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SOLICITUD 

0 II Corrección de Error Material 
Ix 

Modificación a una 

0 Nombre:BAYER SCHERING PHARMA 
AKTIENGESELLSCHAFT 

SOLICITANTE 
(71) Dirección:Müllerstrasse 178, 13353 Berlin, 

Alemania 
Nacionalidad 0 Domicillo: ALEMANA 
Lugar de Constitución:ALEMANIA 

REPRESENTANTE 
0 APODERADO 

TelØfono:__________ 
E-mail:________________ 

Nombre: J. IAN RAISBECK 

Fax: 

Dirección: World Trade Center Torre A 
CaUe 100 No. 8A-37 Piso 10. Bogota 
TelØfono: 601-7700 Fax: 601-7799 
E-mail: 

Nümero de expediente: 
06-034.944 

0 Descripción de Ia correccióno rnodificaciónsolicitada 

IDENTIFICACIÔN 

c.c.I_INIT 1:1 
C.E. Intro I I 

Cual 

Nümero 

IDENTIFICACIÔN 

C.C.IxINITI I 
C.E.I____ Otro 

Cual_______ 
Nümero79.376.996 Bta 
TP 135.799 

Comprobante de pago No.  Fecha  

(3 Anexos 

IX I Comprobante de pago de Ia tasa. 

Ix 

Poderes, si fuere el caso. Documento que soporta el cambio de nombre 

Documento que acredita la existencia y representación legal de las partes, cuando 
sean personas juridicas. 

NOMBRE:3. IAN RAISBECK FIRMA:  

C.C.79.376.996 BtÆ T.P. 135.799 
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1 IFOLIO 85.-

T 

- NIIstHWLu19 

COPIA.- ESC1UTURA NUMERO: VEINTICUATRO.-

2ISUSTITUCION PARCIAL DE FODER; MESSERER, Dagmar a favor dc 

3 JOLARTE, Carlos Reinaldo y otro del Poder otorgado por BAYER SCHERINC 

4 IPHARMA AG.- En la Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Capital de la Repüblica 

5 Argentina, el dia NUEVE de MARZO del aflo DOS MIL SIETE, ante ml Maria 

6 Silvina Lasarte, Escribana Autorizante, titular del Registro Notarial nürnero 1788, 

7 COMPARE CE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968, 

a hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento Na-
I-

5 9 cional de Identidad Niimero 20.3 83.892, Ciave Unica de IdentificaciOn Tributaria 27-

10 20383892-7, con domicilio especial en La Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, 

11 Ide esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es mayor de edad.- INTERVIE-
ID 

ID12 
r- C., 

C.) 
C., 

. 

_______ 13 
_ LO
 

ID 

14 

CE to 
Cr’)  

- 

16 

por su propio derecho.- Y la compareciente EXPRESA: PRIMERO: Que la. 

"BAYER SCHERING PHARMA AG", con domicilio en Mullerstrasse 

178, 13353, Berlin, Alemania, le confirió con fecha 22 de enero de 2007 en dicho pa-

is, un Poder, el cual mediante escritura nümero 14 de fecha 16 de febrerR de 2007, 

ante la Escribana Mariela Vanina Scardaccione, al folio 

17 rriente de este Registro Notarial interinamente a su cargo, fue inc oIprado y tiscrip-
4. 

c.. 
18 to al mismo, cuya primera copia tengo para. este acto a la vita Io lrtJ-

�. r. 

19 nente transcribirØ en la presente.- SEGUNDO: Mani ajo juraei iI rele-
.. . .. I 

20 rido poder se encuentra plenamente vigente FuI dd kre$id rcvocado, 

# .t.\00/ .M. 
21 suspendido ni lirnitado en ninguna de s.- TE1(cE u ts eucncia, DI-

0  
22 CE: Que en uso de la facultad eNil aUSrrFOYEl L1M NTE ci poder 

. 

I- -. 
23 mencionado a favor de Carlos RcIdo OLARTE\ J i lati RAISBECK, al 

- .. .. - 

24 solo y inico objeto de que en noinbrç. ’represefflaciOn d la Sociedad "BAYER 
- 

25 SCHE RING PHARMA AG", y actuando en forma individual, indistinta y/o alterna-
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damente, se presente exelusivamente ante las autoridades de COLOMBIA que co-

rrespondan y realicen los actos enumerados en el citado poder y con las facultades que 

surgen del mismo, el que transcripto en lo pertinente dice: "FOLIO 44.- PRIMERA 

COPIA.- ESCRITURA N(TMERO: CATORCE.- .....  En la. Ciudad Autónoma de 

Buenos Aires, Capital de la Repiiblica Argentina, el dIa DIECISEIS de FEBRERO del 

DOS MIL SIETE, ante ml ..., Escribana Autorizante, ..., COMPARECE: Dagmar I 

MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968, hija de Walter Messerer y 

Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento Nacional de Identidad Niiniero 

.383.892, Clave Unióa de Jdentificación Tributaria 27-20383892-7, domiciliada 

legalmente en la Avenida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10, de esta Ciudad de Buenos 

Aires.- La compareciente es mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.-

Y la compareciente EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de ml, la 

Autorizante, LA 1NCORPORACI6N y TRANSCRIPCION en este protocolo del 

DER que le fuera conferido en Berlin, Alemania, el 22 de enero de 2007, por la 

iedad "BAYER SCFIERING PHARIvIA AG", con domicilio en MUllerstrasse 178, 

13353, Berlin, Alenmnia, sobre cuya plena vigencia responde la requirente bajo jura-

mento.- Yo, Ia Autorizante, hago constar: a) Que el instrumento de poder cuya incor-

y transcripción a este protocolo solicita la compareciente, se encuentra ex-

en idioma castellano, certificadas las firmas por notario en idioma alfi 

debidamente legalizado en idioma alemÆn (Sello de Apostilla de la 

del 5 de octubre de 1961) y traducido en lo perti 

Traductora Piblica Laura Thieberger.- h) 

festado tiene interØs legitimo eps( 

26 

27 

20 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

-40 

41 

42 

43 

* 

Lal 

16 

so 
I*eaa- 40 
V16 

Vw 

en este acto del original del instrumento\rel n con su.r*ctiva tra- 49 

ducción al idioma nac1onaI\l agrego2 nte y;transcnpto dice: "MOE- 50 
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LER & CO. (Sigue aclaraclón en idiorna ingles) - PODER Los abajo firmantels 

2 L3AYER SCHERING PHARMA AG domiciliados en MUllerstrasse 178 13353 BerlIn 

. Aleinania declaran por el presente otorgar a Dagmar MESSERER poder general am-

y suficiente para recabar de las autoridades ..., sud y centroamericanas ... que co-

la obtención de patentes de invenciOn, ci registio y la renovación de mar-

y modelos y/o derechos de propiedad intelectual y/o nombres de dominio, a cuyo 

los facultaln para lievar a cabo ante dichas autoridades todas las gestiones nece-

al objeto indicado, presentar solicitudes, forinular descripciones, oposiciones, 

os, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar inipuestos, justificar explota-

solicitar testimonios, aceptar transferencias, recibir documentos y valores, per-

ii ibir y hacer cuanto fuere necesario ante las autoridades administrativas de cualquier 

