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DESCRIPCION
Inhibidores de la HSP90 extracelular
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los tumores malignos desprenden células, que migran a nuevos tejidos y generan tumores secundarios. El proceso
de generacion de tumores secundarios se denomina metastasis, proceso complejo en el cual las células tumorales
colonizan lugares distantes del tumor primario. Liotta ((1986) Cancer Res. 46, 1-7) ha propuesto una hip6tesis en
tres etapas para el proceso de formacidon de metastasis: La primera etapa es la adherencia de la célula tumoral a
través de los receptores de la superficie celular. A continuacioén, la célula tumoral anclada segrega enzimas, que
pueden degradar localmente la matriz. Lo mas probable es que la lisis de la matriz tenga lugar en una region
altamente localizada cercana a la superficie de la célula tumoral. La tercera etapa es el desplazamiento de la célula
tumoral al interior de la regién de la matriz modificada mediante proteolisis. Asi, la invasiéon de la matriz no se debe
simplemente a la presion debida al crecimiento pasivo si no que necesita de mecanismos bioguimicos activos. La
degradacion del tejido normal circundante es una caracteristica central de la capacidad invasora de los tumores
malignos. El proceso de formacion de metastasis depende de la capacidad invasora de las células tumorales. Por lo
tanto, seria util desarrollar farmacos que inhiban la capacidad invasora y, de este modo, eviten las metastasis de los
tumores primarios.

Recientemente, la investigacion se ha centrado en la identificacion de proteinas especificas involucradas en las
metastasis, que pueden utilizarse como base para un mejor diagnéstico o para estrategias terapéuticas mejoradas.
Una de las proteinas que se ha identificado como una molécula chaperona molecular y que es esencial para la
estabilidad y funcion de diversas proteinas oncogénicas es la proteina de choque térmico 90 (Hsp90). Este nombre
es un término genérico utilizado para describir dos isoformas denominadas Hsp90 a y B. La estructura y funcion de
las isoformas de Hsp90 se describe en Csermely y otros: Pharmacol. Ther. Vol. 79, 1998, n°. 2, The 90-kDa
Molecular Chaperone Family: Structure, Function, and Clinical Applications. A Comprehensive Review (“La familia de
chaperonas moleculares de 90 kDa: Estructura funcién y aplicaciones clinicas. Una revisién completa”), p. 131, p.
146. Hsp90 es una de las chaperonas més abundantes en el citoplasma de las células eucariotas y constituye
aproximadamente entre el 1 y el 2% de todas las proteinas de la célula. Las funciones intracelulares de Hsp90
incluyen la estabilizacion de proteinas (receptores esteroideos) y la maduracion de proteinas como las quinasas y
otras proteinas de sefializaciéon. Hsp90 se ha implicado, sin embargo, en una amplia variedad de funciones
incluyendo la estabilidad evolutiva de proteinas mutadas, reordenamientos del citoesqueleto, transporte nuclear,
proliferacion celular y apoptosis, degradacion de proteinas, presentacién de antigenos y reconocimiento de
liposacéridos. Siendo muy abundante en la célula, Hsp90 también se ha relacionado con muchas enfermedades,
desde el cancer a las enfermedades autoinmunes y las enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal frente al epitopo dominante inmunolégicamente LKVIRK de Hsp90 ha demostrado actividad terapéutica
en un tratamiento contra las infecciones fungicas y se ha utilizado en un ensayo clinico de la compafiia Neutec bajo
el nombre comercial de Mycogrip®.

También se ha demostrado que Hsp90 es secretada por las células en respuesta al estrés (Liao y otros (2000) J.
Biol. Chem. 275, 189-96), pero no se ha asociado ninguna funcién con esta secrecion.

Mientras que Hsp90 posee unas funciones intracelulares bien establecidas, las notificaciones sobre la existencia de
Hsp90 extracelular y su funcién son escasas. Se ha observado que Hsp90 es un presentador efectivo de péptidos
antigénicos a receptores de células presentadoras de antigenos. También se ha observado que es una de las cuatro
proteinas asociadas con las balsas lipidicas en la superficie extracelular de las células, que se unen al
lipopolisacarido e inician las respuestas intracelulares (Triantafilou y otros (2002) Trends in Immunology 23, 301-4).
También se ha observado que Hsp90 se sobre-expresa en la superficie de algunas células tumorales: lineas
celulares de microcitomas, melanoma y hepatoma (Ferrarini y otros (1992) Int. J. Cancer 51, 613-19). Existe la
hipétesis de que la expresion de Hsp90 sobre la superficie de estas lineas celulares esta relacionada a la
presentacion de antigenos, aunque todavia no existen evidencias claras.

En la actualidad también se esta evaluando Hsp90 como diana intracelular en el desarrollo de farmacos contra el
cancer, debido a su participacion en la regulacidon de diversas vias de sefializacién importantes en la determinacién
del fenotipo de un tumor. Se ha demostrado que la inhibicion de la funcién de Hsp90 provoca una degradacién
selectiva de proteinas de sefializacion involucradas en la proliferacion celular, regulacién del ciclo celular y la
apoptosis. Recientemente, se ha demostrado que diversos antibiéticos conocidos (por ejemplo, la geldanamicina, el
radicicol y la coumermicina Al) son inhibidores de la Hsp90, describiéndose en WO 00/53169. En este documento
se propone un método de inhibicién de la unién de una proteina chaperona a su cliente, proponiendo dicho método
poner en contacto una chaperona con coumarina o un derivado de la coumarina. Sin embargo, las ensefianzas de
WO 00/53169 se dirigen meramente a la inhibicién de la proteina Hsp90 intracelular.

En la actualidad ya se estan evaluando en ensayos clinicos inhibidores tales como el analogo de la geldanamicina
17-AAG, pero hay preocupacion sobre la toxicidad debida a la inhibicién no especifica de la proteina a lo largo de
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todos los compartimentos celulares (Dunn (2002) J. Natl. Cancer Inst 94, 1194-5). Ademas, la falta de comprension
de la interaccion de Hsp90 con proteinas cliente en diversos procesos de sefalizacion celular supone riesgos
potenciales de la inhibicion de la Hsp90 intracelular con inhibidores toxicos.

La determinacion del papel fisiolégico de una proteina es un prerrequisito para decidir si la interferencia con la
funcién de esta proteina puede ser una posible via para el tratamiento de una enfermedad o no. Debe tenerse en
cuenta que en una situacion fisiolégica, es decir, en una célula tumoral de un paciente, Hsp90 actla conjuntamente
con otras proteinas, que pueden modular e interferir entre si. Es la interaccion funcional entre Hsp90 y las proteinas
con las que interactia la que determina su papel fisiol6gico.

También se ha notificado que Hsp90 actia como una chaperona molecular en el transporte de proteinas
transmembrana en el nucleo (Schlatter y otros (2002) Biochem. J. 362, 675-84) y se ha implicado en el flujo de
salida de farmacos en las células de leucemia y de carcinoma de pulmon y ovario (Rappa y otros (2002) Oncol. Res.
12, 113-9 y Rappa, y otros (2000) Anticancer Drug Des 15, 127-34).

La presente invencion demuestra por primera vez que la inhibicion de la Hsp90 extracelular produce una reduccion
de la capacidad invasora de las células tumorales. La presente invencién muestra una nueva via para inhibir la
Hsp90 extracelular mediante la cual pueden evitarse los efectos secundarios asociados con el ataque a la Hsp90
intracelular.

La presenta invencion también muestra una interrelacion entre la inhibicion de la Hsp90 y la secrecion de
metaloproteasas de la matriz (MMPs). Las MMPs actlan en la invasién digiriendo la matriz extracelular colindante, lo
que permite que las células migren a través de los tejidos densos. Nuestros resultados han demostrado que la
Hsp90 es un elemento critico para la invasion de las células cancerosas incrementando la secrecion o actividad de
las MMPs, que cuando se sobreexpresa en células de fibrosarcoma. Hemos demostrado ademas que la invasion
dependiente de Hsp90 puede ser inhibida utilizando las moléculas de la presente invencion.

La presente invencién se refiere a la utilizacion de moléculas que interfieren con la funcion de la Hsp90 extracelular
en células tumorales para el tratamiento de canceres especificos. Se dan a conocer compuestos, composiciones y
métodos Utiles para disminuir o inhibir la capacidad invasora y/o el potencial metastasico de células tumorales
especificas. Ademas, se da a conocer un método que permite determinar si una célula tumoral es dependiente de
una Hsp90 extracelular funcional para su capacidad invasora y/o su potencial metastasico.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion queda definida en y por las reivindicaciones adjuntas. La presente invencién se refiere a
moléculas, que pueden unirse especificamente a la Hsp90 extracelular. Ademas, las moléculas de la presente
invencién pueden marcarse, si se desea, con grupos detectables o pueden ser parte de un conjugado biolégico.

La presente invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de la Hsp90
extracelular.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican inhibidores
de la Hsp90 extracelular, si los inhibidores se seleccionan de un grupo formado por polipéptidos, anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, asi como a vectores que comprenden dichos acidos nucleicos y a células huésped que
comprenden dichos vectores.

En una realizacion adicional, la presente invencién se refieres a la utilizacién de moléculas que inhiben la funcién de
la Hsp90 extracelular para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de la invasion y/o del
potencial metastasico de células cancerosas.

En una realizacion adicional, la presente invencién se refiere a un método para el tratamiento o prevencion de la
invasion y/o del potencial metastasico de células en un paciente, comprendiendo dicho método la administracion a
un individuo que lo necesita de una cantidad terapéuticamente efectiva de las moléculas, y/o composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencion.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un método para determinar la dependencia de la
capacidad invasora de una célula cancerosa de la funcionalidad de la Hsp90 extracelular.

En una realizacion adicional, la presente invencion hace referencia a un método para la identificacion de moléculas
Utiles para inhibir la capacidad invasora de una célula cancerosa, particularmente para la identificacion de ligandos
que se unen a Hsp90.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere a la utilizacion de clases de moléculas para disminuir la
actividad de la metaloproteasa de matriz (MMP).
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DEFINICIONES

Tal como se utilizan en la presente invencién, se aplicaran las definiciones siguientes a no ser que se indique lo
contrario.

