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Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios 64 a 220 10/Septiembre/2008
Reivindicaciones: Folios 221 a 233 10/Septiembre/2008
Folios 384 a 396 03/Mayo/2010
Dibujos: Folios 235 a 263 10/Septiembre/2008
Secuencias. ' Folios 264 a 333 10/Septiembre/2008
Prioridad: US 60/781,346 10/Marzo/2006
US 60/891,248 23/Febrero/2007

2. Analisis de la Prioridad

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque esta solicitud fue presentada dentro
del plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la
prioridad reivindicada.

3. Objeto de ia invencién

Titulo de la solicitud: "Anticuerpos Anti-5T4 y Usos de los Mismos”,

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de suministrar

nuevos anticuerpos anti-5T4, conjugados anti-5T4/farmaco, métodos para producir
los anticuerpos descritos y conjugados de anticuerpo/farmaco.
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Para resolver este problema tecnico la solicitud en estudio proporciona anticuerpos

que se unen de manera especifica al antigeno 5T4 humano, en donde el anticuerpo
(a) comprende un dominio de unién a antigeno de los anticuerpos A1, A2, o A3
murinos; (b) compite para la unién de 5T4 con los anticuerpos A1, A2, 0 A3 murinos;
(c) se une a un epitopo de 5T4 unido por los anticuerpos A1, A2, o A3; o (d)
comprende un farmaco de unién a 5T4 de un anticuerpo de {(a) — (¢).

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacién Internacional de
Patentes (CIP): CO7K 16/00, A61K 39/395 y CO7K 14/47.

4. No es una invencion (Art 15 D 486 literal (b))

£l objeto de las reivindicaciones 1, 3 - 10y 40 — 47 no se considera una invencién,
de acuerdo con el Art citado.

5. Reivindicaciones relativas a un uso o0 a un sequndo uso (Art 14y 21 D 486)

No obstante, las reivindicaciones 36 - 39 se encuentran encabezadas como
composicion, esta se encuentra definida por su uso, por lo tanto no es patentable de
acuerdo con el Art 14.

6. De la Solicitud de Patente
Titulo

El titulo de la solicitud hace referencia a "usos”, se sugiere modificar el titulo
eliminando la referencia a los mismos, puesto que, estos no son patentables.

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

lLa reivindicacion 11 se refiere a un anticuerpo humanizado o quimérico, sin definir
sus secuencias, esta forma de definirlo no es adecuada porque no permite
caracterizar al anticuerpo. Se sugiere definir al anticuerpo por su estructura completa
con las secuencias que o conforman en la cadena ligera y cadena pesada, o las
secuencias variables de las cadenas ligera y pesada incluyendo las secuencias de
los 6 CDR’s que conforman ambas cadenas.

Las reivindicaciones 16, 17 y 18 — 25 se refieren a fragmentos de los anticuerpos
nombrando diferentes secuencias para la regidn variable de cadena pesada y
cadena ligera que no son estructuras activas, probadas, ni definidas; también se
encuentra la expresion al menos 2 CDRs, fa cual ho es aceptable puesto que es
conocido en el campo técnico que pequefas variaciones en las secuencias del
anticuerpo influyen en su union con el antigeno, especialmente si estas se realizan
en los CDRs. Adicionalmente, se da lugar a una serie de combinaciones entre las
secuencias variables de cadena ligera y cadena pesada que no encuentran soporte
en la descripcion. No es posible definir un anticuerpo por fragmentos del mismo por
lo cual se sugiere caracterizarlo a partir de su estructura completa, mencionando las
secuencias que lo conforman en la cadena ligera y cadena pesada, o las secuencias
variables de las cadenas ligera y pesada incluyendo las secuencias de fos 6 CDR's
que conforman ambas cadenas, restringiendo la solicitud a los anticuerpos que
presentan alguna modificacion, tales como los humanizados o quiméricos, puesto
que anticuerpos murinos o fragmentos de les mismos no se consideran una
invencion.
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No es claro a que se refiere el solicitante con un anticuerpo quimérico humanizado
en las reivindicaciones 12 — 16 y 18, debido a que estas reivindicaciones son
dependientes de la reivindicacion 11 o de alguna reivindicacion dependiente de ésta,
se piensa que puede ser un error de trascripcion y gue el solicitante se refiere a un
anticuerpo quimeérico o humanizado. Se sugiere realizar las correcciones vy
aclaraciones necesarnas.

