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Solicitud de Patente de Invencién Titulada: “RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DE LA
YASCULATURA TUMORAL USANDO EL ANTICUERPO L19 CONTRA ED-B DE
FIBRONECTINA MARCADO RADIOACTIVAMENTE".

Solicitantes: SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT y PHILOGEN S.P.A.

COMPLEMENTO DE INFORMACION

J. IAN RAISBECK mayor de edad y vecino de Bogotd, identificado tal como aparece al pie de
mi firma, en mi cardcter de apoderado de los solicitantes de la referencia, me permito allegar a la
Divisién informacién complementaria de la solicitud de Patente de Invencion presentada el 10 de
abril de 2006.

Atentamente,

Lame Ul

J IAN RAISBECK
C.C. 79.376.996 de Bogoté
T.P. 135.799

Anexo: Documentos complementarios

World Trade Center - Torre A, Calic 100 No, 8A— 37, Piso 10, Bogota D.C., Colombia
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, oflice@olaricmisheck.com. www.olariemisbeck.com
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Industria y Comercio At 220 crone TEY! Eve 378 FAsENACy
SUPERINTENDENCIA \ ORMACION  Folos: 277
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 10 . OS- 006
@ SOLICITUD DE:
X | Patente de Invencién. Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo 1. L X | Capltulo II.
Nombre: SCHERINgAKTIENGESELLSCHAFI' IDENTIFICACION
@ y PHILOGEN S.P.A.
: Direccién: Miillerstrasse 178, 13342, Berlin C.C. NIT
Alemanla, vy La Lizza 7, 53100 S|ena, Italla
souglr)A NTE Naclonalidad o Domicllio: ALEMANA e ITALIANA C.E. Otro
Lugar de Constitucion: ALEMANIA e ITALIA
Cual
Teléfono: Fax: .
E-mall: Numero
IDENTIFICACION
@ Nombre: J. IAN RAISBECK
_ __ c.C.| x | NIT
Direcclon: World Trade Center Torre A,
A PODERADG | Calle 100 No. 8A-37 Piso 10 ce[ ] otro
Teléfono: _601-7700 Fax: _601-7799 Cual
E-mall: _office@olarteralsbeck.com NGmero 79.376 QSTB?
TP 135.799
@ Nombre: VER PAGINA ADJUNTA
Direcclén: _VER PAGINA ADIUNTA
INVENTOR (ES)
(72)

Naclonalldad o Domiclllo: _VER PAGINA ADJUNTA

PCT (86)
®

Solicltud Internaclonal No. PCT/EP2004/009733 Fecha Septiembre 1, 2004
Publicacién Internacional Ny. WO 2005/023318 Fecha Marzo 17, 2005

@ Clasificacién Internacional (51)_A61K 51710, A61P 35700 , AGIUSL|Q1-

AGln39 )
(33) Pals de Origep| _ (32) Fecha | (31) Numero deSolicitud |
(® Prioridad Ep Septlembre 10, 2003 | 03255633,4”
us “Septlembre 10, 2003 | 60/501.881
SI| X I N

@ Comprobante de pago No._06- 26.005 Fecha _Abril , 2006
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ANEX S

Poderes, sl fuere el caso.

Dedaraciones.

(IPEA).

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

comunidades Indigenas.

Arte final 12 x 12.

Otros. Blsqueda Internacional

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de cesidn del Inventor al solicitante 0 a su causanbe.

Copla de la solicitud interaclonal. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).
Traduccidn de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripdén, relvindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar

Traduccién del examen preliminar Intemacional efectuado por Ia IPEA.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las

De ser el caso, certificado de depdsito dei material biolégica.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranfero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con fa Invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a [a solicitud Internacional.

¢ e o —

FIGURA CARACTEREISTICA:

/

-

\

/

@ Soliclto la conceslon de la patente,
NOMBRE:__], JAN RAISBECK

o Yo Nl

C.C. 79.376.996 Bt T.P. 135,799




Lista de inventores PCT
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BORSI Laura

Laboratory of Cell Biology

Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro
Largo Rosanna Benzi 10, 116132 Genova, Italla
de nadonalidad'?liana

CARNEMOLLA Barbara

Laboratory of Cell Biology

Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro
Largo Rosanna Benzl 10, 1-16132 Genova, Italia
de naci?"a'lidad italiana

BALZA Enrica

Laboratory of Cell Biology

Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro
Largo Rosanna Benzi 10, I-16132 Genova, ltalia
de nacionalidag/italiana

CASTELLANI Patrizia

Laboratory of Cell Biology

Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro
Largo Rosanna Benzi 10, I-16132 Genova, ltalia
de nacignalidad italiana

ZARDI Luciano

Laboratory of Cell Biology

Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro
Largo Rosanna Benzi 10, 1-16132 Genova, Italia
de naciofidad itallana

FRIEBE Matthias
Ramschstrasse 8

13500 Bepin, Alemania
de nacio/;lidad alemana

HILGER Christoph-Stephan
Langenauer Weg 24

13503 Berlin, Alemania

de nacionalidad alemana
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NIT : B00176069-2
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i CONSIGERACION i
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FOLIO 189.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA/NUMERO: CUARENTA v ,
. 0

CINCO.- SUSTITUCION PARCIAL DE ER: MESSERER, Gerardo a$} e

favor de OLARTE, Carlos Reinaldo y otro.- En la Ciudad Auténoma de Buenos n
Aires, Capital de la Repiiblica Argentma, el dia VEINTITRES de JUNITO del ailo % %
DOS MIL CINCO, ante mi Maria Silvina Lasarte, Escribana Autorizante, titular del ‘I‘ :§

9
Registro Notarial ngmero 1788, COMPARECE: Gerardo MESSERER, argentino § ‘!ﬁ

’Qﬂ ot
Ay}
mayor de edad, casado en primemas nupcias con Karina Ana Reynolds, titular del g 3?{
W
Documento Nacional de Identidad nimero 13.782.654, con domicilio especial en la .' ‘Yﬁ
: i~
Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, de esta Ciudad, persona capaz y de mi (8| |¢

4
conocimiento personal, doy fe- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y% b

EXPRESA: PRIMERO: Que la Sociedad “SCHERING (] R

AKTIENGESELLSCHAFT™, con domicilio en MillerstraBe 178, 13353 Berlin, ? ‘%

Alemania, le confiri6 ¢l dia 7 de Abril de 2.005 en dicho pafs, un Poder, el cual \}: v

mediante escritura nimero 44, de fecha 22 de Junio de 2.005, otorgada ante mi, al 5] [

folio 186, protocolo corriente, de este Registro Notarial a mi cargo, fue incorporado yg: p;):
(08

trascripto &1 mismo, cuya primera copia tengo para este acto a la vista, doy fe y en lo () (

pertinente transcribiré en la presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo juramento que el \ ] )
e
s

referido poder invocado se encuentra plenamente vigente en virtud de no haberle sido :
0

revocado, suspendido ni limitado en ninguna de sus partes.- TERCERO: En D [)
. G L.

consecuencia DICE: Que en uso de !la facultad confeq 1 h':; B

\ :
N att ‘fi;-‘--‘; J.f*ﬁ AY.DOLY:
OLARTE y/o JAMES IAN RAISBECK, al@%\oyur@o %8 ok “ py
representacion de la Sociedad “SCHER&MMI‘GI .*3 '*'%'-L_. ,;},.@

L 'u» \
actuando en forma individual, mdlstmta o alteﬁndn presenten E‘

PARCIALMENTE el poder menclonado | Tavotd g

S IJ
exclusivamente ante las autoridades de “Que correspondan y realicen los : ﬁ
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actos enumerados en el citado poder y con las facultades que surgen del mismo, el que

E transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 186.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA
' NUMERO: CUARENTA Y CUATRO- ...- En'la Ciudad Auténoms de Buenos

"\ Aires, Capital de la Repiblica Argentina, ¢! dia VEINTIDOS de JUNIO del afio DOS

«MIL CINCO, ante mi .., Escribana Autorizante, .., COMPARECE: Gerardo

) .MESSERER, argentino, mayor de edad, casado en primeras nupcias con Karina Ana

ff:';:derecho. Y EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mli, la

.':::..Autoﬁznnte, LA INCORPORACION y TRANSCRIPCION en este protocolo, del

' PODER que le fuera conferido a su favor el dia 7 de abril de 2.005, en Berlin,

f,,Alemania, por la Sociedad “SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT™, con domicilio

en MillerstraBe 178, 13353 Berlin, Alemania, sobre cuya plena vigencia responde el

' E_'requirente bajo juramento.- Yo, la Autorizante, hago constar: a) Que el instrumento de
E-' poder cuya incorporacidn y transcripcidn a este protocolo solicita el compareciente, se
Fiencuentra extendido en idioma castellano, certificadas las firmas por notario en
;E"Eidiomn alemidn, legalizado en idioma aleman (Sello de Apostille de la Convencién de
':La Haya del 5 de octubre de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por

':}‘.:Ia Traductora Piblica Laura Thieberger.- b) Que el requirente tiene interés legitimo en

il

)
LN

‘“instrumentd de poder relacionado con su respectiva tradygc - it foflas
:'E:que agrego a la presente y transcripto dice: “M \80 &igﬁ )

i) c \e B »
v+ extranjero).- Poder Los abajo firmante/s Schering Aktiﬁ%le MR

113353 Berlin, Germany domiciliados en declmnﬂ%? mcm be

N

. Reynolds, titular del Documento Nacional de Identidad nimero 13.782.654, con |a»
"+ domicilio especial en la Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, de esta Ciudad, | z3

. persona capaz y de mi conocimiento personal, doy fe.- INTERVIENE: por su propio | 34
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| nombres de dominio, haciendo las protesias del caso o dlclw :

GERARDO MESSERER poder general amplio y suﬁAlte para recabar de f

autoridades ..., sud y centroamericanas ... que correspondan, 1a obtencién de patentes 3%

=

de invencién, el registro y la renovacion de marcas y modelos y/o derechos de 'l
propiedad intelectual y/o nombres de dominio, a cuyo efecto lo faculta para llevar a ‘-'
cabo ante dichas autoridades todas las gestiones necesarias al objeto mdlcado,(q?rg
presentar solicitudes, formular descripciones, oposiciones, protestos, declaraciones, ‘“;'3
apelaciones y reclamos, oblar lmpuestos,_ justificar explotaciones, solicitar :
testimonios, aceptar transferencias, recibir documentos y valores, percibir y hacer :

0y
cuanto fuere necesario ante las autoridades administrativas de cualquier orden. Por

()
otra parte, le confiere mandato para que en su nombre y representacion puedan iniciar & "‘
y proseguir cualquier juicio que acturlmente los que suscriben tengan o en el futuro \(1

tuvieran en ...., en Sudamenca, Centroamérica ...., con motivo de su nombre, marcas {

¢

de fébrica o de comercio, patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos de (0§

propiedad intelectual que actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover (4

juicios de cuslquier jurisdiccion, criminales, correccionales, civiles o comerciales, {4

(4.

contra los falsificadores, usurpadores o imitadores y contra los tenedores de articulos }

que infrinjan su nombre, marces o patentes de invencion, seguir los juicios por l
oposicion u otros en que fueran parte como actores o demandados, defender el :R))

nombre, las marcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad intelectual y/o X

“ (VF}
podri presenterse con escritos, querellas. pgdl %z* @« i ‘h
“ - PR ‘ "-.

cualquier autoridad judicial, pmeMar teshgos.e umﬁtg ‘ﬂ‘f " e, o
\ “ " . ‘

rendir pruebas d¢ cualquier especie, ped G&omm:%wya\aﬁos o Jﬁ\ g D)
oo

posiciones, asistir a juicios verbales, dec AN g Ediccidy, tachar, l‘. }

CI
' R
recuser, apelar, transar, someter a arblw midtacion, hacer renuncias, exigir y dar ¥ -
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cauciones, pedir embargos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levantamiento,
'-:.-pedir la venta de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de

.:i: sentencias, prestar juramentos, decir de nulidad, desistir, percibir, otorgar recibos y en
"

1general practicar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este
~~mandato. Podrd asimismo substituir el presente poder en todo o en parte. Dado y

", firmado en Berlin, 2005-04-07 Schering Aktiengeselischaft Corporate Patents ppe.

~ppa. Hay dos firmas ilegibles Dr. Thomas SeuB Dr. Waiter Klose”.- ES COPIA FIEL,

l..:doy fe.- En hoja adjunta consta la certificacion notarial de las firmas obrantes en el
.
wpoder, en idioma alemdn, efectuada por el Notario de Alemania, Dimitri Rempen y en

.'::':hoja siguiente consta la legalizacion de la firma y sello del mencionado notario, en

- widioma alemin (Sello de Apostilla de la Convencién de La Haya del 5 de octubre de
“*1961) doy fe.- A continuacion sigue la referida traduccion de lo pertinente al idioma

=)

. hacional la que transcripta textuaimente -dice: “TRADUCCION PUBLICA (A

.. continuacién de un PODER otorgado en idioma nacional por la Sociedad “Schering

-

- Aktiengesellschaft”, de Berlin, Alemania, redactado en idiome nacional, aparecen los

:f‘ siguientes textos que traducidos dicen:).- La version en inglés es para su informacion

~. inicamente.- Registro de Actas N° R 142/2005 - He advertido sobre la prohibicion de

'l
:,:?:colnbomcién segin el Articulo 3, Pérrafo 1, N°® 7, de la Ley de Certificaciones. Mi
:-:'i‘pregunla de que si existe alguna disposicion previa en el sentido de dicha Norma, fue

i

#los siguientes:- Dr. Walter Klose, que nacié el 26 de diciembre de 1952¢3% ‘ 27

A i W
wiThomas Seuss, que nacié el 17 de setiembre de 1963,b ﬂ»ﬁﬁ
b w -.
i conocimiento- ambos con domicilio comercial eg rlin MimeR e
- ce

-\Al mismo tiempo doy fe, en base a que tuve a la vista ¥ gﬂi

'.-:":Regislro de Comercio del Tribunal de Primera lnsta?t!:ipMarlol R

Vi

27

20"

i

32

3

36

ar

3o

41

42

-t conlestada negativamente.- Certifico la autenticidad de las firmas trazadas ante mi por | eg
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24 | traducton, ..., que djpe: “N° 00824188 CGM DE TRA I_- N

sobre precinto:) PRESIDENTE DEL TRIBUNAL REGIONAL DE BERLIN- El
Funcionario autorizado (Firmado y aclarado:) Binning — Juez Principal del Tribunal U"i'
Regional.- ES TRADUCCION FIEL de las partes pertinentes del documento de
referencia, que en los idiomas alemén e inglés, he tenido y he vertido al idioma

nacional, en Buenos Aires, el 19 de mayo de 2005.- Hay una firma ilegible y un sello §

Il - Folio 329 (La Plata) Colegio Traductores Piiblicos N® 173.” - ES COPIA F]EL.

doy fe.- A continuacién hay un sello que dice: “COLEGIO DE TRADUCTORES

N T5-3258/05. Hay une firma ilegible y aclarada: Gustavo Adri && .
. ( Fe
el margen superior derecho hay um sello mnhmﬁ}‘g;ﬂlhﬁe: ,‘ 1

TRADUCTORES PUBLICOS 24’5, osx\Vthg’AEZAglm!'s

UNIDAD N° 2.” A conunuamon sigue lﬂw.,ﬂ% s o

25| DE LA CIUDAD DE -BUENOS AJRES BB
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" i LEGALIZACION Por la presente el COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS
---DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES, en virtud de la facultad-que le confiere el

e sarticulo 10, inc. d) de la Ley 20.305, certifica Gnicamente que la firma y sello que

e aparecen en la traduccion adjunte, concuerdan con los correspondientes al Traductor

1 | Publico: THlEBERGER, LAURA que obran en los registros de esta institucion en el

. .I"folio tomo ALEMAN 254 2 INGLES 14 3 Buenos Aires, Legalizacién Nimero:

" .Marcelo F. Sigaloff Enca.rgado Dto. de Legalizaciones Colegio de Traductores

. .:fPﬁblicos de la Ciudad de Buenos Aires.....- ES COPIA FIEL, doy fe.- En este estado

nd ‘el compareciente expresa que en la forma expresada deja lNCORPORADO y

. TRANSCR]P'[‘O en este Protocolo el Poder que agrego a la presente, solicitando de

o : ml, la Escribana Aufoﬁmnle, expida primera copia de la presente para el nombrado
tia r ‘{ ;
o

,apodemdo - LfEJO estn escritura al compareciente, quien asi la otorga y en prueba

in
"y
s

u 'de conl'onmdad la f irma ante mi, doy fe- GERARDO MESSERER. Ante mf:

o : MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Esté mi sello. CONCUERDA con su

" : escritura matriz que pasé ante mi, al folio 186 del Registro Notarial nimero 1788, a
| [“mi cargo, PARA EL APODERADO expido I presente PRIMERA COPIA en tres (3)
E:E: :‘:‘ selios de actuacion notarial numerados correlativamente desde el ndmero
' :E:IN004823958 al presente inclusive, que sello y finno en la fecha y lugar de su
::: :.E";otorgmnienlo, doy fe.”. Sigue una firma y un sello: Maria Silvina
v ;

il [“Mat. 4413."- ES COPIA FIEL, de las partes pertinentes

':.: ::'doy fe.- CUARTO: Finalmente el oomm%

sﬁ‘
e -":l otorgamlenlo no significa renunciar al ejerclclo f&%us

T2 S T los nombrados apoderados sustitutos NO podmmgwéﬂgsente

114 |'I|
:\ de sus partes.- Yo, la Aulorizante advierto al compareci

Ty ||
£l

de lo dispuesto en

'.. 3258/2005/T5 Fecha: 24/05/05.- Hay una firma ilegible. Hay un sello que dice .

20

3

32

33

7

30

40

41
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18
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18

19

20

21

alcances de las cliusulas contenidas en la presente escritura y del derecho de leer por
si este instrumento.- LEQ esta escritura al compareciente, quien asi la otorga y en

prueba de conformidad la firma ante mi, doy fe.- GERARDO MESSERER. Ante mi:

BT B

MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Estd mi sello. CONCUERDA con su

]
escritura matriz que pasé ante mi, al folio 189 del Registro Notarial nimero 1788, a {8

9

mi cargo. PARA EL PODERDANTE. expido ia presente PRIMERA COPIA en
AQ)
cuatro (4) sellos de actuacién notarial numerados correlativamente desde el niimero ¢

N004947041 al presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su

otorgamiento, doy fe.- 0 ]
u
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1. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA

El presente documento publico
Ha sido firmado por NESTOR ESTEBAN ARZLOR-

ulen achia en calidad de _CEGALIZADOR -
eva ol sello / timbre de COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUENOS

LA CIUDAD DE BUENOS AIRES g [jdia 23/06/2005

7. P.or ——EL__ COLEGIO DE ESCRIBANOS ___PE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO
{Convenio 02/08/2003) -
8. Bajo al nomero: 050623035431

9. Sello / Timbre 10. Firma

.

GUSF
fZ10 GE ESrMBANOS
CONSEJERO




L 006549485

EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de Ia Ciudad de Buenos Alrfﬁ. Capiinl Federal de lu Repdblica
Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley vigenie, LEGALIZA la firma
sello del escribano  MARIA SILVINA LASARTE

‘ rnnten en el documento anexo, presentado en el dia de ia fecha bajo

] 4 N - 050623226358/6 - . La presenie legulizncién no Juzga sebre

¢l contenido y forma del documentio,

23 de Junio de 2005
~

- ’ Bumns Al

ESC. NESTOR ESTEBAN AZLOR

COLEQIO DE Esgglgmos
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid Inteilectual Property

Organization
Internaional Bercan AR RNIRRESEIEEED
(43) International Publication Date (10) International Pohlication ber
17 March 2005 ¢17.03.2005) PCT WO 2005/023318 A1
pa
(51) International t Classlfieatlon™ A61K 51110, / Cancyo, 140 Rossnna Benz 10, 1-16132 Genova (IT).
AS1P 3500 BALZA, Earics [TTAT]; Laborstory of Cell B!
toto Naxionals per Ia Rirerca sal Cancro, s
(21) International Application Number: Benzi 10,1-16132 an. Patrizia
ToTMRIGRemetTer T £ ITTITh iSumary =f Cpdl Blology, Ietiren Nemicat
Ia Ricerca sul Cancro, Rosanna Benzi 10, I-16132
(2) Intermatlonal Flllog Date: / QGenova (IT). ZA Luclano [ITAT]; u:,‘m;lif
I Sepember 2004 (01.09.2004) | Cell Bialogy, Istimts Nazionale per ls Ricerca sul Casero,
(25} Filing Language: English Matthlas ':i'?;"n:':.:i':.‘.’i 3, lJSlgl'z-elin (DE).
(26) Publicution lw' Engli-h Christoph-Stephan [DE/DE}; Lungenauer

Weg 24, 13503 Berlin (DE).

(3M ¥rlarity D
ovsszls.t I/ 10 September 2003 uooum/ z; /74) Ageniz: WALTON, Seém et ul.; Mewbam Ellis LLP, York
GOS0} 881 10 September 2003 (10.09.2003) H‘;;:. 21 Kingsway, London Gramtar London WC'2B SHP
== (71) A llnull(l( States excege US): PRILO-
—— l"ll‘?ll’ll RPA i 1a Liza 7, 1-53100 Sisna AT). (51) Desigmated Staley (unlers otharwise indicated. for every
SCHERING AG [DEIDEI. Mullorstrasse 178, 13353 kind of naonal protection availabls): AL, A3, AL, AM.
Eerlin {DB). » AU, AZ, BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CIi, CN.
CR, CU, CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, EE, BG, ES, FL,
{7T2) Invemiors: and » GD, GB, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
(75) Invantarw/Applcants (for US only): BORSI, Laura KO, KP, KR, KZ, 1.C, LK. LR, LS, IT, L11, LV, MA, MD,
[MAT]; Laboratory of Call Biglogy, Istimm Nazlonale MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
per Ricerea gul Cancro, Largo Bendd 10, I-16132 PH,PL. PT, RO, RU, 3C, 5D, SB, SG, SK, SL, Y, TJ, TM,
Geaova (IT). CARNEMOLLA, Barbars {IT/IT]; Labo- TN, TR, TT, TZ UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA. ZM.
ratory ol Cell Biology, Istituto Nazionale per la Ricerca su! ZW.
[ Continned on next paye]

{34} Twle: TARGETING OF TUMOR VASCULATURE USING RADIOLABELLHD ANTIBODY L19 AGAINST
FIBRONECTIN ED-B

A1 (RIS ﬂiﬂlﬁlﬂiﬁﬂli!ﬂﬂﬂllﬂllllllﬂllﬂlllllllll

OC (57) Abstract: A specific binding member that binds human FD-B, wherein the specific binding member ts labelled with an isotope

uleeldfmmlhalrmpmﬁlﬁuoﬂmr.ﬂﬂr. 1231, 1241, 1311 and 211 At and comprizes an antigan-binding site that comprises un
I"Z untibody VH domain sl an untibody VL domain, whereln the antibody VH domain Is selected from the groop conslsting of the L19
&3 VH domain, and a VH domain comprising s VH CDR1, a VH CDR2 and a VH CDR3, MnthHCDR!hthI!VHCDR:I
& of SEQ (D NO. 3, the VH CDRI1 is optionally .19 VH CDR1 of SEXQ ID) NQ. 1, and the VH CDR2 {3 optionally L19 VH CDR2 of
‘m"" SEQ D NO. 2; and wherein the antibody VL damain is optionally sciecied from the group consisting of the L19 VL domain, ard a
& VL domain comprising a VL. CDRI, a VL. CDR2 and s VL CDRK3, wherein the Y1 CDRY is the L19 VL CDR3 of SEQ ID NO. 6,

& the VL CDRI is aptionally L19 VL CDRI of SEQ ID NO. 4, and the VL CDR2 is optionally L19 VL CDR2 of SEQ ID NO. 5; tie
O G a1 10V oty soquEness Sring Satlomd in Ml ot 2t 11400V 1 Bint ey T3 21760V TIE: gt e

- —— 2T, Wy Sy Smms e e

sperific binding member comprises s minl-immonoglobualin comprising axid lm'hdy VH domain and mtibody VL domain fusad

=

a to 52-CH4 and dimerized or comprises s whole igG1 erijbody raclecals; also methods and uaes employing wuch a specific binding
member. *



39
WO 2005/023318 A1 (HERIINEDERINNNENNSIEE

(54) Deslgnated Siates (unless otharwise indicated, for evary — bafore the expiration of the tima Umit for amending the
kind of regional protection availabla): ARIPO (BW, GH, claims and w be republished in the evem of receipx of
GM, KR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 5Z, TZ, UG, ZM, amendments
ZW), Enrasian (AM, AZ, BY, KO, KZ, MD, RU, TJ, T™M),

European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ DE, DK, BR, BS, FL, g, 1y tester codes and other abbreviations, refer to the *Guid-
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL. PL. PT, RO, SB,SL -y Notes on Codes and Abbreviations” appearing at tha begin-
SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, ON, GQ.  ning of sach regular issue of the PCT Gatette.

GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publiched:
—  with international search rsport




WO 2005/023318 PCT/EP2004/009733

TARGETING OF TUMOR VASCULATURE USING RADIOLABELLED ANTIBODY L19 AGAINAT
FIBRONECTIN ED-B

The present invention relates to targeting of. tumor
vasculature using radiolabelled antibody molecules. In
particular, the invention relates to use of antibody molecules
that bind ED-B of fibronectin, and which aie of demonstrated
usefulness in tumor targeting. In different embodiments of
the present invention, antibody molecules are employed in
different molecular formats. In certaln embodiments the
antibody molecules comprise human IgGl. In other embodiments
the antibody molecules are mini-immunoglobulins, such as are
generated by fusing an scFv antibody molecule to the conatant
CH4 domain of a secretory IgE isoform that naturally contains
a cysteine in its COOH terminal which forms a covalently
linked dimer. Blood clearance rate, in vivo stability and
lbther advantageous properties are employed in different
aspects and embodiments of the invention, e.g. in tumor
targeting. The different in viveo behavior of different
antibody molecule formats may be exploited for different
diagnostic and/or therapeutic purposes, depending on clinical

neads and dlsease.

Despite their enormous potential as therapeutic agents,
monoclonal antibodles (mAbs) of non-human origin have
performed poorly in clinical trlals as a result of their
immunogenicity (1 Shawlert et al., 1985; 2 Miller et al.,
1983), poor pharmacokinetic properties (3 Hakiml et al., 1991;
4 Stephens et al., 1995) and inefficlency in recruiting
effector functions (5 Riechmann et al., 1988; 6 Junghens et
al., 1990). The recent prospect of isolating human antibody
fragmenta from phage display libraries (7 McCafferty et al.,
1990; 8 Lowman et al., 1991; for reviews see 9 Nilsonn et al.,
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2000 an& 10 Winter et al., 1994) trénacenda these problems,
revitalizing studies and rekindling hopes of using these
reagents to treat major diseases. Indeed, these molecules
should serve as ideal building blocks for novel dlagnoatic and
therapeutic tools (11 Reichert, 2001; 12 Huls et al., 1999).
Furthermore, these antlbodies can be ™matured” to reach
affinities in the picomolar range (13 Pini et al., 19598), at
least desirable, 1f not necessary, for their clinical use.

Clinical applications of human antibody fragments for the
selectlive delivery of diagnosatic or therapeutic agents
nonetheless require highly specific targets. In the case of
tumors, the most popular targets are cell-surface antigens,
which are usually neither abundant nor stable. Nevertheless,
during tumor progression, the microenvironment surrounding
tumor cells undergoes extensive modification that generates a
“tumoral environment” which represents a target for antibody-
based tumor therapy (14 Neri and Zardi, 1998}. In fact, the
concept that the altered tumor microenvironment i1s itself a
carcinogen that can be targeted 1s increasingly gaining
consensus. Molecules that are able to effectlvely deliver
therapeutic agents to the tumor microenvironment thus
represent promising and important new tools for cancer therapy
(15 Bissel, 2001; 14 Neri and Zardi, 1994).

Fibronectin is an extracellular matrix (ECM) component that i1s
widely expressed in a variety of normal tissues and body
fluids. Different FN isoforms can be generated by the
alternative splicing of the FN pre-mRNA, a process that is
modulated by cytokines and extracellular pH (16 Balza et al. ,
1%88; 17 Carnemolla et al., 1989; 18 Borail et al., 1990; 19
Borsi et al., 1995). The complete type III repeat ED-B, also
known as the extratype III repeat B (EIIIB}, may be entirely
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included or omitted in the FN molecule (20 Zardl et al.,
1987). ED-B is highly conserved in different species, having
100% homology in all mammalians thus far studied (human, rat,
mouse, dog) and 96% homology with a similar domain in chicken.
The FN lsoform containing ED-B (B-FN) 1s undetectable
immunohlastochemically in normal adult tissues, with the
exception of tissues undergoing physiological remodelling
(e.g., endometrium and ovary) and during wound healing (17
Carnemolla et al., 1989; 21 ffrench-Constant, et al., 1989).
By contrast, its expression in tumors and fetal tissues is
high (17 Carnemolla et al, 1989). Furthermore, it has been
demonstrated that B-FN ls a marker of anglogenesis (22
Castellanl et al., 1994) and that endothelial cells invading
tumor tissues migrate along ECM fibers containing B-FN (23
Tarll et al. 1999).

Selective targeting of tumoral vasculature has been described
using a human recombinant antibody, acFv(L19) (13 Pini et al.,
98), specific for thg B-FN 1soform (24 Carnemolla et al.,
1996; 23 Tarll et al., -99; 25 Vitl et-al., 99; 26 Nerl et al.,
97; 27 Demartis et al., 2001), The antibody may be used in
both in vivo diagnostic (immunoscintigraphy) and therapeutic
approaches entailing the pelective delivery of therapeutic
radionuclides or toxlic agents to tumoral wvasculature. In
addition, Birchler et al. (26 1999) showed that scFv(L19),
chemically coupled to a photosensitizer, selectively
accumulates in the newly formed blood vessela of the
anglogenic rabbit cornea model and, after irra&iation with
near lnfrared light, mediates complete and selective occlusion

of ocular neovasculature.

More recently, Nilasson et al. (29 2001) reported that the
immunoconjugate of scFv(L19) with the extracellular domain of
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tissue factor medliates selective infarction in different types
of murine tumor models. Furthermore, fusion proteins of
scFv(L19) and IL-2 or IL-12 have shown the enhanced
therapeutic efficacy of these two cytokines (30 Halin et
al.,submitted; 31 Carnemolla et al., 2002). See also
WO001/62298 for use of fusions in treatment of lesions of
pathological anglogenesis, including tumozs. Finally, since
L19 reacts equally well with mouse and human ED-B, it can be
used for both pre-clinical and clinical studies.

See also PCT/GB97/01412, PCT/EP99/03210, PCT/EP01/02062 and
PCT/IB01/00382.

Different antibody formats have shown diverse behavior.in
terms of in vivo stability, clearance and performance in tumor
targeting (32 Wu et al., 2000). A mini-immunoglobulin or
small immunoprotein (SIP) is described in (33 Li et al.,
1997).

The present invention i1s based on preparation of,
characterization of and investigation of the in vivo
blodistribution of L19 human antibody molecules in different
formats, namely, scFv, mini-immunoglobulin and complete IgGl,
and labelling with radioisotopes.

Brief Description of the Figures

Figure 1 shows models illustrating the structures of different
proteins. A: Model of the domain structure of a FN subunit.
The protein sequences undergoing alternative splicing are
indicated in grey. As indicated, the epitope of the
recombinant antibody L19 is localized within the repeat ED-B.
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B — D: Schemes of the constructs used to express,
respectively, L19 (scFv) (B); L19-8SIP (C); and L19-IgGl/x.

Figure 2 shows growth curves of SK-MEL-28 tumor in nude mice
(triangles) and of F9 tumor in 129 mouse strain (circles). The
volume {mm’) is plotted versus time ({(days). Bach data point is
the average of six mice 1 8D.

Figure 3 shows the results of size exclusion chromatography on
the different L19 formata. In panels A, B and C are shown
slze exclusion chromatography (Superdex 200) profiles of the
L19 formats scFv, mini-immunoglobulin and IgGl, respectively,
after radloiodination. Panels D, E and F show size exclusion
chromatography (Superdex 200) profiles of plasma at the
indicated times after i.v. injection of the radioiodinated L19
formats, acFv, mini-immunoglobulin and IgGl, respectively. No
changes in the curve profiles of L19-8SIP or L19-IgGl were
detected when loading plasma at different times after
injection, while 3h after L1%(scFv)2 injection a second peak
of higher molecular mass was observed. '

Figure 4 shows results of biodistribution experiments in SK-
MEL-28 tumor-bearing mice'uaing different radiolodinated L18
antibody molacule formats. The variations of the $ID/g in the
tumor (Figure 4A) and in the blood (Figure 4B) at the
indicated times after i.v. injection are reported. In Figure
4C the tumor-blood ratlios of the $ID/g are plotted. The curves
of L19(scFv) are indicated by diamonds, of L19 mini-
inmmunoglobulin by sguares and of L19 IgGl by triangles.

Figure 5 shows results of blodistribution experiments in F9
tumor-bearing mice using radiolodinated L1%({scFv) (squares)
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and L19 mini-immunoglobulin (dlamonds). The variations of the
$ID/g in the tumor (A) and in the blood (B), at the indicated

different times after i.v. - injection are reported.

Figure 6 shows change in U251 tumor area (square millimetres)
over time (days) post injection of physiological saline and I-
131-L19-SIP respectively.

The present invention relates to specific binding members that
bind human ED-B of fibronectin, wherein the specific binding
members are radiolabelled with one or more isotopes selected

_ from the group consisting of 7Br, ""Br, #1, 341, 131 and #*at.

The invention also provides methods of producing such specific
binding members, and thelr use in dlagnoatic and therapeutic
applications.

Specific binding members of the invention showed favorable
properties in animal experiments, such as higher doses delivered
to tumor compared to red marrow, and high tumor accumulation.

In one aspect, the present invention provides a specific
binding member which binds human ED-B of fibronectin and which
comprises the L19 VH domain and a VL domailn, optionally the
L19 VL domain, wherein the specific binding member comprises a
mini-immunoglobulin comprising asaid antibody VH domain and
antibody VL domain fused to g,,-CH4 and dimerized or comprises

a whole IgGl antibody molecule, and wherein the specific
binding member is radiolabelled with an isotope selected from
the group consisting of "Br, "Br, *°r, 1, %I and at.

Preferably, the radioisotope is *’I or '*I, and most

preferably 3'I.
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A radiolabel or radiolabelled molecule may be attached to the
specific binding member may be labelled at e.g. a tyrosine,

lysine or cysteine residue.

The L19 VH domain and L19 VL domain sequences are set out in
Pini et al. (1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776, those
sequences being fully incorporated herein by reference to Pini

et al. as if set out here.

Generally, a VH domain is paired with a VL domain to provide
an antibody antigen binding site. In a preferred ambodimaﬁt,
the L19 VH domain ls paired with the L19 VL domain, so that an
antibody antigen binding site is formed comprising both the
.19 VH and VI, domains. In other embodiments, the L19 VH is
paired with a VL domain other than the L19 VL. Light-chain
promiaculty 1s well established in the art.

One or more CDRs may be taken from the L19 VH or VL. domain and
incorporated into a suitable framework. This 1s discussed
further below. L19 VH CDR’s 1, 2 and 3 are shown in SEQ ID
NO.’s 1, 2, and 3, respectively. L19 VL CDR’s 1, 2 and 3 are
shown in SEQ ID NO.’s 1, 2 and 3, respectively.

In a preferred embodiment, the specific binding member is L19-
SIP, most preferably '?°I-labelled L19-SIP (herein referred to
as I-123-L19~8IP) or !3I-labelled L19-SIP (herein referred to
as I-131-L1%-8IP).

Variants of the VH and VL domains and CDRs of which the
sequences are set out herein and which can be employed in
apeclfic binding membera for ED-B can be obtained by means of
methods of sequence alteration or mutation and screening.
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Variable domain amino acid sequence varlants of any of the VH
and VL domains whose sequences are speclfically disclosed
herein may be employed in accordance with the present
invention, as discussed. Particular varlants may include one
or more amino acld sequence alteratlons (addition, deletion,
substitution and/or insertion of an amino acid residue), maybe
less than about 20 alterations, less than about 15 _
alterations, less than about 10 alterations or less than about
5 alterations, 4, 3, 2 or 1. Alterations may be made in one

or more framework regiona and/or one or more CDR’s.

A speclfic binding member according to the invention may be
one which competes for binding to antigen with a specific
binding member which both binds ED-B and comprises an antigen-
binding site formed of the L19 VH domain and L19 VL domain.
Competition between binding members may be assayed easily in
vitro, for example using ELISA and/or by tagging a specific
reporter molecule to one binding member which can be detected
in the presence of other untagged binding member (s}, to enable
identification of specific binding members which bind the same

. apitope or an overlapping epltope.

Thus, further aspects of the present invention employ a
specific binding member comprising a human antibody antigen-
binding site which competes with L19 for binding to ED-B.

A specific binding member according to the present invention
may bind ED-B with at least the affinity of L19, binding
affinity of different specific binding members being compared
under appropriate conditions.

In addition to antibody sequences, a specific binding member
according to the present invention may comprise other amino

%

£
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acids, e.g. forming a peptide or polypeptide, such as a folded
domain, or to impart to the molecule another functional
characteristic in addition to ability to bind antigen.
Specific binding members of the invention may carry a
detectable label, or may be conjugated to a toxin or enzyme
(e.g. via a peptidyl bond or linker).

In treatment of disorders or lesions of pathological
anglogenesis, a specific binding member of the invention may
be conjugated to a toxic molecule, for instance a biocidal or
cytotoxic molecule that may be selected from interleukin-2

(IL-2), doxorubilcin, interleukin-12 (IL-12), Interferon-y (IFN~

y), Tumor Necroais Factor a (TNFa} and tissue factor
(preferably truncated tissue factor, e.g. to residues 1-219).
See e.g. W001/62298.

Specific binding members according to the invention may be
used in a method of treatment or dlagnosis of the human or
animal body, such as a method of treatment (which may include
prophylactic treatment) of a disease or disorder in a human
patient which comprises administering to sald patient an
effective amount of a specific binding member of the
invention. Preferably, a specific binding member according to
the invention 1s administered to the patient by parenteral
administration. Conditions treatable in accordance with the
present invention include tumors, especially solid tumors, and
other lesions of pathological anglogenesis, including,
rhewmatold arthritis, dlabetlic retinopathy, age-related

macular degeneration, and anglomas.

Specific binding members are well suited for radiolabelling
with isotopes selected from the group consisting of "Br, "sr,

25
4y
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1237 124y 1317 and #pt and subsequent use in radiodiagnosis

and radlotherapy.

A yet further aspect provides a method of producing a specific
binding member of the invention, comprising labelling a
specific binding member with a radioisotope selected from the

group consisting of 7°Br, "'Br, %31, 1, M1 and #!at.

To radiolabel the specific binding member directly, tyrosine
moleties in the molecule may be targeted. In this particular
procedure, the halogenide, e.g. Br™, I , At™ 1s oxidised by an
appropriate oxidant, e.g. iodogen® (coated tubes), lodo-Beads,
chloramine-T (sodium salt of N-chloro-p-tcoluenesulfonamide)
etc. in the presence of the active pharmaceutical ingredient

(API) .

Indirect labelling with e.g. bromine, iodine or astatine may be
performed by pre-labelling a bi-functional halogen carriler,
preferably derived from e.g. benzolc acid derivatives, Bolton-

Hunter derivatives, benzene derivatives etc. The carrler may be

transformed into an activated species to be conjugated to the e~
amino group of Lysine reaidues or the N-terminus of the API.
This indirect method also provides a synthetic route to '
radiolabel the peptide compounds chemo-selectively at the
sulfhydryl group of a cysteine moiety. The cysteine bridged
molecules may first be reduced by an appropriate reducing agent
e.g. stannous(II)chloride, Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)
generating free cysteine SH-groups that can react with the
halogen carrier. As functional groups for the binding maleimide

and ac~brom acétamida derivatives may be empioyed.
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A method of producing a specific binding member according to
the invention may comprise expressing nuclelc acid encoding
the specific binding member prior to labelling the specific
binding member. Thus, as an earlier step, the method of
producing the speciflic binding member may optionally comprise
causing or allowing expression from encoding nuclelc acid,
i.e. nucleic acid comprising a sequence encoding the specific
binding member. Such a method may comprise culturing host
cells under conditions for production of sald specific binding

member.

A method of production may comprise a step of isolation and/or
purification of the product. The speclific binding member may
be isolated and/or purified following expression from nucleic
acld, and/or recovery from host cella. The isolation and/or
purification may be prior to labelling. Alternatively or
additionally, the specific binding member may be isolated
and/or purified after labelling.

A method of production may comprise formulating the product
into a composition including at leaat one additicnal
component, such as a pharmaceutically acceptable excipient.
Thus, the (labelled) apecific binding member may be formulated
into a composition including at least one additional component
such as a pharmaceutically acceptable excipient.

These and other aspects of the invention are descrlbed in
further detail below.
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TERMINOLOGY

Specific binding member

This describes a member of a pair of molecules which have
binding specificity for one another. The members of a
specific binding pair may be naturally derived or wholly or
partially synthetically produced. One member of the pair of
molecules has an area on ilts surface, or a cavity, which
specifically binds to and is therefore complementary to a
particular spatial and polar organisation of the other member
of the palr of molecules. Thus the members of the pair have
the property of binding specifically to each other. Examples
of types of specific binding palrs are antigen-antibody,
biotin-avidin, hormone-hormone receptor, receptor-ligand,
enzyme-substrate. This application is concerned with
antigen-antibody type reactionsa.

Antibody molecule

This describes an immunoglobulin whether natural or partly or
wholly synthetically produced. The term also covers any
polypeptide or protein comprising an antibody binding domain.
Antibody fragments which comprise an antigen binding domain
are such as Fab, scFv, Fv, dAb, Fd; and diabodies. The
present invention 1s concerned with whole IgGl antibody
molecules and mini-immunoglobulins comprising e,,~CH4 as

disclosed.

Techniques of recombinant DNA technology may be used to
produce from an initlal antlbody molecule other antibody
molecules which retain the specificity of the original
antibody molecule. Such techniques may involve introducing
DNA encoding the immunoglobulin variable reglion, or the

complementarity determining regions (CDRs), of an antibody to l
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the constant reglons, or constant regions plus framework
reglons, of a different immunoglobulin. See, for instance,
EP-A-1684187, GB 2188638A or EP-A-239400.

As antibodies can be modified in a number of ways, the term
"antibody molecule™ should be conatrued as covering any
specific binding member or substance having an antibody
antigen-binding domain with the required specificity. Thus,
this term covers antibody fragments and derivatives, including
any polypeptide comprising an immunoglobulin antigen-binding
domain, whether natural or wholly or partially synthetic.
Chimeric molecules comprising an immunoglobulin binding
domain, or equivalent, fused to another polypeptide are
therefore included. Cloning and expression of chimeric
antibodies are described in EP-A-0120694 and EP-A-0125023.

Antigen binding domain

This deacribea the part of an antibody molecule which
comprises the area which specifically binds to and 1ia
complementary to part or all of'an antigen. Where an antigen
is large, an antibody may only bind to a particular part of
the antigen, which part is termed an epitope. An antigen
binding domain may be provided by one or more antibody
variable domains (e.g. a so-called Fd antibody fragment
conasisting of a VH domain). Preferably, an antigen binding
domain comprises an antibody light chain variable region (VL)
and an antibody heavy chaip variable region (VH).

Specific
This may be used to refer to the situation in which one member

of a specific binding pair will not show any significant
binding to molecules other than its specific binding
partner{(s). The term is also applicable where e.g. an antigen
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binding domain is specific for a particular epitope which is
carried by a number of antigens, in which case the specific
binding member carrying the antigen binding domain will be
able to bind to the variocus antigens carrying the epitope.

Comprise
This 1s generally used in the sense of include, that is to say
permitting the presence of one or more features or components.

Igolated
This refers to the state in which specific binding members of

the invention, or nucleic acid encoding such binding members,
will generally be in accordance with the present invention.
Members and nuclelc acid will be free or substantially free of
material with which they are naturally associated such as
other polypeptidea or nucleic acids with which they are found
in their natural environment, or the environment in which they
are prepared (e.g. cell culture) when such preparation is by
recombinant DNA technology practised in vitro or in vivo.
Members and nucleic aclid may be formulated with diluents or
adjuvants and stll) for practical purposes be isolated - for
example the members wlll normally be mixed with gelatin or
other carriers 1f used to coat microtitre plates for use in
immunoassays, or will be mixed with pharmaceutically
acceptable carriers or diluents when used in diagnosis or
therapy. Specific binding members may be glycosylated, either
naturally or by syatems of heterologous eukaryotic cells {e.g.
CHO or NS0 (ECACC 85110503) cells, or they may be (for example
if produced by expression in a prokaryotic cell)
unglycoaylated.

By "substantially as set out" it 1s meant that the relevant
CDR or VH or VL domain of the invention will be either
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identical or highly similar to the specified reglons of which
the sequence is set out herein. By "highly similar™ it is
c;ntemplated that from 1 to 5, preferably from 1 to 4 such as
lto3orlor 2, or 3 or 4, substitutions may be made in the
CDR and/or VH or VL domain.

The structure for carrying a CDR of the invention will
generally be of an antibody heavy or 1light chain sequence or
substantial portion thereof in which the CDR is located at a
location corresponding to the CDR of naturally occurring VH
and VL antibody variable domalns encoded by rearranged
immunoglobulin genes. The structures and locations of
immunoglobulin variable domains may be determined by reference
to (Kabat, E.A. et al, Sequences of Proteins of Immunological
Intereat. S5th Edltion. US Department of Health and Human
Services. 1991, and updates thereof, now available on the
Internet (http://immuno.bme.nwu.edu or find “Kabat” using any

search enginej.

Preferably, a CDR amino acid sequence substantially as set out
herein is carrxled as a CDR in a human variable domain or a
substantial portion thereof. The L19 VH CDR3 and/or L19 VL
CDR3 sequences substantially as set out herein may be used in
preferred embodiments of the present invention and it is
preferred that each of these is carried as a CDR3 in a human
heavy or light chain variable domain, as the case may be, or a
substantial portion thereof.

A substantial portion of an immunoglobulin wvariable domain
will comprise at least the three CDR regiona, together with
thelr intervening framework regions. Preferably, the portion
wlll also include at least about 50% of either or both of the
first and fourth framework regions, the 50% being the C-
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terminal 50% of the .first framework region and the N-terminal
50% of the fourth framework region. Additional residues at
the N-terminal or C-terminal end of the substantial part of
the variable domain may be those not normally associated with
naturally occurring variable domain reglona. For example,
conatructlion of specific binding membera of the present
invention made by recombinant DNA techniques may result in the
introduction of N- or C-terminal residues encoded by linkers
introduced to facllitate cloning or other manipulation steps.
Other manipulation steps include the introduction of linkers
to join variable domains of the invention to further protein
sequences includiné immunoglobulin heavy chains, other
variable domains or protein labels as discussed in more

detalls below.

In an IgGl antibody molecule according to the present
invention, VL domains may be attached at the C-terminal end to
antibody light chain constant domains including human Cx or CA

chains, preferably Cx chaina.

In addition to being labelled with "®Br, 7'Br, #31, 1241, 1317
and/or #*At, specific binding members of the invention may be
labelled with a second detectable or functional label.
Detectable labels are described below and include radiolabels
such as radlolsotopes of Technetium, Indium, Yttrium, Copper,
Lutetium or Rhenium, in particular %"rc, %®rc, 1%%Re, 1%%Re,
7n, @6y, 8y, 31,, ¥cu and "'Cu, which may be attached to
antibodlies of the invention using conventional chemistry known
in the art of antibody imaging as described herein. Other
radlolsotopes that may be used include 2%pb, *Ga, %®Ga, %3gc,
V8¢, Yomrn, YRu, %cu, ®cu, "y, My, ®y, g, iy, 18g, e,

5ph, Y"Lu, ™Lu and °F.
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Labels also include enzyme labels such as horseradish
peroxlidase. Labels further include chemlical moileties such as
biotin which may be detected via binding to a specific cognate
detectable moiety, e.g. labelled avidin.

An example labelling protocol is as follows:

To radiolabel the specific binding members directly, the
cysteine bridged molecules are first reduced by an appropriate
reducing agent e.g. stannous(II)chloride, Tris{2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP) generating free cysteine SH-groups
that can react with isotopes e.g. Tc or Re. In this particular
procedure, the permetalates obtained from an instant generator
system are reduced by a reducing agent e.g. stannous(II)chloride
in the presence of an auxillary ligand e.g. sodium tartrate and
the API (detalls are provided below in the experimental

section).

Indirect labeling with e.g. indium, yttrium, lanthanides ox
technetium and rhenium may be performed by pre-conjugating a
chelating ligand, preferably derived from ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA), diethylene triamine pentaacetic acid
(DTPA), cyclohexyl 1,2-diamine tetraacetic acid (CDTA),
ethyleneglycol~0,0"-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’ ,N°-diacetic acid
(HBED), triethylene tetraamine hexaacetic acid (TTHA), 1,4,7,10~
tetraazacyclododecane-N,N",N" ' *~-tetraacetic acid (DOTA), 1,4,7-
triazacyclononane-N,N*,N'“-triacetic acid (NOTA), 1,4,8,11-
tetraazacyclotetradecane-N,N*,N'*,N" " "~tetraacetic acid (TETA),
mercaptoacetyl diglycine (MAG;)}, mercaptoacetyl triglycine
(MAG3;) , mercaptoacetyl glycyl cysteine (MAGC), cysteinyl glycyl
cysteine (CGC) to either amine of thiol groups of the specific
binding member. The chelating ligands possess a suitable
coupling group e.g. active esters, maleimides, thiocarbamates or
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c-halogenated acetamide moieties. For conjugating chelating

ligands to amine groups e.g. g-NH;-groups of lysine residues
previous reduction of the L-19-SIP compound is not required.

Methods of labelllng a specific binding member may comprise
conjugating an activated bi-functional halogen carriler
contalning a radioiosotope selected from the group consisting
of "Br, "Br, 11, %1, 1 and ?aAt to a lysine residue or N
terminus, and to a cysteine residue of the specific binding
member. The method may comprise conjugating the halogen
carrier to a lysine or cysteilne residue of the specific
binding member, or to the N terminus of the specific binding
member. Either or both of (1) a cysteine residue and (ii) a
lysine residue or the N terminus, may be labelled with the
same or a different radiolsotope according to.the invention.

Specific binding m;mbers of the present invention are designed
to be used in methods of diagnosis or treatment in human or
animal subjects, preferably human. The specific binding
members are especially suitable for use in methods of
radiotherapy and radiodiagnosis.

Accordingly, further aspects of the invention pkovide methods
of treatment comprising administration of a specific binding
member as provided, pharmaceutical compositions comprising
such a specific binding member, and use of such a specific
binding member in the manufacture of a medicament for
administration, for example in a method of making a medicament
or pharmaceutical composition comprising formulating the
specific binding member with a pharmaceutically acceptable
excipient. )
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Clinical indications in which a specific binding member of the
invention may be used to provide therapeutic benefit include
tumors such as any solid tumor, also other leaiona.of
pathological anglogenesis, including rheumatoid arthritis,

diabetic retinopathy, age-related macular degeneration, and

angiomas.

