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TITULO DE LA SOLICITUD: “ERITROPOYETINA HUMANA CON DISMINUCION DE SU
ACTIVIDAD ERITROPOYETICA, CON MUTACIONES QUE GENERAN SITIOS DE
GLICOSILACION Y PROCESO PARA SU OBTENCION”

NUMERO DE SOLICITUD INTERNACIONAL: PCT/IB2019/058179

FECHA DE PRESENTACION INTERNACIONAL: 26 de septiembre de 2019.
PRIORIDAD: AR 20180102793 27 de septiembre de 2018.

Como resultado del examen de patentabilidad realizado a la solicitud indicada en la
referencia, atendiendo a lo consagrado en el articulo 45 de la Decisién 486 de 2000, se
le comunica que esta Direccidon ha encontrado que la materia objeto de solicitud no
cumple con algunos requisitos establecidos en la Decisién, con fundamento en los
siguientes aspectos:

1. Modificaciones presentadas

Revisada la modificacion a la solicitud objeto de estudio, la cual fue radicada el 15 de
mayo de 2024 bajo el numero NC2024/0006125, y teniendo en cuenta lo sefialado en el
articulo 34 de la Decision 486 de 2000 de la Comisiéon de la Comunidad Andina, esta
oficina acepta las modificaciones presentadas por ajustarse a los requisitos legales.
Adicionalmente, junto a la respuesta radicada el 15 de mayo de 2024 bajo el nimero
NC2024/0006125 presentd un listado de secuencias, el cual se acepta por ajustarse a
los requerimientos legales.

2. Objeto de lainvencién

El problema planteado consiste en la necesidad de obtener analogos de EPO que
modulen selectivamente su rol eritropoyético y su rol citoprotector.

Para resolver dicho problema técnico, la solicitud en estudio plantea una eritropoyetina
humana modificada con ausencia o disminucion de su actividad eritropoyética,
preferentemente con hasta un 0,5% de actividad eritropoyética con relacion a la
eritropoyetina humana, mayor tiempo de vida media en plasma, que mantiene su
capacidad neuroprotectora y neuroplastica. Esta eritropoyetina humana modificada tiene
anulada parcial o totalmente su union a al menos uno de los receptores homo o
heterodiméricos. Dicha anulacion comprende la mutacion de uno de los sitios de union a
los receptores homo o heterodiméricos mediante la incorporacion de sitios consenso de
N-glicosilacion.

3. Reivindicaciones estudiadas

El presente estudio se basa en el capitulo reivindicatorio del escrito radicado bajo nimero
NC2024/0006125 el 15 de mayo de 2024.
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4. Excepcion de Patentabilidad

Conforme a lo establecido en el literal c) d) del articulo 20 de la Decision 486 de 2000 de
la Comision de la Comunidad Andina:

“No seran patentables:

(...) ¢) las plantas, los animales y los procedimientos esencialmente bioldgicos para
la produccion de plantas o animales que no sean procedimientos no bioldgicos o
microbiolégicos; (...)

(...) d) los métodos terapéuticos o quirargicos para el tratamiento humano o animal,
asi como los métodos de diagndstico aplicados a los seres humanos o a animales.”

Debido a lo anterior, esta oficina establece que el objeto de las reivindicaciones 7 y 8 no
es patentable, toda vez que, reclama una célula vegetal modificada y, teniendo en cuenta
su totipotencialidad puede dar lugar a una planta completa la cual no es patentable.

El objeto de la reivindicacién 12 no es patentable de acuerdo con el literal d) del articulo
citado, toda vez que reclama una composicion para el tratamiento de patologias
seleccionadas del conjunto comprendido por Alzheimer, Parkinson, esclerosis amiotréfica
lateral (ELA), enfermedades de las neuronas motoras, enfermedad de Huntington,
atrofias  espinocerebelosas, enfermedad de Creutzfeld-Jakob, enfermedades
incapacitantes como la depresién o la esquizofrenia, enfermedades del desarrollo como
el sindrome de Down, dafio del tejido nervioso por los accidentes cerebrovasculares
(ACV) y las traumatismos craneo-encefalicos.

5. De la solicitud de patente
5.1. Titulo

De conformidad con el literal d) del articulo 27 de la Decision 486 de 2000 de la Comision
de la Comunidad Andina, el nombre de la invencion de que se trata debera reflejar el
objeto y el campo industrial con el cual se relaciona la misma y ser concordante con la
materia descrita y las reivindicaciones de la solicitud. EI nombre no podra referirse a
nombres personales, marcas de productos o nombres de fantasia.

Analizado el titulo modificado en el escrito radicado bajo el N° capitulo reivindicatorio del
escrito radicado bajo niumero NC2024/0006125 el 15 de mayo de 2024 y teniendo en
cuenta el objeto de la solicitud, esta oficina acepta el siguiente titulo: “ERITROPOYETINA
HUMANA CON DISMINUCION DE SU ACTIVIDAD ERITROPOYETICA, CON
MUTACIONES QUE GENERAN SITIOS DE GLICOSILACION Y PROCESO PARA SU
OBTENCION".

5.2.Reivindicaciones

Teniendo en cuenta lo establecido en el articulo 30 de la Decision 486 de 2000 de la
Comisioén de la Comunidad Andina:

"Las reivindicaciones definiran la materia que se desea proteger mediante la
patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la
descripcion. (...)"
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Esta oficina informa que,

La reivindicacién 1 no es clara porque menciona “con actividad eritropoyética menor al
0,5 % en relacibn con una eritropoyetina humana, que mantiene su capacidad
neuroprotectora y neuroplastica” lo cual inicamente se refiere a resultados a alcanzar
gue no permiten caracterizar la eritropoyetina modificada. Se sugiere eliminar los
resultados a alcanzar y reemplazar por las caracteristicas técnicas esenciales de la
materia reclamada. Adicionalmente, la reivindicacion 1 no es clara porque menciona
“caracterizada porque comprende la mutacibn de un sitio de unién al receptor
homodimérico mediante la incorporacion de sitios consenso de glicosilacion, y
caracterizada porque dicha mutacién es seleccionada del conjunto comprendido por”
pero esta frase tiene problemas de redaccion porque dice que comprende la mutacion de
un sitio de union, pero podria haber mas de una mutacién como es el caso de dos
sustituciones. Ademas, no es claro “seleccionada del conjunto comprendido por” porque
es como si el grupo estuviera comprendido por las posibles mutaciones o secuencias. Se
sugiere cambiar la frase por “caracterizada porque el sitio de unidon al receptor
homodimérico esta mutado y donde las mutaciones estan seleccionadas del grupo que
consiste en”.

Las reivindicaciones 2 y 3 no son concisas dado que reclaman la misma materia, que
corresponde al &cido nucleico que codifica la eritropoyetina. Se sugiere dejar una sola de
las dos reivindicaciones. Ademas, la reivindicacibn 3 no es clara porque menciona
“porque comprende al menos la secuencia” pero esto daria lugar a que un acido nucleico
comprenda mas de una secuencia de las mencionadas. Se sugiere eliminar la expresion
“al menos una secuencia”.

La reivindicacion 11 carece de sustento porque menciona “comprende una concentracion
desde 50 hasta 400 ng/ml” pero no se evidencia el desarrollo de composiciones que
comprendan cualquiera de las concentraciones del rango, ya que solo se divulga en la
descripcién composiciones que comprenden 50 o 300 ng/ml. Se sugiere reclamar
Unicamente la materia que encuentra sustento en la descripcion. Ademas, la
reivindicacion 11 no es clara porque tiene un error de redaccion al reclamar una
composicién farmacéutica “caracterizado porque”, ya que no coincide el género. Se
sugiere hacer los ajustes pertinentes.