Las reivindicaciones 12 — 15 no son concisas porque se refieren a las regiones
constantes definiendolas por ser humanas, porque se derivan de una cadena
constante de cadena ligera kappa humana, porque se derivan de IgG1, IgG2, IgG3 o
IgG4 humana, definiéndolas de forma general e impidiendo definir el alcance de la
invencion. Se reitera la sugerencia de definir al anticuerpo por su estructura
completa.

Los porcentajes de identidad nombrados en las reivindicaciones 17, 24, 25, 46 y 47
no son aceptables porgue no permiten definir una secuencia exacta, ni caracterizar
un anticuerpo, ademas es conocido en el campo técnico que peguenas variaciones
en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo pueden afectar su unién con el
antigeno. Se sugiere eliminar los porcentajes de identidad del pliego reivindicatorio.

Las reivindicaciones 26 — 30, 34 y 36 definen los componentes de un conjugado que
se puede encontrar en una cOMPOSIcion, como un anticuerpo de la reivindicacion 1,
el cual no se encuentra apropiadamente caracterizado; un farmaco, sin definir a cual
farmaco se refiere el solicitante, o definiendolo por su funcionalidad, efecto
terapéutico o mecanismo de accién; y un ligador, que tampoco se encuentra
definido. Esta forma de reivindicar no es adecuada porque no define al un
anticuerpo, al farmaco ni al ligador como tal, adicionalmente solo se encuentra
soporte cuando el farmaco es caliqueamicina y el ligador es 4-(4-
acetilfenoxi)butandico. Se sugiere restringir la solicitud a wuna razonable
generalizacién de 1o que se encuentra debidamente soportado en el capitulo
descriptivo incluyendo en la reivindicacion independiente el anticuerpo definido por
su estructura completa, el farmaco y el ligador.

No es claro a gue se refiere el solicitante con la palabra anélogo de la reivindicacion
32, se sugiere realizar las aclaraciones necesarias.

Las reivindicaciones 36 — 39 indican el uso que puede darse al producto reivindicado,
y ademas hace alusién a meétodos de tratamiento, los cuales no son patentable y no
corresponde a una caracteristica técnica que defina a la invencion. Adicionalmente,
no se encuentra soporte de la obtencion ¢ prueba de alguna composicion dentro del
capitulo descriptivo, por lo cual se sugiere eliminar estas reivindicaciones.

En las reivindicaciones 46 y 47 se reclaman acidos nucleicos murinos vy
humanizados, los acidos nucleicos de secuencias 1, 3, 5,7, 9y 11 son murinos y por
lo tanto se encuentran exceptuados de patentabilidad segun el Art. 15, literal (b), se
solicita restringir estas reivindicaciones a los polinucledtidos que han sido
modificados tales como los humanizados.

Ademas de restringir las reivindicaciones 46 y 47 unicamente a materia que es objeto
de patentabilidad, se sugiere eliminar las definiciones por resultado a alcanzar, ya
que estas reivindicaciones se refieren a un acido nucleico que hibridiza de manera
especifica al complemento de cualquiera de (a) - (d) bajo condiciones de hibridacion
severa, esto no define al acido nucleico, puesto que la reivindicacion incluiria no sélo
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la solucién propuesta por el solicitante, sino todas las alternativas presentes o futuras
que lleguen a ese resultado. Se sugiere restringir estas reivindicacicnes a las
caracteristicas esenciales del acido nucleico que corresponde a su secuencia exacta
de nucleotidos.

