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P- 2021/10791 

 

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO  

DIRECCIÓN DE NUEVAS CREACIONES 

E.   S.   D. 

 

Re: Expediente No. NC2021/0007354 

Solicitud de patente a nombre de DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED. 

 

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma, 

domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad 

DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, solicitante de la patente de la referencia, en 

respuesta al oficio No. 21246 notificado electrónicamente el 29 de diciembre de 2023, 

relacionado con los requerimientos de fondo de la solicitud, atentamente me permito 

presentar la siguiente información: 

 

1. Modificación a las Reivindicaciones 

 

Con fundamento en la facultad que confiere el artículo 34 de la Decisión 486 al 

solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del trámite, 

presento junto a este memorial un nuevo capítulo reivindicatorio, el cual consta de 

treinta y cinco (35) reivindicaciones y reemplaza completamente el presentado 

previamente. Específicamente, se realizaron las siguientes modificaciones: 

 

1.1 Se modificó la reivindicación 1 para eliminar la referencia a SEQ ID NO:61 y para 

incorporar las características de la reivindicación dependiente 16 en la parte (i). 

La reivindicación 1 también se modificó para agregar la parte (ii) que se refiere 

a <los aminoácidos en las posiciones 4-66 en la secuencia de aminoácidos 

establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 34, 40 y 48= y la parte (iii) que se 

refiere a <una secuencia de aminoácidos que es 98% o más idéntica a la secuencia 
de aminoácidos de (i) o (ii) anteriores=. El soporte para las partes (i) y (ii) en la 

solicitud tal como se presentó se analiza a continuación en respuesta a los 

comentarios del Examinador con respecto a las modificaciones presentadas 

anteriormente.   

 

1.2 Se eliminaron las reivindicaciones 2-42, 49, 66, 67, 70-79, y 88-93. 
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1.3 Se ajustó la numeración y la dependencia del capítulo de acuerdo con lo 

mencionado previamente. 

 

1.4 La nueva reivindicación 3 (basada en la antigua reivindicación 43), se modificó 

de modo que ahora menciona que "Cys15 a Cys45, Cys23 a Cys42 y Cys31 a 

Cys63 forman cada uno un enlace disulfuro". Esta modificación se encuentra en 

la solicitud presentada, por ejemplo, en la página 66. 

 

1.5 La nueva reivindicación 8 (basada en la antigua reivindicación 50) se modificó 

sustituyendo la expresión <uno y opcionalmente más de uno= por el artículo <un= 
antes del término <resto=, y especificando que el resto es un "resto que mejora 

la semivida en sangre". Esta modificación se sustenta en la página 75 de la 

solicitud presentada.  

 

1.6 La anterior modificación también se realiza en las reivindicaciones que dependen 

directamente de la nueva reivindicación 8 (por ejemplo, la nueva reivindicación 

9). 

 

1.7 La nueva reivindicación 9 (basada en la antigua reivindicación 51) se modificó 

para especificar que el segundo péptido "se selecciona del grupo que consiste en 

una región Fc de inmunoglobulina o un fragmento de la misma, un dominio CH3 

de inmunoglobulina y albúmina". Esta modificación se encuentra sustentada en 

la página 75 de la solicitud presentada. 

 

1.8 La nueva reivindicación 12 (basada en la antigua reivindicación 54) se modificó 

para reemplazar la frase "anticuerpo o fragmento del mismo y comprende una o 

más regiones Fc" por "región Fc o un fragmento de la misma". El soporte para 

esta enmienda se encuentra en la página 76 de la solicitud presentada. 

1.9 Las nuevas reivindicaciones 13 a 17 (basadas en las antiguas reivindicaciones 55 

a 59) se modificaron para eliminar la expresión "o cada" inmediatamente antes 

de "región Fc". 

 

1.10 La nueva reivindicación 12 (basada en la antigua reivindicación 60) para 

especificar que el conjugado comprende "de uno a cinco ácidos aspártico o de 

uno a cinco ácidos glutámicos...". El respaldo para esta enmienda se encuentra 

en la página 69 líneas 4 a 10 de la solicitud presentada. 
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1.11 La nueva reivindicación 19 (basada en la antigua reivindicación 61) se modificó 

de modo que ahora es una reivindicación independiente. Además, la parte (i) se 

modificó para eliminar la referencia a las SEQ ID NO: 50, 52, 54, 56, 58 y 60; y 

modificar la parte (ii) para reemplazar la expresión "90%" por "96%"; el soporte 

para esta enmienda se encuentra en la página 110 de la solicitud presentada, 

sección (a4). Por último, la reivindicación 19 se modificó para agregar la parte 

(iii), que menciona "una secuencia de aminoácidos formada por la eliminación de 

un aminoácido de la secuencia de aminoácidos descrita en (i) anteriormente y en 

la que el conjugado inhibe la actividad proteasa de KLK5"; el soporte para esta 

enmienda se encuentra en la solicitud presentada al menos en la página 72, 

sección (a3). 

 

1.12 La nueva reivindicación 24 (basada en la antigua reivindicación 68) se modificó 

para eliminar la referencia a "el anticuerpo o fragmento de unión del mismo...", 

y para hacer referencia a un péptido "obtenido mediante el método según la 

reivindicación 64 o 65". El respaldo para esta enmienda se encuentra en la 

solicitud presentada al menos en las páginas 12 y 15, partes (49) y (66). 

 

1.13 La nueva reivindicación 25 (basada en la antigua reivindicación 69) se modificó 

para decir que la composición farmacéutica comprende además "un diluyente, 

portador, solubilizante, conservante emulsionante y/o agente auxiliar 

farmacéuticamente aceptable". El respaldo para esta enmienda se encuentra en 

la página 122 de la solicitud presentada. 

 

1.14 Las nuevas reivindicaciones 26 a 34 (basadas en las antiguas reivindicaciones 80 

a 87 y 94) se modifican cada una para recitar, como alternativa, "una secuencia 

de aminoácidos formada por la eliminación de un aminoácido de…" la secuencia 

de aminoácidos a la que se hace referencia. El respaldo para estas enmiendas se 

encuentra en la solicitud presentada al menos en al menos en la página 72, 

sección (a3). 

 

1.15 Se incluyó la nueva reivindicación 35 dirigida a una composición farmacéutica 

que comprende el conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 26 a 34 y "un 

diluyente, portador, solubilizante, conservante emulsionante y/o agente auxiliar 

farmacéuticamente aceptable". El soporte para la nueva reivindicación 35 se 

encuentra en la solicitud presentada al menos en la página 15, parte (69) y en la 

página 123. 
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Al respecto me permito manifestar que las modificaciones realizadas en esta 

oportunidad se realizan sin que por ello deba interpretarse que el solicitante acepta 

alguna de las objeciones establecidas en el oficio de la providencia y sin perjuicio o 

renuncia de los derechos del solicitante de buscar la protección de la materia allí 

contenida en etapas posteriores del trámite.  

 

Estas modificaciones no amplían de ninguna manera la materia objeto de la presente 

solicitud, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y superar 

las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico. 

 

2. Sobre la no aceptación de las modificaciones presentadas el 28 de julio de 

2021 (NC2021/0009989) y 28 de febrero de 2022 (NC2022/0002275) 

 

El examinador señala que los capítulos reivindicatorios presentados el 28 de julio de 

2021 (NC2021/0009989) y 28 de febrero de 2022 (NC2022/0002275) no puede ser 

aceptado porque, en su opinión, contiene materia que ampliaría el alcance de la solicitud 

original. 

 

En concreto, el examinador indica que la solicitud no proporciona soporte para el alcance 

actual de la materia reclamada en la reivindicación 15 presentada el 28 de julio de 2021, 

que a su vez corresponde a la reivindicación 5 presentada el 28 de febrero de 2022, 

pues, de acuerdo con el examinador: 

- no existe ningún aparte en donde se haga referencia explícitamente a una 

secuencia de aminoácidos idéntica en un 80%, 90% o más con cualquiera de los 

péptidos SEQ ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20, así como tampoco se 

proporciona evidencia de todas las posibles estructuras con tales porcentajes de 

identidad con respecto a las secuencias de referencia. 

- tampoco existe una referencia explícita en el capítulo descriptivo para una 

modalidad de péptido que comprenda las posiciones 4 a 66 de cualquiera de las 

SEQ ID NO: 34, 40 y 48 ya que dichas secuencias se refieren únicamente por su 

secuencia completa como conjugados. 

 

Al respecto, el solicitante desea manifestar su desacuerdo con la opinión del 

examinador, pues las reivindicaciones presentadas junto a este memorial (que incluyen 

algunas de las características incluidas en las reivindicaciones 15 y 5 mencionadas 

arriba) no amplían el alcance de la solicitud tal como se presentó originalmente.  
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En primer lugar, el solicitante desea resaltar que las reivindicaciones modificadas ya no 

abarcan una secuencia peptídica que tiene un 80 % o 90 % o más de identidad con una 

secuencia de referencia, sino que se dirigen a variantes limitadas a aquellas que tienen 

un 98 % o más de identidad de secuencia con las secuencias de referencia. El soporte 

explícito dicha materia se encuentra en la solicitud presentada al menos en las páginas 

71 y 72, partes (a1) y (a4), y en las páginas 79 y 80, partes (a1) y (a4). 

 

Además, dado que las secuencias de referencia citadas tienen 63 aminoácidos de 

longitud, las variantes citadas (que tienen al menos un 98 % de identidad) se limitan a 

aquellas que no tienen más de una sustitución, adición o eliminación de aminoácidos 

con respecto a la secuencia de referencia. El solicitante sostiene que, en vista de este 

grado tan limitado de variación, una persona normalmente versada en la materia 

reconocería fácilmente que las variantes citadas tienen, de hecho, una relación 

estructural y funcional con las secuencias de referencia inhibidoras de KLK5 citadas. 

 

De otro lado, con respecto a la referencia a péptidos que comprenden las posiciones 4 

a 66 de cualquiera de las SEQ ID NO: 34, 40 y 48, el solicitante sostiene que una 

persona normalmente versada en la materia, al leer la solicitud tal como se presentó, 

reconocería fácilmente que estas posiciones corresponden a la secuencia peptídica 

genérica de SEQ ID NO:61, como se puede ver a continuación: 

 

  

 

 

En otras palabras, las posiciones citadas de SEQ ID NO: 34, 40 y 48 representan 

claramente realizaciones específicas de la secuencia peptídica de SEQ ID NO: 61 (con 

una combinación específica de las sustituciones de aminoácidos en las 12 posiciones 

variables) y, por lo tanto, se debe reconocer que péptidos habían sido "considerados 

inicialmente " en la descripción y reivindicaciones originales. 

 

Por lo tanto, el solicitante sostiene que la descripción de la presente solicitud sí 

proporciona soporte para los conjugados al alcance de las reivindicaciones adjuntas.  
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En este sentido, el solicitante desea llamar la atención del examinador sobre las 

disposiciones del numeral 2.6.7.3 de la Guía Para Examen de Solicitudes de Patente de 

Invención y Modelo de Utilidad emitida por la Superintendencia de Industria y Comercio, 

que establecen: 

 

<El examinador debe tener en cuenta todo el contenido de la descripción, en el 

momento de verificar si la invención reivindicada está soportada por la 

descripción. Además cuando la descripción divulga la mejor manera de llevar a 

cabo la invención, mediante ejemplos debe verificar si con ellos se puede 

establecer la generalización de las reivindicaciones, con base en la información 

suministrada en la descripción, y/o usando los métodos de rutina o análisis; en 

caso negativo el examinador debe concluir que las reivindicaciones no tienen 

soporte en la descripción, puede el examinador invitar al solicitante para que 

explique cómo con el contenido de la descripción puede la persona capacitada en 

la materia extender la invención al alcance reivindicado, de lo contrario el 

examinador debe invitar al solicitante para que restrinja la reivindicación= 
 

En vista lo anterior, queda claro que, aun cuando no hay una referencia explícita, el 

contenido total de la descripción como fue originalmente presentada da cuenta de las 

distintas posibilidades al alcance de la SEQ ID NO. 61 (ver numerales 1 a 41 de las 

páginas 8 a 11), de las cuales se reclaman tres en la opción (ii) de la nueva 

reivindicación 1, tal como lo comprendería la persona normalmente versada en la 

materia. 

 

En vista de lo anterior amablemente solicito que se acepte el capítulo presentado junto 

a este memorial y se continue el trámite de la solicitud teniéndolo en cuenta. 

 

3. Materia no patentable 

 

3.1 Excepciones de patentabilidad 

 

El examinador señala que las antiguas reivindicaciones 71 y 71 no serían patentables 

porque, a pesar de estar encabezadas como una composición, hacen referencia al 

tratamiento de una enfermedad relacionada con KLK5, lo cual corresponde a materia 

considerada exceptuada de patentabilidad de acuerdo con lo establecido en el Art. 20 

literal (d) de la Decisión 486. 
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En relación con lo anterior, me permito resaltar que las reivindicaciones que pudiesen 

relacionarse directa o indirectamente a métodos de tratamiento han sido eliminadas del 

capítulo reivindicatorio modificado. Por lo tanto, la objeción al respecto ha sido 

superada. 

 

3.2 Reivindicaciones relativas a uso 

 

De manera similar, el examinador señala que el objeto de las antiguas reivindicaciones 

72 y 73 tampoco sería patentable por cuanto se refieren al uso dado a las composiciones 

farmacéuticas reclamadas.  

 

Al respecto, me permito manifestar que las reivindicaciones objetadas no hacen parte 

del capítulo reivindicatorio presentado junto a este memorial, superando así las 

objeciones del examinador. 

 

4. Título 

 

Por otra parte, con respecto a la observación sobre la falta de relación del título con el 

objeto de la solicitud contenido en la descripción y las reivindicaciones, me permito 

señalar que es deseo del solicitante modificar el título siguiendo la amable 

recomendación realizada por el examinador, de modo que ahora se lee: 

 

<PÉPTIDO MUTANTE DE SPINK2 INHIBIDOR DE CALICREÍNA 5 (KLK5)= 
 

En vista de lo anterior, amablemente solicito que la objeción al respecto se dé por 

superada. 

 

5. Claridad y concisión de las reivindicaciones 

 

El solicitante manifiesta que mediante la presentación del nuevo capítulo reivindicatorio 

quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por el examinador en su 

concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera 

clara y concisa la invención descrita. Con respecto a las objeciones específicas del 

examinador, me permito manifestar lo siguiente: 

 

5.1 El examinador señala que la reivindicación 1 no es clara y no se encuentra 

sustentada en la descripción porque reclama un péptido mutante de SPINK2 que 

comprende hasta 12 residuos de aminoácidos variables; sin embargo, no se 
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mencionan en la reivindicación los posibles aminoácidos sustituyentes para cada 

posición siendo que, la solicitud no ha explorado cualquier sustitución todas las 

posiciones señaladas, ni cualquiera combinación de sustituciones para todas las 

posiciones. 