12 Prden. Por otra parte, les confieren mandato para que en su nombre y representación 

13 ucdan iniciar y proseguir cualquier juicio que actualmente los que suscriben tengau o 

-i ’i. §n ci futuro tuvieran ..., en SudamØrica, CentroarnØrica ..., con motivo de su nombre, 

s iiiarcas de fÆbrica o de comercio, patentes de invenciOn y modelos y/o de sus derechos 

16 Pe propiedad intelectual que actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover 

17 uicios de cualquier j urisdicción, crirninales, correccionales, civiles o comerciales, 

on Era los falsificadores, usurpadores o irnitadores y contra los tenedores de 

ue infrinjan su nombre, marcas o patentes de invención, seguir los juicios por 

20 
’ion u otros en que fueran parte como actores o demandados, defenderjuit 

21 narcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad inteISctyo Ii 

O o 
22 ominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de ndiAi efeetb, pr 

23 entarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fnere ncccio ci’q 
I* 

%� �’%\ 
�e 

24 idad judicial, presentar testigos, documentos y dernªs jusEiatvs rendir, pruc 
7. .. 

25 ’ualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver posiciones, 

11 

c-,1 
(1 
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a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdicción, tachar, recusar, apelar, transar, 
l 

i someter a arbitraje o mediación, hacer renuncias, exigir y dar cauciones, pedir embar-

Mv 
gos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levantamiento, pedir la yenta de los 

( bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de sentencias, prestar ju-

’0 iamentos, decir de nulidad, desistir, percibir, otorgar recibos y en general practicar 

los actos y diligencias que sean precisos al desempeflo de este mandato. Podrªn 

mo substituir el presente poder en todo o en parte.- Dado y firmado en Berlin 

igue fecha en idioma inglØs). Bayer Schering Pharma AG (Sigue texto en idioma 

lØs). ppa. Sigue una firma ilegible. (Aclarado:) Dr. Noeske-Jungblut. ppa. Sigue 

ra firma ilegible. (Aclarado:) Dr. Kiose". ES COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta 

insta la certificación notarial de las firmas obrantes en el poder en idioma alemÆn, 

fectuada el 22 de enero de 2007 por el Escribano Dimitri Rempen, de Berlin, Alema-

ia, y a continuación consta Ia respectiva legalización de la firma y sello del nombra-

o Notario (Sello de Apostilla de Ia Convención de La Haya del 5 de octubre de 

26 

27 

28 

29 

30 

3-I 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

961), en idioma alemÆn, efectuada por el Presidente del Tribunal Regional de Berlin, 40 

Jernania.- En hojas adjuntas sigue la referida traducción al  idioma nacional la que 41 

anscripta textualmente, dice: "TRADUCCION PUBLICA - (Sobre papel con mem- 42 

rete de "MOELLER y CO" - America Latina - Agentes de Ia Propiedad Intelectual - 49, 

igura tin, Poder otorgado por Ia Sociedad "BAYER SCI-IERING PHARIvIA AG"coQ. ii 

ede en Berlin, Alemania, redactado en idioma nacional, luego del que apijien 10 

.... . 
iguientes textos, que traducidos dicen:) "BAYER SçJIEPPHA 

VN 
atentes y licencias - (Firmado y Aclarado:)p’NoeskrJjn+tüt -,f (Firiiq .11 

.)Aclarado:) Dr. Kiose.- La versiO VOWO 1s Para si 
’w fr 

gistro de Actas N° R l7/200?\ç Me her 

. e1 articulo 3, pÆrrafo 1, N° 7, de\de Ceric 

48 

yención segn 40 

de si ha existi- I 50 - 



WIT 
NO 

ij do una intervención previa en el sentido de La norma me fue contestabpor la negati-

2 Na.- Las firmas trazadas ante mi por el Dr. Walter Klose,que nació el 26 de diciembre 

3 de 1952, y de La Dra. Chistiane Noeske-Jungblut de soltera Noeske, que nació el 26 de 

4 junio de 1957 � Ambos de mi personal conocinhiento - Ambos con domiciiio corner-

5 Icial en 13353 Berlin, MUllerstrasse 178 son autØnticas, de 10 que doy fe.- Al mismo 

6 tiempo certifico en base a que tuve a La vista en el dla de hoy las actas del Registro de 

7 Comercio del Tribunal de Prirnera Instancia de Charlottenburg, N° de Registro HR B 

a 283, que La Sociedad "Bayer Schering Pharina Aktiengesellschaft", con sede en Ber-

9 (lEn, estÆ inscripta con el ntimero mencionado arriba en ci Registro de Cornercio y que 

io Ila arriba mencionada Dra. Noeske-Jungblut y el arriba mencionado Dr. Walter Klose 

ii estan facultados en su carÆcter de mandatarios a representar en forma conjunta a la 

12 Sociedad "Bayer Schering Pharina Aktiengesellschafi" de Berlin. Berlin, 22 de enero 

13 de 2007.- El escribano (firma ilegible) y liquidaciOn de derechos. (Hay un sello en 

14 blea sobre precinto:) Dimitri Rempen, Escribano de Berlin.- 9101a E-F.- APOSTI-

15 LLA � (Convención de La Haya del 5 de Octubre de 1961) - Pals: Repblica Federal 

IS de Alernania - Este instrumento ptIbiico fue firmado por Dirnitri Reinpen, actuando en 

17 su carÆctcr de escribano de Berlin, estando provisto del sello del escribano.- Certifica-

do en Berlin, el 24 de enero de 2007, por el Presidente del Tribunal Regional de 

19 lEn, con el N° 9101 a E-F 536/07 - Sello (hay un sello:) ci Presidente del Tri 

2() gional de Berlin - Firma el Funcionario autorizado (finnado y aclarW1rdor 
21 Eucz Principal del Tribunal Regional.- ES TRADUCCION 

0 - 22 entes en los idiornas alernan e ingles del que he id .. ’ . 
.016 

� I 

23 i1 idioma nacional, en Buenos Ajr, a 6 de febrero de 2Q07-içjua  ira? 