Tal como se utiliza en la presente invencion, un “polipéptido” es una molécula que comprende mas de 10,
preferentemente mas de 20, mas preferentemente mas de 30, y menos de 10.000, mas preferentemente menos de
2.500 y mas preferentemente menos de 1.000 aminoacidos. También se incluyen polipéptidos que contienen
aminoacidos modificados o no naturales.

Tal como se utilizan en la presente invencion, los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” hacen referencia a
cualquier agente de unién inmunoldgico, incluyendo anticuerpos policlonales y monoclonales. Dependiendo del tipo
de dominio constante en las cadenas pesadas, los anticuerpos se asignan a una de las cinco clases principales: IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM. Varias de estas clases se dividen adicionalmente en subclases o isotipos, tales como 1gG1,
19G2, 1gG3, IgG4 y similares.

Los anticuerpos también pueden seleccionarse a partir de inmunoglobulinas modificadas, por ejemplo anticuerpos
producidos mediante métodos quimicos o recombinantes, anticuerpos injertados en una CDR o0 anticuerpos
humanizados, anticuerpos mutados en un sitio especifico que muestran una identidad en su secuencia de
aminoacidos en sus regiones CDR, particularmente en su region CDR3, con los fragmentos de anticuerpo
correspondientes de la presente invencion y que mantienen substancialmente la misma afinidad de unién a Hsp90
que los fragmentos de anticuerpo correspondientes.

Las CDRs (region determinante de complementariedad) de un anticuerpo son las partes de dichas moléculas que
determinan su especificidad y entran en contacto con los ligandos especificos. Las CDRs son las partes mas
variables de la molécula y contribuyen a la diversidad de las mismas.

Tal como se utiliza en la presente invencién, identidad substancial en la secuencia de amino&cidos significa que al
menos un 70%, preferentemente al menos un 75%, 80%, 85%, 90%, mas preferentemente todos menos 5, ain més
preferentemente todos menos 3 e incluso mas preferentemente todos menos 1 de los aminoécidos de dos
secuencias alineadas de aminoacidos, particularmente de CDRs alineadas, son idénticos.

El término “fragmento de anticuerpo” se utiliza para referirse a cualquier fragmento de una molécula similar a un
anticuerpo que posee una region de unién a antigenos, incluyendo dicho término fragmentos de anticuerpo tales
como scFv, dsFv, Fab’, Fab, F(ab’),, Fv, anticuerpos de dominio Gnico (DABSs), diacuerpos, y similares. Las técnicas
para la preparacion y utilizacion de diversos constructos y fragmentos basados en anticuerpos son bien conocidas
en la técnica (ver Kabat y otros (1991) J. Immunol. 147, 1709-19), que se incorpora especificamente a la presente
invencion como referencia.

Los fragmentos de anticuerpo “scFv” comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, presentandose dichos
dominios en una cadena polipeptidica Unica. Generalmente, el polipéptido scFv comprende ademas un conector de
polipéptidos entre los dominios VH y VL del anticuerpo que permite que el scFv adopte la estructura deseada para la
unién a antigenos.

Un fragmento “Fv” es el fragmento de anticuerpo mas pequefio que retiene un lugar de unién a antigenos intacto.
Un “dsFv” es un Fv estabilizado mediante puentes bisulfuro.

Un fragmento “Fab” es un fragmento de unién a antigenos, que contiene cadenas ligeras completes apareadas con
los dominios VH y CH1 de la cadena pesada.

Un fragmento “Fab” es un fragmento F(ab’), reducido.

Un fragmento “F(ab’),” es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente bisulfuro
en la regién bisagra.

Un “anticuerpo de dominio unico (DAB)” es un anticuerpo con solo una cadena proteica (en lugar de dos) derivada
de sélo uno de los dominios de la estructura del anticuerpo. Los DABs explotan el hecho de que, en algunos
anticuerpos, la mitad de la molécula del anticuerpo se une a su antigeno diana casi tan bien como la molécula
completa (Davies y otros (1996) Protein Eng. 9: 531-537).

Los “diacuerpos” son anticuerpos bivalentes o de doble especificidad en los cuales los dominios VH y VL se
expresan en una cadena polipeptidica Unica, pero utilizando un conector que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, obligando de este modo a que los dominios se
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emparejen con dominios complementarios de otra cadena, creandose sitios de unién para dos antigenos (Holliger y
otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 6444-6448).

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “bioconjugado” significa un inhibidor de la Hsp90 extracelular
gue se une covalentemente o no covalentemente a y/o se acopla con, respectivamente, otra proteina, una matriz
sélida (por ejemplo, una perla), con si misma formando multimeros, un agente citotdxico que incrementa
adicionalmente la toxicidad contra las células diana, un agente citostatico, un profarmaco o una molécula efectora,
que es capaz de modificar la célula que expresa Hsp90 o atraer células inmunitarias.

Los términos “marcador” o “marcado” hacen referencia respectivamente a un marcador detectable o a la
incorporacion del mismo, por ejemplo, mediante la incorporacion de un aminoacido marcado radioactivamente o
unido a un fluoréforo o a un cromoforo o la unién de un fluoréforo, un croméforo o un marcador radioactivo a un
ligando o la union de grupos que pueden detectarse mediante una segunda molécula marcada que contiene un
marcador fluorescente o una actividad enzimatica que pueden detectarse mediante un método 6ptico o colorimétrico.
Un ejemplo de dicho sistema de deteccién en dos etapas es el bien conocido sistema biotina-avidina. En la técnica
se conocen diversos métodos de marcaje de polipéptidos y glicoproteinas (ver, por ejemplo, Lobl y otros (1988)
Anal. Biochem., 170, 502-511) y pueden aplicarse para diferentes clases de moléculas.

Un “epitopo” incluye cualquier proteina determinante capaz de unirse de forma especifica a una inmunoglobulina o a
un fragmento de anticuerpo. Los determinantes epitdpicos estan formados habitualmente por agrupaciones de
moléculas superficiales quimicamente activas tales como aminoacidos expuestos, amino-azucares, u otras cadenas
laterales de carbohidratos y habitualmente poseen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi
como caracteristicas especificas de carga.

Tal como se utiliza en la presente invencion “tratamiento de tumores metastasicos” o “tratamiento de
micrometastasis” significa que se estabilizan, previenen, retrasan o inhiben las metastasis de un tumor mediante la
molécula de la presente invencion, ya sea como medicamento Unico o en combinacién con otros medicamentos.
Enfermedad estable o “sin cambios” (NC) es una descripcion de la evolucion de la enfermedad ya sea sin cambios
en las metéstasis o con una reduccion inferior al 50% o un incremento inferior al 25% durante un periodo de al
menos 4 semanas. Prevencion puede ser, por ejemplo, que no se detectan nuevas metastasis tras el inicio del
tratamiento. Ello puede provocar un incremento entre dos y tres veces en la mediana y/o en el % anual de
supervivencia de los pacientes tratados en comparacion con los pacientes no tratados. Un retraso puede significar
un periodo de al menos 8 semanas, 3 meses, 6 meses o incluso un afio en el cual no se detectan nuevas metéastasis
tras el inicio del tratamiento. Inhibicién significa que el tamafio medio o el niUmero total de nuevas metastasis es al
menos un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o incluso un 90% inferior en el grupo tratado con la molécula de la
invencion en comparacién con un grupo no tratado. El nimero, tamafio y prevalencia de metéastasis puede ser
detectado por los facultativos expertos en el campo de la oncologia siguiendo la practica y los procedimientos
generalmente aceptados para la deteccién de metastasis, por ejemplo, como se describe en Harrisons Principles of
Internal Medicine (Bases de medicina interna de Harrison) 15% ed. 2001 Mc Graw Hill.

Tal como se utiliza en la presente invencién, el término “tumores metastasicos” incluye tanto tumores en el lugar
primario capaces de generar metastasis como tumores que han generado metastasis en lugares secundarios.

Una “micrometastasis” es una acumulacion de células tumorales con un tamafio inferior a los 2 mm, que
habitualmente s6lo pueden detectarse mediante métodos histol4gicos.

Tal como se utiliza en la presente invencion, la “capacidad invasora” es la capacidad de una célula para migrar a
través de una capa de otras células o de migrar a través de la matriz extracelular. La capacidad invasora puede
evaluarse mediante el ensayo Matrigel descrito en los ejemplos. La invasién se mide como el porcentaje de células
que alcanza la superficie inferior del filtro durante un determinado periodo de incubacién.

Tal como se utiliza en la presente invencion el “potencial metastasico” es la capacidad de una célula tumoral de
formar un nuevo tumor en un lugar distante del tumor primario del cual deriva la célula tumoral (una metastasis).
“Cantidades terapéuticamente efectivas” son cantidades que eliminan o disminuyen la carga tumoral de un paciente,
0 que previenen, retrasan o inhiben las metéastasis. La dosificacion dependera de diversos parametros, entre los que
se incluyen el tipo de tumor, la historia de del paciente, el estado del paciente, el posible uso concomitante de
agentes citotdxicos y los métodos de administracion. Entre los métodos de administracion se incluyen la inyeccion
(por ejemplo, parenteral, subcutanea, endovenosa, intraperitoneal, etc.), para los cuales la molécula que inhibe la
funcién de la Hsp90 extracelular se proporciona con un vehiculo no téxico aceptable farmacéuticamente. En general,
los vehiculos y diluyentes adecuados se seleccionan de manera que no perjudique significativamente la actividad
biolégica del agente de unién (por ejemplo, la especificidad de unién, la afinidad o la estabilidad), tales como agua,
suero fisiolégico, soluciéon de Ringer, solucion de dextrosa, albumina sérica humana al 5%, aceites fijados, etiloleato
o liposomas.). Como vehiculos aceptables pueden incluir sales, agentes tampon, oligo o polisacaridos, polimeros,
compuestos viscoelasticos como el acido hialurénico, agentes potenciadores de la viscosidad, conservantes, y
similares, biocompatibles, inertes o bioabsorbibles. Ademéas la composicién o formulacion farmacéutica también
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puede incluir otros vehiculos, adyuvantes, o estabilizantes no toxicos, no terapéuticos, no inmunégenos y similares.
Las dosis tipicas pueden oscilar entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 20 mg/kg, 0 mas particularmente
entre aproximadamente 1y 10 mg/kg.