La reivindicacién 13 no es clara y carece de sustento porque menciona “que comprende
al menos una secuencia de nucleétidos seleccionada del conjunto comprendido por: SEQ
ID N°3, SEQ ID N°17, y SEQ ID N°23” pero no se evidencia en la descripcion que el &cido
nucleico comprenda mas de una secuencia de las mencionadas, y el acido nucleico
consiste en la SEQ ID NO: 3, 17 o0 23. Ademas, no es clara y carece de sustento porque
se menciona que se construye al menos un vector de cotransfeccion con los cuales se
cotransfecta las células empaquetadoras, pero no habria sustento para cotransfectar con
mas de un vector. Se sugiere reclamar anicamente la materia que encuentra sustento en
la descripcion. Ademas, la reivindicacion 13 no es clara porque no menciona cuéles son
las células empleadas que permiten el plegamiento y la expresion de la proteina, asi
como tampoco se incluyen las técnicas, amortiguadores, tiempos y temperaturas
empleadas para el aislamiento y purificaciéon. Lo anterior porque la solicitud no ha
explorado cualquier proceso para la produccion de cualquier eritropoyetina modificada.
Se sugiere al solicitante restringir la reivindicacion a una razonable generalizacion de los
procesos explorados, esto se logra incluyendo las condiciones esenciales que permitan
la reproduccion de este.
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La reivindicacion 15 no es clara porque menciona células, pero hace alusién a lineas
celulares. Se sugiere reemplazar “células” por “lineas celulares”.

El capitulo reivindicatorio no es claro porque menciona “es seleccionado del conjunto
comprendido por” pero es como si el conjunto estuviera comprendido en los elementos
gue menciona. Se sugiere reemplazar por “es seleccionado del grupo que consiste en”.

En consecuencia, es necesario que allegue las aclaraciones o modificaciones
correspondientes para dar cumplimiento a lo establecido en el citado articulo.

5.3.Descripcién

Revisado el capitulo descriptivo de la solicitud, este no divulga la invencion de manera
suficientemente clara y completa, para que una persona capacitada en la materia pueda
ejecutarla, incumpliendo de esta forma lo establecido en el articulo 28 de la Decisién 486
de la Comision de la Comunidad Andina.

La descripcidbn no es clara ni suficiente porque no se evidencia el desarrollo de
composiciones que comprendan una eritropoyetina recombinante en un rango de
concentracion entre 50 a 400 ng/ml. Por tanto, la persona capacitada no tendria las
herramientas para su desarrollo.

La descripcion no es clara ni suficiente porque no se evidencia un acido nucleico que
comprenda mas de una secuencia de nucleotidos.

Se debe tener en cuenta que, de acuerdo con el articulo 34 de la citada Decision, dicha
modificacion no podra ampliar la divulgacion inicial; por lo que, en caso de agregar nuevos
elementos en la solicitud, la descripcién modificada no seréa aceptada.

6. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha para determinar el estado de la técnica es el 27 de septiembre de 2018, que
corresponde a la fecha de presentacion de la solicitud de prioridad.

Consultadas las fuentes de informacién con que se cuenta, se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de publicacion
D1 US20070072795 Treaiment of neurodegenerative 29 de marzo de 2007
disorders
Elliott, S., et al. The “Structural Requirements for Additional
D3 Journal of biological N-Linked Carbohydrate on Recombinant 02 de febrero de 2004
chemistry Human Erythropoietin”
Wen, D, etal. The “Erythropoietin structure-function
D4 Journal of biological relationships. Identification of 9 de septiembre de 1994
chemistry. functionally important domains”

D1' divulga agentes eritropoyéticos para el tratamiento de desoérdenes
neurodegenerativos (Pag. 1, Resumen).

https://patents.google.com/patent/US20070072795A1/en?0q=US2007072795
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D32 divulga un proceso para la obtencion de una eritropoyetina humana modificada que
comprende la introduccion de secuencias consenso de N-glicosilacibn mediante
mutagénesis dirigida al sitio (Pags. 16854-55, seccién - Experimental Procedures,
Resumen).

D43 divulga el desarrollo de 50 eritropoyetinas humanas mutantes, de las cuales algunas
pierden por completo la actividad eritropoyética y permiten la identificacion de residuos
importantes en la actividad de la proteina (Abstract).

7. Examen de Patentabilidad

De acuerdo con lo establecido en el articulo 14 de la Decision 486 de 2000 de la Comision
de la Comunidad Andina, en el cual se establecen los requisitos de patentabilidad objeto
de la solicitud en estudio, esta Oficina presenta a continuacion el analisis de los requisitos
de patentabilidad.

7.1.Nivel Inventivo

Teniendo en cuenta lo sefialado en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 1 (Radicado
NC2024/0006125 del 15 de mayo de 2024) se refiere a: “Una eritropoyetina humana
modificada caracterizada porque comprende la mutacién de un sitio de unién al receptor
homodimérico mediante la incorporacion de sitios consenso de glicosilacion, (...)". A
continuacion, se presenta la tabla comparativa entre el objeto reivindicado y los
documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS
ESENCIALES b1 D4

Una eritropoyetina humana Una eritropoyetina humana Una eritropoyetina humana

modificada caracterizada porque modificada (Pag. 6, Parr. mutante que comprende (todo el
comprende [0051)). documento)
la mutacién de un sitio de unién al | que incluye una mutaciéon que Una mutacioén en el sitio de
receptor homodimérico mediante inserta un sitio adicional de unién al receptor EPO (Pags.
la incorporacion de sitios glicosilacion (Pag. 6, Parrs. 22840 — 22842, seccion -
consenso de glicosilacion, y [0051-0071)). Results).

2Elliott, S., et al (2004). Structural requirements for additional N-linked carbohydrate on recombinant human
erythropoietin.  The Journal of biological chemistry, 279(16), 16854-16862. Recuperado de:
https://doi.org/10.1074/jbc.M311095200

3Wen, D., et al. (1994). Erythropoietin structure-function relationships. Identification of functionally important domains.
The Journal of biological chemistry, 269(36), 22839-22846. Recuperado desde:
https://www.researchgate.net/publication/15122484_Erythropoietin_structure-
function_relationships_Identification_of_functionally_important_domains
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caracterizada porque dicha Donde la mutacién es Donde la mutacién consiste en
mutacion es seleccionada del seleccionada de: una sustitucion de un Unico
conjunto comprendido por: Asn30, Thr32; aminoacido en los motivos de
a. Lys45Asn y Asn47Thr; Asn51, Thr53, las regiones de union al receptor
b. Ser104Asn; Asn57, Thr59; EPO en donde la mutacion es
c. Glyl51Asn y Leul53Thr; Asn69; seleccionada del grupo que
Asn69, Thr71; consisten en S9A, R10A, E13A,
Ser68, Asn69,Thr71; R14A, R14L, R14E, L17A,
Val87, Asn88, Throo; E18A, K20A, E21A, C29Y,
Ser87, Asn88, Throo; C33Y, K45A, F48S, Y49S,
Ser87, Asn88, Gly89, Throo; A50S, W51S, K52S, Q59A,
Ser87, Asn88, Thr90, Thr92; W64A, Q65A, G66A, L69A,
Ser87, Asn88, Thro0, Alal62; S71A, E72A, A73G, R76A,
Asn69, Thr72, Ser87, Asn88, Q92A, L93A, H94A, D96A,
Throo; K97A, S100A, G101A, R103A,
Asn30, Thr32, Val87, Asn88, S104A, T106A, L108A, T132A,
Throo; D136A, R139A, R143A, K140A,
Asn89, 11e90, Throl; S146A, N147A, R150A, G151A,
Ser87, Asn89, 1190, Throl; K152A L153A, K154A, L155A,
Asn36, Thr138; Y156A, T157A o E159A (Tabla
Asnl138, Thr140; 1).

Thr125, y Pro124, Thr125 (Pag.
6, Parrs. [0051-0071])

y donde dicha eritropoyetina La eritropoyetina modificada
humana comprende una tiene la SEQ ID NO: 1 o 2 (Pag.
secuencia de aminoacidos 6, Parrs. [0051-0071]). Donde la
seleccionada del conjunto SEQ ID NO: 1 de D1 tiene
comprendido por SEQ ID N°4, 98.79% de identidad con las
SEQ ID N°18, y SEQ ID N°24. SEQ ID NOs: 4y 24 de la

solicitud, y el 99.39% de
identidad con la SEQ ID NO: 18
de la solicitud (alineamiento 1).
En tanto, la SEQ ID NO: 2 de
D1 tiene un 98.80% de
identidad con las SEQ ID NOs:
4y 24 de la solicitud, y el
99.40% de identidad con la SEQ
ID NO: 18 de la solicitud
(alineamiento 1).