Speclfic binding members according to the invention may be
used in a mathod of treatment of the human or animal body,
such as a method of treatment (which may include prophylactic
treatment) of a disease or disorder in a human patlent which
comprises administering to said patient an effective amount of
a specific binding member of the invention. Preferably, the
treatment is radiotherapy. Conditions treatable in accordance

with the present invention are discussed elsewhere herein.

Specific binding members according to the invention may be
used in SPECT imaging, PET imaging and therapy. Praferred
isotopes for SPECT imaging include '**I and %!I. A preferred
isotope for PET is 3'I. 131 is a preferred isotope for use in

therapy.

Due to the use of different isotopes of one element for
imaging and therapy the biodistribution of the respective
immunoconjugates is ldentical. This is an advantage compared
with other approaches which are using !!'In-labeled derivatives
for imaging in order to predict the biocdistribution of the
respective *°Y-labeled therapeutic derivatives because the
biodistribution of corresponding In and %y labeled
derivatives could be different; see Carrasquillo J.A. et al.

(1999) J Nucl Med 40: 268-276.
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Accordingly, further aspects of the invention provide methods
of treatment comprising administration of a specific binding
member as provided, pharmaceutical compositions comprising
such a specific binding member, and use of such a specific
binding member in the manufacture of a medicament for
administration, for example in.a method of making a medicament
or pharmaceutical composition comprising formulating the
specific binding member with a pharmaceutically’ acceptable

excipient.

In accordance with the present inventlon, composlitions
provided may be administered to individuals. Administration
is preferably in a "therapeutically effective amount”™, thias
being sufficient to show beneflt to a patlient. Such benefit
may he at least amelioration of at least one symptom. The
actual amount administered, and rate and time-course of
administration, will depend on the nature and severity of what
i1s beihg treated. Prescription of treatment, e.g. decisions
on dosage etc, is within the responsibility of general
practitioners and other medical doctors. Appropriate doses of
antibody are well known in the art; see Ledermann J.A. et al.
(1991) Int J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K.D. et al. (1991)
Antibody, Immunoconjugates and Radlopharmaceuticals 4: 915-

922. .

A composition may be administered alone or in combination with
other treatments, either simultaneously or sequentially
dependent upon the condition to be treated.

Specific binding members of the present invention, including
those comprising an antlbody antigen-binding domain, may be
administered to a patient in need of treatment via any
suitable route, usually by injection into the bloodstream
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and/or directly into the site to be treated, e.g: tumor.
Preferably, the specific binding member is parenterally
administered. The precise dose will depend upon a number of
factors, the route of treatment, the size and location of the
area to be treated (e.g. tumor), the precise nature of the
antibody (e.g. whole IgGl antibody molecule, mini-
immunoglobulin molecule}, and the nature of any detectable
label or other molecule attached to the antibody molecule. A
typical antibody dose will be in the range 10-50 mg.

This 13 a dose for a aingle treatment of an adult patient,
which may be proportionally adjusted for children and infants,
and also adjusted for other antibody formats in proportion to
molecular weight. Treatments may be repeated at daily, twice-
weekly, weekly or monthly intervals, at the discretion of the
physician.

Specific binding members of the present invention will usually
be administered in the form of a pharmaceutical composition,
which-may comprise at leaat one component in addition to the
apecific binding member.

Thua pharmaceutical compositions according to the present
invention, and for use in accordance with the present
invention, may comprise, in addition to active ingredient, a
pharmaceutically acceptable exciplent, carrier, buffer,
atabiliser or other materials well known to those skilled in
the art. 8uch materials should be non-toxic and should not
interfere with the efficacy of the active ingredient. The
precise nature of the carrier or other material will depend on
the route of administration, which may be oral, or by

injection, e.g. intravenous.
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For intravenous, injection, or injection at the site of
affliction, the active ingredient will be in the form of a
parenterally acceptable aqueous solution which is pyrogen-free
and has suitable pH, isotonicity and stability. Those of
relevant skill in the art are well able to prepare suitable
solutions using, for example, isotonic vehicles such as Sodium
Chloride Injection, Ringer's Injection, Lactated Ringer's
Injection. Preservatives, stabilisers, buffers, antioxidants
and/or other additives may be included, as required.

A composition may be administered alone or in c¢ombination with
other treatments, either simultaneously or sequentially
dependent upon the condition to be treated. Other treatments
may include the administration of suitable doses of pain
relief drugs such as non-steroidal anti-inflammatory drugs
(e.g. aspirin, paracetamol, ibuprofen or ketoprofen) or

opiates such as morphine, or anti-emetics.

The present invention provides a method comprising causing or
allowing binding of a specific binding member as provided
herein to ED-B. As noted, such binding may take place in
vivo, e.g. following administration of a specific binding
member, or nucleic acid encoding a specific binding member, or
it may take place in vitro, for example in ELISA, Western
blotting, immunocytochemistry, lmmuno-precipitation or
affinity chromatography.

The amount of binding of specific binding member to ED-B may
be determined. Quantitation may be related to the amount of
the antiéen in a test sample, which may be of diagnostic
interest, which may be of diagnostic interest.
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The reactivitles of antibodies on a sample may be determined
by any appropriate means. Radioimmunocassay (RIA) i1s one
possibility. Radioactive labelled antigen is mixed with
unlabelled antigen (the test sample) and allowed to bind to
the antibody. Bound antigen is physically separated from
unbound antigen and the amount of radiocactive antigen bound to
the antibody determined. The more antigen there is in the.
test sample the less radioactive antigen wlll bind to the
antibody. A competitive binding assay may also be used with
non-radioactive antigen, nsing antigen or an analogue linked
to a reporter molecule. The reporter molecule may be a
fluorochrome, phosphor or laser dye with spectrally isolated
absorption or emission characteristics. Suitable
fluorochromes include fluorescein, rhodamine, phycoerythrin
and Texas Red. Sultable chromogenic dyea include
diaminobenzidine.

Other reporters include macromoclecular colloldal particles or
particulate material such as latex beads that are coloured,
magnetic or paramagnetic, and biologically or chemically
active agents that can directly or indirectly cause detectable
signals to be visually observed, electronically detected or
otherwlse recorded. These molecules may be enzymes which
catalyse reactions that develop or change colours or cause
changes in electrical properties, for example. They may be
molecularly excitable, such that electronic transitions
between energy states result in characteristic spectral
absorptions or emisaions. They may include chemical: entities
used in conjunction with biosensors. Biotin/avidin or
biotin/streptavidin and alkaline phosphatase detection systems
may be employed.

N
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The signals generated by individual antibody-reporter
conjugates may be used to derive quantifiable absolute or
relative data of the relevant antibody binding in samples

(normal and taest).

The present invention further extends to a specific binding
nember which competes for binding to ED-B with any specific
binding member which both binde the antigen and comprises a V
domain including a CDR with amino acld substantially as set
out herein, preferably a VH domain comprising VH CDR3 of SEQ
ID NO. 3. Competition between binding members may be assayed
easily in vitro, for example by tagging a specific reporter
molecule to one binding member which can he detected in the
presence of other untagged binding member(s), to enable

identification of specific binding members which bind the same

epitope or an overlapping epltope. Competition may be
determined for example using the ELISA as described in
Carnemolla et al. (24 1996).

As stated above, methods of producing specific binding members

according to’'the invention may comprise expressing encoding
nucleic acid, and may optionally involve culturing host cells
under conditions for production of the specific binding
member. Specific binding members and encoding nuclelc acid
molecules and vectors according to or for use in the present
invention may be provided isoclated and/or purified, e.g. from
their natural environment, in substantially pure or
homogeneous form, or, in the case of nucleic acid, free or
substantially free of nucleic acid or genes origin other than
the sequence encoding a polypeptide with the required

function.

63
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Nucleic acid used according to the present invention may
comprise DNA or RNA and may be wholly or partially synthetic.
Reference to a nucleotide sequence as set out herein
encompasses a DNA molecule with the specified sequence, and
encompasses a RNA molecule with the specified sequence in
which U is substituted for T, unless context requires

otherwise.

Systems for cloning and expresasion of a polypeptide in a
variety of different host cells are well known. Sultable host
cells include bacteria, mammallian cells, yeast and baculovirus
systems. Mammalian cell lines available in the art for
expression of a heterologous polypeptide include Chinese
hamster ovary cells, HeLa cells, baby hamatér kidney cells,
NSO mouse melanoma cells and many others. A common, preferred
bacterial host 1s E. coll.

The expression of antibodies and antibody fragments in
prokaryotic cells such as E. coli is well established in the
art. For a review; see for example Pliickthun, A.
Bio/Technology 9: 545~551 (1991). Expression in eukaryotic
cells in culture is also available to those skilled in the art
as an option for production of a specific binding member, see
for recent reviewa, for example Ref, M.E. (1993) Curr. Opinion
Biotech. 4: 573-576; Trill J.J. et al. (1995) Curr. Opinion
Blotech 6: 553-560.

Suitable vectors can be chosen or constructed, containing
appropriate regulatory sequences, including promoter
sequences, terminator sequencea, polyadenylation sequences,
enhancer sequences, marker genes and other sequencesa as
appropriate. Vectors may be plasmids, viral e.g. 'phage, or
phagemid, as appropriate. For further details see, for
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example, Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 3nd edition,
Sambrook et al., 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Many known techniques and protocols for manipulation of
nucleic aclid, for example in preparation of nucleic acid
constructs, mutagenesis, sequencing, introduction of DNA into
cells and gene expression, and analysis of proteins, are
described in detail in Current Protocols in Molecular Blology,
Second Edition, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992.
The disclosures of Sambrook et al. and Ausubel et al. are

incorporated herein by reference.

A method of producing a specific binding member according to
the invention may further comprise introducing encoding
nucleic acid into a host cell. The introduction may employ
any available technique. For eukaryotic cells, sultable
techniques may include calcium phosphate transfection, DEAE-
Dextran, electroporation, liposome-mediated transfection and
transduction using retrovirua or other virus, e.g. vaccinla
or, for insect cells, baculovirus. For bacterial cells,
suitable techniques may include calcium chloride
transformation, electroporation and transfection using

bacteriophage.

The introduction may be followed by causing or allowing
expresslon from the nucleic acid, e.g. by culturing hoat cells
under conditions for expression of the gene.

In one embodiment, the nuclelc acid of the invention is -
integrated into the genome (e.g. chromosome) of the host cell.
Integration may be promoted by inclusion of sequences which
promote recombination with the genoms, in accordance with

standard techniques.
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Further aspects and embodiments of the present invention will
be apparent to those skilled in the art in the light of the
present disclosure including the following experimental
exemplification. Methods for synthesls and labelling of the
specific binding members of the present invention are more fully
illustrated in the following examples. These examples are shown
by way of illustration and not by way of limitation.All
documents mentioned anywhere in this specification and

incorporated by reference.

EXPERIMENTAL, EXEMPLIFICATION OF ASPECTS AND EMBODIMENTS OF THE
PRESENT INVENTION

1. Preparation and characterisation of specific binding

members according to the present invention

The following examples use radiolabelled peptide compounds
L19-SIP.

1.1 Synthesis of I-131-5L19-5IP (Chloramine-T Method)

200 pg L19~SIP in 230pl PBS (0.2 M PBS, pH 7.4) were placed in
a reaction vial, mixed with 185 MBg [*'I]NaI, and reacted with
30 pL. of a freshly prepared solution of Chloramine-T (2 mg/mlL)
in 0.2 M PBS (pH 7.4). After 1 min, 50 pL of a solution of
Nai8;0s (10 mg/mL in PBS 0.2 M, pH 7.4). ¥I-labeled L19-SIP
was purified by gel-chromatography using a NAP-5 column
(Amersham, Eluent: PBS), pre-=blocked with 5 ml of 0.5 & bovine
serum albumin in PBS.

Radiochemical yield: 45.7 %.
Radlochemical purity: 88.3 % (SDS-PAGE).
Specific activity: 31.7 MBg/nmol.

Immunoreactivity: 76 %



L0

L5

g_ﬁ

W 2005023318 PCT/EP2004/009733 6?

28

1.2 Synthesis of I-131-L19-SIP (iodogen method)}

800 ug L19-SIP in 800 pl PBS (0.2 M PBS, pH 7.4) and 500 MBq
[**¥71]NaI were mixed and placed in a reaction vial (iodogen
tube, Pierce Inc.). The mixture was shaken gently, over a
period of 30 min at room temperature. !*'I-labeled L19-SIP was
purified by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS), pre-blocked with 5 ml of 0.5 % bovine serum

albumin in PBS.

Radiochemical yleld:93.2 %.
Radiochemical purity: 91.1 & (SDS—~PAGE).
Specific activity: " 46.6 MBg/nmol.

Immunoreactivity: 78 %

1.3 Synthesis of I-123-L19-SIP (lodogen method)

200 pg L19-SIP in 230 pl PBS (0.2 M PBS, pH 7.4) and 200 MBg
[¥I]NaI were mixed and placed in a reaction vial (iodogen
tube, Pierca. Inc.). The mixture was shaken gently, over a
period of 30 min at room temperature. 3I-labeled L19-SIP was
purified by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS), pre-blocked with 5 ml of 0.5 % bovine serum

albumin in PBS.

Radlochemical yield: 81.6 &. .
Radiochemical purity: 89.6 % (SDS-PAGE).
Specific activity: 61.2 MBg/nmol.

Immunoreactivity: 84 &
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1,4 Synthesigs of I-124-119-SIP (lodogen method)

200 pg L19-SIP in 230 pl PBS (0.2 M PBS, pH 7.4) and 50 MBq
[121]NaI were mixed and placed in a reaction vial (iodogen
tube, Pierce Inc.). 'The mixture was shaken gently, over a
period of 30 min at room temperature. ?'I-labeled L19~SIP was
purified by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS), pre~blocked with 5 ml of 0.5 % bovine serum

albumin in PBS.

Radiochemical yield:84.5 &.

Radiochemical purity: B9.6 % (SDS~PAGE).
Speciflc activity: 22.8 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 86 %

1,5 Synthesis of (3-(4-hydroxy-3-['''I]iodo-phenyl)-
proplonate) ~L19-SIP

500 pg (3-(4-hydroxy-phenyl)-N~{sulfonato-succinimidyl)
propionate) was dissolved in 1 mL of DMSO. Ten microliters of
Chloramine-T (5 mg/ml in PBS) were mixed with 74 MBq [**'I]NaI,
neutralized with 15 pL of PBS (0.2 M, pH 7.4). One microliter
of the (3-(4-hydroxy-phenyl)-N-{sulfonato-succinimidyl)
propionate) solution is added to the Chloramine-T/['*'I]NaI
solution and the mixture is allowed to react for 1 min. The
reaction is stopped by the addition of 40 pL of a solution of
NazSi0s (10 mg/mL in PBS 0.2 M, pH 7.4), followed by the
immediate addition of 200 pg L19%-SIP in 230 pl borate buffer
(0.2 M PBS, pH 8.5),

{3- (4-hydroxy-3-[131])iodo-phenyl) -propionate) -L19-SIP was
purified by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS), pre-blocked with 5 ml of 0.5 % bovine serum
albumin ln PBS.
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Radlochemical yleld:37.2 &.

Radiochemical purity: 94.6 & (SDS-PAGE).
Specific activity: 10.3 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 69 %

1.8 MIRD calculatlions of I-131-L19-8IP

Based on blodistribution data in tumor-bearing mice absorbed

doses of the I-131 labeled L19-SIP could be calculated by the
MIRD formalism. Biokinetic modeling was performed with the %
ID data of I-131-L19~SIP in human glioblastoma (U251) bearing
mice. The residence times were calculated as the areas under
the curve of bi~ and mono-exponantial functions integrated
from zero to infinity including the bioleogical and physical
half-life of the compound.

Consldering the mouse organs as both the radiation source and
the radiation target absorbed organ dosea as self-to-self
doses (no radiation cross fire) could be estimated for I-131~
L19-SIP using S-values from the MIRDOSE 3.1 software.

Mouse organ doses (mGy/ MBQq):

Liver 50
Kidneys 160
Spleen 50
Lung 220
Ovaries 180-410 (depending on ovulation cycle status

and ED-B expression)

Uterus 600 (depending on ovulation cycle status and
ED-B expression)

Testis 55

Blood 130

4

2
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Red Marrow 50 (calculation based on the blood dose)
Tumor 940 (calculated for a 100 mg tumor)

Using the calculated residence times in the MIRDOSE 3.1
program human absorbed dosea can be estimated for the I-131-
L19-8IP.

Human organ doses (mGy/ MBq):

Adrenals 9.46E-02
Brain 1.64E-02
Breasts 7.33E-02
Gall bladder 1.00E-01
LLI Wall 4,47E-01
Small Intestine 1.10E-01
Stomach 9.45E-02
ULI Wall 2.11E-01
Heart Wall 6.22E-02
Kidneys 1.86B-01
Liver 7.46E-02
Lungs 7.04E-02
Muscle 8.71E-02
Ovarlies 8.07E-01
Pancreas 1.15E-01
Red Marrow 9.11E-02
Bone Surface 9.74E-02
Skin 7.20B-02
Spleen 7.11E-02
Testes 2.38E-01
Thymua 8.55E-02
Thyroid 8.54E-02
Urin Bladder Wall 7.19E-01
Uterus 4,.72E-01
Total Body 8.78E-02
EFF DOSE EQUIV 3.60E-01
EFF DOSE 3.21E-01

It was concluded that the Red Marrow and the reproductive
organa (ovaries/ uterus and testes) would be the dose limiting
organs. Nevertheless, the therapeutic window based on the
dosimetric calculations looked favorable and promising. A
Tumor dose to Red Marrow dose ratio of 18 was found. Thus, I-
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131-L19-8SIP displayed a remarkable 18-fold higher dose

delivered to the tumor than to the red marrow.

1.7 Tumor treatment study after single i.v. injection of I-
131-L19~-SIP into tumor bearing nude mice

I-131-L19-SIP was injected once intraveneously into U251
(glioblastoma) bearing nude mice (body weight about 27 g). The
investigated doses were 37 MBq and 74 MBq, respectively. In
addition, a control group of animals (injected once with
physiological saline) was investigated. During the days after
injection, the tumor size (given in mm?) was determined using a

caliper.

The growth of U251 tumors in nude monitored after single
intravenous injection of physiological saline and I-131-L19-
SIP, respectively, is shown in Figure 6.

A single injection of the I-131-L19-SIP with 74 MBq per animal
showed a pronounced effect on the growth of U251-tumora
resulting in a stasis for 18 days. The same was true for the
low dose group (37 MBq) except a slight tumor growth which was
started during the last 5 days for the low dose group. In
contrast, tumors of the control group grew continuously during
the whole observation period.

The resultas of this investigation show excellent potential of
I-131-1L19-8IP for the treatment of sollid tumors.

1.8 Imaging of I-123-L19-SIP after single 1.v. injection into

tumor bearing nude mice

The substance of the invention was injected intraveneously in
a dose of about 9.25 MBq into F9 (teratocarcinoma) bearing

7
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nude mice (body weight about 25 g). Gamma-camera imaging was
carried out at various times after administration of the

substance.

By planar scintigraphy of I-123-L19-SIP in F9
(teratocarcinoma) bearing nude mice 4 hours after injection
and 24 hours aftér injection, the tumor could be clearly
depicted. At 4 hours after injection, beslides the strong
vptake in the tumor only a slight background in the rest of
the body (not bound to a particular organ but derived from the
blood pool) could be detected. Whereas the signal in the tumor
maintained, the background signal in the rest of the body
disappeared over time. Thus, at 24 hours post injection only
the tumor could be detected.

The results of this investigation shows the excellent
potential of I-123-L19-SIP for the imaging of solid tumors.

2. Further Examples and Experiments

MATERIALS AND METHODS .

Preparation and expression of scFv, small Immunoprotein (SIP)
and IgGl constructs scFv

The scFv(L19) (Figure 1A) is an affinity matured (Kd=5.4x10"
M) antibody fragment specifically directed against the ED-B
domain of fibronectin (13 Pini et al., 1998). The scFv(D1l.3)
(7 McCafferty et al.; 26 Nerl et al., 1997), a mouse-anti-hen
egg white lysozyme acFv, was used as a control. These scFvs
were expressed in E. Coll strain HB2151 (Maxim Biotech, San
Francisco CA) according to Pini et al. (34 1997).
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Mini-immunoglobulin

To construct the L19 small immunoproteln (L19-~-SIP) gene
(Figure 1C} the DNA sequence coding for the acFv(L19) was
amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) using Pwo DNA
Polymerase (Roche}, according to manufacturer’s
recommendations, with primers BC-618
{gtgtgcactcggaggtgcagetgttggagtetggg - SEQ ID NO. 8) and BC-
619 (gcctccggatttgatttocaccttggtoccttggee - SEQ ID NO. 9),
containing ApaLI and BspEI restrictlon sites, respectively.
The amplification product was inserted ApalLI/BspEXI in the pUT-
eSIP vector, which provides the scFv gene with a secretion
signal, required for secretion of proteins in the
extracellular medium. The pUT-eSIP vector was obtalned from
the previously described pUT-SIP-long (33 Li et al., 1997)
after substituting the human constant yl-CH3 domain with the
CH4 domain of the human IgE secretory isoform IgE-S52 (eg,,-CH4;
35 Batlata et al., 1996). CH4 is the domain that allows
dimerization in the IgE molecule and the g,; isoform c?ntaina a

cysteine at the carboxyterminal end, which stabilizes the IgE

‘dimer through an inter-chain disulphide bond. In the final SIP

molecule the ScFv(L19) was connected to the e£s;-CH4 domain by a
short GGSG linker. The SIP gene was then excised from the
plasmid pUT-eSIP-L19 with HindIII and EcoRI restriction
enzymes and cloned into the mammalian expression vector pcDNA3
{(Invitrogen, Groningen, The Netherlands), which contains the
Cytomegalovirus (€MV) promoter, in order to obtaln the
construct pcDNA3-L19-SIP.

The DNA sequence coding for scFv(D1.3) was amplified using the
primers BC-721 (ctcgtgcactcgcaggtgcagctgcaggagtca - SEQ ID NO.
10) and BC-732 (ctctccggaccgtttgatctegegettggt - SEQ ID NO.

11} and inserted ApalLl/BapEI in the pUT-eSIP vector. The D1.3-

43



WO 2005/023318 35 PCT/EP2004/009733 ;q

SIP gene was then excised from the pUT-eSIP-D1.3 with HindIII
and EcoRI restriction enzymes and cloned into pcDNA3, in order
to obtain the construct pcDNA3-D1.3-8SIP.

These constructs were used to transfect SP2/0 murine myelona
cells (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD,
USA) using FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche), following
the protocol for adherent cells, optimized by the
manufacturer. Transfectomas were grown in DMEM supplemented
wit@ 10% FCS and selected using 750 pg/ml of Geneticin (G418,
Calblochem, San Diego, CA). -

IgGl

To prepare complete IgGl, the variable region of the L19 heavy
chain (L19-VH), together with its secretion peptide sequence,
was excised with HindIII and XhoI from the previously
described L19-pUTeSIP and inserted in the pUC-IgGl vector,
containing the complete human yl constant heavy chain gene.
The recombinant IgGl gene was then excised from the pUC-IgGl-
L19-VH with HindIII and EcoRI and cloned into pcDNA3, to
obtain the construct pcDNA3-L19-IgGl.

For the preparation of the complete L19 light chain, L19-VL
was amplified from the L19-pUT-eSIP (described above) by PCR
using the primers BC-696 (tggtgtgcactcggaaattgtgttgacgcagtc -
SEQ ID NO., 12) and BC-697 (ctctcgtacgtttgatttccaccttggtec -
SEQ ID NO. 13}, containing ApalI and BeiWI restriction sites,
respectively. After digestion with ApalI and BsiWI, the
amplification product was inserted in the vector'pUT—SEC-hCR
containing the secretion signal sequence and the sequence of
the human constant x light chain. The recombinant light chain
gene was then exclsed from pUT-SEC-hCx-L19-VL with HindIII and
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XhoI and inserted in the pCMV2A, mammalian expression vector,
derived from a pcDNA3 vector by rehoving the resistance gene
to G418, to cobtain the construct pCMV2A-L19-kx.

Equimolar amounts of these constructs were used to cotransfect
5P2/0 murine myeloma cells as described above. Geneticin
gelected clones were screened in ELISA for the ability to
secrete chimeric immunoglobulin, complete of heavy and light

chains.

All DNA constructs were purlified using the Maxiprep system
from Qiagen (Hilden, Germany), and the DNA sequences of both
strands of the constructs were confirmed using the ABI PRISM
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Perkin Elmer, Foster City, CA). All restriction enzymes (RE)
were from Roche Dlagnoatics (Milan, Italy), with the exception
of BsiWI (New England Biolabs, Beverly, MA). After RE
digeation, inserts and vectors were recovered from agarose
gels using ‘the Qlagquick method {Qiagen}.

Purification and quality con?rol of antibodies
Immunoaffinity chromatography was performed to purify the
different antibodies according to the procedure described by
Carnemolla et al. (24 1996).

ED-B conjugated to Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech.,
Uppsala, Sweden) following manufacturer’s instructions (24
Carnemolla et al., 96) was used to immunopurify all different
L19 antibody formats, while a column of hen egg white lysozyme
(Sigma, St.Louls, USA) conjugated to Sepharcse 4B (Amersham
Pharmacia) was used for D1.3 antibodies.
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The immunopurified antibody formats L19-SIP and L19-IgGl
required no further purification and were dialyzed against
PBS, pH 7.4, at +4°C. Since scFvs obtained from immunoaffinity
chromatography are made up of two forms, monomeric and
dimeric, a second purification step, as described by Demartis
et al. (27 2001), was required to isolate the latter form.
Batches of the different antibody formats were prepared and
analyzed using SDS-PAGE under reducing and non-reducing
conditions, immunohistochemistry, size exclusion
chromatography (Superdex 200, Amersham Pharmacia Biotech) and
ELISA experiments.

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE), Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA), size
exclusion chromatography and immunohistochemistry

Screening ELISA experiments on the conditioned culture media
were performed according to Carnemolla et al. (24 1996). To
reveal the expression of the different L19 antibody formats,
the recombinant fragment 7B89 (24 Carnemolla et al., 1996},
containing the ED-B domain of FN, that includes the epitope
recognized by the L19, was immobilized on Maxisorp
immunoplates {(Nunc, Roskilde, Denmark). To detect D1.3
antibodies in ELISA eiperiments, hen egg white chicken
lysozyme (Sigma) was immobilized on NH2 surface EIA plates
(Costar, Cambridge, MA). A peroxidase-conjugated rabbit anti
human IgE (Pierce, Rockford, IL), diluted according to
manufacturer’s recommendations, was used as secondary antibody
to detect SIPs. A peroxidase-conjugated rabbit anti human IgG
(Plerce) was used in the case of IgGl. For the scFvs
containing the tag sequence FLAG, a mouse anti-human FLAG
monoclonal antibody (M2, Kodak) and a peroxidase-conjugated
goat anti-mouse antibody (Plierce) were used as secondary and
tertiary antibodies, respectively. In all cases the

Sg—
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immunoreactivity with the immobllized antigen was detected
using the substrate ABTS for peroxidase (Roche) and

photometric absorbance at 405 nm was measured.

A Superdex 200 (Amersham Pharmacia) chromatography column was
used to analyze the gel filtration profiles of the purified
antibodies under native conditions using fast protein liquid
chromatography (FPLC; Amersham Pharmacia).
Immunohistochemistry on different tissue cryostat sections was
performed as described by Castellanl et al. {22 1994) and 4-1B%
gradient SDS-PAGE was carried out according to Carnemolla et
al. (17 1989) under reducing and non-reducing conditions..

Animals and cell lines

Athymic-nude mice (8 week-old nude/nude CDl1 females) were
obtained from Harlan Italy (Correzzana, Milano, Italy), 128
(clone SvHsd) strain mice (8-10 weeks old, female) were
obtained from Harlar UK (Oxon, England). Mouse embryonal
teratocarcinoma cellep (¥9), human melanoma derived cells (SK-
MEL-28) and mouse myeloma cells (SP2/0) were purchased from
American Type Culture Collection (Rockville, MD). To induce
tumors, nude mice were subcutaneously injected with 16x10° SK-
MEL-28 cells, and 129 strain mice with 3x10f F9 cells. The
tumor volume was determined with the following formula:

(d) ?xDx0, 52, where d and D are, respectively, the short and
long dimensions (cm) of the tumor, measured wlth a caliper.
Housing, treatments and sacrifice of animals were carried out
according to national legislation (Italian law no. 116 of 27
January, 1992) regarding the protection of animals used for

scientific purposes.



10

15

WO 2005/023318 39 PCT/EP2004/009733

Radioiodination of recombinant antibodies

Radioiodination of proteins was achleved following the
Chizzonite indirect method (36 Riske et al.,1991) using IODO-
GEN Pre-coated Iodination tubes (Pierce) to activate Na'?’1
(NEN Life Sclience Products, Boston, MA) according to
manufacturer’s recommendations. In the reported experiments,
1.0 mCi of Na?5I was used for 0.Smg of protein. The
radiolabeled molecules were separated from free **I uasing PD10
(Amersham Pharmacia) columns pre-treated with 0.25% BSA and
equilibrated in PBS. The radioactivity of the samples was
established using a Crystal y-counter (Packard Instruments,
Milano, Italy). The immunoreactivity assay of the radiolabeled
protein was performed on a 200pl ED-B Sepharose column
saturated with 0.25% BSA in PBS. A known amount of
radloiodinated antibody, in 200yl of 0.25% BSA in PBS, was
applied on top and allowed to enter the column. The column was
then rinsed with 1.5 ml of 0.25% BSA in PBS to remove non-
specifically bound antibodies. Finally, the immunoreactive
bound materlal was eluted using 1.5 ml of 0.1M TEA, pH1l. The
radiocactivity of unbound and bound material was counted and
the percentage of immunoreactive antibodies was calculated.
Immunoreactivity was always higher than 90%.

To further analyze the radiolodinated antibodies a known
amount of radiolabeled protein in 200l was loaded onto the
Superdex 200 column. The retention volume of the different
proteins did not vary after radioiodination. For the three
radiolodinated L19 antibody formats and their negative
coﬁtrolu, the radioactivity recovery from the Superdex 200
column was 100% (Figure 3A, 3B and 3C).

%’
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Biodistribution experiments

To block non-specific accumulation of 2% Iodine in the stomach
and concentration in thyroid, 30 minutes before injection of
the radiolabeled antibodies mice ofally received 20 mg of
sodium perchlorate (Carlo Erba, Italy) in water. This
procedure was repeated at 24h intervals 'for the duration of
biodistribution experiments. Tumor-bearing mice were injected
in the tail vein with 0,1 nmoles of the different radiolabeled
antibodies (corresponding to 6 ug for scFva, 8 pg for SIPs and
18 pg for IgGs) in 100pl of saline. Three animals were
sacrificed per time point, the different organs including
tumor were exclsed, welghed, counted in a y-counter and then

1

fixed with 5% formaldehyde in PBS, pH 7.4, to be processed for

microautoradiographies, performed according to Tarli et al.
(23 1999).

The blood was sampled also for plaama preparation to determine
the stability of the radiolabeled molecules in the blood
stream using the already described immunoreactivity test and
the gel filtration analysis. In both cases 200 pl of plasma
were used. The radiocactive content of the different organs was
expressed as percentage of injected dose per gram (%ID/g).
The blood clearance parameters of the radioiodinated
antibodlies was fitted with a least squares minimization
procedure, using the MacIntosh Program Kaleidagraph (Synergy
Software, Reading PA, USA) and the equation:

X (t) = A exp (-{alpha t)) + B exp (-(beta t)
where X (t) 1s the %ID/g of radiolabeled antibody at time t.
This equation describes a bi-exponential blood clearance
profile, in which the amplitude of the alpha phase i1s defined
as A x 100 / (A + B) and the amplitude of the beta elimination
phase 1s defined as B x 100 / (A + B). Alpha and beta are rate
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parameters related to the half-livea of the corresponding
blood clearance ‘phases. T1/2 (alpha phase) = 1n2/alpha =
0.692.../alpha T1/2 (beta phase) = ln2/alpha = 0.692... /
alpha. X(0) was assumed to be eqﬁal to 40%; corresponding to a

blood volume of 2.5 ml in each mouse.
RESULTS

Antibody preparation

Using the variable regions of L19 (13 Pini et al., 1998)
different antlbody formats (scFv, mini-immunoglobulin and -
complete human IgGl) and their performance in vivo in

targeting tumoral vasculature.

Figure 1 shows the constructs-ﬁaed to express the different,
L19 antibody formats. Similar constructs were prepared using
the variable regions of the scFv speclfic for a non-relevant
antigen (D1.3; 7 McCarfferty:; 26 Nerl et al., 1997).

To obtain SIPs and IgGl, SP2/0 murine myeloma cells were
transfected Hitﬁ the constructs shown in Figure 1 and stable
transfectomas were selected using G418. The best producers
were determined by ELISA and these clones were expanded for
antibody purification. The purification of all three L19
antibody formats was based on immunoaffinity chromatography
uaing recombinant ED-B conjugated to Sépharoaa. The ylelds
were of about 8 mg/l.for scFv{L19), 10mg/l for L19-SIP, 3 ﬁé/l
for L19-IgGl. For the control proteins were used scFv(D1.3)
specific for hen-egg 1yaozyma,.and, using the variable regions
of scFv D1.3, D1.3-SIP was constructed. These two antibodies
were purified on hen-egg lysozyme conjugated to Sepharose. The
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yields were of 8 and 5 mg/l, respectively. As control for L19-
IgGl we used commercilally available human IgGl/x (Sigma).

SDS~PAGE analysis of the three purified L19 formata was
performed, under both reduclng and non-reducing conditions.
For scFv(L19).,, the apparent mass was, as expected, about 28
kDa under both reducing and non-reducing conditions (not
shown). The L19-SIP showed a molecular mass of nearly 80 kDa
under non-reducing conditions, and had a mass of about 40 kDa
under reducing conditions. The results demonstrated that more
than 95% of the native molecule exlsts as a covalently-linked
dimer. I119-IgGl showed, as expected, a main band of about 180
kDa under non-reducing conditions, while, under reducing
conditions, it showed two bands corresponding to the heavy
chain of about 55 kDa and the light chain of about 28 kDa.
Elution profiles of the three L19 antibody formats analyzed by
size exclusion chromatography (Superdex 200) were obtained. In
all three cases a single peak with a normal distribution, and
representing more than 98%, was éetected. Using a standard
calibration curve, the apparent molecular masses were 60 kDa
for scFv(L19)2, 80kDa for L19~8IP and 180kDa for L19-IgGl. In
addition, molecular aggregates that are often present in
recombinant protein preparations and that may invalidate the
results obtained in in vivo studies were demonstrated to be
absent. SDS-PAGE and size exclusion chromatography (Superdex
200) performed on the purified control proteins gave similar

resulta.

Using these three different L19 antibody formats,
immunohistochemical analyses were performed on cryostat
sections of SK-MEL-28 human melancma induced in nude mice, and
of F9 murine teratocarcinoma induced in 129 strain mice.
Optimal results were obtained at concentrations as low as



10

N, )

WO 2005023318 43

0.25-0.5 nM. All three purified L19 antibodies recoghized

identical structures.

In vivo stability of the radiolabeled L1% antibody formats
For in vivo biodistribution studies, SK-MEL-28 human melanoma
and F9 murine teratocarcinoma were used. SK-MEL-28 tumor has a
relatively slow growth rate while, F9 tumor grows rapidly
(Figure 2). Therefore, the use of SK-MEL-28 tumor enabled
long-lasting experiments {(up to 144h), while F9 tumor was
induced for short biodistribution studjes (up to 48h). All the
biodistribution experiments were performed when the tumors
were approximately 0.1-0.3 cm®’. For comparison of the various
antibody formats, equimolar amounts (0.1 nmol) in 100pl of
sterile saline were injected. Before injection, the
radioiodinated compounds were filtezred 0.22 pum and the
immunoreactivity and gel filtration profile were checked (see
Materials and Methods). Immunoreactivity of the radiolabeled

proteins was always more than 90%.

Figure 3 A-C reports the profiles of the gel filtration
analysis (Superdex 200)- of the radioiodinated L19 antibody

formats.

Blood samples were taken from treated animals at the different
time intervals from injection and the radiocactivity present in
plasma was analyzed for immunoreactlvity énd by gel filtration
chromatography. Gel filtration profiles showed a aingle major
peak, having the molecular mass of the injected protein, for
all three L19 antibody formats. Only the profile of the acFv
revealed a second peak having a higher molecular mass,
suggesting formation of aggregates (Figure 3 D-F).
Furthermore, the formation of large molecular mass aggregates
not eluting from the Superdex 200 column, was observed for

>
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scFv(L19)2. In fact, whlle the recovery from the Superdex 200
column was 90-100% of the applied radicactivity for both L19-
SIP and L19-IgG, the yleld of the loaded radiocactivity of
scFv(L19)2 was about 55%. The retained radiocactivity was
recovered only after washing the chromatography column with
0.5M NaOH, demonstrating that large aggregates were blocked on
the column filter (Table 1).

Table 1 also reports the results of the immunoreactivity test
performed on plasma (see Materials and Methods). Over the time
of the experiments, L19-SIP and L19-IgGl maintained the same
immunoreactivity in plasma as the starting reagents. On the
contrary, already 3 hours after injection the immunoreactivity
of acFv(L19)2 in plasma was reduced to leas than 40%.

Comparative biodistribution experiments

Tables 2 a, b, c and Figure 4 report the results obtained in
the biodistribution experiments with the radiolabeled 119
antibodies in SK-MEL-28 tumor bearing mice.

Tables 2 a,b,c show, at different times from i.v. injection of
the radiolabeled antibodies, the average (tSD) of the %ID/g of
tissues and organs, including tumors.

In Figure 4 are depicted the variations of the %ID/g of the
different antibody formats in tumor (A) and blood (B) at the
different times of the experiments, as well as the ratloas (C)
between the %ID/g in tumor and blood. All three L19 antibody
formats selectively accumulated in the tumor and the ratio of
Fhe %ID/g of tumor and other organs are reported in Table 3.
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As demonstrated by microautoradiography, the antibodies
accumulate only on the tumor vasculature, whereas no specific
accumulation on the wvasculature of normal organs was seen. By
contrast, no speclfic accumulation of the radioiodinated
control molecules in either tumors or normal tissues was found

(Tables 2 a, b, c).

All three L19 antibody formats showed a clearance that was
mediated mainly by the kidney, as determined by counting the
urine samples. As expected, clearance rate was faster for
scFv(L19)2 and slower for the complete L19~IgGl. Fitting of
the curve with a biexponential function yielded the half-live

values reported in Table 4.

Figure 5 depicts the variations in the $ID/g (1SD) of tumor
and blood obtained with the radioiodinated scFv{L19)2 and L19-
SIP using the F9 teratocarcinoma tumor model. Due to the high
anglogenic activity of F9 teratocarcinoma, accumulation of
radiocactive molecules in this tumor was 3 to 4 times higher, 3
and 6 h after i.v. injection than in SK-MEL-28 tumor and was
persistently higher for the 48h duration of the experiment. As
for SK-MEL-28 tumor, specific accumulation in tumor
vasculature was confirmed by microautoradiography, while no
specific tumor accumulation was seen after injection of the
control molecules. In Table 5 are reported the %ID/g of
L19(scFv) and L198IP, at different times after i1.v. injection,
in F9 tumors and other organs.

Synthesis of reduced L15-SIP

To a solution of 375ng (Snmol) L19-SIP in 422pnl PBS were added
50pl TCEP-solution (14.34mg TCEPxHCl/S5ml agqueous NaHPQO,, 0.1M,
pH = 7.4). The reaction mixture was gently shaken for lh at
37°C. Reduced L19-8IP was purified by gel-chromatography using
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a NAP-5 column (Amersham, Eluant: PBS). SDS-PAGE analysis of
the isolated product proofed the quantitative transformation
of L19-8IP to reduced L19-SIP.

Yield: 100.3pg/200pl PBS (26.7%).

Synthesis of Tc-99m-L1S8-SIP

3.0 mg disodium-L-tartrate were placed in a vial followed by

addition of 100.3pg reduced 1L19-SIP in 200nl PBS and the
solution was diluted with 100pl aqueous NaHPO-buffer (1M, pH
= 10.5). 85pn1 Tc-99m generator eluate (24h) and 10pl SnClz-
solution (5mg SnCla/lml 0.1M HCl) were added. The reaction
mixture was shaken for 0.5h at 37°C. Tc-99m-labeled L19-SIP
was purified by gel-chromatography using a NAP-5 column
(Amersham, Eluant: PBS).

Radiochemical yield: 35.6%.
Radiochemical purity: 90.2% (SDS-PAGE).
Specific activity: éG.4MBq/nmol.
Immunoreactivity: 91.4%

Synthesis of Tc-99m-MAG;-119-SIP Carboxy methyl-t-butyl
dilgulfide

A solution of 21.,75ml (0.312mol) l-mercapto-acetic acid,
43.5ml (0.312mol) triethylamine and 100g ({0.312mol) N-{tert.-
butylthio)~N,N'-di1-BOC-hydrazine in 11 EtOH (abs.) was heated
under reflux (N;-atmosphere) for 60h. EtOH was evaporated under
reduced pressure to a final volume of about 200ml. The residue
was poured in 1.81 H;0 and the pH of the resulting suspension
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was adjusted to 7.14 using 5Smolar NaOH. Di-BOC-hydrazine was
filtered off and the pH of the resulting solution was adjusted
to 2.2 using half-concentrated HCl. Crude material was
extracted from water 3x with 600 ml CHzCl,. The combined
organic layers were dried over MgS80, and the solvent was
evaporated under reduced pressure ylelding 41.1g (B80%) as a
yellow oil. The material was pure enough for further

synthesis.

N-(benzyloxycarbonyl-Gly)Gly t-butyl ester (Z-(N-Gly)Gly t-
butyl ester
A solution of 35.02g (ll4mmol) 2-Gly-OSuccinimide and 15g

{ll4mmol) Gly-O—"‘Bu in 1.41 CH;Cl; was stirred under N»-
atmosphere at room temperature for 20 h. The organic layer was
washed 3x with 250ml 1% aqueous citric acid, 2x with 200ml
half-saturated aqueous NaHCO; and 1x with 200ml water. The
organic layer was dried over anhydrous MgSO,. Evaporation of
CH;Clz under reduced preasure ylelded 36.5 g (99%) Z-Gly-Gly-O-
‘Bu as a yellow oil. The crude material was pure enough for

further synthesis.

Gly-Gly t-butyl ester

36.5 g (113 mmol) of Z-Gly-Gly-O'Bu were dissolved in 11 THF
followed by the addition of 3.65 g palladium on charcoal (10
%). The mixture was stirred under Hz atmosphere (latm) for 3h
at room temperature. The suspension was purged with Nj,
filtered (PTFE-filter: 0.45um) and the filtrate was
concentrated under reduced pressure ylelding 20.3g (95%) Gly-
Gly-0-*Bu as a yellow oil, The crude material was pure enough

for further synthesis.

Carboxy methyl-t-butyl disulfide glycyl glycine t-butylester
A solution of 23.85g (115.6mmol) DCC in 430ml CH;Cla was
dropwise added to a solution of 21.76 ¢ (115.6 mmol) Gly-Gly-

55
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0-*Bu, 20.84 g (115.6 mmol) Carboxy methyl-t-~butyl disulfide
and 13.3 g (115.6 mmol) NHS in 1 1 CHCla. The resulting
suspension was stirred over night under Nz—atmosphere at room
taemperature. After filtration the resulting solution was
washed 3x with 400ml half-saturated aqueous NaHCO3; and 1x with
400 ml water. The dried organic layer (MgS50,) was evaporated
under reduced pressure. The crude product was purified by
chromatography on silica gel using a solvent gradient ranging
from CHaCl;/MeOH 99:1 to CHz2Clz2/MeOH 98.5:1.5. 26.1g {64 %) were
isolated as a yellow oil. :

Mercaptoacetyl glycyl glycine

26.32g (75.09mmol)} Carboxy methyl-t-butyl disulfide glycyl
glycine t-butfl ester were dissolved in 233ml TFA under Np-
atmosphere. The resulting solution was stirred for 20min.at
room temperature. TFA was evaporated under reduced pressure
{5-10 x 1072mbar) and the resulting oil was dried under
atirring for additional 2h (5-10 x 10mbar}. After addition of
250ml Et,0 a white powder precipitated and the suspension was
stirred for 3h. The material was filtered off and resuspended
in 100ml Et20. The resulting suspension was stirred over night,
the product was filtered off and the material was dried at
room temperature under reduced pressure ylelding 20.46g

(92.5%) as a white powder. '

Mercaptoacetyl glycyl glycine NHS ester

Mercaptoacetyl glycyl glycine (lg, 3.4 mmol) and N-
hydroxysuccinimide (391 mg, 3.4 mmol) are combined in a dry
round bottom flask and dlssolved in anhydrous DMF (4 ml). DCC
{700 mg, 3.4 mmol) in anhydrous dioxane (2 ml) was added while
stirring the reactlon mixture. Within 15 min a precipitate
(DCU) begins to form. After 1 h the precipitate is removed by
vacuum filtration. The precipitate was washed with cold
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dioxane. The dioxane was removed from the filtrate. The
product was precipitated from the remaining DMF solution by
adding diethylether. The product was isolated by filtration,
washed with cold diethylether, and dried in a vacuum
desiccator overnight. Yield: 1.33 (99 %).

Synthesis of Tc-99m-MAGa-6-HN(Lys)-L19-8SIP

200 pg (2.66 nmol) non-reduced L19-SIP in 111 pl PBS were
diluted with 300 pl of sodium borate buffer (0.1M, pH B8.5) and
dialyzed 2 x 1 h with 200ml of phosphate buffer (0.1M, pH 8.5}
employing a Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Pierce-Inc., Rockford,
IL, U.S.A.). 50 pl of mercaptoacetyl glycyl glycine NHS ester
solution (0.50 mg dissolved in 500 pl of phosphate buffer,
0.1M, pH 8.5) were added and the reaction mixture was heated
for 3 h at 37°C. The reaction mixture was dialyzed 2 x 1 h and
1'x 17 h (over night) with 200 ml of phosphate buffer (0.1M,
pH B.5) each, employing the Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plerce
Inc., Rockford, IL, U.S.A.). 3.0 mg disodium-L-tartrate were
added to the vial followed by addition of. 90 pl Tc-99m
generator eluate (eluated dally) and 25pl SnClz—-solution (5Smg
SnClz/1ml 0.1M HCl) were added. The reaction mixture was shaken
for 0.5h at 37°C. Tc~99m-labeled L19-SIP was purified by gel-
chromatography using a NAP-5 column (Amersham, Eluent: PBS).

Radiochemical yield:55.1 %.

Radiochemical purity: 94.5 % (SDS-PAGE).

Specific actlvity: 15.2 MBg/nmol.

Immunoreactivity: 81.1 %Synthesis of Re-188-L19-SIP
3.0 mg disodium~L-tartrate were placed in a vlial followed by
addition of 150pg reduced L19-SIP-SH in 310pl PBS and the
asolution was diluted with 100p) aqueous NajHPO-buffer (1M, pR
= 10.5). 100pl Re-188 generator eluate and 50pl SnCly-solution
(5mg SnClz/1lml 0.1M HCl) were added. The reactlon mixture was
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shaken for 1.5h at 37°C. Re-1B88-labeled L19-SIP was purified
by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham, Eluent:

PBS) .

Radiochemical yield:34.8 §%.

Radiochemical purity: 897.2 % (SDS-PAGE)}.
Specific activity: 13.5 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 91.7 %

Synthesis of reduced L19-SIP for specific conjugation of EDTA,
CDTA, TETA, DTPA, TTHA, HBED, DOTA, NOTA, DO3A, and a like
type chelators to the Cystelne-SH group

50pl TCEP-solution (14.34mg TCEPxHC1/5ml aqueous NasHPO;, 0.1M,
pH = 7.4) were added to a solution of 375pg (5 nmol) L19-SIP
in 422pl1 PBS. The reaction mixture was gently shaken for 1lh at
37°C. Reduced L19-SIF was purified by gel-chromatography using
a NAP-5 column (Amersham, Eluent: sodium acetate buffer, 0.1M,
pH 5.0). SDS-PAGE analysis of the isolated product proofed the
quantitative transformation of L19-SIP into reduced L19-SIP.
Yield: 105.7pg/200pl (28.2%).

Synthesls of In-111-MX-DTPA-Malelmide~S (Cys)-L19-SIP-R

(R = reduced)

105 pg (2.8 nmol) reduced L19-SIP in 200 pl of sodium acetate
buffer (0.1M, pH 5) were reacted with 50nl of disaoclved
1,4,7-triaza-2- (N-maleimido ethylene p-amino)benzyl-1,7-

bis (carboxymethyl)-4~carboxymethyl 6-methyl heptane {0,25mg
DTPA-Maleimide in 500pl sodium acetate buffer 0.1M pH 5) for
3 h at 37°C. The reaction mixture was dialyzed 2 x 1 h with
200ml of sodium acetate buffer (0.1M, pH 6) employing a Slide-
A-Lyzer 10,000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, U.S.A.).
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80 pl [In-111]InCl; solution (HCl, 1N, 40 MBg, Amersham Inc.)
were added and the reaction mixture was heated at 37°C for 30

min.

In-111 labeled DTPA~Maleimide-3(Cys)-L19-SIP was purified by
gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham, Eluent:

PBS) .

Radlochemical yleld:51.6 %,

Radiochemical purity: 97.2 % (SDS-PAGE).
Specific activity: 7.9 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 88.5 %

Synthesis of MX-DITPA-Maleimide (1,4,7-triaza-2-(N-maleimido
ethylene p-amino)benzyl-l1l,7-blis(carboxymethyl)-4-carboxymethyl
6-methyl heptane)

512 mg (1 mmol) of {[3-(4-Amino-phenyl)-2- (bis—-carboxymethyl-
amino)-propyl] -[2-(bis-carboxymethyl-amino)-propyl]-amino}-
acetic acld (Macrocyclics Inc. Dallas, TX, U.S8.A.) and 707 mg
(7 mmol) triethylamine were dissolved in 3 ml dry DMF. 400 mg
(1,5 mmol) of 3-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl)-propionic
acid 2,5-dioxo-pyrrolidin-l-yl esater (Aldrich) in 1 ml dry DMF
were added drop-wisely. The solution was stirred for 5 h at
50° C. 30 ml of diethylether were added slowly. The reaction
mixture was stirred for further 30 min. The precipltate was
collected by filtering. The crude product was purified by RP-
HPLC (acetonitrile- : water- : trifluoracetic acid / 3 : 96,9

: 0,1 >99,9:0: 0,1). Yield: 61% (405 mg, -0,61 mmol). MS-
ESI: 664 = M' +1.
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Synthesis of In-111-MX-DTPA-g-HN(Lys)-L19-SIP

200 pg (2.66 nmol) non-reduced L19-SIP in 111 pl PBS were
diluted with 300 pl of sodium borate buffer (0.1M, pH 8.5) and
dialyzed 2 x 1 h with 200ml of sodium borate buffer (0.1M, pH
6.5) employlng a Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plierce Inc.,
Rockford, IL, U.S.A.). 50 pl of 1,4,7-triaza-2-{p-
isothlocyanato)benzyl-1l,7-bis (carboxymethyl)-4-carboxymethyl-
6-methyl heptane (MX-DTPA) solution (0.33 mg MX-DTPA dissolved
in 500 pl of sodium borate buffer, 0.1M, pH 8.5) were added
and the reaction mixture was heated for 3 h at 37°C. The -
reaction mixture was dlalyzed 2 x 1 h and 1 x 17 h (over
night) with 200 ml of sodium acetate buffer (0.1M, pH 6.0)
each, employing the Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plerce Inc.,
Rockford, IL, U.S.A.).