Los métodos terapéuticos que emplean moléculas inhibidoras de la funcion de Hsp90 pueden combinarse con
guimioterapia, cirugia y radioterapia, dependiendo del tipo de tumor, el estado del paciente, otros aspectos sanitarios
y una diversidad de factores. Las moléculas inhibidoras de la funcién de Hsp90 también pueden utilizarse como
medicamento Unico efectivo de una composicion terapéutica.

Una “molécula inhibidora de la Hsp90 extracelular”, es una molécula que provoca una inhibicion de la actividad
biologica de la Hsp90 extracelular. Esta inhibicién de la actividad biolégica de la actividad de la Hsp90 extracelular
puede evaluarse determinando uno o mas indicadores de la actividad biologica de la Hsp90 extracelular, tales como
la capacidad invasora dependiente de Hsp90. Estos indicadores de la actividad biolégica de Hsp90 pueden
evaluarse mediante uno o mas de diversos ensayos in vitro o in vivo (ver ejemplos). Preferentemente, la capacidad
de una molécula para inhibir la actividad de Hsp90 se evalla inhibiendo la capacidad invasora inducida por Hsp90
de células humanas invasoras, particularmente las células utilizadas en los ejemplos.

Una “molécula inhibidora de la funciéon de la Hsp90 extracelular” no es una molécula inhibidora general de la funcion
de las proteinas, como las proteasas, los agentes desnaturalizantes, por ejemplo, la urea o el clorhidrato de
guanidinio, los atomos de metales pesados o las moléculas pequefias (por ejemplo, aldehidos o isocianatos) que
reaccionan de forma covalente y no especifica con moléculas biolégicas (lipidos, proteinas, azlcares). Se entiende
la inhibicion como una disminucién de la funcién, cuando se compara con un control negativo con las mismas
condiciones experimentales, pero sin la molécula de la invencion. De forma adicional, en el caso de un polipéptido,
particularmente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién, se considera que éste inhibe la funcién
biolégica de la Hsp90 extracelular si reduce la capacidad invasora de las células cancerosas, en un experimento tal
como se describe en los ejemplos, mas de un 30%, preferentemente mas de un 60%, cuando dicho fragmento de
anticuerpo se halla presente a una concentracién entre 1 nM y 50 uM, preferentemente alrededor de 20 uM.

Adicionalmente, respecto a los inhibidores de la Hsp90 extracelular, dicho inhibidor queda incluido en la presente
invencion si reduce la capacidad invasora de células cancerosas invasoras en un experimento, tal como el descrito
en los ejemplos mas del 30%, preferentemente mas del 60%, cuando se halla presente en una concentracién entre
10 nMy 100 uM, preferentemente alrededor de 1 pM.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “Hsp90 extracelular” es una Hsp90 que esta asociada de forma libre
con la membrana celular y fuera de la célula y no debe entenderse que incluya la Hsp90 aislada. Este término puede
incluir la insercion de la Hsp90 en la membrana mediante modificaciones post-traduccion o integracion fisica, de
manera que quede expuesta al aspecto extracelular de la célula o la secrecién de la Hsp90 al espacio extracelular.

El término ‘“inhibidor” de la Hsp90 extracelular incluye cualquier entidad que se una a la Hsp90 extracelular y
disminuye su funcion, especialmente respecto a propiedades celulares tales como la capacidad invasora y/o el
potencial metastasico. Dicha entidad puede ser una molécula pequefia (es decir, preferentemente que posea un
peso inferior a 1.500 Da), i6nica o no idnica, organica o no organica, macromoléculas naturales o no naturales, un
polipéptido que puede estar modificado, en particular con grupos azlcar naturales o no naturales, o modificado de
cualquier otro modo, un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal, fragmentos de anticuerpo, etc.

El término “un” no debe interpretarse en el sentido de “uno” si no que también significa “uno y/o mas de uno”. Si no
se especifica lo contrario.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Para que la invencion descrita en el presente documento se entienda de forma mas completa, se proporciona la
siguiente descripcion detallada.

La presente invencion se refiere a inhibidores que puede unirse especificamente a la Hsp90 extracelular y de forma
mas particular pueden inhibir la funcién de la Hsp90 relacionada con la capacidad invasora y/o potencial metastasico
de las células cancerosas. El inhibidor de la Hsp90 extracelular es preferentemente o bien esencialmente incapaz de
entrar en el interior de la célula o estd modificado de manera que la modificacion impide esencialmente su captacion
celular. La modificacion de los inhibidores de la presente invencion puede conseguirse conjugando los inhibidores
con macromoléculas naturales tales como polipéptidos o azlcares o con polimeros artificiales compatibles
biol6gicamente.

Preferentemente, el inhibidor es un bioconjugado con, respectivamente, otra proteina, una matriz sélida (por
ejemplo, como una perla), con si mismo formando polimeros, una agente citotéxico que incrementa adicionalmente
la toxicidad frente a las células diana, o una molécula efectora, que es capaz de modificar la célula que expresa
Hsp90 o atraer células inmunitarias.
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Los inhibidores para la inhibicion de la Hsp90 pueden ser, por lo tanto, inhibidores ya conocidos (de la Hsp90
intracelular), tales como la geldanamicina y sus analogos tales como el 17 AAG, el radicicol, los antibioticos tipo
coumarina tales como la novobiocina o inhibidores de la Hsp90 basados en purinas tales como el PU3, cuando se
utilizan para inhibir la Hsp90 extracelular. Sin embargo, es preferente que los inhibidores conocidos sean
modificados de manera que se elimina cualquier efecto secundario asociado con la posible toxicidad de los
inhibidores de la Hsp90 (intracelular.)

La lista de agentes citotdxicos incluye, sin caracter limitante, daunorrubicina, taxol, adriamicina, metotrexato, 5 FU,
vinblastina, actinomicina D, etopoésido, cisplatino, doxorrubicina, genisteina, inhibidores ribosémicos (por ejemplo
tricosantina) o varias toxinas bacterianas (por ejemplo, la exotoxina del género Pseudomona, la proteina A del
Staphylococcus aureus).

El inhibidor se selecciona preferentemente del grupo formado por polipéptidos, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, coumarina y/o inhibidores de Hsp90 basados en purinas y sus analogos.

Los bioconjugados que comprenden los polipéptidos, particularmente un fragmento de anticuerpo o un anticuerpo de
la invencién, conjuntamente con grupos citotéxicos se forman utilizando una diversidad de agentes acopladores de
proteinas bifuncionales. Algunos ejemplos de dichos reactivos son N-succinimidil 3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP),
derivados bifuncionales de imidoésteres tales como el dimetil adipimidato HCI, ésteres activos tales como el
disuccinimidil suberato, aldehidos tales como el glutaraldehido, compuestos bisazidos tales como el bis (R-
azidobenzoil) hexanodiamina, derivados bis-diazonio tales como el bis- (R-diazoniobenzoil)etilendiamina,
disiocianatos tales como el tolilen 2,6-diisocianato, y compuestos fluorados bis activados tales como el 1,5-difluoro-
2,4-dinitrobenceno. Los métodos Utiles para la produccién de bioconjugados se describen en detalle en March’s
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms and Structure (“Quimica organica avanzada: Reacciones,
mecanismos y estructura de March”), 5% Edicion, Wiley-Interscience; o Bioconjugate Techniques (“Técnicas de
bioconjugados”), Ed. Greg Hermanson, Academic Press.

El polipéptido de la invencién es un anticuerpo, en una realizacion preferente un anticuerpo derivado de un
fragmento de anticuerpo scFv, en otra realizacion preferente un anticuerpo policlonal o monoclonal, particularmente
un anticuerpo monoclonal humano.

Los anticuerpos anti-Hsp90 humana que se unen a la Hsp90 extracelular pueden seleccionarse a partir de
inmunoglobulinas modificadas, por ejemplo, anticuerpos producidos mediante técnicas quimicas o recombinantes o
anticuerpos humanizados, anticuerpos mutados en un sitio especifico, que muestran una identidad substancial en la
secuencia de aminoacidos de sus regiones CDR, particularmente en su region CDR3, con los fragmentos de
anticuerpo correspondientes de la presente invencion y retienen substancialmente la misma afinidad por la Hsp90
que los fragmentos de anticuerpo correspondientes.

En otra realizacion preferente el anticuerpo anti-Hsp90 humana se selecciona del grupo formado por IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, en particular IgG e IgM, mas particularmente IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgG4.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, el inhibidor de la invencién es particularmente un fragmento
de anticuerpo.

Preferentemente, el inhibidor de la presente invencion es un fragmento de anticuerpo, en particular un scFv, dsFv,
Fab’, Fab, F(ab’),, Fv, un anticuerpo de dominio Unico o un diacuerpo, mas particularmente un scFv, dsFv, Fv, un
anticuerpo de dominio Gnico o un diacuerpo, alin mas particularmente un scFv un anticuerpo de dominio Unico o un
diacuerpo e incluso mas preferentemente un scFv.

En otra realizacion, el fragmento de anticuerpo de la presente invencion, reconoce especificamente uno o mas
epitopos de la Hsp90, o epitopos de variantes conservadas de la Hsp90 o fragmentos peptidicos de la Hsp90.