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacién 1, ya que divulga una eritropoyetina humana modificada que comprende
una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 o 2 que incluye un sitio adicional de
glicosilacion con una modificacion seleccionada de: Asn30, Thr32; Asn51,Thr53,
Asn57,Thr59; Asn69; Asn69,Thr7l; Ser68,Asn69,Thr71; Val87, Asn88, Throo;
Ser87Asn88Thr90; Ser87, Asn88, Gly89, Thro0; Ser87, Asn88, Thro0, Thr92; Ser87,
Asn88, Thro0, Alal62; Asn69, Thr72, Ser87, Asn88, Thr90; Asn30, Thr32, Val87, Asn88,
Thro0; Asn89, 1le90, Thr91; Ser87, Asn89, 11e90, Thr91; Asn36, Thr138; Asn138, Thr140;
Thrl25, y Prol24, Thr125 (Pag. 6, Parrs. [0051-0071]). Donde la SEQ ID NO: 1 de D1
tiene 98.79% de identidad con las SEQ ID NOs: 4 y 24 de la solicitud, y el 99.39% de
identidad con la SEQ ID NO: 18 de la solicitud (alineamiento 1). En tanto, la SEQ ID NO:
2 de D1 tiene un 98.80% de identidad con las SEQ ID NOs: 4 y 24 de la solicitud, y el
99.40% de identidad con la SEQ ID NO: 18 de la solicitud (alineamiento 1).
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US_20078072795_A1_2 KLY CRTGDR 166
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Alineamiento 1. Entre las SEQ ID NOs: 1y 2 de D1y las SEQ ID NOs: 4, 18 y 24 de la solicitud.

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacion 1 y la eritropoyetina
modificada divulgada en el documento D1, consiste en que la mutacién de la
eritropoyetina es seleccionada del conjunto comprendido por: Lys45Asn y Asnd7Thr;
Serl04Asn; y Glyl51Asn/Leul53Thr.

No hay evidencia de que el incluir especificamente las mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en Lys45Asn y Asn47Thr; Serl04Asn; y Glyl51Asn/Leul53Thr
proporcione una eritropoyetina con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba
el objeto de D1, puesto que una eritropoyetina humana modificada que es capaz de
atravesar la barrera hematoencefélica y tiene efecto neuroprotector ya habia sido prevista
en dicho documento (ejemplo 2, Parrs. [0013], [0018], [0019]).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢, Como modificar la eritropoyetina conocida en D1 con el fin de proporcionar
una eritropoyetina alternativa?

Sin embargo, una eritropoyetina humana modificada que comprende alguna de las
sustituciones en las posiciones K45, S104, G151 o L153 ya habia sido divulgada en D4
gue se refiere a una eritropoyetina humana modificada en la que se ha realizado una
sustitucion en alguna de las hélices (A, B, C, D) o en alguno de los loops interhelicales
(A-B, C-D) (Tabla 1). De esta forma, la mutacion es presentada en el sitio de union al
receptor EPO y la misma consiste en una sustitucion seleccionada del grupo que
consisten en S9A, R10A, E13A, R14A, R14L, R14E, L17A, E18A, K20A, E21A, C29Y,
C33Y, K45A, F48S, Y49S, A50S, W51S, K52S, Q59A, W64A, Q65A, G66A, L69A, S71A,
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E72A, A73G, R76A, Q92A, L93A, H94A, D96A, K97A, S100A, G101A, R103A, S104A,
T106A, L108A, T132A, D136A, R139A, R143A, K140A, S146A, N147A, R150A, G151A,
K152A L153A, K154A, L155A, Y156A, T157A o E159A (Pags. 22840 — 22842, seccién —
Results, Tabla 1). De esta forma, se evaluaron un total de 50 muteinas de eritropoyetina
frente a la eritropoyetina silvestre en células de bazo eritroides murinas primarias, la linea
celular de eritroleucemia murina HCD57 y la linea celular de leucemia humana UT7-EPO,
encontrando que algunas mutaciones muestran disminucién de la actividad eritropoyética
como es el caso de R14A, S104A, L108A y G151A (Pag. 20841, Col. Der, figs. 3B, 4C,
tabla 1). En tanto, que algunas de ellas causan la pérdida completa de la actividad
biolégica como el caso del reemplazo de Arg de la posicion 14 por Glu y el reemplazo de
Arg de la posicion 103 por Ala (Pag. 20841, Col. Der, Figs. 2 y 3A, tabla 1). Ademas, las
sustituciones de las posiciones 147, 146 y 143 de la hélice D producen un aumento en la
actividad (Pag. 20841, Col. Der, tabla 1). De acuerdo con estos resultados de actividad
de las muteinas se logroé identificar la importancia funcional de los dominios de la proteina
(Abstract). D4 también divulga la secuencia de la eritropoyetina silvestre (fig. 1), la cual
tiene 98.19% de identidad con la SEQ ID NO: 24 de la solicitud desde el aminoéacido 28
(alineamiento 2).

Percent Identity Matrix - created by ClustalZ.l

1: WT_D4 log.e8  98.19
21 Wi_20e283e557e_A1_24 95.19 138.80
CLUSTAL 0(1.2.4) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT

WT_D4 e _APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENTTTGCAEHC
WO_2020065576_A1_24 MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLTICDSRYLERYLLEAKEAENTTTGCAEHC

e e

[= B3]
[ ¥ )

WT_D4 SLNENITVPDTKVNF RGQALLVNSSQPWEPLQL 93
W0_2020065576_A1_24 SLNENITVPDT RGQALLVNSSQPWEPLQL 1208
eheohe e e ek Rk b e ek e Bk e ke e Rk Sk ek e ARk ek e ek

ALGAQKEARSPPDAASAAPLRTITADTFRELFRVYSNFLRGKL 153
LRALGAQKEAISPPD! APLRTITADTFRELFRVYSNFLENKT 138

Fededied R etk ek ik ks R ok dedoaedode ekt Rk e ke e ek sk ke ook ek L %

WT_D4
WO_28200865576_A1_24

WT_D4 KLYTGEACRTGDR 166

W0_2020065576_A1_24 193

e e S

Alineamiento 2. Entre la secuencia de la eritropoyetina silvestre de D4 y la SEQ ID NO: 24 de la
solicitud.

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir una sustitucion en alguna de las posiciones K45, S104, G151 o L153 como lo
ensefa el documento D4, en una proteina de eritropoyetina humana modificada como la
del documento D1, para asi llegar al objeto de la reivindicacion 1. Por lo cual se considera
obvia.

Adicionalmente, esta ampliamente divulgado un proceso para la obtencion de un analogo
de eritropoyetina humana recombinante (rHUEPO) hiperglicosilada que comprende:
generar un ADNc que codifica el analogo, ligarlo en un vector de expresiéon SV40,
transfectar los vectores en células COS-14. Asi como, muteinas de eritropoyetina cuya

“Elliott, S., et al. (2004). Structural requirements for additional N-linked carbohydrate on recombinant human erythropoietin. The Journal
of biological chemistry, 279(16), 16854-16862. https://doi.org/10.1074/jbc.M311095200
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sustitucion se presenta en la posicion S104 con pérdida completa de actividad
eritropoyéticad.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 6, 9, 10 y 11 no mencionan alguna caracteristica
que, junto con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo
a la eritropoyetina humana modificada de la reivindicacién 1, por lo cual se considera que
carecen de nivel inventivo.

Teniendo en cuenta lo sefialado en el articulo 18 de la Decisién 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 13 (Radicado
NC2024/0006125 del 15 de mayo de 2024) se refiere a: “Un proceso de obtencion de la
eritropoyetina humana modificada de la reivindicacion 1, caracterizado porque
comprende los siguientes pasos: (...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa

entre el objeto reivindicado y los documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS
ESENCIALES

D3

D4

Un proceso de obtencion de la
eritropoyetina humana modificada

Un proceso para la obtencion de
un analogo de eritropoyetina
humana recombinante
(rHUEPO) (P&ags. 16854-55,
seccién - Experimental
Procedures)

Un proceso para la obtencién de
una eritropoyetina mutante
(Pag. 22839, seccion -
Production of Wild Type and
Epo Muteins in Mammalian
Cell).

donde la eritropoyetina humana
modificada es caracterizada
porgue comprende

Donde la eritropoyetina humana
modificada (P&g. 16855, Col.
Izg., seccion — Results).