24 Hay un sello que dice: "LAURA THIEBERGER - .MATRIcULA DE TRADU - - 

25 1(ES ALEMAN - FRANCES � Tomo 11 Folio 254 (Cap.) Torno 111-98� (La Pla ) - 
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INGLES - Torno III: Folio 14 (Cap.) 
- Tomo III Folio 329 (La Plata) 

- COLEGIO 26 

DE TRADUCTORES PUBLICOS No 173".- ES COPIA FIEL, doy fe.- A continua- 27 

ción hay un sello que dice: "COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA 28 

CIUDAD DE BUENOS AIRES Corresponde a Ia Legalización N° T4-3278/07. Sigue 29 

una firma ilegible: Esteban Santiago Allegretti".- ES COPIA FIEL, doy fe.- Al dorso 

en ci margen superior hay un sello timbrador ....... A continuación sigue la, legaliza- 31 

ción de la firma de la nombrada traductora, ...".- ES COPIA FIEL, doy fe.- En este 32 

estado Ia compareciente DICE: que en Ia forma expresada deja INCORPORADO 
y 3 

TRANSCRIPTO en este Protocolo el Poder que agrego a la presente, solicitando de 34 

ml, la Escribana Autorizante, expida primera copia de la presente para la, nombrada 35 

apoderacla Dagmar MESSERER.- Constancias Notariales: Identidad de la compare- ae 

ciente (Articulo 1.002 del Codigo Civil): Se justifica la misma por conociniiento de la. 37 

Autorizante.- ...- LEO esta escritura a Ia compareciente, quien asI la, otorga 
y 

en prue- 38 

ba de conformidad, la firma ante ml, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante ml: MA- 39 

RIELA VANINA SCARDACCIONE. Escribana. EstÆ mi sello. CONCUERDA con 40 

su escritura matriz que paso ante ml, at folio 44 del Registro Notarial niniero 1788, 4-1 

interinamente a mi cargo.- PARA LA APODERADA expido la presente PRIMERA 42 

COPIA en tres (3) sellos de actuaciOn notarial numerados correlativamente desei iia 

n.crnarn XI A012 1I 1 <I i nrananta n nh ,a nii a nail n r en,. an is, c00i.. n 1nJ1a en a 
IIL1tI1.,1J L"l .J’.J I.) I J I .j.. 4L }Jt III.&LIA3iVI., 9IJ ..IILJ YIlililL) L’II ILL ILL.II(5 I(U 1.1’-.a I*474 

ANfh 

otorgamiento, doy fe - Sigue una firma ilegible y un sello qi ai i 
-ç

 
�d’cS 

daccione - Escribana. - Mat 4527.".- ES COPIA FJ14is p es e te %kw Ia (46 

de referencia, doy fe.-. CUA 

lzk 
ci presente otorgamiento 

ituidas; y b) Que los nom 

en ninguna de sus 

lov t� \-..J .’_.’ 
’I I’ 

,.’J’ I. \� 
iªrecje/i1 

. r’�r 
e 71 

de Is tii’cuitacles sus- ’iii 

- I.... 
irÆn/istituir el presente 119 

(le la Compare- 150 
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 i

dente (Articulo 1.002 del CØdigo Civil): Se justifica la misma por conociiniento de 
La Autorizante.-yo, la Escribana Autorizante iinpongo y advierto a la compareciente, a 

: tenor de lo dispuesto en el articulo 77 inciso h) de la Ley OrgÆnica Notarial N(irnero 

4 404, respecto de los alcances y conseduencjas de las clÆusulas contenidas en la presen-

s te escritura y del derecho de leer por si este instrumento.- LEO esta escritura a la 
S compareciente, quien as! la otorga y en prueba de conformidad la firma ante ml, doy 
7 re.- Dagmar MESSEJR. Ante ml: MARIA SILV1NA LASARTE. Escribana. Esta 
U ni sello. CONCUEIWA con su escritura matriz que paso ante ml, al folio 85 del Re-
y gistro Notarial nOmero 1788, a mi cargo. PARA LA PODERDANTE expido la pre-

10 sente PRIMERA COPIA en cuatro (4) sellos de actuacjOn notarial nurnerados corre-
ii lativamente desde el nümero  N 007422051 al presente inclusive, que sello y firmo en 
12 JIa fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-

13 

14 

15 

17 

Jo 

’9 

2() 

21 

22 

23 

24 

25 

RM 



5 

6 

413 

49 

50 



-, 

J 
n L 007495419 
p. �J’)Si 

l_). �J) 

COLEGIO DE ESCRIBANOS de In Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de La Reptibika 

Argentina, en virtud de Ins facultades que le confiere In ley vigente, LEGAL1ZA in firma 

y sello del escribano MARIA SILVINALASARTE 

obrautes en el documento anexo, presentado en el din de In fecha bajo 

el N0 070312117346/0 

el coutenido y forma del docurnento. 

---

La presente Iegalizaclón no juzga sobre 

Buenos Aires, Lunos 12 do Marzo do 2007 

ESC. EDDA ENRIQIJETA SINEW...... 
COLEGIO DE ESCRIBANOS 

CONSEJERA 



W  
N  

t p

UWLICUCA 
RGEN119A 

(Convention do La Haye du 5 octobre 1961) A U U I I U44 

I. PAlS: REPUBLICA ARGENTINA 

El presente docurnentO püblico  

2. Ha sido firmado por 4. 
-.==- 

3. Quien actia en calidad de 

4. Lleva el sello I timbre do 

AIRES 

5. En LA CIU [)E .pU.. 6. EldIa 

DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES 

7. Por .. EL. COLEGIO DE ESCRIBANOS 

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO 

t.onvenio02/09/2003) ....... 

o el nümero: 070312054713 

V 
Timbre 

T:) 
10. Firma 

r /

".4 
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Debido a ml verificaciOn en el registro mercanth del iuzado C’Ihar,otftenburg del 
nmero cornercial HRB 283 B el dia 27.04.2007 confirmo: 

A travØs de resolucion de la Asamblea General del 13.09.2006 Schering 
Sociedad AnOnima ha cambiado la empresa (§ I pÆrrafo 1 del reglamento) a 
Bayer Schering Pharma Sociedad AnOnima. 

Este cambio entrO en vigor ci 29.12.2006. La inscripciOn en ci registro mercantil 
fue efectuada -31 20.12.2006. 

BerlIp, 27. Abril 2007 

Firma 

Seilo - Dimitri Rempen - Notario on Berlin 
Notario 

Adotf Watzk 
Trductor ocil 

R. 2433 Mn. Jstici 
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- 

LL 
(ConvencjOn de la Haye del 5 do octubre de 1961) 

1. Pals: Repüblica Federal de Alemania 

Este documento publico 

2. estÆ firmado por Dimitri R E M P E N  

3. en su caildad do Notarlo en Berlin 

4. estÆ proveida con el selto 

del Notarlo 

confirmado 

S. en Berlin 6. ci 02.05.2007 

7. por of presidents do a & udisricia provincial en Berlin 

8. bajo ci nUmero. 9101 a E-F 2563/07 

9. SeUo 10. Fma 
P.O. (por order 

Firma Uegible 

BQnrflflQ 

Gueza president e de la audiercia provinciei) 

Adolf Wake 
Traductor ofici 

rc.O5. 2433 i’tfl. UZtD 
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Apostille 
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) 

1. Land: Bundesrepublik Deutschland 

Diese öffentliche Urkunde 

2. 1st unterschrIeben von Dimitri R e m p e n 

3. in seiner Eigenschaft als Notar in Berlin 

4. sie 1st versehen mit dem Siegel 

des Notars 

Bestatigt 

\ 5. in Berlin 6. am 02.05.2007 
\’ 

7. durch den Präsidenten des Landgerichts in Berlin 

\\unterNr. 9101a E-F 2563/07 

9. gel/ 10. Unterschrift 
X’je4 ,,�.Im Auftrage 

c .. 

