente, no existen.

De aceptar ¢l estandar de nivel inventivo de la Examinadora, donde supucstamente ¢l desarrollo
de los anticucrpos aqui reclamados ¢s obvio, cquivaldria a desdibujar el objetivo principal del
sistema dc patentes, que cs precisamente fomentar la investigacion y desarrollo de mejoras
incrementales. Nada sc inventa de la nada. Necesariamente, la tecnologia avanza en pasos
discrctos constituida por mcjoras concrctas a lo que sc conoce. Ll sistema de patentes
rccompensa al inventor que proporciona una solucién que no resultaria previsible a partir del
estado de la téenica. Lo anterior ademds quiere decir que el resultado inventivo no podria ser

desarrollado sin algin grado de experimentacion o que presente resultados inesperados.

I:n este sentido, ¢l Tribunal Andino de Justicia (I'AJ) ha determinado que la divulgacion del arte

previo utilizada para desvirtuar la patentabilidad de una invencion, debe ser lo suficientemente

dctallada para que una persona medianamente versada en la materia_pueda usar dicha

informacion para_rcproducir y explotar la invencidn sin acudir a experimentacion adicional
alguna’.  Lvidentemente, la Fixaminadora simplemente buscéd algunas palabras clave en D2
rclacionados con la inhibicion dc la protcina PCSK9 dc la presente invencion de la
Reivindicacion 1, sin explicar dc mancra coherente, motivada y dctallada los argumentos en

conira del nivel inventivo.

I'n conclusion, a la luz de la clara cvidencia cn favor del nivel inventivo suministrada
anteriormente, ni la actividad de los anticucrpos de la invencidn ni su estructura habrian podido
ser dilucidados ni mucho menos previstos a partir de la informacién aportada por D2. La

persona medianamente versada en la materia no habria encontrado sugerencia o motivacion

Manual Andino de Patentes, ISBN-9978-43-855-6. Scecion 10.8.1. Paginas 82.
* Proceso 06-1P-89 (hitp: #intranet.comunidadandina.ore/Documentos/Procesos/209-1P-2005.doc); y Proceso 36-1P-

2004 (hetp: X wwiy,notinet.com,co/serverfiles/servicios/archivos/30jul04/ca36-04.htm)
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alguna que la condujera dircctamente a desarrollar los anticuerpos aqui reclamados, ni mucho
menos con la expectativa de que tuvicran los efectos sorprendentes ¢ inesperados mencionados

anteriormenic.

V) Adicionalmente, me permito scfialar que en cl analisis de patentabilidad
rcalizado; la lixaminadora aparcniemente sc limita a scfialar que ¢l arte previo citado divulga un
anticuerpo inhibidor de PCSK9, simplemente scfialando que los anticucrpos de la invencion se
obtendrian facilmente con las cnsciianzas alli descritas.  Sin embargo, parcce olvidar que cl
analisis de nivel inventivo no pucede cstar basado cn si ¢s 0 no posible obtener la invencion
reclamada, pucs claramente cra posible, toda vez que el compucsto de la invencion existe y
proporciona la actividad biologica mencionada.  Esta aproximacion propuesta por la
l:xaminadora conllevaria a que ninguna invencion serfa patentable, volviendo asi inoperante cl

sistema de patentes.
Con basc ¢n todo lo anterior, ¢s pertinente preguntarse lo siguiente:

- ;Coémo cs posible sintetizar los anticuerpos de la presente invencion,
tal y como cstan definidos segun sus sccuencias de aminodcidos a
partir dc las enscianzas de D27

- ;Como cs posible que partiendo de un arte previo que no divulga
cstructura alguna de ningun anticuerpo y quc divulga anticuerpos que
sc uncn a otro cpitope del de la presente invencidn va a llegar a lo aqui
reclamado sin necesidad de experimentacion?

- lispecifica y experimentalmente ;Como con la practica rutinaria de la
persona medianamente versada en la materia llegaria a la invencion

unicamente a partir de D2?