Donde la eritropoyetina humana
mutante comprende (todo el
documento)

la mutacién de un sitio de unién al
receptor homodimérico mediante
la incorporacion de sitios
consenso de glicosilacion, y

Comprende una mutacién en la
cual se introducen secuencias
consenso de glicosilacion en
una de 47 posiciones posibles
siendo secuencias de consenso
Asn-Xaa-Ser y Asn-Xaa-Thr
(Pag. 16855, Caol. Izq., seccion —
Results).

Una mutacion en el sitio de
union al receptor EPO (Péags.
22840 — 22842, seccion -
Results).

caracterizada porque dicha
mutacioén es seleccionada del
conjunto comprendido por:
a. Lys45Asn y Asn47Thr;
b. Serl104Asn;
c. Glyl51Asn y Leul53Thr;

La eritropoyetina esta
caracterizada porque puede
comprender modificaciones en
las posiciones 19, 55, 56, 57,
58, 69, 87 a 90, 111, 114, 115,
116,117,118 a 128, 132 — 135,
138, 147, 144 o 155 (Pégs.
16856 a 16858, seccion - Effect
of Secondary Structure on
Glycosylation).

No menciona la secuencia.

Donde la mutacién consiste en
una sustitucion de un Gnico
aminoacido en los motivos de
las regiones de union al receptor
EPO en donde la mutacién es
seleccionada del grupo que
consisten en S9A, R10A, E13A,
R14A, R14L, R14E, L17A,
E18A, K20A, E21A, C29Y,
C33Y, K45A, F48S, Y49S,
A50S, W51S, K52S, Q59A,
W64A, Q65A, G66A, L69A,
S71A, E72A, A73G, R76A,
Q92A, L93A, H94A, D9I6A,
K97A, S100A, G101A, R103A,
S104A, T106A, L108A, T132A,
D136A, R139A, R143A, K140A,
S146A, N147A, R150A, G151A,
K152A L153A, K154A, L155A,
Y156A, T157A o E159A (Tabla
1).

5Gan, Y., et al. (2012). Mutant erythropoietin without erythropoietic activity is neuroprotective against ischemic brain injury. Stroke,
43(11), 3071-3077. https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.112.663120
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y donde dicha eritropoyetina
humana comprende una
secuencia de amino4cidos
seleccionada del conjunto
comprendido por SEQ ID N°4,
SEQ ID N°18, y SEQ ID N°24,
El proceso es caracterizado Donde el proceso comprende
porque comprende: (rHUEPO) (Pags. 16854-55,

El proceso comprende (Pag.

22839, seccion - Production of

seccion - Experimental Wild Type and Epo Muteins in
Procedures) Mammalian Cell).

a. disponer de la secuencia de Generar un ADNc que codifica, | Proporcionar el plasmido H-EPO
acidos nucleicos que codifican el analogo de eritropoyetina FL12, que es un plasmido M13,
dicha eritropoyetina humana (Pags. 16854-55, seccion - gue contiene un inserto de ADN
modificada y que comprende al Construction of rHUEPO humano Epoc EcoRI-EcoRlI de

Mmenos una secuencia de Glycosylation Analogs)
nucleétidos seleccionada del

1,4 kilobases, un fragmento

EcoRI-Bglll de 943 pares de
conjunto comprendido por: SEQ

ID N°3, SEQ ID N°17, y SEQ ID

bases, que incluye la secuencia
codificante completa de la
N°23.; eritropoyetina humana de tipo
b. construir, al menos, un vector Ligar el ADNc a un vector de salvaje, asi como regiones no
de cotransfeccion de células expresion S40 (Pags. 16854-55,
empaquetadoras;

traducidas 216 pares de bases
seccion - Construction of corriente arriba y 183 pares de
rHUEPO Glycosylation Analogs) | bases corriente abajo, el cual es
insertado en el plasmido de
expresién de mamiferos pSG5
(Stratagene) (Pag. 22839,
seccion - Construction of Wild
Type and Mutant Mammalian
Expression Plasmids).
Hacer mutagénesis dirigida al
sitio mediante las
modificaciones respectivas
sobre el acido nucleico que
codifica para eritropoyetina,
secuenciar de cuatro a cinco
clones de ADNc de doble
cadena para verificar la
mutacién y examinar cada
mutante mediante mapeo de
restriccién para detectar la
presencia de mutaciones no
deseadas adicionales (Pag.

22839, seccion - Site-directed
Mutagenesis).
c. cotransfectar dichas células transfectar el vector de Transfectar las células COS1 o
empaquetadoras productoras de expresion en células COS-1 COS7, cultivadas hasta una
particulas lentivirales que (Pag. 16855, seccion - confluencia del 46 al 60 %, con
contienen dicha secuencia de Expression of Variants in 20 pg de plasmido
acido nucleico que codifica para Mammalian Cells). recombinante (Pag. 22839,
dicha eritropoyetina humana seccién - Production of Wild
modificada; Type and Epo Muteins in
d. cosechar dichas particulas recuperar el ADN de células Mammalian Cells).
lentivirales producidas por las COS (Pag. 16855, seccién -
células empaquetadoras del paso Expression of Variants in
c-; Mammalian Cells).
e. transducir células capaces de Usar el ADN obtenido para
expresar y plegar la eritropoyetina | transformar células de ovario de
humana modificada con dichas hamster chino y obtener una
particulas lentivirales de dicho expresion estable (Pag. 16855,
paso d-; seccion - Expression of Variants
in Mammalian Cells).
f. seleccionar las células del paso | Las células que comprenden el
e- que comprendan la secuencia vector de expresién son
de acido nucleico que codifica cultivadas para obtener una
Pagina 10 de 22
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para dicha eritropoyetina humana gran cantidad de la
modificada; eritropoyetina modificada (Pag.
g. cultivar las células del paso f- | 16855, seccion - Expression of
para que expresen dicha Variants in Mammalian Cells).
eritropoyetina humana modificada
y:
h. aislar y purificar dicha La proteina es aislada y Cuantificar la cantidad de
eritropoyetina humana purificada (Pag. 16855 -seccion | proteinas especificas obtenidas
modificada. - Analysis of Expressed en el sobrenadante de cultivos
Proteins). de las células COS mediante un
radioinmunoensayo con suero
policlonal de un conejo (Pags.
22839 y 22840, seccibn -
Quantitation of Transiently
Expressed Recombinant Epos).

D3 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 13, ya que divulga un proceso para la obtencion de un analogo de
eritropoyetina humana recombinante (rHUEPO) hiperglicosilada que comprende: generar
un ADNc que codifica el analogo, ligarlo en un vector de expresion SV40, transfectar los
vectores en células COS-1, recuperar el ADN para transformar células de ovario de
hamster chino y obtener una expresién estable (Pags. 16854-55, Experimental
Procedures). Posteriormente, la proteina es aislada y purificada para evaluar sus
caracteristicas (Pag. 16855 -seccion - Analysis of Expressed Proteins). D3 también
menciona que la eritropoyetina humana es obtenida mediante la introduccion de
secuencias consenso de glicosilacidon en una de 47 posiciones posibles siendo las
secuencias de consenso Asn-Xaa-Ser y Asn-Xaa-Thr (P4g. 16855, Col. Izq, seccion —
Results). De esta forma, la eritropoyetina puede comprender modificaciones en las
posiciones 19, 55, 56, 57, 58, 69, 87 a 90, 111, 114, 115, 116, 117, 118 a 128, 132 — 135,
138, 147, 144 o 155 (Pags. 16856 a 16858, seccion - Effect of Secondary Structure on
Glycosylation).

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacion 13 y el proceso divulgado en
el documento D3, consiste en que la mutacién de la eritropoyetina es seleccionada del
conjunto comprendido por: Lys45Asn y Asn47Thr; Serl04Asn; y Glyl51Asn/Leul53Thr.

No hay evidencia de que el incluir especificamente las mutaciones seleccionadas del
grupo que consiste en Lys45Asn y Asnd47Thr; Serl04Asn; y Glyl51Asn/Leul53Thr en
una eritropoyetina humana proporcione un proceso con algun efecto técnico diferente al
gue ya proporcionaba el objeto de D3, puesto que un proceso para la obtencién de una
eritropoyetina humana modificada la cual al ser evaluada por inmunorreactividad del
anticuerpo monoclonal anti-rHUEPO 9G8a permite determinar qué cambios estructurales
de las mutaciones se correlacionan con la glicosilacion, donde el procedimiento permite
obtener proteinas en las cuales se puede mantener una estructura normalizada en
analogos con nuevos sitios de glicosilacion funcionales ya habia sido previsto en dicho
documento (Pag. 16859, seccion - Effect of Secondary Structure on Glycosylation).
Ademas, no esta probado un efecto técnico para un procedimiento que comprende un
acido nucleico con mas de una secuencia de nucleotidos.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢, Como modificar el proceso conocido en D3 con el fin de proporcionar un
proceso alternativo?