Descripcion (Art 28 D 486)

Durante la lectura del capitulo descriptivo se encuentra varias veces el signo de
interrogacion (Por ejemplo, Pag. 69, linea 15, Fl. 132; Pag. 156, linea 10 - Pag. 157,
linea 5, Fls. 219y 220), no es claro su significado, por lo cual, se sugiere realizar las
aclaraciones necesarias.

No es claro porque en la tabla 1 (Pag. 126 y 127, Fis. 189 y 190) diferentes
secuencias corresponden a la regién variable de cadena pesada del anticuerpo A1y
en la tabla 2 (Pag. 128, FI. 191) se encuentran dos secuencias diferentes para la
region variable de cadena pesada para cada uno de los anticuerpos A1, A2y A3. Se
sclicita realizar las aclaraciones necesarias.

En la tabla 3 la ultima columna corresponde a “Kg (1", no es claro cual es su
significado. Se sugiere realizar las aclaraciones necesarias.

En el pliego descriptivo se nombra al anticuerpo A43 (Pag. 130, linea 11, F1. 193}, sin
embargo no se encuentra referencia al mismo en otra parte del capitulo descriptivo,
por lo cual, éste puede corresponder a un error de digitacion. Se sugiere realizar las
aclaraciones o correcciones necesarias.

Se solicita incluir el significado de CMA-876 en el capitulo descriptivo, puesto que
éste se define como un conjugado anti-CD33/caliqueamicina (Pag. 141, linea 17, Fl.
204) sin definir a cual anticuerpo anti-CD33 se refiere el solicitante.

Existe una inconsistencia en la informaciéon del capitulo descriptivo, porque en la
Pag. 145 (lineas 19 - 22, Fl. 208) se encuentra que ias secuencias SEQ ID Nos. 52y
54 corresponden a regiones variables de cadena pesada A1 humanizadas, y en la
tabla 10 (Pag. 147, Fl. 210) estas secuencias aparecen como secuencias de la
region variable de cadena ligera.

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias.
7. Determinacion del Estado de la Técnica
El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la

solicitud de prioridad: 10/Marzo/2006 y se encontraron los siguientes documentos
que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de Publicacion
MYERS, K. ET Targeting Immune Effector
AL, Cancer Gene Molecules to Human Tumor Cells
D1 ) . 2002
Therapy, Vol. 9, Through Genetic Delivery of 5T4-
Pags. 884 - 886 Specific scFv Fusion Proteins
D2 WO 03/039098 5T4 Ligand 08/Maye/2003

D1 divulga (Pag. 884, FI. 405) un anticuerpo quimérico gue se une a la glicoproteina
5T4 y la utilidad de los anticuerpos monoclonales dirigidos a antigenos asociados a
tumores solos o unidos a sustancias terapéuticas como caligueamicina.
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D2hitp:/iworldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocurnent?CC=WO&NR=03038098A2&K
C=A2&FT=DAND=4&date=20030508&DB=8&locale=en EP divulga (Pag. 3, lineas 21 -28; Pag.

5. lineas 8 - 17) un anticuerpo que se liga a 5T4, el cual se une a agentes citotoxicos
como la caliqueamicina

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Nive! Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 11 consiste en un anticuerpo de conformidad con la reivindicacion
2, caracterizado porque es un anticuerpo anti-5T4 humanizado o quimérico.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracleristicas esenciales D1 D2 ‘

. Anticuerpo anti-6T4 Anticuerpo anti-5T4 Anticuerpo anti-5T4
Humanizado o quimérico de los Quimeérico Puede ser quimerico o |
_anticuerpos murinos A1, A2 g A3 humanizado |

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la
invencion definida en la reivindicacion 1 porque divulgan anticuerpos anti-5T4. El
documento D1 revela un anticuerpo quimérico que se unen a 5T4 (Pag. 884, Fl.
405). El documento D2 ensefia un anticuerpo que se liga a 5T4 que puede ser
quimeérico o humanizado (Pag. 3, lineas 21 - 28; Pag. 15, linea 26 — Pag. 16, linea
21).