I°n cste orden de ideas, cs cvidente que la Examinadora olvida que la Guia de la SIC dice que
“Una vez formulada una nueva idea, a menudo se puede demostrar teoricamente el modo en el
que se podria llegar a ella, a partir de algo conocido, a través de una serie de elapas

aparentemente faciles. I<l examinador de patentes debe evitar el uso de un andlisis ex post facto

. 230
de este lipo.”™.

® Guia para xamen de Solicitudes de Patente de Invencion y Modelo de Utilidad de la SIC , 2014, scceion 2,13.6.3,
pagina 137 (disponible cn hitpfaptsic.gov.co/Documentos/Guia_Examen Patentes.pdf)
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0. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por la xaminadora en su
primer examen de fondo han sido resucltas y por consiguiente solicito respetuosamente que el
Despacho tenga por cumplidos los requisitos de patentabilidad y proceda con la concesion de la

patenie.

Atentamente,

CARLOS R. OLARTE
C.C. No. 79.782.747 dc Bogoté
TP, 74.295

ANCxos:
Capitulo Reivindicatorio Modificado.
Ancxo 1, Articulo: T1. Liang ct al., “Proprotcin Convertase Substilisin/Kexin Type 9
Antagonism  Reduces  Low-Density  Lipoprotein  Cholesterol  in  Statin-Treated
IHypercholesterolemic Nonhuman Primates,” Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics 340, no. 2 (Fcbrero 1, 2012): 228-36, doi:10.1124/jpet.111.187419.

Reeibo de pago por 1 reivindicacion adicional.
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Expediente No.: 12-155.949
Primer Examen de Fondo

P2012/000110
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Primer Examen de Fondo)
| Un anticucrpo aislado que sc unc cspecificamente a PCSK9  y comprende una

region variable de cadena pesada (VII) una region determinante de la complementariedad
(CDR1), una CDR2 de VI y una CDR3 de VH de la secuencia de aminoacidos de VI
mostrada cn SEC H) N.°: 4 6 5.

2. El anticuerpo aislado de la Reivindicacion 1, que comprende adicionalmente CDRI,
CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena ligera (VL) de la sccuencia de aminodcidos

de VI. mostrada en la SEC 1D N.°: 3.

3. [5l anticuerpo aislado de la Reivindicacion 2, en el que la CDR1 de VH tiene la
sceucncia de aminoacidos mostrada cn la SEC ID N.°: 6, la CDR2 de VH ticene la sccuencia
de aminodcidos mostrada cn la SEC 1D N.° 7, la CDR3 de VII tienc la sccuencia de
aminoacidos mostrada ¢n la SEC 1D N.°% 8 6 9, la CDR1 dc¢ VI tiene la sccuencia de
aminoacidos mostrada ¢n la SEC 1D N.°: 10, la CDR2 de VL ticne la secuencia de
aminodcidos mostrada cn SEC 1D N.% 11, y la CDR3 de VI tienc la secuencia de

aminoacidos mostrada en SEC 11D N.%; 12.

4. I3l anticucrpo aislado de la Reivindicacion 3, en el que ¢l CDR3 de VH tiene la

sceucencia de aminoacidos de SEC D N.%: 9.

comprende SEC 1D N2 4 o SEC ID N 5y laregion VIL comprende SEQ 1D N.°: 3.

5. Il anticucrpo aislado dc la Rcivindicacién 4, cn el que cl la region de VH

6. Ll anticucrpo aislado de la Reivindicacion 5, en el que la region VH comprende

SECTID NS,

7. Ln anticucrpo o partc de union a antigeno del mismo, codificada por cl plasmido
depositado en la ATCC y que tiene N.° de Acceso de ATCC PTA-10547, o PTA-10548, y/o
PTA-10549.

8. (ina composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente

clectiva del anticuerpo de cualquicra de las Reivindicaciones 1a 7.