 

Frente a lo anterior, amablemente me permito resaltar que la reivindicación 1 fue 

modificada para eliminar la referencia a la SEQ ID NO: 61 (que contiene las posiciones 

de aminoácidos variables) y definir en su lugar las secuencias específicas que 

caracterizan los péptidos reclamados. 

 

En consecuencia, la nueva reivindicación 1 define las características técnicas esenciales 

de la materia reclamada, superando así la objeción al respecto. 

 

5.2 De otro lado, el examinador afirma que las 1, 16, 42, 61, 76 y 80 a 94 no son 

claras porque hacen referencia a las figuras.  

 

Con respecto a esta objeción, me permito resaltar que las referencias a las figuras 

fueron reemplazadas por las secuencias específicas correspondientes, con el fin de 

mejorar la claridad del capítulo reivindicatorio. Teniendo en cuenta lo anterior, la 

objeción en este sentido fue superada. 

 

5.3 El examinador indica que las reivindicaciones a 3 y 46 no son claras porque las 

expresiones: <inhibe la actividad proteasa de KLK5 humana activa=, <inhibe 

selectivamente KLK5 humana y, opcionalmente, KLK7 o KLK14 humana=, <inhibe 

KLK5 y KLK7, o KLK5 y KLK14= o <produce el péptido (…)= se consideran 
resultados a alcanzar y contemplan cualquier alternativa estructural presente o 

futura que llegue a dicho fin. 

 

Al respecto, me permito manifestar el desacuerdo del solicitante con las observaciones 

del examinador. Sin, embargo, hace notar que las reivindicaciones 2 y 3 fueron 

eliminadas.  

 

De otro lado, me permito resaltar que la nueva reivindicación 1 mantiene la expresión 

<que inhibe la actividad proteasa de KLK5 humana activa=. En este sentido, me permito 

referirme a las disposiciones del numeral 2.6.5.8 de la Guía para examen de solicitudes 

de patente de invención y modelo de utilidad de la Superintendencia de Industria y 

Comercio, el cual señala: 
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<2.6.5.8 Reivindicaciones definidas por el resultado a alcanzar 

Como se menciona anteriormente, las reivindicaciones deben definir la invención 

por sus características técnicas esenciales, estructurales. El examinador no 

admitirá que la reivindicación defina la invención por el resultado a alcanzar (del 

tipo: <Aparato de destilación caracterizado porque tiene un rendimiento del 

99%=), puesto que en realidad equivaldría a definir el problema técnico a resolver 
y el alcance de la reivindicación, incluiría no sólo la solución propuesta por el 

solicitante, sino todas las alternativas presentes o futuras que lleguen a ese 

resultado. 

 

El resultado a alcanzar no es una característica técnica de la invención. Puede 

aparecer en la reivindicación, pero siempre acompañando las características 

técnicas que definen la invención.= (Énfasis añadido) 
 

En vista de lo anterior, es claro que incluir un resultado a alcanzar en una reivindicación 

es permitido siempre que se acompañe de las características técnicas que definen la 

invención, las cuales son las que efectivamente permiten diferenciar la materia 

reclamada de las alternativas presentes o futuras que lleguen al mismo resultado. 

 

De este modo, el solicitante desea reiterar que la nueva reivindicación 1 fue modificada 

y ahora se dirige a secuencias peptídicas específicas para las cuales se ha demostrado 

la actividad inhibitoria sobre KLK5. Asimismo, la reivindicación 1 se refiere a un grupo 

muy limitado de variantes que tienen un 98 % o más de identidad con las secuencias 

de referencia (con lo cual se abarcan variantes con no más de una sustitución, adición 

o eliminación de un aminoácido en vista de la longitud de la secuencia de referencia, 

como se explicó anteriormente). Dada la drástica limitación en la variación de 

secuencias en relación con secuencias peptídicas específicas que han demostrado tener 

actividad inhibidora de KLK5, como se describe en la descripción, el solicitante sostiene 

que la expresión "inhibe la actividad proteasa del KLK5 humano activo" está 

estrechamente asociada con las estructuras reclamadas. 

 

De esta manera, dado que la reivindicación 1 no caracteriza los péptidos únicamente 

en términos de su capacidad para inhibir la proteasa de KLK5, sino que define las 

características estructurales que permiten llegar a dichos resultados, la reivindicación 

no <contemplan cualquier alternativa estructural presente o futura que llegue a dicho 

fin=.   
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Por otra parte, se hace notar que la reivindicación 5, mantiene el lenguaje que menciona 

que la célula "produce el péptido" según las reivindicaciones mencionadas. Al respecto, 

se hace notar que la reivindicación independiente presenta las características 

estructurales de los péptidos de la invención, por lo tanto, la reivindicación 5 no se 

refiere a cualquier alternativa sino únicamente a aquellas células que comprenden un 

polinucleótido que codifica para dichos péptidos, o un vector que incluye dicho 

polinucleótido o que puede producir dichos péptido. 

 

Por lo tanto, respetuosamente deseo resaltar que la objeción con respecto a esta 

expresión resulta de una interpretación injustificadamente estricta de las disposiciones 

del Art. 30 de la Decisión 486. 

 

En particular, es importante tener en cuenta que, de acuerdo con la práctica actual, 

para determinar si la materia reclamada es clara, concisa y está soportada por la 

descripción tal como se presentó, se debe considerar razonablemente el conocimiento 

previo de una persona normalmente versada en la materia.  

 

En este caso, dado que el código genético (que correlaciona codones específicos de tres 

nucleótidos con los aminoácidos que codifican) es bien conocido, podría ser empleado 

para diseñar varias secuencias de polinucleótidos que codifican la misma secuencia de 

aminoácidos para su expresión en una célula huésped, tal como lo entendería una 

persona normalmente versada, quien comprendería sin dificultades el alcance de la 

materia reclamada. Por esta razón, la reivindicación 5 cumple con las disposiciones del 

Art. 30, pues es clara, concisa y está respaldada por la descripción. 

 

5.4 El examinador señala que las reivindicaciones 3, 50, 51, 54 y 78 no son claras 

porque, incluyen los términos <opcionalmente=, <opcionalmente más=; <más 

restos opcionales= y/o <una ó más= que son no limitativos e impiden establecer 
el alcance de la reivindicación. 

 

En este sentido, me permito resaltar que, con el fin de superar esta objeción, el 

solicitante ha decidido eliminar los términos objetados. En vista de lo anterior, la 

objeción ha quedado superada. 

 

5.5 El examinador señala que las antiguas reivindicaciones 4 a 15, 17 a 28 y 31 a 41 

no son claras porque se refieren a posiciones variables mediante dos 

numeraciones diferentes para una misma posición siendo una en la prosa 

<Xaa(…)= y otra en los paréntesis <(X(…))=. 
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Frente a lo anterior, me permito resaltar que las reivindicaciones objetadas han sido 

eliminadas. De este modo, la objeción al respecto ha quedado completamente 

superada. 

 

5.6 El examinador indica que la reivindicación 43 no es clara porque se refiere a la 

estructura secundaria del péptido mutante SPINK2 pero no señala en que 

posiciones se posicionan los enlaces disulfuro, esenciales para la caracterización 

estructural de la molécula. Asimismo, el examinador indica que la solicitud no ha 

explorado cualquier posición para la formación de dichos enlaces. 

 

Al respecto me permito resaltar que la nueva reivindicación 2 fue modificada siguiendo 

la amable sugerencia del examinador, de modo que ahora se señalan las posiciones en 

las que se forman los enlaces disulfuro. Por lo tanto, la objeción al respecto ha quedado 

superada. 

 

5.7 El examinador menciona que reivindicaciones 49 y 66 no son claras porque 

pretenden caracterizar el péptido mutante de SPINK2 o sus conjugados de 

acuerdo con su proceso de obtención, a pesar de que pueden definirse 

apropiadamente por su estructura completa. 

 

Frente a lo anterior, se resalta que las antiguas reivindicaciones 49 y 66 no hacen parte 

del capítulo reivindicatorio presentado junto al presente memorial. Así, la objeción ha 

sido superada. 

 

5.8 El examinador indica que las reivindicaciones 50 y 51 no son claras porque 

incluyen el término <resto= el cual es ambiguo y no permite determinar a qué tipo 
de molécula o estructura se hace referencia, lo cual impide establecer la 

estructura del conjugado. 

 

En este sentido, se hace notar que la antigua reivindicación 50 se modificó para 

especificar que el resto es un "resto que mejora la semivida en sangre". Además, se ha 

modificado la antigua reivindicación 51 (que depende de la reivindicación 50) para 

especificar que el resto que mejora la semivida en sangre es <un segundo péptido 

seleccionado del grupo que consiste en una región Fc de inmunoglobulina o un 

fragmento de la misma, un Dominio CH3 de inmunoglobulina y albúmina=. 
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Asimismo, se destaca que los restos que mejoran la vida media de los fármacos basados 

en proteínas son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y la solicitud presentada se 

refiere a varios de dichos restos conocidos. Véase, por ejemplo, la página 75. La región 

Fc de la inmunoglobulina, el dominio CH3 de la inmunoglobulina y la albúmina, como 

se indica en la nueva reivindicación 9, se encuentran entre los restos bien conocidos 

que mejoran la vida media plasmática. El solicitante sostiene que, en vista de este 

conocimiento en la técnica y la divulgación de la descripción como se señaló 

anteriormente, las reivindicaciones 8 y 9 (basadas en las antiguas reivindicaciones 50 

y 51) serían claras para una persona normalmente versada en la materia.  

 

En vista de lo anterior, respetuosamente solicito que la objeción sea reconsiderada. 

 

5.9 El examinador señala que las reivindicaciones 54 a 57 no son claras y no se 

encuentran sustentadas en la descripción porque reclaman un conjugado que 

comprende el péptido mutante SPINK2 y un <segundo péptido= que es un 
<anticuerpo o fragmento del mismo=; sin embargo, por su tamaño, una molécula 
de anticuerpo no corresponde a un péptido sino a un polipéptido; además, la 

expresión <fragmento del mismo= o <fragmento de la(s) misma(s)= es imprecisa 
y abarca cualquier molécula con cualquier estructura desde un único aminoácido, 

siendo que, la solicitud no ha explorado conjugados entre el péptido y un 

anticuerpo de longitud completa o un fragmento de indeterminada longitud y 

función. 

 

Al respecto, el solicitante sostiene que las nuevas reivindicaciones 12 a 15 (basadas en 

las antiguas reivindicaciones 54 a 57) son claras y cuentan con el debido soporte en la 

descripción. 

 

En primer lugar, el solicitante desea resaltar que la descripción define que, en la 

presente invención, "polipéptido", "péptido" y "proteína" tienen el mismo significado 

(Véase la página 40, líneas 14 y 15, de la descripción). En vista de lo anterior, el 

solicitante manifiesta su desacuerdo con respecto a los comentarios del Examinador 

sobre el alcance del término "péptido" como se utiliza en las reivindicaciones. 

 

Además, la reivindicación 12 (de la que dependen las reivindicaciones 13 a 15) se 

modificó para eliminar el término anticuerpo y establecer que el segundo péptido es 

una "región Fc o un fragmento de la misma". Se hace notar que los conjugados 

peptídicos mutantes SPINK2 que comprenden una región Fc se ejemplifican en toda la 

descripción, incluidos, por ejemplo, los Ejemplos 3 y 5-7. Además, la reivindicación 12 
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depende de la reivindicación 9 y, por lo tanto, requiere que la región Fc o fragmento de 

la misma "mejore la semivida en sangre". A este respecto, se resalta además que es 

bien conocido que la capacidad de una región Fc de inmunoglobulina para modular la 

vida media plasmática reside en la interacción de Fc con el receptor Fc neonatal (FcRn) 

y los residuos y porciones de Fc de inmunoglobulina importantes para mediar esta 

interacción han sido ampliamente estudiados y, por lo tanto, también son generalmente 

conocidos. (Véase, por ejemplo, Liu, Protein Cell 9:15-32, 2018, que se adjunta al 

presente memorial como Anexo A).  

 

Por lo tanto, el solicitante respetuosamente manifiesta que la expresión <fragmento de 

la misma= (con respecto a una región Fc de inmunoglobulina y limitado por su capacidad 

para mejorar su vida media en la sangre) es razonablemente preciso y no cubre 

<cualquier molécula con cualquier estructura desde un único aminoácido", como lo 

afirma el solicitante.  

 

5.10 El examinador menciona que las reivindicaciones 54 a 59 no son claras porque 

presentan errores de redacción ya que, mencionan la expresión <porque la o cada 

región Fc= la cual es incoherente. 
 

Frente a lo anterior, me permito resaltar que las antiguas reivindicaciones 54 a 59 

fueron modificadas de modo que ya no incluyen la expresión objetada por el 

examinador. Además, el solicitante respetuosamente señala que la antigua 

reivindicación 54 no incluye dicha expresión.  

 

Por lo tanto, la objeción ha sido superada. 

 

5.11 El examinador indica que la reivindicación 60 no es clara y no se encuentra 

sustentada en la descripción porque se refiere a un conjugado que se caracteriza 

porque: <comprende de uno a varios ácidos aspárticos y/o ácidos glutámicos 

añadidos al extremo amino-terminal del mismo= y dicha expresión es no 

limitativa e impide establecer el número y tipo de residuos específicos añadidos 

al N-terminal. Además, el examinador indica que la solicitud no ha explorado 

cualquier estructura con un indeterminado número de residuos de aminoácidos y 

cualquier secuencia para estos. 

 

En este sentido, me permito resaltar que la nueva reivindicación 18 (basada en la 

antigua reivindicación 60) se modificó para establecer que el conjugado comprende de 

uno a cinco ácidos aspártico o de uno a cinco ácidos glutámicos añadidos al extremo 
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amino del mismo. En consecuencia, la nueva reivindicación 18 limita el número de 

residuos añadidos a un número y tipo definido de residuos específicos. Además, la 

solicitud tal como se presentó contiene ejemplos específicos de conjugados que 

contienen tres ácidos aspárticos, o un ácido aspártico, añadidos al extremo N terminal. 

Véase la solicitud en, por ejemplo, SEQ ID NO: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 y 96. En 

vista de la similitud entre el ácido aspártico y el ácido glutámico (por ejemplo, cadenas 

laterales de ácido carboxílico similares y propiedades químicas), y en vista del número 

limitado de ácidos aspártico o glutámico ahora especificados en la reivindicación 18, se 

considera que estos ejemplos son razonablemente representativos del alcance de la 

reivindicación 18. Por estas razones, la nueva reivindicación 18 es clara y cuenta con 

pleno sustento en la descripción tal como se presentó. 