Sin embargo, un proceso para obtener una eritropoyetina humana modificada que

comprende alguna de las sustituciones en las posiciones K45, S104, G151 o L153 ya
habia sido divulgado en D4 que se refiere a un proceso para la obtencion de una
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eritropoyetina mutante el cual comprende proporcionar el plasmido H-EPO FL12, que es
un plasmido M13, que contiene un inserto de ADN humano Epoc EcoRI-EcoRlI de 1,4
kilobases, un fragmento EcoRI-Bglll de 943 pares de bases, que incluye la secuencia
codificante completa de la eritropoyetina humana de tipo salvaje, asi como regiones no
traducidas 216 pares de bases corriente arriba y 183 pares de bases corriente abajo, el
cual es insertado en el plasmido de expresion de mamiferos pSG5 (Stratagene) (Pag.
22839, seccién - Construction of Wild Type and Mutant Mammalian Expression
Plasmids). Posteriormente, para la mutagénesis dirigida al sitio se llevaron a cabo
mediante las modificaciones respectivas sobre el acido nucleico que codifica para
eritropoyetina, se secuencié de cuatro a cinco clones de ADNc de doble cadena para
verificar la mutacién y se examind cada mutante mediante mapeo de restriccién para
detectar la presencia de mutaciones no deseadas adicionales (Pag. 22839, seccion - Site-
directed Mutagenesis). Posteriormente, las muteinas EPO fueron producidas en células
de mamiferos: las células COS1 o COS7, cultivadas hasta una confluencia del 46 al 60
%, se transfectaron con 20 pug de plasmido recombinante (Pag. 22839, secciéon -
Production of Wild Type and Epo Muteins in Mammalian Cells). Posteriormente, se
cuantificé la cantidad de proteinas especificas obtenidas en el sobrenadante de cultivos
de las células COS mediante un radioinmunoensayo con suero policlonal de conejo
(Pags. 22839 y 22840, seccién - Quantitation of Transiently Expressed Recombinant
Epos). Asi como una composicién que comprende una concentracién de eritropoyetina
humana mutante de 2.5 a 50 miliunidades/ml (Pag. 22840, seccidn — Bioassays).

D4 también menciona que la eritropoyetina humana modificada obtenida por el proceso
se caracteriza por comprender una sustitucion en alguna de las hélices (A, B, C, D) o en
alguno de los loops interhelicales (A-B, C-D) (Tabla 1). De esta forma, la mutacion es
presentada en el sitio de unién al receptor EPO y la misma consiste en una sustitucion
seleccionada del grupo que consisten en S9A, R10A, E13A, R14A, R14L, R14E, L17A,
E18A, K20A, E21A, C29Y, C33Y, K45A, F48S, Y49S, A50S, W51S, K52S, Q59A, W6E4A,
Q65A, G66A, L69A, S71A, E72A, A73G, R76A, Q92A, L93A, H94A, D96A, K97A, S100A,
G101A, R103A, S104A, T106A, L108A, T132A, D136A, R139A, R143A, K140A, S146A,
N147A, R150A, G151A, K152A L153A, K154A, L155A, Y156A, T157A o E159A (Pags.
22840 — 22842, seccidon — Results, Tabla 1). De esta forma, se evaluaron un total de 50
muteinas de eritropoyetina frente a la eritropoyetina silvestre en células de bazo eritroides
murinas primarias, la linea celular de eritroleucemia murina HCD57 y la linea celular de
leucemia humana UT7-EPO, encontrando que algunas mutaciones muestran disminucion
de la actividad eritropoyética como es el caso de R14A, S104A, L108A y G151A (Pag.
20841, Col. Der, figs. 3B, 4C, tabla 1). De acuerdo con estos resultados de actividad de
las muteinas se logro identificar la importancia funcional de los dominios de la proteina
(Abstract). D4 también divulga la secuencia de la eritropoyetina silvestre (fig. 1), la cual
tiene 98.19% de identidad con la SEQ ID NO: 24 de la solicitud desde el aminoacido 28
(alineamiento 2).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir una sustitucién en alguna de las posiciones K45, S104, G151 o L153 en una
eritropoyetina humana modificada como lo ensefa el proceso del documento D4, en el
proceso del documento D3, para asi llegar al objeto de la reivindicacion 13. Por lo cual
se considera obvia.

Adicionalmente, estdn ampliamente divulgadas muteinas de eritropoyetina cuya
sustitucion se presenta en la posicion S104 con pérdida completa de actividad
eritropoyética®.-

6Gan, Y., et al. (2012). Mutant erythropoietin without erythropoietic activity is neuroprotective against ischemic brain injury. Stroke,
43(11), 3071-3077. https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.112.663120
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Las reivindicaciones dependientes 14 a 19 no mencionan alguna caracteristica que, junto
con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo al
proceso de la reivindicacion 13, por lo cual se considera que carecen de nivel inventivo.

8. Conclusién

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

: Reivindicaciones ..
Item Documento afectadas Requisito que afecta
D1 US20070072795 la6,9,10y11 Nivel inventivo
Elliott, S., et al. The
D3 Journal of biological 13a19 Nivel inventivo
chemistry
Wen, D., et al. The
D4 Journal of biological 1a6,9, 159 llyl3a Nivel inventivo
chemistry.

9. Respuesta alos argumentos del solicitante
Argumentos frente a las objeciones por excepcion a la patentabilidad

En lo referente a los argumentos del solicitante con relacion a las excepciones a la
patentabilidad de la solicitud bajo estudio en donde manifestd “El Examinador manifiesta
gue el objeto de las reivindicaciones 15y 16 no es patentable, al no referir una proporcién
0 concentracion de un principio activo en términos de porcentaje, molaridad o similares;
sino a una cantidad requerida para obtener un efecto terapéutico. En consecuencia y para
dar por superada la objecion, se han modificado estas reivindicaciones indicando ahora
la concentracidbn de la eritropoyetina humana modificada, como se muestra a
continuacion: (...)

Por lo tanto, la objecién ha sido superada y en este sentido las anteriores reivindicaciones
15y 16, ahora reivindicaciones 11y 12, son patentables”.

De lo anterior, esta Oficina se permite indicar que la objecién por excepciones a la
patentabilidad aun continta siendo pertinente para el capitulo reivindicativo del escrito
radicado bajo numero NC2024/0006125 el 15 de mayo de 2024 como se indica en el
numeral 4 del presente Oficio. Esto en la medida que las reivindicaciones 7 y 8 se refieren
a una célula vegetal modificada, la cual no es patentable de acuerdo con el articulo 20
numeral ¢ de la Decision 486, donde se establece que no son patentables las plantas, y
una célula vegetal por su totipotencialidad puede dar lugar a una planta completa.
Adicionalmente, la materia de la reivindicacién 12 tampoco es patentable dado que se
refiere a un método de tratamiento de una enfermedad mediante la administracion de una
composicién que comprende una eritropoyetina modificada.

Argumentos frente a las objeciones por falta de claridad de las reivindicaciones

Frente a las objeciones por la falta de claridad del capitulo reivindicatorio el solicitante
indica que “En respuesta a lo indicado por el Examinador referente a la falta de concision
del capitulo al comprender multiples reivindicaciones independientes, el Solicitante ha
modificado las reivindicaciones de la 7 a la 14 incluyendo la dependencia directa e
indirecta a la reivindicacion 1, tal como se propone en el pliego adjunto.
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Adicionalmente y para dar claridad a la reivindicacién 1, el Solicitante ha modificado la
reivindicacién 1y en esta ahora solo se reivindican las tres secuencias correspondientes
a las eritropoyetinas mutadas que han sido objeto de los ejemplos de aplicacion
presentados en la solicitud original.

En lo que respecta a las objeciones a las reivindicaciones 1, 3 y 4 que considera el
Examinador como resultados a alcanzar, y que refiere la baja accion eritropoyética,
respetuosamente se difiere de las apreciaciones, ya que se hace referencia a la actividad
eritropoyética menor al 0,5 % en el exordio de la primera reivindicacion expresando una
caracteristica que define el campo tecnoldgico, no pretendiendo caracterizar la invencién
con tal efecto técnico (...)".