G



Expedicente No.: 12-155.949
Primer Examen de Fondo
P2012/000110

9. na célula huésped que produce recombinantemente ¢l anticuerpo de cualquiera de

las Reivindicaciones 1a 7.

10. Un &acido nucleico aislado que codifica ¢l anticuerpo dc cualquiera de las

Reivindicaciones 1 a 7.

1. Un plasmido aislado scgin sc deposita en la ATCC y que ticne N.° de Acceso de

ATCC PTA-10547, 0 PTA-10548, y/o PTA-10549.
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sprotein Convertase Substilisin/Kexin Type 9 Antagonism
duces Low-Density Lipoprotein Cholesterol in Statin-Treated

percholesterolemic Nonhuman Primates™

Javier Chaparro-Riggers, Pavel Strop, Tao Geng, Janette E. Sutton,

I |
_anfang Bai. Yasmina Abdiche, Jeanette Dilley, Jessica Yu, Si Wu,
Chir, Nicole A. Lee, Andrea Rossi, John C. Lin, Arvind Rajpal, Jaume Pons,
shielton
rinz., So ol San Francisco, California
epadetoeter 1L 200
t : auin type 8 (PCSK9Y) pro-  chow. J16 reduces LDL-C in healthy and diet-induced hyper-
o af ity ipoprotein (LDL) receptor  cholesterolemic cynomologous monkeys, but does not signifi-
“ creases serum LDL-cholesterol (LDL-C).  cantly affect high-density lipoprotein-cholesterol. Furthermore,
cuelnned s humanized monoclonal antibody that  J16 greatly lowered LLDL-C in hypercholesterolemic monkeys
1= LOLR binding domam of PCSKY. This antibody.  treated with the HMG-CoA reductase inhibitor simvastatin. Our
precurscr mouse antibody, J10, potently inhibit  data demonstrate that anti-PCSK9 antibody is a promising
syt e LDLR extracellular domain and PCSK9-  LDL-C-lowering agent that is both efficacious and potentially
vi-rsgulation of LOLF inovitro, In vivo, J10 effec-  additive to current therapies.
ur cholesterol i1 CH7BL/G mice fed normal
Introduction minal demain. The prodomain is self-cleaved in the endoplas-

thtili=ihexin type 91 PCSKY] has
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s o are anll for PCSKY seem o be
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X Pl serine protease that 1= made primarily
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Ao, ard the lnstidine-rich C-ter-
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mic reticulum after synthesis and covalently bound to the
mature prolein therealter. PCSK9 binds to the epidermal
growth lactor-like repeat A (EGF-A) domain on LDLR in a
calcium-dependent manner i Zhang et al., 2007). X-ray cryvs-
tallography studies of coervstals show that a region of the
PCOSKY eatalytic domain, distinet from the actual catalytic
site, makes direct contact with the EGF-A domain (Kwon et
al., 2008). Data show that PUSK9 asserts its function pri-
marily through binding to hepatoeyte LDLR and preventing
LDLR recyeling to the cell surface after endocytosis, This
results in reduced LDLR levels, decreased cellular uptake of
LDL-C, and higher LDL-C levels in blood treviewed in Hor-
tan et al, 2009}, Some evidence suggests that this occurs
primarily on the cell surface of hepatocytes, after PCSKS has
been secreted. However, it has been suggested that intracel-
lular PCSKY may target LDLR for degradation before it is
chaperoned to the cell surface (Poirier et al, 2009y, providing
an additional mechanism for reducing LDLR levels. Thus the
site of action of PCSIKY in vive remains an open question,

sertase substisindkexin type 9 PCSKQ—/ ), PCSKY knockout: huPCSKS. human PCSKY: LD
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PCSK9 Antagonism and Statin in Hypercholesterolemic Monkey
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ical conditions, We show that 16 effectively reduces serum
cholesterol in mice. to a level similar to that observed i
PCSKY knockout [POSKSY —/ )] mice, demonstrating that
the majority, if not all, of PCSKY function in vivo is mediated
via circulating PCSKY9. We also show that J16 can selectively
lower LDL-C in NHPs with normal or elevated cholesterol
levels. Finally, we were able to test and confirm the hypoth-
esis that PCSK9 antagonism can provide further LDL-C low-
ering when coadministered with a statin.