80 pl [In-111]InCl; solution (HCl, 1N, 40 MBqg, Amersham Inc.)
were added and the reaction mixture was heated at 37°C for 30
min. 1In-111 labeled MX-DTPA-g-HN{Lys)~L19-SIP was purified by
gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham, Eluent:
PBS) .

Radiochemical yleld:72.4 &.

Radiochemical purity: 80.3 &% (SDS—-PAGE).
Specific activity: 8.8 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 77.5 &

Synthesis of In-111 -DOTA-C-Bengyl-p-NCS —-8-HN(Lys)-L19-SIP
200 pg (2.66 nmol) non-reduced L19-SIP in 108 pl PBS were
diluted with 300 pl of sodium borate buffer (0.1M, pH 8.5) and
dialyzed 2 x 1 h with 200ml of sodium borate buffer (0.1M, pH
8.5) employing a Slide-A-Lyzer 10,000 MWNCO (Pierce Inc.,
Rockford, IL, U.8.A.). 50 pl of 1,4,7,10-tetraaza-2~-(p-
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isothiocyanato)benzyl cyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid
(benzyl-p—-SCN-DOTA, Macrocyclics Inc., Dallas TX, U.8.A.)
solution (1.5 mg benzyl-p-SCN-DOTA dissolved in 5 ml of sodium
borate buffer, 0.1M, pH B.5) were added to the solution and
the reaction mixture was heated for 3 h at 37°C. The reaction
mixture was dialyzed 2 x 1 h and 1 x 17 h {over night) with
200 ml of sodium acetate buffer (0.1M, pH 6.0) each, employing
the Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL,
U.S.A.).

80 pl {In-111]InCl; solution (HCl, 1N, 40 MBqg, Amexrsham Inc.)

were added and the reaction mixture was heated at 37°C for 30
min. In-111 labeled DOTA-C-Benzyl-p—-NCS-8-HN{(Lys)-L19-SIP was
purified by gel-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS).

Radiochemical yield:70.8 &.

Radiochemical purity: 92,1 & (SDS-PAGE).
Specific activity: 10.1 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 75.1 %

Synthesis of Y-88-MX-DTPA-g§-HN(Lys)-L19~SIP

200 pg (2.66 nmol) non-reduced L19~SIP in 110 pl PBS were
diluted with 300 pl of sodium borate buffer (0.1M, pH 8.5) and
dialyzed 2 x 1 h with 200ml of sodium borate buffer (0.1M, pH
8.5) employing a Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plerce Inc.,
Rockford, IL, U.S8.A.). 50 pl of MX-DTPA solution (0.33 mg MX~
DTPA dissolved in 500 pl of sodium borate buffer, 0.1M, pH
8.5) were added and the reaction mixture was heated for 3 h at
37°C. The reaction mixture was dialyzed 2 x 1 hand 1 x 17 h
(over night) with 200 ml of sodium acetate buffer (0.1M, pH



10

15

25

&S

WO 2005023318 PCT/EP2004/009733 ?_3

54

6.0) each, employing the Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Pierce
Inc., Rockford, IL, U.S.A.).

100 pl [Y-8B]YCls solution (HC1l, 1N, 75 MBq, Oak Ridge National
Lab.) were added and the reaction mixture was heated at 37°C
for 30 min, Y-88 labeled MX-DTPA-g-HN(Lys)-L19-SIP was
purified by gel—-chromatography using a NAP-5 column (Amersham,
Eluent: PBS).

Radiochemical yield:68.1 &.

Radiochemical purity: 91.5 % (SDS-PAGE).
Specific activity: 11.4 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 70.5%

Synthesis of Lu-177 —DOIA—C-Benzylfp-NCE--aaﬂwﬂhya)-LIS-SIP
200 pg {2.66 nmol) non-reduced L19-SIP in 120 upl PBS were
dissolved with 300 pl of sodium borate buffer (0.1M, pH 8.5}
and dialyzed 2 x 1 h with 200ml of sodium borate buffer (0.1M,
pH 8.5) employing a Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plerce Inc.,
Rockford, IL, U.S.A.). 50 pl of benzyl-p-SCN-DOTA solution
(1.5 mg dissolved in 5 ml of sodium borate buffer, 0.1M, pH
8.5) were added and the reactlion mixture was heated for 3 h at
37°C. The reaction mixture was dialyzed 2 x 1 h and 1 x 17 h
(over night) with 200 ml of sodium acetate buffer (0.1M, pH
6.0) each, employing the Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Plerce
Inc., Rockford, IL, U.S.A.).

200 pl {Lu-177)LuClz solution (HC1l, 1N, B0 MBg, NRH-Petten,
Netherlands) were added and the reaction mixture was heated at
37°C for 30 min. Lu-177 labeled DOTA-C~Benzyl~p-NCS—g~HEN (Lya) -
L19-8SIP was purified by gel-chromatography using a NAP-5
column (Amersham, Eluent: PBS).
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Radiochemical yleld:72.2 %.

Radiochemical purity: 94.9 &% (SDS-PAGE).
Specific activity: 18.3 MBg/nmol.
Immunoreactivity: 73.4 &

Organ distribution and excretion of In-111-MX-DTPA-L19-SIP

after a single 1.v, injection into tumor-bearing nude mice

The labeled peptides of the invention were injected
intravenoualy in a dose of about 37 kBqg into F9
(teratocarcinoma) ~bearing animals (body weight about 25 g).
The radiocactivity concentration in various organs, and the
radioactivity in the excreta, was measurad using a y counter
at various times after administration of the substance.

The biodistribution of In-111-MX-DTPA-L19-8IP in F9
(teratocarcinoma)-bearing nude mice {(mean + SD, n=3) 1s shown
in Table 6.

Organ distribution and excretion of Tc-99m-L19-SIP after a
slngle 1.v. injection into tumor-bearing nude mice

Labeled peptides were injected intravenously in a dose of about
56 kBq into F9 (teratocarcinoma)-bearing animals (bodyweight
about 25 g). The radioactivity concentration in various organs,
and the radicactivity in the excreta was measured using a y
counter at various times after administration of the substance.
In addition, the tumor to blood ratioc was found at various times
on the basis of the concentration of the peptide in tumor and
blood.
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The biodistribution of Tc-99m-L19-SIP in F9 (teratocarcinoma)-
bearing nude mice (mean t SD, n=3) is shown in Table 7.

The tumor to blood ratio of T¢-95m-L19-SIP in F9
(teratocarcinoma)-bearing nude mice (mean %+ SD, n=3) is shown
in Table 8.

Radiolabeled peptides proved to possesa favorable properties in
animal experiments. For example, Tc~99m-L19-SIP and In-~111-MX-

DTPA-g-HN(Lys) -L19-SIP displayed high tumor accumulation of
17.2 (Tc-95m ) or 12,9 (In-111) % injected dose per gram (ID/g)
at 1 hour post injection (p.i.). B8ignificant tumor retention of
9.4 (Tc-99m) or 13.0 (In-111) % ID/g at 24 hours p.i. was
observed. Thua, tumor uptake is significantly higher compared to
other known In-111 or Tc-99m labeled antibody fragments (e.g.
Kobayashi et al., J. Nuc. Med., Vol. 41(4), pp. 755 - 762, 2000;
Verhaar et al., J. Nuc. Med., Vol. 37(5), pp. 868 ~ 872, 1996).
The compound's blood clearance lead to tumor/blood ratios of
13:1 and 6:1 respectively, at 24 h p.1i.

Most remarkably In-111-MX-DTPA-g~HN(Lys)-L19-SIP displayed

-significantly lower kidney uptake and retention (22.5 % ID/qg)

than other highly retained In-111 labeled recombinant antibody
fragment (120 % ID/g) described e.qg. by Kobayashi et al. at 24 h
p.1. Kidney retention is a very common problem and usually
hampers the use of lanthanide labeled compounds in radiotherapy.

The experimental results demonstrate the excellent potential
of the radioimmunoconjugates described herein for diagnostic
and therapeutic applications, preferably applied to the
patient by parenteral administration.

ki

Qs
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DISCUSSION

The observation that cytotoxic anticancer drugs localize more
efficiently in normal tissues than in tumors (37 Bosalet et
al., 1998) prompted a wave of studies investigating the
possibility of selective drug delivery to tumors. The
effective targeting of tumors, however, has two mailn
requisites: 1) a target in the tumor that is specific,
abundant, atable and readily avallable for ligand molecules
coming from the bloodstream, and 2) a ligand molecule with
suitable pharmakokinetic properties that is easily diffusible
from the bloodstream to the tﬁmor and with a high affinity for
the target to ensure its efficient and selectilve accumulation

in the tumor.

Due to its distinctive features the tumor microenvironment is
a possible pan-tumoral target. In fact, tumor progression
induces (and subsequently needs) significant modifications in
tumor micro-environment components, particularly those of the
extracellular matrix (ECM). The moleculés making up the ECM of
solid tumors differ both quantitatively and qualitatively from
those of the normal ECM. Moreover, many of these tumor ECM
components are shared by all solid tumors, accounting for
general properties and functions sucﬁ';s cell invasion (both
normal cellsa into tumor tissues and cancer cells into normal
tissues) and angiogenesis. Of the numerous molecules
conatituting the modified tumor ECM, the present inventors
have focused attention on a ¥N isoform contalning the ED-B
domain (B-FN}.

B-FN is widely expressed in the ECM of all solid tumors thus
far tested and is constantly assoclated with angilogenic
processes (22 Castellani et al., 1934), but is otherwise
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undetectable in normal adult tissues {17 Carnemolla et al.,
1989) . Targeted delivery of therapeutic agents to the
subendothelial ECM overcomes problems associated with
interstitial hypertenslon of aolid tumora (38 Jain et al.
1988; 39 Jain, 1997; 40 Jain RK, 1999).

L19 (13 Pini et al. 1998; 25 Viti, Canc.Res., 23 Tarli, et
al., 1999), an scFv with a high affinity (Kd=5.4x10"'M) for
the ED-B domaln of FN, selectively and efficiently accumulates
in vivo around tumor neo-vasculature and is able to
selectively transport and concentrate in the tumor mass any
one of a  number of therapeutic molecules to which it is
conjugated (28 Birchler et al., 1999; 29 Nilsson, et al.,
2001; 30 Halin et al.2002; 31 Carnemolla et al., 2002). The
abllity of L19 to selectively target tumors has alsoc been
demonstrated in patients using scintigraphic technigues.

The present specification reports on labelling of small
immunoprotein (SIP) with radioisotopes, use of the
radiolabelled SIP, and on tumor vascular targeting performance
and'pharmacokinetics of three different L19 human antibody
formats: the scFv, the mini-immunoglobulin/small immunoprotein
and complete human IgGl.

The SIP molecule was obtained by fusion of the scFv(L19) to
the eCH4 domain of the secretory iscform 8; of human IgE. The
eCH4 1s the domain that allows dimerization of IgE molecules
and the S, 1soform contailns a cysteine at the COOH terminal
that covalently stabilizes the dimer through an interchain
disulphide bond (35 Batista et al., 1996). The IgE binding
sites for FceRI reside in the CH3 domain (41 Turner and Kinet,
1999; 42 Vangelista et al., 1999; 43 Garman et al., 2000), so
scFv fused to eCH4 domain in accordance with embodiments of
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the present invention does not activate any signalling leading

to hypersensitivity reactions.

The performance of these three formats in two different tumor
models in mouse has been studied: in murine F9 teratocarcinoma
and human SK-MEL-28 melanoma. The firat 1s a rapidly growing
tumor that, once implanted, kills the animals in about two
weeks., SK-MEL-28 tumor, on the other hand, presents a biphasic
growth curve, with an early, fast, growth phase followed by a
second, slower, phase. It has previously been shown that the
amount of ED-B in F9 teratocarcinoma remains stable during
tumor growth (23 Tarli, et al., 1999); by contrast, ED-B
accumulates in SK-MEL-28 melanoma proportionally to the
ability of the tumor to grow (23 Tarli et al., 1999), with
abundant ED-B being found in the first phase and a lesser
amount in the second. The use of SK-MEL-28 melanoma tumor
allowed long-term biodistribution studies without dramatic
variations of tumoral mass {(Figure 2} that could give rise to
misinterpretation of results.

Comparative studies of the three L19 antibody formats in terms
of stabillity in vivo showed that L19-SIP and L19-IgGl
maintained, for the duration of experiments (144h), the same
immunoreactivity and molecular mass in plasma as bafore
injection. By contrast, scFv(L13%) rapidly lost its
immunoreactivity in plasma and generated aggregates that were
too large to enter the gel filtration chromatography column.
Such aggregation of the scPv is very likely responsible for
the ratio between %ID/g of tumor and lung, since aggregates
could accumulate in the microvasculature of the lung (Table
3). For all three formats, the blood clearance is mediated
mainly via the kidney, showing a biphasic curve with an « and
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a.p phase, reported in Table 4, which 1s inversely

proportional to molecular size.

The accumulation of the different antibody formats in the
tumors studied was a consequence of the clearance rate and in
vivo stability of the molecules. Using the scFv, the maximum
percent injected dose per gram (%ID/g) was observed 3h after
injection of the radiolabeled antibody and then rapidly
decreased. Using the SIP, the %ID/g in tumors was 2-5 times
higher than that of the scFv, reaching a maximum 4-6 hours
after injection. This pattern was observed in both F% and SK-
MEL-28 tumors. By contrast, the accumulation of IgGl in tumors
rose constantly during the experiments. However, due to its
slow clearance, the tumor-blood ratio of the %ID/g after 144
hours was only about 3, compared to a ratio of 190 for the scFv
and 70 for the SIP after the same period of time (Figure 4).

The same distinctive properties of in vivo stabllity,
clearance and tumor targeting performance shown by the three
antibody formats studied here may be exploited for different
dlagnostic and/or therapeutic purposes, depending on the
clinical needs and disease. For instance, radiolabeled
antibodles showing good tumor-organ and tumor-blood ratios
soon after injection are necessary for in vivo diagnostic
immunoscintigraphy, mainly because short half-life isotopes

are used in such analysis.

Different approaches are posslble uaing antibody as a vehicle
for therapeutic agents: delivery of substances that display
their therapeutic effects after reaching their targets (e.gq.,
photosensitisers activated only on the targets), for which the
absolute amount delivered to the tumor is relevant; delivery
of substances that exert thelr therapeutic and toxic effects
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even before reaching the target (e.g., the p-emitter Yttrium-
90), for which particular attention must be given to the ratio
of the area under the curves of tumor and blood accumulation
as a function of time, in qorder to minimize the systemic
toxicity and to maximize the anti-tumor therapeutic effect.

L19-58IP, for instance, seems to offer the best compromise of
molecular stability, clearance rate and tumor accumulation.
Similar fusion proteins composed of acFv antibody fragments
bound to a dimerizing domain have already been described (44
Hu et al, 1996; 33 L1 et al., 1997), but in both cases the
human y1CH3 was used as the dimerizing domain. The usage of
the human €g2CH4 domaln provides an easy way of getting a
covalent stabllization of the dimer. In addition, the
disulphide bridge formed by the C-terminal cyateine residues
can be easily reduced in mild enough conditions to preserve
the overall structure of the molecule, thus providing a
readily accessible reactive group for radiolabelling or
chemical conjugation. This feature seems particularly
promising in the view of the clinical potential.

L19-IgGl gathera abundantly in tumors, and even though this
accumulation is offset by a slow blood clearance rate, the
three step procedure to remove circulating antibodies may be
used to allow its use not only for therapeutic purposes but-
also for diagnostic immunoscintigraphy (45 Magnani et al.
2000).
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Table 1. Immunoreactwvity (I*) and radiactivity

recovery (R) from Superdex 200 of the
radiolabeled antibodles, at different times after i v injection
Time (h) 3 6 24 8 ' 12 144
| R | R I R l R ! R | R
L19(scFv) 36 54 32 58 27 nd 14 nd 9 nd 4 nd
L19SIP 100 100 100 96 100 o4 95 96 100 nd 95 nd
L19IgG1 100 100 100 100 85 100 100 100 100 100 95 100
- Immunoreactvity (%) and radioactivity recavery (%) from Superdax200 were determined in plasma as descnbed in
Materials and Methods
=*To normalwze, the reeulis of the immunoreactivity test are referred to the percentage values of the mmunoreactivity
before i v injection

-nd not determined
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Table 2 a. Blodistribution expenments of radiolabeled L19 and D1 3 antlbody

fragments in SK-MEL-28 tumor-beanng mice

9(scFv,

L19¢ ) 3h Gh 24h 48h T2h 144h
TUNMOR 247 + 065 201 £ 072 1,62 &+ 043 095 + 0,14 088 1+ 004 032 0,14
Blood 148 1+ 0,568 054 = 0,12 0,10 = 003 0,04 & 0,01 003 002 0,03 +0,01
Liver 048 = 0,20 0,18 + 0,05 0,04 + 001 002 + 0,00 0,02 & 001 0,02 10,00
Spleen 0,67 + 028 027 + 004 007 + 002 0,03 = 000 002 001 002 +0,00
Kidney 438 + 032 1,67 z 0,08 0,18 = 0,09 008 = 0,01 0,04 x 0,02 0,03 0,00
Intesiine 077 + 021 067 + 0,05 024 * 0,08 0,17 + 004 0412 x 0,05 0,08 0,01
Heart 077 + 0,20 031 007 0,07 + 0,02 002 + 0,00 002 + 001 0082 :0,00
Lung 288 + 0,4 160 = 0,67 1407 = 042 73 + 039 053 £ 011 081 022
D1.3(scFv)

3h 6h 24h 48h T2h 144h
TUMOR 1,03 £ 074 0,87 5 042 0,15 + 0,10 0,07 + 0,02 nd nd
Blood 1,52 1 088 081 013 002 1000 001 £ 000 nd nd
Liver 1,18 + 085 088 3028 014 +004 003 + 008 nd nd
Spleen 1,08 + 088 042 £ 033 007 + 002 005 + 001 nd nd
KGdney 301 % 248 183 + 078  g48 = 001 0,18 + 0,08 nd nd
Intestine 0,88 + 0,64 0,56 1 0,13 0,47 = 0,03 002 + 01 nd nd
Heart 088 + 034 0,55 x 054 0,02 + 0,01 0,01 * 0,00 nd nd
Lung 128 085 108 & 088 0,04 + 0,01 0,03 * 0,0 nd nd

The resulfs are as of Injected dosa
Tha ree expreassd as percent of antibody Inj per gram of tisaue (%ID/gkSD
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Table 2 b. Blodistribution expenments of radiolabeled L19-SIP and D1 3-SIP in
SK-MEL-28 tumor-bearing mice

L19 SIP
3h 6h 24h 48h 72h 144h
TUMOR 523 : 0656 614 £ 223 420 & 247 257 £ 031 233 %0090 149 : 065
Blood 982 : 0S8 803 £082 139 £ 008 020 :004 OB8 :002 002 £ 001
Liver 285 : 0,14 174 £031 050 + 004 019 £001 0410 £002 005 & 0,01
Spisen 378 i 038 243 2024 0741 £ 005 028 004 013 :001 017 2018
Kidney 733 & 081 387 £ 021 100 £ 005 030 £004 014 2002 005 £ 009
Intestine 145 + 024 144 1 020 1,08 = 043 0,88 = 008 040 0,08 0,18 + 0,00
Heart 418 = 0,30 218 2000 052005 013 +003 008 +001 002 001
Lung 772 = 080 B41 £ 055 181 £ 040 05 020 040 003 008 & 001
D13SIP ), 6h 24h 48h 72h 144h
TUMOR 480 3 030 185 ;012 070 +000 026 ;001 0,07 ; 001 0,04 ; 0,03
Blood 1040 + 0,81 446 3 0,14 .21 £ 001 032 3 000 0908 3 0,01 0,06 : 002
Liver 408 = 0,98 273 1033 143 =+ 007 081 =021 0,16 &+ 0,08 002 + 001
Sploen 331 1 088 1,76 £ 050 082 1012 048 £020 0,96 £005 004 002
Kidney 841 % 040 484 1008 147 £005 036 003 018 003 008 + 0,04
Intestine 203 t 0,55 108 020 102 £008 014 £003 008 002 012 + 0,04
Heurt 328 £ 020 181 £ 00 029 001 008 000 008 £001 004 001
Lung 818 % 028 46 %007 118 005 000 2000 0068 £ 001 005 % 001

The results are as of di of tissue
ki h::tuud percant of antibody Injected dose per gram (%ID/g):SD
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Table 2 c. Blodistribution experiments of radiolabeled L19lgG4and higG1k in SK-
MEL-28 tumor-bearing mice

L19igG1
g 3h 8h 24h 48h 72k 144h
TUMOR 448 4 008 839 ;101 &70 *210 780 %251 990 282 1.1 319
Blood 1604 1+ 081 1202 £ 185 831 *177 g4z 2 142 502 4 381 487 ;028
Liver 603 £ 037 &T7 . 053 24t *0s5 1456 ¥ 041 126 ;071 1,08 ;016
Spleen 803 = 1,34 837 + 137 251 %047 2,01 g2 180 5 102 161 £ 029
Kidney 647 £ 030 612 3 047 307 2036 .3 £ 063 164 4114 142 3 044
Intestine 180 % 0,3 135 1 0685 143 %010 113 £ 032 493 ;o008 087 1 047
Heart 883 : 087 47T £ 082 287 %045 148 * 0351 132 £ 100 092 ;037
Lung 666 £ 085 515 082 418 Y085 228 080 1,98 ;180 142 3045
higG1k
3h 6h 24h 48h 72h 144h

TUMOR nd 328 £038 400 022 2,78 £ 020 nd 232 +028
Blood nd 1012 £ 035 787 025 624 % 034 nd 541 * 0,61
Liver nd 402 £000 208 £010 180 + 024 nd 1,28 £0,03
Splean nd 447 £ 028 1,82 001 142 £ 019 - nd 1,24 £0,03
Kidney nd 840 019 258 +008 208 t 022 nd 130 %015
Imtestine nd 072 = 007 0,48 + 0,05 038 + 008 nd 031 001
Heart nd 380 £ 016 252 021 080 £ 0148 nd 148 *0,13
Lung nd 482 0@ 384 008 175 * 032 nd 1,08 *013

The results of dose of
ndnr:t. are axpressed as parcent of antibody injected per gram of tissue (%IDVg):SD
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Table 3. Tumor-organ ratios of the % ID/g of the radiolabeled L19 antlhody formats in

SK-MEL-28 tumor-beanng mice
L19(ScFv) L19SIP L191gG1

Timeth) |3 & 24 48 T2 M4 1Y 6 24 A8 T2 443 & 24 48 12 144
TUMOR 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Blood Wow 182 D7 BT W7 |l 12 3 &9 gy T4 | 03 04 0a A8 18 23
Liver 61 11 406 418 340 180 |20 385 84 18 /D3 28 | 0y 08 28 64 T4 63
Spleen 37 14 1A M MO WO |14 28 &9 100 178 84 {47 08 2T 39 43 T4
Kidney 08 12 o1 188 M0 107 [O07 18 a8 &8s 168 298 | 07 10 22 45 68 &3
intestne }32 a8 (b4 1] a7 a8 I 4 40 4 B 3 28 a0 4y (T I TR £
Heart 32 a8 24 48 M0 160 |13 28 o1 0 W8 748 | o8 11 23 &3 &7 &8
Lung 8% 43 18 13 1z 08 |o7 13 23 43 123 28 |o7 10 15 a4 45 27

SICELL/SO0T OM
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Table 4

Kinetic parameters for blood clearance of the three L19 antibody formats

o
(%) tp(h) (% t,(h)
L19(scFv) 86,7 0,53 33 8,00
L19-SIP 837 1,06 18,3 10,66
L191gG1 76,9 1,48 231 1086,7

* Relative magnitude of the two half-life components
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Table 5.Blodistribution experiments of radlolabeled L19(scFv) and L19SIP in F9
tumor-beanng mice

L19(scFv) sh 6h 24h 48h
TUMOR 1048 + 1,75 815 +283 318 +083 288 4071
Blood 2,06 +0,38 188 £114 047 001 0,08 =002
Liver 1,62 187 0,73 +051 007 001 004 =002
Spleen 183 %038 080 1054 011 w001 008 %001
Kidney 1270 %073 437 £088 D024 =003 08 %008
Intastine 0,68 0,15 095 023 024 00 0,17 +008
Heart 138 3021 0,81 1038 008 +pm2 0064 +001
Lung — 288 029 208 +000 038 060 033 005
L19SIP 3h 6h 24h 48h
TUMOR 1748 +183 1885 +250 1832 £2,17 1200 =191
Blood 1351 2057 882 118 413 2002 144 +020
Liver 281 0,57 239 013 054 014 0,32 0,00
Spleen 342 020 288 £027 081 000 037 o001
Kidney 8,18 078 886 x05 118 008 0,78 0,08
Intestine 0,85 10,03 138 +02% 083 041 104 0,14
Heart 484 024 307 1048 087 008 048 =007
_l:_u-ng 581 =001 583 1057 188 040 081 008

The resulis sye expressed as percent of antl dose of tiaal |
e body injectsed dose per gram ug (KID/GKSD
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Table 6
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fhal of du-h 1 g oftiseus 2t
B Jhpl .
len £ 13 | 837 F
Liver 1485 + 061 | 1243 + 037 | 482 + 0562

207 + 1587|1099 110] 662 = 1.18
[ 10062 167] 633 + D4o| 1.32 & D38
Stomach without 218 £ 030 212 = OO0 | 118 2 Q.08

contents 303 &+ D25]| 362 &+ 068 | 120 + Q.12
Tumour 1720 + 749 ) 1879 + S35] 942 + 354

lood 1663 204 )| 742 £ 021] 073 ¢ EM

Table 7
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CLAIMS:

1. A specific binding member that binds human ED-B, wherein
the specific binding member is labelled with an isotope
selected from the group conaisting of ’°Br, "'Br, ¥, 1y, 1313
and At and comprises an antigen-binding site that comprises
an antibody VH domain and an antibody VL domain, wherein the
antibody VH domain is selected from the group consisting of
the L19 VH domain, and a VH domain comprising a VH CDR1l, a VH
CDR2 and a VH CDR3, wherein the {H CDR3 1s the L19 VH CDR3 of
SEQ ID NO. 3, the VH CDR1 is optlonally L19 VH CDR1 of SEQ ID
NO. 1, and the VH CDR2 1s optionally L19 VH CDR2 of SEQ ID NO.
2; and wherein the antibody VL domain i1s optionally selected
from the group consisting of the L19 VL domaln, and a VL
domain comprising a VL CDR1l, a VL.CDR2 and a VL CDR3, wherein
the VL CDR3 is the L19 VL CDR3 of SEQ ID NO. 6, the VL CDR1 is
optionally L19 VL CDR1 of SEQ ID NO. 4, and the VL CDR2 is
optionally L19 VL CDR2 of SEQ ID NO. 5; the L19 VH domain and
L1% VL domaln sequences being disclosed in Pini et al. (1998)
J. Blol. Chem. 273: 21769-21776; wherein the specific binding
member comprises a mini-immunoglobulin comprising said
antibody VH domain and antibody VL domain fused to e4,-CH4 and

dimerized or comprises a whole IgGl antibody molecule.

2. A specific binding member according to claim 1 comprising
an antibody VH domain comprising the VH CDR’s with the amino
acid sequences of SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2 and SEQ ID NO. 3,
which specific binding member competes for binding to ED-B
with an ED-B-binding domain of an antibody comprising the L19
VH domain and the L19 VL domailn.

3. A specific binding member according to claim 1 or claim 2
comprising the L19 VH domain.

/3
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4. A specific binding member according to claim 3 comprising .
the L19 VL domaln,

5. A specific binding member according to any one of tfle
preceding claims which is a mini-immunoglobulin comprising eg,-

CH4 .

6. A specific binding member according to claim 5 wherein
the antibody VH domain and antibody VL domain are within an
scFv antibody molecule fused to gy ,-CHA.

7. A specific binding member according to claim 6 wherein
the scFv .antibody molecule is fused to e,~-CH4 via a linker

peptide.

8. A specific binding member according to claim 7 wherein
the linker peptide has the amino acid sequence GGSG (SEQ ID
NO. 7).

9. A speclific binding member according to any one of claims
1 to 4 that comprises a whole IgGl antibody molecule.

10. A specific binding member according to any of claimas 1 to _
131
II

9 wherein the isotope is
11. A method of producing a speclfic binding member according
to any one of claims 1 to 10, the method comprising labelling
a specific binding member with an isotope selected from the
group consisting of "®Br, "'Br, %I, 31, 31 and at.

12. A method according to claim 11, wherein the labelling
comprises oxidising a halogenide selected from the group
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consisting of "*Br~, "Br-, ¥I-, 1-, 31 and *MAt” in the

presence of the specific binding member.

13. A method according to claim 11, wherein the labelling
comprises conjugating an activated bi-functional halogen
carrier containing a radiociosotope selected from the group
consisting of "°Br, "Br, #I, ¥1, "I and *At to & lysine or
a cysteine residue or to the N terminus of the specific

binding member.

14. A method according to any one of claims 11 to 13, wherein
the method comprises expressing nucleic acid encoding the
specific binding member prior to the labelling.

15. A method according to claim 14, comprising culturing host
cells under conditions for production of the specific binding

member.

16, A method according to any one of claims 11 to 15, further
comprising lsolating and/or purifying the specific binding
member.

17. A method according to any one of claims 11 to 16 further
comprising formulating the specific binding member into a
composition including at least one additional component.

18. A method according to any one of claims 11 to 17 further
comprising binding the specific binding member to ED-B or a
fragment of ED-B.

19. A method comprising binding a specific binding member
that binds ED-B according to any one of claims 1 to 10 to ED-B
or a fragment of ED-B.
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20. A method according to claim 18 or claim 19 wherein said

binding takes place in vitro.

21. A method according to any one of claims 18 to 20
comprising determining the amount of binding of specific
binding member' to ED~B or a fragment of ED-B.

22. A composition comprising a specific binding member
according to any one of claima 1 to 10, for use in a method of
treatment of the human or animal body by therapy.

23. A composition according to claim 22 for use in a method
of treatment of a lesion of pathological angionesis.

24. A composition according to claim 22 for use in a method

of treatment of a tumor.

25. A compositlon according to any one of claimas 1 to 10 for

use in a

26. Use
claims 1
a lesion

27. Use
claims 1
a tumor.

28. Use
claims 1

method of diagnosis.

of a specific binding member according to any one of
to 10 in the manufacture of a medicament for treating
of pathological angiogenesis.

of a specific binding member according to any one of
to 10 in the manufacture of a medicament for treating

of a specific binding member according to any one of
to 10 in the manufacture of a diagnostic reagent.
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SEQUENCE LISTING
5 <110> Philogen 8RL
S8chexring AG
Borsi, Laura
10 .
Carnemolla, Barbara
Balza, Bnrica
15 Caatellani, Patrizia
Zardi, Luciano
Friebe, Matthias
20
Hilger, Chriatoph-Stephan
25 <120> Selective targeting of tumor vasculature using radiolabelled
antibody molecules
30 <130> BSMWFP6177075
<140> EP 03255633.4
<l41> 2003-09-10
35
<140> US 60/501,891
<1l41> 2003-09-10
40 <150>
<151>
<160> 13
45
<170> PatentIn version 3.1
50
<210> 1
<21]1>» 5
55
<212> PRT
<213> Homo aapiens
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<400> 1

Ser Phe Her Met Ser
1 5
<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 2
Ser Ile Ser Gly Ser Sar Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Aap Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 3
Pro Phe Prxo Tyr Fhe Asp Tyr
1 5

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 4

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ssr Ser Ser Phe Leu Ala
1 5 10
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<210> 5
<211> 7
5
<212> PRT
<213> Homo saplena

10
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25
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35

10

45

S0

55

<400>

5

Tyr Ala Ser Ser Arg Ale Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Cys Gln Gln Thr Gly Arg Ile Pro Pro Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>
<400>

6
10
PRT

Homo sapilens

5

7
4
PRT

Artificial ssquence

Linker peptide
7

Gly Gly Ser Gly
1

<210>
<211>

<212>

8
35

DNA
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<213> Artificial sequencs

<220>

<223> Primer

<400> B8

gtgtgeacte ggaggtgcag ctgttggagt- ctggg
<210> 9

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial sacquencs

<220>

<223> Primer

<400> 9

gceteccggat ttgattteca cettggtcec tiggec
<210> 10

<211> 233

<212> DHA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Primer

<400> 10

ctegtgecaot cgecaggtgea getgecaggag tea
<210> 11

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificisl saquence

|26
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<220>

<223> Primer

<400> 11

ctetecggac cgtttgatet cgegettggt
<210> 12

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Primer

<400> 12

tggtgtgcac tcggaaattg tgttgacgeca gte
<210> 13

<211> 30

<212> DHNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Primer

<400> 13
ctetegtacg tttgatttce accttggtee
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(54) Titulo: RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DE LA VASCULATURA
TUMORAL USANDO EL ANTICUERPO L19 CONTRA ED-B DE
FIBRONECTINA MARCADO RADIOACTIVAMENTE

(657) Resumen

Un elemento de unin espedfico que se une al ED-B humano, donde dicho
elemento de unin espedfico esfi marcado con un igiopo seleccionado del grupo
formado por ™Br, 7Br, '), 124, 1) y 21At y comprende un sitio de unin al
anfgeno que comprende un dominio de anticuerpo VH y un dominio de
anticuerpo VL, donde el dominio de anticuerpo VH se selecciona del grupo
formado por el dominio VL de L19 y un dominio VH que comprende una VH
CDR1, una VH CDR2 y una VH CDR3, donde dicha VH CDR3 es la L19 VH
CDR3 de la SEQ ID N 3, la VH CDR1 es opcionalmente la L19 VH CDR1 de la
SEQ ID N 1y la VH CDR2 es opcionaimente la L19 VH CDR2 de la SEQ ID N*
2; y donde el dominio de anticuerpo VL se selecciona opcionaimente del grupo
formado por el dominio VI. de L19 y un dominio VL que comprende una VL
CDR1, una VL CDR2 y una VL CDR3, donde la VL CDR3 es la L19 VL CDR3 de
la SEQ ID N 6, la VL CDR1 es opcionalmente la L18 VL CDR1 de la SEQ ID N*
4 y la VL CDR2 es opcionaimente la LI9 VL. CDR2 de la SEQ ID N 5; donde las
secuencias del dominio VH de L19 y el dominio VL de L19 se describen en Pini
et al. (1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776; donde el elemento de unin
espedfico comprende una miniHnmunoglobulina que comprende dicho dominio
de anticuerpo VH y un dominio de anticuerpo VL fusionado al O,—CH4 y
dimerizado o comprende una mokcula completa del anticuerpo IgG1; tambén los
méiodos y los usos que emplean dicho elemento de unin espedfico.
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RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DE LA VASCULATURA TUMORAL USANDO EL
ANTICUERPO L19 CONTRA ED-B DE FIBRONECTINA MARCADO
RADIOACTIVAMENTE

La presente invencién se relaciona con el
reconocimiento dirigido [targeting] de la vasculatura
tumoral usando moléculas de anticuerpo marcadas
radicactivamente. En particular, la invencién se relaciona
con el uso de moléculas de anticuerpo que se unen a ED-B de
fibronectina y que son de utilidad demostrada en el
reconocimiento dirigido de tumores. En diferentes
realizaciones de la presente invencidén, se emplean moléculas
de anticuerpo en distintos formatos moleculares. En
determinadas realizaciones las moléculas de antiéuerpo
comprenden IgGl humana. En otras realizaciones, las
moléculas de anticuerpo son mini-inmunoglobulinas, tal como
las que son generadas por fusién de una molécula de
anticuerpo scFv al dominic constante CH4 de una isoforma
gecretora de la IgE que contiene naturalmente una cisteina
en su extremo COOH-terminal que forma un dimero 1ligado
covalentemente. La velocidad de depuraclidén de sangre, la
estabilidad in vivo y otras propiedades ventajosas se
emplean en los diferente aspectos y realizaciones de 1la
invencién, por ejemplo en el reconocimiento dirigido de
tumores. Se puede aprovechar el comportamiento diferente in

vivo de las diferentes formas de las moléculas de anticuerpo
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para diversos fines de diagnéstico y/o terapéutico,
dependiendo de las necesidades clinicas y la enfermedad.

A pesar de su enorme potencial como agentes
terapéuticos, loa anticuerpos monoclonales (mAbs) de origen
no humano no han tenido un buen desempefic en los ensayos
clinicos como resultado de su inmunogenicidad (1 Shawlert et
al., 1985 2 Miller et al., 1983), sus pobres propiledades
farmacocinéticas (3 Hakimi et al., 1991; 4 Stephens et al.,
1995) y su ineficacia para reclutar funciones efectoras (5
Riechmann et al., 1988; 6 Junghens et al., 1990). La
perspectiva reciente de aislar fragmentos de anticuerpo
humano a partir de bibliotecas de expresién en fagos (7
McCafferty et al., 1990; 8 Lowman et al., 1991; para
revisiones sobre el tema véase 9 Nilsonn et al.; 2000 y 10
Winter et al., 1994) tranaciende estos problemas,
revitalizando los estudios y haciendo resurgir la esperanza
de usar estos reactivos para tratar enfermedades
importantes. AuGn més, estas moléculas deberian servir como
bloques de construccién ideales para nuevas herramientas de
diagnéstico y terapéuticos (11 Reichert, 2001; 12 Huls et
al., 1999). AGtn mas, estos anticuerpos pueden ser
"madurados" para alcanzar afinidades en el rango picomolar
(13 Pini et al., 1998), al menos deseable, si no necesario,
para el uso clinico.

Las aplicaciones clinicas c¢on 1los fragmentos de

e

3
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anticuerpo humano para una administracién selectiva para uso
diagnéstico o como agentes terapéuticos requieren, no
obstante, de blancos altamente especificocs. En el caso de
tumores, los blancos mAs populares son los antigenos de la
superficie celular, que habitualmente no son abundantes ni
estables. 8Sin embargo, durante el avance del tumor, el
microambiente que rodea a las células tumorales sufre una
extensa modificacién que genera un "entorno tumoral" que
representa un blanco para las terapias de tumores basadas en
anticuerpos (14 Neri y Zardi, 1998). De hecho, el concepto
que el microambiente tumoral alterado es en si mismo un
carcinégeno que puede ser reconocido y buscado como blanco
estd ganando cada vez mids consenso. Las moléculas que pueden
suministrar eficazmente a.gentes terapéuticos al
microambiente tumoral representan entonces nuevas
herramientas promisorias e importantes para la terapia del
cancer (15 Bissel, 2001 14 Neri y éardi, 1998) .

La fibronectina es un componente de la matriz
extracelular (ECM) que se expresa ampliamente en diversos
tejidos y fluidos corporales normales. Se pueden generar
diferentes isoformas de FN mediante un procesamiento
alternativo del pre-ARNm de la FN, un proceso gque es
modulado por citoquinas y el pH extracelular (16 Balza et
al. , 1988; 17 Carnemolla et al., 1989 18 Borsi et al.,

1990; 19 Borsi et al., 1995). La repeticién completa ED-B
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tipo III, también conocido como la repeticién B tipo extra
IIT (EITIB), puede estar incluido, u omitirse, por completo
en la molécula de FN (20 Zardi et al., 1987). La ED-B estéd
altamente conservada en las diferentes especies, con un 100%
de homologia en todos los mamiferos estudiados hasta el
momento (humano, rata, ratén, perro) y un 96% de homologia
con un dominio similar en pollos. La isoforma FN que
contiene ED-B {B—FN) no es detectable
inmunohistoquimicamente en tejidos adultos normales, con la
excepcién de tejidos gque estidn sufriendo una remodelacién
fisioldgica (por ejemplo, endometrio y ovario} y durante la
cicatrizacién de heridas (17 Carnemolla et al., 1989 21
ffrench-Constant, et al., 198Y9). Por el contrario, su
expresién en tumores y tejidos fetales es alta ({17
Carnemclla et al, 1989). Adn mas, se ha demostrado que B-FN
es un marcador de la angiogénesis (22 Castellani et al.,
1994) y que las células endoteliales que invaden los tejidos
tumorales migran a lo largo de las fibras de la ECM que
contienen B-FN (23 Tarli et al. 1999).

El reconocimiento dirigido selectivo de la vasculatura
tumoral se describié usando un anticuerpo recombinante
humano, el scFv({L19) (13 Pini et al., 98), especifico de la
isoforma B-FN (24 Carnemolla et al., 1996; 23 Tarli et al.,
99; 25 vitil et al., 99; 26 Neri et al., 97; 27 Demartis et

al., 2001). El1 anticuerpo se puede usar en enfoques de
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diagnéstico in vivo (inmunocentellografia) y terapéuticos
gque abarcan el suministro selectivo de terapéutico
radionucleidos o agentes téxicos a la vasculatura tumoral.
Ademéds, Birchler et al. (28 1999) mostraron gque el
scFv(L19), acoplado quimicamente a un fotosensibilizador, se
acumula selectivamente en los vasos sanguineos recién
formados del modelo angiogénico de cérnea de conejo vy,
después de irradiar con luz infrarroja cercana, interviene
en una oclusién completa y selectiva de la neovasculatura
ocular.

Mas recientemente, Nilsson et al. (29 2001) informaron
que el inmunoconjugado de scFv(L19) con el dominio
extracelular del factor tisular interviene en el infarto
selectivo en diferente tipos de modelos de tumores en
murinos. Ad4n mas, las proteinas de fusién de scFv(L19) con
I-2 o IL-12 han mostrado una mayor eficacia terapéutica
para estas dos citoquinas (30 Halin et al., enviada para su
publicacién; 31 Carnemolla et al., 2002). Véase también WO
01/62298 por el uso de fusiones en el tratamiento de
lesiones de angiogénesis patoldédgica, incluyendo tumores.
Finalmente, dado que L19 reacciona igualmente bien con ED-B
de ratén y humana, se puede usar en estudios tanto
preclinicos como clinicos.

Véase también PCT/GB97/01412, PCT/EP99/03210,

PCT/EP01/02062 y PCT/IB01/00382.
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Las diferentes formas de anticuerpo han mostrado un
comportamiento distinto en términos de estabilidad,
depuracién y rendimiento in vivo en el reconocimiento
dirigido de tumores (32 Wv et al., 2000). En (33 Li et al.,
1997) se describe una mini-inmunoglobulina ¢ pequeila
inmunoproteina (SIP).

La presente invencién se basa en la preparacién,
caracterizac;én e investigacidén de la biodistribucién in
vivo de moléculas de anticuerpo L19 humanas en diferentes
formas, a saber, scFv, mini-inmunoglobulina e IgGl completa,
y marcacién con radioisétopos.

Descripcién breve de las fiquras

En la figura 1 se muestran modelos que ilustran las
estructuras de diferentes proteinas. A: Modelo de la
estructura de un dominio de una subunidad de FN. Las
secuencias de proteinas que sufren un procesamiento
alternativo estédn indicadas con gris. Tal como se indica, el
epitope del anticuerpo recombinante L19 estd localizado
dentro de 1la repeticién ED-B. B-D: Esquemas de las
construcciones usadas para expresar, respectivamente, L19
(scFv) (B); L19-SIP (C); y L19-IgGl/x.

En la figura 2 se muestran las curvas de crecimiento
del tumor SK-MEL-28 en ratones desnudos (triéngulos) y del
tumor F9 en la cepa 129 de ratdén (circulos). Se grafica el

volumen (mms} versus tiempo (dias). Cada punto de dato
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representa el promedio de seis ratones + DE.

En la figura 3 se muestran los resultados de
cromatografia por exclusién de tamaflo para las diferentes
formas de L19. En los paneles A, B y C se muestran los
perfiles de la cromatografia por exclusién del sitio
{(Superdex 200) de 1las formas de L19: scFv, mini-
inmunoglobulina e IgGl, respectivamente, después de
radiolodacién. En los paneles D, E y F se muestran los
perfiles de 1la cromatografia por exclusién de tamafio
(Superdex 200) de plasma a los tiempos indicados después de
inyeccién i.v. de las formas radioiodadas de L19, scFv,
mini-inmunoglobulina e IgGl, respectivamente. No se
detectaron cambios en los perfiles de las curvas de L19-SIP
© L19-IgGl cuando se cargaba plasma a diferentes tiempos
después de la inyeccién, en tanto 3h después de inyeccién de
L19(scFv) se observé un segundo pico de mayor masa
molecular.

En la figura 4 se muestran los resultados de los
experimentos de biodistribucién en ratones portadores del
tumor SK-MEL-28 usando diferentes formas radioiodadas de la
molécula de anticuerpo L19. Se informan las variaciones de %
ID/g en tumor (Figqura 4A) y en sangre (Figura 4B) a los
tiempos indicados después de la inyeccién i.v.. En la figura
4C se grafican las relaciones del % ID/g en tumor-sangre.

Las curvas de Ll9(scFv) estdn indicadas con rombos, la mini-
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inmunoglobulina L19 c¢on cuadrados y la IgGl L19 con
triangulos.

En la figura 5 se muestran los resultados de los
experimentos de biodistribucién en ratones portadores del
tumor F9 usando L19(scFv) (cuadrados) y L19 mini-
inmunoglobulina (rombos) radioiodados. Se informan las
variaclones del % ID/g en tumor (A) y en sangre (B), a los
diferentes tiempos indicados después de la inyeccién i.v..

En la figura 6 se muestra el cambio en el &area del
tumor U251 (milimetros cuadrados) en el tiempo (dias)
después de una inyeccién de solucién salina fisiolégica y de
I-131-L19-SIP, respectivamente.

La presente invencién se relaciona con elementos de
unién especificos que se unen a la ED-B humana de la
fibronectina, donde dichos elementos de unién especificos
estdn marcados radicactivamente con uno o miAs isdtopos
seleccionados del grupo formado por 'SBr, "'Br, %1, 21, 1
y at. La invencién también provee métodos para producir
dichos elementos de unién especificos y su uso en
aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas.

Los elementos de unién especificos de la invencidn
mostraron propiedades favorables en experimentos con
animales, tal como dosis mis altas suministradas al tumor en
comparacién con la médula roja y una gran acumulacién en el

tumor.
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En un aspecto, la presente invencién provee un elemento
de unién especifico que se une a la ED-B humana de
fibronectina y que comprende el dominio VH de L19 y un
dominio VL, opcionalmente el dominio de VL de L19, donde el
elemento de unidén especifico comprende una mini-
inmunoglobulina que comprende dicho dominio de anticuerpo VH
y dicho dominio de anticuerpo VL fusionados a eS2-CH4 y
dimerizado o comprende una molécula de anticuerpo completa
IgGl, y donde el elemento de unién especifico est&d marcado
radioactivamente con un isétopo seleccionado del grupo
formado por °Br, ''Br, 1237, 124y, By 2pe,
Preferentemente, el radioisétopo es I o %I y con mayor
preferencia es 131.

Se puede ligar una marca radioactiva o una molécula
marcada radioactivamente al elemento de unién especifico por
ejemplo, a un residuo tirosina, lisina o cisteina.

Las secuencias del dominio VH de L19 y del VL dominio
de L19 se describen en Pini et al. (1998} J. Biol. Chem.
273: 21769-21776, donde dichas secuencias se incorporan por
completo con referencia a Pini et al. come si se
describieran por completo en la presente.

En general, el dominio VH estd apareado con un dominio
VL para proveer un sitio de unién anticuerpo-antigeno. En
una realizacién preferida, el dominio VH de L19 esté

apareado con el dominio VL de L19, de modo tal que se forma
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un sitio de unién anticuerpo-antigeno que comprende ambos
Dominios VH y VL. de L19. En otras realizaciones, el VH L19
estid apareado con un dominio VL distinto del VL L19. lLa
promiscuidad de las cadenas livianas es un hecho bien
establecido en el arte.

Se.puede tomar una o mads CDR del dominio VH o VL de L19
e incorporarla en un marco adecuado. Esto se describe con
mayor detalle mis adelante. Las CDR 1, 2 y 3 de VH L19 se
muestran en las SEQ ID N°: 1, 2, y 3, respectivamente. Las
CDR 1, 2 y 3 de VL L19 se muestran en las SEQ ID N°: 1, 2 y
3, respectivamente.

En una realizacién preferida, el elemento de unién
especifico es L19-SIP, con mayor preferencia L19-SIP marcado
con I (denominado I-123-L19-SIP en la presente) o L19-SIP
marcado con I (denominado I-131-L19-SIP en la presente).

Las variantes de los dominios VH y VL y las CDR cuyas
secuencias se muestran en la presente y gque se pueden
emplear en los elementos de unidén especifico para ED-B, se
pueden obtener mediante métodos de alteracidén o mutacibén y
rastreo de las secuencias.

De acuerdo con la presente invencidén, se pueden emplear
variantes de las secuencias de aminoAcidos del dominio
variable de cualquiera de 1los dominios VH y VL cuyas
secuencias se describen especificamente en la presente, como

se detalla mds adelante. Las variantes particulares pueden



i

146

incluir wna o mAs alteraciones (adicién, supresién,
sustitucién y/o insercién de un residuo de aminodcido) de la
secuencia de aminodcidos, menos que 20 alteraciones
aproximadamente, menos que 15 alteraciones aproximadamente,
menos que 10 alteraciones aproximadamente o menos que
aproximadamente 5 alteraciones, 4, 3, 2 6 1. Las
alteraciones se pueden efectuar en una o mAs regiones de
marco de trabajo y/o en una o mas CDR.

El elemento de unidén especifico acorde con la invencién
puede ser un elemento que compita por la unién al antigeno
con un elemento de unién especifico que también se una a ED-
B y comprende un sitio de unién al antigeno formado por el
dominio VH de L19 y el dominio VL de L19. La competencia
entre elementos de unién puede evaluarse facilmente in
vitro, por ejemplo usando un ELISA y/o por marcacién con una
molécula informante especifica de un elemento de unién que
pueda ser detectado en presencia de uno o mis elementos de
unidén adicionales no marcados, con el fin de identificar los
elementos de unidn especificos que se unen al mismo epitope
0 un epitope superpuesto.

Por consiguiente, otros aspectos de 1la presente
invencidén emplean un elemento de unidén especifico que
comprende un sitio de unién de anticuerpo-antigeno humano
que compite con L19 por la unidén a ED-B.

El elemento de unién especifico de acuerdo con 1la
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presente invencién se puede unir a ED-B con al menos la
afinidad de L19, donde la afinidad de unién de los
diferentes elementos de unidén especificos se compara bajo
las condiciones apropiadas.

Ademéds de las secuencias de anticuerpo, el elemento de
unién especifico acorde con la presente invencién puede
comprender otros aminodcidos, por ejemplo para formar un
péptido o polipéptido, tal como un dominio plegado, o para
impartir a la molécula otra caracteristica funcional ademis
de la capacidad de unirse al antigeno. Los elementos de
unién especificos de la invencién pueden llevar una marca
detectable o se pueden conjugar con una toxina © una enzima
(por ejemplo a través de un enlace peptidico ¢ un ligador).

Para el tratamiento de trastornos o lesiones
patolégicas por angiogénesis, el elemento de unién
especifico de 1la invencién se puede conjugar con una
molécula téxica, por ejemplo una molécula biocida o
citotéxica que se puede seleccionar entre interleuguina-2
{IL-2), doxorubicina, interleuquina-12 (IL-12), interferén-y
(IFN-y), Factor de Necrosis Tumoral o (TNFa) y el factor
tisular (preferentemente, un factor tisular truncado, por
ejemplo, en los residuos 1-219). Véase, por ejemplo, WO
01/62298.