A modo de ejemplo, un modo de incrementar la actividad biologica de las moléculas de la presente invencion es
utilizar las moléculas (o ligandos) en combinacion con CALI (Inactivacion por laser/luz mediante croméforos)

El principio del CALI (Inactivacién por laser/luz mediante croméforos) se basa en la iniciacién local de una reaccion
fotoquimica que provoca la generacién de especies reactivas de vida corta, que a su vez modifican selectivamente la
molécula diana y provocan su inactivacién funcional. Se marcan ligandos altamente especificos pero no inhibidores
(por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, pequefias moléculas) con un fluoréforo adecuado (por ejemplo
isotiocianato de fluoresceina). Tras la formacion del complejo entre la molécula diana (por ejemplo proteinas) y el
ligando, el complejo se irradia con luz laser o luz blanca para excitar respectivamente el croméforo o el fluoréforo. La
excitacién desencadena una reaccién fotoquimica que inicia la generacion de especies reactivas de vida corta (por
ejemplo radicales hidroxi o especies de oxigeno altamente reactivas). Estas especies reactivas modifican la proteina
en un pequefio radio alrededor de su lugar de generacion. La distancia que viaja una especie reactiva es muy corta
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debido a su vida corta. Por lo tanto, las modificaciones de los residuos de aminoacidos dentro de la proteina se
producen muy cerca del lugar de union del ligando. El efecto prejudicial queda restringido a un radio de 15-40 A, que
esta muy por debajo de la distancia media entre dos proteinas dentro de una célula, que es de aproximadamente 80
A (asumiendo una concentracién media de proteinas citoplasméticas de 300 mg/mL y un tamafio medio de las
proteinas de 50 kDa), garantizando una elevada resolucién espacial del proceso. Este principio se muestra en la
figura 12. En aquellos casos en los que el lugar de unién del ligando esta cerca o dentro de una dominio funcional
importante de la proteina, estas modificaciones inducidas provocan la inactivacion permanente de la proteina. La
inactivacion funcional de la proteina se determina en un ensayo con una lectura adecuada y se evallGa en el contexto
de las funciones fisiolégicas relevantes para la patologia, como la invasién celular, la adherencia celular, la
sefializacion celular o la apoptosis.

Se ha demostrado que la inactivacion de proteinas mediante CALI es muy especifica para la proteina
correspondiente. Linden y otros han demostrado que puede inactivarse eficientemente la 3-galactosidasa con un
anticuerpo anti-B-galactosidasa marcado con verde de malaquita en presencia de fosfatasa alcalina en la misma
solucién. Se produjo una inactivacion superior al 95% de la B-galactosidasa tras 10 minutos de irradiacion con laser
mientras que la alcalina no se afect6 en absoluto (Linden y otros. (1992) Biophys. J. 61, 956-962). Jay también ha
demostrado que un anticuerpo marcado con colorante unido a un Unico epitopo de una proteina es suficiente para
inactivar la acetilcolinesterasa (Jay (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 5454-58).

Henning y otros han descrito que CALI se utiliz6 con éxito frente a una gran variedad de proteinas (Henning y otros.
Drug Discovery 62-71). Entre estas proteinas se incluyen proteinas de membrana (por ejemplo cadenas a-, B-, y ¢-
del receptor de las células T, integrinas B1, efrina A5, o el receptor FAS), moléculas de transduccién de sefial (por
ejemplo calicineurina, ciclofilina A o PKC), proteinas del citoesqueleto ( por ejemplo actina, ezrina o quinesina) o
factores de transcripcion. Henning y otros han descrito ademéas que CALI puede utilizarse para identificar nuevas
proteinas como dianas terapéuticas y al mismo tiempo elucidar su funcién en el contexto biolégico de interés
(Henning y otros. (2002) Current Drug Discovery May, 17-19) (Descubrimientos actuales de medicamentos).

Diversos ejemplos de aplicacion de CALI muestran que esta técnica es capaz de convertir ligandos especificos pero
no inhibidores en reactivos bloqueantes. Por lo tanto, estos ligandos pueden utilizarse para modular la accién de
ligandos inhibidores. CALI también puede utilizarse para incrementar adicionalmente el efecto inhibidor de un
ligando que ya posee un efecto inhibidor por si mismo. La parte experimental muestra ejemplos en los que CALI se
integra en un ensayo de invasion o adherencia.

La modificacion quimica de la molécula puede ser la adicién de croméforos o fluoréforos. Un cromoforo es aquella
parte de una molécula que posee una elevada actividad Optica debida a electrones mdviles que interactian con la
luz. Los cromoéforos se denominan fluoréforos, si absorben luz en el rango visible del espectro. Algunos ejemplos de
croméforos son, por ejemplo, los derivados de la fluoresceina, los derivados de la rodamina, los derivados de la
cumarina, los derivados de la porfirina, los derivados de la ftalocianina, los derivados de las naftalocianinas, los
derivados de la eosina, los derivados del trifenilmetano, o los derivados de la acridina. En The Sigma Aldrich
Handbooks of Stains and Dyes (Manuales Sigma Aldrich de tinciones y colorantes), Ed., F.J. Green (1990) ISBN n°.
0-941633-22-5 se da a conocer un listado de croméforos Utiles para la modificacion quimica de biomoléculas.

En otro aspecto de la presente invencion, el inhibidor se marca con un marcador detectable. Particularmente, son
ejemplos de marcadores detectables los radioisétopos, los cromdforos, los fluoréforos y los enzimas.

Utilizando un bioconjugado o un polipéptido de la invencién, particularmente un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo de la invencion, puede detectarse la expresién de un antigeno Hsp90 asociado al cancer. Se toma una
muestra de un individuo, por ejemplo una muestra de biopsia tomada del tejido que se sospecha que tiene un tumor.
Generalmente, la muestra se trata antes de realizar el ensayo. Entre los ensayos que pueden emplearse se incluyen
el ELISA, el RIA, el EIA, el andlisis de transferencia Western, las tinciones inmunohistoquimicas y similares. Segun
el ensayo utilizado, los antigenos o los anticuerpos pueden marcarse con un enzima, un fluoréforo o un radioisétopo.
(Ver, por ejemplo, Coligan y otros. (1994) Current Protocols in Immunology (“Protocolos actuales en inmunologia”),
John Wiley & Sons Inc., Nueva York, Nueva York; y Frye y otros. (1987) Oncogene 4, 1153-1157.)

En otra realizacion, el polipéptido modificado o el bioconjugado, se une a la Hsp90 humana extracelular y reduce la
capacidad invasora y/o el potencial metastasico de las células cancerosas. En los ejemplos se aporta un método
para medir el nivel de capacidad invasora de las células cancerosas humanas.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende cantidades efectivas de
un inhibidor de la Hsp90 extracelular, particularmente para disminuir la capacidad invasora y/o el potencial
metastésico de las células cancerosas. Preferentemente, el inhibidor es o esencialmente incapaz de entrar en el
interior de las células o esta modificado de manera que se impide esencialmente la captacion celular del mismo. La
composicion farmacéutica de la presente invencion puede utilizarse para la preparacién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento del cancer o las metéstasis.
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La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende cantidades efectivas de al
menos un inhibidor, particularmente un anticuerpo o fragmento de anticuerpo y a la utilizacion del anticuerpo o
fragmento de anticuerpo para la preparacion de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento del cancer o las
metastasis.

En otra realizacion, la presente invencién incluye un kit diagnéstico. Dicho kit comprende al menos un bioconjugado
y/o al menos un inhibidor o una versién marcada de los mismos, y consta adicionalmente de los reactivos y
materiales necesarios para llevar a cabo un ensayo competitivo o sandwich estandar. Dicho kit diagnéstico puede
utilizarse para la determinacion del potencial invasivo de muestras biolégicas, en concreto de ciertos tipos de células
cancerosas. El kit comprendera ademas tipicamente un contenedor.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para el cribado o andlisis del comportamiento invasivo
y/o metastéasico de las células ex vivo, comprendiendo las etapas de:

a) poner en contacto la célula con uno o mas inhibidores de la Hsp90 bajo condiciones que impiden
esencialmente la captacion celular de dicho inhibidor de la Hsp90;

b) analizar la migracién de las células tratadas de acuerdo con la etapa a);

c) comparar la migracion de las células tratadas de acuerdo con la etapa a) con células no tratadas v,
opcionalmente,

d) determinar el porcentaje de migracién de las células tratadas de acuerdo con la etapa a) respecto a las
células no tratadas.

En una realizacion preferente de este aspecto de la presente invencion, el cribado se realiza de manera que las
células se ponen en contacto con una matriz gelatinosa bajo condiciones adecuadas para el crecimiento de las
mismas y la etapa b) comprende, por lo tanto, analizar la migracién de las células a través de la matriz.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “matriz gelatinosa” se entiende como una substancia semi-
sélida con un contenido en agua de al menos el 90%, que permite el cultivo de las células en contacto con la matriz
y permite la migracion de las células cancerosas invasoras a través de un bloque de dicha “matriz gelatinosa” de
entre 0,1 mm y 1 mm, preferentemente de un grosor de 0,3 mm, pero que no permite la migracion de las células no
invasoras. Son ejemplos de dicha “matriz gelatinosa” las substancias que se asemejan a la matriz extracelular en
cuanto a composicion en proteinas y carbohidratos, particularmente el producto disponible comercialmente
“Matrigel”. Particularmente, la “matriz gelatinosa” comprende una proteina seleccionada del grupo formado por
colageno tipo 1V, fibronectina y laminina. Mas particularmente, la matriz gelatinosa comprende las proteinas
colageno tipo 1V, fibronectina y laminina. Mas preferentemente, la matriz gelatinosa comprende las proteina
colageno tipo 1V, laminina, entactina, nidogén, y proteoglicanos heparan sulfato o colageno tipo IV, fibronectina,
laminina, nidogén, entactina y vitronectina.

El documento da a conocer ademéas un método para identificar un inhibidor que se une de forma especifica a Hsp90,
mediante el cribado de una biblioteca de ALDUSs, en el que estos inhibidores son capaces de inhibir la capacidad
invasora, la adhesividad y/o el potencial metastésico relacionados con Hsp90 de las células cancerosas. Dicho
método comprende las etapas de:

a) poner en contacto una biblioteca de unidades amplificables de expresion de ligandos (ALDUS) con una
célula cancerosa, por ejemplo célula de sarcoma;

b) separar dichas célula cancerosa y los ALDUs unidos a la misma de los ALDUs no unidos a dicha célula;

¢) amplificar los ALDUs unidos a dicha célula;

d) identificar los ALDUS o los ligandos derivados de los mismos tras la etapa c), que modifican dicha actividad
biolégica de Hsp90 mediante un ensayo funcional de cribado;

e) identificar los ALDUs o los ligandos derivados de los mismos tras la etapa d) capaces de unirse a Hsp90;

f)  determinar la identidad quimica del ligando.