Materials and Methods

Generation of Proteins and Antibodies, Recombinant human
PCSKY protein was produced as deseriboed previously (Cunningham
et al, 20071 Mouse and eynomolgus POSIK protein was produced by
clonimg the ¢eDNA sequences into mammalion expression vector
PRES with the addition of o six-His tag at the €0 terminus, tran
siently transtect
cells using Lipof

wl and expressed n human embryonie kKidney 240

gamine nvitraren, Cadlshad, CAY following v
manulicturer’s instructions
from conditioned media by using o Niocolumn (QITAGEN, Valencia,
CA1 and standard technigues, LDLR extracellular domain (ECD)
was purehased from R&D Syatems (AMinneapolis, MN.

Mouse antibodies to human POSKS were penerated by immuniz-
ing wild-tvpe BALB/c and 129/BLG PMOSKY =/~ mice (Rashid ot al.,
2005) with recombinant human POSKY (huPCSKS) Immortalized
lvmphoevtes were penvrated from spleen by Tusion with an estab-
lished cull line by using standard hivbridoma technology. Clones wer

Hecomhinant proteing were purilicd

serecned for the ability to bind human POSEKY by ELISA and puriicd
from hybridoma cultures by using monoclonal antibody seleet beqds
("Thermo Fisher Scientifie, Waltham, MA1 and further screcned for
effects on huPCSKY9-mediated LDLE down-regulation in Huh7 cells
by using Western blot analyvsis (see helow ),

Mouse antibody J10 waz humanized and affinity-matured o an-
tibody J16 by using standard humanization and affinity maturation
strategies (Bostrom et al., 20095

Animal Studies. CA7BL/A mice were purchased from Charles
River MIy LOLR(-/-1 and
LDLR(—{+) mice were purchased from The Jackson Luboratory « Bar
Harbor, MEL. Mice were aeclimated to our facility for ¥ weeks before
the start of experiments. PCSKY /-1 mice (Rashid ct al.. 2005)
were purchased from The Juckson Laboratory and hred au our facil-
ity, Animals were housed convenuonally under ambient conditions,
with free aveess to water and standuard rodent chow unless otherwise
specified. Dices of high tat (HF G0% keal Tat, 20% keal protein, and
20% keal carbohydrater and HF/high cholesteral tHC (40% keal fat.
200 keal protein, 0% keal carhohydrate, and 2.8 mgfkeal choles
terol) were purchased from Rescarch Diets (1 New Brunswick, NJ o
Mice were fasted for 4 b hefore serum samples were colleeted.

A total of 16 male adult eynomolgus macaques (Macaca fuseicu-
fariz), ranging [rom 3 to 9 vears of age and 4 to 6 kg of weight, were

Breeding  Laboratories DPartage.,

used for the dose respons=c ol J 16, Animals were randomized based on
LDL-C levels at day Horaup), Ammals were
housed in stainless-gteel individual cages and Ted ad libitwm with
Harlan tIndianapolis, IND Primare Dict 2050 and water, and fasted

7 and wiight (n

overnight betore plasma somples were collected.