Los elementos de unién especificos acordes con la

invencién se pueden usar en un método de tratamiento ¢ de
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diagnéstico del cuerpo humano o animal, tal como un método
de tratamiento (que puede incluir un tratamiento
profiléctico) de una enfermedad o trastorno en un paciente
humano que comprende la administracién a dicho paciente de
una cantidad eficaz de un elemento de unién especifico de la
invencién. Preferentemente, el elemento de unidén especifico
acorde con la invencién es administrado al paciente por
administracién parenteral. Las afecciones tratables de
acuerdo con 1la presente invencién incluyen tumores, en
especial tumores sélidos, y otras lesiones patolégicas por
angiogénesis, incluyendo, artritis reumatoide, retinopatia
diabética, degeneracién macular relacionada con la edad y
angiomas.

Los elementos de unién especificos son muy adecuados
para marcarlos radioactivamente con isétopos seleccionados
del grupo formado por "*Br, "'Br, 1331, 1, 131 y 2!at y para
su posterior uso en radiodiagnéstico y radioterapia.

Adn otro aspecto provee un método para producir un
elemento de unién especifico de la invencién, que comprende
marcar dicho elemento de unién especifico c¢on un
radioisdtopo seleccionado del grupo formado por '°Br, 7'Br,
1237, 124y, 13y o 2lpe

Para marcar radioactivamente al elemento de unién
especifico de forma directa, se pueden emplear grupos de

tirosina presentes en la molécula como blancos. En este
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procedimiento particular, el halogenuro, por ejemplo Br-, I
+ At™ es oxidado con un oxidante apropiado, por ejemplo
Iodogen® (tubos recubiertos), esferas con iodo, cloramina-T
(sal sb6dica de N-cloro—p—toluensulfonamida) etc. en
presencia del ingrediente farmacéuticamente activo (API).

La marcacién indirecta con, por ejemplo, bromo, yodo o
astatina se puede efectuar por premarcacién de un vehiculo
de halégeno bi-funcional, preferentemente derivado de, por
ejemplo, derivados de A&cido benzoico, derivados de Bolton-
Hunter, derivados de benceno, etc. El1 vehiculo se puede
transformar en una especie activada que serd conjugada al
grupo g-amino de residuos lisina ¢ al extremo N-terminal de
API. Este método indirecto también provee una ruta de
sintesis para marcar radicactivamente a compuestos
peptidicos de wuna manera quimioselectiva en el grupo
sulfhidrilo de un grupo cisteina. Primero se pueden reducir
las moléculas con puente de cisteina con un agente reductor
apropiado, por ejemplo, cloruro de estafie{(II), Tris (2-
carboxietil) fosfina (TCEP), generando grupos cisteina SH
libres gque pueden reaccionar con el vehiculo de haldgeno.
Como grupos funcionales para la unién se pueden emplear
derivados maleimida y a-bromo acetamida.

El método para producir un elemento de unidén especifico
de acuerdo con la invencién puede comprender la expresién

del 4&cido nucleico que codifica el elemento de unién
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especifico antes de marcarlo. Por consiguiente, como un paso
anterior, el método para producir el elemento de unién
especifico puede comprender opcionalmente causar o permitir
la expresién a partir del &cido nucleico codificador, es
decir de un &acido nucleico que comprende una secuencia gque
codifica el elemento de unién especifico. Dicho método puede
comprender el cultivo de células huésped bajo condiciones
que permiten producir dicho elemento de unién especifico.

El método de produccidén puede comprender un pasoc de
aislamiento y/o purificacién del producto. El elemento de
unién especifico se puede aislar y/o purificar después de su
expresién a partir del A4cido nucleico, y/o se puede
recuperar a partir de células huésped. El aislamiento y/o la
purificacién pueden ser anteriores a la marcacién. Como
alternativa o ademis, el elemento de unién especifico se
puede aislar y/o purificar después de la marcacién.

El método de produccién puede comprender la formulacién
del productoc en una composicién incluyendo al menos un
componente adicional, tal como un excipiente aceptable para
uso farmacéutico. Por conaiguiente, el elemento de unién
especifico (marcado) puede ser formulado en una composicién
incluyende al menos un componente adicional, tal como un
excipiente aceptable para uso farmacéutico.

Estos y otros aspectos de la invencién se describirén a

continuacién con mayor detalle.
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TERMINOLOGIA

Elemento de unidn especifico

Esto describe a un miembro de un par de moléculas que
tienen especificidad de unién entre si. Los miembros de un
par de unién especifica pueden ser naturales o total o
parcialmente sintéticos. Uno de los miembros del par de
moléculas tiene un Area sobre su superficie, o una cavidad,
que se une especificamente y por ello es complementaria de
una organizacién espacial y polar particular del otro
miembro del par de moléculas. Por consiguiente, los miembros
del par tienen la propiedad de unirse especificamente entre
8i. Los ejemplos de tipos de pares de unién especifica son
antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de
hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. Esta solicitud
se refiere a las reacciones de tipo antigeno-anticuerpo.

Molécula de anticuerpo

Esta describe una inmunoglobulina ya sea natural o
producida de forma parcial o totalmente sintética. E1
término también abarca cualquier polipéptido o proteina que
comprende un dominio de unién al anticuerpo. Los fragmentos
de anticuerpo que comprenden un dominio de unién al antigeno
son por ejemplo Fab, scFv, Fv, dAb, Fd y diabodies
[fragmentos diméricos]. La presente invencién se relaciona
con moléculas de anticuerpo IgGl completas y con mini-

inmunoglobulinas que comprenden g,2—CHA4.
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Se pueden emplear técnicas de tecnologia de ADN
recombinante para producir, a partir de una molécula de
anticuerpo inicial, otras moléculas de anticuerpo que
retienen la especificidad de la molécula de anticuerpo
original. Dichas técnicas pueden comprender la introduccién
de un ADN que codifica la regién variable de 1la
inmunoglobulina, o las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), de un anticuerpo contra las
regiones constantes, o las reglones constantes mAs las
regiones de marco de trabajo, de una inmunoglobulina
diferente. Véase, por ejemplo, EP-A-184187, GB 2188638A o
EP-A-239400.

Como los anticuerpos se pueden modificar de numerosas
maneras, se considera que el término "molécula de
anticuerpo™ abarca cualquier elemento de unidén especifico o
sustancia que tiene un dominio de unién anticuerpo-antigeno
con la especificidad requerida. Por consiguiente, este
término abarca fragmentos de anticuerpo y derivados,
incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un dominio de
unién inmunoglobulina-antigeno, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por ello se incluyen las moléculas
quiméricas que comprenden un dominio de unién a
inmunoglobulina, o un equivalente, fusionado a otro
polipéptido. La clonacién y expresién de anticuerpos

quiméricos se describen en EP-A-01206%94 y EP-A-0125023.
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Dominio de unidén al antigeno

Este describe la parte de una molécula de anticuerpo
que comprende el &rea que se une especificamente y es
complementaria de una parte o todo un antigeno. Cuando el
antigeno es grande, el anticuerpo se puede unir solamente a
una parte particular del antigeno, donde dicha parte se
denomina epitope. El dominio de unién al antigenc puede ser
provista por uno o mis dominios variables del anticuerpo
(por ejemplo, un fragmento de anticuerpo denominado Fd que
consiste de un dominio VH). Preferentemente, el dominio de
unién al antigeno comprende una reqgién variable de la cadena
liviana (VL) del anticuerpo y una regién variable de 1la
cadena pesada {(VH) del anticuerpo.

Especifico

Este término se puede usar para hacer referencia a la
situacién en que un miembro de un par de unién especifica no
mostrard ninguna unién significativa a moléculas distinta de
sus pares de unién especificos. El término también se aplica
cuando, por ejemplo, el domin@o de unién del antigeno es
especifico para un epitope particular contenido en numerosos
antigenos, en cuyo casc el elemento de unién especifico que
contiene el dominio de unién al antigeno podr&d unirse a los
diversos antigenos que contienen a dicho epitope.

Comprende

Este término se usa en general en el sentido que
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incluye, es decir, que permite la presencia de una o méas
caracteristicas o componentes.

Aislado

Se refiere al estadoc en que los elementos de unidn
especificos de 1la invencién, o el &cido nucleico que
codifica dichos elementos de unién, se encuentran
generalmente de acuerdo con la presente invencién. Los
elementos y el acido nucleico estarén libres o
sustancialmente libres del material con el que estén
asociados naturalmente, tal como otros polipéptidos o acidos
nucleicos con los cuales se hallan en su entorno natural, o
el entorno en el cual se preparan (por ejemplo, un cultivo
celular) cuando dicha preparacién se efectia con tecnologia
de ADN recombinante ya sea in vitro o in vivo. Los elementos
y el &acido nucleico se pueden formular con diluyentes o
adyuvantes y aun considerarse aislado a los efectos
practicos: por ejemplo los elementos se mezclan normalmente
con gelatina u otros vehiculos si se usan para recubrir
placas de microtitulacién para su uso en inmunoensayos o se
mezclan con vehiculos o diluyentes aceptables para uso
farmacéutico cuando se usan para diagnéstico o terapia. los
elementos de unién especificos pueden estar glicosilados, ya
sea naturalmente o por sistemas de células eucariotas
heterbélogas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC 85110503)

© no glicosiladas (por ejemplo, 3i son producidos por
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expresién en una célula eucariota).

El término "sustancialmente definido"™ significa que la
CDR © dominio VH o VL relevante de la invencién seré
idéntica o altamente similar a las regiones especificadas
cuya secuencia se describe en la presente. El1 término
"altamente similar" significa que se pueden efectuar entre 1
Y 5, preferentemente entre 1 y 4, tal como entre 1 y 3 6 1 6
2, o 3 6 4, sustituciones en la CDR y/o el dominio VH o VL.

La estructura que 1lleva la CDR de la invencién en
general seréd de una secuencia de una cadena pesada o liviana
de un anticuerpo, © una porcién sustancial de la misma,
donde la CDR estd en una ubicacién correspondiente a la CDR
de los dominios variables VH y VL del anticuerpo natural
codificados por genes reordenados de inmunoglobulina. Las
estructuras y ubicaciones de los dominios varliables de la
inmunoglobulina se pueden determinar por referenclia a
{Kabat, E.A. et al, Protein Sequences of Immunological
Interest. 5°* Eﬁicién, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los EE.UU. [US Department of Health and Human
Services]. 1991, y actualizaciones de la misma, ahora
disponible en Internet (http://inmuno.bme.nwu.edu o buscar
"Kabat" usando cualquier buscador).

Preferentemente, la secuencia de aminodcidos de la CDR
sustancialmente definida en la presente es llevada como una

CDR en un dominio variable humano o una porcién sustancial
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de la misma. Las secuencias de L19 VH CDR3 y/o L19 VL CDR3
sustancialmente definidas en la presente, se pueden usar en
las realizaciones preferidas de la presente invencidn y se
prefiere que cada una de ellas sea llevada como una CDR3 en
un dominio variable de una cadena pesada o liviana humana,
segin sea el caso, o una porcién sustancial del mismo.

La porcidn sustancial de wun dominio variable de
inmunoglobulina comprenderd al menos las tres regiones CDR,
junto con las regiocnes de marco de trabajo de las mismas.
Preferentemente, la porcién también incluira al menos un 50%
aproximadamente de cualquiera o ambas primera y cuarta
regiones de marco de trabajo, siendo un 50% del extremo C-
terminal, un 50% de la primera regién de marco de trabajo y
el 50% del extremo N-terminal de la cuarta regién de marco
de trabajo. Puede haber residuos adicionales por el extremo
N-terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio
variable que son residuos que no est&n asoclados normalmente
con las regiones del dominio variable naturales. Por
ejemplo, 1la construccién de los elementos de unién
especificos de la presente invencién se puede realizar
mediante técnicas de ADN recombinante que daré como
resultado la introduccié4n de residuos N- o C-terminales
codificados por 1ligadores introducidos para facilitar la
clonacién u otros pasos de manipulacién. Dichos otros pasos

de manipulacién incluyen la introduccién de ligadores para
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unir os dominios variables de 1la invencién a otras
secuencias de proteinas, incluyendo cadenas pesadas de
inmunoglobulina, otros dominios wvariables o marcas de
proteina, como se describira con mayor detalle miAs adelante.

En una molécula de anticuerpo IgGl de acuerdo con la
presente invencién, los dominios VL se pueden unir por el
extremo C-terminal a los dominios constantes de la cadena
liviana del anticuerpo, incluyendo las cadenas Ck o
CA humanas, preferentemente las cadenas Cx.

Ademés de estar marcados con '°Br, "'Br, 1331, 1241, 133
y/o 2lp¢, los elementos de unién especificos de la invencién
se pueden marcar con una segunda marca detectable o
funcional. Las marcas detectables se describen a
continuacién, e incluyen radiomarcas tales CcOomo
radiocisétopos de Tecnecio, Indio, Itrio, Cobre, Lutecio o
Renio, en particular **rc, %%7rc, !%6Re, !%®Re, !'1n, %y, %y,
74, %cu y 9Cu, que se pueden unir a los anticuerpos de la
invenciédn usando la quimica convencional conocida en el arte
de detecciédn por imAgenes con anticuerpos como se describe
en la presente. Otros radioisdétopos que se pueden usar
incluyen 2%pb, “Ga, %*Ga, *Isc, *'sc, mIn, *'Ru, S’cu, %Cu,
86y 88y 9y 121g, 16lqy 183gy 166yn 105y 177, T2y, g 10

Las marcas también incluyen marcas de enzimas, tal como
peroxidasa de rébano picante. Las marcas incluyen ademéis

grupos quimicos, tal como biotina, que pueden ser detectadas
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a través de la unién a un grupo detectable conocido
especifico, por ejemplo avidina marcada.

A continuacién se describe un ejemplo de un protocolo
de marcacidn:

Para marcar radioactivamente los elementos de unién
especificos de una forma directa, se reducen primero las
moléculas con puente de cisteina utilizando un agente
reductor apropiado, por ejemplo cloruro de estafio(II),
Tris (2-carboxietil)fosfina (TCEP), con lo Qque Se generan
grupos de SH-cisteina libres que pueden reaccionar con los
isdétopos de, por ejemplo, Tc o0 Re. En este procedimiento
particular, los permetalatos obtenidos con el sistema
generador son reducidos por un agente reductor, por ejemplo
cloruro de estafio(II}, en presencia de un ligando auxiliar,
por ejemplo tartrato de sodio, y API (los detalles se
describen mas adelante en la seccién experimental).

La marcacién indirecta con por ejemplo indio, itrio,
lanténidos o tecnecio y 1renio se puede realizar
preconjugando un ligando quelante, preferentemente un
derivado de &cido etilendiamintetraacético (EDTA), &cido
dietilentriaminpentaacético (DTPA), é&cldo ciclohexil-1,2-
diamintetraacético (CDTA), 4&cido etilenglicol-0,0'-bi{2-
aminoetil)-N,N,N',N'-diacético (HBED) , acido
trietilentetraaminhexaacético (TTHA), é&cido 1,4,7,10-tetra-

aza-ciclododecan-N,N',N''-tetraacético (DOTA), &cido 1,4,7--
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tri-aza-ciclononan-N,N',N''-triacético (NOTA), Acido
1,4,8,12-tetra-aza-ciclotetradecan-N,N',N'",N'"''~
tetraacético {(TETA) , mercaptoacetil diglicina {MAG3) ,
mercaptoacetil triglicina (MAG;), mercaptoacetil glicil-
cisteina (MAGC), cisteinil-glicil-cisteina (CGC), a grupos
amina o tiol del elemento de unién especifico. Los ligandos
quelantes poseen un grupo de acoplamiento adecuado, por
ejemplo grupos de ésteres activos, maleimidas, tiocarbamatos
o acetamida a-halogenada. Para conjugar 1leos ligandos
quelantes a los grupos amina, por ejemplo grupos &-NH; de
residuos lisina, no se requiere una reduccién previa del
compuesto L19-SIP.

Los métodos de marcacién de un elemento de unién
especifico pueden comprender conjugacién de un wvehiculo de
halégeno bi-funcional activado que contiene un radioisétopo
seleccionado del grupo formado por '°Br, "'Br, 1?31, 1#1, 133
y At a un residuo lisina o al extremo N-terminal y a un
reslduo clsteina del elemento de unién especifico. El método
puede comprender la conjugacién del vehiculo de haldgeno a
un residuo 1lisina o cisteina del elemento de unién
especifico o al extremo N-terminal del elemento de unidn
especifico. Uno o ambos entre (i) un residuo cisteina y (ii)
un residuo lisina o el extremo N terminal, se pueden marcar
con el mismo radioisétopo o uno diferente de acuerdo con la

invencién.
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Los elementos de unién especificos de 1la presente
invencién estdn disefiados para sSu uso en métodos de
diagnéstico o tratamiento en sujetos humanos o animales,
preferentemente humanos. Los elementos de unién especificos
son especialmente adecuados para su uso en métodos de
radioterapia y radiodiagnéstico.

Por lo tanto, otros aspectos de la invencién proveen
métodos de tratamiento que comprenden la administracién de
un elemento de unién especifico provisto, composiciones
farmacéuticas que comprenden dicho elemento de unién
especifico y el uso de dicho elemento de unidén especifico en
la elaboracién de un medicamento para su administracién, por
ejemplo, en un métodeo para elaborar un medicamento o una
composicién farmacéutica que comprende formular el elemento
de unién especifico con un excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

Las indicaciones clinicas en las cuales se puede usar
un elemento de unién especifico de la invencién para proveer
un beneficio terapéutico incluyen tumores tal como cualquier
tumor sélido, también otras lesiones de angiogénesis
patolégica, incluyendo artritis reumatoide, retinopatia
diabética, degeneracién macular relacionada con la edad y
angiomas.

Los elementos de unién especificos de acuerdo con la

invencién se pueden usar en un método de tratamiento del
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cuerpo human o de un animal, tal como un método de
tratamiento (que puede incluir un tratamiento profilactico)
de una’' enfermedad o trastorno en un paciente humano que
comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz
de un elemento de unién especifico de 1la invencién.
Preferentemente, el tratamiento es una radioterapia. Las
afecciones que pueden ser tratadas de acuerdo con la
presente invencién se describen en otra parte en la
presente.

Los elementos de unién especificos de acuerdo con la
invencién se pueden usar en una deteccidn por 1imAgenes
SPECT, deteccién por imigenes PET y en una terapia. Los
isétopos preferidos para una deteccién por imégenes SPECT
incluyen 331 y 31, El1 isétopo preferido para PET es 2%1. El
1317 es el isétopo preferido par; su uso en terapias.

Debido al uso de diferentes isdétopos de un elemento
para la deteccién por imAgenes y terapias, la
biodistribucién de los respectivos inmunoconjugados es
idéntica. Esto constituye una ventaja en coniparacién con
otros enfoques que emplean derivados marcados con !'In para
la deteccién por imAgenes con el fin de predecir 1la
biodistribucién de los respectivos derivados terapéuticos

marcados con Yy

porque la  biodistribucién de los
correspondientes derivados marcados con !'In e %Y podria

ser diferente; véase Carrasquillo J.A. et al. (1999) J Nucl
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Med 40: 268-276.

Por lo tanto, otros aspectos de la invencién proveen
métodos de tratamiento que comprenden la administracién de
un elemento de unién especifico provisto en la presente,
composiciones farmacéuticas que comprenden dicho elemento de
unién especifico y el uso de dicho elemento de unién
especifico en la elaboracién de un medicamento para su
administracién, por ejemplo, en un método de elaboracién de
un medicamento o composicién farmacéutica que comprende
formular el elemento de unién especifico con un excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

De acuerdo con la presente invencién, las composiciones
provistas pueden ser administradas a individuos. Las
administracién es preferentemente de una "cantidad eficaz
para uso terapéutico”, siendo ésta suficiente como para
beneficiar al paciente. Dicho beneficio puede ser al menos
el alivio de al menos un sintema. La cantidad real
administrada, y la dosis y los tiempos de administracién,
dependerdn de la naturaleza y severidad de lo que esti en
tratamiento. La prescripcién del tratamiento, por ejemplo
las decisiones acerca de la dosificacién, ete, es
responsabilidad de los especialistas practicantes en general
y otros profesionales médicos. Las dosis apropiadas de
anticuerpo son bien conocidas en el arte; véase Ledermann

J.A. et al. (1991) Int J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K.D,
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et al. (1991) Antibody, Immunoconjugates and
Radiopharmaceuticals 4: 915922.

La composicién se puede administrar sola o en
combinacién con otros tratamientos, ya sea simulténeamente o
sucesivamente dependiendo de la afeccién a tratar.

Los elementos de unién especificos de la presente
invencién, incluyendo los que comprenden un dominio de unién
anticuerpo-antigeno, pueden ser administrados a un paciente
que necesita el tratamiento por cualquier ruta adecuada,
habitualmente por inyeccién en el torrente sanguineo y/o
directamente en el sitio a tratar, por ejemploc un tumor.
Preferentemente, el elemento de unién especifico se
administra por via parenteral. La doslis precisa dependera de
numerosos factores, de la ruta de tratamiento, del sitio y
la ubicacién del area a tratar (por ejemplo un tumor), de la
naturaleza precisa del anticuerpo (por ejemplo, una molécula
de anticuerpo 1IgGl completa, una molécula de mini-
inmunoglobulina) y de la naturaleza de toda marca detectable
u otra molécula unida a la molécula de anticuerpo. La dosis
tipica de anticuerpo se encontraré en el rango de 10-50 mg.

Esta es la dosis para un solo tratamiento de un
paciente adulto, que puede ser ajustada proporcionalmente
para bebés y niflos, y también se puede ajustar para otras
formas de anticuerpo en proporcidén al peso molecular. Los

tratamientos se pueden repetir a intervalos de dias, dos
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veces por semana, semanalmente o mensualmente, a discrecién
del profesional a cargo.

Los elementos de unién especificos de la presente
invencién habitualmente seré&n administrados en la forma de
una composiciédn farmacéutica, que puede comprender al menos
un componente ademéAs del elemento de unién especifico.

Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la presente invencién, y para uso de acuerdo con
la presente invencién, pueden comprender, ademdas del
ingrediente activo, un excipiente, vehiculo, solucién
amortiguadora, estabilizante u otros materiales aceptables
para uso farmacéutico bien conocidos por los especialistas
en el arte. Dichos materiales deberian ser no téxicos y no
deberian interferir con la eficacia del ingrediente activo.
La naturaleza precisa del vehiculo u otro material dependeré
dela ruta de administracidédn, gque puede ser oral o por
inyeccién, por ejemplo intravenosa.

Para la inyeccibén intravenosa, o la inyeccién en el
gitio de la enfermedad, el ingrediente activo se encontrara
en la forma de una solucldn acuosa aceptable para uso
parenteral que se encuentre libre de pirdgenos y tenga
valores de pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los
especialistas en el arte podrdn preparar soluciones
adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isoténicos, tal

como cloruro de sodio para inyectables, solucién de Ringer



&zg%
165

para inyectables, solucién de Ringer lactato para
inyectables. Se pueden incluir conservantes,
estabilizadores, soluciones amortiguadoras, antioxidantes
y/u otros aditivos, segin necesidad.

La composicién se puede administrar sola o en
combinacién con otros tratamientos, ya sea simultAneamente o
sucesivamente dependiendo de la afeccién a tratar. Dichos
otros tratamientos pueden incluir la adminlstraciédn de dosis
adecuado de drogas contra el dolor, tal como drogas anti-
inflamatorias no esteroides (por ejemplo aspirina,
paracetamol, ibuprofeno o ketoprofeno) u opiatos tal como
morfina, o anti-eméticos.

La presente invencidén provee a método que comprende
causar o permitir la unién de un elemento de unién
especifico provista en la presente a ED-B. Tal como se
indicara, dicha unién puede tener lugar in vivo, por ejemplo
después de 1la administracién de un elemento de unién
especifico o de un Acido nucleico que codifica un elemento
de unién especifico, o puede tener 1lugar in vitro, por
ejemplo en un ELISA, transferencia Western,
inmunocitoquimica, inmunoprecipitacién o cromatografia de
afinidad.

Se puede determinar la cantidad de unién del elemento
de unién especifico a ED-B. La cuantificacién puede

relacionarse con la cantidad de antigeno en una muestra de
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prueba, que puede ser de interés para diagnéstico.

Las reactividades de los anticuerpos para una muestra
puede determinarse usando cualquier medio apropiado. E1l
radioinmunoensayo {(RIA) es una posibilidad. El antigeno
marcado radiocactivo se mezcla con antigeno sin marcar {la
muestra de prueba) y se deja que se una al anticuerpo. El
antigeno unido se separa fisicamente del antigeno no unido y
se determina la cantidad de antigeno radioactivo unido al
anticuerpo. Cuanto mas antigeno hay en la muestra de prueba
menos antigeno radioactivo se unird al anticuerpo. También
se puede usar un ensayo de unién competitiva con antigeno no
radioactivo, usando un antigeno o un andlogo ligado a la
molécula informante. La molécula informante puede ser un
fluorécromo, fésforo (o] un colorante laser con
caracteristicas de absorcién o emisién separadas en el
espectro. Los fluorécromos adecuados incluyen fluoresceina,
rodamina, ficoeritrina y rojo Texas. Los colorantes
cromogénicos adecuados incluyen diamincbencidina.

Otros informantes incluyen particulas coloidales
macromoleculares o material particulado tal como esferas de
ldtex coloreadas, magnéticas o paramagnéticas y agentes
biolégica o quimicamente activos que pueden generar, directa
0 indirectamente, sefiales detectables que pueden ser
observadas visualmente, detectadas electrdnicamente o

registradas de otra manera. Estas moléculas pueden ser
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enzimas que catalizan reacciones que desarrollan o cambian
de color o, por ejemplo, que causan cambios en las
propiedades eléctricas. Pueden ser molecularmente
excitables, de modo tal gque las transiciones electrénicas
entre los eatados de energia dan como resultado espectros de
absorcién o emisién caracteristicos. Pueden incluir 1las
entidades quimicas usadas junto con biosensores. Se puede
emplear asimismo los sistemas de deteccién de
biotina/avidina o©  biotina/estreptavidina y fosfatasa
alcalina.

Las seflales generadas por los conjugados individuales
de anticuerpo-informante se pueden usar para derivar datos
absolutos o relativos cuantificables de 1la unién del
anticuerpo relevante en las muestras {(normal y de prueba).

La presente invencién se extiende ademids a un elemento
de unién especifico que compite por la unién a ED-B con
cualquier elemento de unidén especifico que se una al
antigeno y comprenda un dominio V incluyendo una CDR con la
secuencia de aminodcides sustancialmente como la gque se
define en la presente, preferentemente un dominio VH que
comprenda la VH CDR3 de la SEQ ID N°: 3. La competencia
entre los elementos de unién puede ser evaluada féacilmente
in vitro, por ejemplo marcando una molécula informante
especifica para un elemento de unién que puede ser detectado

en presencia de otro u otros elementos de unidén no marcados,
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para facilitar la identificacién de los elementos de unién
especificos que se unen al mismo epitope © a un epitope
superpuesto. La competencia se puede determinar, por
ejemplo, usando un ELISA como se describe en Carnemolla et
al. (24 1996).

Como se estableciera precedentemente, los métodos para
producir elementos de unién especificos acordes con la
invencién pueden comprender expresar un A&cido nucleico
codificante, y puede comprender opcionalmente el cultivo de
células huésped bajo condiciones que permitan producir el
elemento de wunién especifico. Los elementos de unién
especificos y las moléculas de &cido nucleico codificante y
de vectores de acuerdo con o0 para su uso en la presente
invencién se pueden proveer aisladas y/o purificadas, por
ejemplo a partir de su entorno natural, en una forma
sustancialmente pura u homogénea o, en el caso del &acido
nucleico, libre o sustancialmente libre de Aacidos nucleicos
o genes de un origen distinto al de la secuencia que
codifica el polipéptido con la funcién requerida.

El 4cido nucleico usado de acuerdo con la presente
invencién puede comprender ADN o ARN y puede ser total o
parcialmente sintético. La referencia a la secuencia de
nucledtidos definida en la presente abarca una molécula ADN
de la secuencia especifica y abarca una molécula de ARN de

la secuencia especifica en la cual U sustituye a T, a menos
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que el contexto indique lo contrario.

Los sistemas de clonacién y expresién de un polipéptido
en diversas células huésped diferente son bien conocidos.
Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de
mamifero, levadura y sistemas de baculovirus. Las lineas de
células de mamifero disponibles en el arte para la expresién
de un polipéptido heterélogo incluyen células de ovario de
himster chino, células Hela, c¢é&lulas de rifién de hamster
recién nacido, células de melanoma NSO de ratén y muchas
otras. El huésped bacteriano més comin y preferido es E.
coli.

La expresién de 1los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo en células procariotas, tal como E. Coli, esté
bien establecida en el arte. Por una revisién, véase, por
ejemplo, Pliickthun, A. Bio/Technology 9: 545-551 (1991). La
expresién en células eucariotas en cultivo también estéa
disponible para los especialistas en el arte como una opcién
para producir un elemento de unién especifico, véase las
revisiones recientes de, por ejemplo, Ref, M.E. (1993) Curr.
Opinion Biotech. 4: 573-576; Trill J.J. et al. (1995) Curr.
Opinion Biotech 6: 553-560.

Los wvectores adecuados se pueden elegir o construir,
para que contengan las secuencias rééuladoras apropiadas,
incluyendo secuencias promotoras, secuencias terminadoras,

secuencias de poliadenilacién, secuencias potenciadoras,
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genes marcadores y otras secuencias seglin corresponda. Los
vectores pueden ser pldsmidos, virales por ejemplo fagos, o
fagémidos, segin corresponda. Por detalles adicionales
véase, por ejemplo, Molecular Cloning: a Laboratory Manual:
3* Edicién, Sambrook et al., 2001, Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Hay muchas técnicas y protocolos conocidos
para la manipulacidén de &cidos nucleicos, por ejemplo para
la preparacién de construcciones de A&cido nucleico, de
mutagénesis, secuenciacién, introduccién de ADN en células y
expresién genética, y andlisis de proteinas, dque se
describen con detalle en Current Protocols in Molecular
Biology, Segunda Edicién, Ausubel et al. eds., John Wiley &
Sons, 1992. Las explicaciones de Sambrook et al. y Ausubel
et al. se incorporan en la presente a modo de referencia.

El método para producir un elemento de unién especifico
de acuerdo con la invencién puede comprender ademdas la
introduccién de un acido nucleico codificante en una célula
huésped. La introduccién puede emplear cualquier técnica
disponible. Para células eucariotas, las técnicas adecuadas
pueden incluir transfeccién por fosfato de calcio, DEAE-
Dextrano, electroporacién, transfeccidn mediada por
liposomas y transduccidén usando retrovirus u otros virus,
por ejemplo vaccinia o, para células de insecto,
baculovirus. Para células bacterianas, las técnicas

adecuadas pueden incluir transformacién por cloruro de



calcio, electroporacién y transfeccién usando bacteriéfagos.

Después de la introduccidén se puede causar o permitir
la expresidén del &cido nucleico, por ejemplo por cultivo de
células huésped bajo condiciones que permitan la expresién
del gen.

En una realizacién, el &cido nucleico de la invencién
estd integrado en el genoma (por ejemplo, el cromosoma) de
la célula huésped. La integracié4n puede promoverse por
inclusién de las secuencias que promueven la recombinaclén
con el genoma, de acuerdo con técnicas estandar.

Otros aspectos y realizaciones de la presente invencién
serdn evidentes para los especialistas en el arte a la luz
de 1la presente explicacién incluyendo 1los siguientes
ejemplos experimentales. Los métodos de sintesis y marcacién
de los elementos de unién especificos de la presente
invencién 8e ilustran de manera mas acabada en los
siquientes ejemplos. Estos ejemplos se ofrecen a modo
ilustrativo y no en un sentido limitativo. Todos los
documentos mencionados en cualquier parte de esta memoria
descriptiva se incorporan a modo de referencia.

EJEMPLOS EXPERTMENTALES DE ASPECTOS Y REALIEZACIONES DE LA
PRESENTE INVENCION

1. Preparaciédn y caracterizacidén de los elementos de

unidén especificos de acuerdo con la presente invencién

Los siguientes ejemplos emplean compuestos peptidicos
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L19-SIP marcados radiocactivamente.

1.1 Sintesis de I-131-L19-SIP (Método de cloramina-T)

Se colocaron 200 ug de IL19-SIP en 230 ul de PBS (PBS
0,2 M, pH 7,4) en un vial de reaccién, se mezclaron con 185
MBq de [!'I]NaI y se hicieron reaccionar con 30 pl de una
solucién recién preparada de cloramina-T (2 mg/ml) en PBS
0,2 M (pH 7,4). Después de 1 min, se agregaron 50 pl de una
solucién de NazS;05 (10 mg/ml en PBS 0,2 M, pH 7,4). El L19-
SIP marcado con 1 se purificé por cromatografia sobre gel
usando una columna NAP-5 {Amersham, Eluyente: PBS),

prebloqueada con 5 ml de albimina de suero bovino 0,5% en

PBS.

Rendimiento radioquimico: 45,7 %.

Pureza radioquimica: 68,3 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 31,7 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 76 %

1.2 Sintesis de I-131-L19-SIP (Método con Iodogen)

Se mezclaron 800 pg de L19-SIP en 800 pl de PBS (PBS
0,2 M, pH 7,4) y 500 MBq de [?'I]NaI y se colocaron en un
vial de reaccién (tubo Iodogen, Pierce Inc.). La mezcla se
agitd suavemente, sobre un periodo de 30 min a temperatura
ambiente. El1 L19-SIP marcado con %1 se purificé por
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,
Eluyente: PBS), prebloqueada con 5 ml de albumina de suero

bovino 0,5 % en PBS.
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Rendimiento radioquimico: 93,2 &.

Pureza radioquimica: 91,1 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 46,6 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 78 %

1.3 Sintesis de 1-123-L19-SIP (método con Iodogen)

Se mezclaron 200 pg de L19-SIP en 230 pl de PBS (PRBS
0,2 M, pH 7,4)y 200 MBq de [!?I]NaI y se colocaron en un
vial de reaccién (tubo Todogen, Pierce Inc.}. La mezcla se
agitdé suavemente sobre un periodo de 30. min a temperatura
ambiente. El L19-SIP marcado con *°I se purificé por
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,
Eluyente: PBS), preblogqueada con 5 ml de albimina de suero

bovino 0,5 % en PBS.

Rendimiento radioquimico: 81,6 %.

Pureza radioquimica: 89,6 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 61,2 MBq/nmol.
Inmunorreactividad: 84 %

1.4 Sintesis de I-124-L19-SIP (método con Iodogen)

Se mezclaron 200 pg de L19-SIP en 230 pl de PBS (PBS
0,2 M, pH 7,4) y 50 MBq de ['*’I]NaI y se colocaron en un
vial de reaccién (tubo Iodogen, Pierce Inc.). La mezcla se
agité suavemente, sobre un periodo de 30 min a temperatura
ambiente. El1 L19-SIP marcado con **I se purificé por
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,

Eluyente: PBS), prebloqueada con 5 ml de albimina de suero
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bovino 0,5 &% en PBS.

Rendimiento radioquimico: B4,5 &.

Pureza radioquimica: 89,6 & (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 22.8 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 86 %

1.5 Sintesis de (3-(4-hidroxi-3-('*'1)iodo-fenil) -
propionato)-L19-SIP

Se disolvieron 500 pg de {(3-(4-hidroxi-fenil)-N-
{(sulfonato—succinimidil)propionato} en 1 ml de DMSO. Se
mezclaron diez microlitros de cloramina-T (5 mg/ml en PBS)
con 74 MBq de ['*I]Nal, neutralizado con 15 pl de PBS (0,2
M, pH 7,4). Se agregd un micreolitro de la solucién de (3-(4-
hidroxi-fenil)-N-(sulfonato—-succinimidil)propionato) a 1la
solucién de cloramina-T/[!*'I]NaI y se dejé que la mezcla
reaccionara durante 1 min. La reaccién se detuvo por adicién
de 40 pl de una solucién de NazS;0s (10 mg/ml en PBS 0,2 M,
pH 7,4), seguido de la adicién inmediata de 200 pg de L19-
SIP en 230 ul de solucién amortiguadora de borato (PBS 0,2
M, pH 8,5).

El compuesto (3- (4-hidroxi-3-['*'I]iodo-fenil) -
propionato)-L19-SIP se purificé por cromatografia sobre gel
usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS},
prebloqueada con 5 ml de albimina de suero bovino 0,5 % en
PBS.

Rendimiento radioquimico: 37,2 %.



Pureza radioquimica: . 94,6 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 10,3 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 69 %

1.6 Cdlculos MIRD para I-131-L19-SIP

Basado en los datos de biodistribucién en ratones
portadores del tumor, se pudo calcular la dosis absorbida de
L19-SIP marcado con I-131 utilizando la £érmula MIRD. El
modelo biocinético se obtuvo con los datos ID para I-131-
LI9-SIP en ratones portadores del glioblastoma humano
{(U251). Los tiempos de residencia se calcularon como las
dreas bajo la curva de funciones bi- y monoexpcnenciales
integradas de cero a infinito incluyendo la vida media
biolégica y fisica del compuesto.

Considerando los 6rganos de ratém como fuente de
radiacién y como blanco de radiacién, se pudo estimar 1la
dosis absorbida por érgano como una autodosis (sin radiacién
cruzada) para I-131-L19-SIP usando los valores S del
software MIRDOSE 3.1.

Dosis por érgano de raténm (mGy/ MBq):

Higado 50
Riflones 160
Bazo 50
Pulmén 220
Ovarios 180-410 (dependiendo del estado del ciclo

ovulatorio y de la expresién de ED-B)



Otero

Testiculos

Sangre

Médula roja

Tumor

Usando 1los tiempos

programa MIRDOSE 3.1,
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600 (dependiendo del estado del ciclo
ovulatorio y de la expresidn de ED-B)

55

130

50 {célculo basado en la dosis para sangre)

940 (calculado para un tumor de 100 mg)

de residencia calculados en el

se puede calcular la dosis absorbida

para humanos para I-131-L19-SIP.

Dosis por érgano en humanos (mGy/ MBq):

Adrenales
Cerebro

Vesicula biliar

Pared LLI

Intestino delgado

Estémago

Pared ULI

Pared del corazén

Rifones
Higado
Pulmones
Masculo
Ovarios

PAncreas

9,46E-02
1, 64E-02
7,33E-02
1,00E-01
4,47E-01
1,10E-01
9,45E-02
2,11E-01
6,22E-02
1,86E-01
7,46E-02
7,04E-02
8,71E-02
8,07E-01
1,15E-01



Médula roja 9,11E-02
Superficie 6sea 9,74E-02
Piel 7,20E-02
Bazo 7,11E-02
Testiculos 2,38E-01
Tiroides B, 55E-02
Tircide a,54E-02
Pared de vejiga urinaria 7,19E-01
Utero 4,72E-01
Cuerpo completo 8, 78E-02
EQUIV DOSIS EFICAZ 3, 60E-01
DOSIS EFICAZ 3,21E-01

Se concluyé que la médula roja y los Oérganos
reproductores (ovarios/itero y testiculos} serian 1los
érganos limitantes de la dosis. Sin embargo, la ventana
terapéutica segin los cédlculos dosimétricos parecia
favorable y promisoria. Se encontrdé una relacién de dosis de
turcr a dosis de médula roja de 18. Por consiguiente, I-131-
L19-STP presentdé una dosis notable 18 veces més alta
administrada al tumor que a la médula roja.

1.7 Estudio de tratamiento de tumores después de una
sola inyeccidén 1i.v. de I-131-L19-SIP en ratones desnudos
portadores de tumores

Se inyecté I-131-L19-SIP una vez por via intravenosa en

ratones desnudos portadores de U251 (glioblastoma) (peso
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corporal de 27 g aproximadamente). Las dosls investigadas
fueron de 37 MBgq y 74 MBq, respectivamente. Ademis, se
investigé un grupo de animales control (inyectados una vez
con solucién salina fisiolégica). Durante los dias después
de la inyeccién, se determindé el tamafio del tumor (en mm?)
usando un calibre.

El crecimiento de tumores U251 en ratones desnudos
monitoreado después de una sola inyeccién intravenosa de
solucién salina fisioldgica Yy de I-131-L19-SIP,
respectivamente, se muestra en la figura 6.

Una sola inyeccién de I-131-L19-SIP a razén de 74 MBqg
por animal mostrdé un efecto pronunciado sobre el crecimiento
de tumores U251 dando como resultado una estasis durante 18
dias. Los mismo se cumplié para el grupo de dosis baja (37
MBq) excepto por un ligero crecimiento del tumor que comenzéb
durante los dltimos 5 dias para el grupo de dosis baja. Por
el contrario, loas tumores del gqrupo control crecieron de
forma continua durante todo el periodo de observacién.

Los resultados de esta investigacién muestran el
excelente potencial de I-131-L19-SIP para el tratamiento de
tumores sdlidos.

1.8 Deteccién por imdgenes de I-123-L19-SIP después de
una sola inyeccidén i.v. en ratones desnudos portadores de
tumores .

lLa sustancia de 1la invencién se inyectdé por via
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intravenosa a una dosis de 9,25 MBq aproximadamente en
ratones desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) (peso
corporal 25 g aproximadamente). La deteccién por imAgenes
con céimara gamma se realizé a distintos tiempos después de
administrar la sustancia.

La centellografia lineal de I-123-1L19-SIP en Ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) 4 horas después
de la inyeccién y 24 horas después de la inyeccién, permitié
observar claramente el tumor. A las 4 horas después de la
inyeccién, ademés de la fuerte captacién en el tumor
solamente se pudo detectar un ligero nivel basal en el resto
del cuerpoc (no unido a un érgano particular sino derivado de
la sangre). En tanto se mantuvo la seflal en el tumor, 1la
seflal basal en el resto del cuerpo desapareci$ en el tiempo.
Por consiguiente, a las 24 horas de post-inyeccién solamente
se pudo detectar al tumor.

Los resultados de esta investiqacibn muestran el
excelente potencial de I-123-L19-SIP para la deteccién por
imigenes de tumores sélidos.

2. Ejemplos y experimentos adicionales

MATERIALES Y METODOS.

Preparacidn y expresidén de scFv, inmunoproteina pequeila
(SIP} y construcciones de scFv IgGl

El scFv(L19) (Figura 1lA) es un fragmento de anticuerpo

madurado por afinidad (Kd = 5,4 x 10" M) dirigido
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especificamente contra el dominio ED-B de la fibronectina
(13 Pini et al., 1998). Se usé scFv(D1.3) (7 McCafferty et
al.; 26 Neri et al., 1997), una scFv lisozima anti-clara de
huevo de ratén como control. Estos scFv fueron expresados en
la Cepa HB2151 de E. coli (Maxim Biotech, San Francisco CA)
de acuerdo con Pini et al. {34 1997).

Mini-inmunoglobulina

Para construir el gen de la inmunoproteina pequefia L19
{(L19-SIP) (Figura 1C) se amplificdé la secuencia de ADN que
codifica scFv(L1l9) con la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando la ADN polimerasa Pwo (Roche), de
acuerdo con las recomendaciones del proveedor, usando los
cebadores BC-618 (gtgtgcactcggaggtgcagetgttggagtctggg: SEQ
ID N®: 8} y BC619 (gcctccggatttgatttccaccttggtccecttggee: SEQ
ID N°: 9), que contiene los sitios de restriccién ApalLl y
BspEI, respectivamente. El1 producto de la amplificacidén
insertd en ApalI/BspEI en el vector pUT-eSIP, que permite
obtener al gen scFv con una seilal de secrecién, necesaria
para la secrecién de proteinas hacia el medio extracelular.
El vector pUT-eSIP se obtuvo del vector pUT-SIP-long
descrito previamente (33 Li et al., 1997} después de
sustituir el dominio y1-CHE3 constante humano por el dominio
CH4 de la isoforma secretora humana IgQE IgE-S2 (g,2—-CH4; 35
Batista et al., 1996). CH4 es el dominio que permite la

dimerizacién en la molécula de IgE y la iscforma g, contiene
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una cisteina por el extremo carboxilo terminal, que
estabiliza al dimero IgE a través de un enlace disulfuro
entre cadenas. En la molécula SIP final el ScFv{L19) se ligé
con el dominio eg;—CH4 por medio de un ligador corto GGSG. El
gen SIP se recortdé luego del plasmido pUT-8SIP-L19 con las
enzimas de restriccién HindIII y EcoRI y se clond en el
vactor de expresién en mamiferos pcDNA3 (Invitrogen,
Groningen, Los Paises Bajos), que contiene al promotor del
citomegalovirus (CMV), con el fin de obtener la construccién
pcDNA3-L19-SIP.

La secuencia de ADN que codifica scFv(Dl.3) se
amplificé usando los cebadores BC-721
(ctcgtgcactegecaggtgecagetgecaggagtca: SEQ ID N°: 10) y BC-732
(ctctceggaccgtttgatctegegettggt: SEQ ID N°: 11) y se insertéd
en ApaLI/BspEI en el vector pUT-eSIP. El gen D1.3-SIP se
recortd luego del vector pUT-eSIP-D1.3 con las enzimas de
restriccién HindIII y EcoRI y se clondé en el pcDNA3, con el
fin de obtener la construccién pcDNA3-D1.3-SIP.

Estas construcciones se usaron para transfectar células
de mieloma murino SP2/0 (ATCC, American Type Culture
Collection, Rockville, MD, EE.UU.) usando el reactivo de
transfeccién FuGENE 6 (Roche) segin el protocolo para
células adherentesa, optimizado por el proveedor. Los
transfectomas se cultivaron en DMEM suplementado con FCS 10%

y se seleccionaron usando geneticina 750 pg/ml (G418,
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Calbiochem, San Diego, CA).

IgG1

Para preparar. IgGl completa, se recorté la regién
variable de la cadena pesada de L19 (L19-VH), Jjunto con su
secuencia del péptido de secrecién, con HindIII y XhoI del
L19-pUT-eSIP descrito previamente y se insertd en el vector
pUC-IgGl, que contiene al gen de la cadena pesada constante
humana yl1 completa. El1 gen IgGl recombinante se recorté
luego del pUC-IgGl-L19-VH con HindIII y EcoRI y se clond en
el pcDNA3, para obtener la construccidén pcDNA3-L19-IgGl.

Para preparar la cadena liviana L19 completa, se
amplificé ©L19-VL a partir de L19-pUT-eSIP (descrito
precedentemente) por PCR wusando los cebadores BC-696
(tggtgtgcactcggaaattgtgttgacgcagte: SEQ ID N°: 12) y BC-697
{ctctecgtacgtttgatttecaccttggtec: SEQ ID N°: 13), que
contienen a los sitios de restricciédn Apall y BsiWI,
respectivamente. Después de una digestién con ApaLl y BsiWI,
el producto de la amplificacién se insertd en el vector pUT-
SEC-hCx que contiene la secuencia de la seflal de secrecibén y
la secuencia de la cadena liviana constante x humana. El gen
recombinante de la cadena liviana se recortd luego del pUT-
SEC-hCxk-L19-VL con HindIXI y Xhol y se insertd en el pCMV2A,
un vector de expresién de mamiferos, derivado del vector
pcDNA3 por eliminacién del gen de resistencia a G418, para

obtener la construccién pCMV2A-L19-x.
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Se usaron cantidades equimolares de estas
construcciones para cotransfectar células de mieloma murino
SP210 seqgin se describidé precedentemente. Los clones
seleccionados con geneticina fueron examinados en un ELISA
por su capacidad para secretar la inmunoglobulina quimérica,
completa con las cadenas pesada y liviana.

Todas las construcciones de ADN fueron purificadas
usando el sistema Maxiprep de Qiagen (Hilden, Alemania) y se
confirmaron las secuencias de ADN de ambas cadenas de las
construcciones usando el conjunto de elementos dRhodamina
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction ABI PRISM (Perkin
Elmer, Foster City, CA). Todas las enzimas de restricciédn
{({RE}) eran de Roche Diagnostics (Milano, Italia), con la
excepcién de BsiWI (New England Biolabs, Beverly, MA).
Después de la digestién con RE, los insertos y los vectores
se recuperaron de geles de agarosa usando el método Qiaquick
(Qiagen).

Purificacidén y control de calidad de los anticuerpos

Se realizé una cromatografia por inmunoafinidad para
purificar los diferentes anticuerpos de acuexrdo con el
procedimiento descrito por Carnemolla et al. (24 1996).

Se usdé ED-B conjugado con Sepharose 4B (Amersham
Pharmacia Biotech., Uppsala, Suecia) seqin las instrucciones
del proveedor (24 Carnemolla et al., 96) inmunopurificar

todas las diferentes formas del anticuerpo L19, en tanto se
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usé una columna de lisozima de clara de huevo de gallina
(Sigma, St. Louis, EE.UU.) conjugado con Sepharose 4B
(Amersham Pharmacia) para los anticuerpos D1.3.

Las formas inmunopurificadas de los anticuerpos L19-SIP
y L19-IgGl no requirieron purificacién adicional y fueron
dializadas contra PBS, pH 7,4, a +4°C. Dado que los scFv
obtenidos de la cromatografia por inmuncafinidad estén
constituidos por dos formas, monomérica y dimérica, se
necesité un segundo paso de purificacién, como describieron
Demartis et al. (27 2001), para aislar esta dltima forma. Se
prepararon lotes de las diferentes formas de anticuerpo y se
analizaron usando SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no
reductoras, inmunohistoquimica, cromatografia por exclusién
del sitio (Superdex 200, Amersham Pharmacia Biotech) vy
experimentos de ELISA.

Los experimentos de electroforesis sobre gel
dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE), ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA), cromatografia por
exclusién de tamafio y ELISA con examen inmunohistoquimico
del medio de cultivo condicionado se efectudé de acuerdo con
Carnemolla et al. (24 1996). Para revelar la expresién de
las diferentes formas del anticuerpo L19, se inmovilizé el
fragmento recombinante 7B89 (24 Carnemolla et al., 1996),
que contiene el dominio ED-B de FN, que incluye al epitope

reconocido por el L1%, sobre inmunoplacas Maxisorp (Nunc,
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Roskilde, Dinamarca). Para detectar los anticuerpos D1.3 en
los experimentos de ELISA, 3e inmovilizé la lisozima de
clara de huevo de gallina (Sigma) sobre una superficie NH2
de placas EIA (Costar, Cambridge, MA). Se usdé una IgE anti-
humana de conejo conjugada con peroxidasa {Pierre, Rockford,
IL), diluida de acuerdo con 1las recomendaciones del
proveedor, como anticuerpo secundario para detectar los SIP.
Se wusé una IgG anti-humana de conejo conjugada con
peroxidasa (Pierre) en el caso de la IgGl. Para los scFv que
contienen la secuencia de marca FLAG, se usdé un anticuerpo
monoclonal anti FLAG humano de ratén (M2, Kodak) y un
anticuerpo anti-ratén de cabra conjugado con peroxidasa
{(Pierre) COmo anticuerpos secundarios Yy terciarios,
respectivamente. En todos 1los casos, se detectd 1la
inmunorreactividad con el antigeno inmovilizado usando el
sustrato ABTS para peroxidasa (Roche) y se midié la
absorbancia fotométrica a 405 nm.