.1 

I 
( 

’1 
I, 

’- LUW A / 

B ü n n i n g 
(Vorsitzende Richtedgr 
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Aufgrund meiner Einsichi in das Handeisregister des Arntsgerichts Charlottenburg zur 

Geschäftsnummer HRB 283 B am 27.04.2007 bescheinige ich hiermit: 

Durch Beschluss der Hauptversamiun  vom 13.09.2006 hat de ScheriAktiengesellschaftg  
die Firma (§ 1 Absatz 1 der Satzung) in Bayer Schering Pharma Aktiengesellschaftgendert. 

Die Anderung wurde am 29.12.2006 wirksam. Die Eintragung im Handeisregister erfolgte am 

20.12.2006. 

Be27. April 2007 

Notar 
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SLIPERINTENDENCUI DE INDUSTRIA Y CUflERCID 

NIl 800116089-2 SUPERINTENDENC,A DE1 

No. 06  RECLDD 0F1CliL DE CAJ : 09 - 53 609 ..000 3-o000 
FECHA : JULIO 22 BE 2009 SUPERINTENOENCIA 0 

Fftha: 200 44’ ’00007-0006a 
Tre- Act. 

OffiJFORMACIO Eve: 379 
N SENA,°M  

L\ 

*** CONSIGNACION m*1 

------------------ - ------- 

DEPOSITANIE TIPU PASO BAr4CO CIJENTA No. PASO FECHA P80 Vr. PASO 

OLARTE RAISBEK CONSIGNACIU? BANCO BE BOGOTA 062754387 105797226 22/07/2009 6,760,000.00 

*;** C 0 N C E P 1 0 ;*;** 

CANT. RENTISITCO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO 

1 50005-01-03 CANDID DE MODALIDAD Y NODIFICA 12 NARCAS Y LENAS CONERCIALES 111,000.00 
TOTAL 111,000.00 

SON: CIENID ONCE NIL PESOS 

RESPI]NSABLE 

RECIBO BE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No. 



Industria yComercio 
S U P E R I N T E N D E N C I A 

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 

RADICACION EXPEDIENTE No. 06-34944 

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION 

FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 587 DE 

FECHA 18 DE ENERO DE 2008 EL TERMINO HABIL SEfJALADO POR LA LEY 

EXPIRA EL 16 DE ABRIL DE 2008 

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

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS. 

SI  NO X 



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA V COMERCIO 
DtRECCION DE NUEVAS CREACIONES 

Abogado 
J. Ian Raisbeck 

ASUNTO Radicación 06-34944 
TrÆmite 011 
Evento 001 
Actuación 430 
Oficlo g r, i 
Folios 

Patente de Invención F7 Patente de Modelo de Utilidad 
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de 
la Decision 486 de la Comisiôn de  la Comunidad Andina, se le comunica: 

1. Documentos estudiados 

Descripción: 

Reivind icaciones: 

Fiquras: 

Prioridad: 

2. Objeto de la invención 

Folios: 135 a 229 como se radicô inicialmente. 

Folios: 10 a 14 como se radicó inicialmente. 
Folios: 234 a 238 radicada el 11/04/2006. 

Folios: 234 a 244 como se radicO inicialmente. 

10/09/2003, Europa, EP 03255633.4 
10/09/2003, Estados Unidos, US 60/501.881 

TItulo de la solicitud: "Reconocimiento dirigido de la vasculatura tumoral 
usando el anticuerpo L19 contra ED-B de tibronectina marcado 
radioactivamente". 
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El objeto de la presente solicitud de patente de invenciôn consiste en suministrar un 
anticuerpo que se une a ED-B de fibronectina y que es de utilidad en el 
reconocimiento de tumores. 

El problema planteado en esta solicitud es que los anticuerpos monoclonales no 
humanos en general y los anticuerpos contra ED-B de fibronectina, no presentan 
buenos resultados de inmunogenicidad. 

Para solucionar este problema tØcnico la solicitud en estudio proporciona un 
elemento de union especifico que se une a la ED-B humana de fibronectina, donde el 
elemento de uniOn comprende una mini-inmunoglobulina y esta marcado 
rad ioactivamente. 

El objeto de la solicitud definida anteriormente se clasificô en la IPC: A61  51/10; 
51/02; A61  35/00; A61  39/395 

3. De la solicitud de Patente 

3.1. Reivindicaciones (articulo 30 D 486) 

El capItulo reivindicatorio presentado carece de concisiOn y claridad por cuÆnto: 

1) La reivindicaciOn I que menciona un elemento de uniOn especifico carece de 
claridad por cuanto no es claro los elementos que componen tal elemento, por 
ejemplo la inclusiOn de isOtopos no aparece en la parte caracterizante de la 
reivindicaciOn. TambiØn se recomienda definir el anticuerpo por todos sus 
elementos y la estructura de cada uno de ellos (la SEQ de cada region CDR) y 
omitir la inclusiOn de referencias bibliogrÆficas. Por Ultimo se recomienda definir el 
producto principal de la solicitud como un anticuerpo y no como un elemento de 
uniOn especIfico, puesto que tØcnicamente esta definiciOn puede corresponder a 
diferentes moleculas; 

2) Hay una inconsistencia entre la materia divulgada en la descripciOn y la materia 
colocada en las reivindicaciones, especificamente en lo referente a: 
� los isOtopos utilizadospara marcar el elemento de uniOn mencionados en la 

reivindicaciOn I (76 Br, "Br, 123, 1241, 131 y
 211 At) 

� la molØcula de uniOn mencionada en la RV I (mini-inmunoglobulina, molØcula 
completa de IgGI) 

puesto que en la descripciOn menciona y ejemplifica con los isOtopos mencionados 
en la RVI con una mini-inmunoglobulina, denominada SIP (folios 177 a 187), 
mientras que la molØcula IgGI completa Unicamente se une con el isOtopo 125, (folios 
188 a 207), el cual noes mencionado en la reivindicaciôn 1. 
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3) El mØtodo definido en la reivindicaciôn 11, no menciona las etapas o fases que 
comprende la producciôn del elemento mencionado; 

4) La reivindicaciOn 17 carece de sustento en la descripción, puesto que no es 
posible determinar a que elemento adicional se refiere; 

De esta manera, el capitulo reivindicatorio presentado no cumple con los requisitos 
establecidos en el art. 30 de la Decision 486. 