 

5.12 El examinador menciona que la reivindicación 61 no se encuentra sustentada en 

la descripción porque, se refiere a un conjugado el cual pretende caracterizarse 

mediante la expresión: <es 90% o más idéntica a la secuencia de aminoácidos 

descrita en (i) anteriormente e inhibe la actividad proteasa de KLK5= la cual es 
imprecisa e impide establecer la estructura de todas las variantes de conjugados 

contempladas en el alcance; Además, el examinador considera que dicha 

expresión incluye resultados a alcanzar que no definen la estructura de las 

moléculas y contemplan cualquier alternativa estructural presente o futura que 

llegue a tal fin, incluyendo aquellas que presenten modificaciones en regiones 

conservadas de la estructura del péptido mutante SPINK2 que no serían 

funcionales. 

 

Con respecto a lo anterior, el solicitante manifiesta su desacuerdo con esta objeción, 

como se aplica a las presentes reivindicaciones. En primer lugar, se hace notar que la 

parte (ii) de la nueva reivindicación 19 menciona un alcance más limitado de variantes 

con 96% o más de identidad con respecto a la secuencia conjugada completa.  

 

Además, como se señaló anteriormente, para determinar si la materia reclamada está 

debidamente soportada en la descripción tal como se presentó, se debe tener en cuenta 

los conocimientos previos de una persona normalmente versada en la materia. En este 

caso, las secuencias conjugadas citadas incluyen secuencias de aminoácidos de 

fracciones de Fc de inmunoglobulina. Las secuencias de la región Fc de inmunoglobulina 

para, por ejemplo, modular la vida media plasmática, son bien conocidas en la técnica 

y los residuos importantes para la función Fc se han caracterizado previamente. 

También se conocen variantes de secuencias de Fc de origen natural que pueden, por 

ejemplo, modular la función efectora (por ejemplo, la función de unión a FcRn tal como 
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se analizó anteriormente). Además, el solicitante manifiesta que la variación de 

secuencia mencionada está razonablemente limitada en relación con secuencias 

peptídicas específicas que se muestra en la descripción que tienen actividad inhibidora 

de KLK5. 

 

Dado que las reivindicaciones modificadas reducen el alcance al limitar las variantes, y 

dados los conocimientos previos en la técnica con respecto a la región Fc, así como las 

enseñanzas de la descripción sobre los péptidos inhibidores de KLK5 como se resumen 

anteriormente, el solicitante sostiene que la nueva reivindicación 19 (basada en la 

antigua reivindicación 61) está completamente soportada por la descripción.  

 

Por lo tanto, el solicitante respetuosamente solicita que se reconsidere la objeción al 

respecto. 

 

5.13 El examinador asegura que la reivindicación 61 presenta errores de dependencia 

porque su preámbulo se refiere a un conjugado de acuerdo con las 

reivindicaciones 50 a 60, pero las secuencias de conjugados suministradas SEQ 

ID NO: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60 o 96 no incluyen 

ninguno de los péptidos mutantes SPINK2 SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 

20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32 comprendidas en los conjugados de las 

reivindicaciones 50 a 60, por lo que, en realidad corresponde a una reivindicación 

independiente que se refiere a una molécula con diferentes características 

técnicas esenciales estructurales. 

 

Con el fin de superar dicha objeción, el solicitante ha decidido modificar la redacción de 

la nueva reivindicación 19 (basada en la antigua reivindicación 61) de modo que ahora 

es una reivindicación independiente.  

 

5.14 El examinador manifiesta que las reivindicaciones 62 y 63 no son claras porque 

reclaman un conjugado que comprende el péptido mutante de SPINK2 y <un 

segundo péptido= el cual no se define mediante alguna característica técnica 
esencial estructural. Además, el examinador señala que la solicitud no ha 

explorado cualquier estructura para dicho segundo péptido. 

 

Frente a lo anterior, se hace notar que las nuevas reivindicaciones 20 y 21 (basadas en 

las antiguas reivindicaciones 62 y 63) dependen de la reivindicación 9, que define que 

el segundo péptido como un resto que mejora la vida media en sangre y que se 

<selecciona del grupo que consiste en una región Fc de inmunoglobulina, un dominio 
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CH3 de inmunoglobulina y albúmina=. En vista de esta modificación, la referencia al 

"segundo péptido" en las reivindicaciones 20 y 21 es clara.  

 

5.15 El examinador indica que las reivindicaciones 64, 65 y 74 no son claras y no se 

encuentran sustentadas en la descripción porque se refieren a un método para 

producir el conjugado que comprende cualquier célula que comprenda cualquier 

secuencia codificante para un conjugado, la síntesis química del conjugado y/o 

una purificación por afinidad empleando un anticuerpo de unión al péptido 

mutante de SPINK2; sin embargo, la solicitud no ha explorado procesos de 

producción que comprendan cualquier célula con cualquier ácido nucleico 

codificante para cualquier conjugado o que comprendan la purificación por 

afinidad con cualquier anticuerpo contra el péptido mutante de SPINK2. 

 

Al respecto, el solicitante manifiesta que la objeción queda superada por medio de las 

modificaciones realizadas en las reivindicaciones. Específicamente, se hace notar que la 

reivindicación 74 (que mencionaba la purificación por afinidad usando un anticuerpo) 

fue eliminada. Además, las nuevas reivindicaciones 22 y 23 (basadas en las antiguas 

reivindicaciones 64 y 65) ahora están limitadas a secuencias de aminoácidos específicas 

para el péptido o conjugado mutante SPINK2 en virtud de la dependencia indirecta a la 

nueva reivindicación 1 y la dependencia directa de la reivindicación 21 modificada.  

 

5.16 El examinador señala que las reivindicaciones 67 y 68 no se encuentran 

sustentadas en la descripción porque reclaman cualquier anticuerpo o fragmento 

de unión al antígeno que se una al péptido mutante de SPINK2 o una composición 

que lo comprenda pero la solicitud no ha explorado ninguna molécula de unión 

como la reclamada, prueba de lo anterior es que no se incluye en el capítulo 

descriptivo ninguna secuencia biológica asociada a dicho producto; además, un 

anticuerpo tiene características técnicas esenciales estructurales y funcionales 

diferentes a las del péptido SPINK2 mutante que lo tipifican como una invención 

diferente que resuelve otro problema técnico y, por lo tanto, no se encuentra 

dentro del concepto inventivo de la presente solicitud. 

 

Al respecto me permito resaltar que la antigua reivindicación 67 no hace parte del 

capítulo reivindicatorio presentado junto al presente memorial. Además, la nueva 

reivindicación 24 (antigua reivindicación 68) fue modificada para eliminar la referencia 

al anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo. 

 

Por lo tanto, la objeción al respecto ha quedado superada. 
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5.17 El examinador manifiesta que las reivindicaciones 68 y 69 no son concisas porque 

se refieren a una composición definida por las mismas características técnicas. 

 

Frente a lo anterior se hace notar que la nueva reivindicación 25 (basada en la antigua 

reivindicación 69), que se refiere a una composición farmacéutica, se ha modificado 

para establecer que la composición comprende, además, "un diluyente, portador, 

solubilizante, conservante emulsionante y/o agente auxiliar farmacéuticamente 

aceptable", lo cual no se especifica en la antigua reivindicación 24. En consecuencia, las 

nuevas reivindicaciones 24 y 25 (antiguas reivindicaciones 68 y 69) no son redundantes.  

 

5.18 El examinador asegura que la reivindicación 75 no se encuentra sustentada en la 

descripción porque reclama cualquier método para identificar un péptido mutante 

de SPINK2 que comprende incubar cualquier péptido mutante de prueba en 

presencia de una proteasa KLK5. 

 

En este sentido, se hace notar que la antigua reivindicación 75 fue eliminada del capítulo 

reivindicatorio, superando así la objeción al respecto. 

 

5.19 El examinador señala que las reivindicaciones 75 a 78 no son claras porque, se 

refiere a un método para identificar un compuesto inhibidor de KLK5 o a un 

método para medir la actividad proteasa de KLK5 que comprende una etapa de 

<medir= el cual es ambiguo ya que no refiere mediante que metodologías o 

técnicas se lleva a cabo y que, se considera esencial para reproducir el proceso. 

 

Al respecto me permito resaltar que las antiguas reivindicaciones 75 a 78 no hacen 

parte del capítulo reivindicatorio presentado junto al presente memorial.  

 

Por lo tanto, la objeción al respecto ha quedado superada. 

 

5.20 Finalmente, el examinador indica que la reivindicación 79 no es clara y no se 

encuentra sustentada en la descripción porque reclama cualquier péptido 

mutante de SPINK2 que pretende caracterizarse mediante la expresión: <tiene 

una constante de disociación (KD) para KLK5, medida por análisis de resonancia 

de plasmón de superficie inmovilizando el péptido o el conjugado y agregando 

KLK5, de 1 × 10-9 M o menos= que se considera un resultado a alcanzar y no 
define al producto puesto que contempla cualquier alternativa estructural 
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presente o futura que llegue a dicho fin, todas las cuales no han sido explotadas 

en la solicitud. 

En este sentido, se hace notar que la reivindicación 79 también fue eliminada del pliego, 

superando así dicha objeción. 

 

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, las objeciones relacionadas con la 

claridad, la concisión y el soporte en la descripción del capítulo reivindicatorio, han 

quedado completamente superadas. 

 

6. Descripción 

 

El examinador indica que la descripción no divulga la materia reclamada de manera 

suficiente para que una persona normalmente versada en la materia pueda ejecutarla 

o reproducirla, por lo que no cumpliría con las disposiciones del Art. 28 de la Decisión 

Andina 486.  

 

En particular, el examinador indica que, a pesar de que se reclama cualquier péptido 

mutante de SPINK2, un péptido de SEQ ID NO: 61 que comprende 12 residuos variables 

tipo <X= que pueden sustituirse por cualquier aminoácido, cualquier ácido nucleico que 

lo codifique, cualquier conjugado que lo comprenda, cualquier anticuerpo que lo 

reconozca, cualquier composición que contenga dichos péptidos, conjugados, ácidos 

nucleicos y/o anticuerpos y cualquier proceso para su producción, la solicitud 

únicamente presenta evidencia técnica concreta y explícita para los péptidos con 

mutaciones específicas en cada una de las posiciones variables representados por las 

SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 y 32, para los conjugados 

con SEQ ID NO: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60 y 96 y para los 

ácidos nucleicos, composiciones y métodos asociados a dichas estructuras (Págs. 138 a 

173). 

 

Frente a lo anterior, me permito resaltar las drásticas limitaciones realizadas en el 

alcance de la materia reclamada, la cual se refiere ahora a péptidos que poseen 

características técnicas (secuencias) específicas y modalidades asociadas a dichos 

péptidos. Además, el solicitante señala que los péptidos al alcance de la nueva 

reivindicación 1 han sido plenamente explorados en la descripción como fue 

originalmente presentada. 

 

De esta manera, la materia divulgada en la descripción ahora se relaciona de una 

manera más cercana con la materia definida en el capítulo reivindicatorio. Por lo tanto, 
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la descripción proporciona toda la información necesaria para llevar a cabo la invención 

y cumple con los requisitos legales establecidos en la Decisión Andina 486. 

 

7. Unidad de Invención 

 

El examinador reitera su objeción manifestando que la solicitud no cumpliría con el 

requisito de unidad de invención, pues el elemento común a las distintas invenciones 

reclamadas, un péptido mutante de SPINK2, habría sido anticipado por el documento 

WO2018117244. De este modo, el examinador indica que la presente invención se 

refiere a 30 grupos inventivos distintos. 

 

El solicitante respetuosamente manifiesta su desacuerdo con esta objeción, toda vez 

que el concepto técnico común a los péptidos reclamados en la presente invención es 

un péptido mutante SPINK2 que inhibe KLK5, especialmente KLK5 humana, la cual es 

una característica técnica nueva e inventiva. Esta característica es común entre los 

Grupos de Invención 1 a 30 señalados por el examinador (y también en otros péptidos 

divulgados en la solicitud).  

 

De esta manera, el solicitante considera que, de acuerdo con sus características 

funcionales, los péptidos reclamados se pueden dividir en tres categorías: 

(i) aquellos que inhiben selectivamente KLK5; 

(ii) aquellos que también inhiben KLK7 (es decir, péptidos que actúan como 

inhibidores duales); y 

(iii) aquellos que también inhiben KLK14 (es decir, una segunda categoría de 

inhibidores duales). 

 

Por lo tanto, para (i), (ii) y (iii) anteriores, las propiedades de inhibición selectiva de 

KLK5, inhibición dual de KLK5/KLK7 e inhibición dual de KLK5/KLK14 puede 

considerarse como una característica técnica nueva e inventiva que es común entre las 

SEQ ID NO: relevantes. 

 

En vista de lo anterior, los péptidos y conjugados correspondientes a cada una de las 

categorías (i), (ii) y (iii) anteriores son los siguientes: 

(i) SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 así como 34, 36, 38, 40, 42, 44, 

46, 48 y 96; 

(ii) SEQ ID NO: 22, 24, 26 y 28 así como 50, 52, 54 y 56; y 

(iii) SEQ ID NO: 30 y 32 así como 58 y 60. 
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Ejemplo de lo anterior se evidencia en la sección de la solicitud titulada <Texto libre de 
listado de secuencias=, páginas 174 a 182 (anotando las secuencias peptídicas y 

conjugadas como <inhibidor de KLK5=, inhibidor de KLK5/KLK7= o <inhibidor de 
KLK5/KLK14=. 
 

Ahora bien, las nuevas reivindicaciones se dirigen a los péptidos selectivos de KLK5 y 

sus conjugados, correspondientes a la categoría (i). Por lo tanto, los anticuerpos 

reivindicados comparten un concepto común inventivo que no había sido revelado 

previamente en los documentos del arte previo, y, por lo tanto, la solicitud cumple con 

los requerimientos según el Artículo 25 de la Decisión 486. 

 

De esta manera, respetuosamente solicito que se retire la objeción a este respecto. 

 

8. Novedad 

 

El examinador establece en su concepto técnico que las antiguas reivindicaciones 1 a 7, 

13 a 15, 43 a 57, 66 a 69 y 79 carecerían de novedad a la luz de las enseñanzas técnicas 

descritas en el documento D1 (WO2018117244).  

 

En particular, el examinador sustenta su objeción en un alineamiento de SEQ ID NO: 

61 de la presente solicitud, la cual contiene 12 residuos de aminoácidos variables, con 

la SEQ ID NO:30 de D1. 

 

En este sentido, me permito resaltar que el artículo 16 de la Decisión 486 de la Comisión 

de la Comunidad Andina establece que la invención se considera nueva cuando no está 

comprendida en el estado de la técnica. Es decir, de acuerdo con el espíritu de la norma 

legal indicada, la invención no se considera como nueva si está <comprendida= en el 

estado de la técnica, dicha norma se está refiriendo, naturalmente, al invento en su 

totalidad y no a sus componentes de manera aislada.  

 

Al respecto, considero pertinente recalcar que, para considerar que el objeto de la 

solicitud carece de novedad, se debe contemplar como mínimo los siguientes aspectos: 

 

- El objeto de la invención en estudio debe estar contenida de forma TOTAL y 

ABSOLUTA en el documento que se menciona como anterioridad; y  

- La comparación del objeto de la invención en cuestión y el estado del arte no 

debe centrarse o limitarse a los elementos de esta que son previamente 

conocidos, sino de lo inédito y novedoso que la caracteriza. Esto quiere decir que 
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debe analizarse el valor agregado que aporta la invención con sus nuevas 

características al campo técnico al cual pertenece la solicitud en estudio. 