Se usé una columna para cromatografia Superdex 200
(Amersham Pharmacia) para analizar los ©perfiles de
filtracién por gel de los anticuerpos purificados bajo
condiciones nativas usando cromatografia liquida ré&pida de
proteinas (FPLC; Amersham Pharmacia). La inmunohistoquimica
para diferentes secciones de tejido congelado se efectud
seglin describieron Castellani et al. (22 1994) y se aplicd

un gradiente de SDS-PAGE 4-18% de acuerdo con Carnemolla et



al. (17 1989) bajo condiciones reductoras y no reductoras.

Animales y lineas celulares

Se obtuvieron ratones atimicos desnudos (hembras CDl de
8 semanas de vida nude/nude) de Harlan Italia (Correzzana,
Milano. Italia), ratones de la cepa 129 (clon SvHsd) (8-10
semanas de vida, hembras) de Harlan UK (Oxon, Inglaterra).
Se adquirieron células de teratocarcinoma embrionarias de
ratén (F9), células derivadas de melanoma humano (SK-MEL-28)
y células de mieloma de ratén (SP2/0) de American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Para inducir la
formacién de tumores, los ratones desnudos recibieron
inyecciones por via subcutdnea de 16 x 10° células SK-MEL-28
y los ratones de la cepa 129 3 x 10° células F9. El volumen
tumoral se determiné con la siguiente férmula: {(d)2?xDx0,52,
donde d y D son, respectivamente, las dimensiones corta y
larga (cm) del tumor, medidas con un calibre. El1 albergue,
los tratamientos y el sacrificio de los animales se
efectuaron de acuerdo con la legislacién nacional vigente
(Ley de Italia N° 116 del 27 de enero, 1992) con respecto a
la proteccién de animales usados con fines cientificos.

Radiolodacién de los anticuerpos recombinantes

La radioiodacién de las proteinas se realizé segin el
método indirecto de Chizzonite (36 Riske et al.,1991) usando
tubos de iodacién pre-recubiertas IODOGEN (Pierce) para

125I

activar Na {NEN Life Science Products, Boston, MA) de
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acuerdo con las recomendaciones del proveedor. En los
experimentos informados, se usé 1,0 mCi de Na'®*I para 0,5 mg
de proteina. Las moléculas marcadas radioactivamente se
separaron del ?®I 1libre usando columnas PD10 (Amersham
Pharmacia) pre-tratadas con BSA 0,25% y equilibradas en PBS.
La radicactividad de las muestras se establecié usando un
contador y Crystal (Packard Instruments, Milano, Italia). El
ensayo de inmunorreactividad de la proteina marcada
radiocactivamente se efectué con una columna de ED-B
Sepharose de 200 pl saturada con BSA 0,25% en PBS. Se aplicéd
una cantidad conocida de anticuerpo radiciodado, en 200 nl
de BSA 0,25% en PBS, por arriba y se dejé que ingresara en
la columna. A continuacién, se lavé la columna con 1,5 ml de
BSA 0,25% en PBS para eliminar los anticuerpos que no se
unieron especificamente. Finalmente, se eluyé el material
inmunorreactivo unido usando 1,5 ml de TEA 0,1 M, pH 1l1. Se
efectué un recuento de la radioactividad de material no
unide y unido y se calculdé el porcentaje de anticuerpos
inmunorreactivos. La inmunorreactividad era siempre mayor
que un 90%.

Para analizar ain mas los anticuerpos radioiodados se
cargd una cantidad conocida de proteina marcada
radioactivamente en 200 pl a la columna Superdex 200. El
volumen de retencién de las diferentes proteinas no varid

después de 1la radioiodacién. Para las tres formas de
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anticuerpo L19 radioiodadas y sus controles negativos, la
recuperacién de la radiocactividad de la columna Superdex 200
era del 100% (Figura 3A, 3B y 3C).

Experimentos de biodistribucién

Para bloquear la acumulacién no especifica del *Iodo
en el estdmago y la concentracién en tiroides, 30 minutos
antes de inyectar los anticuerpos marcados radioactivamente,
los ratones recibieron por via oral 20 mg de perclorato de
sodio (Carlo Erba, Italia) en agua. Este procedimiento se
repitié a intervalos de 24h por toda la duracién de los
experimentos de biodistribucién. Los ratones portadores del
tumor recibieron inyecciones en la vena de la cola de 0,1
nmoles de los diferentes anticuerpos marcados
radiocactivamente (correspondiente a 6 pg de scfv, 8 pg de
SIP y 18 pg de IgG) en 100 pl de salina. Se sacrificaron
tres animales por tiempo, 8se recortaron los diferentes
6rganos incluyendo el tumor, se pesaron, se efectué un
recuento en un contador ¥ y luego se fijaron con
formaldehido 5% en PBS, pH 7,4, para obtener las
microautorradiografias, de acuerdo con Tarli et al. (23
1999}).

También se tomaron muestras de sangre para obtener
plasma para determinar la estabilidad de la molécula marcada
radioactivamente en el. torrente sanguineo usando la prueba

de immunorreactividad vya descrita y el andlisis de
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filtracién por gel. En ambos casos se usaron 200 pl de
plasma. El contenido radioactivo de los diferentes 6érganos
se expresé como el porcentaje de dosis inyectada por gramo
(% ID/g). Los parémetros de depuracién (clearance) de sangre
de los anticuerpos radioiodados fueron ajustados con el
procedimiento de cuadrados minimos, usando el Programa
Kaleidagraph para MacIntosh (Synergy Software, Reading PA,
EE.UU.) y la siquiente ecuacién:

X (t) = A exp (-(alfa t)) + B exp (-(beta t)

donde X (t) es el % ID/g de anticuerpo marcado
radiocactivamente en el tiempo t. Esta ecuacién describe un
perfil de depuracién de sangre bi-exponencial, en el cual la
amplitud de la fase alfa se define como A x 100 / (A + B) y
la amplitud de la fase de eliminacién beéa se define como B
x 100 / (A + B). Alfa y beta son parémetros de velocidad
relacionados con la vida media de las fases correspondientes
de depuracién de sangre. T1/2 (fase alfa) = 1n2/alfa =
0,692.../alfa T1/2 (fase beta) = 1ln2/alfa = 0,692.../alfa.
X(0) era igual al 40%, correspondiente a un volumen de
sangre de 2,5 ml en cada ratén,
RESULTADOS
Preparacidén de los anticuerpos

Se usaron las regiones variables de L19 (13 Pini et
al., 1998), las diferentes formas del anticuerpo ({scFv,

mini-inmunoglobulina e IgGl completa humana) y sus
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rendimientos in vivo para el reconocimiento dirigido de 1la
vasculatura tumoral.

En la figura 1 se muestran las construcciones
utilizadas para expresar las diferentes formas del
anticuerpo L19. Se prepararon construcciones similares
usando las regiones variables de los scFv especificos para
un antigeno no relevante (D1.3: 7 McCafferty: 26 Nerl et
al., 1997).

Para obtener los SIP e IgGl, se transfectaron células
de mieloma SP2/0 de murinos con las construcciones que se
muestran en la figura 1 y se selecclonaron los transfectomas
estables usando G418. Los mejores productores fueron
determinados por ELISA y estos clones fueron expandidos para
la purificacién del anticuerpo. La purificaclén de las tres
formas del anticuerpo L19 se basé en la cromatografia por
inmunoafinidad wusando ED-B recombinante conjugado con
Sepharose. Los rendimientos fueron de aproximadamente 8 mg/l
para scFv(L19), 10 mg/l para L19-SIP, 3 mg/l para L19-IgGl.
Como proteinas control, se usé scFv(D1.3) especifico para la
lisozima de huevo de gallina y, usando las regiones
variables de scFv D1.3, se construydé Dl.3-SIP. Estos dos
anticuerpos fueron purificadas con lisozima de huevo de
gallina conjugada con Sepharose. Los rendimientos fueron de
8 v 5 mg/l, respectivamente. Como control para L19-IgGl se

usdé la IgGl/x humana disponible comercialmente (Sigma).
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El anédlisis SDS-PAGE de las tres formas purificadas de
L19 se efectud bajo condiciones tantc reductoras como no
reductoras. Para scFv(L19), la masa aparente era, segin lo
esperado, de 28 kDa aproximadamente bajo ambas condiciones
reductoras y no reductoras (no se muestra). E1 L19-SIP
mostré una masa molecular cercana a 80 kDa bajo, y tenia una
masa de 40 kDa aproximadamente bajo condiciones reductoras.
Los resultados demostraron que mas del 95% de la molécula
nativa existe como un dimero ligado covalentemente. E1 L19-
IgGl mostréd, segin lo esperadb, una banda principal de 180
kDa aproximadamente bajo condiciones no reductoras, en
tanto, bajo condiciones reductoras, mostré dos bandas
correspondientes a la cadena pesada de 55 kDa
aproximadamente y a la «cadena 1liviana de 28 kDa
aproximadamente. Se obtuvieron los perfiles de elucién de
las tres formas del anticuerpo L19 analizadas por
cromatografia por exclusién de tamafio {Superdex 200). En los
tres casos se detectdé un solo pico con una distribucién
normal y que representaba mas del 98%. Con una curva de
calibracién estédndar, las masas moleculares aparentes eran
de 60 XDa para scFv(L19)2, 80 kDa para L19-SIP y 280 kDa
para L19-IgGl. Ademas, se demostrd la ausencia de los
agregados moleculares que a menudo estin presentes en las
preparaciones de proteinas recombinantes y que pueden

invalidar los resultados obtenidos en los estudios in wvivo.
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Se obtuvieren resultados similares con los anélisis por SDS-
PAGE y cromatografia por exclusién del sitio (Superdex 200)
realizados con las proteinas control purificadas.

Con estas tres formas diferentes de anticuerpo L19, se
efectuaron anflisis inmunohistoquimicos utilizando secciones
congeladas de melanoma SK-MEL-28 humano inducido en ratones
desnudos y de teratocarcinoma murina F9 inducida en ratones
de la cepa 129. Se obtuvieron resultados éptimos a
concentraciones tan bajas como 0,25-0,5 nM. Los tres
anticuerpos L19 purificados reconocieron estructurasg
idénticas.

Estabilidad in vivo de las formas del anticuerpo L19
marcado radioactivamente

Para los estudios de biodistribucién in wvivo, se
utilizé melanoma SK-MEL-28 humano y teratocarcinoma F9 de
murinos. El1 tumor SK-MEL-28 presentaba un indice de
crecimiento relativamente lento en tanto el tumor F9 crece
rapidamente (Figura 2). Por ello, el uso del tumor SK-MEL-28
permitié realizar experimentos de larga duracién (hasta
144h), en tanto el tumor F9 era inducido para estudios de
biodistribucidén cortos (hasta 48 h). Todos los experimentos
de biodistribucién se realizaron cuando los tumores median
aproximadamente 0,1-0,3 cm’. Para comparar las diversas
formas de anticuerpo, se inyectaron cantidades equimolares

(0,1 nmol) en 100 pl de salina estéril. Antes de la
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inyeccidén, 1los compuestos radioiodados pasaron por filtros
de 0,22 pm y se verificé la inmunorreactividad y el perfil
de filtracidén por gel (véase Materiales y métodos). La
inmunorreactividad de las proteinas marcadas
radiocactivamente siempre era de mis del 90%.

En la figura 3 A-C se muestran los perfiles del
andlisis de la filtracién por gel (Superdex 200) de las
formas del anticuerpo L19 radioiodadas.

Se tomaron muestras de sangre de los animales tratados
a los diferentes intervalos de tiempo desde la inyeccién y
se analizé la radioactividad presente en el plasma por
inmunorreactividad y mediante cromatografia de filtracién
por gel. Los perfiles de filtracién por gel mostraron un
solo pico principal, que tiene la masa molecular de 1la
proteina inyectada, para las tres formas del anticuerpo L19.
Solamente el perfil de scFv reveld un segundo pico con una
masa molecular mis alta, lo que sugiere formacién de
agregados (Figura 3 D-F). Aun mAs, se observd formaclén de
grandes agregados de masa molecular que no eluian de la
columna Superdex 200 para scFv(L19)2. De hecho, en tanto la
recuperacién de la columna Superdex 200 era del 90-100% de
la radioactividad aplicada para ambas formas L19-SIP y L19-
IgG, el rendimiento de la radiocactividad cargada de
scFv(L19)2 era del 55% aproximadamente. La radiocactividad

retenida solamente se recuperdé después de lavar la columna
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para cromatografia con NaOH 0,5 M, lo que demuestra que los
agregados grandes eran bloqueados en el filtro de columna
(Tabla 1).

En la tabla 1 también se informan los resultados de la
prueba de inmunorreactividad realizada con plasma (véase
Materiales y métodos). Durante el transcurso de los
experimentos, L19-SIP y L19-IgG1 mantuvieron la misma
inmunorreactividad en plasma que los reactivos iniciales.
Por el contrario, ya a las 3 horas después de la inyeccién
la inmunorreactividad de scFv(L19), en plasma se habia
reducido a menos de un 40%.

Experimentos de biodistribucidén comparativos

En las tablas 2 a, b, ¢ ¥ en la figura 4 se informan
los resultados obtenidos en los experimentos de
biodistribucién con 1los 1L19 marcados radioactivamente
anticuerpos en ratones portadores del tumor SK-MEL-28.

En las tablas 2 a, b, ¢ se muestra, en diferentes
tiempos desde la inyeccién i.v. de los anticuerpos marcados
radicactivamente, el promedio (+ DE) del % ID/g de tejidos y
é6rganos, incluyendo tumores.

En la figqura 4 se representan las variaciones del &%
ID/g de las diferentes formas del anticuerpo en tumor {(A) y
sangre (B) en los diferentes tiempos de los experimentos,
asi como las relaciones (C) entre el &% ID/g en tumor y

sangre. Las tres formas del anticuerpo Ll19 se acumularon
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selectivamente en el tumor y la relacién del % ID/g de tumor
Yy otros 6rganos se informan en la tabla 3.

Tal como lo demuestran las microautorradiografias, los
anticuerpos solamente se acumulan sobre la vasculatura
tumoral, en tanto no se observa una acumulacién especifica
sobre la vasculatura de los 6rganos normales. Por el
contrario, no se encontré una acumulacidén especifica de las
moléculas control radiolodadas ni en tumores o en tejidos
normales (Tablas 2 a, b, c).

Las tres formas del anticuerpo L19 mostraron una
depuracién mediada principalmente por el rifién, determinada
por recuento de muestras de orina. Seqgin io esperado, 1la
velocidad de depuracién era mayor para scFv(L19); y menor
para la L19-IgGl completa. El ajuste de la curva con una
funcién biexponencial permitié obtener los valores de vida
media indicados en la tabla 4.

En la figura 5 se muestran las variaciones en el & ID/g
(+ DE) de tumor y sangzre obtenidas con scFv(L19)2 y L19-SIP
radioiodados usando el modelo de tumor de teratocarcinoma
F9. Debido a la gran actividad angiogénica del
teratocarcinoma F9, la acumulacién de las moléculas
radioactiva en este tumor era 3 a 4 veces mayor, 3 y 6 h
después de la inyecciébn i.v. gue en el tumor SK-MEL-28 y era
persistentemente mayor durante las 48h de duracién del

experimento. Con respecto al tumor SK-MEL-28, se confirmé la
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acumulacién especifica en la vasculatura tumoral por
microautorradiografia, en tanto no se observé una
acumulacién especifica en el tumor después de la inyeccién
de las moléculas control. En la tabla 5 se informa el % ID/g
de Ll9(acFv) y L19SIP, en diferentes tiempos después de la
inyeccién i.v., en tumores F9 y otros érganos.

Sintesis de L19-SIP reducido

A una solucién de 375 pg (5 nmol) de L19-SIP en 422 nl
de PBS se agregaron 50 pl de solucién TCEP (14,34 mg de TCEP
X HCl/5 ml de NajHPO4 acuoso, 0,1 M, pH = 7,4). La mezcla de
reaccién se agitd suavemente durante lh a 37 °C. Se purificéd
L19-SIF reducido por cromatografia sobre gel usandoe una
columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS). El andlisis por
SDS-PAGE del producto aislado demostré la transformacidn
cuantitativa de L19-SIP en L19-SIP reducido.

Rendimiento: 100,3 pg/200 pl de PBS (26,7%).

Sintesis de Tc-99m-L19-SIP

Se colocaron 3,0 mg L-tartrato disédico en un vial
seguido de adicidén de 100,3 pug de L19-SIP reducido en 200 pl
de PBS y la solucidn se diluydé con 100 pl de solucién
amortiguadora acuosa de NaHPOy (1 M, pH = 10,5). Se
agregaron 85 pl de eluato generador de Tc-99m (24h) y 10 pl
de soluciétn de SnCl; (5 mg de SnClz/l1 ml HCl1 0,1 M). La
mezcla de reaccién se agité durante 0,5 h a 37 °C. El L19-

SIP marcado con Tc¢-99m se purificé por cromatografia sobre



gel usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 35, 6%.

Pureza radioquimica: 90,2% (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 26,4 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 91,4 %

Sintesis de carboximetil-t-butil disulfurc de Tc-99m—
MAG2-L19-SIP

Se calentd una solucién de 21,75 ml (0,312 mol) de
4cido l-mercaptoacético, 43,5 ml (0,312 mol) de trietilamina
y 100 g {0,312 mol) de N-(ter-butiltio)-N,N'-di-BOC-
hidrazina en 1 1 de EtOH {abs.) bajo reflujo ({(atmésfera de
Nz) durante 60 h. El EtOH se evapord bajo presién reducida
hasta un volumen final de 200 ml aproximadamente. El residuo
se vertié en 1,8 1 de H0O y el pH de la suspensién
resultante se ajustd en 7,14 usando NaOH 5 molar. La di-BOC-
hidrazina se separé por filtracién y el pH de la solucidén
resultante se ajustd en 2,2 usando HCl concentrado al 50%.
El material crudo se extrajo con agua 3x y 600 ml de CHaCl:.
Las capas orgéAnicas combinadas se secaron sobre MgSC; y el
solvente se evaporé bajo presién reducida obteniéndose 41,1
g (80%) como un aceite amarillo. El1 material era
suficientemente puro para una sintesis adicional.

N-(benciloxicarbonil-Gly)Gly t—ﬁutiléster (Z-N-Gly) Gly
t-butiléster

Se agitd una solucién de 35,02 g (114 mmol) de Z-Gly-O-
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succinimida y 15 g (114 mmol) de Gly-O-t-Bu en 1,4 1 de
CH2Cl; bajo atmésfera N; a temperatura ambiente durante 20 h.
La capa orgédnica se lavé 3x con 250 ml de Acldo citrico
acuoso 1%, 2x con 200 ml de NaHCO; acuoso saturado al 50% y
lx con 200 ml de agua. La capa orgénica se secdé sobre MgSO,
anhidro. La evaporacién de CH,Cl bajo presién reducida
permitié obtener 36,5 g (99%) de Z-Gly-Gly-O-t-Bu como un
aceite amarillo. El material crudo era suficientemente puro
para una sintesis adicional.

Gly-Gly t-butiléster

Se disolvieron 36,5 g (113 mmol) de Z2-Gly-Gly-O-t-Bu en
1l 1 de THF seguido de la adicién de 3,65 g de paladic sobre
carbén (10%). La mezcla se agitd bajo atmbésfera de Ha (1
atm) durante 3 h a temperatura ambiente. La suspensién se
purgd con N, se filtré (filtro PTFE: 0,45 pm) y el filtrado
se concentré bajo presidén reducida obteniéndose 20,3 g (95%)
de Gly-Gly-O-tBu como un aceite amarillo. El material crudo
era suficientemente puro para una sintesis adicional.

Glicil-glicina-t-butiléster, carboximetil-t-butil
disulfuro

Se agregé por gotas una solucién de 23,85 g (115,6
mmol) de DCC en 430 ml de CHzClz a una solucién de 21,76 g
{115,6 mmol) de Gly-Gly-0O-t-Bu, 20,84 g (115,6 mmol) de
carboximetil-t-butil disulfuro y 13,3 g (115,6 mmol) de NHS

en 1 1 de CH;Cl,. La suspensién resultante se agité durante
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la noche bajo atmésfera de N; a temperatura ambiente.
después de la filtracién la solucién resultante se lavd 3x
con 400 ml de NaHCO; acuoso saturado al 50% y 1x con 400 ml
de agua. La capa organica seca (MgS0O4) se evapordé bajo
presién reducida. El1 producto crudo se purificé por
cromatografia sobre gel de silice usando un gradiente de
solventes que variaba de CH;Clz;/MeOH 99:1 a CHaCla/MeOH
98,5:1,5. Se aislaron 26,1 g (64%) como un aceite amarillo.

Mercaptoacetil-glicil-glicina

Se disolvieron 26,32 g (75,09 mmol) de glicil-glicina-
t-butiléster carboximetil-t-butil disulfuro en 233 ml de TFA
bajo atmbésfera de Nz. La solucién resultante se agitéd
durante 20 min a temperatura ambiente. El1 TFA se evapord
bajo presién reducida (5-10 x 102 mbar) y el aceite
resultante se secd bajo agitacién durante otras 2 h (5-10 x
1072 mbar). Después de la adicién de 250 ml de Et,0 precipité
un polvo blanco y la suspensién se agité durante 3 h. El
material se separd por filtracién y se resuspendié en 100 ml
de Etz0. La suspensién resultante se agitd durante la noche,
el producto se separd por filtracién y el material se sechd a
temperatura ambiente bajo presién reducida obteniéndose
20,46 g (92,5%) como un polvo blanco.

NHS éster de mercaptoacetil-glicil-glicina

Se combiné mercaptoacetil-glicil-glicina (1 g, 3,14

mmol) con N-hidroxisuccinimida (391 mg, 3,4 mmol) en un
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balén seco y se disolvieron en DMF anhidro (4 ml). Se agregd
DCC (700 mg, 3,4 mmol) en dioxano anhidro (2 ml) con la
mezcla de reaccién bajo agitacién. Dentre de los 15 min
comienza a formarse un precipitado (DCU). Después de 1 h el
precipitado se separa por filtracién bajo vacio. El
precipitado se lavdé con dioxano frio. El dioxano se separé
del filtrado. El1 producto se precipité de la solucién
remanente de DMF por adicidén de dietiléter. El1 producto se
aislé por filtracién, se lavd con dietiléter frio y se secd
en un desecador de vaclio durante la noche. Rendimiento: 1,33
(99 &).

Sintesis de Tc-99m-MAG2-g-HN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 111 ul de PBS con 300 pl de solucién amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializé 2 x 1 h con 200
ml de solucién amortiguadora de fosfato (0,1 M, pH 8,5)
empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc.,
Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de solucidédn de NHS
éster de mercaptoacetil-glicil-glicina (0,50 mg disueltos en
500 pl de solucién amortiguadora de fosfate, 0,1 M, pH 8,5)
y la mezcla de reaccién se calentd durante 3 h a 37°C. La
mezcla de reaccidn se dializd 2 x 1 h y 1 x 17 h (durante la
noche) con 200 ml de solucidn amortiguadora de fosfato (0,1
M, pH 8,5) por vez, emplean el equipo Slide-A-Lyzer 10.000

MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 3,0
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mg de L-tartrato disédico al vial seguido de adicién de 90
pl de eluato generador Tc-99m (eluido diariamente) y se
agregaron 25 pl de solucién de SnCl; (5 mg de SnClz/1 ml de
HCl 0,1 M). La mezcla de reaccidén se agité durante 0,5 h a
37 °C. El1 L19-SIP marcado con Tc-99m se purificé mediante
cromatografia sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham,

Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 55,1 %.

Pureza radioquimica: 94,5 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 15,2 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 81,1 %

Sintesis de Re-188-L19-SIP

Se colocaron 3,0 mg de L-tartrato disédico en un vial
sequido de adicién de 150 pg de L19-SIP reducido-SH en 310
pl de PBS y la solucién se diluyd con 100 pl de solucidn
amortiguadora acuosa de NazHPO, (1 M, pH = 10,5). Se
agregaron 100 pl de eluato generador de Re-188 y 50 nl de
solucién de SnCl; (5 mg de SnClz/l ml de HClL 0,1 M). La
mezcla de reaccién se agitd durante 1,5 h a 37°C. E1l L19-SIP
marcado con Re-188 se purificé por cromatografia sobre gel

usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 34,8 &.
Pureza radioquimica: 97,2 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 13,5 MBg/nmol.

Inmunorreactividad: 91,7 %
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Sintesis de L19-SIP reducido para una conjugacidn
especifica de EDTA, CDTA, TETA, DTPA, TTHA, HBED, DOTA,
NOTA, DO3A y quelantes semejantes con el grupo cisteina-SH

Se agregaron 50 pl de solucién de TCEP (14,34 mg TCEP x
HC1/5 ml de h;azHPO.l acuoso, 0,1 M, pH = 7,4) a una solucién
de 375 pg (5 nmol) de L19-SIP en 422 ul de PBS. La mezcla de
reaccién se agitd suavemente durante 1 h a 37 °C. El L19—éIP
reducido se purificé por cromatografia sobre gel usando una
columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: solucién amortiguadora de
acetato de sodio, 0,1 M, pH 5,0). El andlisis por SDS-PAGE
del producto aislado demostrd la transformacién cuantitativa
de L19-SIP en L19-SIP reducido. Rendimiento: 105,7 pg/200 pl
(28,2 %).

Sintesis de In-111-MX-DTPA-maleimida-S (Cys)-L19-SIP-R

(R = reducido)

Se hiclieron reaccionar 105 pg (2,8 nmol) de L19-SIP
reducido en 200 pl de solucidén amortiguadora de acetato de
sodio (0,1 M, pH 5) con 50 pl de 1,4,7-triaza-2-({N-maleimido
etilen-p—amino)bencil—~1l, 7-bi (carboximetil)-4—-carboximetil-6-
metil-heptano disuelto (0,25 mg de DTPA-maleimida en 500 pl
de soluclién amortiguadora de acetato de sodio, 0,1 M, pH 5)
durante 3 h a 37°C. La mezcla de reacclédn se dializé 2 x 1 h
con 200 ml de solucién amortiguadora de acetato de sodio
(0,1 M, pH 6) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO

{Pilerce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).
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Se agregaron 80 pl de solucién de [In-111]1InCl; (HCl, 1
N, 40 MBq, Amersham Inc.) y la mezcla de reaccién se calentd
a 37°C durante 30 min.

El DTPA-maleimida-S(Cys)-L19-SIP marcado con In-111 se
purificé por cromatografia sobre gel usando una columna NAP-

5 (Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 51,6 %.

Pureza radioquimica: 97,2 % (SDS-PAGE) .
Actividad especifica: 7,9 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 88,5 %

Sintesis de MX-DTPA-maleimida (1,4,7-triaza-2- (N-
maleimido-etilen-p-amino)bencil-1,7-bis (carboximetlil)—-4-
carboximetil-6-metil-heptano)

Se disolvieron 512 mg (1 mmol) de &cido {[3—(4-amino-
fenil)—-2-(bi-carboximetilamino)-propil]-[2-{bi-carboximetil-
amino)-propil] }-aminoacético (Macrocyclics Inc. Dallas, TX,
EE.UU.) y 707 mg (7 mmol) de trietilamina en 3 ml DMF seco.
Se agregaron, por gotas, 400 mg (1,5 mmol) de 2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il-éster del A&cido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-
pirrol-1-il)-propiénico {(Aldrich) en 1 ml de DMF seco. La
solucidén se agité durante 5 h a 50 °C. Se agregaron,
lentamente, 30 ml de dietiléter. La mezcla de reaccién se
agité durante otros 30 min. El precipitado se recolecté por
filtracién. El producto crudo se purificé mediante RP-HPLC

(acetonitrilo:agua:écido trifluoracético; 3:96,9:0,1 ->
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99,5:0:0,1). Rendimiento: 61% (405 mg, 0,61 mmol). MS-ESI:
664 = M* +1.

Sintesis de In-111-MX-DTPA-¢-HN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 111 pl de PBS con 300 pl de solucién amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucidén amortiquadora de borato de sodio (0,1 M,
pH 8,5) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 ul de
solucién de 1,4,7-triaza-2-(p-isotiocianato)bencil-1,7-
bis (carboximetil)-4-carboximetil6—metil-heptano (MX-~DTPA)
(0,33 mg de MX-DTPA disuelto en 500 pl de solucién
amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5) y la mezcla
de reaccién se calenté durante 3 h a 37°C. La mezcla de
reaccién se dializé 2 x 1 h y 1 x 17 h (durante la noche)
con 200 ml de solucidn amortiguadora de acetato de sodio
(0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el equipo Slide-A-Lyzer
10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 80 pl de solucién de [In-111]InCl; (HC1l, 1
N, 40 MBqg, Amersham Inc.) y la mezcla de reaccién se calentd
a 37°C durante 30 min. El1 MX-DTPA-e-HN(Lys)-L19-SIP marcado
con In-11l1 se purificé por cromatografia sobre gel usando
una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).
Rendimiento radioquimico: 72,4 %.

Pureza radioquimica: 80,3 % (SDS-PAGE).
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Actividad especifica: 8,8 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 77,5 %

Sintesis de In-111-DOTA-C-bencil-p-NCS—-s-HN(Lys)-L19-
SIP

Se diluyeron 200 ng (2,66 nmol) de L19-SIP no reducido
en 108 pl de PBS con 300 pl de soluciédn amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucién amortiguadora de borato de sodio (0,1 M,
pH 8,5) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
(Plerce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se agregaron 50 pl de
solucién de acldo 1,4,7,10-tetra-aza-2- (p-
isotiocianato)bencil-ciclododecan-1,4,7,10-tetraacético
{bencil-p—-SCN-DOTA, Macrocyclics Inc., Dallas TX, EE.UU.)
(1,5 mg de bencil-p—SCN-DOTA disuelto en 5 ml de solucién
amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5) a la
solucién y la mezcla de reacciédn se calenté durante 3 h a
37°C. La mezcla de reaccién se dializé 2 x 1 hy 1 x 17 h
(durante la noche) con 200 ml de soluciédn amortiguadora de
acetato de sodio (0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el
equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL,
EE.UU.).

Se agregaron 80 pl de solucién de [In-111]InCl; (HCl1l, 1
N, 40 MBq, Amersham Inc.) y la mezcla de reaccién se calentd
a 37 °C durante 30 min. El1 DOTA-C-bencil-p-NCS-e-HN(Lys)-

L19-SIP marcado con In-111 se purificé por cromatografia
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sobre gel usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente:

PBS) .

Rendimiento radioguimico: 70,8 &.

Pureza radioquimica: 92,1 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 10,1 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 75,1 %

Sintesis de Y-88-MX-DTPA-¢-IN(Lys)-L19-SIP

Se diluyeron 200 pg (2,66 nmol) de L19-SIP neo reducido
en 110 pl de PBS con 300 pl de solucién amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se dializaron 2 x 1 h con
200 ml de solucién amortiguadora de borato de sodio (0,1 M,
pH 8,5) empleando un equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO
(Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.}. Se agregaron 50 pl de
solucién de MX-DTPA (0,33 mg de MXDTPA disuelto en 500 pl de
solucién amortiguadora de borato de sodio, 0,1 M, pH 8,5} ¥y
la mezcla de reaccién se calenté durante 3 h a 37°C. ILa
mezcla de reaccién se dializé 2 x 1 hy 1 x 17 h (durante la
noche} con 200 ml de solucién amortiguadora de acetato de
sodio (0,1 M, pH 6,0) por vez, empleando el equipo Slide-A-
Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 100 pl de solucién de [Y-B88]¥Cl; (HCl, 1
N, 75 MBgq, Oak Ridge National Lab.) y la mezcla de reaccién
se calentd a 37 °C durante 30 min. E1 MX-DTPA-¢-HN(Lys)-L19-
SIP marcado con Y-88 se purificé por cromatografia sobre gel

usando una columna NAP-5 (Amersham, Eluyente: PBS).



Rendimiento radioquimico: 68,1 %

Pureza radioquimica: 91,5 % (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 11,4 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 70,5 %

Sintesis de Lu-177-DOTA-C-bencil-p-NCS -&-HN(Lys)-Z19-
SIP

Se disolvieron 200 pnug (2,66 nmol) de L19-SIP no
reducido en 120 pl de PBS con 300 pl de solucién
amortiguadora de borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) y se
dializaron 2 x 1 h con 200 ml de solucidén amortiguadora de
borato de sodio (0,1 M, pH 8,5) empleando un equipo Slide-A-
Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc., Rockford, IL, EE.UU.). Se
agregaron 50 pl de solucién de bencil-p—SCN-DOTA (1,5 mg
disueltos en 5 ml de solucién amortiguadora de borato de
sodio, 0,1 M, pH 8,5) y la mezcla de reaccién se calentd
durante 3 h a 37°C. La mezcla de reaccién se dializé 2 x 1 h
y 1 x 17 h (durante la noche) con 200 ml de solucién
amortiguadora de acetato de sodio (0,1 M, pH 6,0) por vez,
empleando el equipo Slide-A-Lyzer 10.000 MWCO (Pierce Inc.,
Rockford, IL, EE.UU.).

Se agregaron 200 pl de solucién de [Lu-177]LuCly (HC1,
1 N, B0 MBg, NRH-Petten, Los Paises Bajos) y la mezcla de
reaccién se calenté a 37 °C durante 30 min. E1 DOTA-C-
bencil-p-NCS-g-HN (Lys) L19-SIP marcado con Lu-177 se purificd

por cromatografia sobre gel usando una ceclumna NAP-5
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(Amersham, Eluyente: PBS).

Rendimiento radioquimico: 72,2 %.

Pureza radioquimica: 94,9 & (SDS-PAGE).
Actividad especifica: 18,3 MBg/nmol.
Inmunorreactividad: 73,4 %

Distribucidén en drganos y excrecidén de In-111-PU-DTPA-
LI9-SIP después de una 8ola inyeccién i.v. en ratones
desnudos portadores de tumores

Los péptidos marcados de la invencién fueron inyectados
por via intravenosa a una dosis de aproximadamente 37 kBg en
animales portadores de F9 (teratocarcinoma) (peso corporal
de 25 g aproximadamente). Se midié la concentracién de
radiocactividad en diversos érganos y la radioactividad
excretada usando un contador y en diversos tiempos después
de administrar la sustancia.

La biodistribucién de In-111-MX-DTPA-L19-SIP en ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma}) {media * DE, n =
3) se muestra en la tabla 6.

Distribucién en dérganos y excrecidén de Tc-99m-L19-SIP
después de una sola inyeccidén 1.v. en ratones desnudos
portadores de tumores

Los péptidos marcados fueron inyectados por via
intravenosa a una dosis de 56 kBg aproximadamente en
animales portadores de F9 (teratocarcinoma) (peso corporal

de 25 g aproximadamente). Se mididé la concentracién de
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radioactividad en diversos érganos y la radiocactividad
excretada usando un contador y en diversos tiempos después
de administrar 1la sustancia. Adem&s, se determiné la
relacién de tumor a sangre en diversos tiempos basado en la
concentracién del péptido en tumor y sangre.

La biodistribucién de Tc-99m-L19-SIP en ratones
desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) (media * DE, n =
3} se muestra en la tabla 7.

La relacidén de tumor a sangre de Tc-99m-L19-SIP en
ratones desnudos portadores de F9 (teratocarcinoma) {media %
DE, n = 3) se muestra en la tabla 8.

Los péptidos marcados radioactivamente demostraron que
tienen propiedades favorables en los experimentos con
animales. Por ejemplo, el DTPA-g-HN{Lys)-L19-SIP marcado con
Tc-99m-L19-SIP y In-111-MX presentdé una gran acumulacién en
tumores de % dosis inyectada por gramo (ID/g)} 1 hora después
de la inyeccién (p.i.) del 17,2 (Tc¢c-99m ) o 12,9 {(In-111).
Se observdé una retencién significativa en el tumor del 9,4
(Tc-99m) o 13,0 (In-111) % ID/g a las 24 horas p.i.. Por
consiguiente, la captacién en tumor es significativamente
mayor en comparacién con otros fragmentos de anticuerpo
conocidos marcados con 1In-111 o Tec-99m (por ejemplo
Kobayashi et al., J. Nuc. Med., Vol. 41(4), pdgs. 755-762,
2000; Verhaar et al., J. Nuc. Med., Vol. 37(5), pags. 868-

872, 1996). La depuracién de sangre del compuesto condujo a
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relaciones de tumor/sangre de 13:1 y 6:1, respectivamente, a
las 24 h p.i.

MAs notable atin, el In-111-MX-DTPA-s-HN(Lys)-L19-SIP
mostré una captacién y retencién significativamente menor en
rifién (22,5 % ID/g) que otros fragmentos de anticuerpo
recombinante marcados con In-111 altamente retenidos (120 %
ID/g) como se describe por ejemplo en Kobayashi et al. a las
24 h de p.i. La retencidén en rifién es un problema muy comin
¥ habitualmente dificulta el uso de compuestos marcados con
lanténidos en las radioterapias.

Los resultados experimentales demuestran el excelente
potencial de los radioinmunoconjugados que se describen en
la presente para aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas,
preferentemente aplicadas al paciente mediante una
administracién parenteral.

DISCUSION

La observacién que las drogas anticancerosas
citotbxicas se localizan m&s eficazmente en tejidos normales
que en los tumores (37 Bosslet et al., 1998) desencadend una
oleada de estudios que investigaban la posibilidad de un
suministro de drogas selectivo a los tumores. Sin embargo,
un reconocimiento dirigido eficaz de tumores tiene dos
requisitos principales: 1) un blanco en el tumor que sea
especifico, abundante, estable y féicilmente disponible para

las moléculas de ligando que provienen del torrente
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sanguineo y 2) una molécula de 1ligando con propiedades
farmacocinéticas adecuvadas que difunda facilmente desde el
torrente sanguineo hacia el tumor y que tenga una gran
afinidad por el blanco para asegurar una acumulacién eficaz
y selectiva en el tumor.

Debido a sus caracteristicas distintivas, el
microambiente tumoral es un posible blanco que incluye a
todos los tumoral. De hecho, el avance del tumor induce (y
posteriormente necesita) modificacliones significativas en
los componentes del microambiente tumoral, en particular en
los de la matriz extracelular (ECM). Las moléculas que
conforman la ECM de los tumores sélidos difieren tanto
cuantitativamente como cualitativamente de las de la ECM
normal. Mas atn, muchos de estos componentes de la ECM del
tumor son compartidos por todos los tumores sélidos, que
explica las propiedades y funciones generales tales como
invasién celular (tanto de células normales en tejidos
tumorales como de células cancerosas en tejidos normales) y
angiogénesis. Entre las numerosas moléculas que constituyen
la ECM tumoral modificada, los inventores de la presente han
centrado su atencién en una isoforma de FN que contiene al
dominio ED-B (B-FN).

El dominico B-FN se expresa ampliamente en la ECM de
todos los tumores sélidos evaluados hasta el momento vy

constantemente se asocia con los procesos angiogénicos (22
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Castellani et al., 1994), pero por lo demis no es detectable
en los tejidos adultos normales (17 Carnemolla et al.,
1989). El direccionamiento de agentes terapéuticos hacia la
ECM subendotelial supera los problemas asociados con 1la
hipertensién intersticial de los tumores sbélidos {38 Jain et
al. 1988; 39 Jain, 1997; 40 Jain RK, 1999).

El L19 (13 Pini et al. 1998; 25 Viti, Canc. Rea., 23
Tarli, et al., 1999), un scFv con una gran afinidad (Kd =
5,4 x 107! M) por el dominio ED-B de FN, se acumula
selectiva y eficazmente in vivo alrededor de 1la neo-
vasculatura tumoral y puede transportar y concentrar
selectivamente en la masa tumoral cualquiera de numerosas
moléculas terapéuticas con las cuales estd conjugado (28
Birchler et al., 1999; 29 Nilsson, et al., 2001; 30 Halin et
al,2002; 31 Carnemolla et al., 2002). También se ha
demostrado en pacientes la capacidad de L19% para reconocer
selectivamente a los tumores usando técnicas
centellograficas.

En la presente memoria descriptiva se describe 1la
marcacién de una inmunoproteina pequefla (SIP) con
radioisétopos, sobre el uso de la SIP marcada
radioactivamente y sobre el rendimiento del reconocimiento
dirigido de la vasculatura de tumores y la farmacocinética
de tres formas diferentes del anticuerpo L19 humano: el

scFv, la mini-inmunoglobulina/inmunoproteina pequefia y la
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IgGl completa humana.

La molécula SIP se obtuvo por fusién del scFv(Ll1l9) con
el dominio eCH4 de la isoforma secretora S; de la IgE
humana. El eCHy es el dominio que permite la dimerizaclén de
las moléculas de IgE y la isoforma S; contiene una cisteina
por el extremo COOH terminal que estabiliza covalentemente
el dimero a través de un enlace disulfuro intercatenaria (35
Batista et al., 1996). Los sitios de unién de IgE para FceRI
residen en el dominio CH3 (41 Turner y Kinet, 1999; 42
Vangelista et al., 1999; 43 Garman et al., 2000), entonces
el sacFv fusionado al dominio eCH4 de acuerdo con
realizaciones de la presente invencién no activa todo el
seflalamiento que conduce a reacciones de hipersensibilidad.

Se estudid el rendimiento de estas tres formas en dos
modelos diferentes de tumores en ratdén: en teratocarcinoma
F9 de murino y en melanoma SK-MEL-28 humano. El primero es
un tumor de crecimiento répido que, una vez implantado, mata
a los animales en dos semanas aproximadamente. Por otro
lado, el tumor SK-MEL-28 presenta una curva de crecimiento
bifdsica, con una fase de crecimiento répido temprano
seguido de una segunda fase mAs lenta. Se ha demostrado
previamente que la cantidad de ED-B en el teratocarcinoma F9
permanece estable durante el crecimiento del tumor (23
Tarli, et al., 1999); por el contrario, el ED-B se acumula

en el melanoma SK-MEL-28 proporcionalmente a la capacidad



- ;g%
’Z{y

del tumor para crecer (23 Tarli et al., 1999), con abundante
ED-B en la primera fase y una menor cantidad en la segunda.
El uso del tumor de melanoma SK-MEL-28 permitié llevar a
cabo estudios a largo plazo sobre la biodistribucién sin
variaciones dramiticas de la masa tumoral (Figura 2) que
podria dar 1lugar a una interpretacién errénea de los
resultados.

Los estudios comparativos de las tres formas del
anticuerpo L19 en términos de estabilidad in vivo mostraron
que L19-SIP y L15-IgGl mantuvieron, durante toda la duracién
de los experimentos (144 h), la misma inmunorreactividad y
masa molecular en plasma que antes de la inyeccién. Por el
contrario, el scFv(L19) perdid rdpidamente su
inmunorreactividad en plasma y generd agregados que eran
demasiade grandes como para ingresar en la columna de
cromatografia para filtracién por gel. Es muy probable que
dicha agregacién del scFv sea responsable de la relacién
entre el % ID/g del tumor y pulmdn, dado que los agregados
podrian acumularse en la microvasculatura del pulmén (Tabla
3). Para los tres formatos, la depuraciédn de sangre tiene
lugar principalmente por el rifibn, mostrando una curva
bifidsica con una fase o y una fase P, como se muestra en la
tabla 4, gque es Iinversamente proporcional al tamaflo
molecular.

La acumulacién de las diferentes formas del anticuerpo
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en los tumores estudiados era consecuencia de la wvelocidad
de depuracién y la estabilidad in vivo de las moléculas. Con
el scFv, el porcentaje miximo de dosis inyectada por gramo
(% ID/g) se observé 3h después de 1la inyeccidén del
anticuerpo marcado radiocactivamente y luego disminuyd
rédpidamente. Con el SIP, el % ID/g en los tumores era 2-5
veces mids alto que el de scFv, alcanzando un maAximo 4-6
horas después de la inyeccién. Este patrén se observd en
ambos tumores F9 y SK-MEL-28. Por el contrario, la
acumulacién de IgGl en tumores aumentdé de forma constante
durante los experimentos. Sin embargo, debido a su
depuracién lenta, la relacién de tumor-sangre para % ID/g
después de 144 horas sdélo era de 3 aproximadamente, en
comparacién con una relacién de 10 para el scFv y 70 para el
SIP después del mismo periocdo de tiempo (Figura 4).

Estas mismas propiedades distintivas de estabilidad,
depuracién y rendimiento del reconocimiento dirigido de
tumores in vivo que emplea las tres formas del anticuerpo
estudiadas aqui se pueden aprovechar para diferentes fines
de diagnéstico y/o terapéuticos, dependiendo de las
necesidades clinicas y de la enfermedad. Por ejemplo, los
anticuerpos marcados radiocactivamente que muestran buenas
relaciones de tumor-érgano y tumor-sangre rapidamente
después de la inyeccién son los que se necesitan para un

diagnéstico por inmunocentellografia in vivo, principalmente
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porque se usan isétopos de vida media corta en dichos
analisis.

Hay diferentes enfoques posibles con el uso de
anticuerpos como vehiculo para agentes terapéuticos: el
suministro de sustancias que ejercen sus efectos
terapéuticos después de alcanzar el blanco (por ejemplo,
fotosensibilizadores activados solamente sobre los blancos),
para las cuales la cantidad absoluta suministrada al tumor
es relevante; el suministro de sustancias que ejercen sus
efectos terapéuticos y téxicos aln antes de alcanzar el
blanco (por ejemplo, el emisor B itrio90), para las cuales
se debe prestar particular atencidén con la relacién al Area
bajo la curva de la acumulacién en tumor y sangre en funcién
del tiempo, con el fin de minimizar la toxicidad sistémica y
para maximizar el efecto terapéutico anti-tumoral.