4. Excepciôn a la patentabilidad (articulo 20 0486 literal d)) 

El mØtodo propuesto en las reivindicaciones 23 a 25 corresponde a un mØtodo de 
tratamiento del eventos angiogenicos que puede ser aplicado a humanos o animates; 
segUn la norma comunitaria los mØtodos de diagnastico y tratamiento estÆn excluidos 
de patentabitidad, la materia reclamada en esta clÆusula no podrÆ ser patentada. 

De esta manera y de acuerdo a lo establecido en el articulo 20 de Ia DecisiOn 486 el 
contenido de las citadas reivindicaciones deberÆ excluirse. 

5. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (articulos 14 y 2 D 
486) 

La materia de las reivindicaciones 22, 26 a 28 reclama el uso del elemento de union o 
la composiciôn definida en las reivindicaciones I a 10 para el tratamiento de eventos 
angiogenicos; segün la norma comunitaria los usos no son materia susceptible de 
patente. 

De esta manera y de acuerdo a Ic establecido en los articulos 14 y21 de la DecisiÆn 
486 la materia de las reivindicaciones 22, 26 a 28 no seria patentable. 

6. Determinación del Estado de la TØcnica 

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la TØcnica es: 
Fecha de presentaciOn de la solicitud prioritaria 10/09/2003. 

Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizO la büsqueda en el estado de la 
tØcnica de documentos relacionados con la solicitud encontrÆndose los siguientes 
documentos mÆs relevantes: 



NO Documento Titulo Fechade 
publicación 

Borsil, etal. International "Selective targeting of tumoral vasculature: 

Dl Journal of Cancer, Vol 102 comparison of different formats of an 11/2002 
(N°1): 75-85, Nov 2002 antibody (L19) to the ED-B domain of 

fibronectin"  
- "Selective targeting of tumour 

D2 De Martis S., et.aI. Eur. J.Nucl neovasculature by a radiohalogenated 04/2001 Med. Vol 28 (N04): 534-539 human antibody fragment specific for the 
ED-B domain of fibronectin"  

"Immunoscintigraphic Detection of the ED-B 
D3 Santimaria, etal. Clin. Cancer Domain of Fibronectin, a Marker of 02/2003 

Res. Vol 9: 571-579. Angiogenesis, in Patients with Cancer" 

"Antibody specific for the ED-13 domain of 
D4 WO 01/62800 fibronectin, conjugates comprising said 08/2001 

antibody, and their use for the detection and 
treatment of angiogenesis" - - 

Resumen de los documentos citados: 

Dl: Divulga que un recombinante humano de scFv, LI 9, reacciona con el dominio de 
ED-B de fibronectina, un marcador de angiogenesis. Usando la region variable de 
LI 9 se construyO y expresO una inmunoproteina pequena humana, denominada SIP 
y una IgGI completa humana y se realizaron estudio de biodistribución en ratones 
con tumor. Adicionalmente, selndica la aplicabilidad de la investigaciOn a estudios 
clinicos con humanos, dado el 100% de homologia que hay en la ED-B de humano y 
ratOn. 

D2:Demuestra que scFv (L19), un fragmento de anticuerpo humano recombinante 
con afinidad sub-nano molarpara el dominlo ED-B de fibronectina, un marcador de 
angiogenesis, puede ser establemente marcado con 1251 y astatina211  con total 
retenciôn de inmunoreactividad. 

133: Se evalüa  la posibilidad de marcar tumors primarios y lesiones metastÆticas en 
pacientes con cancer a travØs de la inmunocintigrafla usando el dimeric&231-L19 
[LI 9(scFv)2]. Se establece que el LI 9 (scFv)2 es capaz de distinguir entre lesiones 
quiescentes y de crecimiento activo. 

134: Divulga anticuerpos especIficos contra el dominlo ED-B de fibronectina con una 
constante de disociaciOn sub-nano molar. Un objeto adicional de la invenciOn es 
suministrar anticuerpos radio marcados en formatos disponibles, dirigidos contra ED-
B de fibronectina, que detecta lesiones de tumor pocas horas despuØs de ser 
aplicados. 



7. Anâlisis de patentabilidad (artIculo 14 D486) 

7.1. Novedad (artIculo 16 D486) 

La solicitud reclama "un elemento de union especIfico que se une al ED-B humano, 
donde dicho elemento de uniOn especIfico estÆ marcado con un isOtopo seleccionado 
del grupo formado por 76Br, 77 Br, 1231 1241 1311 y

 21 ’At y comprende un sitio de uniOn al 
antigeno que comprende un dominio de anticuerpo VH y un dominio, de anticuerpo 
VL..." (reivindicaciOn 1). AdemÆs se reclama el mØtodo para producirtal elemento de 
union especIfico (reivindicaciOn 11). 

Tal como lo manifestO la autoridad internacional en el informe del examen preliminar 
internacional de patentabilidad, esta oficina considera como relevantes los 
documentos Dl, D2, D3 y D4 para afectar la novedad de la invenciOn reclamada, de 

If acuerdo con los argumentos ya manifestados por esta autoridad (ver folios 262 a 
264). 

Adicionalmente, deseamos resaltar que pese a la omisiOn del isôtopo 1251 en la 
reivindicaciOn 1, la inclusiOn de este en la memoria descriptiva, Ia ejemplificaciOn de 
la molØcula de interØs IgGI con este isOtopo (ver folio 187) y el tipo de reivindicaciOn 
empleado (redacciOn abierta) que usa el tØrmino "comprende...", implica que este 
isotipo 1251 y otros estÆn contemplados por la invenciOn. 

Portanto, a la luz de la divulgaciôn Dl, D2, D3 a D4, la invenciOn carece de novedad 
e incumple el articulo 16 de la D486. 

8. ConclusiOn: 

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados as!: 

N° Documento N° Reivindicaciones Requisito que afecta afectadas 
Borsil, etal. international Journal 1-28 Novedad 
of Cancer, Vol 102 (N01): 75-85.  

D2 De Martis S., eta!, Eur. J,Nucl 1-28 Novedad 
Med. Vol 28 (N°4): 534-539  

Santimaria, etal. Clin. Cancer 1-28 Novedad Res. Vol 9: 571-579.  
D4 WO 01/62800 1-28 Novedad 

En cumplimiento del artIculo 45 de la DecisiOn 486 de la ComisiOn de la Comunidad 
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de 60 dIas contados a 
partir de la fecha de notificaciOn de la presente comunicaciOn. En caso de no dar 



respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los 
impedimentos para la concesiôn, se denegarÆ la patente. 

NotifIquese el presente oficio conforme a to dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del 
capItulo quinto del tItulo primero de la Circular Unica No 10 de 2001. 

JOSE LUIS SALAZAR L EZ 
Director de Nuevas Creaciones (E) 

El anterior requerimiento fue notificado por fijación en lista, de fecha 

CONCEPTO TECNICO No. EXAMINADOR TECNICO 
4194 C6digoNo.202052 



Int. J. Cancer: 102, 75-85 (2002) 
' 2002 Wiley-Liss, Inc. 