El orden preferente, pero no el Unico posible, de las etapas es a, b, c, d, e y opcionalmente f.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término “unidades amplificables de expresion de ligandos” (ALDUS)
son moléculas o grupos de moléculas con una funcién doble: pueden unirse a una célula diana mediante un ligando;
y pueden transportar asociada fisicamente con el ligando informacion sobre su identidad, lo que permite identificar y
amplificar unidades individuales. Son ejemplos de ALDUs, oligonucleétidos, particularmente ARNSs, Utiles para el
proceso de seleccion-amplificacion (SELEX), fagos o bibliotecas de expresion en fagos, virus o bibliotecas de
expresion en virus, ribosomas o técnicas de expresion en ribosomas, pero también perlas individualizadas que
portan un ligando o molécula identificable, particularmente entidades quimicas, por ejemplo moléculas pequefias
unidas a perlas, que son reconocibles por etiquetas quimicas inertes. Son preferentes aquellas ALDUs que
comprenden un acido nucleico como componente identificable. Dichas ALDUs o bien pueden amplificarse in vitro,
por ejemplo mediante métodos de amplificaciéon de acidos nucleicos como la RT-PCR, PCR, LCR y similares, o bien
pueden amplificarse in vivo, por ejemplo un fago particular puede infectar una bacteria y dar lugar a, tras varios
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ciclos de infeccion, a millones de unidades de una progenie virtualmente idéntica. Una biblioteca es una coleccion de
ALDUs similares, pero en general no idénticos, por ejemplo fagos de una biblioteca de fagos que expresan
diferentes scFvs en el contexto de una superficie de los fagos por otro lado idéntica.

Un ligando “derivado de una ALDU”, tal como se utiliza en la presente invencién, es un ligando que ha sido
expresado por dicha ALDU, que se ha seleccionado mediante la unién a la superficie de una célula diana. A modo
de ejemplo, si la ALDU es un fago de una biblioteca de fagos que expresan scFvs el “ligando derivado de una ALDU”
es en este caso un polipéptido, en concreto un scFv. Como otro ejemplo, en el caso de expresién ribosémica, el
ligando “derivado de una ALDU” es el polipéptido, que se presentd por el complejo formado por el ribosoma, el ARN
y el polipéptido.

El método combina ventajosamente una etapa de cribado basada en la union a la superficie de una célula cancerosa
con una etapa de cribado basada en un ensayo funcional. Por lo tanto, se pone en contacto una biblioteca de ALDUs
con una célula cancerosa de manera que aquellas ALDUs de la biblioteca con especificidad por un antigeno de
superficie de la célula cancerosa puedan unirse a estructuras asociadas con la superficie de, por ejemplo, la célula
cancerosa. Por ejemplo, puede permitirse que fagos de una biblioteca de fagos que expresan anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo se unan a células cancerosas en cultivo o, como otro ejemplo, puede permitirse que ARNs
de una biblioteca de oligonucle6tidos ARN se unan a dichas células cancerosas.

La identidad de las ALDUs que representan el anticuerpo o fragmento de anticuerpo obtenido en la etapa d) puede
determinarse, por ejemplo, mediante secuenciacion del ADN que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o,
en el caso de una biblioteca comercial con fagos numerados o dispuestos en una cuadricula, determinando el
namero del fago o su posicion en la cuadricula. El nimero o la posicién en la cuadricula pueden revelar la identidad
del anticuerpo o del fragmento de anticuerpo representado por la ALDU.

Tal como se utiliza en la presente invencion, un “ligando” es una molécula expresable por una unidad amplificable de
expresion de ligandos (ALDU). Un ligando puede ser cualquier entidad que se una a la Hsp90 extracelular e inhiba
su funcién. Un ligando es la parte de una ALDU a través de la cual la ALDU puede unirse a una diana.

Tal como se utiliza en la presente invencion, un ligando “que se une especificamente a la Hsp90 extracelular” puede
ser un ligando que se une a la Hsp90 bajo las condiciones de tampdn descritas en los ejemplos. La constante de
disociacién entre el ligando y la Hsp90 puede determinarse, por ejemplo, utilizando el denominado BIACORE
System (ver, por ejemplo, Fivash y otros Curr Opin Biotechnol. (1998) 9, 97-101) y “unirse especificamente” puede
entenderse que significa que la constante de disociacion entre el ligando y Hsp90 es inferior a 10 pM,
preferentemente inferior a 1 uM, mas preferentemente inferior a 500, 400, 300, 200, 100, 50, 20 nM, y de forma mas
preferente entre 0,1 nM y 20 nM si se determina bajo condiciones estandar, por ejemplo a 20°C, presién ambiente y
en un tampoén adecuado, por ejemplo, Tris 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM a un pH global de 7,0.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “poner en contacto” dos componentes significa permitir que los dos
componentes se asocien fisicamente entre si y se unan entre si.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “separar” significa la separacion fisica de dos o0 mas componentes, por
ejemplo una célula con una ALDU unida a la misma puede separarse de una ALDU libre mediante centrifugacion, de
forma que la célula con la ALDU unida a la misma precipita y la ALDU libre permanece en el sobrenadante.

Tal como se utiliza en la presente invencion “amplificar” es cualquier proceso que incrementa el nimero de ALDUs o
ligandos derivados de ALDUs por un factor de al menos dos, preferentemente por un factor de 10, 100, 1.000,
10.000, 100.000, 1.000.000, 10.000.000 o incluso mil millones. Por ejemplo un Unico fago puede ser amplificado
infectando una bacteria, produciendo a continuacion la bacteria infectada varias copias en su mayor parte idénticas
del fago infectante, o una molécula de ADN puede ser amplificada mediante un proceso de PCR dando lugar a 100
mas moléculas de ADN hijas en su mayor parte idénticas.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “identificar” significa localizar o reconocer un componente individual, por
ejemplo una ALDU, con propiedades especiales y aislar dicho componente individual.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “determinar la identidad quimica de un ligando” significa determinar la
composicion estructural de un ligando. Por ejemplo, en el caso de que la biblioteca de ALDUs sea una biblioteca de
fagos que expresan scFvs, “determinar la identidad quimica de un ligando” significara determinar la secuencia del
polipéptido scFv, por ejemplo mediante secuenciacion de la regién que codifica el scFv del fago del cual deriva.

Tal como se utiliza en la presente invencién “un ensayo de cribado” tiene como objetivo detectar una entidad, por
ejemplo una ALDU, con propiedades especiales entre otras entidades similares con propiedades ligeramente
diferentes. Para poder ser catalogado de ensayo de cribado deben analizarse al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30,
40, 50 o incluso 100 entidades en un determinado ensayo funcional para hallar entre ellas una o varias entidades
con la funcion deseada.
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En la etapa de separacion (b.), segun la presente invencion, la célula cancerosa y las ALDUs unidas a la misma se
separan de las ALDUs no unidas, para seleccionar aquellas ALDUs con especificidad para la célula cancerosa. La
separacion puede conseguirse, por ejemplo, eliminando la solucion en la cual se ha realizado la etapa de contacto
de las células cancerosas cultivadas que han crecido de forma adherida en una botella de cultivo y conjuntamente
con la solucién los ALDUs no unidas; o, como otro ejemplo, las células cancerosas con ARNs de una biblioteca
SELEX unidos a las mismas pueden precipitarse mediante centrifugacién, mientras que los ARNs no unidos quedan
en el sobrenadante como parte de la solucién, en la cual se habia realizado la etapa de contacto. Alternativamente,
la separacion puede conseguirse mediante centrifugacién, centrifugacion por densidad, filtracion, clasificacién FACS,
inmunoprecipitacién o inmovilizacién sobre un soporte sélido, Por ejemplo una ALDU unida a una célula cancerosa
puede separarse de las ALDUs no unidas utilizando el hecho de que el complejo de una ALDU unida a una diana
posee propiedades bioguimicas diferentes en comparacién con una ALDU no unida. Dichas propiedades
bioquimicas que cambian pueden ser el tamafio, la unién especifica, la densidad de carga, la densidad o similares.

La filtracion puede separar las ALDUs unidas de las ALDUs no unidas, por ejemplo si el tamafio del filtro es tal que
las ALDUs unidas a la célula cancerosa quedan retenidas por los poros del filtro, mientras que las ALDUs no unidas
pueden pasar a través de los poros del filtro. Por lo tanto la filtracién por tamafio es util si la diana es grande, como
una célula cancerosa, y la ALDU es pequefia, por ejemplo un fago, un virus, un acido nucleico o un ribosoma que
expresa un ligando.

La centrifugacion por densidad separa las biomoléculas, segun su densidad, La centrifugaciéon por densidad puede
aplicarse si la densidad de una ALDU unida a una diana es diferente de la de una ALDU no unida. Por ejemplo, la
centrifugacién por densidad puede aplicarse si una ALDU es densa, por ejemplo un ribosoma que expresa un
ligando, y la diana no es tan densa, como las células de sarcoma o vehiculos derivados de la membrana de una
célula cancerosa.

FACS puede separar el complejo de una ALDU unida a una célula cancerosa de las ALDUs no unidas sobre la base
de la fluorescencia de la diana. FACS puede realizarse marcando la célula cancerosa con un colorante fluorescente
y a continuacion pasando la célula cancerosa marcada en un medio de suspension a través de una boquilla
cuentagotas estrecha de manera que cada célula cancerosa se encuentra en una gotita por separado.
Habitualmente se utiliza un sistema de deteccién basado en laser para excitar el colorante fluorescente, confiriendo
a las gotitas con, por ejemplo, células cancerosas fluorescentes, una carga eléctrica. A continuacion pueden
separarse las gotitas cargadas y no cargadas a medida que pasan por las placas de carga y pueden recolectarse en
dos tubos diferentes. De este modo, las pequefias gotitas que contienen ALDUs unidas a una célula cancerosa se
separan de la solucion madre que contiene las ALDUs no unidas.