 

Lo anterior significa que para que un documento del estado de la técnica pueda afectar 

la novedad de una solicitud, debe revelar todas y cada una de las características técnicas 

que la definen.   

 

Aplicando lo anterior al caso concreto, para que las razones que aduce ese Despacho 

para desvirtuar la novedad fuesen ciertas, sería forzoso que se demostrara que la 

invención está totalmente comprendida en el estado de la técnica, es decir, de forma 

individual en el documento D1, lo cual no sucede en este caso. 

 

En particular, se hace notar que la objeción con respecto a la novedad de la presente 

invención se super por medio de las modificaciones realizadas.  

 

En este sentido, se resalta que, las reivindicaciones se modificaron para eliminar la 

referencia a la secuencia genérica de SEQ ID NO:61 y para limitar el objeto reivindicado 

a secuencias peptídicas inhibidoras de KLK5 específicas, que son diferentes de SEQ ID 

NO:30 de D1. Por lo tanto la materia reclamada es nueva. 

 

Así, dado que el documento D1 no divulga de forma TOTAL Y ABSOLUTA las 

características técnicas esenciales de la materia definida en la reivindicación 

independiente de la presente solicitud, es posible concluir que la presente solicitud 

cumple con el requisito de novedad estipulado en el artículo 16 de la Decisión 486. 

 

9. Nivel inventivo 

 

Por otra parte, el examinador establece en su concepto técnico que las reivindicaciones 

8 a 16, 58 a 60, 62 a 65 y 74 a 78 actualmente presentadas no cumplirían con el 

requisito de nivel inventivo a la luz de la combinación de las enseñanzas del documento 

D1 (WO2018117244) y D2 (WO2017123401). 

 

Con respecto a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del artículo 18 de la 

Decisión 486 de la Comisión de la Comunidad Andina, que establecen que <se 

considerará que la invención tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio 

normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invención no hubiese 

resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica=. 
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Lo anterior significa que el análisis de nivel inventivo NO es una comparación de los 

objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el contrario, el análisis de 

nivel inventivo debe demostrar la obviedad de la invención y establecer cómo ésta no 

contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta 

que se hace necesario demostrar que la invención analizada carece de nivel inventivo 

y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia. 

 

Ahora bien, dichas condiciones no se cumplen para el caso en cuestión, pues, tal como 

se mostrará más adelante, las características técnicas mencionadas en las nuevas 

reivindicaciones no pueden derivarse de manera obvia o evidente a partir de las 

enseñanzas del estado de la técnica representadas en los documentos D1 y D2, y, por 

lo tanto, la materia reclamada es inventiva a la luz del arte previo. 

 

Sobre el análisis realizado por el examinador 

 

En su concepto técnico, el Examinador afirma que <No se evidencia un efecto técnico 

asociado a un péptido que comprenda una secuencia SEC. ID NO: 61 en donde Xaa20 

es Asp, Glu, Leu, Lys, Thr o Tyr porque, la SEQ ID NO: 61 comprende 12 residuos 

variables y únicamente se está definiendo una única posición, dejando indeterminadas 

todas las demás posiciones variables en la secuencia, lo cual impide asociar las pruebas 

técnicas de los péptidos SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 ,26 ,28, 30 y 

32 que presentan residuos de aminoácidos específicos en cada una de las posiciones 

variables con la generalidad de posibles secuencias de péptidos dentro del alcance de 

la reivindicación=.  
 

Por lo tanto, el examinador define el problema a resolver como "¿Cómo modificar el 

péptido mutante de SPINK2 conocido en el documento D1 para proporcionar un péptido 

alternativo?". 

 

El examinador continúa su análisis refiriéndose a D2 porque revela, entre otras cosas, 

<un polipéptido recombinante de SPINK7 que constituye un agente terapéutico inhibidor 

del activador de la urokinasa de plasminógeno (uPA) o de la kallikreina 5 (KLK5)=, y 
sostiene que, en vista de D2, una persona normalmente versada en la materia 

<evaluaría y/o modificaría péptidos conocidos de la familia SPINK como los divulgados 

en el documento D1, para así llegar al objeto de la reivindicación 8=.  
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Finalmente, el examinador afirma, además, que las reivindicaciones dependientes 

afectadas (incluida la reivindicación 16, que menciona las SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18 y 20) no proporcionan actividad inventiva para el péptido de la reivindicación 8. 

 

La materia reclamada es inventiva a la luz del arte previo  

 

Frente a lo anterior, el solicitante respetuosamente manifiesta su desacuerdo, toda vez 

que en las reivindicaciones modificadas se ha eliminado la referencia a la secuencia 

genérica de SEQ ID NO: 61 (que menciona 12 posiciones variables) y se ha especificado 

secuencias específicas inhibidoras de KLK5 como se describe en la descripción.  

 

Además, como se indicó en respuesta a la objeción de la unidad de invención, los 

péptidos mutantes SPINK2 que inhiben KLK5 humano como se reivindica son nuevos e 

inventivos con respecto a la técnica citada, pues no hay ninguna enseñanza o 

sugerencia de los péptidos mutantes SPINK2 inhibidores de KLK5 reivindicados en D1 o 

D2, ya sea solos o en combinación.  

 

De hecho, la técnica citada se aleja de un péptido mutante SPINK2 que inhibe KLK5. 

Véase, por ejemplo, D1 en el párrafo [0153], que sugiere que los péptidos inhibidores 

de HTRA1 no deberían tener actividad inhibidora contra otras proteasas tales como la 

calicreína plasmática. 

 

Por lo tanto, las enseñanzas de los documentos citados no solo no anticiparían la materia 

reclamada, pues no divulgan sus características estructurales y funcionales, sino que 

alejarían a la persona normalmente versada en la materia.  

 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, queda claro que las características 

técnicas de la materia definida en el capítulo reivindicatorio presentado junto al presente 

memorial no se derivan de manera obvia o evidente de las enseñanzas de D1 y D2. Por 

lo tanto, el objeto reclamado cumple con el requisito de Nivel inventivo establecido en 

el Art. 18 de la Decisión 486. 

 

10. Pago de tasas 

 

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las 

reivindicaciones, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de modificación a la 

solicitud, según lo establecido en la Resolución 59669 de 2020. 
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Ahora, en relación con el número de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar 

que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto de 

reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capítulo reivindicatorio tiene un 

número de cláusulas menor que el presentado anteriormente. 

 

Por otra parte, es deseo del solicitante requerir que, si el examinador considera que aun 

existen motivos que impidan la concesión de la solicitud, proceda a emitir un nuevo 

examen de patentabilidad, para lo cual se anexa el respectivo pago de la tasa 

correspondiente a un nuevo examen de patentabilidad de acuerdo con lo establecido en 

la Resolución 59669 de 2020. 

 

11. Conclusión 

 

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse 

que: 

 

i) El nuevo título de la solicitud es claro y se relaciona con el objeto reclamado, 

cumpliendo así con el literal d) del artículo 27 de la Decisión 486 de 2000; 

 

ii) El nuevo pliego reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del Artículo 34 de 

la Decisión 486/00; 

 

iii) La invención de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento 

en el capítulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera 

suficientemente completa, cumpliendo así con los requerimientos de los 

Artículos 30 y 28 de la Decisión 486; 

 

iv) La presente invención se relaciona con un único concepto inventivo, 

cumpliendo así con los requerimientos del Artículo 25 de la Decisión 486; 

 

v) La invención de la presente solicitud no había sido divulgada previamente en 

el estado de la técnica cumpliendo así con los requerimientos del Artículo 16 

de la Decisión 486, y  

 

vi) La invención de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera 

evidente del estado de la técnica, cumpliendo así con los requerimientos del 

Artículo 18 de la Decisión 486. 
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Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de 

patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los 

requerimientos de la Decisión 486 de 2000. 

 

Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relación con todos 

los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicación al principio del 

debido proceso consagrado en el artículo 29 de la Constitución Nacional. 

 

12. Anexos 

 

- Nuevo capítulo reivindicatorio conformado por treinta y cinco (35) 

reivindicaciones. 

- Copia del documento de Liu, Protein Cell 9:15-32, 2018. 

- Recibo de pago por concepto de modificaciones voluntarias y nuevo examen de 

patentabilidad. 

 

Señora Directora, 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Un péptido mutante de SPINK2 que inhibe la actividad proteasa de 

KLK5 humana activa, en donde el péptido comprende:  

(i) los aminoácidos en las posiciones 1 a 63 en la secuencia de 

aminoácidos expuesta en cualquiera de las SEQ ID NO: 6, 8, 10, 12, 

14, 16, 18 y 20; 

(ii) los aminoácidos en las posiciones 4 a 66 en la secuencia de 

aminoácidos expuesta en cualquiera de las SEQ ID NO: 34, 40 y 48; 

o 

(iii) una secuencia de aminoácidos que es 98% o más idéntica a la 

secuencia de aminoácidos de (i) o (ii) anteriores. 

 

2. El péptido de conformidad con la reivindicación 1, en donde el 

péptido tiene tres enlaces disulfuro y tiene una estructura tridimensional que se 

caracteriza por incluir una estructura de bucle, una hélice α y una lámina β, en 

donde Cys15 a Cys45, Cys23 a Cys42 y Cys31 a Cys63 forman cada uno un 

enlace disulfuro. 

 

3. Un polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que 

codifica para la secuencia de aminoácidos comprendida en el péptido de 

conformidad con la reivindicación 1 o 2. 

 

4. Un vector que comprende el polinucleótido de conformidad con la 

reivindicación 3. 

 

5. Una célula que comprende el polinucleótido de conformidad con la 

reivindicación 3 o el vector de conformidad con la reivindicación 4 o produce el 

péptido de conformidad con la reivindicación 1 o 2. 

 

6. Un método para producir un péptido mutante de SPINK2, 
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caracterizado porque comprende los pasos (i) y (ii) a continuación: 

(i) cultivar la célula de conformidad con la reivindicación 5; y 

(ii) recolectar el péptido mutante de SPINK2 del cultivo. 

 

7. Un método para producir el péptido de conformidad con la 

reivindicación 1 o 2, caracterizado porque comprende un paso de preparación 

del péptido mediante síntesis química o traducción in vitro. 

 

8. Un conjugado que comprende el péptido de conformidad con la 

reivindicación 1 o 2, en donde el péptido está unido a un resto que mejora la 

semivida en sangre. 

 

9. El conjugado de conformidad con la reivindicación 8, caracterizado 

porque el resto que mejora la vida media en sangre comprenden un segundo 

péptido seleccionado del grupo que consiste en una región Fc de 

inmunoglobulina o un fragmento de la misma, un dominio CH3 de 

inmunoglobulina y albúmina. 

 

10. El conjugado de conformidad con la reivindicación 9, caracterizado 

porque el segundo péptido está ubicado en el lado amino-terminal del mutante 

de SPINK2. 

 

11. El conjugado de conformidad con la reivindicación 9 caracterizado 

porque el segundo péptido está ubicado en el lado carboxi-terminal del mutante 

de SPINK2. 

 

12. El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 

9 a 11, caracterizado porque el segundo péptido es una región Fc o un fragmento 

de la misma. 

 

13. El conjugado de conformidad con la reivindicación 12, caracterizado 

porque la región Fc es una región Fc de inmunoglobulina humana, o un 
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fragmento de la misma. 

 

14. El conjugado de conformidad con la reivindicación 12 o 13, 

caracterizado porque la región Fc es  una región Fc de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 

IgM, IgA1, IgA2, IgD y/o IgE, o un fragmento de las mismas.  

 

15. El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 

12 a 14, caracterizado porque la región Fc es una región Fc de IgG1 humana, o 

un fragmento de la misma.  

 

16. El conjugado de conformidad con la reivindicación 15, caracterizado 

porque la región Fc de IgG1 humana comprende la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 87. 

 

17. El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 

12 a 15, caracterizado porque la región Fc es una región Fc de tipo silvestre o 

mutante. 

 

18. El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 

9 a 17, caracterizado porque el conjugado comprende de uno a cinco ácidos 

aspárticos o de uno a cinco ácidos glutámicos añadidos al extremo amino-

terminal del mismo. 

 

19. Un conjugado que comprende la secuencia de aminoácidos descrita 

en (i), (ii) o (iii) a continuación: 

(i) la secuencia de aminoácidos establecida en cualquiera de SEQ ID 

NOs: 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 y 96;  

(ii) la secuencia de aminoácidos comprendida en un conjugado que es 

96% o más idéntica a la secuencia de aminoácidos descrita en (i) anteriormente 

e inhibe la actividad proteasa de KLK5; o 

(iii) una secuencia de aminoácidos formada por la deleción de un 

aminoácido de la secuencia de aminoácidos descrita en (i) y en la que el 
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conjugado inhibe la actividad proteasa de KLK5. 

 

20. El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 

9 a 18, caracterizado porque el mutante de SPINK2 y el segundo péptido están 

unidos entre sí mediante un enlazador. 

 

21. El conjugado de conformidad con la reivindicación 20, en donde el 

enlazador es un tercer péptido que no es el mutante de SPINK2 ni el segundo 

péptido. 

 

22. Un método para producir el conjugado de conformidad con 

cualquiera de las reivindicaciones 8 a 21, caracterizado porque comprende los 

pasos (i) y (ii) siguientes: 

(i) cultivar una célula que comprenda un polinucleótido que comprenda 

una secuencia de nucleótidos que codifique para una secuencia de aminoácidos 

comprendida en el conjugado o un vector en el que se inserte el polinucleótido; 

y 

(ii) recolectar un conjugado de péptido mutante de SPINK2 o un resto 

de péptido comprendido en el conjugado del cultivo. 

 

23. Un método para producir el conjugado de péptido mutante de 

SPINK2 de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 21, 

caracterizado porque comprende un paso de preparación del conjugado o un 

resto peptídico comprendido en el conjugado mediante síntesis química o 

traducción in vitro. 

 

24. Una composición que comprende el péptido de conformidad con las 

reivindicaciones 1 o 2 u obtenido por los métodos de conformidad con las 

reivindicaciones 22 o 23, el polinucleótido de conformidad con la reivindicación 

3, el vector de conformidad con la reivindicación 4, la célula de conformidad con 

la reivindicación 5, y/o el conjugado de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 8 a21. 
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25. Una composición farmacéutica caracterizada porque comprende: 

el péptido de conformidad con la reivindicación 1 o 2, el polinucleótido de 

conformidad con la reivindicación 3, el vector de conformidad con la 

reivindicación 4, la célula de conformidad con la reivindicación 5 y/o el conjugado 

de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 21, y  

un diluyente, portador, solubilizante, conservante, emulsionante y/o 

agente auxiliar farmacéuticamente aceptable. 