Publication of the International Union Against Cancer 

SELECTIVE TARGETING OF TUMORAL VASCULATIIJRE: COMPARISON OF 
DIFFERENT FORMATS OF AN ANTIBODY (L19) TO THE ED-B DOMAIN OF 
FIBRONECTIN 

Laura BoRsi’, Enrica BALZA’, Marco BESTACN02, Patriiia CASTELLANI’, Barbara CARNEMOLLA’, Attila BIR03, Alessandra LEPRINI3, 
Jorge SEPULVEDA2. Oscar BURRONE2. Dario NER14 and Luciano ZARD115 
’Laboratory of Cell Biology, Istituto Nazionaie per la Ricerca sill Cancro, Genoa, Italy 
2111ternational Centre for Genetic Engineering and Biotechnology, Area Science Park, Trieste, Italy 
3Philogen sri, Genoa, Italy 
4Departtncnt of Applied BioSciences of the Swiss Federal Institute of Technology (ETH), Zurich, Switzerland 

We recently demonstrated that a human recombinant 
scFv, L19, reacting with the ED-B domain of fibronectin, a 
marker of angiogenesis, selectively targets tumoral vascula-
ture in vivo. Using the variable regions of LI 9, we constructed 
and expressed a human "small immunoprotein" (SIP) and a 
complete human igG I and performed biodistribution studies 
in tumor-bearing mice to compare the blood clearance rate, 
in vivo stability and performance in tumor targeting of the 3 
119 formats [dimeric scFv (scFv)21 SIP and IgGI]. The accu-
mulation of the different antibody formats in the tumors 
studied was a consequence of the clearance rate and in viva 
stability of the molecules. Using the SIP, the %lDIg In tumors 
was 2�S times higher than that of the (scFv)2, reaching a 
maximum 4-6 hr after Injection. By contrast, the accumula-
tion of lgG I in tumors constantly rose during the experi-
ments. However, due to Its slow clearance, the tumor-blood 
ratio of the %lD/g after 144 hr was only about 3 compared to 
a ratio of 10 for the (scFv)2 and 70 for the SIP after the same 
period of time. The different in viva behavior of these 3 
completely human LI 9 formats could be exploited for differ-
ent diagnostic and/or therapeutic purposes, depending on 
clinical needs and disease. Furthermore, the fact that ED-B is 
100% homologous in human and mouse, which ensures that 
L19 reacts equally well with the human and the murine 
antigen, should expedite the transfer of these reagents to 
clinical trials. 

2002 Wilei-Liss, inc. 

Key words antibody firsn m als: tumor vasculature; tumor targeting: 
c/utical applications: ca/leer diagnosis and therapy 

Despite their enormous potential as therapeutic agents, mono-
clonal antibodies (mAbs) of nonhuman origin have not performed 
as well as expected in clinical trials as a result of their immuno-
genicily,1,2 poor pharmacokinetie properties34 and inefficiency in 
recruiting effector functions.5’6 The recent prospect of isolating 
human antibody fragments from phage display libraiies710 tran-
scends these problems, revitalizing studies and rekindling hopes of 
using these reagents to treat major diseases. Indeed, these mole-
cules should serve as ideal building blocks for novel diagnostic 
and therapeutic tools." -12 Furthermore, these antibodies can be 
"matured" to reach affinities in the picomolar range, 13 desirable, if 
not necessary, for their clinical use.14-15 

Clinical applications of human antibody fragments for the se-
lective delivery of diagnostic or therapeutic agents nonetheless 
require highly specific targets. In the ease of tumors, the most 
popular targets are cell -surface antigens, which are usually neither 
abundant nor stable. On the other hand, during tumor progression 
the microenvironment surrounding tumor cells undergoes exten-
sive modification that generates a "tumoral environment" that 
could ultimately represent a suitable target for antibody-based tumor 
therapy.16 In fact, the concept that the altered tumor microenviron-
ment is itself a carcinogen that can be targeted is increasingly gaining 
consensus. Molecules that are able to effectively deliver therapeutic 
agents to the tumor microenvironment thus represent promising and 
important new tools for cancer therapy.16 IS 

Fibronectin is an extracellular matrix (ECM) component that is 
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)9-22 The complete type ITT repeat ED-B may be 
entirely included or omitted in the FN molecule.23 ED-B is highly 
conserved in different species, having 100% homology in all 
mammalians thus far studied (human, rat, mouse) and 96% ho-
mology with a similar domain in chicken. The FN isoform con-
taining ED-B (B-FN) is undetectable immunohistochemically in 
normal adult tissues, with the exception of tissues undergoing 
physiologic remodeling (e.g., endometrium and ovary) and during 
wound healing.20-24 By contrast, its expression in tumors and fetal 
tissues is high.20 Furthermore, we demonstrated that B-FN is a 
marker of angiogenesis25 and that endothelial cells invading tumor 
tissues migrate along ECM fibers containing B-FN.26 

We recently reported on the possibility to selectively target 
tumoral vasculature using a human recombinant antibody, 
Ll9(scFv),’3 specific for the B -FN isoforni.15-27 29 This observa-
tion paved the way for the antibody’s use in both in vivo diagnostic 
(immunoscintigraphy) and therapeutic approaches entailing the 
selective delivery of therapeutic radionuclides or toxic agents to 
tumoral vasculature. In addition. Birchier et al.30 showed that 
L19(scFv), chemically coupled to a photosensitizer. selectively 
accumulates in the newly formed blood vessels of the angiogenic 
rabbit cornea model and, after irradiation with near infrared light, 
mediates the complete and selective occlusion of ocular neovas-
culaturc. More recently, Nilsson et a1.’ reported that the immu-
noconjugate of L19(scFv) with the extracellular domain of tissue 
factor mediates selective infarction in different types of murine 
tumor models. Furthermore, fusion proteins of L19(scFv) and IL-2 
or IL- 12 have shown the enhanced therapeutic efficacy of these 2 
cytokines.32-33 Finally, since L19 reacts equally well with mouse 
and human ED-B, it can be used for both preclinical and clinical 
studies. 

Different antibody formats have shown diverse behavior in 
terms of in vivo stability, clearance and performance in tumor 

Grant sponsor: Associazione Italiana per IS Ricerca sul Cancro (AIRC): 
Grant number: EU B104-CT97-2149: Grant sponsor: Italian Health Min-
istry: Grant sponsor: Krebforschung Schweiz; Grant sponsor: Bunde.samt 
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targeting.34 In order to select the formats suitable for different (CMV) promoter, in order to obtain the construct pcDNA3-Ll9-
uossible clinical aenlications. we nrenared, characterized and in- SIP. 
vestigatcd the in vivo hiodistrihution of 3 L19 human molecules, 
namely, the dimeric scFv (scFv),, a small immunoprotein (SIP)35 
and a complete IgGi. 

MATERIAL AND METHODS 

Preparation and expression of scFv, small immunoprotein (SIP) 
and IgGI constructs. 