Se aclara que el capitulo reivindicatorio del escrito bajo numero NC2024/0006125 el 15
de mayo de 2024 no cumple con los requisitos del articulo 30 de la Decision 486 porque
carece de claridad, concision y sustento como se muestra en el numeral 5.2 del presente
Oficio. Esto en cuanto a que la reivindicacion 1 presenta un error de escritura y tal como
esta redactada se entiende que el sitio de union comprendiera una Unica mutacioén al
mencionar “la mutacion”, pero en la misma reivindicacién se indica que pueden existir dos
sustituciones en dicha regién de la proteina, por lo cual no habria coherencia. Asi mismo,
cuando hace alusién a los sitios que estdn mutados indica “del conjunto comprendido
por”, lo cual no es claro. Ademas, comprende resultados a alcanzar como los que se
refieren a la actividad de la eritropoyetina modificada en comparacién con la silvestre o a
los sitios de glicosilacién. Asi mismo, las reivindicaciones 2 y 3 no son concisas porque
reclaman la misma materia que corresponde al acido nucleico que codifica la proteina.
Ademas, carecen de sustento porque se refieren a que el &cido nucleico que codifica la
eritropoyetina contiene al menos una secuencia de nucleotidos, lo cual no es coherente
con lo divulgado en la descripcion.

Por su parte el solicitante adiciona que “Las reivindicaciones de proceso (18 original en
adelante) han sido enmendadas y ahora reflejan el proceso para obtener las muteinas de
la invencidn, caracterizadas en la enmendada reivindicacién 1. Por lo que se entiende
superada la objecion.

La reivindicaciéon 20 ha sido enmendada definiendo los vectores utilizados.

Con todas las modificaciones y argumentos presentados, se han dado por superadas las
objeciones presentadas por el Examinador”

Se aclara que la actual reivindicacion 13 carece de claridad y de sustento porque se
menciona que se construye al menos un vector de cotransfeccion con las cuales se
cotransfecta las células empaquetadoras, pero no habria sustento para cotransfectar con
mas de un vector. Ademas, no menciona las células empleadas que permiten el
plegamiento y la expresion de la proteina, asi como tampoco se incluyen las técnicas,
amortiguadores, tiempos y temperaturas empleadas para el aislamiento y purificacion. Lo
anterior porque la solicitud no ha explorado cualquier proceso para la produccién de
cualquier eritropoyetina modificada.

De esta forma, las modificaciones presentadas no permiten superar las objeciones
realizadas sobre claridad, concision y sustento de las reivindicaciones.

Argumentos frente a las objeciones a la descripcion
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El solicitante menciona que “En respuesta a lo expresado por el Examinador en relacion
con las supuestas inconsistencias de la nomenclatura se dice lo siguiente:

Las proteinas de uso terapéutico producidas por células eucariotas son proteinas de
secrecion. Por lo tanto, son incorporadas de manera cotraduccional al reticulo
endoplasmatico (RE), y viajan a través del aparato de Golgi y las vesiculas secretorias
hasta llegar al exterior de la célula (...)

Por lo anteriormente expresado, el péptido sefial es una condicién indispensable para
gue la proteina pueda secretarse al medio de produccion en su estado final maduro pero
su secuencia es escindida antes de que ello ocurra. De este modo, la inclusion del péptido
sefal es usual en las comunicaciones cientificas en la materia, aunque no forma parte de
la proteina madura (...)

Sin embargo, coincidimos en que para una mayor claridad es posible expresar el objeto
principal de la presente invencion en una secuencia que no comprenda al péptido senial.
Es por esta razén que tomando las observaciones del Sr. Examinador, que se agradecen,
presentamos un nuevo listado de secuencias en que se han eliminado los primeros 27
AA del péptido sefal. Asimismo, se elimina el Gltimo amino&cido (Argl66) dado que la
secuencia madura contiene 165 aminodacidos y finaliza con el residuo Asp165 (...)

El péptido sefial, de 27 aminodcidos y cuya escisién da lugar a la molécula de hEPO
madura de 165 aminoécidos, tiene la secuencia aminoacidica:
mgvhecpawlwllislislplglpvlg). La memoria descriptiva de la presente invencion tal como
ha sido presentada originalmente contemplé las modificaciones indicadas sobre la
secuencia de EPO madura (s6lo secuencia de aminoacidos de EPO) con la numeracién
0 nomenclatura establecida sobre ella, tal como se encuentra en la bibliografia y como
es utilizada por los expertos en la materia (...)

En consecuencia, se incorporan las secuencias correspondientes a la proteina madura,
lo que consecuentemente se enmiendan las secuencias para atender la observacion del
Examinador que se contesta. Con lo que queda resuelta la objecion”.

Es importante resaltar que las objeciones respecto a las secuencias de la proteina
madura y con el péptido sefial han sido superadas con las modificaciones al capitulo
reivindicatorio y con el listado de secuencias proporcionado. Sin embargo, debe
mencionarse que el capitulo descriptivo no cumple con los requisitos de claridad y
suficiencia dado que no se evidencia el desarrollo de un acido nucleico que comprenda
mas de una secuencia de nucledtidos, ni vectores que comprendan mas de un &cido
nucleico que codifica para una eritropoyetina modificada. Tampoco se evidencia
composiciones que comprendan una eritropoyetina modificada con una concentracion
entre 50 a 400 mg/ml.

Argumentos frente a las objeciones por nivel inventivo

Frente a las objeciones realizadas por la falta de nivel inventivo de la materia reclamada
en la solicitud, el solicitante argumenta que “La generacion de muteinas mediante la
insercion de sitios de N-glicosilacion si bien ya fue utilizada en la bibliografia cientifica,
incluso por los mismos inventores de la presente invencion, para incrementar la vida
media de las proteinas terapéuticas y asi su actividad biologica in vivo, dicha modificacion
NUNCA fue empleada para bloquear sitios moleculares responsables de determinadas
acciones biologicas a nivel de interacciones con receptores celulares. A partir de D1
(Patente US20070072795) se pone en evidencia la incorporacién de modificaciones
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guimicas (residuos de polietilenglicol) y bioquimicas (residuos glicosidicos) para
incrementar la vida media de eritropoyetina, pero lo logra en sitios moleculares que no
bloguean la actividad eritropoyética sino, contrariamente, la preservan. Nuestra invencion
se diferencia notablemente ya que los sitios de N-glicosilacion fueron incorporados en
regiones moleculares que incrementan la vida media, pero bloquean la actividad biol6gica
eritropoyética. Es decir, el efecto técnico es totalmente diferente e inesperado con
respecto a lo que muestran los autores de la patente D1. La inhibicion completa de la
actividad eritropoyética lograda por las muteinas de la presente invencidon y no
enunciadas en la patente D1, contrasta con la preservacion de la misma, tal como se
evidencia en la patente D1.

La publicacion D3 de Elliott et al. estudia la eficiencia de la N-glicosilacion en sitios
susceptibles para que ella se lleve a cabo. Evalla el efecto de la posicion en la secuencia
0 estructura primaria de la proteina, la presencia de aminoacidos que circundan el sitio y,
en particular enfatiza en la velocidad entre la adquisicion de la estructura terciaria y la
glicosilacion propiamente dicha. Utiliza la EPO para este proceso, pero de ninguna
manera modifica los sitios propuestos en la presente invencién ni busca el bloqueo de su
actividad eritropoyética.

Por los motivos antes expuestos, ni el documento D1 ni D3 afectan la altura inventiva de
nuestro descubrimiento, el cual a través de la modificacion K45N y N47T ha logrado una
independencia absoluta de lo conocido en la literatura y expone su capacidad para la tan
ansiada busqueda de bloquear sitios responsable de la eritropoyesis de modo de
disponer de un biofarmaco que demuestre actividad en neuroproteccion vy
neuroplasticidad sin los efectos perjudiciales de la actividad biolégica eritropoyética, que
es la funcidon medular en la biologia de eritropoyetina.