 

26. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 34 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 34. 

 

27. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 36 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 36. 

 

28. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 38 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 38. 

 

29. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 40 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 40. 

 

30. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 
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aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 42 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 42. 

 

31. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 44 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 44. 

 

32. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 46 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 46. 

 

33. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 48 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 48. 

 

34. Un conjugado caracterizado porque comprende la secuencia de 

aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 96 o una secuencia de aminoácidos 

formada por la eliminación de un aminoácido de la secuencia de aminoácidos 

expuesta en SEQ ID NO: 96. 

 

35. Una composición farmacéutica que comprende:  

el conjugado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 34; y 

un diluyente, portador, solubilizante, conservante, emulsionante y/o 

agente auxiliar farmacéuticamente aceptable. 
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ABSTRACT

There are many factors that can influence the pharma-

cokinetics (PK) of a mAb or Fc-fusion molecule with the

primary determinant being FcRn-mediated recycling.

Through Fab or Fc engineering, IgG-FcRn interaction

can be used to generate a variety of therapeutic anti-

bodies with signiûcantly enhanced half-life or ability to

remove unwanted antigen from circulation. Glycosyla-

tion of a mAb or Fc-fusion protein can have a signiûcant

impact on the PK of these molecules. mAb charge can

be important and variants with pI values of 1–2 unit

difference are likely to impact PK with lower pI values

being favorable for a longer half-life. Most mAbs display

target mediated drug disposition (TMDD), which can

have signiûcant consequences on the study designs of

preclinical and clinical studies. The PK of mAb can also

be influenced by anti-drug antibody (ADA) response and

off-target binding, which require careful consideration

during the discovery stage. mAbs are primarily absor-

bed through the lymphatics via convection and can be

conveniently administered by the subcutaneous (sc)

route in large doses/volumes with co-formulation of

hyaluronidase. The human PK of a mAb can be rea-

sonably estimated using cynomolgus monkey data and

allometric scaling methods.

KEYWORDS monoclonal antibody (mAb), Fc-fusion

protein, pharmacokinetics, FcRn, target-mediated drug

disposition (TMDD), glycosylation, anti-drug antibody (ADA),

human PK prediction

INTRODUCTION

The ground-breaking discovery of monoclonal antibody

(mAb) technology by Kohler and Milstein in 1975 provided

the possibility of creating antibodies as a class of

therapeutics (Kohler & Milstein, 1975). The original obsta-

cles of immunogenicity of murine mAbs in humans was

overcome by the revolution in molecular biology in the

1980s, which enabled humanization of murine antibodies

and, eventually, the successful development of fully

humanized antibodies. Humanization greatly reduces a

therapeutic antibody’s immunogenicity in humans, making

chronic administration possible. Such advances in antibody

technologies have resulted in an explosion in the develop-

ment of therapeutic mAbs over the last decade. Today, more

than 47 mAbs and derivative drugs have been approved for

human use with many of them attaining blockbuster status

(Ecker et al., 2015). Among the top ten selling drugs in 2014,

five were monoclonal antibodies and one was an Fc fusion

molecule, with each having an annual revenue over 6.5 bil-

lion US dollars (Nisen, 2015). It is estimated that in the near

future, about 30% of the new drugs will be antibodies or

antibody derivatives (Elvin et al., 2013). Antibody derivatives

include Fc-fusion proteins, antibody-drug conjugates

(ADCs), immunocytokines (antibody-cytokine fusions), and

antibody-enzyme fusions.

The efficacy of a mAb is largely dependent on its phar-

macological and pharmacokinetic properties. The pharma-

cological effects or pharmacodynamics (PD) of a mAb are

best described as “What a drug does to the body”; a mAb

binds to a target (e.g., receptors, soluble antigens, etc.) and

induces either antagonistic (i.e., blocking or neutralizing) or

agonistic effects (i.e., activating), triggering down-stream

pharmacological effects, leading to efficacy and/or unwanted

side effects. The pharmacokinetics (PK) of a mAb is best

described by “What the body does to the drug”. The fate of a

mAb in vivo will be determined by how the body handles it

under physiological or pathological conditions. The clear-

ance or half-life of a mAb will determine the body’s “expo-

sure” to the mAb, which in turn will determine the extent of

PD effects. The exposure-response (PK-PD) relationship

determines the outcome of a drug’s effects on the body.

© The Author(s) 2017. This article is an open access publication
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Understanding this relationship is an essential and integral

part of drug discovery and development.

Being large proteins of 150 kDa, mAbs possess some

unique PK properties, making the discovery and develop-

ment pathway of mAbs substantially different from that of

small molecule drugs. The unique PK properties are deter-

mined by many factors related to an antibody’s structure and

functions including FcRn mediated recycling, glycosylation

patterns, overall charge and pI, target-mediated clearance,

anti-drug antibody response, and off-target binding.

In this review article, general PK properties and the

factors inûuencing the PK of mAbs and Fc fusion proteins

will be discussed, in addition to PK topics related to

preclinical and early clinical development of mAb drugs.

The impacts of glycosylation on the PK and PD of mAbs

and Fc-fusion proteins have been reviewed extensively

elsewhere (Liu, 2015) and will be only brieûy discussed

here.

FACTORS INFLUENCING THE PK OF MAB AND

FC-FUSION PROTEINS

An antibody is a complex molecule consisting of an antigen

binding region (Fab domain) and a constant region (Fc

domain). Fab binds to antigens and can be responsible for

target-mediated clearance of a mAb. Glycosylation and

charges in the Fab domain are also important for the PK

properties of a mAb. In the Fc region, a subdomain of the

CH2-CH3 domain is responsible for FcRn binding that results

in recycling of antibodies for a long half-life (Roopenian &

Akilesh, 2007). The same CH2-CH3 domain is also respon-

sible for Protein A and G binding, which is exploited for

antibody purification (Kim et al., 1994b). The CH1-CH2

domain is responsible for FcγR binding, which is critical for

antibody effector functions (Daëron, 2014; Jefferis & Lund,

2002). A canonical glycosylation site is located in the Fc

region CH2 domain (Asn297) in all IgG subclasses. Glyco-

sylation patterns can impact both PK and PD significantly

(Arnold et al., 2007; Jefferis, 2009a). The PK properties

related to the structure of Fc are also relevant to Fc-fusion

molecules. In addition, the fusion partner replaces Fab and

may be responsible for target mediated clearance. Figure 1

depicts the general structure of IgG1 and the specific

domains that are important for PK properties.

FcRn: key regulator of IgG PK

In the 1960s, Dr. Roger Brambell proposed a mechanism by

which IgG is salvaged from catabolism by receptors located

within cellular compartments and/or on the surface of cells

(Brambell et al., 1964; Brambell, 1966). The “hypothesized”

Brambell receptor, later called neonatal Fc receptor (FcRn),

was cloned in 1989 (Simister & Mostov, 1989). Experiments

in FcRn knockout mice have definitively confirmed that FcRn

is responsible for protecting IgG from catabolism (Junghans,

1997; Roopenian & Akilesh, 2007). Over the past two dec-

ades, extensive work by many investigators has established

the role of FcRn in regulating the levels and transport of IgG

in the body (Roopenian & Akilesh, 2007), validating Bram-

bell’s hypothesis. It is now established that FcRn binds to

IgG at acidic pH (∼6.0) with very low or negligible affinity at

pH 7–7.4 (Ghetie & Ward, 1997; Roopenian & Akilesh,

lgG

Fab

Fc

CH2

V H

V L

C H
I

C L

CH2

CH3 CH3

V
H

C
H
I

V
L

C
L

Binding ligands

Antigen

Glycan receptor

FcRn

Relation to PK

Target mediated disposition; charge/PI
mediated clearance; off-target binding

Glycan mediated clearance and tissue
distribution 

IgG recycling for long 
half-life 

Figure 1. Antibody features that contribute to PK properties.

Figure 2. FcRn mediated IgG recycling pathway and

antibody mediated antigen removal via pH dependent

binding. (A) IgG circulating in the blood is taken up by

endothelial cells or monocytes through either ûuid phase

pinocytosis or receptor mediated endocytosis. Once inside

the cells, IgG binds to FcRn in the acidified endosomes.

IgG that binds to FcRn migrates to the cell surface where

the IgG encounters a physiological pH environment (∼pH

7.4) and is released back into the blood. IgG that is not

bound to FcRn (due to competition with other IgG) will be

sorted to lysosomes for degradation. (B) mAb (with strong

binding at pH 7.4 and no or weak binding at pH 6) binds to

antigen at neutral pH in the circulation; once endocytosed

into the cell and entered the acidic endosome, the antibody

releases the antigen and binds to FcRn. FcRn bound

antibody recycles back to the blood stream while the

antigen is degraded in the lysosome.
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2007), providing an ingenious biological solution to achieve

exocytic release of recycled IgG. The binding area of IgG to

FcRn is located between the CH2 and CH3 domain, distinctly

different from the FcγR binding domain that is located

between the CH1 and CH2 domain (Kim et al., 1994a;

Roopenian & Akilesh, 2007). As depicted in Figure 2A, IgG

circulating in the blood is taken up by endothelial cells or

monocytes through either ûuid phase pinocytosis or recep-

tor-mediated endocytosis. Once inside the cells, IgG binds to

FcRn in the acidic endosomes. IgG that binds to FcRn

escapes lysosomal degradation and migrates to the cell

surface where the IgG encounters a physiological (∼pH 7.4)

pH environment and is released back into the blood. IgG that

is not bound to FcRn (due to competition of other IgG) will be

sorted to lysosomes for degradation (Fig. 2A). Through

competition of FcRn binding for recycling, the body can

regulate IgG homeostasis: more IgG will be sorted to lyso-

somes for degradation when large amounts of IgG are pre-

sent whereas more IgG will be rescued through recycling

when the IgG concentration is low (Roopenian & Akilesh,

2007).

The elucidation of FcRn biology prompted active efforts

by the biopharmaceutical industry to create therapeutic

mAbs with super long half-lives through Fc engineering. The

amino acids in the Fc region have been thoroughly investi-

gated to identify mutations that significantly enhance binding

to FcRn at pH 6 while maintaining little or no binding at

neutral pH (7.4). It has been reported that specific Fc vari-

ants (T250Q/M428L, V308P, M428L, M252Y/S254T/T256E,

M428L/N434S, N434A, N434H) that improve IgG affinity for

FcRn at pH 6 with little or no binding to FcRn at neutral pH

can lead to 2–4-fold longer terminal half-lives in cynomolgus

and rhesus monkeys (Yeung et al., 2009, 2010; Vaccaro

et al., 2005; Olafsen, 2012; Hinton et al., 2004,2006; Deng

et al., 2010; Datta-Mannan et al., 2007a, b, 2012a, b). This

general relationship has also been validated more recently in

humans with the M252Y/S254T/T256E (YTE) set of muta-

tions constructed on the Fc of a mAb against respiratory

syncytial virus (RSV) with half-life increases from around

20 days to more than 60 days (Robbie et al., 2013). How-

ever, a good quantitative relationship between in vitro FcRn

binding affinity and in vivo half-life has not been well-

established (Datta-Mannan &Wroblewski, 2014), suggesting

that factors other than FcRn interaction also play an impor-

tant role. On the opposite end, reduction of IgG half-life can

be realized for in vivo diagnostic and research purposes by

engineering poor binders of FcRn (Swiercz et al., 2014;

Olafsen et al., 2006). In addition, blockade of FcRn in vivo

can decrease endogenous IgG half-life to treat autoimmune

diseases (Patel et al., 2011; Liu et al., 2007; Challa et al.,

2013).

FcRn binding affinity is one of the critical quality attributes

(CQA) for therapeutic mAb manufacturing processes (Alt

et al., 2016). Methionine in mAbs can be oxidized during

manufacturing processes (Tsuchida et al., 2016). The Fc

region of human IgG1 has three conserved methionine

residues (Met252, Met358, and Met428), which are located

near the CH2-CH3 interface where FcRn binds (Alt et al.,

2016). It has been shown that the oxidation of these three

Met residues impairs Fc–FcRn binding (Bertolotti-Ciarlet

et al., 2009; Pan et al., 2009). When 79% of Met252 and

57% of Met428 were oxidized, the serum half-life of IgG

decreased by about 83% in mice (Wang et al., 2011b). More

recently, Gao et al. showed with mutagenesis analyses that

either M252 or M428 oxidation alone significantly impaired

Fc–FcRn binding. M252 oxidation generated a more dele-

terious effect on Fc–FcRn binding than M428 oxidation,

whereas M358 oxidation did not affect Fc–FcRn binding

(Gao et al., 2015).

Although it is the CH2-CH3 domain of Fc that is primarily

involved in the binding to FcRn, the variable region (Fv) of

Fab may also interact with FcRn and alter the interaction

between IgG molecules and FcRn. Wang et al. found that

although mAbs with identical Fc and different Fab exhibited a

differential binding to FcRn at both pH 6 and pH 7.3, only the

dissociation characteristics at pH 7.3 correlated with the

in vivo PK properties of these mAbs (the slower the disso-

ciation at pH 7.3, the shorter the half-life) (Wang et al.,

2011a). More recently, Schoch et al. made similar observa-

tions with ustekinumab and briakinumab, both anti-IL12/IL23

mAbs, which have almost identical Fc but different Fab

fragments (Schoch et al., 2015). The binding affinity to FcRn

at pH 6 and the PI are very similar between these two mAbs,

but there is a positive charge patch in the Fv of briakinumab,

which renders strong binding to FcRn. The mAb therefore

only dissociates from FcRn at higher pH, resulting in a

shorter half-life for briakinumab (t1/2 ∼9 days), in comparison

to ustekinumab (t1/2 ∼22 days) (Schoch et al., 2015). These

results clearly indicate that the variable region does also

inûuence IgG-FcRn interactions, thus impacting PK of a

mAb.

Antibody and antigen complexes are also recycled

through the FcRn pathway and can result in accumulation of

bound antigens in the circulation and extension of the half-

life of the antigens (Igawa et al., 2013). To effectively remove

antigen from the circulation, it is desired that the bound

antigens be degraded, while antibody is recycled. Through

antibody engineering to render Fab binding to antigens pH-

dependent (strong binding at pH 7.4 and no or weak binding

at pH 6), Igawa et al. created an elegantly designed recy-

cling antibody that directs antigens for lysosomal degrada-

tion while ensuring that the mAb is recycled to bind antigen

again, thus reducing antigen concentrations (Fig. 2B) (Igawa

et al., 2010a, 2013). Furthermore, they created a sweeping

antibody through engineering pH-dependent antigen binding

in the Fv region and higher binding affinity to FcRn or

FcγRIIB in the Fc region. The sweeping antibody can bind to

FcRn or FcγRIIb at neutral pH to facilitate the uptake of the

immune complex; bound antigen (such as IL-6R) dissociates

from the antibody for degradation once in the lysosome,

resulting in a significantly reduced antigen concentration

(Igawa et al., 2016). However, the sweeping antibodies are

REVIEW Liming Liu
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also cleared significantly faster than conventional antibodies,

likely due to these antibodies’ ability to bind FcRn at neutral

pH, which prevents them from being recycled back to the

circulation (Igawa et al., 2016). It appears that the sweeping

antibody targeting FcγRIIb for enhanced uptake does not

have this drawback (Igawa et al., 2016).