ScFv. The L   9(scFv) (Fig. I) is an affinity matured (Kd = 5.4 X 
10h1 M) antibody fragment specifically directed against the ED-B 
domain of fibronectin.3 The D1.3 (scFv),7.28 a mouse-anti-hen egg 
white lysozyme scFv, was used as a control. These scFvs were 
expressed in E. Cali strain HB2151 (Maxim Biotech, San Fran-
cisco. CA) according to Pini et al..16 

SIP. To construct the L19 small immunoprotein (1,19-SIP) gene 
(Fig. 1), the DNA sequence coding for the L19(scFv) was amplified 
by polymerase chain reaction (PCR) using Pwo DNA Polymerase 
(Roche Diagnostics, Milan. Italy), according to the manufacturer’s 
recommendations, with primers BC-618 (gtgtgcactcggaggtgcagct-
gttggagtctggg) and BC-619 (gcctccggatttgatttccaccttggtcccttggcc), 
containing the ApaLl and BspEI restriction sites, respectively. The 
amplification product was inserted ApaLlIBspEI in the pIJT-CSIP 
vector, which provides the scFv gene with a secretion signal 
required for secretion of proteins in the extracellular medium. The 
pUT-eSIP vector was obtained from the previously described 
pUT-SIP-long35 after substituting the human constant yl -CH3 
domain with the CH4 domain of the human IgE secretory isoform 
IgE-S2 (�2-CH4).37 CH4 is the domain that allows dimerization in 
the IgE molecule and the e isoform contains a cysteine at the 
carbosyterminal end, which stabilizes the IgE dimer through an 
interchain disulphide bond. In the final SIP molecule, the 
L19(scFv) was connected to the e2-CH4 domain by a short GGSG 
linker. The SIP gene was then excised from the plasmid pUT-
ESIP-LI 9 with HindlIl and EcoRl restriction enzymes and cloned 
into the mammalian expression vector pcDNA3 (Invitrogen, Gro-
ningen. The Netherlands), which contains the cytomegalovirus 

B LI98CFv/pDNS 

NotI 

HhU ALI BMW Ecom 

C LI9SIP/pCDNA3 

HkWM ApLI Xhd 

D L19HI90I/pCDNA3 

lEndlII ApaU DsiWI XhoI 

L19kUpCMV2 

FIGURE 1 - (a) Model of the domain structure of an FN subunit. The 
protein sequences undergoing alternative splicing are indicated in 
gray. As indicated, the epitope of the recombinant antibody L19 is 
localized within the repeat ED-B. Schemes of the constructs used to 
express L19(scFv) (h) L19-SIP (c): and L19-IgGl/K (d). 

The DNA sequence coding for Dl.3(scFv) was amplified using 
the primers BC-721 (ctcgtgcactcgcaggtgcagctgcaggagtca) and BC-
732 (ctctccggaccgtttgatctcgcgettggt) and inserted ApaLJIBspEI in 
the pUT-eSIP vector. The D1.3-SIP gene was then excised from 
the pUT-ESIP-D1.3 with Hindifi and EcoRl restriction enzymes 
and cloned into pcDNA3 in order to obtain the construct pcDNA3-
DI .3-SIP. 

These constructs were used to transfect SP2/0 murine mycloma 
cells (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD) 
using FuGENE 6 transfection reagent (Roche), following the pro-
tocol for adherent cells optimized by the manufacturer. Transfec-
tomas were grown in DMEM supplemented with 10% FCS and 
selected using 750 p.g/ml of Genetiein (G418. Calbiochem, San 
Diego, CA). 

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

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) and 
BC-697 (ctctcgtacgtttgatttccaccttggtcc). containing ApaLI and 
BsiWT restriction sites. respectively. After digestion with ApaLI 
and BsiWT, the amplification product was inserted in the vector 
pUT-SEC-hCK containing the secretion signal sequence and the 
sequence of the human constant K light chain. The recombinant 
light-chain gene was then excised from pUT-SEC-hCK-L19-VL 
with Hindlil and XhoI and inserted in the pCMV2A mammalian 
expression vector, derived from a pcDNA3 vector by removing the 
resistance gene to G418, to obtain the construct pCMV2-Ll 9-K. 

Equimolar amounts of these constructs were used to cotransfect 
SP2I0 murine myeloma cells as described above. Gencticin-se-
lected clones were screened by ELISA for their ability to secrete 
chimeric immunoglobulin complete with heavy and light chains. 

All DNA constructs were purified 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 Diagnostics, with the exception of BsiWI (New 
England Biolabs, Beverly, MA). After RE digestion, inserts and 
vectors were recovered from agarose gels using the Qiaquick 
method Qiagen). 

Purification and quality control of antibodies 
Immunoaffinity chromatography was performed to purify the 

different antibodies according to the procedure described by 
Carnemolla et al. 27 

ED-B conjugated to Sepharose 4B (Amersham Pharmacia, Upp-
sala, Sweden) following the manufacturer’s iflsirUctionS27 was 
used to immunopurify all different L19 antibody formats, while a 
column of hen egg white lysozyme (Sigma, St. Louis, MO) con-
jugated to Sepharose 4B (Amersham Pharmacia) was used for 
D1.3 antibodies. 

The immunopurifled 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 iminunoaffinity chroma-
tography are made up of 2 forms, monomeric and dimeric, a 
second purification step, as described by Demartis et al. ,29 was 
required to isolate the latter dimeric form. 

Batches of the different antibody formats were prepared and 
analyzed using SDS-PAGE under reducing and nonredueing eon-
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of angiotzcnesis. can be stably labelled with iodine -125 
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ing the F9 murine teratocarcinoma and 9:1 in mice bear-
ing an FES rat sarcoma. As expected, all other organs 
(including kidney) contained significantly less ra(hoac-
tivity than the tumour. Since the ED-B domain of fibro-
nectin has an identical sequence in mouse and man, 
scFv(119) is a pan-species antibody and the results pre-
sented here suggest clinical utility of rudiolabelled 
,-,cFvt  for the scintiraphic detection of angiogenesis 
in vivo. Furthermore, it should now be possible to in\es 
ligate sci-vi L1"h for the selective delivery of tAt to the 
tumour neovasculature, causing the selecti e death of tu-
niour cudothelial cells and tumour collapse 
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Introduction 

The proliferation of new blood ’vessels from pre-extsring 
ones (aIitl Citesis) is a rare prowess in the adult, except 
in the eonte t Of the female reprndus’tt e cycle. Howei 
ci. angingeriests is a L;ltaIac’terisnc feature of aggressive 
solid tuinlurs and of other diseases, such as age-related 
uiacular degeneration, diabetic retinopathy, psoriasis and 
rheumatoid arthritis II . Molecules capable of sltively 
targeting new blood vessels, but not pre-existing blood 
vessels and healthy tissues, may open signitieaiit diag. 
nostic and therapeutic opportunities. 