Puede realizarse la inmovilizacién de la célula cancerosa sobre un soporte sélido para separar las ALDUs unidas a
la célula cancerosa inmovilizada de las ALDUs no unidas. La inmovilizacion de la célula cancerosa sobre un soporte
sélido se realiza habitualmente utilizando un soporte sélido con una superficie activa o la union especifica de la
superficie del soporte soélido con la célula cancerosa utilizando, por ejemplo, biomoléculas con la propiedad de unirse
especificamente con la célula cancerosa. Para separar las ALDUs unidas a la célula cancerosa inmovilizada de las
ALDUs no unidas, se separa la célula cancerosa inmovilizada de la solucién madre que contiene las ALDUs no
unidas.

La separacion de las ALDUs unidas a las células cancerosas inmovilizadas de la solucion madre que contiene las
ALDUs no unidas puede realizarse eliminando la solucion madre que contiene las ALDUs no unidas de las células
cancerosas inmovilizadas. Por ejemplo, si la célula cancerosa esté inmovilizada sobre, por ejemplo, el pocillo de una
placa de microtitulacion de plastico mediante interacciones covalentes, la solucién madre que contiene las ALDUs no
unidas puede separarse eliminando la solucion y lavando los pocillos con solucién de lavado.

En la etapa de amplificacion (c.), segin el método de la presente invencion, las ALDUs unidas a la diana se
amplifican, para obtener concentraciones lo suficientemente elevadas de ALDUs para que sean Utiles para ser
aplicados en un cribado funcional. Esta etapa de amplificacion utiliza la propiedad intrinseca de las ALDUs de ser
amplificable. Por ejemplo, fagos que expresan, por ejemplo un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, que han
sido separados de los fagos no unidos en la etapa b), pero que siguen unidos a la célula cancerosa, pueden ser
amplificados recuperando en primer lugar los fagos unidos, por ejemplo, mediante la elucion de los fagos de las
células cancerosas y utilizando a continuacion el eluato de fagos recuperados para infectar bacterias, por ejemplo
Escherichia coli. A continuacion, la amplificacion de los fagos en Escherichia coli provoca un incremento significativo
del nimero total de fagos, pero de manera que la concentracion de aquellos fagos particulares que eran capaces de
unirse a las células cancerosas se incrementa dramaticamente. De acuerdo con una realizacion preferente, la etapa
de amplificaciéon se realiza o bien eluyendo la ALDU unida a una célula cancerosa, o bien lisando una célula
cancerosa bajo condiciones en las que la ALDU siga siendo amplificable, y a continuacién se amplifica. Las ALDUs
unidas a células cancerosas pueden eluirse en primer lugar de las mismas, por ejemplo, utilizando soluciones de pH
bajo y/o alto contenido en sal, como se demuestra en los ejemplos, y a continuacion amplificarse, por ejemplo de
manera que los fagos eluidos son utilizados para infectar Escherichia coli para producir un gran nimero de fagos
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descendientes. Sin embargo, la etapa de elucién de la diana, aunque sea conveniente, no es necesaria, como, por
ejemplo, en el caso de bibliotecas de fagos en que los fagos unidos a las células cancerosas son capaces de
infectar Escherichia coli y por lo tanto son capaces de producir un gran nimero de descendientes idénticos, y por lo
tanto son amplificables incluso cuando siguen unidos a la célula cancerosa. En consecuencia, los fagos no deben
necesariamente extraerse de la célula diana, dado que un fago que sigue unido a una célula diana puede infectar
bacterias afiadidas y por lo tanto ser amplificado.

Como otro ejemplo, el ARNm de una biblioteca de expresién en ribosomas, que esta asociado con la superficie de
una célula cancerosa gracias a su union al ribosoma que expresa el polipéptido correspondiente al ARNm puede
utilizarse directamente para realizar una RT-PCR, sin la necesidad de eliminar la ALDU intacta de la diana antes de
la amplificacion de la misma. Asi, la etapa en la cual la ALDU unida a una diana se recupera de la diana antes de
amplificar la ALDU, es una etapa opcional.

La amplificacion de la ALDU también puede consistir en determinar la identidad quimica del ligando de dichas
ALDUs, que estan unidas a la célula cancerosa y a continuacién amplificar los ligandos. Es decir, por ejemplo, que
en el caso de una biblioteca de fagos, que expresa un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, puede clonarse el ADN
que codifica dichos ligandos a partir de los fagos, que estan unidos a la célula cancerosa, por ejemplo, mediante
PCR, y a continuacién puede producirse recombinantemente el ligando, por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, para obtener unas cantidades suficientes de ligando para que puedan utilizarse en un ensayo funcional
de cribado. De este modo, no se amplifica propiamente la ALDU, si no el ligando expresado por la ALDU. Ello
gueda, sin embargo, dentro del alcance de la presente invencion, dado que el objetivo de la etapa de amplificacién
es la generacién de una concentraciéon de ligando lo suficientemente elevada para que sea Util en un ensayo
funcional de cribado y ello puede conseguirse ya sea amplificando el ligando o la ALDU que lo expresa.

En la etapa de identificacion (d.), segun el método de la presente invencion, una ALDU o un ligando derivado de una
ALDU, que se ha unido a una célula cancerosa se identifica basandose en sus efectos sobre una funcién biolégica
de la Hsp90 que se analiza en un ensayo funcional de cribado. Para dicho ensayo funcional de cribado, las ALDUs o
los ligandos derivados de las mismas se individualizan ventajosamente, de manera que una sefial o un patrén del
ensayo funcional de cribado es relacionable con una ALDU individual o un tipo individual de ligando. Ello puede
realizarse, por ejemplo, rellenando pocillos independientes de una placa con multiples pocillos con ligandos
individuales y realizando a continuacion en dichos pocillos individuales un ensayo adecuado para una funcion
biologica deseada de la Hsp90.

En otro ejemplo pueden individualizarse los fagos, que se han unido a una célula cancerosa, y han sido separados
de los fagos no unidos, infectando bacterias y sembrando las bacterias infectadas en por ejemplo, agar blando, de
manera que se forman placas individuales, que representan clonas de fagos individuales. A continuacién, pueden
analizarse los efectos de dichas placas individuales en un ensayo biolégico de cribado para una funcion de la Hsp90.
En dicho tipo de ensayo, son identificables las placas individuales con efectos en el ensayo funcional de cribado
para una funcién de la Hsp90. A continuacién, puede identificarse el ligando expresado por los fagos de la placa, por
ejemplo, mediante secuenciacion del ARN del fago de una placa aislada, que representa una clona de un solo fago,
inicialmente seleccionado por su capacidad de unirse a una célula cancerosa. Asi, en aquellos casos en los que se
utiliza la propia ALDU en el ensayo funcional de cribado, puede determinarse, si se desea, la identidad del ligando
expresado por la ALDU.

En una realizacion preferente, el ligando es capaz de inhibir una funcién biol6gica de la Hsp90. Por ejemplo, la
funcioén biolégica de la Hsp90 puede ser la invasion, o la adherencia.

En otra realizacion la ALDU o el ligando derivado de una ALDU vy utilizado en el ensayo funcional de cribado como
en la etapa d) del método, segun la presente invencion, identifica un ligando no modificado segun la presente
invencion.

En otra realizacion adicional de la presente invencién, las ALDUs o los ligandos derivados de una ALDU utilizados
para el ensayo funcional de cribado, segun la etapa d) del método de identificacion de un ligando, segln la presente
invencién, se modifican quimicamente para incrementar su actividad biolégica o para dotar la ALDU o el ligando de
actividad biol6gica. A modo de ejemplo, un modo de incrementar la actividad biolégica de una ALDU o de un ligando
o de dotar la ALDU o el ligando de actividad biolégica es utilizar la ALDU o el ligando en combinacion con la
Inactivacion por Laser Mediante Croméforos (CALI), tal como se ha descrito anteriormente. La CALI también puede
utilizarse para incrementar alin mas el efecto inhibidor de un ligando que ya posee un efecto neutralizador e inhibidor
por si mismo.

Ello hace evidente que la naturaleza del ligando expresado en la ALDU no es critico para identificar moléculas

adecuadas, es mas la capacidad de la ALDU de ser identificable y amplificable, la que tiene influencia sobre el éxito
del cribado de moléculas inhibidoras de la Hsp90, segln la invencién.
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Sin embargo, tal como se ha explicado previamente, la amplificacién de la ALDU puede conseguirse incrementando
el nimero de ALDUs individuales, pero también incrementando el nimero de ligandos expresados por cada ALDU
individual. Dado que en principio ello puede conseguirse también por una perla individual que muestra una entidad
guimica pequefia en bibliotecas quimicas combinatorias (ver Ohlmeyer y otros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90,
10922-26; Liu y otros J. Am. Chem. Soc. (2002) 124, 7678-80; Liang y otros, Science (1996) 274, 1520-2) dichas
bibliotecas con formato de perlas también son bibliotecas de ALDUs. Las moléculas pequefias pueden sintetizarse
en perlas microesféricas, que pueden clasificarse con etiquetas quimicas inertes. Durante cada etapa del esquema
sintético, una molécula etiqueta que codifica el nimero de etapa y el reactivo quimico utilizado en dicha etapa se
une a la perla. Este conjunto de etiquetas puede entonces ser utilizado como un cédigo binario para registrar el
historial de la reaccién de cada perla. El compuesto identificado puede entonces ser sintetizado facilmente a mayor
escala.

Una ALDU, tal como se utiliza en la presente invencion, es una ALDU biolégica de forma que la informacion sobre su
identidad se encuentra almacenada en forma de un acido nucleico, por ejemplo ARN o ADN. En una realizacion
preferente, la ALDU se selecciona del grupo formado por virus Utiles para la expresion viral, fagos Utiles para la
expresion en fagos, bacterias Utiles para la expresién en bacterias, ribosomas Utiles para la expresién en ribosomas,
levaduras utiles para la expresion en levaduras y oligonucleoétidos Utiles para la seleccion y amplificacién.

Pueden ser fagos Utiles para la expresién en fagos todos aquellos fagos que pueden obtenerse en cultivo, que son
susceptibles de técnicas de ingenieria genética y que son capaces de expresar un ligando extrafio sobre su
superficie. En Smith y otros (1985) Science, 228, 1315-17 se dio a conocer la expresioén en fagos, en WO 91/17271
se dio a conocer la expresion en fagos de un anticuerpo.