Finalmente, la publicacion D2 (Gan et al.) expone la modificacion S104I que coincide con
la modificacion propuesta en nuestro pliego reivindicatorio con respecto a la mutacion
S104N. De ninguna manera se quiso emular la modificacidn por ellos propuesta, sino que
naturalmente se dio en la basqueda de incorporar sitios de N-glicosilacién, en este caso
una asparagina en la posicién -2 a la Thr106 de modo que quede configurado el sitio de
adicion de N-glicano (N-X-T, donde N es asparagina, X cualquier aminoacido excepto
prolina y T es treonina). Asimismo, el trabajo de Gan et al. cambia un aminoacido
hidrofilico (serina) por uno hidrofébico (Isoleucina) que suele afectar bastante la
integridad estructural mientras que en nuestra solicitud mostramos la modificacion de
serina por otro fisicoquimicamente mas relacionado como asparagina que también es
hidrofilico lo que permitiria sustentar que conservamos la estructura terciaria (hecho
comprobado por ensayo de dicroismo circular y thermal shift). Cabe destacar que, la
modificacion permitié incorporar una modificacién postraduccional (glicano, que fue
comprobado por ensayo de digestion parcial con N-glicanasa) que no se encuentra en la
EPO natural ni en la modificada por los autores de D2. Dicho glicano aporta mayor
hidrofilicidad a la region, lo que la diferenciaria ain mas de las propiedades fisicoquimicas
generada por la modificacion S1041 de los autores de D2. Por otro lado, y como es
conocido, la adicion de glicanos incrementa el tiempo de vida media que se extrapola con
condiciones de formulacién y dosificacion del futuro medicamento que no son aportadas
por la modificacion realizada por Gan et al. Al mismo tiempo, hemos observado con la
modificacion S104N de nuestra molécula un accionar neurobioldgico relacionado no sélo
con la neuroproteccién como demuestran tales autores, sino con la neuroplasticidad tanto
en ensayos in vitro como in vivo, con resultados altamente prometedores para desarrollar
un bioterapéutico de interés en aspectos relacionados con enfermedades
neurodegenerativas donde la neuroplasticidad se encuentra afectada.
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A continuacion, se resume un ensayo no mostrado en la patente y que contiene
resultados muy interesantes para la respuesta a la vista de patente en un modelo de
neuroplasticidad in vivo (Ensayo 1_Archivo de evidencia cientifica): (...)

Ninguno de los tres trabajos (D1, D2 y D3) mencionados por el evaluador permite a un
experto medio en la materia llegar a la conclusion de que la mutacion de los aminoacidos
propuestos en la presente invencion genera un sitio que al decorarse con glicanos
bloquea la actividad biologica eritropoyética. Aun mas, NINGUNO de los documentos
sefialados menciona dicho sitio, ni que su modificacion postraduccional con glicanos
bloquea la actividad eritropoyética. Por otro lado, D1 y D2 mencionan actividades
neuroprotectoras pero no neuroplasticas que fueron observadas con la muteina
K45N/N47T al igual que con las muteinas S104N y G151N/L153T y cuyos resultados se
muestran en la presente respuesta a la vista de la solicitud de patente”.

Se aclara que el capitulo reivindicatorio del escrito radicado bajo numero
NC2024/0006125 el 15 de mayo de 2024 carece de nivel inventivo como se presenta en
el numeral 7.1 del presente oficio. En primer lugar, se debe indicar que a dicho capitulo
modificado se le trasladaron los documentos D1, D3 y D4, por lo cual los argumentos
frente al documento D2 ya no son pertinentes. Ahora bien, aunque D1 no exponga las
mutaciones y secuencias especificas de la eritropoyetina reclamada en la solicitud, sus
enseflanzas motivan el desarrollo de eritropoyetinas con mutaciones que conlleven a la
pérdida de la capacidad eritropoyética y que funcionen en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Como se evidencia en el presente Oficio, D1 es el documento méas cercano a la invencion
reclamada en la solicitud, ya que divulga una eritropoyetina humana modificada que
comprende un sitio adicional de glicosilacion con una modificacion seleccionada de:
Asn30, Thr32; Asn51,Thr53, Asn57,Thr59; Asn69; Asn69,Thr71; Ser68,Asn69,Thr71;
Val87, Asn88, Thro0; Ser87Asn88Thr90; Ser87, Asn88, Gly89, Thro0; Ser87, Asn88,
Thr90, Thr92; Ser87, Asn88, Thro0, Alal62; Asn69, Thr72, Ser87, Asn88, Thr90; Asn30,
Thr32, Val87, Asn88, Thr90; Asn89, 11e90, Thr91; Ser87, Asn89, 11e90, Thr91; Asn36,
Thrl38; Asn138, Thr140; Thrl25, y Pro124, Thr125 (Pag. 6, Parrs. [0051-0071]).

La diferencia entre la eritropoyetina presentada en D1y la de la solicitud consiste en que
la mutacion de la eritropoyetina es seleccionada del conjunto que comprende Lys45Asn
y Asnd7Thr; Serl04Asn; y Glyl51Asn/Leul53Thr. Lo cual no proporciona una
eritropoyetina con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1,
puesto que este documento ya presentaba una eritropoyetina humana modificada la cual
es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (ejemplo 2).

Asi las cosas, la solicitud presenta una eritropoyetina modificada alternativa a la conocida
en D1. Pero ya el documento D4 divulga una eritropoyetina humana mutante que
comprende una sustitucion alterna en los motivos de las regiones de unién al receptor
EPO, especificamente, una sustitucién seleccionada del grupo que consiste en S9A,
R10A, E13A, R14A, R14L, R14E, L17A, E18A, K20A, E21A, C29Y, C33Y, K45A, F48S,
Y49S, A50S, W51S, K52S, Q59A, W64A, Q65A, G66A, L69A, S7T1A, E72A, A73G, R76A,
Q92A, L93A, H94A, D96A, KO7A, S100A, G101A, R103A, S104A, T106A, L108A, T132A,
D136A, R139A, R143A, K140A, S146A, N147A, R150A, G151A, K152A L153A, K154A,
L155A, Y156A, T157A o E159A (Pags. 22840 — 22842, seccion — Results, Tabla 1). Con
la evaluacion de estas muteinas se encuentra que algunas sustituciones conllevan a una
disminucién de la actividad eritropoyética las cuales son R14A, S104A, L108A y G151A
(Pag. 20841, Col. Der, figs. 3B, 4C, tabla 1). Mientras, otras causan la pérdida completa
de la actividad biolégica como el caso del reemplazo de Arg de la posicion 14 por Glu y
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el reemplazo de Arg de la posicién 103 por Ala (Pag. 20841, Col. Der, Figs. 2y 3A, tabla
1). Por lo tanto, los resultados presentados en D4 ponen en evidencia la importancia
funcional de los dominios de la proteina (Abstract).

En este sentido, D4 ya expone que las mutaciones divulgadas pueden eliminar la
actividad eritropoyética, particularmente en las posiciones K45, S104, G151 o L153,
mostrando para las posiciones S104 y G151 disminucion de la actividad (Pag. 20841,
Col. Der, figs. 3B, 4C, tabla 1). Por tanto, una persona normalmente versada en la materia
se veria motivada a incluir una mutaciéon en S104 o G151 en la muteina de D1 para llegar
a la eritropoyetina alternativa de la solicitud.

Por su parte D3 divulga un proceso para la obtencion de un analogo de eritropoyetina
humana recombinante (rHUEPO) hiperglicosilada la cual puede comprender
modificaciones en las posiciones 19, 55, 56, 57, 58, 69, 87 a 90, 111, 114, 115, 116, 117,
118 a 128, 132 — 135, 138, 147, 144 o 155 (Pags. 16856 a 16858, seccion - Effect of
Secondary Structure on Glycosylation). Donde el método comprende: generar un ADNc
gue codifica el analogo, ligarlo en un vector de expresion SV40, transfectar los vectores
en células COS-1, recuperar el ADN para transformar células de ovario de hamster chino
y obtener una expresion estable, ademas de aislar y purificar la proteina modificada
(Pags. 16854-55, Experimental Procedures).