A good-quality marker for both tumoural and non-tu 
moural neova.sculaturc is the extra-domain 13 (ED-R) of 
fibronectin - a sequence of 91 amino acids identical in 
mouse, rat, rabbit, dog and man, that can be inserted into 
the fibronectin molecule by a mechanism of alternative 
splicing 12. . 41. Fibritnectin containing ED-B (R-FN) is 
it naturally occurring marker of angiogenesis, which ac-
cumulates around neovascular structures in aggressive 
tuniours and oilicr tissues undergoing angiogenesis. such 
as the endcuncrriuin in the proliferative phase and sonic 
ocular structures in pathological conditions, but is i’tlici - 

ise tindeleclahle in normal adult tjSs&as. 
Ti date, the production of niirnoelonial antibodies that 

direells recoenise the ED-B donialit in B -EN has not 
been possible LisitiC hhridonm teehnokti’, because of 
tolerance. This problem. however, could he ercimle 
using antibody phngc technology with large synthetic an -
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Abstract 
Purpose: ED-B fibronectin is expressed only during 

anglogenic processes and in tissues undergoing growth 
and/or extensive remodeling. We demonstrated previously 
the possibility to target and selectively deliver therapeutic 
substances to tumor vasculature in experimental animal 
models using a human recombinant antibody fragment, L19, 
specific for the ED-B domain of fibronectin. Here we eval-
uate the possibility of targeting primary tumors and meta-
static lesions in cancer patients through Immunoscintigra-
phy using ’231-labeled dimeric L19 1L19(scFv)aI. 

Experimental Design: Twenty patients (34-79 years of 
age) with lung, colorectal, or brain cancer, whose tumors 
had been confirmed by Imaging techniques and/or histolog-
ically. were admitted to the immunoscintigraphic investiga-
tion. 

Results: The dimeric L19 antibody selectively localized 
in tumor lesions in aggressive types of lung cancer and 
colorectal cancer. Because ED-B fibronectin Is expressed 
only during anglogenlc processes and In tissues undergoing 
growth and/or extensive remodeling, L19(scFv)2 Is able to 
distinguish between quiescent and actively growing lesions. 
No side effects were observed. 
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Conclusions: The ability of L19(scFv)2 to target tumors 
in patients provides the foundations for new therapeutic 
applications, In which the L19 antibody is engineered to 
selectively deliver bloactive molecules to primary tumors as 
well as to metastases. 

Introduction 
Angiogenesis, i.e., the proliferation of new blood vessels 

from pre-existing ones, is a characteristic feature of aggressive 
solid tumors and other relevant disorders, such as age-related 
macular degeneration, diabetic retinopathy, and rheumatoid ar-
thritis (1-3). The switch of solid tumors from a poorly vascu-
larized state to a condition in which exuberant angiogenesis 
provides tumor cells with oxygen and nutrients often corre-
sponds to the onset of a more aggressive phenotype (4). 

The noninvasive imaging of angiogenesis and tissue re-
modeling processes in vivo would prove to be dramatically 
advantageous over current methods, because it would yield 
information about both the location and the growth dynamics of 
lesions. Because neuvaseulature and tissue remodeling are re-
quired for the growth of all aggressive solid tumors, the same 
imaging approach could be used for different types of cancer. 
Furthermore, the proven ability of a molecule (e.g., a human 
monoclonal antibody fragment) to selectively localize in new 
blood vessels or actively remodeling tissues would herald a 
number of therapeutic strategies in which bioactive compounds 
are selectively targeted to angiogenic sites (5, 6). 

Imaging of angiogenesis in animal models and in patients 
with cancer has been attempted, using computed tomography. 
MRI, ultrasound, and scintigraphic techniques, to assess 
changes in vascular permeability and tumor blood flow during 
anliangiogenic therapy (7). However, a quantitative distinction 
between vascularity and angiogenesis would be expedient, be-
cause a number of benign tumors are known to be highly 
vascular despite a low rate of new blood vessel formation (8). 
Imaging of angiogenesis using molecular targeting agents (e.g., 
antibody fragments) may provide the means to achieve this goal. 

Specific ligands of the integi-in zv03 have been used for 
imaging of angiogenesis in preclinieal models (9, 10), but re-
sults from an immunoseintigraphic clinical trial with the human-
ized antiavl33 antibody Vitaxin has thus far been disappointing 
(11). We focused our attention on the ED-B3 of fibronectin, a 
marker of angiogenesis and tissue remodeling (8, 12-15). This 
sequence of 91 amino acids, identical in mouse, rat, rabbit, dog, 
and humans, can be inserted into the fibronectin molecule by a 
mechanism of alternative splicing at the level of the primary 
fibronectin transcript. Fibroneetin containing ED-B (B-FN) ac-

The abbreviations used are: ED-B. extra-domain 8; 1231 iodine-123; 
SPECT. single-photon emission computerized tomography: CT, com-
puterized tomography; MRI, magnetic resonance imaging. 
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present invention show different reactivity. Furthermore, the BCI antibody 

recognises domain 7 alone, and domain 7-8 of fibronectin in the absence of the 

ED-B domain (Carnemolla et al. 1992, J, Biol. Chem. 267, 24689-24692), Such 

epitopes could be produced in by proteolytic degradation of FN molecules, 

The advantage of the reagents according to the present invention is that they can 

localise on FN molecules or fragments only if they contain the ED-B domain. 

For the diagnosis of cancer, and more specifically for imaging primary and 

secondary tumour lesions, immunoscintigraphy is one of the techniques of choice. 

In this methodology, patients are imaged with a suitable device (e.g., a gamma 

io camera), after having been injected with radiolabelled compound (e.g., a 

ràdionuclide linked to a suitable vehicle). For scintigraphic applications, short-lived 

gamma emitters such as technetium-99m, iodine-123 or indium-Ill are typically 

used, in order to minimise exposure of the patient to ionising radiations. 

The most frequently used radionuclide in Nuclear Medicihe Departments is 

technetium-99m (99mTc), a gamma enitter with half-life of six hours. Patients 

injected with 99mTc-based radiopharmceuticaIs can typically be imaged up to 12-

24 hours after injections: however, accumulation of the nuclide on the lesion of 

interest at earlier time points is desirable. 

Furthermore, if antibodies capable of rapid and selective localisation on newly-

20 formed blood vessels were available, researchers would be stimulated to search 

for other suitable molecules to conjugate to antibodies, in order to achieve 

diagnostic and/or therapeutic benefit. 

Summary of the Invention 

Considering the need of nuclear medicine for radiopharmaceuticals capable of 

2 localising tumour lesions few hours after injection, and the information that 

antibody affinity appears to influence its performance in targeting of angiogenesis, 

it is an object of the present invention to produce antibodies specific for the ED-B 

domain of fibronectin with sub-nanomolar dissociation constant (for a review on 

the definitions and measurements of antibody-antigen affinity, see Ned et at. 

30 (1996). Trends in Biotechnol. 14, 465-470). A further object of the present 

invention is to provide radiolabetled antibodies in suitable format, directed against 

the ED-B domain of fibronectin, that detect tumour lesions already few hours after 