El documente D1 también divulga que el anticuerpo contiene una region constante
de igG1 (Pag. 884, Fl. 405) y el polinucledtido que lo codifica (Pag. 886, FI. 406).

El documento D2 ademas ensefia los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo
anti-5T4 (Pag. 20, lineas 6 — 25)

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacion 11 y el anticuerpo del
documento D1 es que el anticuerpo es derivado de los anticuerpos murinos A1, A2 0
A3y que el anticuerpo también puede ser humanizado.

El efecto que logran los anticuerpos quimericos ¢ humanizados derivados de los
anticuerpos A1, A2 0 A3 es su union a 5T4.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencién se
puede formular asi: "como obtener un anticuerpo anti-5T4 alternativo al anticuerpo
guimerico del documento D1,

Sin embargo, la union especifica a la glicoproteina 5T4 de un anticuerpo
guimerico ya se divulgaba en el documento D1 (Pag. 884, Fl. 405; Pag. 892,
Fl. 407) y no se observa ningun efecto técnico inesperado, ni la solucion a
algtin problema técnico por parte del anticuerpo de la solicitud.
Adicionalmente, el documento D2 ensena que el anticuerpo anti-5T4 puede
ser humanizado (Pag. 3. linea 24)

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, obtendria
un anticuerpo anti-5T4 quimérico alternativo al anticuerpo quimérico dei documento
D1 o un anticuerpo humanizado como se ensefia en el documento D2 sin lograr

ningun efecto técnico inesperado para llegar asi al objeto de la reivindicacion 11 de
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la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Puesto que las relvindicaciones dependientes 12 — 25 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusion;

La reivindicacion 11 - 25 cumple el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumplen
con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

La reivindicacidon 26 consiste en: un conjugado de anticuerpo/farmaco para
distribucién de farmaco, caracterizado porque comprende:

(a)Un anticuerpo de acuerdo a la reivindicacion 1; y

{b)Un farmaco, que esta unido directa o indirectamente al anticuerpo.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica;

Caracteristicas esenciales 2] | - D2 -|
~ Conjugado caracterizado porque Conjugado que i Conjugado que ‘
comprende: comprende: | comprende:

_Un anticuerpo anti-5T4 A1, A2 0 A3 :‘:tti'csuﬁpo qUIMENCO = Anticuerpo anti-5T4 |
. . !

Un farmaco unido directa o

indirectamente [ Agente terapéutico : Agente citotdxico |

Los documentos D1 y D2 constituyen el estado de la técnica cercano a la invencién
porque dan a conocer conjugados de anticuerpos anti-5T4 y un farmaco. El
documento D1 divulga un anticuerpo anti-5T4 unido a un agente terapéutico (P4g.
884, Fi. 405). El documento D2 da a conocer un anticuerpo anti-5T4 unido a un
agente citotdxico (Pag. 2, lineas 18 y 19; Pag. 37, reivindicaciones 2, 3y 8).

El documento D1 también ensefia a la caliqueamicina como agente citotdxico para
formar el conjugado (Pag. 884, Fi. 405).

Ademas, el documento D2 revela que agentes terapéuticos adecuados pueden ser
aquellos gue tienen efecto sobre la estructura o funcion de la célula, por ejemplo los
que tienen efecto sobre la proliferacion celular, o un agente citotdxico, que el agente
citotoxico preferido es caligueamicina y que se pueden unir también agentes para la
deteccion de células tumorales como agentes radiomarcados (Pag. 5, lineas 9 - 28;
Pag. 24, linea 24 — Pag. 27, linea 13), que se pueden utilizar ligadores (Pag. 5, linea
30 — Pag. 6, linea 6); y las composiciones de ios conjugados (Pag. 28, linea 30 -
Pag. 31, linea 15).