Por ejemplo, el L19-SIP parece ofrecer el mejor
compromiso entre estabilidad molecular, <velocidad de
depuracién y acumulacién en el tumor. Ya sea han descrito
proteinas de fusién similares compuestas de fragmentos de
anticuerpo scFv unidos a un dominio dimerizante (44 Hu et
al, 1996; 33 Li et al., 1997}, pero en ambos casos se usd el
yl1CH3 humano como dominio dimerizante. El1 uso del dominio
€32CH4 humano provee una manera sencilla de lograr una
estabilizacién covalente del dimero. Ademids, se puede

reducir fécilmente el puente disulfuro formado por los
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residuocs cisteina C-terminales bajo condiciones
suficientemente suaves como para preservar la estructura
general de la molécula, proporcionando asi un grupo reactivo
facilmente accesible para una marcacién radioactiva o una
conjugacién quimica. Esta caracteristica parece
particularmente promisorio en vista del potencial clinico.
El L19-IgGl se acumula abundantemente en los tumores y
ain cuando esta acumulacién es desplazado por una velocidad
de depuracién lenta de la sangre, se puede usar el
procedimiento de tres pasos para eliminar los anticuerpos en
circulacién para permitir su wuso no sélo con fines
terapéuticos sino también en la inmunocentellografia de
diagnéstico (45 Magnani et al. 2000) .
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Tabla 1 Inmunorreactividad (I*)} y recuperacién de la radicactividad (R) de Supexdex
200 para los anticuerpos marcados radiocactivamente, en diferentes tiempos después de la

inyeccién i v

T1iempo 3 6 24 48 72 144
(h)
1 R I R I R I R I R I R
L19(scFv) 36 54 32 58 27 nd 14 nd 9 nd 4 nd
L19SIP 100 100 100 96 100 94 95 96 100 nd 95 nd
L19IgGl 100 100 100 100 95 100 100 100 100 100 95 100

Los valores de inmunorreactavidad (%) y recuperacién de la radioactividad (%) de
Superdex 200 se determinaron en plasma como se describe en Materiales y métodos

* Para normalizar los valores, los resultados de la prueba de inmunorreactividad
se refieren a los valores porcentuales de la inmunorreactividad antes de la inyeccién
i1v

nd no determinado



Tabla 2a

Experimentos

de biodistribucién da fragmentos

marcados radiocactivamente en ratonaes portadores del tumor SK-MEL-20

de anticuerpo D1 3 y L19

L19 (scEv)
3h 6h 24h 48h 72h 144h

TUMOR 2,47 + 0,65 2,01 £ 0,72 1,62 + 0,43 0,95 £+ 0,14 0,68 + 0,04 0,32 0,14
Sangre 1,45 + 0,58 0,54 ¢+ 0,12 0,10 + 0,03 0,04 * 0,01 0,03 * 0,02 0,03 £ 0,01
Higado 0,48 £ 0,20 0,18 + 0,05 0,04 + 0,01 0,02 %+ 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00
Bazo 0,67 + 0,28 0,27 + 0,04 0,07 £ 0,02 0,03 + 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00
Rifién 4,36 + 0,32 1,67 £ 0,08 0,16 * 0,01 0,06 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,00
Intestino 0,77 + 0,21 0,57 £ 0,05 0,24 * 0,06 0,17 £ 0,04 0,12 * 0,05 0,09 £ 0,01
Corazén 0,77 £+ 0,20 0,31 + 0,07 0,07 £ 0,02 0,02 * 0,00 0,02 *# 0,01 0,02 £ 0,00
Pulmén 2,86 + 0,34 1,50 + 0,67 1,07 &+ O,42 0,73 *+ 0,39 0,55 + 0,11 0,51 + 0,22

D1l 3(=scFv)

3h 6h 24h 48h 72h 144h

TUMOR 1,03 + 0,74 0,87 + 0,42 0,15 £ 0,10 0,07 £ 0,02 nd nd
Sangre 1,52 + 0,86 0,81 £ 0,13 0,02 £ 0,00 0,01 £ 0,00 nd nd
Higado 1,19 + 0,65 0,66 + 0,26 0,14 £ 0,04 0,03 £ 0,08 nd nd
Bazo 1,05 + o,88 0,42 + 0,33 0,07 £ 0,02 0,05 + 0,01 nd nd
Rifién 3,01 + 2,48 1,83 £ 0,76 0,48 £ 0,01 0,18 + 0,05 nd nd
Intestino 0,56 + 0,54 0,56 + 0,13 0,17 £+ 0,03 0,02 + 0,01 nd nd
Corazén 0,86 + 0,54 0,55 + 0,84 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,00 nd nd
Pulmén 1,28 + 0,65 1,06 + 0,88 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 nd nd

Los resultados se expresan como el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por

gramo de tejido (% ID/g)t DE

nd no determinado



Tabla 2b Experimentos de Dbiodistribucion de L19-8IFP y D1 3-SIP marcados
radiocaotivamente en ratones portadores del tumor SK-MEL-28
L1981P
3h 6h ° 24h 48h 72h 144h
TUMOR 5,23 + 0,65 6,14 * 2,23 4,20 + 2,47 2,57 £+ 0,31 2,33 £ 0,90 1,49 = 0,65
Sangre 9,82 + 0,68 5,03 + 0,52 1,39 + 0,06 0,29 + 0,04 0,08 £ 0,02 0,02 £ 0,01
Higado 2,65+ 0,14 1,74 £ 0,31 0,50 + 0,04 0,19 + O,01 0,10 %+ 0,02 0,05 % 0,01
Bazo 3,76 £ 0,36 2,43 + 0,24 0,71 + 0,05 0,26 + 0,04 0,13 * 0,01 0,17 %t 0,18
Rifién 7,33 + 0,91 3,87 + 0,21 1,09 + 0,05 0,30 + 0,04 0,14 + 0,02 0,05 * 0,01
Intestino 1,45 + 0,24 1,44 + 0,29 1,06 + 0,43 0,56 + 0,08 0,40 + 0,08 0,18 + 0,00
Corazén 4,16 + 0,30 2,15 + 0,08 0,52 + 0,05 0,13 + 0,03 0,06 £ 0,01 0,02 = 0,01
Pulmén 7,72 + 0,60 5,41 + 0,55 1,81 + 0,40 0,59 + 0,2% 0,19 * 0,03 0,05 0,01
D1 38IP
3h 6h 24h 48h 72h 144h

TUMOR 3,80 = 0,30 1,65 £ 0,12 0,70 £ 0,00 O0,26 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,04 £ 0,03
Sangre 10,40 + 0,81 4,45 £ 0,14 1,21 %+ 0,01 0,32 + 0,00 O,08 + 0,01 0,06 £ 0,02
Higado 4,05 + 0,98 2,73 + 0,33 1,43 t 0,07 0,51 + 0,21 0,15 + 0,08 0,02 % 0,01
Bazo 3,31 + 0,66 1,7¢ £ 0,50 0,82 + 0,12 0,46 £ 0,20 0,15 £ 0,05 0,04 £ 0,02
Rifién 8,41 + 0,49 4,64 £ 0,06 1,47 £ 0,05 0,36 + 0,03 0,16 £ 0,03 0,06 + 0,01
Intestino 2,03 % 0,55 1,06 £ 0,20 1,02 + 0,06 0,14 + 0,03 0,08 £ 0,02 0,12 + 0,04
Corazén 3,28 £ 0,20 1,81 + 0,02 0,29 + 0,01 0,06 + 0,00 O0,05 % 0,01 0,04 £ 0,01
Pulmédn 6,16 + 0,28 4,52 + 0,07 1,16 * 0,05 0,09 + 0,00 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01

Los resultados se expresan

gramo de tejido (% ID/g)i DE

nd no determinado

como

el porcentaje de dosis inyectada

de anticuerpo por



Tabla 2a Experimentos de biodistribucién de L19IgGl y

en ratones portadores del tumor SK-MEL-28

90

higGlk marcados radicactivamente

119 IgG1
3h eh 24h 48h 72h 144h
TUMOR 4,46 + 0,08 5,39 £ 1,01 6,70 £ 2,10 7,80 + 2,51 8,90 + 2,52 11,22 + 3,19
Sangre 16,04 £ 0,81 12,02 + 1,65 8,31 + 1,77 5,12 + 1,42 5,02 + 3,81 4,87 % 0,26
Higado 6,03 £+ 0,37 6,77+ 0,53 2,41 10,35 1,45+ 0,41 1,26+ 0,71 1,09 = 0,16
Bazo 6,63 + 1,34 6,37 £ 1,37 2,51 + 0,47 2,01 £ 0,32 1,80 £ 1,02 1,51 + 0,29
Rifién 6,47 + 0,39 5,12 + 0,47 3,07+ 0,35 1,73 +0,63 1,54 1,14 1,12 = 0,44
Inteatino 1,60 £ 0,39 1,35 + 0,65 1,43 + 0,19 1,13 + 0,32 1,13 + 0,98 0,97 ¢ 0,47
Corazén 5,63 t 0,67 4,77 £+ 0,52 2,87 £ 0,45 1,486 £ 0,51 1,32 £ 1,00 0,92 + 0,37
Pulmén 6,55 + 0,65 5,15+ 0,62 4,16 + 0,66 2,28 + 0,80 1,98 = 1,60 1,42 + 0,45
hIgGlk
3h 6h 24h 48h 72h 144h
TUMOR nd 3,28 £ 0,38 4,00+ 0,22 2,78 £ 0,20 nd 2,32 £ 0,26
Sangre nd 10,12 + 0,35 7,87 £ 0,25 6,24 £ 0,34 nd 5,41 £ 0,51
Higado nd 4,02 £ 0,09 2,06 £ 0,10 1,90 % 0,24 nd 1,28 + 0,03
Bazo nd 4,47 £ 0,28 1,82 £ 0,01 1,42 £ 0,19 nd 1,24 + 0,03
Rifién nd 5,40 £ 0,19 2,5¢ 1 0,06 2,08 £ 0,22 nd 1,30 £ 0,15
Intestino nd 0,72 £+ 0,07 0,46 £ 0,05 0,36 + 0,03 nd 0,31 £ 0,01
Corazén nd 3,80+0,15 2,52+0,21 0,99 % 0,18 nd 1,48 + 0,13
Pulmén nd 4,82 + 0,92 3,64 + 0,08 1,75 % 0,32 nd 1,09 + 0,13

Los resultados se expresan como el porcentaje de dosis inyectada de anticuerpo por

gramo de tejido (% ID/g)+ DE

nd no determinado
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Tabla 3 Relaciones de tumor-6rgano del % ID/g da las formas del anticuerpo L1l9 marcado
radioactivamente en ratones portadores del tumor SK-MEL-28

119 (8cFv) 1L19-8IP 119 IgGl

Tiempo (k) |3 6 24 48 72 144 |3 6 24 48 72 144 |3 [ 24 48 72 144

TUMOR 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sangre 1,7 3,7 16,2 23,7 22,7 10,7(0,5 1,2 3,0 8,9 29,1 74,5|0,3 0,4 0,8 1,5 1,8 2,3
Higado 5,1 11,1 40,5 47,5 34,0 16,0}(2,0 3,5 8,4 13,5 23,3 29,8|0,7 0,8 2,8 5,4 7,1 6,3
Bazo 3,7 7,4 23,1 31,6 34,0 16,0|1,4 2,5 5,9 10,0 17,9 8,8 |O,7 O,6 2,7 3,9 4,9 7,4
Rifién 0,6 1,2 10,1 15,8 17,0 lo0,7|0,7 1,6 3,8 8,6 16,6 29,8|0,7 1,0 2,2 4,5 5,8 5,3
Intestino|(3,2 3,5 6,7 5,6 5,7 3,6 |3,6 4,3 4,0 4,6 5,8 8,3 |2,8 4,0 4,7 6,9 7,9 7,1

Corazén (3,2 6,5 23,1 47,5 34,0 16,0/1,3 2,9 8,1 20,0 38,8 74,5(0,8 1,1 2,3 5,3 6,7 5,8

Pulmén 0,9 1,3 1,5 1,3 1,2 0,6 |0,7 1,1 2,3 4,3 12,3 25,8/0,7 1,0 1,6 3,4 4,5 3,7
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Tabla 4 Parimotros cineticos para la depuracién de sangre de las tres formas del

anticuerpo L19

a B
(n ti2(h) (%) tis2(h)
L19 (scFv) 96,7 0,53 3,3 8,00
L19-SIP 83,7 1,06 16,3 10, €6
L19-IgGl 76,9 1,48 23,1 106,7

2} Magnitud relativa de los dos componentes de la vida media
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Tabla 5 Experimentos de Dbiodiatribuaién L19 (scFv) L19SIP marcados
radioactivamente en ratones portadores del tumor F9

L99 (acFv) 3h 6h 24h 48h

TUMOR 10,43 + 1,75 8,15 + 2,63 3,18 + 0,83 2,83 ¢ 0,71
Sangre 2,05 £ 0,38 1,88 + 1,14 0,17 £ 0,01 0,06 + 0,02
Higado 1,62 + 1,67 0,73 £ 0,51 0,07 £ 0,01 0,04 £ 0,02
Bazo 1,53 + 0,36 0,90 + 0,54 0,11 £ 0,01 0,05 + 0,01
R1fién 12,70 £ 0,73 4,37 £ 0,98 0,24 £ 0,03 0,18 + 0,08
Intestino 0,68 £ 0,15 0,95 + 0,23 0,24 £ 0,01 0,17 + 0,06
Corazén 1,35 + 0,21 0,81 + 0,38 0,08 £ 0,02 0,04 £ 0,01
Pulmén 2,88 £ 0,29 2,06 = 0,69 0,38 £+ 0,69 0,33 + 0,05
L198IP 3h 6h 24h 48h

TUMOR 17,46 = 1,93 16,65 + 2,59 15,32 + 2,17 12,00 = 1,91
Sangre 13,51 = 0,57 9,62 + 1,18 1,73 £ 0,02 1,14 = 0,20
Higado 2,81 + 0,37 2,39 £ 0,13 0,54 £ 0,14 0,32 + 0,00
Bazo 3,42 £ 0,26 2,66 + 0,27 0,61 =+ 0,09 0,37 £ 0,01
R1ién 9,18 £ 0,76 5,85 = 0,50 1,16 £ 0,05 0,76 £ 0,06
Intestino 0,95 = 0,03 1,36 £ 0,21 0,83 £ 0,11 1,04 £ 0,14
Corazén 4,64 + 0,24 3,67 + 0,46 0,67 £ 0,06 0,46 £ 0,07
Pulmén 5,61 + 0,01 5,93 + 0,53 1,66 + 0,19 0,91 =+ 0,08

Los resultados se

gramo de tejido (% ID/g)% DE

nd no determinado

expresan como el

porcentaje de dosas

inyectada de anticuerpo por



% de dosis / g da tejido

1h p.4. 3h p.1. 24h p.4.
Bazo 5,0 £ 1,04 4,27 + 0,27 ]4,86 + 1,77
{Higado 10,80 + 1,52 |10,57 + 1,44 |10,68 + 1,51
Rifién 14,30 + 1,45 J16,1 %+ 2,42 |22,48 16,79
Pulmén 9,94 + 1,72 6 15 + 0,80 |3,03 + 0,95
Estémago sin contenido 1,10 £ 0,13 1,62 =+ 0,19 1,66 + 0,24
Intestino con contenido |1,67 + 0,14 2,65 0,30 2,64 £ 1,40
Tumor 12,93 £ 2,76 |10,18 + 2,28 12,96 + 3,13
Sangre 17,10 + 1,459 |5,08 + 0,96 |1,98 * 0,47

Tabla 6
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% de dosis / g de tajido

l1h p.4. 3h p.i. 24h p.1.
Bazo 6,92 + 1,3 5,37 £ 0,23 |2,06 + 0,48
| Higado 14,65 + 0,81 |12,43 + 0,37 |4,62 + 0,52
Rifiébn 22,07 + 1,87 |15,99 + 1,10 |5,92 = 1,18
Pulmén 10,06 £ 1,67 |5,33 + 0,49 |1,32 + 0,25
Estémago sin contenido 2,18 + 0,39 2,12 + 0,09 1,15 + 0,08
Intestino con contenido |3,03 % 0,25 3,62 + 0,58 1,20 £+ 0,12
Tumor 17,20 + 7,49 |18,79 + 5,35 [|9,42 + 3,84
Sangre 16,53 + 2,04 |7,42 + 0,21 |0,73 % 0,14

Tabla 7
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ih p.4.

Shj.:l..

24h p.i.

Relacldédn de tumor a sangre

1,01 + 0,33

2,5 + 0,74

2,81 + 4,03

Tabla 8



230

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Philogen SRL

Schering AG

Borsi, Laura

Carnemolla, Barbara

Balza, Enrica

Castellani, Patrizia

zZardi, Luciano

Friebe, Matthias

Hilger, Christoph—Stephan
<120> Reconocimiento dirigido selectivo de la wvasculatura
tumoral usando moléculas de anticuerpo marcadas
radioactivamente
<130> SMWFP6177075
<140> EP 03255633.4
<141> 2003-09-10
<140> US 60/501.881
<141> 2003-09-10
<150>
<151>
<160> 13
<170> PatentIn versién 3.1

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Sar Phe Ser Mat Ser
1 . 5
<210> 2
<211> 17

<212> PRT



<213> Homo sapiens
<400> 2

Ger 1ls Ser Gly Sex Ser Gly Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lya
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

Pzo Phe Pro Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo saplens
<400> 14

Axg Ala Ser Gln Ser Val Ser Sex Ber Phe Leu Ala
1 5 10

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Homeo sapiens
<400> 5

Tyr Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

- T
23/



<400> 6
Cys Cln Gin Thr Gly Arg Ile Pro Pro Thr
1 5 10
<210> 7
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido ligador
<400> 7

fly Gly Bex Gly

<210> B

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 8

gtgtgcecte ggaggtgoag ctgttggagt- ctagg

<210> 9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 9

gectceggat ttgatttoca ccttggtoco ttggoc

<210> 10
<211> 33
<212> ADN



<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 10

otogtgcact ogoagytgoa gotgoaggag tca

<210> 11

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 11

ctctecoggac cgtttgatot cgegettggt

<210> 12

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 12

tggtgtgeao toggasattg tgttgacgea gto

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 13

ctotcegtaog tttgatttec accttggtee



w Z06
c39

REIVINDICACICNES:

1. Un elemento de unién especifico que se une al ED-B
humano, donde dicho elemento de unién especifico esté
marcado con un isétopo seleccionado del grupo formado por
%3y, "'Br, 123§, 1247, 1311 y 2Uat y comprende un sitio de
unién al antigeno que comprende un dominio de anticuerpo VH
y un dominio de anticuerpo VL, donde dicho dominic de
anticuerpo VH se selecciona del grupo formado por el dominio
VH de Ll19 y un dominio VH que comprende una VH CDR1l, una VH
CDR2 y una VH CDR3, donde dicha VH CDR3 es la L19 VH CDR3 de
la SEQ ID N°: 3, la VH CDRl1l es opcionalmente la L19 VH CDR1
de la SEQ ID N°: 1 y la VH CDR2 es opclonalmente la L19 VH
CDR2 de la SEQ ID N°: 2; y donde el dominio de anticuerpo VL
se selecciona opcionalmente del grupo formado por el dominio
VL de L19 y un dominio VL que comprende una VL CDR1l, una VL
CDRZ2 y una VL CDR3, donde la VL CDR3 es la L19 VL CDR3 de la
SEQ ID N°: 6, la VH CDRl1l es opcionalmente la L19 VL CDR1 de
la SEQ ID N°: 4 y la VL CDR2 es opcionalmente la L19 VL CDR2
de la SEQ ID Nf: 5; donde las secuencias del dominio VH de
L19 y del dominio VL de L19 se describen en Pini et al.
{1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776; donde el elemento de
unién especifico comprende una mini-inmunoglobulina que
comprende dicho dominio de anticuerpo VH y el dominio de
anticuerpo VL fusionados a gS;-CH4 y dimerizados o bien,

comprende una molécula completa del anticuerpo IgGl.



w 25
N 235

2. El elemento de unién especifico acorde <c¢on 1la
reivindicacién 1 que comprende un dominio de anticuerpo VH
que comprende las CDR de VH con las secuencias de
aminoécidos de las SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2 y SEQ ID N°:
3, donde dicho elemento de unién especifico compite por la
unién a ED-B con un dominio de unién a ED-B de un anticuerpo
que comprende el dominio VH de L19 y el dominio VL de L19.

3. El elemento de unién especifico acorde con 1la
reivindicacién 1 o con la reivindicacién 2 que comprende el
dominio VH de L19.

4. El elemento de unién especifico acorde con 1la
reivindicacién 3 que comprende el dominio VL de L19.

5. El elemento de unién especifico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes que es una
mini-inmunoglobulina que comprende e,2-CHA4.

6. El elemento de unién especifico acorde con 1la
reivindicacién 5 donde el dominio de anticuerpo VH y el
dominic de anticuerpc VL se encuentran dentro de una
molécula de anticuerpo scFv fusionado a e,—-CHA.

7. El elemento de unidén especifico acorde con 1la
reivindicacién 6 donde la molécula de anticuerpo scFv esté
fusionado a Egs2-CH4 a través de un péptido ligador.

B. El elemento de unidén especifico acorde con la
reivindicacién 7 donde la secuencia de amino&cideos de dicho

péptido ligador es GGSG (SEQ ID N°: 7).
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9. El elemento de unién especifico de acuerdo con
cualquiera de reivindicaciones 1 a 4 que comprende una
molécula completa del anticuerpo IgGl.

10. E1 elemento de unidén especifico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde el isétopo es
131y

1l. Un método para producir un elemento de unidén especifico
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
donde dicho método comprende marcar un elemento de unién
especifico con un isétopo seleccionado del grupo formado por
"py, T'Br, 1237, 124y, 1y AAlpy

12. El1l método acorde con la reivindicacién 11, donde dicha
marcaciétn comprende oxidar un halogenuro seleccionado del
grupo formado por 'SBr-, "'Br-, 1231, 12417, 1~ y 2Up¢- en
presencia del elemento de unién especifico.

13. El método acorde con la reivindicacién 11, donde dicha
marcacién comprende conjugar un vehiculo de halégeno bi-
funciocnal activado, que contiene un radiolsétopo
seleccionado del grupo formado por '°Br, ''Br, 1231, 1341, 13
Y 2l1a¢, con un residuo lisina o cisteina o con el extremo N
terminal del elemento de unién especifico.

14. El método acorde con cualquiera de las reivindicaclones
11 a 13, donde dicho método comprende expresar el acido
nucleico que codifica el elemento de unién especifico antes

de la marcacién.
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15. E1 método acorde con 1la reivindicacién 14, que
comprende cultivar c¢élulas huésped bajo condicliones que
permitan producir el elemento de unidén especifico.

16. El método acorde con cualquiera de las reivindicaciones
11 a 15, que ademds comprende aislar y/o purificar el
elemento de unidén especifico.

17. El método acorde con cualquiera de las reivindicaciones
11 a 16, que ademis comprende formular el elemento de unidén
especifico en una composicién gque incluya al menos un
componente adicional.

18. El método acorde con cualquiera de las reivindicaciones
11 a 17, que ademds comprende unir el elemento de unién
especifico a ED-B o0 a un fragmento de ED-B.

19. Un método que comprende unir el elemento de unidn
especifico que se une ED-B acorde con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 10 a ED-B o a un fragmento de ED-B.

20. El1 método acorde con la reivindicacién 18 o con 1la
reivindicacién 19, donde dicha unién tiene lugar in vitro,
21. El método acorde con cualquiera de las reivindicaciones
18 a 20, que comprende determinar la cantidad de unién del
elemento de unidén especifico a ED-B o a un fragmento de ED-
B.

22. Una composicién que comprende un elemento de unién
especifico acorde con cualquiera de las reivindicacicnes 1 a

10, para su uso en un método de tratamiento del cuerpo



éﬂﬂ'\%
237

humano o de un animal mediante una terapia.

23. La composicidén acorde con la reivindicacién 22, para su
uso en un método de tratamiento de wuna lesién de
angiogénesis patolégica.

24. La composlcidn acorde con la reilvindicacién 22, para su
uso en un método de tratamiento de un tumor.

25. La composicién acorde con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, para su uso en un método de
diagnéstico.

26. E1 uso de un elemento de unidén especifico acorde con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la elaboracién
de un medicamento para tratar una lesién de angiogénesis
patolégica.

27. El1 uso de un elemento de unién especifico acorde con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la elaboracidn
de un medicamento para tratar un tumor.

28. El uso de un elemento de unién especifico acorde con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la elaboracidn

de un reactivo de diagnéstico.
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TRATADO DE COOPERACENINTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

Remilenia: EL ORGANISMOQ DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL

A PCT
WALTON, Seen NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DEL
Wv Eila LLP EXAMEN PRELIMINAR INTERNAGIONAL
admm:url.mdmwczaw (regla PCTN® 71.1)
GRAN BRETARA
Fecha de envio
{dfa/mes/afio)
— — 04.08.2004
Referencia del Solidiants o Agente
NOTIRCACION IMPORTANTE
SMWFPE235147 _ _ _
Referencla iIntemacional Fecha de Presentacién Inlemacional | Fecha de Priorided
(cia/mes/aric) (dia/mes/anc)
PCT/EP 2004009733 01.09.2004 10.09.2003
Golicitante -
PHILOGEN S.PA.

Se notifica al sclicliants que el organismo encargado del Examen Preliminar inmmacional envia mediants la
prasanta ol informe da Examen Preiminar intemacional elaborado para esta Soliciiud intamacional, en casos
dados, con los anems comespondientes.

Una copla del informe — en casos dados, con los snexcs comespondientes — es enviada a la Oficine
Iintemacional pamm su derivacién a todos los crgenismos sslecclonados.

A paticién da un crganiamo salaccionado, la Oficina intemacional traducird el informe (pero no sus anaxos) al
Inglés y o anviani a tal organismo.

Pera ol ingreso en ia fase naclonal, sl solicliants deba proceder, daniro da los 30 meses da la facha de
priorided (0 més tards an otros organismos), a Sevar a cabo clerios tnkmiles (presentacidn de treducciones y
pago de tasas nacionales) (articuio 39 (1)) (ver tambidn (s Informacién brindada por a Oficina Intermacional
por madio del formulario PCT/B/01).

Cuando sa debe snviar a un organfamo seleccionado una traducclén de ia solicikecidn intsmadonal, esta
traduccidn debe contener también las treducciones de todos los enaxos del informe del Examen Preliminar
intamacional. Es reaponsabiikiad dei soiiciienis elaborer tales ieducciones y ervisras directaments al
cganisma comespondiente selaccionado.

Otrus datialies de ios plarcs y requisiioa normativos de los organismos seleccionados sa pusdan tomar dai
Manual PCT pam soficitantes.

El solicitunis a3 adveriido acerca del articulo 33 (5) en o cugl se aclarm que los afterios de novedad,
ectividad inventiva y apiicabiliiad indusirial descriptos en el articulo 33 (2) u (4) sclo lene aignificado para el
Examen Preiminar Intamacional, y que “cads estado adharido {...) pusds disponar aiributos adicionales o
modificatorios en tal estedo pam la detarminacién de ia patantabifided de la im'vencién relvindicads * (ver
{amblén articulo 27 ()). Tales airfbuios adiconales seé pusden referir, por sjampio, a mxcepcionss de
patenisbiided, # requisics para ls revelackin de la invencidn, ssl como a clurikiad y apoyo de ks
relvindicacionss.

NL-2280 HV Riswik — Paises Bajos
Tel. ++31 70 340 — 2040; Tx: 31 651 epo nl
| Fax: +31 70 340 - 3018

Nombra y Directién Postal del Orgenismo encargado del | Funcionario Apoderedo
Examen Preiminar Intemacional
Oficing de Petentes Europea — P.B. 8818 Patentiaan 2 Chermqui, E

Tel: +31 70 340-2643

Formulario FCTAPEA/416 (enero 2004)

els



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES PA A

PCT

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo Il del Tratado de Cooperacién Intemaclonal en Materia de Patentes)

Raferancia del Solkckantes o Agente

PROCEDER Ver formulario PCTAPEAM18)
SMAFP8233147

Refarencia (nlsmacional Fecha do Prasentackin Intamacional | Fecha de Priaridad

(dia/mes/afio) (diames/aiic)
PCT/EP 20040009837 01.09.2004 10.09.2003

| _FCTER 2004009837 ___| ____01.09.200 _
Clasificacién Intemecional de Patents (CIP) o Clasificacién Naclonal y CIP
AB1K51/10

PHILOGEN S.P.A.

1. Este informe se trata del Examen Preliminar inbsmacionsl, confeccionedo por el organismo encargado del Examen Preiminar
Intemacional segin ol articuio 35 y enviado sl solicitante segin el erticulo 38,

2. Esio INFORME comprande, en total, 77 hojes, inclukda este canituls.
3. Ademis, sste informe posee ANEXOS; los miamos comprendan:

a. O (remitidos af soliciante y a lo Oficina infemecional) en total  hojan; aqul as trata de:

a hojas con las descripcionss, relvindicacionss, y/o lustraciones que fusron modificadus y en las cusios s bes
esie informe y/u hojes con correcciones que aprobd el organiamo (ver regla 70.18 y sector 807 de los
regiamentos edminisiretivos de PCT).

(| hojas que reempiazan hojas anteriores paro qua, sagiin apinidn dal argenismo, contienen una modificacién p
los motivos Indicados an of campo N° 1, punio 4, supsrando al contankio revelado en In Soliciiud Inbsmacion
en la versidn prosentada originaiments.

b. O {remitidos soio & in Oticine infernacional) I> en totel (rogamos Indicer ipo y cantidad del (los) soparta(s) alactrinico(s) que
contiena{n), solo en forma legible por computedora, el (los) protocoio de secuancias y/o las tabias comespondianias tal co
esti indicado en &l campo suplemsniario refarido el protocoio de secusncias (ver sactor 802 de las nomas sdministrative

4, Este informe contiena (ndicaciones acarca de los sigulentss punine:

B CampoNl Fundamento del Informe
O CampoNIl Priorided
B CampoNl No realizacidn de ninglin dictamen solve novedad, ectividad inventiva y apiicabilidad indusirial
O CempoN'IV Falia de uniformidad de la invencién
@ CampoNV Resolucidn fundeda segin regla PCT 43bia.1(a)(l) con respacto a la novedad, Ia actividad nventiva y la
apicabliced indusirisl; documanios y aclarscionas destinadas a apoyar esta resckreién
B CampoN'WI Documentos sspecificos expucstos
O CampoN°Vil Carenclas especifices de ia soliciiud intemacional
O CampoN°VIl Obssrvaciones especificas a la soliciud intsmacional
[Fecha de presaniacién de la solickud Fecha da confeccién da esta Informe
_ 02.08.2005 _ 19.00.2005
Nombre y Diraccidn Poatal del organismo encargado del | Funclonario Apoderade
Examen intamacional
Oficina de Patenies Ewropea — P.B. 3818 Painntisan 2 Gonzalez Ramon, N
NL-2280 HV Rjswik — Paless Bajos
Tel. ++31 70 340 — 2040; Tx: 31 661 eponl Tet: +31 70 340-3488
Faxc +31 70 340 - 3018

“Formulario PCT/IPEA/Q9 (cankiula)(encro 2004)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencla Intemeclonal j

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2004/008733 le _7

Campo N° | Fundamento del Informe

1. Con respecto al idioma, sl informe estd basado sobre ia solicitud Internacional en el
idioma en que fue presentada, en tanto en este punto no se indique otra cosa.

O Elinforme estd basado sobre una traduccidn del idioma original al sigulente idloma,
¢l que se trata del Idioma de la traduccion suministrada a los sigulentes efectos:
O basqueda intemacional (segun reglas 12.3 y 23.1 b))
O publicacién de la solicitud intemacional {(segun regla 12.4)
O axamen preliminar Intsmaclonal (sagdn regla 55.2 y 55.3)

2. Con respecio a los elementos* de la Solicliud Intemacional, el informe se basa en (/as
hojas de reemplazo que fueron presentadas al organismo como requisito segtin el articulo
14 son vilidas como “presentadas originaimenie” en el marco da esfe informe y no se
adjuntan):
Descripcion, piginas
1-78 en la versidn prasentada originaimente.
Relvindicaclones, N°®
1-28 en la versién presentada originaimente.
llustraclones, hojlas
18-68 en la versidn presentada originalmente.

@ un listado de secuenclas y/o algunas tablas que comespondan - con respecto al
protocolo de secuenclas, ver campo adiclonal.

3. O Como consecuencla de las modificaciones caducaron los sigulentas documentos:

Descripclon: paginas

Reivindicaclones N°:

lustraciones: hojaMigura

Listado de secuencias (espacificar).

Eventuale(s) tabla(s) pertenacienta(s) al listado de secuencias (especificar):

ooooa

4, 0O Este informs fue elaborado sin tomar en consideracién (algunas de) las
modificaclones, dado que las mismas, segin opinién del organismo y por o8 motivos
expresados, exceden el contenido revelado en el texto presentado originaimente
(regla 70.2(c)), tal como se indica en el campo suplamentario..

O Descripcién: paginas

O Relvindicaciones N*

O lustraclones: hojafigura

O Listado de secuenclas (especificar):

O Eventuale(s) tabla(s) perteneciente(s) al listado de secuencias (especificar):

*  Cuando corresponde ef punto 4, aigunas o lodas estas hojas pueden estar provistas de /a
cbservacién “reemplazada”.

Formulrrio PCT/IPEA/409 (enero 2004)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencla Internaclonal @ ?z

SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2004/007833
“Campo NI Eu?nlmm de ningdn dictamen sobre novedad, activided nventiva y aplicabliided

Las sigulentes paries de la acliciud no fusron axaminadss scerca de sl la Invencién relvindiceda es considerada como
novedosa, descansa en actividad inventiva (no obvio) o es aplicabla indusirisimants.

O La soliciud intamacional compieta
B Ralvindicaciones 1 - 28 {en pate)
Porqua:

O toda s soliciud intemacionsal o |as reivindicacionas N® — mmlonndn.hﬂmuﬂnunluunllm
sigulents, para &l cusal no es nacasario efectuar un Examen preliminar intsmacionad

[0 = descripcidn, les reivindicaciones o les Tusireciones (as rusga aapaciicar defalladaments) o las
ralvhhd‘nnal!' _nuldu-d-mmm-nnunhnpowd-uquunuum“llhlrmm

O las reivindicaciones o las relvindicacionsa N°  menclonadas anisricrrneania estin ian poco spoyadas porla
descripciin que no ae pudo reallza ningin peritajs coharania (sapecificar):

H no se realtnd ningin Informe da Binguada inlsmacional pam les relvindicacionss indicades snteriomments.

O e« protocolo de secuencias de nuciedtikios y/o eminodcidos no se comespande an el anexo C con el standard
prescripio en las normas administratives, porque

Ia forma escrite O nofus presenteds

O nosecomesponds con of standard
{a formn laglble por computadors [0 no fue presenids

O nose comesponde con & standard

[0 Laa iabias del protocoio de secuencias de nuciedtidos yfo aminodckios, en tento exisian solo en forma laglble
:mnﬂdm. no 86 comasponden en ol anaxo C-bis con los requisitos técnicos prescriptos en las normas
ministrativas

1 Pam olmas indicaciones, ver haja adjunia

Formulario PCT/IPEA/409 (enerv 2004)
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Campo N°V Resolucién fundada segiin el articulo 35(2) con respecto a la novedad,
ia actividad Inventiva y la aplicabllidad industrial; documentos y
declaraciones destinadas a apoyar esta resolucién

1. Resolucién
Novedad (N) S| Relvindicaciones: 10-21
No Ralvindicaciones: 1-9,1-20,22-28
Actividad Inventiva (IS) SI Relvindicaclones:
No Reivindicacionea: 1--28
Aplicabllidad industrial (LA) Si Relvindicaciones: 1-28

No Reivindicaclones:
2. Documentos y aclaraciones (regla 70.7):
ver hoja adjunta

“Campo N°VI____Documentos definidos menclonados

1. Documentos definidos publicados (regla 70.10)
ylo

2. Revelacionsas no eacritas (regla 70.9)
ver hoja adjunta

Formulario PCTAPEA/M08 (enero 2004)
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Campo Suplementario referente al listado de secuenclas

Continuaclén del campo |, item 2:

1. Con respecto a toda secuencla de nucledtidos y/o aminodcidos revelada en la solicitud
intamaclonal y necesaria para la Invencién relvindicada, este Informe ha sldo
confecclonado en base a:

a. tpo de material

0  una tabla relacionada con el listado de secuencias

b. formato dal material

en forma escrita

en forma leglble por computadora

¢. momento de presentacion/suministro

a
a
|

contenido en la solicitud intemaclonal tal como fue presentadda
presantada junto con la solicitud internaclonal en forma legible por computadora

suministrada posteriormente a este organiasmo a los propésitos de una
baequeda o examen

recibida por este organismo como una snmienda el

Adiclonalmente, an el caso de que haya sido prasentada o suministrada mds de una

versién o copla de un listado de secuencias y/o tablas relacionadas con el mismo, se
debe acompafiar la declaracién requerida de que la informacién obrante en las coplas
subsiguientes o adicionales es idéntica a la de la sollcitud tal como fue presentada o no
supera el amblito de la solicitud tal como fue presentada, como corresponda.

3. Obsearvacionas adiclonales, sl son necesarias

Formulario PCT/IFEA/MO9 (enero 2004)
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Con regpecto al ltem Ul

No confaecclén de Informe con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la
aplicabllidad industrial

En la presente solicitud el Organismo de Blsqueda Internacional restringié la bisqueda, segun
los articulos PCT 5 y @, por las siguientes objeciones:

Las realizaclones de la invenclén descriptae desde la pagina 48, rengidn 5 a la pagina 56 y en
las tablas 8 - 8 de la descripcion, en tanto 38 refieren a los rotulados miembros humanos de
enlace ED-B Tc 88m, Re 188, In 111, Y88, Lu 177, no caen ean el &mbito de las
relvindicaclones. Esta Inconalstencia entre las relvindlcaclones y la descripcldn resultan en
dudas con respecto al objeto para el cual se pretende la proteccion, haclendo entonces poco
claras las reivindicaciones (articulo PCT 6).

La presente relvindicacién 1 no es clara con respecto a su referencia en "secuencios de
dominio dadas a conocer en Pini et al. /1988) J. Biol. Chem. 273: 21769 — 21778". Una
relvindicacién debe ser clara aln hacer refarencia a la descripcién.(articulo PCT 6).

Las prasentss relvindicaciones 1 — 4, 9 — 28 no estdn apoyadas por la descripcién.

Ninguna parte de la presente solichud revela o ejempiifica el miembro de enlace especifico
reivindicado que enlaza ED-B humano, en tanto el miembro de enlace es rotulado como un
isétopo selecclonado entre 78Br, 778r, 1231, 1241, 1311 y 211 At y comprende una
molécula de anticuerpo igGt completa.

La revalacién y los ejemplos de la presents solicitud ee refleran a los isdtopos relvindicados
que comprenden Gnicamente una mini-inmunoglobulina, denominada SIP {pdginas 27 - 38}, en
tanto que para la molécula compleia rotulada IgG1 tabulada a modo de ejemplo, el dnico
iadtopo revelado es 125| {paginas 39 - 46), cayendo, en consecuencia, fuera del &mbito de las
presentes reivindicaciones 1 -4, B - 28,

En consecuencia, la presents solicitud carece de una revelaclén efectiva para un mlembro de
anlaca espacifico que comprende simultdneamentes ambos aspectos téenicos: 1sdtopos
seleccionados entre 76Br, T78r, 1231, 1241, 1311 y 211 At y un anticuerpo IgG1
completo, tal como esta reivindicado en las prasentes relvindicaciones 1- 28.

En consecuencia, la prasenta soliciiud carece de revelacion (articule PCT 5).

Ademaés, la relvindicacién 7 abarca un género de compuestos definido solo por su funcién
"péptido de enlace”, en la que la relacién entre los aspectos estructurales de los miembros del
género y tal funcién no esta definida.

En ausencla de tal relacién revelada en la solicitud tal como fue presentada o que fue
reconocida en base a informacién ya disponible para una persona experimentada en la materia,
el artesano experimentado puede no saber comao preparar y usar compuestos que carecen de
de definicién estructural.

El hecho de que se puade haber ensayado un compuesto de Interés utliizando los snsayos
descriptos no evita este defecto desde que no se tiene conocimiento anterior de cuando o no
algan compuesto dado (distinto al que puede ser particularmante revelado en una solicitud)
puede caer dentro del ambito de lo que es relvindicada.

Esto puede requerir una deblda experimentaclén (es una carga excesiva) para rastrear al azar
compuestos Indefinidos para la actividad relvindicada.

No se confecciona ningtin informe con respecto a un objeto que no esta cublerto por el informe
de bisqueda (regla PCT 68.1(e)).

Fomularie FCT/liga adjanta409 (hoja 1) (EFO-cuevo 2004)
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Con respecto ol ltem V

Resolucién fundada con respecto a la novedad, la actividad Inventiva y Ia aplicabilidad
Industrial, menciones y declaraciones que apoyan dicha resolucidn

Se hace notar al solicitante el hecho de que lo que el presente informe expresa como novedad,
actividad inventiva y aplicabllidad Induetrial se refiere solo al objeto para el cual se realizd una
bidsqueda internacional.

No se confecciona ningin informe acerca del objeto que no a3t cublerio por el informe de
bdsqueda (regla PCT 66.1(e)).

1. Sehace referencia a los sigulentes documentos:

D1: BORSIL ET AL: INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEM YORK, NY, US
VOL 162, n* 1, 1 de noviembre de 2002, pdginas 75— 85
D2: DEMARTIS 8. ETAL: EUR J. NUCL MED., vol. 28 N" 4, abril 2001, péginas 534 — 539
D3: SANTIMARIA ET AL: CLIN. CANCER RES.,
voi. 9 fabrero 2003, pagines 571 - 575
D4: WO 0ID55917 A (BERNDORFF DIETMAR) 10 de jufio de 2003
D5: WO 01/82800 A (EIDGENOESS TECH HOCHSCHULE), 30 de agosio de 2001
, DB WOO1R8599 A (PHILOGEN S:P:A: (IT)), 20 de diclembrre do 2001
D7: LI ERQIUET AL: PROTEIN ENGINEERING, vol 10, N® 6, 1997, péginaa 731 - 738

Novedad (articulo PCT 33(2))

La presante solicitud no cumple con los criterios del articulo PCT 33(2), porque el objeto de las
relvindicaclones 1 - 8, 11 — 20, 22 — 28 no es nuevo en el sentido del articulo PCT 33(2).

Contrarlamente a las declaraclones del solicitante, se hace notar que el contenido de la
presente soliciiud abarca afectivamente compuestos rotulados con 1251 entre sus
realizaciones, como estd ejempiificado en el ejemplo de la pagina 39, asl como compuestos
rotulados con scFv, como estd indicado en la descripcion, péaginas 39 y 41, figuras 1B, 3A, 3D,
5"y 5B.

Adamés, el taxio de la relvindicacién 1, en el cual el mlembro de enlace especifico comprende
una mini-inmunoglobulina o comprende una molécula completa de anticuerpo Ig1, no se
interprata como un aspecto restrictivo.

En consecuencia, los documentos del estado de la técnica que dan a conocer loa compuestos
mencionados amba (compuestoa rotulados con 1261, asl como con 8cFv) son documentos que
leslonan la novedad para el objeto de la presente solicltud.

D1 da a conocer diferentes formatos (scFv, minkinmuglobulina e IgG1) del anticuerpo L19 del
dominio ED-B de flbronectina (ver figura 1). Se describe un método para la producclén de una
estructura de minl-inmuglobulina (rotulada SIP) que utiliza primer BC-618 y BC-819 (idénticos
para el ejemplo de Ia pigina 35 de |a presents solicitud, secuencla ID 8 y sacuencia 1D 8) con
un ligants GGSG y un método para la produccién el IgG1 completo utllizando primer BC-608 y
BC-607 (idénticos para @l ejemplo de la pagina 35 de la presente solicitud, secuencla ID 12 y
secuencia 1D 13), asl como su radiciodacién con 1251 (idénticos para el ejlemplo de la pagina
30 de la presente solicitud) (ver pagina 76; pégina 77, columna 2).

Se discuten el bombardeovc seleciivo de la vasculatura tumoral con los anticuerpos
radiorotulados y usoe diagnésticos (ver pagina 84). También se revela la aplicacion particular
de lsétopos de vida media corta (abarcando Isétopos como los reclamados en la reivindicacion
1) en Inmunoacintiiografia para diagndstico in vivo (ver pagina 83, columna 2, pamafo 1).

En consecuencia, el objeto de [as relvindicaclones 1 — 8, 11 = 18, 22 - 28 no es novedoso con
respecto a D1.

Formolario PCT/Higa adjume/409 (bojs 2) (EPO-enero 2004)
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D2, documento mencionado por el solicitante, da a conocer (ver discusién) el bombardeo
selectivo de vasculatura tumoral por un fragmento de anticuerpo humano radichalogenado
acFv especifico para el dominlo ED-B de fibronectina. También se describan métodos para ia
produccién de anticuerpos en bacterias, purificacidn y radiohalogenacion con 211A1 via
oxidaclén de un radiohalogenuro y conjugacién del vehiculo halogenado bifuncional (ver pagina
535, figura 1).

Dado que scFv esta abarcado entre 1os miembros de enlace especifico de 1a presente solicitud
(como en la deecripcion, paginas 33, 4; figuras 1B, 3A, 3D, 5A, 5B), en consacuencia, el objeto
de las presentes relvindicaciones 1 — 4, 11 - 17, 22 - 24, 26, 27 no es novedoso desde el
punto de vista de D2.

D3 da a conocer la deteccion inmunoscintiiogrifica del dominio ED—B de la fibronectina, un
marcador de angiogénesis, en pacientes con cancer con 123! L18 (scFv)2.

Se describen métodos para la produccién de anticuerpos en bacterias, purificacién y
radiohalogenacion con 1231 via cloramina Ty conjugacién del vehiculo halogenado bifuncional
{ver pagina 572).Sediscuten aplicacines diagndsticas y terapéuticas basadas sobre el uso de
L18(scFv)2 radiorotulados (ver discusién).

Vemos que scFv asta abarcado entre l0s mismbros de snlace espacifico de la pressnts
solicitud, como se aprecia en la descripcion, figura 1B, en consecuencia, ol objeto da las
presentes reivindicacionas 1 -4, 11 — 18, 22 — 28 no es novedoso con respacto a D3,

D5 revela el bombardeo salectivo de la vasculatura tumoral con anticuerpos acFv
radiorotulados (L19) en el dominlo ED-B de [a fibronectina con secuenclas VH y VI como las
reclamadas en la presente reivindicacion 1 (ver secuencia 1D 19, secuencia ID 21). Se revelan
variantes funcinaimente equivalentes radiviodadas y radiorotuladas 211 AtL 19 (ver
relvindicaciones . 11 - 13, 25 - 27, ejemplos 7, figura 16). Se dan a conocer métodos de
tratamiento de patologlas relaclonadas con angiogénasis, tales como tumores (ver
reivindicaclones 32, 33; ejemplo 3, figura 15).

En consacuencia, el objeto de las presentes reivindicaciones 1 — 4, 11 - 17, 22 - 24, 26, 27 no
o3 novedoso con respecto a DS.

D@ da a conocer la detecclén /n vitro de fibronectina B en tejidos tumorales con el anticuerpo L
18 radlorctulado contra la ED-B de la fibronectina {ver sjemplo 4; relvindicacion (8). En
consecuencia, el objeto de las presentes reivindicacionas 18 — 20 no es novedoso con respecto
aDé.

Actividad inventiva {(articulo PCT 33{3))

La presente solicitud no cumple los criterios del articulo PCT 33(1), porque el objeto de las
relvindicaciones 1 — 28 no involucra una actividad inventiva en el sentido del articulo PCT
33(3).

El prablema a resolver por ia presente solicitud es la estabilidad, sliminacion y actuacidn in vivo
con anticuerpos en bombardeos tumorales selectives (ver pagina 4, renglones 14 - 16}.

La soluclén propuesta es 1a utiiizacion de formatos de anticuerpos radiorotulados (L 19): scFv,
minlanticuerpos e IgG1 contra el dominio ED-B de ia fibronectina en al bombardeo selectivo de
la vasculatura tumoral en usos diagndeticos y terapduticos, asl como el método de produccién
de los mismos.

El documento D2 del estado de la técnica indica el bombardeo de vasculatura tumoral con la
utilizacién del scFv del anficuerpo L 19 en el dominio ED-B de la fibronectina (ver discuslén).
Se describe tamblén la radichalogenacién con 211 At via oxidacién de un radiohalogenuro y [a
conjugacion del vehiculo halogenado bifuncional (ver pagina 535, fig. 1).

Formulario PCT/Hoje adjants/409 (lxja 3) (EPO-enevo 2004)
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La diferencla entrs D2 y al objeto de la presents solicitud es el hecho de que los oiros formatos
de anticuerpos L 19 mencionados en las relvindicaciones 5 - 9, asl como los usca /n vitro de
los miembros de enlace espacificos tales como los reclamados en las presentes
relvindicacionas 20, 21, no estén citados especlficamente en tal documento.

El especialista ha intentado con expectativas de éxito la utilizacion de un minianticuerpo
estructurado como esti descripto en D7 (ver Introduccidn, figura 1) como un formato efectivo
de anticuerpo contra el dominio ED-B de la fibroneciina para el bombardeo selectivo de la
vasculatura tumoral en usos terapéuticos y diagndsticos. Se ha visto reforzado en esta opclén
por la ensefianza de asts documento, que establece que "los genes de anticuerpos pueden ser
manipuleados para construlr unavariedad de nuavas moléculas” y "se prefiere el fragmento de
anticuerpo (SIP) en lugar de anticuerpos intactos en el tratamlento de tumores sdlidos, por su
mejor panelracidn en los lejidos. También la nipida eliminacién in vivo es ideal para el
diagndstico por iImagen. Tamblén su raplda remocion in vivo es ideal para una imagen de
diagnodstico” (var pagina 731, columna 1).

Se toma ademas en consideracidn que las secuencias del miambro de enlace espacifico conira
ol dominlo ED-B de |a fibronectina son bisn conocidas en el estado de la técnica, es decir, en
los documentos D1, D2 y D5 previamente discutidos (en la tabla 1 de D4 estén representadas
las identidades secuenciales HCDR1, HCDR2 y HCDR3 de los anticuerpos en lugar de las
presentas secuendias ID 1-3 y las LCDR1, LCOR2 y LCDR3 en lugar de las secuencias ID 4-8
respactivamente).

En consacuencla, no se puede reconocer una actividad inventiva para ¢ objeto de las
presentes relvindicaciones 1 - 28.

Gon respecto al item V]
Documentos definidos menclonados

Documentos definidos publicados
Sulichsi N* Facha da pubioeshin Fodn ds presenieslin Foshe ca pelerided {ralimlongiin ulhelpy
Falanin N* [ ] [~ ] [ ]
WO 03/078400 18/08/2003 11/03/2003 11/0372003

La solicitud PCT WO 03/076480 muestra: bombardeo selectivo de vasculaturas tumorales con
diferentes formatos radiorotulados (se prefieren los isdtopos Tc, Re, In, Y, Lu) de anticuerpes (L
18) del dominioc ED-B de la fibronecting, Incluyendo mini-inmunoglobulina a IgG1 completo, que
comprende sacuencias tales como las reclamadae por la presents relvindicacion 1 {ver
reivindicaclones 1 — 8) y sus conjugados radiorotulados (ver relvindicaclén 10), ejemplificadas
particularmente con la preparacién de derivados radiolodados (ver pégina 28, renglén 30 - .
pagina 30, rengién 28B).

Por ello, puede lesionar la novedad del objeto de las relvindicaciones 1 -8, 19, 20, 22 - 28 de
la presenta solicitud.

Formulaio PCT/lInj stjona™09 (hoja 4) (EFO-eraro 2004)
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Box No.| Baasis of the report

1. With regerd o the language, this report is based on the Intemational application in the language in which It was
filed, unlesa otherwise indicated under this item.

O This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation fumnished for the purposes of:

O intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b})

[ publication of the intarational application (under Rula 12.4)
O intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements* of the intemational application, this report Is based on (replacement sheets which
have been furnished to the recsiving Office in rasponse to an invitation under Article 14 are referred 1o in this

report as "originally fled" and are not annexed fo this raport).

Deacription, Pages
1-78 as orignally fllad

Clalms, Numbers

1-28 as originally flled
Drawings, Sheets
18-88 as ofignally filed

B a sequence listing andbor any relatad table(s) - see Supplemental Box Reiating to Sequance Listing

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation ok
O the description, pages
O the claims, Nos.
0O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify):
O any table(s) related to sequence listing (spacify):

4. 0 This report has baen astablished as if (some of) the amendments annexed to this report and listad below
had not been made, sinca they have been considered to go beyond the disclosure as flled, as Indicated In the

Supplemental Box (Rule 70.2(c)).
O the description, pages
O tha claims, Nos,

O the drawings, shestsfige
O tha sequencs listing {specify):
[J any table(s) relatad to sequence listing (speciy):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked ®superseded.”

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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Box No. !l Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

1. The questions whether the claimad inventlon appears to be novel, to involva an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respeact of;

O the entira intemational application,
clnims Nos. 1-28 in part
becausa:

O the sald intemational application, or the said claima Nos. relate to the following subject matter which does
not require an intemational preliminary examination (specify):

O the description, claims or drawings {indicate particular elements below) or sald claims Noa. are so unclear
that no meaningiul opinion could be formed (specify}:

[J the claims, or said claims Nos. are so inadequatsly supported by the description that no meeningful opinion
could be formed.

no intemational search report has bean established for the said claims Nos. 1-28 In part

O the nuclectide andbr emino acid sequence listing doas not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that;

the written form O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readableform [  has not been fumished
O does not comply with the standard
O the tebles ralated to the nuclectide andbr amino acid sequence listing, If In computer readable form only, do
not comply with the tachnical requirements provided for In Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See separate sheet for lurther details

Form PCTAPEA/4D9 {January 2004)
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industriai
applicability; cltations and sxplanations supporting such statement

1. Statement
Novaeity (N) Yes: Claims 10,21
No: Claims 1-8,11-20,22-28
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-28
Industrial applicability (1A} Yos: Clalms 1-28
No: Claims

2. Citatlons and explanations (Fule 70.7):
506 separate sheet

Box No. V]l Certaln documents cited
1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-written disclosures (Rule 70.9)

soe scparate shest

Form PCTIPEA/409 (January 2004)
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Supplemental Box relating to Sequenca Listing
Continuation of Box |, item 2:

" 1. With regard o any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed In the international application and
necassary to the claimed invention, this report has baen established on the basls of:

a. type of material:
B asequenca listing
O table(s) related 1o the sequence listing
b. format of material:
B in written format
B in computer readable form
c. time of fillngfumishing:
B contained In the Intemational application as filed
O filad togsthar with the Intemational application in computar readabla form
B fumished subsequently to this Authority for the purposes of search andbr examination
[

received by this Authority as an amendment on

2. B In addition, in the casa that more than one vension or copy of a sequenca listing andibr table(s) relating
thereto has been fllad or fumished, the required statements that tha information in the subsequent or
additional copies is identical to that in the application as flied or does not go beyond the application as fllad,
as appropriate, were fumished.

3. Additional observations, if necessary:

Ferm PCTAPEA/400 {January 2004) !
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Re item lll

Non-establishment of opinion with regard to novaeity, Inventive step and industrial
applicability

in the present application, the International Searching Authority has restricted the search
under the following objections under Articles 5 and 6 PCT.

The embodiments of the invention described on page 46 line 5 to page 56 and on tables 6-
B of the description, as they refer to Tc 99m, Re 188, In 111, Y 88, Lu 177 labelled
human ED-B binding member, do not fall within the scope of the claims.

This inconsistency between the claims and the description leads to doubt conceming the
matter for which protection is sought, thereby rendering the claims unclear (Article 6 PCT).

Present claim 1 as far as in its reference to "domain sequences baing disclosed in Pini et
al (1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21778" is unclear. A claim should be clear without a

reference to the description (Art. 6 PCT).
Present claims 1-28 are not supported by the description:

No part of the present application discloses or exemplifies the claimed specific binding
member that binds human ED-B wherein the binding member is labelled with an isotope
selected from 76Br, 77 Br, 1231, 1241, 1311 and 211At AND comprises a whole IgG1
antibody molecule.

The disclosure and examples of the present application related to binding members
labelled with the claimed isotopes refer uniquely to a mini-immunoglobulin, namely SIP
(description pages 27-38); whereas for a labelled IgG1 molecule, the solely isotope
disciosed is 125 (description pages 38-48) falling out of the scope of isotopes listed on

present claims 1-28.

Consequently the present application fails 1o effectively disclose a specific binding member
comprising both technical features simultaneously: lsotope selected from 76Br, 77 Br,
1231, 1241, 1311 or 211At AND a whole igG1 antibody as claimed by prasent claims 1-

28.
Therefore the present application lacks disclosure (Art 5 PCT).

Moreover claim 7 encompass a genus of compounds defined only by their function *linker
peptide” wherein the relationship between the structural features of the members of the

genus and said function have not been defined.
In the absence of such a relationship either disclosed in the as-flled application or which

Form PCT/Separate Sheset/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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would have besn recognized based upon information readily available to one skilled in the
art, the skilled artisan would not know how to make and use compounds that lack

structural definition.

The fact that one could have assayed a compound of interest using the described assays
does not overcome this defect since one would have no knowledge beforehand as to
whether or not any given compound (other than those that might be particularly disclosed
in an application) would fall within the scope of what is claimed.