Son bacterias utiles para la expresién en bacterias todas aquellas bacterias que pueden ser mantenidas en cultivo,
que son susceptibles a técnicas de ingenieria genética y que son capaces de expresar un ligando extrafio sobre su
superficie. En Dougherty y otros, (1999) Protein Eng. 12,613-21; y Westerlund-Wickstrom B. (2000) Int. J. Meth.
Microbiol. 290, 223-30 se exponen ejemplos de bacterias Utiles para la expresion en bacterias.

En Shaffizel y otros, (1999) J. Immunol. Methods 231, 119-35; y Willson y otros, (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
98, 3750-5 se dan a conocer ribosomas utiles para la expresion en ribosomas.

En Tuerk y Gold (1990) Science 249, 505-10, y Tuerk y otros, (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6988-92 se dan
a conocer oligonucledtidos Utiles para la seleccion/amplificacion (Selex).

Sin embargo, también son ALDUs Uutiles aquellos eucariotas inferiores que pueden ser cultivados y son susceptibles
de técnicas de ingenieria genética y, por lo tanto, son capaces de expresar un ligando extrafio en su superficie, por
ejemplo levaduras modificadas genéticamente, tal como se da a conocer en Boder y Wittrup (2000) Methods
Enzymol. 328, 430-44.

El método de identificacion de un ligando de la invencion comprende como etapa de identificacion d) una separacion
espacial de las diferentes ALDUs del conjunto de ALDUs y a continuacion el cribado de las ALDUs separadas
espacialmente, segun su efecto, sobre una funcién bioldgica de la Hsp90 de manera que el resultado obtenido
puede ser asignado a una ALDU individual. La separacion espacial de las diferentes ALDUs de un conjunto de
ALDUs puede realizarse, por ejemplo, rellenando diferentes pocillos de una placa de mudltiples pocillos con un
ligando individual y a continuacion utilizar dichas placas de multiples pocillos en un ensayo de cribado funcional. Si
por ejemplo, en un pocillo se inhibe la funcion bioldgica de la Hsp90, entonces se identifica un ligando que inhibe la
funcién de dicha funcién biolégica de la Hsp90, dado que el investigador conoce la identidad de cada ligando que ha
puesto en cada pocillo individual.

Ademas, el método de identificacion de un ligando, segun la presente invencion, puede comprender la etapa de
determinar la identidad del ligando, en la que dicha etapa de determinacién se consigue mediante la secuenciacion
del ADN de una ALDU identificada, tomando una huella PCR del acido nucleico de una ALDU identificada o,
también, en el caso de un ligando derivado de una ALDU, mediante la espectrometria de masas de dicho ligando. La
técnica de la huella de PCR (PCR fingerprinting) de, por ejemplo, fagos se da a conocer en Marks y otros (J. Mol.
Biol. (1991) 222, 581-97). El andlisis de espectrometria de masas de un ligando, por ejemplo un polipéptido, se da a
conocer en Shevchenko y otros ((1996) Anal. Chem. 68, 850-58) o Spengler y otros ((1992) Rapid. Commun. Mass.
Spectrum. 6, 105-8.).

El método de identificacion de un ligando, segun la presente invencién, puede comprender ademas al menos una
etapa de cribado adicional de ALDUs, por ejemplo en la que el cribado se basa en las propiedades bioquimicas de
las ALDUs. Dicha etapa de cribado adicional puede comprender un método seleccionado del grupo formado por
citometria de flujo, ELISA, inmunoprecipitacién, ensayos de union, experimentos inmunohistoquimicos, estudios de
afinidad, inmunotransferencias y matrices de proteinas. Las propiedades bioquimicas pueden determinarse por el
tamafio, la forma, la densidad, la densidad de carga, la propiedad hidrofobica, o la especificidad de unién de una
ALDU o del ligando derivado de una ALDU. Las propiedades bioquimicas de la ALDU o del ligando derivado de un
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ALDU forman la base de la aplicabilidad de los métodos previamente mencionados para el cribado de las ALDUs. La
citometria de flujo se realiza habitualmente marcando las células con un colorante fluorescente y pasando a
continuacion dichas células marcadas en un medio de suspension a través de una boquilla cuentagotas estrecha de
manera que cada célula queda en una pequefia gotita independiente. Habitualmente se utiliza un sistema de
deteccion basado en luz laser para excitar el colorante fluorescente registrandose las gotitas con, por ejemplo,
células positivas a fluorescencia.

El método de identificacion de un ligando de la presente invencidon puede comprender ademas una etapa de
seleccidn sustractiva. Las etapa de seleccidn sustractiva es una etapa que elimina las ALDUs con una propiedad no
deseada. Por ejemplo una etapa de seleccion sustractiva puede realizarse eliminando las ALDUs capaces de unirse
a una célula control, si la propiedad de union a la célula control es una propiedad no deseada. A modo de ejemplo, si
se quiere seleccionar ALDUs especificas para células cancerosas, se puede seleccionar primero aquellas ALDUs
gue se unen a las células cancerosas, eluir las ALDUs unidas, por ejemplo fagos y, a continuacion eliminar aquellas
ALDUs que son capaces de unirse a células no cancerosas, por ejemplo poniendo en contacto el conjunto de
ALDUs eluidas con células no cancerosas y eliminando aquellas ALDUs que se unen a las células no cancerosas.
Las ALDUs que permanecen en el sobrenadante son entonces ALDUs especificas para células cancerosas y
pueden ser utilizadas a continuacion en ensayos funcionales de cribado, segin el método de identificacion de
ligandos de la presente invencion.

En la etapa e) la masa o conjunto de ALDUs, por ejemplo fagos es enriquecido con ALDUs unidos a Hsp90. Los
ALDUs unidos a Hsp90 pueden ser identificados finalmente en la etapa f) mediante diversos métodos conocidos en
la técnica.

Adicionalmente, el método anterior comprende en lugar de las etapas e) y f) las etapas adicionales de:

e) poner en contacto ALDUSs, por ejemplo fagos aislados, con Hsp90 recombinante;

f) lavar dicha Hsp90 con un detergente tampdn y/o una solucién de alta concentracion salina; y

g) eluirlas ALDUs, por ejemplo fagos unidos a la Hsp90; y

h) determinar la identidad del ligando, por ejemplo un anticuerpo o fragmento representado por dicha ALDU
eluida, por ejemplo un fago.

El “detergente” utilizado puede ser una solucion de detergente, preferentemente tampon, y puede ser Tween a una
concentracion entre 0,001 y 0,5%, particularmente entre 0,01 y 0,1%. Tal como se utiliza en la presente invencion
“alta concentracion salina” significa una solucién de alta concentracion salina, preferentemente tampén, y posee una
potencia i6nica entre 10mM y 1M, particularmente entre 20 y 500 mM, mas particularmente entre 50 y 350 mM,
incluso méas preferentemente entre 80 y 250 mM. Son aniones tipicamente Utiles, por ejemplo, cloruro, citrato,
fosfato, hidrogeno fosfato o borato. Son cationes tipicamente Utiles, por ejemplo, sodio, potasio, litio, calcio o
magnesio.

La solucién tampon del parrafo anterior posee tipicamente un pH entre 7 y 8. Pueden utilizarse como tampones, por
ejemplo, DMEM o PBS, particularmente entre un 1% y un 20%, mas particularmente entre un 5% y un 15%, incluso
mas preferentemente aproximadamente un 10% de FCS.

El aislamiento de las células con fagos unidos a las mismas se realiza mediante una centrifugacién suave a valores
g entre 200 y 300 durante entre 3 y 20 minutos, particularmente entre 5 y 10 minutos. La elucion de los fagos unidos,
tanto a las células como a la Hsp90 inmovilizada, se realiza mediante un lavado con glicina a una concentracion
entre 2 y 100mM, particularmente entre 4 y 50mM, mas particularmente entre 5 y 20mM, incluso mas
preferentemente alrededor de 10 mM a un pH entre 0 y 2,5, particularmente entre 1 y 2,5, mas particularmente entre
1,5y 25.

Ademas, pueden utilizarse todos los inhibidores extracelulares de la Hsp90, segun la presente invencion, para
modular y especialmente para reducir la actividad y/o para reducir la secrecion de metaloproteasa de la matriz
(MMP).

Los ejemplos siguientes, incluyendo los experimentos realizados y los resultados obtenidos, se presenta solamente
con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 muestra la invasion de células HT-1080 tefiidas a través de un filtro de 8 um recubierto de Matrigel
(fotografia de la izquierda). La fotografia de la derecha muestra la invasion de células HS-27 tefiidas como control.

La fluorescencia se midi6 tras seis horas de incubacién a 37°C. Los datos se presentan como la media de n = 3
pocillos + DE.
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La figura 2 muestra el efecto inhibidor de mAb 1.5.1 sobre la invasion por células HT-1080. La invasion se determind
en un ensayo de quimiotaxis con la camara de migracion celular recubierta con Matrigel tras irradiacion con luz
(CALI). La invasion por células HT-1080 en ausencia de moléculas inhibidoras se utilizd como control (barra
izquierda). mAb 1.5.1 inhibi6 la invasién por células HT-1080 aproximadamente un 35% (valor p < 0,001).

La figura 3 muestra el efecto inhibidor de scFv1 sobre la invasion por células HT-1080. La invasion se determin6 en
un ensayo de quimiotaxis con la camara de migracién celular recubierta con Matrigel tras irradiacién con luz (CALI).
La invasion por células HT-1080 en ausencia de moléculas inhibidoras se utiliz6 como control (barras de la
izquierda). scFv1 inhibi6 la invasion por células HT-1080 aproximadamente un 46% (valor p < 0,05).