Other factors related to FcRn functions that can impact

the PK of a mAb include FcRn polymorphism and IgG allo-

types. It has been shown that the polymorphism of the

variable number of tandem repeats region in the FcRn pro-

moter can inûuence the FcRn expression level and binding

ability (Sachs et al., 2006). IgG allotype can also inûuence

the binding affinity of a mAb to FcRn, with better binders

having longer half-life, which may contribute to the variability

of PK in the clinic (Ternant et al., 2016). For example, it has

been shown that a mAb with the G1m17,1 allotype, such as

inûiximab, has better binding affinity for FcRn than those with

the G1m3 with no G1m1 (G1m3,21) allotype. In patients

homozygous for the G1m17,1 allotype, inûiximab is in

competition with endogenous IgG with the G1m17,1 allo-

type. As a result, inûiximab exhibits a shorter half-life in

patients homozygous for the G1m17,1 allotypes than in

those carrying the G1m3,21 allotype (Ternant et al., 2016). In

addition, baseline albumin level in the serum can be used to

predict the functional status of FcRn in vivo in that the trough

level of an administered mAb correlate positively with the

baseline albumin concentration (Fasanmade et al., 2010).

Although FcγR binding is critical for IgG’s effector func-

tions such as antibody dependent cell-mediated cytotoxicity

(ADCC) and complement dependent cytotoxicity (CDC),

FcγR does not appear to significantly affect IgG’s PK prop-

erties. This is likely due to the fact that a large pool of serum

IgG can compete with the binding of relatively small amounts

of mAb to FcγR, effectively ameliorating the impact of FcγR

binding. Consistent with this, Abuqayyas and coworkers

have shown that 8C2, a mouse IgG mAb, exhibited similar

PK and tissue distribution in both FcγR knockout mice and in

wild type mice (Abuqayyas et al., 2013).

Glycosylation impacts on PK of mAb and Fc-fusion

proteins

Like natural IgGs, all approved recombinant therapeutic

mAbs are glycosylated, although some non-glycosylated

mAbs or derivatives are in clinical development (Liu, 2015).

Therapeutic mAbs or derivatives have an asparagine (Asn)-

X-Ser/Thr (Where X is any amino acid except Pro) consen-

sus sequence for N-glycosylation at the position Asn297 in

the heavy chain of the CH2 constant domain. Some thera-

peutic mAbs also bear additional glycosylation in the Fab

domain. For instance, cetuximab is glycosylated at Asn88 of

the VH region (Jefferis, 2009b). In addition, some of the Fc-

fusion partner molecules, such as etanercept and B cell

activating factor receptor 3 (BR3)-Fc, also possess O-linked

glycans (Pennica et al., 1993; Stefanich et al., 2008).

Characterization of aglycosylated IgG, produced through

chemical modification or genetic engineering, confirmed that

glycosylation is not required for an IgG antibody’s long half-

life (Kim et al., 1994a; Liu et al., 2011; Nose & Wigzell, 1983;

Tao & Morrison, 1989). The clinical evidence for aglycosy-

lated IgG having normal PK is demonstrated by the mAb

ALD518, a humanized anti-human IL-6 IgG1 produced in

yeast. In a phase I clinical trial, the circulating half-life for

ALD518 was 20–32 days, consistent with half-life of a normal

human IgG1 (Clarke et al., 2009). Glycosylated mAbs with

terminal high mannose glycans have been shown to exhibit

fast clearance from the blood (Goetze et al., 2011; Kanda

et al., 2007; Liu et al., 2011; Wright & Morrison, 1994; Wright

et al., 2000; Yu et al., 2012). The fast clearance of mAbs

containing high mannose has also been demonstrated in

clinical studies (Chen et al., 2009; Goetze et al., 2011).

Glycan receptors that have been attributed to the removal of

glycoproteins in vivo include the mannose receptor (ManR)

and the asialoglycoprotein receptor (ASGPR). The ASGPR

and the ManR are carbohydrate-specific, endocytic recep-

tors expressed by hepatic parenchymal (hepatocytes) and

nonparenchymal (such as Kupffer) cells, and sinusoidal

endothelial cells, respectively (Ashwell & Harford, 1982; Mi

et al., 2014).

The shorter half-life of an Fc-fusion molecule in compar-

ison to the whole IgG has been attributed to the lower

binding affinity to FcRn, the glycan mediated disposition and

the receptor (of fusion partner) mediated disposition (Liu,

2015). Among these attributes, glycosylation patterns may

play a more important role in determining the in vivo clear-

ance of Fc-fusion molecules. For example, in the investiga-

tion of humanized yeast-produced TNFαRII-Fc-fusion

molecules, it was demonstrated that it was the extent of

sialylation on the TNFRII, not the FcRn-binding affinity,

which determined the clearance. The exposure was posi-

tively correlated to the quantity of the sialylation on the

receptor molecule, with higher sialic acid content resulting in

higher exposure (Liu et al., 2013).

Most of the Fc-fusion molecules including BR3-Fc,

IL-23R-Fc, CTLA4-Ig, and LFA3TIP rely on sialylation in

reducing the in vivo clearance (Liu, 2015). Other terminal

monosaccharide, such as GlcNAc, can also contribute to the

PK properties of Fc-fusion molecules (Keck et al., 2008;

Jones et al., 2007).

Impact of charge and pI on mAb PK

Isoelectric point (pI), a measurement of protein charge, is

defined as the pH at which the protein carries no net elec-

trical charge. In general, antibodies that are chemically or

genetically modified to achieve higher, more basic, pI values

exhibit a high propensity to adhere to anionic sites of cell

surfaces, resulting in increased tissue uptake and fast

clearance from circulation. In contrast, modified antibodies

with lower, more acidic pI values have a lower rate of uptake

PK of mAbs and Fc-fusion proteins REVIEW
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into cells (as a result of repulsion from the negatively

charged cell surface), leading to decreased tissue uptake

and blood clearance (Boswell et al., 2010; Bumbaca et al.,

2012, 2015; Igawa et al., 2010c; Kobayashi et al., 1999; Lee

& Pardridge, 2003). Chemically modified Fabs with a pI

reduction of 1–2 units showed decreased blood clearance

and tissue accumulation relative to the unmodified Fab

(Kobayashi et al., 1999). With antibody pI variants generated

using site-directed mutagenesis in the Fab region, Igawa

et al. demonstrated that variants with pI values of 1–2 units

lower than the wild type displayed longer half-lives and

reduced clearance following both subcutaneous and intra-

venous administration (Igawa et al., 2010b). The data

demonstrated that the clearance was positively correlated

with pI, i.e., the half-life was negatively correlated with pI.

Similar data was obtained from both human and minipig

model in that antibodies with higher pI values exhibited faster

clearance and lower subcutaneous bioavailabilities than

antibodies with lower pI values (Zheng et al., 2012).

Manipulation of pI was also used to reduce the toxicity of

immunotoxin. Onda et al. showed that reducing the pI of the

Fv portion of an immunotoxin significantly reduced liver

toxicity, presumably reducing the distribution to the liver

(Onda et al., 1999).

Charge variations can arise from antibody manufacturing

processes due to chemical or enzymatic degradation via

oxidation, deamidation, isomerization, and fragmentation.

The charge differences may impact both PK and PD. To

investigate whether mAb charge variants possess different

PK and PD properties, Khawli et al. isolated basic, neutral,

and acidic variants from a mAb product and characterized

them in PK and PD assays. Their results showed that all

variants had similar potency in PD assays and rat FcRn

binding relative to the starting material. Following iv or sc

administration in rats, no difference in serum PK was

observed, indicating that pI differences among charge vari-

ants were not sufficient to result in PK changes. However, it

is worth noting that the pI difference between the acidic

variant and the basic variants were less than 0.5 (8.7 vs. 9.1)

(Khawli et al., 2010). Based on the above evidence, it can be

concluded that shifts in isoelectric point of approximately one

pI unit or more are likely to produce measurable changes in

PK and tissue distribution; differences of less than one pI unit

are mostly inconsequential to PK.

Changing the pI of a mAb is a potentially powerful way to

improve PK properties of some mAbs, especially those

having strong target-mediated clearance, such as antibodies

targeting surface receptors. For example, Igawa et al.

modified the variable region to reduce the pI of an anti-IL6R

mAb, resulting in a 2.4-fold half-life extension and 4.4-fold

reduction in clearance (Igawa et al., 2010b). With mAb pI

ranging from 7.2 to 9.2, they demonstrated a strong rela-

tionship between pI and PK (half-life and clearance) (Fig. 3).

Sampei et al. identified a positive charge patch on an anti-

FIXa antibody that was implicated in causing fast clearance.

They introduced a negatively charged amino acid (Tyr30glu)

near the patch and observed a significant improvement in

PK (Sampei et al., 2013). More recently, Li et al. showed that

an humanized anti-HCV mAb with human kI and VH3

framework exhibited unexpectedly fast clearance that was

related to a higher framework pI rather than FcRn binding or

target-mediated disposition (Li et al., 2014). A humanized

mAb with framework modification resulting in lower pI had

significantly improved PK profile (Li et al., 2014). They also

confirmed that high pI mAb exhibited higher distribution to

liver and spleen than did low pI mAb.

It is worth noting that the above observations on the

impact of pI on PK were based on work with mAbs against

the same targets. mAbs that bind to different targets may not

be directly comparable based on pI alone; individual mAbs

against different targets have their own physicochemical

characteristics that may uniquely contribute to PK properties.

For instance, Bevacizumab, a humanized mAb against

VEGF, with a pI of 8.2 due to kI/VH3 scaffold, exhibited

normal PK in rats whereas the aforementioned anti-HCV

mAb, with pI of 8.2 with the same framework, exhibited poor

PK (Li et al., 2014). In addition, for a panel of 13 antibodies

humanized on a kI, VH3 scaffold, clearance in rats is not

correlated with pI (Li et al., 2014). Furthermore, Hotzel et al.,

testing a larger panels of mAbs in cynomolgus monkeys,

found that PK was not correlated with pI although the pI of
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Figure 3. Relationship between charge/pI and half-life

and clearance in PK of mAbs. Reproduced from Igawa

et al., with permission (2010b).
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the mAbs tested was narrowly clustered, between 7.5 and

9.5 (Hotzel et al., 2012a).

Impact of target-mediated drug disposition on mAb

PK

Target-mediated drug disposition (TMDD) is a nonlinear PK

phenomenon, where drug–target binding (complexation with

receptors, enzymes, or transporters) and subsequent events

(dissociation and drug-target complex degradation) result in

dose-dependent changes in PK (Mager & Jusko, 2001). In

comparison to small molecule drugs, TMDD is more com-

mon for mAb drugs, especially for those targeting membrane

receptors. It was estimated that half of the marketed mAbs

exhibit TMDD (Dirks & Meibohm, 2010; Mould & Sweeney,

2007). The actual number is probably higher because the

clinical doses at which drugs are studied often saturate the

target mediated elimination pathway, thereby masking the

nonlinear PK.

At low concentrations TMDD accounts for a significant

portion of mAb clearance. As mAb concentrations increase,

target mediated elimination starts to saturate and clearance

decreases dramatically. At high mAb concentrations, the

clearance approaches a first-order process where the FcRn

mediated pathway is dominant and the nonlinear pathway

becomes negligible. To determine whether a mAb undergoes

TMDD, a single ascending dose iv PK study in a pharma-

cologically relevant species (in which the mAb binds to the

target of interest) is recommended. A typical characteristic of

TMDD is readily recognizable by plotting clearance or t1/2
against dose as depicted in Fig. 4 (Mullamitha et al., 2007).

Nonlinear PK caused by TMDD may have significant

consequences on study design (both pre-clinical and clini-

cal), in particular on dose selection, dosing scheme, and

sampling times (Dirks & Meibohm, 2010; Grimm, 2009).

Preclinical PK studies with mAb for which TMDD is sus-

pected must be conducted in pharmacologically relevant

species (often in NHP) to determine whether the drug is

subjected to TMDD. However, the interpretation of the

results may be biased by anti-drug antibodies (ADA) inter-

ference. It is preferable to conduct a PK study with PD

measurement to estimate the exposure and response rela-

tionship and to determine whether the PK saturating dose is

also the dose at which the PD is saturated. However, it is

important to bear in mind that preclinical data can only give a

rough estimate of the saturating dose of a mAb and that

findings may not be directly translatable to the clinic. It is

generally appreciated that preclinical information is a starting

point for designing a clinical TMDD study.

Although TMDD generally occurs more frequently for

mAbs that target surface antigens, mAbs against soluble

antigens can also exhibit TMDD. For example, Brenner et al.

showed that FG-3019, a human mAb against connective

tissue growth factor (CTGF) exhibited fast clearance that

was determined to be target related. The fast clearance of

the FG-3019-CTGF complex was due to the extremely fast

clearance of CTGF itself, which is cleared mainly through

liver uptake (Brenner et al., 2016).

Because of its assumption of linear disposition, the non-

compartmental analysis (NCA) method is inappropriate for

PK analysis of drugs with TMDD, except perhaps for initial

exploration to uncover or confirm TMDD. While steady state

of volume distribution (Vss) can be inferred from blood

concentration using NCA for small molecules, Vss for mAb

may be underestimated and incorrect if it is derived from

NCA analysis or simple compartmental analysis. This is

because these models assume linear PK and rapid equilib-

rium between blood and tissues (Wang et al., 2008).

Therefore, more sophisticated mechanistic models are

needed for the TMDD analysis. A general framework of a

mechanistic TMDD model was established by Mager and

Jusko (2001). Following the base model introduction, several

similar models have been developed in several variations

(Dua et al., 2015; Gibiansky et al., 2008; Grimm, 2009;

Mager, 2006). Information on the target pharmacology, in
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Figure 4. A typical TMDD graph exhibiting the rela-

tionship between clearance or t1/2 and mAb dose.

Anti-αv mAb was infused to cancer patients; clearance or

terminal half-life (t1/2) was plotted against dose (0.1, 0.3, 1,

3, and 10 mg/kg). Adapted from Mullamitha et al., Clin

Cancer Res. (2007).
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particular its expression and turnover, drug-target binding

kinetics, and knowledge of the fate of drug-target complexes,

are generally required to build a mechanistic model. How-

ever, in most situations, this information is not readily avail-

able. For this reason, many analyses use empirical

approaches for building models that require less information

about the drug target interaction, receptor numbers, and

turnover rates (Dua et al., 2015; Gibiansky et al., 2008;

Grimm, 2009; Mager, 2006). Nevertheless, in most situa-

tions, at least one of the variant models can be useful in

modeling a specific mAb’s nonlinear behavior.