El conjugado de esta solicitud se diferencia de los conjugados del documento D1y
D2 en el anticuerpo A1, A2 o A3.

El hecho de utilizar el anticuerpo A1, A2 0 A3 el conjugadoe de los documentos D1 o
D2 es la disminucion de la viabilidad de células de carcinoma humanas (Pag. 140,
lineas 2 - 5, FI. 203).

Por tanto, el problema técnico objetivo consiste en “como obtener un conjugado de
un anticuerpo anti-6T4 y un farmaco para disminuir la viabilidad de células de
carcinoma humanas”.

El documento D1 ya ensefaba que los anticuerpos monoclonales gue se unen
especificamente a células tumorales humanas que expresan 5T4 son usados
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para direccionar agentes terapéuticos (Pag. 884, Fl. 405), y el documento D2
da a conocer que cuando un ligando de 5T4 se une al antigeno 5T4 de la
superficie de células tumorales, el complejo es internalizado, y que por lo tanto
este mecanismo permite la entrega de farmacos al interior de la célula (Pag. 2,
lineas 12 — 16).

La reivindicacion es obvia, porque la persona del oficio normalmente versada en Ia
materia enfrentada al problema de obtendria un conjugado de un anticuerpo anti-5T4
y un farmaco como un agente citotdxico segun las ensefianzas de los documentos
D1y D2, logrando de esta forma el conjugado de esta solicitud.

Puesto que las reivindicaciones dependientes 27 — 38 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusién:
Las reivindicaciones 26 — 39 cumplen el requisito de novedad (Art. 186), pero no
cumplen con el reguisito de nivel inventivo (Art. 18).

9. Conclusion

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

- item  Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
- | MYERS, K. ET AL,
D1 Cancer Gene 11-39 Nivel Inventivo

. Therapy, Vol. 9,
| Pags. 884 - 896
D2 . WO 03/039098 11-39 Nivel Inventivo

En cumplimiento det articulo 45 de la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacién 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 concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
' quinto del titulo primaro de la Circular Unica No. 10 de 2001.

. JESUS ¥ERNEL GARCIA GARCIA
Director de Nuevas Creaciones (C)

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

38 L. z7p

Elaborago por: Jeny Paola Villate Bece@(rfa,f’.w late

Revisado por: Consuelo Leguizamaén
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Targeting immune effector molecules to human
tumor cells through genetic delivery of 5T4-specific
scFv fusion proteins

Kevin A Myers,! Matthew G R}-'an," Peter L Stern,” David M Shaw,”> M Jim Embleton,’
susan M Kingsman.' and Miles W Carroll!

Chdtocd BioMedooa UK Lid. Mediovar Centre. Oxford Science Park, Oxford, UK: ~Immunology Deparnnent;
Vedicat Oueadogy, Paterson Instituie For Cancer Research, Christie Hospital, Manchesrer, UK,
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CHIeC Ty constant fieavy chain {(LseFv—Hvy1), and B7.1-
Pased N-termina’ to the 3T4 sefv-MH (BT -scFv-MH ). To
mke LseFyy the sequence encoding a translation initintion
soqueniee aid the human immunoglobulin kappa light chain
wpnai peplide was syntiesized as two complementary
stnzle-stranded oligonucleorides. When annealed. the dou-
e - stranded oligo contans an mternal Vol site at the 5" end
wirh o Yhal-compatible 87 overhang and a Psil-compatible
3ooverthany, (etagacteparCCACT ATG GGA TGG AGC
TGTATCATO CTC TTCOTTG GTA GCA ACA GCT ACA
et QT NG TOCO GAG OTC CAG ctger and ¢ CTO
Al 1O G0 TG GAC ACC TOGT AGC TGT TGO
CAD U AN GAN GAG GAT GAT ACA GOT CCA TCC