It would require undue experimentation (be an undue burden) to randomly screen
undefined compounds for the claimed activity. Therefore, claim 7 does not fulfil the

requirements of Art. 5 and Art 6 PCT.

No Intemational preliminary examination will be carried out in respect of subject-matter
which is not covarad by the search report (Rule 66.1(e) PCT)

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

The applicant's attention is drawn to the fact that the present opinion expressed as to
novelty, inventive step and industrial applicability refers only to matter for which an
intemational search report has been drawn up.

No opinion will be carried out in respect of subject-matter which is not covered by the
search report (Rule 66.1(e) PCT)

Reference is made to the following documents:

D1: BORSIL ET AL: INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEW YORK, NY,
US, vol. 102, no. 1, 1 November 2002, pages 75-85.

D2: DEMARTIS S. ET AL: EUR. J. NUCL.. MED., vol. 28, no. 4, April 2001, pages
534-539

D3: SANTIMARIA M. ET AL: CLIN. CANCER RES., vol. 8, February 2003, pages

571-579.

WO 03 055917 A (BERNDORFF DIETMAR) 10 July 2003

WO 01 62800 A (EIDGENOESS TECH HOCHSCHULE) 30 August 2001.

WO 01 96599 A ( PHILOGEN S R L (IT)) 20 December 2001.

LI ERQIU ET AL: PROTEIN ENGINEERING, vol. 10, no. 8, 1997, pages 731-

736.

NE8%
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Novelty Article 33(2) PCT

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-8, 11-20, 22-28 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

Contrary to the applicant statements, it Is pointed out that the content of the present
application effectively embraces compounds labelled with 1251 among its embodiments as
exemplified in example of page 39 as well as scFv labelled compounds as described on
description pages 33 and 41; figures 1B, 3A, 3D, 5A and 5B.

Moreover the wording of claim 1 wherein the specific binding member comprises a mini-
immunoglobulin or comprises a whole Ig1 antibody molecule is to be interpreted not as a

restricting feature.

Consequently prior art documents disclosing the compounds mentioned above
{(compounds labelled with 125I as well as scFv labefled compounds) are novelty destroying
documents for the subject matter of present application.

D1 discloses different formats (scFv, mini-inmunoglobulin and IgG1) of antibody L19 to
the ED-B domain of fibronectin (see figure 1). A method for production of mini-
immunoglobulin construct (namely SIP) using primers BC-818 and BC-619 (identical to
present application example on page 34, seq. ID 8 and seq ID 9) with a GGSG linker and a -
method for producing the complete IgG1 using primers BC-696 and BC-697 (identical to
present application example page 35, seq. ID 12 and seq ID 13) are described. As well as
their radiciodination with 125l via identical method disclosed on page 39 of the present
application (see page 76; page 77 col 2).

Selective targeting of tumoral vasculature with the radiolabelled antibodies and diagnostic
uses are discussed (see page 84). The particular application of short half life isotopes,
implicitly and unequivocally encompassing the isotopes claimed In claim 1, for in vivo
diagnostic immunoscintigraphy is also disclosed (see page 83 col. 2, paragraph 1).
Consequently the subject matter of present claims 1-9, 11-19, 22-28 is not novel over D1.

D2, document cited by the applicant, discloses (see discussion) the selective targsting of
tumour neovasculature by a radiochalogenated human antibody fragment scFv spacific for
the ED-B domain of fibronectin. Methods for antibody production in bacteria, purification
and radiohalogenation with 211At via oxidation of a radiohalogenide and conjugation of the
bifunctional halogen carrier are also described (see page 535; fig 1).

Since scFv is encompassed under the specific binding members of present application (as
on description pages 33, 41; figures 1B, 3A, 3D, 5A, 5B).

Therefore the subject matter of present claims 1-4, 11-17, 22-24, 26, 27 is not new in view
of D2.

Form PCT/Sapamie Sheot/408 (Shesot 3) (EPO-January 2004)
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D3 discloses the immunoscintigraphic detection of the ED-B domain of fibronectin, a
marker of angiogenesis, in patients with cancer with a 1231 L19.

Methods for antibody production in bacteria, purification and radiohalogenation with 123|
via chloramine-T method and conjugation of the bifunctional halogen carmier are described
(see page 572). Diagnostic and therapeutic approaches based on the use of radiolabelled
L19(scFv)2 are also discussed (see discussion).

Since (scFv)2 is encompassed under the spacific binding members comprising scFv as
shown on description figure 18 of present application, therefore the subject matter of
present claims 1-4, 11-19, 22-28 is not novel over D3.

D5 discloses the selective targeting of tumoral vasculature with radlolabelled antibody scFv
(L18) to the ED-B domain of fibronectin with VH and VL sequences as claimed by present
claim 1 (see seq ID. 19, seq ID 21). Radioiodinated and 211 At radiolabelied L19 and
functionally equivalent variants are disclosed (see claims 11-13, 25-27; example 7;
figure 16). Methods of treatment of angiogenesls related pathologies as tumours are also

disclosed (see claims 32, 33; example 3; figure 15)
Consequently the subject matter of claims 1-4, 11-17, 22-24, 26, 27 is not novel over D5.

D6 discloses in vitro detection of B-fibronectin in tumour tissues with radiolabelled antibody
L19 against ED-B of fibronectin (see example 4; claim 8). Therefore the subject matter of
present claims 18-20 is not novel over D8.

Inventive step Article 33(3) PCT

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-28 does not involve an inventive step in the sense of Article

a3(3) PCT.

The problem to be solved by the present application is the in vivo stability, clearance and
performance in selective tumour targeting with antibodies (see page 4, lines 14-18).

The solution proposed is the use of radiolabelled formats of antibody (L19): scFv,
miniantibody and IgG1 against the ED-B domain of fibronectin for the selective targeting of
tumour vasculature in therapeutical and diagnosis uses as welf as the method of producing

the same.

Prior art document D2 already addresses the targeting of tumour vasculature with the use
of scFv of antibody L19 to the ED-B domain of fibronectin (see discussion). The
radiohalogenation with 211At via oxidation of a radiohalogenide and conjugetion of the
bifunctional halogen carrier are also described (see page 535; fig 1)

Form PCT/Sepamis Shaat/408 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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The difference between D2 and the subject matter of present application is the fact that
other formats of L19 antibody reclted in claims 5-8 as well as in vitro uses of the specific
binding member as claimed by present claims 20, 21 are not explicitly mentioned In said

document.

The skilled man would have tried with the expectation of success the use of a mini-
antibody construct as described by D7 (see introduction, figure 1) as an effective format of
antibody against the ED-B domain of fibronectin for the salective targeting of tumour
vasculature in therapeutical and diagnaosis uses. He would have been reinforced in his
choice by the teaching of this document stating that "the antibody genes can be
manipulated to construct a variety of new molecules" and "antibody fragment (SIP) are
preferred to intact antibodies for the treatment of solid tumours because of their enhanced
tissue penetration. Also their rapid clearance in vivo is ideal for diagnostic imaging® (see

page 731, col. 1, paragraphs 1-2).

Moreover taking into account that the sequences of the specific binding member against
the ED-B domain of fibronectin are well known In the prior art as |. e. previously discussed
documents D1, D2 and D5 or from D4 (Sequencs identities of HCDR1, HCDR2 and
HCDRS3 of the antibody to present seq. ID 1-3 and of LCDR1, LCDR2 and LCDR3 to
present seq ID 4-6 respectively are depicted in table 1 of D4).

Consequently an inventive step for the subject matter of present claims 1-28 cannot be

acknowledged.
Be ltem Vi
Certain documents cited
Certain published documents
Application No Publication data Fliing date Pricity dats (vaiid claim)
Patent No (cayimonthvvenr) {dapmantiyyear) {deytmanttvyesr)
WO 03 076460 168/09/2003 11/03/2003 11/03/2002

The PCT application WO 03 076469 shows: Selective targeting of tumoral vasculature with
radiolabelled (Tc, Re, In, Y, Lu isotopes preferred)} different formats of antibody (L19) to
the ED-B domain of fibronectin including mini-immunoglobulin and whole IgG1 comprising
sequences as claimed by present claim 1 (see claims 1-9) and their radiolabelled
conjugates (see claim 10) in particular exemplifled with the preparation of radiolodinated

derivatives (see page 29, line 30- page 30, line 28)
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Thus, it would be prejudicial to the novelty of the subject-matter of claims 1-9, 19, 20, 22-
28 of the present application.
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1. The following Indications appesred on regord congerning:

E] the applicant E the inventor

D the sgemt

D the common repressntative

Nome and Address

CASTELLANI, Patrlza
Laboratory of Cell Blology
istituo Nazionaie per la Hicerca
sul Cancro

Largo Rosanna Benzl 10
I-16132 Genova

ltaly

2. The International Buraau hersby notifiea the applicant that the following change has been regorded soncerning:

State of National State of Residence
IT IT
%.Iophone No.

Facslmile No.

Teloprirtar No.

4. A capy of thia notifleation has been sant to:
E the receiving Office
E the Intemational Searching Atthority
D the International Preliminary Examining Autharity

D the parson E(] the name D the address D the nationality D the residence
Namea and Address Strte of Netionaiity Stite ol Fasidonce
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zul Clacro Benzi 10
argo Rosanna Benzi e
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italy
Telsprinter No.
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D the designated Officas concarmned
D the elected Offioes sonoerned

D ather:

The intemational Bureaw of WIPOD
34, ghamin des Colombetina
1 G.nw_n!ﬂ.ﬁwhrllnd

Facsimile No. (41-22) 338.86.76

Authorized offlosr
Catherine TOLU (Fax 338-8995)

Telophone No. (41-22) 338 09568
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Organismo de Examen Prefiminar Intemacional
Oficina de Patentes Europea

D-8088 Munich

ALEMANIA

31 de mayo de 2005

RESPUESTA A WOASA
Estimados seflores
Solicitud de Patenis Internacional N* PCT/EP 2004/008733

Solicitud de Patente Intemacional N° PCT/EP 2004/008733
Solicitante: Phllogen 3.P.A. et al.
Nuestra Referencla: SMW/FP8235147

La presanta es en respuesta a! informe escrito de ISA fechado el 14 de febrero de 2005, y
acompaiia la solicltud de Examen Preliminar Intemacional. La numeracién de abajo sigue la
utiizada en el Informe escrito.

[tem Ni: Claridad y apoyo

El examinador alega que la Inclusién en la descripcidn del objeto no cublerto por las
reivindicaciones lieva a dudar acerca del objeto para el cual se procura la proteccién y, en
consecuencia, considera poco claras las relvindicaciones (articulo PCT 8).

Da acuerdo con el articulo 8, las reivindicaciones deben definir el objeto para el cual se procura
protecclén, estar eacritas en forma clara y concisa y estar completamente apoyadas por la
descripcitn. Las presentes reivindicaciones satisfacen estos criterlos. En ninguna parts del
PCT est estableckio que el solicitante debe ser penalizado solamente porque ha elegkio
voluntariamente limitar el ambito de proteccidn procurada a un subconjunto de objetos
revelados en la solicitud, tomada esta como un todo. Es més, la presencia potencial en las
reivindicaciones deé algunos otros objetos que, segdin se alaga, no estin relacionados con el
objeto relvindicado no modifica de ninguna manera el texto de las relvindicaclones. Por ello, no
pusde alterar el &mbito de la proteccion procurada, la daridad y la conclelén de las
reivindicaciones ¢ el hecho de que de que las mismas estin apoyadas por la descripcién. En
consecuancia, las relvindicaclones cumplen con los requerimientos del arliculo PCT 8.

La referancia a "secuencias de dominio reveladas en Pini et al. (1988) J. Blol. Chem. 273:
21768 - 21776 os alegada para considerar poco clara la relvindicacién 1.

Pini et al. (1688) estaba disponible para la persona exparimentada en la materia antes de la
fecha de prioridad de ia presente solicitud. La secusncia L 19 VH fue creada por Pini et al.
(1988) mediante el uso de primers parciaimente degenerados y maduracién de afinidad, para
introducir mutaciones en las posiciones 1 — 33, 50 ~ 54 y 85 — 88 del CDR3 del dominio DP47
VH. Similarments, el dominio L16VL fue creado introduclando mutaciones en las poalciones 32,
50, 61, 93, 84 y 96 del CDR3 del dominio DPK22 Vk (pagina 21770, columna Lequierda, pamrafo
2, y pagina 21770, columna derecha, pamafo 5 a pdgina 21771, columna lzquierda . pamafo 3).
Los aminoécidos especificos presentas en astas posiclones en las secuencias L19 VH y VL se
apreclan en la tabla Il de Pini et al. (1988). En consacuencia, las secuencias L18 VH y VL estin
univocamente reveladas en Pinl et al. (1888) y no existe poslbilidad de interpretacién con
respecto a estas secuencias. Por ello, la incorporacién de las secuenclasde L18 VHy Vi enla
relvindicacldn 1 no puede volver poco clara esta reivindicaclén.

Adiclonalmente, el examinador arguye que la desdripcion no aporta apoyo para un IgG1
rotulado con ™Br, 7Br, ', '*| 0 “'At. No obstants, a la facha de prioridad de la presents
solicitud, en el estado de la tdcnica eran blen conocldos métodoa de rotulacién de anticuerpos
con estos isttopos, y a persona experimentada en la materia deberia conocer como rotular un
IgG1 tal como estd reclamado en la relvindicacién 1. En consecuencia, la Invenclén revela de
una manera suficientemente clara y completa la nvancién a ser llevada a cabo por una



persona experimentada en la materia, y el objeto de las reivindicacionea 1 - 4 y § — 28 satisface
los requerimientos del articulo PCT 6.

Las relvindicaciones 1a 7, 8y 11 a 13 son objetadas por carencla de apoyo porque se
relacionan con una gran cantidad de compuesioa/métodos. No obstants, una relvindicacién no
puede carecer de apoyo simplemente por ser considerada "lmazonablemente amplla® y no.
axisie requisito en el PCT para Ia sollcitud de ejemplificar toda realizacién relvindicada
individuaimente en la invencién. Lo que ea importante es que los aspectos técnicos de la
Invencidn establecidas como esenciales en la deacripclén daban ser las mismas que las
utilizadas para definir la invencién en las reivindicaciones. El examinador ha fallado en
demostrar que este no es el caso an la presente solicitud. Los aspectos esenclales de los
compuestos/métodos de la presente Invencién estin claraments estableckias en la
relvindicacién Independiente 1, cuyas bases e puedsn encontrar en la pagina 8, renglén 21 a
pégina 7, rengldn 22. En consecuencia, las reivindicaciones 1 a7, 9 y 11 a 13 estén apoyadas
por la descripcidn.

Tamblén se alega que el objeto reclamado en las relvindicaclonea 1 a 7,9y 11 a 13 no estdn
revelados an ia descripcién de una manera suficientemente clam y conclsa para ser lisvada a
cabo por una persona experimentada en la materla.

El examinador objeta, en particular, los términos "igG1" y "péptido de enlace”. No obatants,.
astos términos son bien conocidas en el estado de la técnica a Ia fecha de prioridad de la
solicitud. Sin embargo, por motivos de claridad, una definicion de IgG1 y se puede apraciar en
la presenta solicliud en |a pagina 18, renglones 16 a 18. Ademas, en las pagina 35, renglén 13
a pagina 38, rengién 18 de la presents solicliiud se revela como produur Ias moleculas IgG1 de
la presante invencion. Métodos de rotulacion de anticuerpos con gy, 7Br, 13, 124 g May,
oxidar un halogenuro selecclonado de ™Br, 7Br, "2, ' 0 *''At y conjugar un vehiculo
bifuncional activado para obiener un reskiuo de lisina o cisteina o un término N de un
anticuerpo es bien conocido para la persona experimentada en la materia a |a fecha de
prioridad de esta solicitud. Ademés, en pagina 27 rengidn 18 a pagina 29, renglén 13 se
describen varios métodos para rotular SIP con ™', ™ o . E) examinador no proveyd
fundamentos concretos para creer que la Invencldn no puede ser llevada a cabo por la persona
exparimentada en la materia en todo el Amblto de compuestos/métodos relvindicados. En
consecuencla, el objeto de las reivindicaciones 1 a 7, 8 y 11 a 13 satisfacen ol articulo PCT 5.

Ademas, el privileglado con una patente tiene el derecho a un amblto de proteccién razonable
en concordancia con la contribucién que hizo al estado de la técnica. Limitar las
refvindicaciones a solo aquelios compuestos, métodos ¥ usos exhibidos sn los sjemplos y
listados de secuencias de la presents solicitud, como es sugerido por el examinador, limitaria
Injustamente ol &mbito de la via de proteccidn seguin la real contribuclon efectuada al estado de
la tdcnica por la invencién. S| esto fuera otorgado, parmitiria a la persona experimentada en la
materia evadir la proteccidn de la patents haclendo uso de |a eral ensefianza de la presente
solicitud. Es cuestidn de mera rutina hacer un anlicuerpo IgG1 y emplear u péptido de enlace.
En consecuendia, no estamos de acuerdo en que las relvindicaciones deban ser Iimitadas en
este aspecto.

El examinador alega ademas que las reivindicaciones 14 — 21 intentan definir la Invenclén en
términos de un resultado a obiener y, por allo, carecen de claridad.

Las relvindicaclones 14 — 21 se refleran a métodos para la producelén miembros de snlace
especificos de las reivindicaclonss 1 — 10 y las frases objetadas son simples pasos a ser
llevados a cabo en tales métodos. Estos pasos de método no son un resultado a obtener. El
resultado a oblener es la produccién de miembros de enlace especificos y las relvindicaclones
14 — 21 se refieren a pasos pama obtener tal resultado. Ademas, estas reivindicaclones son
depandientes de las relvindicaciones 11 a 13. El examinador no objetd las relvindicaciones 11 a
13 como un intento de definir el método de la Invencién solo en términos de un resultado a ser
obtenido.

En todo caso, sa puaden pemmitir las reivindicaciones en las que la Invencién estd definida en
términos de un resultado a ser obtenido s la Invencién solo puaede ser definida en tales
términos o no puede ser definida més precisamente en otros términos ain restringir
Indebidamente el &mbito de [as relvindicadones, en tanto el resultado sea tal que, sin una
debida experimentacién, sea directa y positivamente verificada por ensayos o procedimientos
adecuadameants eapecificados en la descripcién o conocidos por la persona experimantada en
la materia. A los fines de preclsar més precisaments como loa pasos de método objetados
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pueden ser llevados a cabo puede restringir indebidamente el dmblto de las reivindicaciones.
Todas las frases objetadas por el examinador se refleren a metodologias blen conacidas y
entendidas por la persona experimentada en la materig. La parsona experimantada en la
materia puede determinar directa y positvamanta cuéndo tales pasos pueden, a o menos ser
lievados a cabo utilizando sus conocimientos generales. Ademds, a lo mencs una manera de
ejecutar cada uno de los sigulentas pasos astd dad en la presants solicitud: "expresar ol ackio
nucleico ques codifica el mlembro de enlace especifico” (pagina 33, rengién 25 a pagina 38,
renglon 8) y "purificar el miembro de enlace especifico”™ (pdgina 38, rengion 11 a pagina 39,
rengion 8). En consecuencia, las relvindicaclones 14 a 21 son claras y concisas, satisfaclendo
asl los requisitos del articulo PCT 6.

Estas son relvindicaciones perfectamente normales, en un formato que fuera concedido por
EPO en muchas patentes.

[lam ¥
Novedad

D1y D8 revelan compuestos rotulados con ‘1. De acuerdo con la actual relvindicacion 1, ol
objeto de la present solicitud comprende una de los sigulentes Isdtopos: ™8r, 7Br, '@, " o
241a¢ El lsdtopo 1 no esta reclamado en ninguna reivindicacién de la presente solicitud, con lo
cual las relvindicaciones de la solicitud no comprenden los compuestos revelados en D1 y D2.

D2 y D5 revelan compuestos scFv rotuados con 1AL, D3 revela compuestos L19(scFv)
rotulados con 2. De acuerde con la reivindicacién 1, ef objeto de la presents sollchwud
comprende miambros de enlace especificos con fnnmln de mink-inmunoglobulina o igG1. Loe
mismbros de aniace especificos de formato scFv o (scFv); no son reclamados en ninguna
relvindicacién de la presents solicliud, por Io que tanto D2 como D3 no ravelan ningdn
compuesto que asté inciuido en alguna relvindicacion de esta solichud.

En consecuencia, el objeio de las presentes relvindicaciones es novedoso con respecto a D1,
D2, D3, D5 y D8.

Aclividad Inventiva

El examinador arguye que las relvindicaciones no son inventivas con respecto a una
combinacién de D2 y D7.

El problema a resolver con respecto a D2 es proveer agentes altemativos de bombardeo
selactivo de tumores ED-B. Los Inventores encontraron, sorprendentements, qus el mlembro
de enlaca especifico de |a presente Invencidn es adecuado para estos propdsitos.

Se deben tomar en consideracion una cantidad de factores cuando se disefla un agente de
bombardeo selectivo de tumores. Por ejemplo, [a efinidad de enlace del agente con respecto e
objetivo afecta la biodistribucion del agente, su iempo de retenclén y la cantidad absoluta del
agenie enlazado con el objetivo. Adicionaiments, sl iamafio del agente afecia la biodistribucion,
&l tiempo de circulacion y Ia velocidad de excrecién. Pam un diagnésticoterapla exitoso, la
biodisiribucion del agents requiere cubrir a lo menos el antigeno objstive. La remocion debe
seor ko suficientemente rdpida como para pemitir sncontrer la ventana diagnéstica o terapéutica
pero lo suficlentemente lenta como para parmitir sl enlace del agente con el objetivo. Debe
haber suficiente agents como para enlazario con sl objetivo y permitir un diagndstico exacio o
una terapia efectiva peor no tanto como para que la imagen no sea clara o que ocurran sfecios
laterales indeseados en |a terapia. La vida madia del Isétopo selacclonado debe aal ajustarse a
la blodistribucién del agente, a los fines de de obtener un diagndstico aproplado o una ventana
terapéutica.

Por ello, dabe ser disefiado un agente de enlace cuya afinidad de enlace, tamafio y vida medla
de radlonucieido provea el balance comrecto antre biodistribucién, tempo de retencién y
cantidad absoluia de agents de enlace con el abjetivo, suministrando también un diagndatico
apropiado 0 una ventana terapéutica.

Por conslguiente, la combinacidn de objetivo, afinidad de enlace, radloladiopo y tamaftio del
agente que sea un agente de enlace efectivo y selectivo con un tumor ED-B no es cbvio y las
combinaciones exitosas no pueden ser identificadas sencliiaments mediants combinaciones del
estado de la téenica. En otras palabras, ninguno de los documentos citados por el examinador,



tanto sclos como combinadas, hacen obvio el objeto de las relvindicaciones para la persona E Y
experimentada en la materia. 2?4

Ademis, D7 no ensefia acerca del uso del formato SIP para agentes de bombardeo de enlace
de tumores ED-B. En D7, pagina 738, segunda columna, peniliima frase antes de la seccidn
de referencias, estd establecido “en este contexto, la adicidn de un enlace disulfuro en el /inker
entre VH y VL (SIP=cls), aunque Incrementa la estabilidad, puede impartir la movllidad relativa
de los dos dominios de enlaca y pueden eventuaimente reducir la afinikdad”. Esto significa que
D7 no eneefia de ninguna manera que el formato SIP siempre produce un agente (itil para
propdeitos diagndsticos o terapéuticoa Puede muy blien ser que el uso de este formato resulte
en una afinidad disminuida, de manera que el agente resultante ya no es Gtil como agente de
bombardeo. En consecuencia, la persona experimentada en la materia no estd motivada para
combinar D2 con D7 para arribar a las minHnmunoglobulinas de la presents Invenclén, como
a8 sugerido por el examinador.

Més adn, sl el antigeno esta presents en células malignas, el agente de bombardeo necasita
panetrar el tejldo a los efectos de tener acceso al objetivo. No obstante, sl el antigeno esta
sobreaxpresado en células andotsiiales anglogénicas que constituyen la pared de un nusvo
vaso sanguineo, el objetivo ea mas facil de acceder, resultando menos importante una buena
penetracién de los tejldos. Como a fibronectina ED-B estd expresada primariaments por vasos
sanguinecs angiogénicos (ver, por ejemplo, D2), la persona exparimentada en la materia no
tiene axpeciativas, antes de la facha de prioridad de Ia presente soliciiud, de que |a selecclén
de un formaio de anticuerpo con capacidad de panetracion potenclaimente mejorada (por ,
ejemplo, SIP, ver D7} puede ser de pariicular usc como un agente de bombardeo selectivo de
enlace ED-B de tumores.

Como resultado de los muchos factores Interactuantes, la persona axperimentada en la materia
puede requerir las debidas experimentaciones sin expectativas razonables de éxito a los
efactos de amibar al objeto de la presente solicitud. En consecuencia, la aclividad inventiva
debe ser admitida para el jusgo completo de las reivindicaciones.

En lo que respecta a las relvindicaclones 22 a 28, el examinador alega que, alaluzde D8 y
D9, no todos los miembros de enlace especificoa reclamados pueden tener expeciativas
crefbles de ser (tlles en diagndstica y terapla. Por ello, dica que la actividad Inventiva no puede
ser admitida para estas reivindicaciones.

Como ss explica arriba, todas las relvindicaciones son Inventivas, an particular, las
reivindicaciones 22 a 28 son dependientes con respacio a las relvindicaclones inventivas 1 a
10. En consacusncia, las relvindicaclonas 22 a 28 son también inventivas.

Ademas, D8 astablece que “''At poses un gran potencial de uso an terapia de bombardeo de
radionucleidos. Aunque, como hace notar el examinador, Hiptes alegado como inadecuado
para la planificaclén de dosificaciones, esto no lo Inhibe de ser utllizado como agente de
diagnésticafterapla. La distribucién de la radloactividad de astatina en humanos puade sar
estimada medianis el uso de isétopos radioactivos de otros halégenos, slempre que se ullfice el
mismo método de rotulacion (D8, pagina 388, columna I:qulerda. péarrafo 3), pudiéndose utilizar
otros halégenos para predecir la doslificacién aproplada de 1At para su uso en terapla o
dlagndstica.

D9 describe ef uso de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos rotulados con_ ’"At en
radioterapia y establece que la contribuclén de muerte de células in viro con 2'At sin enlazar
Euede variar considerablements cuando se utlliza fragmentos de anticuerpos rotulados con

'At. El pasaje no menciona la actividad in vivo o in vitro de los fragmentos de anticuerpos
rotulados. Ademas, DS, péglna 1450, columna deracha, pamafo 4, describe como un anticuerpo
monocional rotulada con “' At del dominlo de fibronectina 11 — 12 de la molécula de tenascina
as efectiva en la terapla de tumores y en la pagina 1453, columna lzquierda, pémafo 1,
astablece que la radioterapia de bombardeo usando compuestos rotulados can 21'At puede ser
un enfoque Gtil para el tratamiento del cancer.

En consacuencia, D8 y DB no ensefia acerca de los compuestos Inventivos de la presente
invancién que son dilles como agentes de dlagndsticafterapla.

ltam V1 Qtros documentos publicados
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Nosotros antendemos que la presante solicitud tiene derecha a su reivindicacién de prioridad y,
por ello, WO 03/075468 no pertenece al estado ds la técnica. 7S

Para finalizar, no cbstante, hacamos nutar uu los eomgnm nte solicitud deben
comprender uno de los sigulentes Is&topos: Br. T, 18), 124 1"'I o At ¥y que la WO
03/076468 no revela ninguno de tales oompuutos

Saludo de rigor

Sean Walton

AGENTE DESIGNADO
MEWBURN ELLIS LLP
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International Preliminary Examining Authority
European Patent Office

D-80288 Munich

GERMANY

31 May 2005

Dear Sirs

International Patent Application No. PCT/EP2004/009733
Appilicant: Phllogen S. P. A. et. al.
Our Ref: SMW/FP6235147

This Is in response to the written opinion of the ISA dated 14 February 2005, and
accompanies the demand for intematlonal preliminary examination. The numbering below

follows that used In the written opinion.
ltem 1li Clarity and Support

The examiner alleges.that the inclusion In the description of subject matter not coverad by
the claims leads to doubt over the matter for which protection is sought and thereby renders
the claims unclear (Article 8 PCT).

According to Article 6 PCT, the claimsa dhould define the matter for which protection Is
sought, be written In a clear and concise manner and be fully supported by the description.
The present claims satisfy these criteria. At no point In the PCT does it state that the
applicant should be penalised merely because he may have voluntarily chosen to limit the
scope of protection sought to a sub-set of the subject matter disclosed in the application as a
whole. Moreover, the potential presence In the claims of.some other subject matter that
allegedly does not relate to claimed subject matter does not change the wording of the
claims in any way. Thus, It cannot alter the scope of protection sought, the clarity and
conclsion of the claims or the fact that they are supported by the description. Therefore, the
claims meet the requirements of Article 6 PCT.

The reference to "domain sequences being disclosed In Pini et af (1988) J. Biol. Chem.
273:21769-21776" Is also alleged to render claim 1 unclear.

Pinl et al. (1998) was available to the skilled person before the priority date of the present
application. The L19 VH sequence was created in Pini et al. (1998) by using partially
degenerate primers and affinity maturation to introduce mutations In positions 31-33, 50-54
and 95-88 of CDR3 of the DP47 VH domain. Similarly, the L19 VL domain was created by
introducing mutations Into positions 32, 50, 81, 83, 94 and 96 of the DPK22 Vk domain
CDR3 (page 21770, left-hand column, paragraph 2, and page 21770, right-hand column
paragraph 5 to page 21771, left-hand column, paragraph 3). The specific amino ackis
present in these positions in the L19 VH and VL sequences are shown in table Il of Pini et al.
(1988). Thus, the L19 VH and VL sequences are unequivocally disclosed in Pint et al.
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(1998) and there is no room for interpretation with regard to these sequences. Therafore,
incorporating the sequences of L18 VH and VL Into claim 1 cannot render this claim unclear.

Additionally, the examiner argues that the description does not glve support for a whole IgG1
labelied with ™8r, 7Br, '3, 4 or *''At. Howaver, at the priority date of the prasent
application, methods of labelling antibodles with these isotopes were well known in the art
and the skilled person would know how to label an IgG1 as claimed in claim 1. Thus, the
description discloses the invention in a manner sufficlently clear and complete for the
invention to be carried out by a parson skilled In the art and the subject matter of claims 1-4
and 9-28 satisfies the requirements of Article 5 PCT.

Claims 1 to 7, 9 and 11 to 13 are objected to for lack of support bacause they relate to very
large numbers of compounds/methods. However, a claim cannot lack support simply
because It Is considered to be "unrsasonably broad™ and there is no requirement in tha PCT
for the application to exemplify every single claimed embodiment of the Invention. What Is
important is that technical features stated in the description to be essential features of the
invention must be the same as those used to define the Invention In the claims. The
examiner has failed to demonstrate that this Is not the case [n the present application. The
essential features of the compounds/methods of the present invention are clearly set out in
independent claim 1, basis for which can be found on page 6, line 21 to page 7, line 22.
Thus, claims 1 to 7, ® and 11 to 13 are supported by the description.

The subject matter claimed In claims 1 to 7, 9 and 11 to 13 is also alleged not to be
disclosed in the description in a manner sufficiently clear and conclse to be carried out by a
person skilled in the art.

In particular, the examiner objects to the terms “IgG1” and Sinker peptide®. However, these
terma were well known in the art at the priority date of the application. Nevertheless, for the
sake of clarity, a definition of Ig@1 is given on page 186, lines 16 to 19, of the present
application. Furthermore, page 35, line 13 to page 36, line 19 of the present application
discloses how to produce IgG1 molecules of the present invention. Methods of labelling
antibodies with 7Br, "Br, '3, 12| or M At, oxidising a halogenide selected from ™Br, 7Br,
123}, " or MAL and conjugating an activated bifunctional halogen carrier to a lysine or
cysteine residue or N-terminus of an antibody were well known to the skilled parson at the
priority date of this application. Moreover, page 27, line 18 to page 29, line 13 describe
various methods for labelling SIP with ', *®1 and *. The examiner has not provided any
concrate grounds for belleving that the Invention cannot be carried out by the skilled person
within the whole range of compounda/methods claimed. Thus, the subject matter of claims 1
to 7, 9 and 11 to 13 satisfles Article 5 PCT.

Furthermore, the patentee is entitled to a falr scope of protection in keeping with the
contribution he has made to the art. To limit the claims to only those compounds, methods
and uses glven in the examples and sequence listings of the present application, as
suggested by the examiner, would unfairly limi the scope of protection way below the actual
contribution made to the art by the invention. If this were done, it would allow the skllled
person easily to circumvent the patent protection while etill making use of the actual teaching
of the presant application. it ls a matter of mere routine to make an IgG1 antibody and to
employ a linker peptide. Thus, we do not agree that the claims should be limited In this way.

The examiner aigo alleges that claims 14-21 attempt to define the invention in terms of a
result to be achleved and therefore lack clarity.
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Claims 14-21 relate to methods for producing the specific binding members of claims 1 to 10
and the phrases objected to by the examiner are simply steps to be carried out in such
methods. These method steps are not a result to be achieved. The result to be achleved Is
the production of specific binding members and claims 14-21 refer to steps that provide for
such a result to be achieved. Moreover, thesa claims are dependent on claims 11 to 13.
The examiner has not objected to claims 11 to 13 as attempting to define the invention in
terms of a result to be achieved. Thus, claims 14 to 21 do not attempt to define the method
of the invention solely in terms of a result to be achieved.

In any case, claims wherein the Invention is defined In terms of a result to be achleved may
be allowed if the invention either can only be defined In such terms or cannot otherwise be
defined more precisely without unduly restricting the scope of the claims, provided the result
Is one which can, without undue experimentation, be directly and positively verified by tests
or procedures adequatsly specified in the description or known to the person skllied in the
art. To specify more precisely how the objected-to method steps might be carried out would
be to unduly restrict the scope of the claims. All the phrases objected to by the examiner
refer to methodology well known to and understood by the person skilled In the art. The
sidlled person can determine directly and positively whether such steps have been camied
out using his general knowledge. Moreover, at least one way of doing each of the following
steps is given in the present application: "expressing nucleic acld encoding the specific
binding member” (page 33, line 25 to page 36, line 8) and “purifying the specific binding
member” (page 36, line 11 to page 38, line 8). Thus, claims 14 to 21 are clear and conclse
and satisfy the requirements of Article 8 PCT.

These are perfactly normal claims in a format that has been granted by the EPO in many
patents.

Item V
Novelty

D1 and D6 disclose compounds labelled with 1251. According to current claim 1, the subject
matter of the present application comprises one of the following Isotopes: ™Br, 7Br, 3|, 134,
W1 or #1At. The Isotope '] is not clalmed in any clalim of the present application and so the
claims of this application do not encompass the compounds disclosed in either D1 or D8.

D2 and D5 disclose scFv labelled with 211At. D3 discloses L19 (scFv): labelled with ],
According to claim 1, the eubject matter of the present application comprises spacific binding
members of the mini-immunoglobulin or 1gG1 format. Speclfic binding members of the scFv
or (scFv); format are not claimed in any claim of the present application and so neither D2
nor D3 discloses any compound that may be sncompassed by any claim of this application.

Therefore the subject matter of the present claims Is novel over D1, D2, D3, D5 and D8.
Inventive Step

The examiner argues that the claims are not inventive over a combination of D2 and D7.

The problem to be solved over D2 Is to provide alternative selective ED-B binding tumour
targeting agents. The Inventors have surprisingly found that the specific binding members of
the present invention are suitable for this purpose. .

A number of factors must be taken into account when designing a selective tumour targeting
agent. For example, the binding affinity of the agent towards the target has an Impact on the
blodistribution of the agent, Its retention time and the absolute amount of agent bound to the
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target. Additionally, the size of the agent has an impact on its biodistribution, circulation time
and excretion rate. For successful diagnosis/therapy, the biodistribution of the agent needs
to cover at least that of the target antigen. Clearance has to be fast enough to allow the
appropriate diagnostic or therapeutic window to be met but slow enough to allow for
sufficlent binding of the agent to the target. There must be sufficient agent bound to the
target to allow accurate diagnosis or effective therapy but not so much as to make imaging
unclear or for unwanted side-effects of therapy to occur. The hali-life of the chosen
radloisotope must also match the blodistribution of the agent in order to give an appropriate
diagnostic or therapeutic window.

Thus, a binding agent has to be designed whoae binding affinity, slze and radionucilde half-
life provide the right balance between blodistribution, retention time and absolute amount of
agent binding to the target while also providing an appropriate dlagnostic or therapeutic

window.

Therefore, the combinations of target, binding affinity, radiolsotope and size of agent that will
be seffective selactlve ED-B binding tumour agents are not cbvious and successful
comblinations cannot be identified simply by combining prior art. In other words, none of the
documents cited by the examiner either alone or In combination makes the subject matter of
the claims obvious to the skilled person.

Furthermore, D7 teaches away from the use of the SiP format for ED-B binding tumour
targeting agents. In D7 on page 736, second column, penulimate sentence before the
References section, it is stated “In this context, the addition of a disulphide bond in the linker
between VH and VL (SIP-cys), though increasing stability, can impair the relative mobility of
the two binding domains and may eventually reduce the affinity.” This means that D7 by no
means teaches that the SIP format always ylelds a useful agent for diagnostic or therapeutic
purposes. It may well be that using this format leads to decreased affinity, so that the
resulting agent is no longer useful as a targeting agent. Thus, the skilled person would not
have been motivated to combine D2 with D7 to arrive at the mini-immunoglobulins of the
present invention, as suggested by the examiner.

Moreover, if the antigen Is present on malignant cells, the targeting agent needs to penetrate
the tissue in order to have access to the target. However, if the antigen is overexpressed on
anglogenic endothellal cells bullding up the wal! of a new blood veesel, the target is easler to
access and good tissue penetration Is less important. As ED-B flbronectin Is exprassed
primarily by angiogenic blood vessels (see, e.g., D2), the skilled person would have no
expectation bafors the priority date of the present application that gelection of an antibody
format with potentlally enhanced penetration cepabiiities (e.g. SIP, see D7) would be of
particular use as an ED-B binding selective tumour targeting agent.

As a result of the many Interacting factors, the person skilled in the art would need to do
undue experimentation without reascnable expectation of success in order to arrive at the
subject matter of the present application. Consequently Inventive step has to be
acknowledged for the entire claim set.

In relation to claims 22 to 28, the examiner alleges that, in the light of D8 and D@, not all of
the claimed specific binding members can credibly be expected to be useful in diagnosis or
therapy. Thus, he says that inventive step cannot be acknowledged for theee claims.

As explained above, ali of the claims are Invantive. In particular, claims 22 to 28 are
dependent upon Inventive claims 1 to 10. Thus claims 22 to 28 are also Inventive.



Furthermore, D8 states that *'At has great potential for use in targeted radionuclide therapy.
Although, as pointed out by the examiner, 1At Is allegedly unsuitable for dose planning, this
does not prevent It from belng used as a therapeutic/diagnostic agent. The astatine
radicactlvity distribution in humans can be estimated by using radioactive Isotopes of other
halogens provided that the same labelling method Is used (D8, page 388, left-hand column,
paragraph 3) and so other halogens can be used to predict the appropriate dose of *"'At for
use in therapy or diagnosis.

D9 describes the use of 2''At-labelled antibodles and antibody fragments in radiotherapy and
states that the contribution of celi kill in vitro from unbound #’At can vary considerably when
using #"At labelled antibody fragments. This passage does not mention the activity of the
labelled antibody fragments /n vivo or in vitro and so gives no indication of their effectiveness
as therapeutic/diagnostic agents. Furthermore, D9, page 1450, right hand column,
paragraph 4 describes how a *'1At-labelled monoclonal antibody to flbronectin domains 11-
12 of the tenascin moleculs is effective in tumour therapy and page 1453, left-hand column,
paragraph 1 states that targeted radiotherapy using "' At-labelled compounds may be a
useful approach for cancer treatment.

Thus, D8 and D9 do not teach against the inventive compounds of the present invention
being useful as therapeutic/diagnostic agents.

liem Vi Other Published Document
Woe believe the prasent application is entitled to its priority claim and thus WO 03/076469 is
not prior art.

For the sake of completeness, however, we note that the compounds of the present
application must comprise one of the following isotopes: ®Br, 7Br, 3|, %], 3] or 1At and
that WO 0¥/076469 does not disclose any such compounds.

Yours falthfully

Sedn Walton
APPQINTED AGENT
MEWBURN ELLIS LLP

You can contact me personally:
By telephone on +44 1223 420383

By e-mall at sean.walton@mewbum.com
GLB/glb/jeg

WAWork\SMW\P\52s\823514NEPC 003.doc
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TRATADO DE COOPERACENINTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Informe de Biasqueda Internaclonal

{Articulo PCT 18, asi come roglas PCT 43 y 44)

Rofkrencia del solicitante o dol agente Ver notificacidn del envio del informe de bisqueda mxternacional
PROCEDER (formulario PCT/ISA/120), sl como, en tanto commesponds, o
| SMWFP6235147 siguiente punto 3.
Referencia Internacional Fecha de presentacién [ntemacional Fecha de priorkied (la mis antigus)
(dis’'mes/alio)
PCT/EP 2004/009733 01.08.2004 10.09.2003
"Soliciante

PHILOGEN S.P.A.

Este informe da bisquada intermacional comprende, en fotal, _7_ holas.

an ests informe

Esta informe de Bdsqueda Intsmacionsl fus elsborado por ¢l Organismo de Bisqueda Intemacional y, de ecuardo con
el wilculo 18, es anviado al sciickents. Se envia una copia a ia Olcina Intermnacional.

B Ademis se acjunia una capia de cada uno de los antacadenins del estado de la tdcnica menclonados

1. Fundamentios del Infonme

4.  Con respecto al titulo de la Invencidn,
[0 sespruebe o texto presentado por of solicitants.
E ol taxto fue establecido por o organismo camo sigue:

ANTAGONISTAS DE RBRONECTINA ED-B
5. Con respecto al resumen,

H oo aprusba el taxio presaniado por ol soliciants.

8. Con respecio a las llustraciones

O sugerids el solicitante.

b. con ¢ resumen no s& publica ninguna de las Rustracionss

a. Con respecio al kioma, is bisqueda internacional, en tanto no se indiqus otra cosa en este punto, fue
Revada a cabo en ol idioma en que se bass ia soliciud Indemacionsl presentada.

O La bisqueda intemacional fue Beveds » cabo basade scbm una traduccidn de la solichud
intomacional presaniada ante @l organiame (regta 23.1 b)).

b. & Conraspscion loa nuciedtidos y/o aminoicidos reveindos en la solcitud inlemacionsl, ver campo

N1
2 ] Detarminadas relvindicaciones no eran investigables (ver campo I).
3. 0 Escasa uniformiisd de l Invencién {ver campo }li).

BOMBARDEO DE VASCULATURA TUMORAL UTILIZANDO ANTICUERPOS RADIOROTULADOS L19

O o texio fus esteblecido por al arganismo da acuardo con la regla 38.2 b) de la versidn indicads en el
camgpo lil. El solichants puede presentar una posicidn ante o orgeniamo en al trarscurso da un mes 8
partk de la facha del envio de este Informe de Bhsqueda internacional.

& Con ol resurnen se dabe publicar ia sigulents figura do Las Hustraciones: figura N° 1 |

B  sslecclonada por ol organiamo, dedo que ol mismo soficiianis no suglers ninguna figura.
O seleccionada por el organiamo, dado que este figurs camclariza mejor la invencidn.
a

Formulario PCT/ISA/210 (hoja 1) (enero de 2004)
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Refarencia internaclonal
PCT/EP 2004/006236

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

1.

Campo I: Secusncis{s} de nucdtidos y/o aminchcidos (continuacion del item 1.5 de In hojs 1)

Con respecio a cuaiquier secuencia de nucledtidos y/o aminodcidos deda a conocer an la soliciud inlamacional
¥ nacesaria pam 1a invencién relvindicada, la bdsgiada Intemacional fue Saveda a cabo basado sobre:

Tipo de matertal

@ unlsipdo de secuencies

O tebla(s) relscionada(s) con o istacdo de sacuencials)

Forma dal matesial

B onforma escrita

B on forma legible por computadora

Momentio de presantacién o suministro

B contenido en la soliciiud ntamacional tal como fue presentade

[0 pressniads an forma legible por computadors mio con ta soliciud intemacional
H suministrada subsiguienismenie a esis organismo a los propdsitos de la bisqueda
;ﬂ::::ﬂ&:mbuy:ﬂmuﬂomﬂgﬂ:uwomﬂmﬂo

requerida de que la informacién de 1a copla subsigulents o adicional es idéntica a Ia de ln solicitud tal
como fua presantada o no supera su dmbito de la misma, sagin comesponds. *

Comaentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuaciim do hoja 1) (1)) (encro 2004)
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INF RME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Referencls intameciongl
PCT/EP 2004/009733

[A~ CLABIFICAGION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
IPC7  AB1K51/10 A81P3500

1a cimalicacidn intemacional de
B. BITOS INVEBTIGADOS

o |a clasificacién intermacional la IPK

iPc7 ABTK

Mutiarial minkmo investigado (S'stama de clasificacidn y simboics de clastficacion)

Investigado

T’uulnduumw-mmmmm-lmuhlmhmw.mwmllinm

de bisqueda sveniuaimanta

i-mmummm;imumm-wmmﬂmumymm

EPO-Internal, WFI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE

C. ANTECEDENTES CONBIDERADOS RELEVANTES

Categoria

) 4 BORSIL ET AL : "Selaciive

INTERNA
VOL 102, n" 1

XPOU2252051
ISSN: 0020-7138
pogina ::. figuraa 1, 4

pégina
pégina 77, colwnne 2, pirefo 2
var discusion

Danominacién da ka publicacién, as! como, de ser requeriio,
indicaciin de las plezas conaideradas
Md;uﬂmuNMdm 1-9

formals of an aniibady (L18) to the ED-B domain of fibroneciin™
TIONAL JOURNAL OF CANCER, NEM YORK, NY, US

1 de noviembire de 2002 (2002.11.01), pdginas 75— 83

l'i S0 pueden wacoger otras publicaciones en la
continuacién del campo C

Ver famiiia de pateniss on ol anexo

Catagorias pasticulares Indicadas an publicaciones

"A" publicacién que define ol estedo general de la
ticnica pero no considernds como particulamants
imporiants

"B" documento antsrior paro publicado recién o deapuls
de |a da la fecha de presaniacidn intemacional

1" publicacidn edecusds para hacer sparecer camo
dixiosa une relvindicacidn de priorkiad, o mediants
a cual debe ser conakierada la facha de divuigacion
de otra publicacidn mencionada en el Informe de
bisqueds o que es iIndicada por otra razdn particuler
{como realizada)

0" publicackin que sa reflare & una revelackin oval, &
uw ulilzacién, a una exposicidn o a otas

‘P" publicacién realzada antes de W fecha de
internacional paro uego de In fecha de

4 @

pubficaciones posteriores a les difundidas on In

facha de presentacidn Intsmacionsl o de la fechs

da priorkied y qua no collslonan con la solichud,

o qua sold estdn indicadss pam mayor

entendimienio del principlo fundemenial de Ia

Invencién o de In teoria sobre la cual sa basa

X" publicacién de particular importancia: I imvencidn
ravindicada no puede ser considerada, sole como
consecuencia da esta publicacidn, como novedosa
0 Rpoyarsa on una actividad iventiva

"Y' publicacidn de partictiar importenciy: la Invencidn
reivindicada no pusde ser comslderada como
spoyeda en una aciivided inveniiva cuando puade
sor melacionada con una o verles otrms

da esta categoria y 18l relscién es

natarla para un especistists

"&" pubicacidn que o3 miambro do la miama famila

Europsan Paiant Offica — P.B. 5818 Petentiaan 2
NL - 2280 HV Rjswik

Tel.: {(+31-70) uomn: 31851 eponl

Faox; {431~

prioridad relvindicads _ _
Fecha de finalizacién de la bisqueda inlemacional Facha de envio del Informe de Bisqueda Insmacional
J de febrero de 2005 _ 14.02.2005
Nombre y Cédigo Postal de ISA Funcionario Apoderado

Gonzalez Ramon, N

Formulario PCT/ISA210 (Ingl 2) (enero 2004)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Categoria

[C. (continuacidn) ___ ANTECEDENTES CONBIDERADOS RELEVANTES

Referencia intemacional
PCT/EP 2004/009733

Denaminaciin de 1a publicacidn, esl como, de ser requerido,
indicaciin de Iss plexss considersdas

X

PX

Con referendia a

DEMARTIS 8. ET AL: “Seisctive twpeting of fumor neovasculsiure by a
mdichalogensted human entibody fagment speclfic for the ED-B domain of

EUR J. NUCL MED.

vol. 28 N° 4, abvil 2001 (2001-04), péginas 534 — 539
XPOO1184113

mencionado on fa solicitud

esumen
péginas 535- 536, figura 1
ver discusidn

SANTIMARIA ET AL: ‘immunoscinligraphic dsitection of the ED-B domein of
fibronectin, a marker of angiogeneals, in patieris with cancer™

GLIN. CANCER RES.,

v, D febvero 2003 (2003-02), paginas 571 — 579,

XPD01164112

resumen
pagina 572, columna 1, pamrefo 3 - pdgina 572, columna 2. pdmrafo 2
vear discusicn

%meA{BWFDIEMRMLBORGLUDGERMH‘LGER
STOPH-STEPAN)

10 de jutio de 2003 (2003.07.10)
pégine 8, reivindicecionas 8, 8, 14, 15,
pdgina 16, ajsmplo 5

WO 03/076450 A (SCHERING AG; FRIEBE MATTIAS (DE); HILGER CHRISTOPH-
STEPAN {DE))

18 de sspliembre de 2003 (2003.09.18);

paginas 28 — 30, reivindicacionea 1 - 10, 15— 26,

figura 1

WO 01/82800 A (EIDGENOESS TECH HOCHSCHULE)
30 de agoslo de 2001 (2001.08.30)

ver secuencia id 19, secuencia ID 21;
reivindicaciones 11 - 13, 28— 27, 32-33;
figures 8, 15 18;

ejampios 3, 7

WO 01488309 A (CASTELLANI PATRIZIA; ZARDI LUCIANO (IT); PHILOGEN S:FA:
{Im); ZhL)

mﬂddunln de 2001 (2001. 1?.20)

paginas 32 - M, ravindicecion 8

MWCHMLdeWHMMW
bonding to the ED-B domain of the B-isoform of fibronectin in Pichie pastoris®
PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION, ACADEMIC PRESS, US

val 21, AP 1, febrero 2001 (2001-02);

piginas 156 — 184, XP002242374

1S8N: 1046-5028

pdgina 158, columna 2, figure 1

pigina 159, calumna 2, pdafo 3 — pdgina 180, colunna 1, pémefo 1

LI ERQIU ET AL : "Mammafian cell expression of dimeric emafl immunes proteins (SiP)"
PROTEIN ENGINEERING, QXFORD UNIVERSTY PRESS, SURREY, GB

vl 10, N*8, 1907, pdginas 731 - 736

XP 002252048

ISSN: 0269-2138

var discusion

resumen; figura 1

ORLOVA ANNA ET AL: "Comparative biodistribution of the rediohalogensied (BR, |
and AT} entibody A33. impiications for in vivo dosimetry”

CANCER BIOTHERAPY AND RADIOPHARMACEUTICALS,

vol 17, N* 4, pdgines 385 - 368

XP008027054
ISSN: 10849785
resumen

1-4
11=-17
2-24
20, 27

16-20

revindicacién NP |

Formulario PCTASA/210 (conlimmecidn de hoja 2) (enero 2004)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Catagoria

{continuscidn} ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES

Referendia intsrnacional
PCT/EP 2004/009733

Dsnominacién de s publicacién, as! comao, de ser requerido,
Indicucién de s plazss consideradas

Y

Can referancia &
teivindicacion N*

ZALUTSKY M R ET AL: "Asisline -211-iabsled radictherspeitics: an emerging
appvoach fo fargeted alpha-pariicle radictherspy”
CURRENT PHARMACEUTICAL DESIGN, BENTHAM SGIENCE PUBLISHERS,

SCHIPHOL, NL,

vol. 8, sepliembre 200 (200-09), piginas 1433 — 1485,
XPOOC4B215

ISSN: 1381-8128

pégina 1437, columna 2

pigina 1448, columna 2 - pagina 1448, columna 1

PiNi A ET AL: "Dasign and use of a phage display ibrary. hvman eriibodies with
subnanomolar affinily sgeinst a merier of anglogenesls sluted from e two-dimensiongl

pat”
JOURNAL OF BIOLOGIGAL CHEISTRY, AMERICAN SOGIETY OF BIOLOGICAL

CHEMISTS, BALTIMORE, MD, US

vol. 2743, N* 34, 21 de agoaio de 1808 (1998.08.21), pdpines 21789 — 21776,
XP002124781

ISSN: 0021-9258

mencionedo en fa solicRud

resuman; tabia 2

MATTER C. M. ET AL.; “Moleculsr imaging of atheroaciarolic piaquea using a humen
antibody sgeinst the exiradomain B of fronectin®

vol, 85, 2084, pdgines 1225 - 1233,
XPOORO42282

v dilacusidn
plgine 1226, columna 1, phrrato 4

Formndario FCT/1SAJ2 10 (contiumcida de hoja 2) (enevo 2004)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACI NAL
Detalle de publicaciones qua parfanacen s I mima famiia de priontes

Referencia intsmacional

- PCT/EP 2004/009733
Documenios de Petente Miembros de la
ciindos en el Fecha de la publicacidn famila de pateniss Fecha de |a publicacién
Informe de Bisgueda

WO 03055917 A 10.07.2003 AU 2003210148 At 15.07.2003
BR 0308715 A 28.12.2004
CA 24568081 A1 10.07.2003
wo 03055917 A2 10.07.2003
EP 1461360 A2 29.09.2004
US 20040017890 A1 01.01.2004

WO 03076469 A 18.08.2003 CA 2478414 A1 18.09.2003
EP 1483287 A2 08.12.2004
wo 03076469 A2 18.00.2003

WO 0162800 A 30.08.2001 AU 4243201 A 03.09.2001
CA 2400822 A1 30.08.2001
wo 0162800 A1 30.68.2001
EP 1259548 A1 27.11.2002
JP 2003524018 T 12.08,.2003
UsS 2003176663 A1 18.09.2003

wo 0196599 A 20.12.2001 AU 8182401 A 24.1.2001
wo 0196599 A2 20.12.2001

Formutario PCT/1SA/210 (Anexo fmilin Je paterites) (enero 2004)
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL

Clasificacion Intemacional de Patantss (IPK) o clasifieacidn nacionai a IPK

EN MATERIA DE PATENTES
Del ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT
A INFORME ESCRITO
vir formuiario PCTASA/220 . DEL ORGANISMO DE
BUSQUEDA INTERNACIONAL
{regha PCT N" 43his.1)
[Fecha de envio (iaines/aic)
— — vor farmulario PCTASA/210 (hoja 2)
Refarencia del Solickants o Agente PROCEDER
Vear abajo, purio 2
ver formulario PCTASA/220 _ _
Referancia Inlemacional Fecha de Presaniacién Intemacional | Fecha de Prioridad
(dia/nes/afic) {cfa/mes/alio)
PCT/EP 20040008733 01.09.2004 10.08.2003

AGIK51/10, AG1P3300

PHILOGEN S.P.A.