Based on the model of quasi-steady-state approxima-

tions, Grimm thoroughly analyzed the consequences of

TMDD on the disposition of mAb (Grimm, 2009). Several

conclusions were drawn from this analysis. First, saturation

of clearance (from PK analysis) signifies the saturation of the

targets when the target is readily accessible. A mAb target-

ing soluble antigens in the circulation is one example of this

situation. Second, when the target is only slowly accessible

due to low permeability, saturation of clearance may not

imply the saturation of targets, although it may still be used

as a proxy for the saturation of the target. Third, when the

site of target-mediated clearance and the desired site of

action are not the same, especially when the latter is poorly

accessible, saturation of clearance no longer implies on-site

target saturation. This may occur, for example, when tar-

geting a receptor on a solid tumor which is poorly accessible,

and the receptor is also expressed on other normal tissues

(such as vascular endothelium) (Grimm, 2009). It has been

observed in many cases that in vitro Kd of a mAb is often

different from the in vivo Kd (or Km) obtained from modeling

(Brenner et al., 2016; Ng et al., 2006). The in vitro Kd often

overestimates the affinity of the mAb, likely due to the sim-

plified assay system. The complex situation in vivo can

impact the apparent Kd differently (Brenner et al., 2016; Ng

et al., 2006). Other factors such as fast Kint (drug-target

internalization rate constant), fast target turnover and limi-

tation of accessibility or permeability also play important

roles in drug and target interactions (Grimm, 2009). When

choosing clinical candidates, what is the optimum affinity for

a mAb? Based on Grimm’s analysis, in most cases, opti-

mization of an antibody is a matter of optimizing Km. In

certain situations (e.g., Koff ≪ Kint), increasing affinity by

decreasing Koff may yield no benefit because of the fast

internalization of the target (Grimm, 2009).

Impacts of anti-drug antibody (ADA) on mAb PK

Most, if not all, therapeutic proteins including mAbs, are

immunogenic and can induce ADA in humans. The inci-

dence and the impacts on PK/PD and efficacy vary from

drug to drug. Immunogenicity of therapeutic mAbs can cause

hypersensitivity responses such as anaphylaxis and infusion

reactions, and accelerated clearance of drug, resulting in

decreased safety and efficacy (Chirmule et al., 2012).

Both humanized and fully human mAbs can induce ADA

in humans; there is no evidence that fully human antibodies

are less immunogenic than humanized ones. For example,

Humira® (adalimumab), a fully human mAb, induces ADA

and impacts PK and efficacy in patients (Bartelds et al.,

2011; Chirmule et al., 2012; Harding et al., 2010). Bartelds

et al. reported that ADA was developed in 28% of 272

rheumatoid arthritis (RA) patients who were treated with

Humira® for 3 years. RA patients without anti-adalimumab

antibodies had much higher adalimumab concentrations

(median, 12 mg/L) compared with patients with antibody

titers from 13 to 100 AU/mL (median, 5 mg/L) (Bartelds et al.,

2011). There were significantly more treatment failures that

led to the discontinuation of the treatment in patients who

developed ADA (Bartelds et al., 2011).

Human mAb or humanized mAb are immunogenic in

animals. Van Meer et al. examined the immunogenicity of 27

marketed mAb drugs in NHP and 25 (93%) developed ADA

to the administered mAb (van Meer et al., 2013). ADA can

cause perturbation of pharmacokinetic profiles, making it

difficult to interpret PK/TK data, particularly when TMDD is

suspected. The simplest way to determine the cause of

abnormal PK when both ADA and TMDD are the suspects is

to measure ADA levels in the serum or plasma of the dosed

animals. In most cases, clearance likely coincides with the

presence of ADA (Richter et al., 1999). However, the

absence of measurable ADA does not mean the absence of

ADA especially when the ADA assay sensitivity is low and/or

when the drug concentration is above the assay’s drug tol-

erance level (Kelley et al., 2013). Figure 5 shows the typical

impact of ADA on the clearance of an administered mAb

drug.

In most cases, ADA occurs mainly in animals exposed to

lower doses rather than higher doses. The reason for this

phenomenon may be related to high dose induced tolerance

(high zone tolerance) (Gilliland et al., 1999; Somerfield et al.,

2010) or the interference of high concentrations of mAb in

Animal A without ADA
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ADA concentration of animal B 
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Figure 5. Hypothetical concentration time curves fol-

lowing iv administration of a mAb in animals with or

without ADA.
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the serum. Since ADA can lower the exposure of the drug in

toxicity species, it is important to use sufficiently high dose

levels to achieve desired exposure multiples (based on the

anticipated clinical dose). It is also important to take into

consideration the ADA assay performance in terms of drug

tolerability before declaring a lack of ADA.

The occurrence of ADA of human mAb can be rapid or

slow in preclinical animal species. Typically, ADA may

appear 2–3 weeks after single dose administration and these

are mostly IgG response. In some cases, the occurrence can

be even earlier which most likely is mediated by IgM sub-

class. It is important to note that immunogenicity or ADA

response found in preclinical species does not predict ADA

response in human (van Meer et al., 2013). It has been

reported that the incidence of ADA formation in NHPs and

patients was comparable in only 59% of the cases (van Meer

et al., 2013). mAbs can be very immunogenic in animals and

yet show no apparent or negligible immunogenicity in

humans. Keytruda (pembrolizumab), a humanized IgG4 anti-

PD1 mAb for the treatment of multiple cancers, is a good

example of species differences in ADA formation. Keytruda

is quite immunogenic in cynomolgus monkeys as a high

incidence of ADA was observed. (BLA# 125514Orig1s000

Keytruda FDA review package, pharmacology. August 22,

2014; Link http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/

nda/2014/125514Orig1s000PharmR.pdf).

However, in clinical studies in patients treated with Key-

truda (2 mg/kg every 3 weeks, 200 mg every 3 weeks, or

10 mg/kg every 2 or 3 weeks), only 20 (1.7%) of 1,149

evaluable patients tested positive for treatment-emergent

anti-pembrolizumab antibodies. There was no evidence of

an altered pharmacokinetic profile or increased infusion

reactions with anti-pembrolizumab binding antibody devel-

opment (Highlights of Prescribing Information of Keytruda;

Revised: 08/2016. https://www.merck.com/product/usa/pi_

circulars/k/keytruda/keytruda_pi.pdf).

Impacts of off-target binding on mAb PK

Off-target binding can significantly affect the PK, tissue dis-

tribution, efficacy, and toxicity of therapeutic antibodies.

Although antibodies developed against an antigen are highly

specific to that antigen, some mAbs can have multi-speci-

ficity binding capability for irrelevant antigens (James et al.,

2003; Notkins, 2004). To prevent autoimmune diseases,

antibodies matured through somatic mutations go through

stringent control processes in vivo to weed out those unfa-

vorable mutants that bind non-specifically to self-antigen or

interact broadly with normal tissues. However, antibodies

derived from in vitro selection or maturation lack an in vivo-

like control system and rely on the counter screen to ensure

specificity. This can lead to the selection of some non-

specifically binding variants. For example, the A4B4 variant,

(a prototype of Motavizumab, which is an in vitro affinity

matured anti-RSV mAb derived from palivizumab), demon-

strated broad tissue binding and accelerated clearance

in vivo (Wu et al., 2007). Multiple off-target interactions were

demonstrated on protein biochips for adalimumab, which

was derived in vitro from a cloned human antibody phage

library (Feyen et al., 2008).

Recently, Datta-Mannan et al. showed that bispecific IgG-

scFv or IgG-ECD antibodies were cleared rapidly through

liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) in the liver (Datta-

Mannan et al., 2016). The rapid clearance of BsAb was not

attributed to TMDD, reduced Fc-FcRn interaction, or poor

molecular or biochemical properties. Instead it was due to

non-specific binding or association with LSEC. mAbs may

also bind specifically to a non-intended target and cause

alteration of PK/PD and toxicity profiles. Bumbaca et al.

reported that a humanized mAb (hLD1.vB) directed against

fibroblast growth factor receptor (FGFR) 4 exhibited specific

binding to mouse complement component 3 (C3), leading to

accelerated clearance and limited efficacy in mice (Bumbaca

et al., 2011). Vugmeyster et al. also reported that an anti-

monkey A-beta mAb had off-target binding in cynomolgus

monkeys, leading to accelerated clearance (Vugmeyster

et al., 2011).

Because the unpredictability of the off-target binding, it is

recommended that mAb candidates go through early

screens for non-target bindings in vitro including protein

microarrays, light directed peptide synthesis arrays, and

tissue cross-reactivity assays (Kelly et al., 2015; Hotzel

et al., 2012b). These screens, along with preclinical evalu-

ation in rodents and primates, are important tools in the

assessment of how well a mAb will behave in the clinic.

Hotzel et al. reported a strategy for mitigation of risk for

antibodies with fast clearance. It is an assay based on ELISA

detection of non-specific binding to baculovirus particles that

can identify antibodies having increased risk for fast clear-

ance (Hotzel et al., 2012b). This assay can be used during

lead generation or optimization to identify antibodies with

increased risk of having fast clearance in both humans and

cynomolgus monkeys, thus increasing the likelihood of

obtaining a suitable drug candidate. Recently high through-

put cross-interaction assays were developed to screen

mAbs for off-target mediated clearance. These assays

showed high correlation with clearance rate in mice (Kelly

et al., 2015). Others used protein and/or tissue arrays to

determine cross reactivity of mAbs (Lueking et al., 2008;

Kijanka et al., 2009).

MAB ABSORPTION

The majority of FDA-approved therapeutic antibodies are

administered intravenously (iv). The iv route allows for rapid

delivery of large amounts of antibodies to the systemic cir-

culation with complete systemic availability. In addition, the iv

route allows the administration of larger volumes in com-

parison to other parenteral routes of administration. How-

ever, iv delivery, often required to be conducted in hospitals

or doctor’s office, is not convenient for patients, and

increases the cost of therapy. In addition, rapid infusion of

PK of mAbs and Fc-fusion proteins REVIEW
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antibody may also induce adverse events such as infusion

reactions. Therefore, for some mAbs requiring chronic dos-

ing, extravascular routes such as subcutaneous (sc) and

intra-muscular (im) administration have been developed. Sc

or im administration can be performed by a health care

professional in a patient’s home or even by self-administra-

tion (Richter & Jacobsen, 2014). Examples for extravascular

administration of mAbs or Fc fusions are adalimumab (sc),

alefacept (im), efalizumab (sc), etanercept (sc), omalizumab

(sc), and palivizumab (im).

The systemic absorption of antibodies following sc or im

administration most likely occurs via the lymphatic system.

The highly porous lymphatic system allows the transport of

macromolecules (>20 kDa MW) through the convective ûow

of the interstitial ûuids (Richter et al., 2012; Richter &

Jacobsen, 2014). Since the lymph ûuid drains slowly into the

vascular system, the absorption of antibodies from the site of

administration usually continues for hours or even days

(Richter et al., 2012). In animals and in man, the time to

maximal plasma concentrations (Tmax) of antibody are typi-

cally observed 1–8 days following sc or im administration

(Lobo et al., 2004). In general, antibodies given by im or sc

are well absorbed, resulting in bioavailabilities ranging from

50% to 100% (Richter & Jacobsen, 2014). There is no cor-

relation between MW and the bioavailability of protein ther-

apeutics in several animal species and in humans (Richter

et al., 2012).

The extent of absorption of mAbs can be variable

depending on the extent of pre-systemic antibody degrada-

tion including proteolytic degradation, endocytosis at the

injection site and rates of recycling through interaction with

FcRn (Wang et al., 2008). The absorption of therapeutic

proteins can also be impacted by formulation and injection

volumes (Richter et al., 2012; Richter & Jacobsen, 2014). In

addition, physiologic factors such as age, body weight,

movement, heat, and injection site may also serve as

covariates for the bioavailability of therapeutic proteins

including mAbs (Richter & Jacobsen, 2014). It was observed

that fat content and physical activities can profoundly impact

the absorption of therapeutic proteins in an animal model

(Wang et al., 2012). Sc absorption rates in animals appear to

be more rapid than in humans. Non-human primates tend to

overestimate the sc bioavailability of mAbs and rodent and

several other preclinical species do not appear to exhibit any

clear patterns in relationship to humans (Richter et al., 2012).

Recently the minipig was suggested as a potential translat-

able model for mAb pharmacokinetics following iv or sc

administration (Zheng et al., 2012).

Large doses may not be feasible for sc or im administration

due to the relatively limited solubility of IgG (∼100 mg/mL);

small volumes can be administered via these routes (2.5 or

5 mL for sc and im per site, respectively) (Richter et al., 2012).

For mAbs requiring relatively low dose, such as Humira

(40 mg/dose), sc administration can be easily achieved at

40 mg/0.8 mL injection pen (Humira® PI). However, for mAbs

requiring high doses, such as omalizumab, multiple injection

sites are necessary; a dose of 375 mg is delivered via three

separate 1 mL sc injections (Xolair PI). More recently, the

limitation of volume in sc administration of mAb appears to

have been ameliorated by including hyaluronidase in the

formulation. In the subcutaneous space, the glycosamino-

glycan hyaluronan, together with collagen, creates a volume

barrier within the extracellular matrix (Bookbinder et al., 2006).

Hyaluronan can be degraded by hyaluronidase and hyalur-

onidase derived from animal testes has been used exten-

sively to facilitate dispersion of co-injected materials in the

clinic (Bookbinder et al., 2006). With co-formulation of hya-

luronidase, it is now clinically feasible to administer mAb’s for

oncology indications which typically require much larger

doses and volumes (Jackisch et al., 2014; Salar et al., 2014;

Shpilberg & Jackisch, 2013). rHuPH20, a recombinant hya-

luronidase temporarily cleaving hyaluronan fibers in the

interstitial tissue, and thereby facilitating the sc injection of

large volumes, has been used to co-formulate several

important anti-cancer mAbs. With co-formulation with hyalur-

onidae, it is now possible to administer volumes up to 5 mL sc

in approximately 5 min for 600 mg trastuzumab (Bittner et al.,

2012). Rituximab can be delivered in 2–8 min with 4.4–

15.0 mL sc (Salar et al., 2014). A fixed dose of 1,400 mg of

rituximab was successfully delivered via sc injection by

hyperconcentrating rituximab (12-fold) relative to the IV for-

mulation and including the rHuPH20 as an excipient in a

volume of 11.7 mL (Salar et al., 2014; Shpilberg & Jackisch,

2013). The Ctrough of sc delivered mAb was not inferior to that

delivered by IV at 375 mg/m2 (Salar et al., 2014). Sc admin-

istration is also generally more immunogenic than drug dosed

via the IV route. For example, anti-trastuzumab antibodies

were detected in 8 of the 58 patients who received trastuzu-

mab sc compared to zero of the 12 patients who received

trastuzumab IV. That said, the presence of anti-trastuzumab

antibodies did not correlate with the adverse events and

pharmacokinetic profiles in these patients (Wynne et al.,

2013). In EU, sc formulation for rituximab was approved for

NHL (1,400 mg) in 2014 and for CLL (1,600 mg) in 2016

(Roche Media Release, 2016). Herceptin sc formulation

(600 mg) for breast cancer was approved in EU in 2013

(Roche Media Release, 2013).