Twelve female adult cvnomolgus macaques (M. fascieuloris), rang-
ing from .5 to 4 kg ol weight, that were fed u primate high-fat diet
(62,10 keal fat, 21.7% keal carbohydrate, 16,29 keal protein, and (1.1
mgfkeal cholesterol) (Harlan Primate Diet TDOG2T8) for at least 18
months were used in this study. Animals were housed in individual
cages and maintained on the high-fat diet with ad libitum aceess to
witer. Animals were rundomized intn three groups based on LDL-C
levels at dav =7 and weight (0 = Ygroupt. Groups 2 and 3 were
administered via oral gavages with rosuvastatin caleium (Crestor:
AstraZencen Pharmaceuticnls L, Wilmington, DE) during study
davs 1 to 55 as a whole tablet ot 10 mg/animal and 10 mgfkg on days
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serew., and individual restrained thermal factor refinement in Ref-
mae (Muorshudov et al, 19970 and addition of water molecules re
duced the B oand Free B values o 225 and 28.2%  vespeetively, for all
af the reflections. The convilinates e the structure have been depns-
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Epitape [dentification and Burvied Area Caleulations. The
cpitope residues for 16 on the POSKS protein were identilicd by
coalealatng the difference in aceessible surface arca betwern the
WPCSIKON6 ervstal strueture and POSKS structure alone. POSIKEH
residues that show buried surface area upon complex formation with
J16 were defined as being part of the epitope. The solvent-necessible
surface of a protein was defined o= the locus of the center of a probe
sphere trepresenting o solvent moleeule of 14-A radiusi as it rolls
over the Van der Waals surtaee of the protein. The solvent-necessible
surtoace area was caleonlsted by generating surfiace paints onoan
extended sphere about cachi atom fat o distance from the atom center
cqual to the sum of the atom and probe radin and eliminating thosc
that hed within cquivaleat spheres associated with neighboring
atoms as implemented o the program AREAIMOL thtwpd/
www_cepdacuk/newslettersfinewslott erd8/03_surfarea htmli

Results

Identilication of Antagonistic Anti-PCSK9 Antibod-
ies. We sereened for anti-PCSKY monoclonal antibodies
among hybridoma cell lines gencrated by fusing the spleen of
various wild-type and PCSK9—/—) mice immunized with
recombinant hulPCSKY protein. More than 800 antibodics
that were positive for PCSKS binding by ELISA were tested
for their ability to block recombinant huPCSKY9-mediated
LDLR degradation in Huh7 cells. Approximately 60 clones
{700 showed some degree ol vecovery of LDLR protein levels
in the presence of POSKS, Only four antibodies produced by
hybridoma cell lines showed complete block of POSK9 activ-
itv. It is noteworthy that all of these were obtained Irum
POSKS(—/—1 mice and all were also cross-reactive to mouse
PCSKY. These four can mutually block each other's binding
to PCSKY in ELISA and biosensor assays, indicating that
they share overlapping epitopes. One of them, J10, binds 10
recombinant  human,  cyvnomolgus  monkey, and
PCSK9 with approximate affinities of 0.3, 0.5, and 2.7 nM,
respectively, as determined by biosensor binding assays
(Supplemental Fig, 1. Figure 1A shows J10 was able 1o
completely rescue LDLR levels in Huh7 cells treated with
exagenous mouse and human POSKY, J10 also completely
and dose-dependently blocked binding of 1.4 nM human
POSIKD to immobilized human LDLR ECD with an [C,, ol
nM (Fig. 1B

We engmneered J10 fato a homan TgG2deltad (Armour et
al., 2002) and k chain antibody and further improved its
antigen binding affinity, The resulting antibody, J16, con-
taing fully human scquence outside of the eomplementarity
determining rezions. 1t bhinds to recombinant human POSKY
molecules with a I, ol approximately 5 pM as determined by
KinExA (Supplemental Fig, 20, to eynomolgus monkey with
K,y to less than 100 pM. and 1o mouse PCSKY with K, o' 35
pAL s determined by hiosensor binding assays (Supplemen
tal Fig. 1016 complotely blocks human and mouse PCSKY
hinding to immobihized LDLR ECD and can fully reverse the
PCSKO-mediated LDLR suppression in Huh7 cells,
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whereas the LDLR EGF-A damain buries 456 A%, A erystal-
lographic data table and methods ean be found in the sup-
porting information.