Esia Informe conliens indicaciones acarca de los sigulentes puntos:
H CampoN°I Fundamento del informe
Campo N* I Priorided

(]
B CampoNll No reallzacidn de dictamen aiguno sobre novedad, eciividad invantiva y apicablidad
O CampoNIV Falta de uniformidad de la invencién

B

Campo N°V Declaracién fundeds saglin regla PCT 43bds.1(a){) con respacio a ta novedad, Ia
eciivided inventiva y la apicablided industrial; documentos y ecleraciones destinadas a
apoyar esta reactucién.

B CampoN*WV Documentos eapacificos axpuastos
1 CampoN*VIl Falenciss especificas de la solicitud internacional

O CampoNVIl Observaciones especificas a kn solichud intemacional
PROCEDER

Cuando se solicita un Examen Preliminar iniamacional, este informe es willdo como informe escrito del
organismo encargado de 1a bisqueda Intermnacional ("IPEA™); esto no es asl cuando, segin la regla 88.1bis(b), e
solicttants eligs otro organismo distinio » este como IPEA y el IPEA slegide informé a la Oficina Intemacional
que los Informes escritos de esie ogenismo de binquada intermacionsl no serdn reconockios.

Cuando este Informe es vélido como informe sscriio de IPEA, tal como estd previsto anfba, al soliciiants es
infimado a presentar arte IPEA ung posiciin por sscito, y cuando cormesponde, modificaciones, en &l plazo de 3
masas a pariir de [a fecha en 1a qus fue remitido ol formulario PCT/ISA/220 o en of piszo de 22 meses a pariir
de la fecha de priocided. sagdn al plxxo que verza mis tarde.

Pam ofras opciones, ver formulario PCTASA/220.

Pura otroe detalles, ver lgs instrucciones del formularie PCTASA/Z20.

Nombre y Direccidn Postal def 1SA Funclonario Autortzado
Oficina de Patantas Europea, P.B. 5818 Patentigen 2
NL — 2280 HV Riswik Gonzalez Ramon, N
Tel. (+31-70) 340-2040, Tic 31 831 epo
Fax: (+31-70) 340-3016 . Tel: +31 70 340 3468

Formulsrio PCT/ISA/237 (caritula) (enero 2004)




INFORME ESCRITO DEL Rafersncis Intamacional
RGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2004/008733

“Campo N1 Fundamento asi informe

Con respacto al ldioma, o informe fus confeccionado, basado eabve 1a solichxd intamacionsl, en el kiloma en
que fue presenteda, en tanto en esie punto no se indique otra cosa.

1 E inlorme estd basado sobre una traduccion del kiioma criginal sl sigulants idioms. el que ss bute del

1.

ggn;;hhﬂuﬂnmnhohnuhhmmhhmdonll(mlnnuhnz.ay

Con reapecio a la secusncla de nuciedtidos y/fo aminoidcidos revelads sn ka solichud internacional y
requerida pars ls iInvencién relvindicada, el informe fus confaccionado sobre [a sigulents basa:

Tipo de material

B lsiado de sacuenciza

G tablas del Astado de secusnciss

Formato del materdal

H enforma sxcrita

H enforma legible por computadors

Momeria de la presantaciin

B comprendido en la presentacidn Intemacional tal como fus presentada

O presentado, junio con la solichud Inlernacional, en forma legile por computadora
&  suminisirado pasisriormame ante ol organismo a los efectoa de la bisquada
e

de las coplas presaniadas postardorments © adiclonales coincide con la versidn original de la solicitud o
que no ia supera.

Observaciones adiclonales

Formulario PCT/ISA/237 (enero 2004)



INFORME ESCRITO DEL Referencla Intemecional %

__RGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2004/007%33
Campo NIl No sstablecimiento de un informe con respecto & la novedad, ia sctividad Inventiva y la 2??
apficabliidad industriasl

La cuestién acarca de el la Invencién reivindiceda parece ser novedosa, nvolucra actividad inventiva (no obvia) o s
aplicable indusiriaiments no fus eaminada con respecto a:

O toda s soliciud intemacional
B mNndicaciones N* 1 - 28, an parte

porque

{1 i=s mencionades solicitud Intemacional o relvindiceciones N® __ se refleren al sigulents objeto, of que no requiem
un examen preliminer internaclonal (especificar):

Is descripcién, relvindicaciones o lustraciones (indicar elenenios perticuiares abajo) o las mencionadas
relvindicaciones N*®__ son {an poco cleres que no g8 puede condeccionar un informe coherarts (sspacificar):

Ins reivindicaciones o lss mencionades relvindicaciones N® __ estiin apoyadas tan hadecusdements por la
descripcién que no sa puede confeccionar un informe coherants.

no s confecciond ningdm informea de bisquada pare tode |a soliciixd o para les mencionades relvindicecionss
N°_1-—28 en parle .

o & 0O 0O

ol istado de secuencias de nuciediidos y/o aminodcidos no cumpia can of astindar provisio para elio en ol
Anexo C de las Instruccionss Administraiivas, porque:

Ia forma eacriia

no fus suminisirada
no cumple con el estinder

ia forma legible por computadora no fue suministrada

O0aan

no cumple con &l estinder
O Iss tsbiss relacionadas con of siado da secusncias de nuciedtides y/o aminodcidos, sl esth forme legible por
gm.mmmhmmmmmmwdmmahlm

[0 pama otros deiales, ver hoja adjunia

Formulario PCT/ISA/237 (encro 2004)



INFORME ESCRITO DEL Raferancia Intemacionsl
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNAGIONAL PCT/EP 200400068733

“CampoWV  Resolucién fundada segln regla PCT 4354.1(a){l) con respecto a i novedad, la sctividad
imventiva y la aplicablikiad industrisl; documentos ¥y aclaraciones destinadas a spoysr esta
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Con respecto al item il

No confeccion de Informe con respecto a la novedad, |a actividad Inventiva y la
aplicabllidad Industrial

En la presante solicitud el Organismo de Bisqueda Intemacional restringlé la blisqueda, segin
los articulos PCT 5 y 6, por las siguientes objeclones:

Las realizaciones de |a Invencién descriptas desde la pégina 48, renglén 5 a la pégina 56 y en
las tablas 6 - 8 de |a descripcién, en tanto se refieren a los rotulados miembros humanos de
onlace ED-B Tc 98m, Re 188, In 111, Y88, Lu 177, no caen en &l 4mbito de las
relvindicaciones. Esta inconsistencia entre las relvindicaclones y la descripcién resultan en
dudas con respecto al objeto para el cual se pretende la protecdén, haclendo entonces poco
claras las reivindicaclones {(articulo PCT 6).

La prasenta reivindicacidn 1 no es clara con respecto a su refarencia en "secuencias de
dominio dadas a conocer en Pinl et al. /1998) J. Blol. Chem. 273: 217689 — 21776" (articule PCT
6).

Las presentaa relvindicaclones 1 - 4, 8 — 28 no estdn apoyadas por ia descripcion.

Ninguna parie de la presente solicilud revela o ejemplifica el miembro de enlace especifico
reivindicado que enlaza ED-B humano, en tanto el miembro de enlace es rotulado como un
Isétopo selecclonado entre 78Br, 77Br, 1231, 1241, 1311 y 211 At Y comprende una
molécula de anticuerpo ig@1 ¢completa. Todos los ajamplos de la presente solicitud se
refieren a los isdtopos relvindlcados que comprenden tnicaments una mink-inmunogicbulina,
denominada SIP (péginas 27 — 38), an tanto que para la molécula completa rotulada IgG1
tabulada a modo de ajemplo, el dnico isétopo revelado es 1251 (piginas 39 — 48), cayendo, en
consacuencla, fuera de! dmbito de las presentes relvindicaciones 1 — 4, 9 — 28.

En consecuencia, la presente solicitud carece de una revelacién efactiva para un mlembro de
enlace especifico que comprende simultaineamente ambas realizaciones técnicas, tal como
esta relvindicado en las presentes reivindicaclones 1 -4, 8 — 28,

En consecuencia, la presents solicitud carece de revelacion (articulo PCT 5).

Las presentes reivindicaciones 1 — 7, 9 se refleren a una gran cantidad de posibles compuestos
definidos como una “molécula IgG1 completa” (relvindicaciones 1 — 8); "un péptido de enlace”
{reivindicacién 7). .

El apocyo medlante el significado del articulo PCT 6 y la revelacldn mediante el significado del
articulo PCT 5 se ancuentra, no obstants, solo en una muy pequeiia proporcién de los
compuastos reivindicados. En el caso presenta, las relvindicaclones carecen de apoyo y la
solicitud carece de ravelacion,

Ademds, lae presentes reivindicaciones 11 — 13 se refieren a una gran cantidad de posibles
métodos definidos como “rotular un miembro de enlace espeacifico con un isétopo seleccionado
entre ..." {relvindicaddn 11); "oxidar un halogenuro® (claim 12); “conjugar un vehliculo
halogenado bifuncional activado® (reivindicacién 13).

Las relvindicaciones cubren todos los métodos que poseen tales caracteristicas o propiedades,
en tanto que la solicitud provee apoyo mediante el significado del articulo PCT 6 y |a revelacidn
madiante el significado del articulo PCT 5 para solo una muy paquefia cantidad de tales
métodos. En el caso presents, las relvindicaciones carecen de apoyo y'la solicitud carece de
revelacion.

El apoyo sa encuentra en la presents solicitud solo para aquellas partes que se refleren a los
compueastos preparados en los ejempios y aquellos especificamente definidos por sus
secuencias bioldglcas en las relvindicaciones 1, 2, 8 y para los métodos de produccion de tales
radiorotulados miembros de enlace especificos y su uso, como estd dado a conocer en los
ejemplos.
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Independientemente del razonamiento anterior, las reivindicaclones 13 — 21 tamblén carecen
de claridad (articulo PCT 6), Se intenta definir los compuestos haclendo referencia a un
resultado a lograr, s saber: “expresar el acido nudeico que codliica el miembro de enlace
especifico” (reivindicacién 14); “cultivar células receptoras bajo condiciones aptas para la
produccion de un miembro de enlace especifico” (reivindicaclién 15); "alslar y purificar el
miembro de enlace aspecifico” (relvindicacién 18); “formular el miembro de enlace especifico
en una composicién que Incluye a lo menos un componente adicional” (relvindicacién 17};
"snlazar of miembro de enlace espacifico a ED-B o un fragmenio de ED-B” (relvindicaciones
18, 18); “determinar la cantidad de enlaces del miembro de enlace aspeclifico” (ralvindicacién
21).

El ISA no confecciona ningdn Informe acerca de un objeto que no esta cublerto por al informa
de bidsqueda (regla PCT 66.1(e)).

Con respecto gl item V

Resolucién fundada con respecto a la novedad, la activiiad Inventiva y la aplicabliidad
industrial, menciones y declaraclones que apoyan dicha resolucién

Se hace notar al solicitante el hecho de que lo que el presante informe expresa como novedad,
actividad inventiva y aplicabilidad industrial se refiere solo al objeto para el cual se realizé una
busqueda intemacional.

No se confacclona ningin informe acerca del objeto que no estd cublerto por el informe de
bidsqueda (regla PCT 68.1(e)).

1. Se hace referencia a los siguientas documentos:

D1; BORSIL ET AL: INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEM YORK, NY, US
VOL 102, n* 1, 1 de noviembre de 2002, piginas 75— 85

D2;: DEMARTIS 8. ET AL: EUR J. NUCL MED., vol. 20 N® 4, abril 2001, paginas 534 - 539

D3; SANTIMARIA ET AL.: CLIN. CANCER RES.,
vol. § fabrero 2003, pdginas 371 - 579

D4; WOO03I055917 A (BERNDORFF DIETMAR) 10 de jufio de 2003

D§: WO 01/2800 A (EIDGENOESS TECH HOCHSCHULE), 30 de agosio de 2001

. D8: WO 0156599 A (PHILOGEN S:F:A; (IT)), 20 de diclembre de 2001
D7: LIERQIUET AL: PROTEIN ENGINEERING, vol 10, N® 8, 1097, piginas 731 - 738

DB: ORLOVA ANNA ET AL : CANCER BIQOTHERAPY AND RADIOPHARMACEUTICALS, vol 17, N* 4,
paginas 385 — 396

D9: ZALUTSKY MRET AL: CURRENT PHARMACEUTICAL DESIGN, vol. 8 sapliembre 2000, piginas
1433 - 1455

Novedad (articulo PCT 33(2))

La presente solicitud no cumple con los criterios del articulo PCT 33(2), porque el objeto de las
relvindicaciones 1 - 8, 11 — 20, 22 - 28 no es nuevo en & sentido del articulo PCT 33(2).

D1 da a conocer diferentes formatos (scFv, minl-inmuglobulina e igG1) del anticuerpo L18 del
dominio ED-B de fibronectina {ver figura 1). Se describa un método para la produccién de una
estruciura de mini-inmuglobulina (rotulada SIP) que utiliza primer BC-818 y BC-619 (Idénticos
para al ejemplo de la pdgina 35 de la presente solicitud, secuencia ID 8 y secuencla ID 8) con
un ligante GGSG y un método para la produccion ol IgG1 compleio utlizando primer BC-806 y
BC-897 (idénticos para el ejemplo de la pagina 35 de la presents solicitud, secusncla ID 12 y
secuencia ID 13), asl como su radiolodaclén con 1251 (idénticos para el ejsmplo de |a pagina
39 de 1a presants solicitud) (ver pagina 78; pagina 77, columna 2).

Se discuten el bombardeovc selectivo de la vasculatura tumoral con los anticuerpos
radiorotuiados y usos diagndsticos (ver pagina 84). También se revela la aplicacién particular
de Isdtopos de vida media corta (abarcando isdtopos como los reclamados en la reivindicacion
1) en inmunoscintliografla para dlagnéstico in vivo (ver pdgina 83, columna 2, pérrafo 1).

En consecuencia, al objeto de las reivindicaclones 1 -9, 11 - 18, 22 — 2B no es novedoso con
respecto a D1.

Forrsulario PCT/ISA/237 (hoja aedfmuta) (haja 2)EPO - snero 2004)
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D2, documento mencionado por el solicitants, da a conocar (ver discusidn) el bombardeo
salectivo de vasculatura tumoral por un fragmento de anticuerpo humano radichalogenado
acFv eapecliico para el dominio ED-B de fibronectina (scFv abarcados bajo el miembro de
enlace eapecifico de Ia presente solicitud, como en las pédginas 33, 42 de la descripcién; figuras
1B, 3A, 3D, 5A, 5B). También se describen métodoa para la produccién de anticuerpos en
bacterias, purificacién y radiohalogenacién con 211A1 via oxidacién de un radiohaloganuro y
conjugacion del vaehiculo halogenado bifuncional (ver pagina 535, figura 1).

En coneecuencia, e objeto de las presentes relvindicaciones 1 -4, 11 - 17, 22 - 24, 26, 27 no
o3 novadoso desde el punto de vista de D2,

D3 da a conocaer la deteccidn inmunoacintilogréfica del dominio ED—B de la fibronectina, un
marcador de anglogénesis, en pacientea con cancer con 1231 L19 (scFv)2 (abarcado bajo
miembros de enlace especificos que comprendan scFv como an la figura 1B de la descripcidn
de la presente solicitud).

Se describen métodos para la produccién de anticuerpos an bacterlas, purificacion y
radiohalogenacién con 123l via cloramina Ty conjugacién del vehiculo halogenado bifuncional
(ver pagina 572).Sedlscutan aplicacines diagnésticas y terapéuticas basadas sobre el uso de
L18(acFv)2 radiorotulados (ver discusidn).

En consecuencla, el objeto de las presentes reivindicaclones 1 — 4, 11 — 18, 22 - 28 no es
novedoso con respecto a D3.

D5 revela el bombardec selectivo de la vasculatura tumoral con anticuerpos scFv
radiorotulados (L18) en el dominlo ED-B de la fibronectina con secuencias VH y Vi como las
reclamadas en la prasenta relvindicacién 1 (ver secuencia ID 18, secuencia ID 21). Se revelan
variantes funcinaiments equivalentes radioiodadas y radiorotuladas 211 AtL 18 (ver
relvindicaciones . 11 — 13, 25 — 27, sjemplos 7, figura 16). Se dan a conocer métodos de
fratamiento de patologias relacionadas con anglogénesie, tales como tumores (ver
reivindicaciones 32, 33; eJemplo 3, figura 15).

En consecuencia, el abjeto de las presentes reivindicaciones 1 —4, 11 - 17, 22 - 24, 26, 27 no
es novedoso con respecto a D5.

D6 da a conocer la detecclén /in vitro de fibronectina B en tejidos tumorales con el anticuerpo L
19 radiorotulado contra la ED-B de la fibronectina (ver ajemplo 4; relvindicacion (8). En
consecuencia, el objeio de las presentes reivindicaciones 18 — 20 no es novedoso con respecto
a D6.

Actividad inventiva {articulo PCT 33{3))

La presente solicitud no cumple los criterios del articulo PCT 33(1), porque el objeto de las
reivindicacliones 1 — 28 no involucra una actividad inventiva en el sentido del articulo PCT
33(3).

El problema a resolver por la presente solicitud es la establlidad, eliminacién y actuacién in vivo
con anticuerpes en bombardeos tumorales selsctivos (ver pagina 4, ranglones 14 — 18).

La solucién propuesta es la utilizacién de formatos de anticuerpos radiorotulados (L 18): scFv,
minlanticuerpos e IgG1 conira ol dominio ED-B de la fibronectina en al bombardec selectivo de
la vasculatura tumoral en usos diagndsticos y terapéuticos, asl como el método de produccién
de los mismos.

El documento D2 dsi estado de la técnica indica el bombardeo de vasculatura tumoral con la
utilizacién del scFv del anticuerpo L 19 en el dominio ED-B de la flbronectina (ver discusion).
Se describe también la radiohalogenacién con 211 At via oxidacién de un radiohalogenuro y la
conjugacidn del vehiculo halogenado bifuncional (ver pagina 535, fig. 1).

La diferencla entre D2 y el objeto de la prasents solicitud es el hecho de que los otros formatos
de anticuerpos L 18 mencionados en las reivindicacliones 5 — 9, asl como ios ueos in vitro de
los miembros de enlace aspecificos tales como los reclamados en las presentes
reivindicaclonas 20, 21, no estin ciiados especificamente en tal documento.
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No obstante, el sspeclallsta ha Intentado con expectativas de éxito la ulllizacién de un
minianticuerpo estructurado como estd descripto en D7 (ver introduccién, figura 1) como un
formato efectivo de anticuerpo contra el dominio ED-B de la fibronectina, representando un
miembro de enlace espacifico para el bombardeo selectivo de la vasculatura tumoral an usos
terapéuticos y diagndsticos. Se ha visto reforzado en esta opeldn por la enseflanza del mismo
documento D8, que inidica que “se prafiere sl fragmento de anticuerpo (SIP) en lugar de
anticuerpos intactos en el tratamiento de tumorea sdlidos, por su mejor penetracién en loa
tejidos. También la rapida eliminacidn in vivo es Ideal para el dlagndstico porimagen”. y * los
genea de anticuerpos pueden ser manipuleados para construir una variedad de nuevas
moléculas® (ver pagina 731, columna 1).

Se toma ademés en consideracién que las sacuencias del mlembro de enlace especifico contra
e{ dominla ED-B da |a fibronectina son blen conocldas en el estado de la técnica, s dacir, en
los documentos D1, D2 y D5 praviaments discutidos {(en la tabla 1 de D4 estaAn represantadas
las Identidades secuenciales HCDR1, HCDR2 y HCDR3 de los anticuerpos en lugar da las
presentes secuanclas ID 1-3 y las LCDR1, LCDR2 y LCDR3 an lugar de las secuencias ID 4-8
respactivamente).

Tamblén se hace notar al eolicitante el hecho de que todas las realizacionas cublertas por las
relvindicaciones pueden satisfacer los criterioa de la actividad Inventiva. Cuando 1a actividad
inventiva estd basada solo sobre el logro de un efecto técnico, tal como, en el prasents caso,
“para su uso en un método de tratamiento™ (relvindicaciones 22, 24, 28, 27); "para su Uso en un
método de diagndstico” (reivindicaciones 25, 28)"; todas las realizaciones axhiben
esencialmente este efecto. Es concebible que todas las opclones relvindicadas son una
eolucién al problema.

No cbstante, es avidente que la cantidad de miembros de enlace especificos en los cuales “el
miembro de enlace esta rotulado con un laétopo selecclonado de 76Br, T7Br, 1231, 1241,
1311 y 211 At” es tal que es poco probable que todos ellos posean el sfecto relvindicado.
Ademéas, tomando en consideracién la enseflanza de D8, gue estableca que la potente
radlaclén alfa hace inadecuada a 211At para planear dosificaciones en teraplas de bombardeo
de radionuclidos (ver resumen) ¢ D8, que establece que la contribucién de células muertas de
211At no enlazadas puede variar considerablemente cuando se utillzan fragmentos de
anticuerpos rotulados como 211At (pagina 1448, columna 1, pamafo 3).

Por ello, como parte del objeto de las reivindicaclonas 22 — 28 no axhibe aste sfacto técnico
particular, tal objsto no puede Involucrar actividad inventiva.

En consacuencia, no 88 puede reconocer una actividad inventiva para el objeto de las
presentes reivindicaciones 1 -28.

C
Documentos definidos menclonados
Documentos definkios publicados
Scliciust N* Fh dia pbiicaién Faxim s presenisciin Facia de pricride (reluiechonsiey willuis)
Patunin N [ ] [ ] [~ )
WO 03/076468 18/08/2003 11/03/2003 11/03/2003

La solicitud PCT WO 03/076468 muestra: bombardeo selectivo de vasculaturas tumorales con
diferentss formatos radiorotulados (se prefieren los lsétopos Te, Re, In, Y, Lu) de anticuerpos (L
18) del dominio ED-B de la fibronectina, incluyendo minkinmunoglobulina e IgG1 completo, que
comprande sacusnclas tales como las reclamadas por la presente relvindicacién 1 (ver
relvindicaciones 1 — 8) y sus conjugados radiorotulados (ver relvindicacidn 10), ejempiificadas
particularmente con la preparacién de derivados radiolodados (ver pagina 29, renglén 30 - .
pégina 30, rengién 28),

Por ello, puede lesionar ia novedad del objeto de las relvindicaciones 1 — 8, 18, 20, 22 — 28 de
la presente solicitud.
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wlot]es
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
Ta:
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
MEWBURN ELLIS LLP THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
York Hoube THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

Attn. Walton, Sean SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

23 Kingsway .

London, Greater London__ _  _ e nem,

MC2B 6HP ‘ R | !

UNITED KINGDOM : e ; i (PCT Aule 44.1)
S Date of mafing
ML TR e AR5 7 (aayimonityear) 14/02/2005

s or agunt’s fie relevence )
SMWFP6235147 FOR FURTHER ACTION See paragrephs 1 and 4 balow
nliona) applcaton No. International fling date
PCT/EP2004/009732 (dayimoninysar)  01/09/2004
Applicant

PHILOGEN S.P.A

1. El The applican |6 hereby nollfied that the international asarch reporl and the wrillen opinion of the Inlermnational Searching
Authority have been eatablished and are tranamitied herawilih.

Flilng of smendments and stobement under Articls 19:
The applcant ie entited, i ha so wishes, 10 amend the cialma of tha Inlemational Application {sea Rule 46):
Whan? Tha Ume Brell lor fling such amendmanis is normaly 2 months irom the dale of ansmitial of the
Intemational Search Rapoert; however, for mora delais, see the notes on the accompanying sheal.

Where? Directly fo the  International Bursau of WIPO, 34 chamin des Colombatias
1211 Genava 20, Swizerland, Fascimbiia No.: (41-22) 740,14.35

For more detolled instructions, see the nolss on the accompanying shast.

2. D The applicani s hareby notiled that no intemational search repori will be eslablished and thal the deciam@tion undar
Ariicle 17(2)a) 10 1hat sliect and the writtan oplhion of the Intemational Searching Authority are ransmitted harewith.

3. [[] with regand to tha protest againet paymant of {an} additional lee{s) undar Fuls 40.2, he epplicant ls notified that:

D the prolesl togather with the decision therson haa been tranamlliad 1o tha Intamational Bureau iogather with the
applicant's request o forward the texts of both the protest and the dacision theneon to the designaied Olfices.

[] no dacision has been made yet on the prowst; the applicant will be notiied a 8con as & dacislon ks mace.

4. Reminders
Shorlly alier he sxpimailon of 48 months from the priarity daie, the inlemational application will be publishad by Lhe
Inmrnational Bureau. i the appiicant wishes © avold or postpona publication. a notice of withcraws! of tha Intlermnational
appiicailon, or of tha priority claim. must reach the Intemefional Bureau ase providad in Rulas BObis.1 and 80bis.3, respeciively,
befora the compiation of the technical preparatians for intarnational publication,

Tha applicent may submit commeants on an informal baals on tha wiiten opinion of the International Searching Authorlly to the

Intemational Buraau. The Intemational Burkau wifl send a copy of such comments to all desighated Offices uniess an
International preliminary axaminalion repon has been or |a io be establahad. Thase commants would ales bé mads avalabie 1

the public but not before the axpiration of 30 months from the priordty date.

Within 19 months from the priarity data, but only in raspect of somea designaied Offices, a demand lor intemational preliminary
examination must be flad If tha appticant wishas to postpone tha entry into the national phase unti 30 manths lrom tha priorty
date (in some Officas aven later); otharwisa, the applicant muat, within 20 months from the priorily date, parform the prescribed
&cty for eniry into the netional phase bafore those deaignated Offices.

In respect of other dasignaled Offices, the time limR of 30 montha {or latar) will apply even Il no damand Is fled within 19
monthe.

See the Annex o Form PCTAE/301 and, for datalis about the applicable ime limits, Offica by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Voluma iI. National Chapters and the WIPO Inlsmat site,

Name and maling addresa of the intamational Saarching Authorily | Authorized officer

Eurcpsean Patani Office, P.B. 5818 Patantiaan 2

NL-22B0 HV Rljewijx Joélle Gerber

. Tal. {(+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax; (+31-70) 340-3018

Form PCT/ISA/220 (January 2004} {Sae notes an accompanying shesl}



NOTES TO FORM PCT/ISA/220

Thess Notss are mhndldhuwlhbnnmﬂmnﬂmnmmh fiing of amamndmeantis under articis 15, The
Notes are basnd on the of the Palent Cocperation Trealy, lhe Raguistions and the Adminisirstive Instuclions
under thel Treaty. In casa of dissrepanoy between these Notea and thozs mguirements, the lalter are applicable. Far mare
detailed informalion, sew alao the PCT Applicant's Guide, a pulication of WIPD,

in thasa Notes, "Artidde®, "Pule®, and "Bection” refer io the provisions of the PCT, the PCT Reguiations and the PCT
Adminiatrative Instruciions respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, afier having received the intemnalianal saarch report, ane opportunily jo amend the slaims of the
irtamational application, It should however be emphasized thal, sinve all parts of tha Inlemaliohal sppiiation (olaits,
description and drawings) may be lmmddurimﬂ-ul-mdnwprimh examingtion proasdurs, there in usyally
no head to fils amendments of the claims under Article 18 sxospt where, 8.g. hw’m::mhhlhtbh publshed
fer the purposes of provisional protection or has anather reancon for amending the aleims befors itemational phuficstion.
Furthermore, & should be smphasized that prwvisional grotection is avalable in some Sisles only.

What perts of thw Intetnational application may be amendad?
Under Article 19, only the olaims may bs amended
During the ifflemational phasa, the doimes may also be amandad (or further amended) under Article 34 bafore

the intemational Prafiminary Examining Authorily. The dosoriplion and drawings may only be smended undar
Article 34 beloiw the intemational Examining Authorily.

Upon entry inio the national phass, sl parts of the intemalional sppllcslion may be amended under Asticle 28
or, where appliosbie, Artide 41.

When? Whithin 2 montha fram the dats of ransmitial of the intametional sesrch report or 16 mantha from the priarity
datn, whichever lime imii expires lxter. il should be noled, however, that the amsndmenis will ba comidersd
-hmngblmun-ndunhn-llhnynmuivdhylhlﬂ.mhmlﬂrunuﬂ.ﬂnnﬂrﬂmdh
applicabla lims imit but beiors the complstion of the tschniosl preparations for inlemational publioation

(Fuste 46.1).

Where not Lo tite the emexdments?

The amercirents may only bo fled with tho Infemationw Bureau and nat with the reasiving Olfios or the
Indemutionsl Searching Authority (Pule 46.2).

Whate a demand for intemational preliminary sxaminaiion hes been /s filed, sae below,

How? Eihar by oanssling ons or more satire alsims, by adiing one or more new olaims or by smending tw text of
ona or more of the dainw = filed.

A replecsment sheet must ba submitiad for sach sheet of the dsims whish, on sscount of an amendment o
smendments, difers from the ahest originally fled.

Al the claims nppesring on a replacement shest must be numbared in Arsble numerals. Where & alaim
carnelied, no renumbering af the ather alainms is required. in all cases whare elainw are enumbened, they must
be revasmberad conssoutively (Adminisirative instruciions, Beation 205{h)).

The smendinents musi be mads in the Isnguage in which e intemational appiicstion Is 1o be published.

What documents must/msy sccompany the mnendmentia?
Laiter (Saction 205(b)):
The smendments must be submitted with = letter.

The Istier wil not be published with the intemationsl applicalion and the amendad alxima, it shouk] nol be
confunad with the "Statement uncler Aricis 15{1)" (vew baiow, under “Staiament under Arllole 18{1)").

The latter must be In English or French, at the cholca of ths sppficant. Howsver, i the language of the
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intemnationsl application is Engliah, the lutter must bs in Engliah; If the language of the imernations! spplloation

In Franch, the must be In French,
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The letier must indioate the differanoos betwasn the olaims us filed and the olaims ax amended. & must, in
particulsr, indiaatls, in eohhection with asch olaim appearing In the intsmational applicslion (it being undersisod
that identioal indiaations conoeming neveral olaimes may be grouped) wheiher

the alaim is unchanged;

the olaim is canoelled;

five olaim s new;

the olaim repizces ons or more olaima as filed;

the clgim in the result of the division of & olaim as fled.

TEgge-=

The following sxsmples Mustraie the manner in which smendmente must be sxpiained In tha
mceompunying lelter:
1. [Whetw originally there wers 48 claima and after amendmant of some claims there are 51):

*Claims 1 10 29, 31, 32, 34, 35, 37 Io 48 replacad by amended claims bewing Lhe same numbemn;
alaims 30, 33 and 36 unchanged; new olaims 48 o 51 addad.”

2. [Whara ariginally there were 16 claims and sfier amendmant of all olsims thers are 11}
“Claims 1 fo 15 eplaced by amended olsims ¥ ko 11."
3. Mvnmdndlyhnmud-mndhmwudhmdﬂwlmdﬁmmdhm
a):
'clmilnsmdﬂumﬂ-MThﬂumdd.mdﬂmis 16 and 17 adkded * ar
“Cinims 7 to 13 canoslied; new olaims 15, 18 and 17 adkad; ol other olzimd unchanged *

4. [Where various kinds of amandments are made]:
“Gladmp 1-10 unchenged; olaims 11 o 13, 18 and 19 eancelled; dm14.15|nd1anﬂudbymmd
dalm t4; glaim 17 subdivided irio amendad olsimm 15, 16 and 17, new olaims 20 and 21 added.”

“Ststemant under srticle 18(1)" (Fuls 48.4)

The smancimends may be scocompanied by & atstemaent sxplaining the amendmants and indicsling any mpaot
Mnﬂ(ﬂ)-mﬂmﬁhmmhd—-ﬂmndhmm carmot be smended uwier

The sistement will be published with e intlemationsl appicstion and fhe amended cdlaims,
A musl be In the lunguags In which the internattonal sppplicstion is Lo ke pubfished.
& rut ba bried, not sxoseding 500 words it in English or if transisied inda Engliah.

1t should nol be confused with and dows nol replace the laiter indicating the differsnass belween the olairs
as filad arvd s amendad. & must be fiad an & saparate shest and must be idertiied s such by a heading,
prelerably by using the words “Blatement under Article 15(1)."

ﬂmqlﬁuﬂmmhﬂlﬁﬂmmmh inlernational ssarsh eport or the misvaroe of citations
conlained in thaf repor. Raferencs in oitetions, relevar iv a given aluim, contsined in the intemational ssarch
roport mey be made only in connection with an smandmenl of that elaim.

Consaguence i 2 demand for intsrmational preliminary suaminstion has siready bean flled

H, of the time of fiing any amendments under Articla 19, a demand for intemational preliminery exsmination
has siready besn submiad, the applicant rast pralersbly, st the sama lime of §ing the amandmenis with the
intamnationa! Bursau, aiso ks a copy of such amendmanis with tha Inlsmalional Predminery Examining
Authority (see Rule 82.2(s), firs! sentencs).

Consagusnos with regard to Urenalation of the international appliostion for sntry into the national phasa

The applicant's sitenfion is drawn to the laot that, ﬂmmmlqhhlh-ndhml;hu,-knﬂndh
alalms & amended under Artlale 1% miy have o be fumished io the designated/slectod Offices, instsad of, or
in addifion o, ihe translstion of the olsims s fiked.

For furither datalls on the requirements of ssch designaledieleciad Offiow, see Volums Il of the PCT Applioant's

293

Nolus to Farm PCTASA/Z20 (second sheet) (lanuary 1084)




PATENT COOPERATION TREATY ZC{?

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Atticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agant's flle reference FOR FURTHER g8 Form PCTASARZ20
SMWFP6235147 ACTION as wel as, whare applicabia, item 5 below.
International application Na. Inmrnational tiling date {dawmonifvyear) (Earfiest) Priority Date (day/imonth/iyear)
PCT/EP2004/009733 01/09/2004 10/09/2003
Applicant

PHILOGEN 5.P.A

This inmmationel Search Aeport has baen preparad by this intematanal Searching Authorly and i tranemiftad to the applicant
according to Ariicie 18. A copy ie being transmitied 1o the Internationat Buresu.

This Inemational Search Reportconalatsof aotalof 7 sheeta
[X]  1ieaieo accompaniac by a copy of sach prior art document dlied in this report.

1. Baals of the report

a. With regard 1o the lsnguage, the International ssarch was carried out on the baais of the intamationat application In the
language in which it was filed, uniesa otherwisa indicaled undar this em.

[[] Theinternational esarch was camed oul on the basis of a transiation of the niemational application fumished
thig Authorily {Rule 23.1(b)).
b. [X]  With regard to any nucieotide and/or amino acid saquence dieciosed n the intemational application, see Box No. 1.

Certain olaims were found unssarchabie (See Box ii).
8. [ unity ot invention is Incking (see Box IH).

4. WAth ragerd to the title,
[J netextia approved as aubmitied by the appiicant.
[X]  the 1ext has hean established by this Authortty to raad as foliows:
TARGETING OF TUMOR VASCULATURR USING RADIOLABELLED ANTIBODY 119 AGAINST
FIBRONECTIN ED-B

5. With regard bb the aiatract,
E tha taxt b= approved as submitted by the appilcant

D the text has basn established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as il appaar in Box No. I¥. The applicant
may, within one month from the date of maling of this intemational sedarch report, submit comments to thia Authority,

6. With ragard to the drawings,
a. the figure of the drawinge to be published with the abgtract s FigureNo. _1
[[] a»suggessd by the applicant.
[X]  anseiectad by this Authority, because the appiicant falied Io suggest e Ggure.
[[]  snseiected by this Authorlly, bacauss this figure betisr characterizes the Invention.
b. D nana of the figures Ie to be published with tha abairacl

Form PCT/ISA/210 (et shesat) (January 2004)
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Intamatonal appilcaton No. (r
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/009733

Box No. [ Nuclectide and/or amino acld sequence(s) {Continuation of Itam 1.b of the firat gsheet)

1.  With regard © any nuclaoide and/or amino acid sequance disciosed In the intemational application and neceasary o the daimed
Invention, the intemational search was camiad out on the basls of:

a. iype ol malerial

m a sequance listing
D mbia{s} miated b the sequence lisiing

b. formatl of materal
El In writisn lormat
E] In computer readable form

c.  time of Mngfumishing
m contained in the intamational applcation as fled
l:] Med logather with the intarnational application in computer readable form
E {urnished subsequently to this Authority for the purpose of search
2, D In addition, in the case that move than one version or copy of n saquenca listing and/or table relating thersto haa been fled

o furnished, the required atatamenls that tha information in the subsaguani or addilonal coplaa Is iienlical lo that In the
application as flled or doee not go beyond the application as filed, as appropriate, wera lurnishad.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 {continuation of firat aheet (1)) (January 2004)
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A, CLAESIRCATION OF SLJBJECT MATTER
TPC T CABIKB1Z10 - ABIP35/00

Aczording to |nlernations! Palant Clasaiicalion ((PC) of 10 baih nallonsl clagsilicstion and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documanialion srarched (classificalon system lollowed by ciassliication symbols)
IPC 7 A61K

Documanintion searchar alher (han minimum documanisiion o the extan) Ihal auch documgnin ane included in 1ha fsidn sasrhed

Elecironic data baao chnsullad durng Ihe inlemalional sasrch {namo of dala base and, wharo practicsl search Isrms tined)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBAéE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calugory * | Clation of docurmnani, with indicalion, wham appmprialo, of Iho raisvanl pysansgeas Palavan lo caim No.

X BORSI L ET AL: "Selective targeting of 1-9,
tumoral vasculature: comparison of 11-19,
different formats of an antibody (L19) to 22-28

the ED-B domain of fibronectin”
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEW YORK,
NY, US,

vol. 102, no. 1,

1 November 2002 (2002-11-01), pages 75-85,
XP002252051

ISSN: 0020-7136

page 76; figures 1,4

page 84

page 77, column 2, paragraph 2

see discussion

——— g

-f—
m Further documents ara listed in tha contnuation of bos G E] Paiani tamity members are listad i annax.
esaas Amimm— " e ot e s e st g o
*A" docurmant delining the of fhe an which s
ocu nt bugc:lm"- an not M%MMIMMWMN underying lhe
Ming dute cannet be considersd novel or cannel ba considared 1o
L mgcﬂ?bmmmﬁ:hm &m; Invoive an invenlive sigp whaen the documant s 1alven alono
which exiphiish *Y" docurmeni of particular mievance; the clalmed
cltation or othar apedial raron (as speciiac) AR b Coneret 10 Inive an bwartive :.".","ﬂnn..
‘0" documani relaiTing io an ora! disclomae, e, exhitdlion or doeument & combinad with ohe or more other such docu-
other manns m;.:nmhnnmmln person sidiag
‘P documenl published {0 tha intemaliony) dale byl d
inler than Tha M":um g date '&' documant membar of tho same patent family
Date of the aciual compietion of 1he Imemational saarch Duig of malling of the inismalionat search repon
3 February 2005 14/02/2005
Nama and meling addreas of e [SA Authonead aflicar
European Patem Ofica, P.B. 5018 Patantisan 2
NL - 2280 HV
Fas T e aog - 3! w51 spa nl. Gonzalez Ramon, N

Fomn PETABA/Z 1D (aesand sheel] (anwiy 5004)
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Intarnationsi Applicetion No 3 o '

PCT/EP2004/009733

C.({Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * | Challon of documai, with Indicalion, where approprisia. of tha relovan! passages

X

P,X

DEMARTIS S. ET AL: "Selective targeting
of tumour neovasculature by a
radiohalogenated human antibody fragment
specific for the ED-B domain of
fibronectin”

EUR. J. NUCL. MED.,

vol. 28, no. 4, April 2001 (2001-04},
pages 534-539, XP001184113

cited in the application

abstract

page 535 - page 536; figure 1

see discussion

SANTIMARIA M. ET AL: "Immunoscintigraphic
detection of the ED-B domain of
fibronectin, a marker of angiogenesis, in
patients with cancer”

CLIN. CANCER RES.,

vol. 9, February 2003 (2003-02), pages
B71-579, XP001184112

abstract

page 572, column 1, paragraph 3 - page
572, column 2, paragraph 2

see discussion

WO 03/055917 A (BERNDORFF DIETMAR
;:DINKELBORG LUDGER (DE); HILGER
CHRISTOPH-STEPAN)

10 July 2003 (2003-07-10)

page 8; claims 5,6,14,15; table 1
page 16; example 15

WO 03/076469 A (SCHERING AG ;FRIEBE
MATTHIAS (DE); HILGER CHRISTOPH-STEPHAN
(DE);) 18 September 2003 (2003-09-18)
page 29 - page 30; claims 1-10,15-26;
figure 1

WO 01/62800 A (EIDGENOESS TECH HOCHSCHULE)
30 August 2001 (2001-08-30)

see seq ID 19, seq ID 2lclaims
11-13,25-27,32,33; figures 6,15,16;
examples 3,7

WO 01/96599 A (CASTELLANI PATRIZIA ;ZARDI
LUCIANO (IT); PHILOGEN S R L (IT); ZIJL)
20 December 2001 (2001-12-20)

pages 32-34; claim 8

-

1-4,
11-17,
22-24,
26,27

1-9,
11-19,
22-28

1-4,9,
11-28

1-9,
11-28

26,27

18-20

Foun PCTABAG jsoniirusiion of ssaors] vhael) Laraary S004)

page 2 of 4
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C.{Continustion) DOCUNENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Clallon ol documant, wilh indicalion, wiron appiopriale, of the ralgvan] pesaagey

Ralavent 1o clalm No

Y MARTY C ET AL: "Production of
functionalized single-~chain Fy antibody
fragments binding to the ED-B domain of
the 8-1sofarm of fibraonectin 1in Pichia
pastoris”

PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,
ACADEMIC PRESS, US,

vol. 21, no. 1, February 2001 (2001-02),
pages 156-164, XP002242574

ISSN: 1046-5928

page 156, column 2; figure 1

X page 159, column 2, paragraph 3 - page
160, column 1, paragraph 1

Y LI ERQIU ET AL: "Mammalian cell
expression of dimeric small immune
proteins (SIP)"

PROTEIN ENGINEERING, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB,

vol. 10, no. 6, 1997, pages 731-736,
XP0DD2252049

ISSN: 0269-2139

sae discussion

abstract; figure 1

Y ORLOVA ANNA ET AL: “Comparative
biodistribution of the radiohalogenated
(Br, I and At) antibody A33. Implications
for in vivo dosimetry"”

CANCER BIOTHERAPY AND
RADIOPHARMACEUTICALS,

val. 17, no. 4, 2002, pages 385-396,
XP008027054 )

ISSN: 1084-9785

abstract

Y ZALUTSKY M R ET AL: "ASTATINE-211-LABELED
RADIDTHERAPEUTICS: AN EMERGINE APPROACH TO
TARGETED ALPHA-PARTICLE RADIOTHERAPY"
CURRENT PHARMACEUTICAL DESIGN, BENTHAM
SCIENCE PUBLISHERS, SCHIPHOL, NL,

vol. 6, September 2000 (2000-09), pages
1433-1455, XP000949215

ISSN: 1381-6128

page 1437, column 2

page 1448, column 2 - page 1449, column 1

—— "

1-28

18~20

1-28

22-28

22-28

Fomm PCTABAZ10 {communtin ol snatvwd shael) {iswaly 2004)
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C.(Contirumiion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * | Chation of documonl, with incication. whera approprinie, o tha nelovan] pussagas Raiovani to ciaim No.

A PINI A ET AL: "Design and use of a phage 1-28
display library. Human antibodies with
subnanomolar affinity against a marker of
angjogenesis eluted from a two-dimensional
gel”

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY-, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, BALTIMORE,
MD, US,

vol. 273, no. 34,

21 August 1998 (1998-08-21), pages
21769-21776, XP002124781

ISSN: 0021-9258

cited in the application

abstract; table 2

T MATTER, C. M. ET AL: "Molecular 1maging 1-9,
of atherosclerotic plagues using a human 11-19,
antibody against the extra-domain B of 22-28
fibronectin" )

CIRCULATION RESEARCH,

vol. 95, 2004, pages 1225-1233,
XP00B042282

see discussion

page 1226, column 1, paragraph 4

Fam PCTABA/Z 10 jconitnumion of sagng sheat) (Jonuary 2004)
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Intamationa) Applicstion No m
toformelian on prient{amly members PCT/EP2004/009733 Lf
Patent document Publication Patant family Publication
clind in search mport cate member(s) data
WO 03055917 10-07-2003 AU 2003210149 Al 15-07-2003
BR 0306715 A 28-12-2004
CA 2468081 Al 10-07-2003
WO 03055917 A2 10-07-2003
EP 1461360 A2 29-09-2004
Us 2004001790 Al 01-01-2004
W0 03076469 18-09-2003 CA 2478414 Al 18-09-2003
EP 1483297 A2 08-12-2004
W0 @3076469 A2 18-09-2003
W0 0162800 30-08-2001 AU 4243201 A 03-09--2001
CA 2400622 Al 30-08-2001
WO 0162800 Al 30-08-2001
EP 1259548 Al 27-11-2002
JP 2003524018 T 12-08-2003
Us 2003176663 Al 18-09-2003
WO 0196599 20-12-2001 AU 8182401 A 24-12-2001
WO 0196599 A2 20-12-2001
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SRIVINDICACIONES:

' 1. On elemento do unién ecapecifico que se unao al ED-R
humano, donda dicho elemento de unién especifico esté
marcade con un .13dkopo saelecclonado del grupo fﬁrmada por
Yyr, "pp, 1, M7, M3 y Wpr y comprende un sitio de
mmidén al antigeno qus comprende un dominio dé anticuerpa VH

* y un dominio. de antlicuerpo VL, donde dicho dominio de
anticuerpo VH se saelecciona del grype formado por al dominlo
VH de L19 y un dominio VK que comprende una VH CDR1, una VH
CDR2 y una VH COR3, donde dicha VE CDR3 es la L19 VII COR3 da
la SEQ ID N°: 3, la VH CDR) es opcionalmente la T.1% VH CDR1
de la’ SEQ ID N°: 1 y la VH CDR2 es opcionalmente la L19 VH
CDR2 de la SEQ ID N°: 2; y donda el dominlo de anticuerpo VI
se nelecclona opcionzlmente del grupo formade por el dominio
VL de L19 y un dominic VL que comprende una VL CDRL, wna VL
CDR2 y una VI, CDR3, donde la VL CDR3 es 1la L19 VI, CDR3 de 1la
SEQ ID N°; 6, la VH CDR1l es opclonalmente la 119 VL CDR1 de
la SEQ ID N”: 4 vy la VL CDR? es opcicnalmente la L19 VI CDR2
de la SKQ J1D N*: 5; dondo las sactcencias del dominio VI de
L19 y del dominio VL de L19 se descrlben en Pinl st al.
(1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776; donde el elemento de
unidn especifico compronde una mini-inmunoglobulina que
comprende dicho domlnio de anticéuerpo Vil y el dominioc de
anticuerpo VI, fusionados a §S;-Cll4d y dimeriegados o bien,

compzrende una molécula completa del anticuerpe IgGl.

v m——
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisifén de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patemtes (PCT}, regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documanto que constz la ceslién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisldén 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Dacieifn 486, ase le
requiere para gque dentro del término de dos meses slguientes a la fecha de
notificacitn del presemte coficio, complete los requisitos anteriormente enuncilados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud ase
comsiderard abandcnada y perdari su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CESPEDES DE VERQOEL
Jefe de la/divisién de ll'uevra Creaciones

El anteriors 'r&qun:‘rim%ﬂ‘:to fue notificado por fijJacién en 1ista de
fecha ,

jramos