MAB DISTRIBUTION

Being large and polar molecules, antibodies move very

slowly across vascular endothelial cells. Convection is

believed to be the primary mechanism responsible for the

transport of antibody from blood to the interstitial space of

tissues (Richter & Jacobsen, 2014). The rate of convection

out of the blood and the rate of antibody catabolism within

tissue determine the rate of antibody elimination. In general,

antibody concentrations in tissue interstitial ûuid are sub-

stantially lower than antibody concentrations in plasma

because of the differences in the rate of convective uptake

(which is slow) and elimination of antibody from tissue (which

could be fast). However, higher antibody concentrations
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have been observed in tissues that are highly perfused and

with relatively leaky vasculature (e.g., bone marrow, spleen,

and liver). IgG antibodies show very little distribution to the

brain because of blood brain barrier. Shah and Betts con-

ducted analyses of bio-distribution data of non-binding mAbs

from several different species (mice, rat, monkey, and

human). Using a physiologically based pharmacokinetic

(PBPK) model, they were able to define the relationship

between plasma and various tissue concentrations as the

antibody biodistribution coefficient (ABC). They found that

typically the concentration of mAb in lung is 15%, heart 10%,

kidney 14%, muscle 4%, skin 16%, small intestine 5%, large

intestine 5%, spleen 13%, liver 12%, bone 7%, stomach 5%,

lymph node 8%, adipose 5%, brain 0.4%, pancreas 6%,

testes 6%, thyroid 68%, and thymus 7% of the plasma

concentration (Shah & Betts, 2013). These results are con-

sistent with the general estimates of tissue to blood ratio

range of 0.1 to 0.5 for mAbs (Lobo et al., 2004). However, it

is important to point out that most of the tissue distribution

data were obtained with iodine labeled mAbs and unusually

high distribution to thyroid should be interpreted with caution

because of the concentration effect of iodine-labeled

metabolites in the thyroid.

In cases where an antibody shows high-affinity, high-ca-

pacity binding to tissue and target-mediated elimination, the

true Vss may be much greater than the distribution volume

estimated by standard NCA analysis. It was reported that a

mAb against keratin sulfate exhibited much higher tissue

concentrations than in the plasma with tissue to blood ratio

being 5.9, 4.3, 3.5, and 2.6 for lung, esophagus, kidney, and

liver, respectively (Kairemo et al., 2001). Similarly, some

mAbs directed against endothelial antigens also showed

very high tissue to blood ratios. For example, a tissue dis-

tribution study showed that the lung-to-blood ratio was 5, 10,

and 15 for antibodies of anti-Thy-1.1, anti-ACE, and anti-

ICAM-1, respectively (Danilov et al., 2001). It is worth noting

that the non-binding IgG typically has a tissue to blood ratio

ranging from 0.04 to 0.68 (Shah & Betts, 2013).

In a modeling study comparing antibodies with different

affinities in distribution to tumors, Fujimori et al. observed

that the average antibody concentration in the tumor does

not increase linearly with affinity. High antibody affinity at a

given dose tends to decrease antibody percolation or pen-

etration to the tumor because the high affinity binding to the

edge of the tumor leads to fewer free antibody molecules.

This phenomenon was termed “binding site barrier” (Fujimori

et al., 1990). Using mAbs that recognize the same Her2

epitope but with different affinities (270, 23, 7.3, and

0.56 nmol/L), Rudnick et al. confirmed the “binding site

barrier” phenomenon in vivo. They reported that moderate

affinity was associated with the highest tumor accumulation

at 24 h and 120 h after intravenous injection. High affinity

was found to produce low tumor accumulation (Rudnick

et al., 2011) (Fig. 6). Similar results were obtained recently in

a tumor distribution study by Glatt et al. with anti-CD44

antibodies of different affinities (Glatt et al., 2016).

Zahnd et al. used Darpins, a 14.5 kDa target binding

protein to systemically evaluate the size and affinity effects

on the tumor distribution. Darpins of different size (with or

without Pegylation) and affinity against HER2 were tested in

tumor tissue distribution studies. The results showed that for

small proteins like Darpin that were eliminated rapidly by

kidney filtration, improving affinity directly improved tumor

uptake. However, for large targeting agents like Pegylated

Darpin, the impact of affinity on tumor accumulation is

diminished. The dependence of tumor uptake on binding

affinity was found to be weak once Kd < 100 nmol/L (Wittrup

et al., 2012; Zahnd et al., 2010). scFvs, Fabs, diabodies,

darpins, and the like are considered too large for sufficiently

rapid extravasation and too small to escape renal clearance.

Whole IgG antibody is considered to be the optimal size for

tumor targeting (Wittrup et al., 2012).

mAb accessibility to tissues can also be observed in PD

readouts. In a monkey distribution study with rituximab, the

levels of peripheral blood B cells were already depleted by

>94% 2 days after the first dose and 9 days after the second

dose. However, B cell levels in lymph nodes were only

decreased by 42%–57% at 9 days following the 2nd dose

(Mao et al., 2013). These results indicate that solid tissues

are more difficult to penetrate by mAb and the “binding site

barrier” could restrict the distribution of mAb, leading to a

delayed pharmacological effect in the tissues.

HUMAN PK PREDICTION AND FIRST IN HUMAN

STARTING DOSE SELECTION

PK parameters of small molecule drugs can be scaled

across species using a power model of the form Y = a*BWb

with reasonable accuracy (Huang & Riviere, 2014; Wang

Anti-Her2 mAbs

270 nmol/L

23 nmol/L

7.3 nmol/L

0.56 nmol/L
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Figure 6. Tumor distribution of anti-Her2 mAbs with

different afûnities. Adapted from Rudnick et al. (2011).
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et al., 2016). This equation is based on the principle of

allometry; Y is the parameter of interest (e.g., clearance or

volume); a is the allometric coefficient; BW is the body

weight; b is the allometric exponent. For large molecules

such as mAbs with nonlinear PK, assumptions underlying

allometric scaling, such as the absence of nonlinear phar-

macokinetics and species-specific clearance may not be

correct. Nevertheless, in many cases, PK parameters of

mAbs with non-target related elimination pathways or doses

above the target saturation levels in humans can be rea-

sonably predicted using data from cynomolgus monkeys

with an allometric exponent of ∼0.85 (Deng et al., 2011;

Dong et al., 2011; Ling et al., 2009; Wang & Prueksaritanont,

2010). Different exponents were proposed for reasonable

predictions of human CL and Vss for 24 mAbs targeting

either soluble antigen or membrane receptors (Oitate et al.,

2011). By analyzing data from preclinical and clinical studies

of 13 therapeutic mAbs, Deng et al. showed that CL of mAbs

can be better predicted based on cynomolgus PK data and

an allometric scaling exponent of 0.85. Human concentra-

tion–time profiles were also reasonably predicted from the

cynomolgus monkey data using species-invariant time

method with a fixed exponent of 0.85 for CL and 1.0 for

volume of distribution (Deng et al., 2011). A relatively higher

accuracy prediction for pharmacokinetics in humans may be

achieved by physiologically based PBPK modeling that has

the advantage of allowing prediction of antibody levels in

many tissues, including tumors. It also takes into consider-

ation the effects of saturable processes (e.g., target binding,

FcRn recycling) on antibody PK and the impacts of a variety

of other factors (e.g., antigen expression, antibody affinity)

on the tissue selectivity of antibody disposition (Shah &

Betts, 2013; Wang et al., 2016). However, PBPK models are

complex, mathematically difficult to construct, poorly suited

to population analyses, and often limited because of a lack of

tissue concentration data, parameter availability, or param-

eter identifiability (Shah & Betts, 2013; Wang et al., 2016).

Although the drug exposure in humans can be reasonably

predicted for mAbs with linear PK above saturation dose,

prediction of drug exposure at low starting doses for mAbs

(typically starting dose for dose escalation study) is chal-

lenging and generally poor because of nonlinear PK (Dong

et al., 2011). Further exploration of species differences in the

target expression level, target-antibody binding and target

kinetics, and in vivo PK studies with relevant dose ranges

may help to solve this issue.

For oncology indications, rule based standard 3 × 3 dose

escalation methods have been used for most mAb FIH

studies. This scheme is to ensure safety and tolerability in

FIH trials. Several approaches coexisted that are frequently

used in FIH dose predictions. The classic approach for

determining the maximum recommended starting dose

(MRSD) is based on the no observed adverse effect level

(NOAEL) dose determination from toxicity studies and sub-

sequent human equivalent dose (HED) estimation according

to the FDA Guidance (2005). Minimally anticipated biological

effect level (MABEL) is EMA’s response to the TGN-1412

disaster which was not predicted with the classical method

(EMEA, 2007; Muller et al., 2009; UK Expert Scientific

Group, 2006). This approach had been specifically designed

for ‘high-risk medicinal products’ with, for example, novel

mechanisms of action or high species specificity. Figure 7

graphically depicts the relationship between MABEL,

NOAEL, and starting dose. Currently, most clinical devel-

opment programs use combinations of several or all avail-

able approaches to seek ‘totality of evidence’ to develop a

FIH dose selection rationale for a particular mAb-based

therapeutics. The totality of evidence may include the

exposure–response relationships, receptor-occupancy in

relationship to efficacy and biological effects and HED based

on NOAEL. The MOA should be taken into consideration as

well. For example, agonistic or modulator of immune system

(high risk) mAbs starting dose should be considered differ-

ently from antagonist antibodies. Extreme care should be

given to immune agonist antibodies whereas antagonists

can generally be tolerated relatively higher starting dose

MABEL
100%

Effect

Minimal
PD effect

Dose or exposure
10 100 1000 10000

Therapeutic window Unacceptable toxicityPD

NOAEL

Animal tox

Dose escalation

Figure7. Relationshipbe-

tween MABEL, NOAEL,

therapeutic window and

toxicity in FIH trial.MABEL:

minimally anticipated biologi-

cal effect level; NOAEL: no

observed adverse effect

level. Modified from Muller

et al., Curr Opin Biotechnol.

(2009).

REVIEW Liming Liu

26 © The Author(s) 2017. This article is an open access publication

P
ro
te
in

&
C
e
ll

D
o
w

n
lo

a
d
e
d
 fro

m
 h

ttp
s
://a

c
a
d
e
m

ic
.o

u
p
.c

o
m

/p
ro

te
in

c
e
ll/a

rtic
le

/9
/1

/1
5
/6

7
6
8
2
3

6
 b

y
 D

a
iic

h
i S

a
n
k
y
o
 C

o
m

p
a
n
y
, L

td
. u

s
e

r o
n
 1

3
 M

a
rc

h
 2

0
2
4



(Luu et al., 2013; Muller et al., 2009). For mAbs that are not

considered high-risk biologics, usually antagonist (blocking)

mAbs, the MABEL approach may not be required. However,

it may still be useful to rationally select the starting human

dose from a pharmacological standpoint relative to a toxi-

cological standpoint (Luu et al., 2013). Recently, an FDA

oncology analysis of immune activating products and first-in-

human dose selection by Saber et al. reinforced the con-

cepts discussed above on the totality of data for considering

FIH doses of immune activating biologics (Saber et al.,

2016). Importantly, the FDA authors pointed out that while

evaluating safe dose is the primary goal of FIH trial, sub-

therapeutic doses are not medically justifiable in patients

with cancer; therefore, optimization of the FIH trial designs to

allow rapid attainment of active therapeutic doses is also

important (Saber et al., 2016).

Traditionally, doses of therapeutic mAbs are generally

chosen based on body weight. Recently, fixed dosing of mAb

is gaining popularity because of dosing convenience in

medical practice. The specificity of mAbs, a relatively large

therapeutic window and generally a small contribution of

body size to pharmacokinetic variability favor fixed dosing of

mAbs (Bai et al., 2012; Wang et al., 2009). Using modeling

and simulation to compare the PK variations of body weight

based dosing vs. fixed dosing, Bai et al. demonstrated that,

for most mAbs, body weight had little or moderate effect on

PK. The difference of variability in exposure between body

weight-based and fixed dosing was generally less than 20%,

which is moderate relative to the variability generally

observed in pharmacodynamics, efficacy, and safety (Bai

et al., 2012). Given the many practical advantages, fixed

dosing is generally recommended for FIH studies with mAbs.

The dosing strategy in later stages of clinical development

could then be determined based on combined knowledge of

the body weight effect on pharmacokinetics, safety, and

efficacy observed in the early clinical trials (Bai et al., 2012;

Wang et al., 2009). For those mAbs that exhibit TMDD and

nonlinear pharmacokinetics, loading or ‘induction’ dose

strategies may be appropriate to saturate or clear available

antigen targets. For example, Herceptin (trastuzumab) has a

loading dose of 4 mg/kg loading dose followed by 2 mg/kg

weekly dose (Herceptin PI).

CONCLUSIONS

This review article discusses current understanding of PK of

therapeutic mAb and Fc-fusion proteins. As a large and polar

molecule, mAb and Fc-fusion molecules have PKs that are

substantially different from that of small molecule drugs.

FcRn mediated recycling is the primary determinant of an

IgG antibody’s PK properties. Through Fab and/or Fc engi-

neering, IgG-FcRn interactions can be used to generate a

variety of therapeutic antibodies with significantly enhanced

half-life or the ability to remove unwanted antigen from cir-

culation (sweeping antibody). Glycosylation on mAb or Fc-

fusion protein can have a significant impact on the PK of

these molecules. High mannose content is a liability for mAb

and sialic acids are beneficial to Fc-fusion proteins. mAb

charge can also be important. Variation of pI values by 1–2

units is likely to impact PK, with lower pI values being

favorable. In contrast to small molecule drugs, most mAbs

display TMDD. This can have significant consequences on

study design (both pre-clinical and clinical), in particular on

dose selection, dosing scheme, and sampling times. The PK

of mAb can also be inûuenced by anti-drug antibody (ADA)

response and off-target binding, which require careful con-

sideration during the discovery stage. mAb is primarily

absorbed through the lymphatic system and can be conve-

niently administered by sc dosing. Large doses or volumes

can be administered with hyaluronidase co-formulation. mAb

slowly distributes to the interstitial space of tissues via con-

vection. This results in a tissue to blood ratio ranging from

0.1–0.5, although the value can be significantly higher than 1

with mAb showing high-affinity and high-capacity binding in

tissues. PK parameters of mAb with linear PK (above the

target saturation dose) in humans can be reasonably pre-

dicted by using data from cynomolgus monkeys and an

allometric exponent of ∼0.85. Combination of several meth-

ods such as NOAEL and MABEL should be considered for

prediction of FIH starting dose. In some situation, fixed dose

is possible in humans if body size and weight do not con-

tribute significantly to PK variability.
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