Anti-PCSK9 Antibodies Reduce Cholesterol in Mice
and Monkeys. The abilitv ol the mouse antibody J10 to
modulate blood cholesterol levels in vivo was tested in mice.
Because rodents carry LDLR binding lipoprotein in their
HDL particles, the inerease of LDLR that would oceur via
PCSRKY inhibition is cxpected to cause a decrease in LDL-C.
HDL-C, and total cholesterol in the rodent, as was seenin the
PCSK9(—/-) mice {Rashid et al., 2005), Because of the very
low levels of LDL-C in wild-type mice, which are difficult to
reliably measure nnd caleulate, we observed the mpst consis-
tent and significant effect of PCSKY neutralization in mice on
total and HDL-C levels. When 10 mg/kg J10 was adminis-
tered as a single intraperitoneal dose to CETBLG mice fed o
normial diet, serum total cholestero] levels were maximally
reduced to an average of 49.7 mg/dl at day 7 after treatment,
a 46% reduction, compared with 92.5 mg/dl in saline-treated
controls (Table 1), HDL-C level was on average 33.4 mg/dl in
the J10-treated group compared with 58,4 mg/dl in saline-
treated controls, representing a 43% reduction. There was no
significant change in triglveeride levels.

Two sets of experiments were carried out to explore the
mechanism of this effect on serum lipids. Liver LDLR levels
were significantly increased (2.3-fold, p = 0.001) in mice 7
days after treatment with 10 mg/kg J10 (Supplemental Fip,
31 In addition, total cholesterol, HDL-C, and LDL-C levels in
LDLR(—/=) mice were not affected by 10 mg/kg J10 treat-
ment. J10 treatment was partially effective in LOLR(-/ )
mice, with a 22% (27 mg/dD reduction in total cholesterol, o
modest but statistically significant 13% reductinn in HDL-C
and o preferential 704 reduction in LDL-C (Table 100 These
data are consistent with the effeet of J10 being mediated by
the inhibition of the elfect of endogenous PCSK9 on LDLR.
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containing 62% keal fat and 0.1 mg/fkeal cholesterol for more
than 18 months. A single dose of 3 mgfkg J16 administered (o
these animuals effectively lowered serum LDL-C levels by G4%
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demonsteating that the POSIKY antagomst can greatly reduc
LDL-C levels on top of a statin. Daily simvastatin treatment
cansed a trend ol pradual reduction in HDL-C. Treatment of
J16 had no significant effect on HDL-C levels (Fig. 4K Total
cholesterol levels gradually reduced after daily simvastatin
treatment, reaching a maximal 42% reduction at day 14,
Single injeetion of J16 produced an additional 36% maximal
lowering 5 davs after dosing (g 4170 The animals were
closely monitored throughout the duration of the study for
clinical siens, body weight, food intake. hematology. and
scrum chemistry, No meaningful changes related to rosuvas-
tatin caleium, simvastatin, or J16 treatment were observed,
Maore specifically, liver funetion, as judged by serum alanine
aminotransferase and aspartate aminotruansferase levels,
and kidney [unction, as judged by serum creatinine, urea,
and electrolyvtes levels, were not alteved by staun or J16

A

treatment.

Discussion

Since the discovery of its role in cholesterol metabolism
and LDLR regulation and the realization that PCSKY is a
promiging therapeutic target for LDL-C lowering, the dn-
mains and struetures important for POSK9 function have
bevn under intense investization. The protease activity hi
been shawn to be necessary lor self-cleavage, folding, and
secretion of the mature PCSKY pratein, but it is not involved
in LDLR degradation (Li et al., 2007 McNutt et al., 2007),
The binding epitope of PCSKY to EGF-A of the LDLR has
been localized to a conserved pateh on the eatalytic domein
(Cameron et al., 2008; Kwon et al,, 2008). The prodomuin and
the C terminus have also been implicated in PCSIK9 activity
or even direet binding to LDLR 1 Kwon et al., 2008: Mayer et
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Coprior o gl 200600 Finally, two POSKY mu-