R TR AT A7) NNl

st T vt ade

CAT GGTGGetegagt). This was claned into pBluescnpi 1
( Becton Dickinson, Cowley, Oxford, Oxfordshire. LK), pre-
viousty restricted with Yhal and Pull w create pBSTI
Leader,

The 3T4 seFv was amplilicd by PCR from pHEN | uaing a
3" oligonucleotide (hal incorparates a Py site at the 3" (GTC
CAG CTG CAG CAG TCT GG) in conjuncuion with one of
three 3" oligonucieatides — one of which incorporates a
HHindtll site at the end of the product (CG TTT GAT TTC
AAG CTT GGT GO for fusion with the [Ty1, one which
meorporates a stop codon and a Aol site (CTC CTC GAG
TTA CCG TTT GAT TTC CAG GGT GC ), and one which
contains a coding sequence for the c-mye epitope and
polvhistidine {6 » His) tag preceding a stop codon adjacent
to a terminal A%l site (3°-CTC CTC GAG TCA ATG GTG
ATG GTG ATG ATG GTC GAC GGCGCTATT CAG ATC
CTC TTC TGA GAT GAG-31 The PCR products were
then restricted with the appropriate enzvimes and inserted
into pBSI/Leader, creating LseFv. Lsebv-MH., and Lsefv
without a stop codon.

The HigGl constant vegon was amplificd by POR from
the cloned gene (a kind gift Hom M Broggemann 1 using
oligonucleotides that incorporate a HindHF site at the 5" end
and a Xhol site atthe 3’ end (geac AAG CTT gan atc aaa cgp
GCC TCC ACC AAG GGC CCA and gege ctegag TCA
TTT ACC CGG AGA CAG GG This was then restricted
with those enzymes and inserted im0 pBSIT containing
LscFv without a stop codon. creating LscFv—Hvyl. The
entire fusion construct can then be excited as a single
cassetie with Yhol (see Fig 2).

Construction of the fusion protein B7-scFv involved the
sequential fusion of three components: the murine B7.1 EC
domain, a bridging flexible (Gly Scri: polylinker, and the
scFv, both tagged and untagged. The flexible polyhinker was
generated by annealing rvo complementary eligenucleotides
(3-GGG GGT GGT GGG AGC GGT GGT GGC GGC
AGT GGC GGC GGC GGA a-3 and 3-CT AGT TCC

_|a.—-npz y"{- Vo %Hrkwl V. mh‘lyc N His F

W— (T Linker

Figure 2 Flsioe ~rolen constructs A: The ST4scFv consisting of a secratory leader sequence N-terminal o the V, and ¥V, domains joined by a
© o3y Bery onake wnd imowding a © -tenmimal Myc -His tag. The same construct without the tag was also made, B: The B7-5T4scFv construct
<oy Geterrena Mo -3 tag he same corsiruct without the tag was also made. C: The 5T4scPv directly fused o the constant heavy

ket of umen 19Gt
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o s b causan porein peseu immunaotherapy

KA Myvers ef af

(A) U937
] Celis alone
- ﬁ
{1°} aCDG4-FITC

Cells + IFN.y ;
/‘ \ (1°} eCDB4-FITC

f ._H\v;

-

{B) U937

{1") Untransducd cell supernt
(2°) u=HIgG-FITC

"y

{1°} scFv-My1
{2°) a-HigG-FITC

i Cellg+ [FN- :
/ {1°) seFv-Hyt
{2%) a~HIgG-FITC

\

et -r-

Flgure 8 FAU S companson between e binding of anti-CDB2 and scFv— Hv1 16 U937 cells. The monablast cell line, U937, treated or untreated
s vath IFNS was madbated with erther arti-CDEB4-FITC (A) or scFv—Hy1 (B). The scFv-Hy1 was then detected using anh-HigG-
i l \Z Tne skl in fluorescence wag compared 1o cslis alona {no fluorgscent antibady added at all),