Por tanto, la diferencia entre el proceso divulgado en D3 y el de la solicitud consiste en
las modificaciones en la eritropoyetina humana. Sin embargo, D4 divulga el
procedimiento para la obtencion de una eritropoyetina humana modificada, la cual tiene
una mutacion seleccionada del grupo que consiste en S9A, R10A, E13A, R14A, R14L,
R14E, L17A, E18A, K20A, E21A, C29Y, C33Y, K45A, F48S, Y49S, A50S, W51S, K52S,
Q59A, W64A, Q65A, G66A, L69A, S71A, E72A, A73G, R76A, Q92A, L93A, H94A, D96A,
K97A, S100A, G101A, R103A, S104A, T106A, L108A, T132A, D136A, R139A, R143A,
K140A, S146A, N147A, R150A, G151A, K152A L153A, K154A, L155A, Y156A, T157A o
E159A (Pags. 22840 — 22842, seccién — Results, Tabla 1). El proceso comprende
proporcionar un plasmido que comprende la secuencia codificante de la proteina silvestre
y sobre la cual se realizan las mutaciones puntuales, se inserta en otro plasmido que es
usado para cotransfeccion de células de mamiferos COS, siendo estas ultimas cultivadas
para obtener la proteina mutada en el sobrenadante (Pag. 22839, seccion - Construction
of Wild Type and Mutant Mammalian Expression Plasmids; Pag. 22839, secciones - Site-
directed Mutagenesis y Production of Wild Type and Epo Muteins in Mammalian Cells;
Pags. 22839 y 22840, seccion - Quantitation of Transiently Expressed Recombinant
Epos). D4 también divulga una composicibn que comprende una concentracion de
eritropoyetina humana mutante de 2.5 a 50 miliunidades/ml (Pag. 22840, seccion —
Bioassays).

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de 2000, se le indica que debe dar
respuesta dentro del término de sesenta (60) dias contados a partir de la fecha de
notificacion de la presente comunicacion. En caso de no dar respuesta al presente
requerimiento, o0 si a pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la
concesion, se denegara la patente.

Si como respuesta a este requerimiento, el solicitante modifica el capitulo reivindicatorio,
debera observar las instrucciones contenidas en el numeral 1.2.2.1.1., del Capitulo
Primero del Titulo X de la Circular Unica de esta Superintendencia. De igual forma,
debera tener presente que de conformidad con el literal a) del numeral 1.2.2.5.1. de la
norma ibidem, sera necesario acreditar el pago de la tasa por concepto de modificacion
a solicitudes en tramites, de conformidad con el valor establecido en la resolucion de
tasas vigentes.
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 6.2 del Capitulo
Sexto del Titulo | de la Circular Unica, informandoles que contra el mismo no procede

recurso alguno en actuacion administrativa.

Sandra Isabel Calderon Rodriguez
DIRECTORA DE NUEVAS CREACIONES
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Lys45Asn y Asn47Thr, Serl04Asn, Glyl51Asn y Leul53Thr,
Palabras clave utilizadas binding receptor, transformation vector, expression vector,
lentiviral vector, CHO.K1, HEK293, NSO, BHK-21, HelLa, SEQ ID
NO: 4, 17,18, 23y 24.
Clasificaciones utilizadas para la blisqueda CIp:; |A61K 38/00
DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
(Documentos patente, Literatura no patente (LNP): Articulos, catalogos, etc.)

I{)nformes i N° de solicitud de Fecha de S .
Usqueda / / Publicacio Reivindicaciones Cit | tes del estado de | Categoria del
asesce | Bl | ubieactn |Secuenas | Clesrelvnesdelesiadodels | iment

datos Autor LNP(%) (DD/MM/AAAA) afectadas citado(?)
consultadas
CO 00048531 | 28/06/2000 - - A
CO 00048963 | 29/06/2000 - - A
Sipl CO 03054618 | 27/06/2003 - - A
CO 03089905 | 08/10/2003 - - A
CO 97057986 | 03/10/1997 - - A
NC2022/0002934| 15/03/2022 - - A
WQ02015073727 | 20/05/2015 - - A
US20040122216 | 23/06/2004 - - A
THE LENS | WO2015052231 | 15/04/2015 - - A
EP3323826A1 | 22/05/2018 - - A
US20160207978 | 20/07/2016 - - A
WQ09424160 27/10/1994 - - A
CN102186879 | 14/09/2011 - - A
WOQ09505465 23/02/1995 - - A
W02004003176 | 08/01/2004 - - A
ISA/ EPO 126 9 10
US2007072795 | 29/07/2007 ’11’ y P&g. 6, Parrs. [0051-0071] Y
US2012094906 | 19/04/2012 - - A
Abstract, Pags. 16854-55, seccion
Elliott, S., etal. | 02/02/2004 13 a19 - Experimental Procedures, Pags. Y
16856 a 16858, seccion - Effect of
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Secondary Structure on
Glycosylation
CN 110554121 | 10/12/2019 - - A
STN Yu Gan., etal. | 11/11/2012 - - A
Boissel, J. P. 1993 - - A
Hand, C.C., &

Brines, M. 10/2011 i ) A

Abstract, Pag. 22839, seccion -

Construction of Wild Type and

Mutant Mammalian Expression

Plasmids; Pag. 22839, secciones -
PUBMED 126 9 10. 11 Site-directed Mutagenesis y
Wen, D., etal. | 09/09/1994 o Production of Wild Type and Epo Y
y13al9 - ) !
Muteins in Mammalian Cells;
Péags. 22839 y 22840, seccion -
Quantitation of Transiently
Expressed Recombinant EPOS;
P&g. 22840, seccidn — Bioassays).

GOOGLE | Fibi, M. R., et al. | 01/03/1995 - - A
US2002086816 | 04/07/2002 - - A
US2002068318 | 06/06/2002 - - A
US2005272634 | 08/12/2005 - - A
US7309687BA | 18/12/2007 - - A

PATBASE | US2007161552 | 12/07/2007 - - A
US2003077753 | 24/04/2003 - - A
US2004122216 | 24/06/2004 - - A
CL2003001761 | 01/01/2004 - - A
US2002081734 | 27/06/2002 - - A

(LNP)
Apellido, A. A.
articulo. Nombre

o

http://XXXXXXXX.

(Y) cita completa literatura no patente

revista. Volumen(NUmero), pp-pp.

Apellido, A. A. (Fecha). Titulo del articulo.
Nombre de la revista. Recuperado de

Elliott, S., et al. (2004). Structural requirements for additional N-linked carbohydrate
on recombinant human erythropoietin. The Journal of biological chemistry, 279(16),
16854-16862.

Yu Gan, et al. (2012) Mutant Erythropoietin Without Erythropoietic Activity Is
Neuroprotective Against Ischemic Brain Injury. Stroke, 43 (11), 3071 - 3077.

Titulo del
la

(Fecha).
de

Boissel, J. P., et al. (1993). Erythropoietin structure-function relationships. Mutant
proteins that test a model of tertiary structure. The Journal of biological chemistry, 268
(21), 15983-15993.

Hand, C. C., & Brines, M. (2011). Promises and pitfalls in erythopoietin-mediated
tissue protection: are nonerythropoietic derivatives a way forward?. Journal of
investigative medicine: the official publication of the American Federation for Clinical
Research, 59(7), 1073-1082.

Wen, D., et al. (1994). Erythropoietin structure-function relationships. Identification of
functionally important domains. The Journal of biological chemistry, 269(36), 22839—
22846.

Fibi, M. R., et al. (1995). N- and O-glycosylation muteins of recombinant human

erythropoietin secreted from BHK-21 cells. Blood, 85(5), 1229-1236.

(?) Categorias de documentos citados

reivindicada.

“E” Solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha
de presentacion internacional o en fecha posterior.

“L" Documento citado para llamar la atencién sobre por ejemplo,
dudas acerca de una reivindicacién de prioridad o para determinar la
fecha de publicacion de otra cita, siempre van acompafiados de una
explicacion, por la cual se citan.

“P” Documento publicado antes de la fecha de presentaciéon
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

“A” Documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

“T" Documento publicado en fecha posterior a la de presentacion o la de
prioridad de la solicitud internacional y no entra en conflicto con dicha
solicitud, pero puede ser Util para la mejor comprension del principio o
teorfa en que se basa la invencién, o para demostrar que el razonamiento
o los hechos en los que se basa dicha invencion son incorrectos.

“X" Documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o que impligue una actividad inventiva por
referencia al documento aisladamente considerado.

“O" Documento del tipo actas de conferencia, este tipo de
documentos siempre estara acompafiado por otra letra que indique
la pertinencia del documento, por ejemplo, O,X, O,Y o bien O,A.

“Y” Documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma naturaleza,
cuya combinacion resulta evidente para un experto en la materia.
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