tants, S127R and D129G, were reported to have reduced or
apparently abolished seeretion but they are associated with
fumilial hypercholesterolemia, strongly implying that intra-
cellular PCSK9 can still participate in LDLR degradation
(Benjannet et al., 2006; Cameron et al., 2006: Homer et al.,
2008). In our experiments. the degree of reduction (46%) in
J10-treated mice was very similar to that observed in
POSKYC-/- ) mice in nur hunds (4575 1 and reported by others
iA2¢0) (Rashid et al., 2005, as well as that reported fo
antisense knockdown of PCSK9 (50% 0 1Graham et al., 2007
Frank-Kamenetsky et al., 2008; Gupta et al.. 20101 We show
that this reduction 1 serum cholesterol is through PCSKY
inhibition and. eonsequently, LDLR up-regulation. because
J10 does not have any detectable eflect in mice lackiny
LDLR, and LDLR protein level is inereased in J10-treated
animils compared with controls. Because we sire nol awire ol
evidenee suggesting untibodies can interfere with the intra-
cellular function of a protein, our results indicate that neu-
tralizing circulating PCSIKY via & monoclonal antibody can
renove most PCSKY function under normal physiological
conditions and strongly supgest that the vast majority, i not
all, of PCSK9 mediated cholesterol modulation effeet is car
ried out via secreted PCSKY, at least in the mouse.

We show that PCSKY antagonism can effectively lower
LDL-C levels without significantly affecting HDL-C or tri
glyceride levels in both normal and hypercholesterolemic
monkeyvs, Although several means of PCSK9 antagonism
have been reported to reduce LDL-C levels by 50 to 80% in
normal monkeys (Frunk-Kamenetsky et al,, 2008; Chan et
al., 2009; Ni et al,, 20111, we show for the {irst time that
PCSKY antagonism is effective in a hypercholesterolemic
monkey model caused hy o long-term high-fat diet. An anti
sense oliga-speeific to mouse POSK9 has been reported to
reduce serum chiolesterol by 330 inomice fed a Western dict
(60% lard) (Graham et al,, 2007). However, our anti-PCSKY
monoclonal antibody had no significant effect on mice fed HF
or HF/HC diets, nor did we see a significant difference in
PCSK9 /) fed a HE/HC diet. Differences in diet, experi-
mental conditions, and housing conditinns may be responsi-
ble for this discrepancy. In our case, the HF diet deereased
serum PCSKY levels by 647, possibly partly explaining the
lack of effeet of further PUSKY inhibition or knockout 1n
diet-induced hypercholesterolemic miee, Our data are also
consistent with reports that dictary cholesterol inhibits
PCSKY expression in rat liver (Persson et al., 20091 Unlike
rodents where hypercholesterolemia eaused by a diet high in
cholesterol suppresses POSKY levels, studies have found that
hypercholesterolemic humans have elevated PCSK9 levels
(Lakoski et al., 2009; Welder et al., 20101 It is likely that the
unresponsiveness Lo dict-induced hypercholesterolemia i= 2
property of rodents but not primates, because we have shown
that both the degree and duration of LDL-C reduction are
similar in normal and hypercholesteromic monkeys treated
with the same dose of the antagonistic PCSK9 antibody .J16.

Finally, we show that PCSK9 antagonism results in effec-
tive LDL-C in statin-treated hyvperlipidemic monkeys. It is
noteworthy that one of the most potent statins commercially
available, rosuvastating had no effeet on plasma cholesternl
levels in these monkeys with o daily dose of 20 mg/kg. Treat-
ment with a high dose (50 mg/kg/day) of simvastatin caused
a 43% reduction in LDL-C and a 32% reduction in HDL-C.
Addition of o single administration of J16 on top of simva-
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