Ivnunohistod e micaf
jai g

analvsis with the  scFv fusion
It nus been shown previously that, lke the parent mAb, the
seFv-MH lahels the syncytiotrophoblast laver of human
placenta. ™ Fioure 4 shows that the B7—scFv-MH likewise
punds to human svneyuotrephoblast, indicating that the
70 RO doman does not hinder binding o nuttve 5T4

S NG SLEDING A s seen with ante-mve YE10 antibody

[N YO

AR Ladys s deaonsniiatos hinding or the s Fyvotusion
s b the ST target antipen

Tovdetermme ([ the seFyv fusion proteins are specific {or the
paman 514 antreren. FACS anadyvsis was carmted out using a
andse tibroblast cell Iime transfected wah the human 3T
SN CAY SEand ghe same hine transtected with the
Bearny Cin pesistunce gene alone (A%-neo ). Fiyure 5. A and
H wowes that the BY scFv-AH binds to AY-5T4 cells bui
not the A9-neo cells, confirminy that the sckv is binding to
the target antigen and not to some other molecule on the
AR cells. Figure 3¢ demonstiates binding of the seFyv-MH
e AY STS cells The binding of hathh B7  seFv-MH and
- Fy-AH can be ainhtbited by the 3T4 mADL from which the
oty s dersved tdata not shownn Similarly, the scFv—Hyl
cowiluet demonstrates at deast 1 log shuft in fluorescence
gy on e STH-positive cells coinpared 10 the control
sl construet. when detected with rabbit anti -HTgG-
FITC Fug 0 Again no shuft occurs with A%-nco calls
tFig oBoo Competion FACS analvsis demonstrated that
e coneentrated supermatant from the cells ranstected with
diowehby construet did indeed contain scFv protein because
s saperiaiant was able w block the hinding of the seFv-
[ 4 to the 34 anngen on the AY-3Td cells (Fig 6C ). The
P Hy b was also sbown to hiad o the human ovarnan
covemonta Hine (PAT L which expresses native 5T4 al the
o surface {Fig 6.

tn addiuen, it was demanstrated that the production of the
fu=<ton protefit froum an MUV -based construct within the celi
ieids 1o seereton of thye protein from the cell and binding to
W vl sarteee ot e ransduced el vxpressed the ST4

w2 Fuane 7 oshows FACS analvars of o marine calon

vk e L

cancer ceil line. CT26, expressing human 3T4, compared
to UT26 only expressing neomycein, after transduction with
the MLV-LscFvHyl construct. Using the anti-HigG-
FITC antubody, HigG is defected at the surface of the
CT26-5T4 cells but not the CT26-nco cells. T the cells
are permeabilized, then HlgG s deteered in the CT26-nco
transductants { data not shown), indicating thar the tack of
detection of Hl1gG at the cell surface is not due o a lack of
production of the protein within the celi. This also in-
dicates that the scFv--Hvyl protein is binding 1o tha 374 on
the cell surface of the CT26-3T4 cells swther than bemng
trapped in the membrane or binding nonspecitically o the
cells. Thus. genetie delivery of these immuneconjogates in
vive has the potential to result in binding of active protein
to the swface of any wimor cell expressing 5T4 (hoth

A9-5T4

(17} scFv-MH
{2°) CTLA-4-Ig
(3®) o~-Mig-FITC

(1°) B7-scFv-MH
(2°) CTLA4-Ig
(3°) a-Mig-FITC

1 0" |o' L\/\‘\M
Figure 8 FACS analysis of B7 -scFv binding to both 574 and CTLA -
4, To demonstrate simultanecus binding of the B7 extracellular
domain to a ligand, CTLA-4, while the scFv is bound {a its target
antigen, A%-5T4 cells were incubated with ether scFv-MH {as a
negative control) or B7 ~scFv- MH, followed by CTLA -4 in the form of
a fusion protein with mouse Ig at the C-terminus. This was then
detected using FITC- conjugatled antmouse ig.
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