La figura 4 muestra la correlacién entre la inhibicién de la invasion con la concentracion de anticuerpo. Anticuerpos
especificos contra Hsp90, Hsp90a, Hsp90B, (todos de Stress-gen), alfa-actinina-4 (Martin R. Pollak, Children’s
Hospital, Boston, MA) y mAb 1.5.1 se marcaron con FITC y se evaluaron en el ensayo de invasion tras irradiacion
con luz a 3 concentraciones (10 pg/mL, 20 pg/mL y 40 pg/mL). También se muestra un control positivo integrina 1
(Chemicon 20ug/mL) y un control negativo (0, sin anticuerpo). Los anticuerpos mAb 1.5.1, anti-Hsp90, y anti-Hsp90a
demostraron una inhibicién dependiente de la concentracion de la invasion, mientras que Hsp90p y alfa-actinina-4 no
lo hicieron. Cada barra esta normalizada frente a un control oscuro y representa la media + s.e.m (error estandar de
la media) de al menos 2 experimentos por triplicado.

La figura 5 muestra los resultados de los experimentos de inmunoprecipitacion. Se incubaron mAb 1.5.1 o un
anticuerpo anti-Hsp90 (Stressgen #SPA-830) con lisados de células HT-1080. Se separaron los inmunocomplejos
mediante SDS-PAGE y se inmunotransfirieron con mAb 1.5.1 o el anticuerpo anti-Hsp90. Se reconoce la misma
banda especifica por ambos anticuerpos, indicando que ambos se unen a la misma proteina.

La figura 6 muestra la inmunohistoquimica conjunta de Hsp90 y mAb 1.5.1. El primer panel muestra la localizacion
de Hsp90a/B (Affinity Bioreagents #PA3012 & PA3-013) cerca del borde apical de las células HT-1080. El segundo
panel muestra la misma localizacion cerca del borde apical utilizando mAb 1.5.1. Puede observarse la co-
localizacién completa de las proteina cuando se sobreponen las imagenes (fotografia de la derecha). Ello demuestra
que el mAb 1.5.1 y Hsp90 reconocen la misma proteina. La imagenes se captaron (microscopio Zeiss Axiovert 10
utilizando una lente Neofluar 40-x con una abertura numérica de 0,75) utilizando conjuntos de filtros de excitaciéon a
546 y 480 y conjuntos de filtros de emisién a 590 y 530 para rodamina (rojo, Hsp90a/B) y FITC (verde, mAb 1.5.1)
Las barras gréficas en las imagenes representan 10um.

Figura 6.1. La inmunocitoquimica de superficie sobre células HT-1080 utilizando anticuerpos contra integrina 1 (c),
y Hsp90a (e) muestran un tefiido superficial evidente. Los controles negativos [anti-ratdon secundario solo (a), anti-
conejo secundario solo (b)], a-actinina-4 y Hsp90B (f) no muestran tincién superficial detectable. Las imagenes se
visualizaron utilizando una Olympus BH-3, y se captaron utilizando una camara digital SPOT (Digital Instruments).

Figura 6.2. La inmunocitoquimica de superficie sobre células de adenocarcinoma MDMDA231 utilizando anticuerpos
contra la integrina-1 (c), y Hsp90a (e) muestran una tincién superficial evidente. Los controles negativos [anti-raton
secundario solo (a), anti-conejo secundario solo (b)], a-actinina-4 y Hsp90B (f) no muestran tincién superficial
detectable. Las imagenes se visualizaron utilizando una Olympus BH-3, y se captaron utilizando una camara digital
SPOT (Digital Instrument).

Figura 6.3. La inmunotransferencia de medio acondicionado por HT-1080 con anticuerpos especificos contra
Hsp90a y Hsp90P muestra la ubicacion extracelular de Hsp90a, pero no de Hsp90pB. Hsp90a se halla presente en el
medio libre de suero acondicionado por células HT-10890, pero Hsp90p esta ausente.

La figura 7 muestra un experimento de biotinilacién de proteinas de superficie que se realiz6 en células HT-1080
vivas, tal como se ha descrito previamente. Tanto las proteinas de superficie biotiniladas como las proteinas
intracelulares no biotiniladas se separaron mediante SDS-PAGE. Para el andlisis de inmunotransferencia se
utilizaron anticuerpos anti-Hsp90 y anti-alfa-actinina-4. Hsp90 muestra tanto una ubicacion superficial (S) como
intracelular (IC), mientras que la alfa-actinina se halla solamente en el conjunto de proteinas intracelulares.

La figura 8 muestra el resultado de un analisis FACS. Se muestra la actividad de unién de scFvl a células HT-1080
(linea gruesa) y como control a células HS-27 (linea delgada).

La figura 9 muestra las coincidencias de péptidos del analisis de espectrometria de masas. Se corrieron fragmentos
de péptido tripsinizados de la inmunoprecipitacion de mAb 1.5.1 en un HPLC Surveyor y un espectrometro de masas
LCO Deca lon Trap (ThermoFinnigan) con una columna C18 con un nanospray de 75 um (New Objectives). Los
PMF (fragmentos de masa peptidica) obtenidos se utilizaron para buscar todas las entradas para la especie Homo
sapiens en las bases de datos NCBI y Swiss-Prot. Los péptidos coincidentes cubren un 24% (172 de 732 residuos)
de Hsp90a y un 33% (241 de 724 residuos) de Hsp90p.
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La figura 10 muestra el efecto dependiente de la concentracién de la novobiocina sobre la invasion por células HT-
1080. Las células HT-1080 se pre-trataron durante 1 hora con novobiocina o acido nalidixico y se realiz6 un ensayo
de invasion. La novobiocina muestra una inhibicién dependiente de la dosis de la invasion (p < 0,01 a > 0,05 mM por
ANOVA). El acido nalidixico no posee ningun efecto sobre la invasién. La viabilidad de las células no se vio afectada
en este ensayo (datos no mostrados). Cada punto de datos esta normalizado frente al control sin farmaco y
representa la media + s.e.m de 2 experimentos por triplicado.

La figura 11 muestra que la secrecién de MMP disminuy0 tras la adicién de novobiocina. Se trataron 40.000 células
HT-1080 durante 6 horas con novobiocina o acido nalidixico (como control) a las concentraciones indicadas. La
actividad de MMP disminuyé mas de un 75% a la concentracién mas alta analizada sin observarse reduccion alguna
de la actividad enzimatica con el acido nalidixico. Las dos bandas (A y B) corresponden a MMPs no identificadas.
(Imagen invertida para mayor claridad).

La figura 12 muestra el principio de la inactivacion por laser/luz mediante croméforos (CALI).

La figura 13 muestra el mapa de vector del vector de expresion de scFv pXP10 y la secuencia correspondiente.
La figura 14 muestra el mapa de vector del vector de expresion de scFv pXP14 y la secuencia correspondiente.
La figura 15 muestra las secuencias para la construccion de cebadores a partir de una biblioteca de ratén.

La figura 16 muestra las secuencias de aminoacidos (identificador de secuencia n°: 1) (la region CDR3 esta
subrayada) y la secuencia de nucleétidos (identificador de secuencia n° 2) de scFv1.

La figura 17 muestra que un anticuerpo anti-Hsp90a co-inmunoprecipita MMP2 a partir de medio acondicionado por
células HT-1080. Las proteinas inmunoprecipitadas se inmunotransfirieron con anti-MMP2 o anti-Hspo90a. La
inhibicién de Hsp90 inhibe la secrecién de MMP2.

La figura 18 muestra el contenido en MMP2 de medio acondicionado tras tratamiento con geldanamicina (GA). Se
trataron células HT-1080 con geldanamicina (GA) 20 uM en medio libre de suero y se analizaron mediante
zimografia. La actividad de MMP2 (gelatinasa de 72 kDa) disminuy6 aproximadamente un 35% tras el tratamiento
con GA. El contenido total en proteina se visualizé6 mediante tincién argéntica para garantizar una carga igual.

La figura 19 muestra la correlacién entre los contenidos en MMP2 y Hsp90a. Se trataron células HT-1080 con perlas
de agarosa conjugadas con geldanamicina (perlas GA) o perlas control (perlas) o se dejaron sin tratar (0). El medio
acondicionado se inmunotransfirié6 para MMP2 o Hsp90a. Los niveles de MMP2 activa disminuyeron un 80% y los
niveles de pro-MMP2 disminuyeron un 15% tras el tratamiento con perlas GA.

La figura 20 muestra la disminucion en la capacidad invasora de las células tumorales tras el tratamiento con
diferentes cantidades de perlas de agarosa conjugadas con geldanamicina (perlas GA). Se trataron células HT-1080
o bien sin perlas o con un 5% o un 10% (volumen / volumen) de perlas GA o con perlas control y se analiz6 la
capacidad invasora. Las células tratadas con perlas GA muestran una disminucién del 45%, mientras que las células
tratadas con perlas control solamente muestran una disminucién del 15% en su capacidad invasora (p < 0,01,
prueba T). Cada punto de datos esta normalizado frente al control sin tratamiento y representa la media * error
estandar de dos ensayos por triplicado.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 : Generacién de anticuerpos monoclonales (por ejemplo mAb 1.5.1)

Se inmunizaron ratones con células HT-1080 fijadas o lisadas dos veces en un periodo de tres meses. Para la
fijacion, células HT-1080 confluentes (1 x 10"/botella de 75 sz) se lavaron una vez con PBS, a continuacién se
extrajeron con PBS y rascado. Las células se volvieron a suspender mediante pipeteado, se centrifugaron durante 5
minutos a 220xg Yy se fijaron con 10 mL de paraformaldehido al 2% durante 10 minutos a 4°C. Se lavaron las células
con PBS, y a continuacion se volvieron a suspender en 1 mL de PBS. Las células lisadas se generaron mediante
tripsinizaciéon de células HT-1080 confluentes, lavado una vez con PBS, y a continuacion precipitado durante 1
minuto a 12.000xg. A continuacion se lisaron las células en tamp6n de lisis (Triton X-100 0,67 en Tris-HCI 0,33m, pH
7,5) a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién se centrifug6 el lisado durante 5 minutos a 12.000xg.
Se eliminé el Triton X-100 afiadiendo el lisado a columnas PD-10 y eluyendo la proteina con 3,5 mL de PBS. La
proteina se cuantific utilizando el kit Micro-BCA (Pierce), y para la inmunizacién se utilizaron 150 pg/mL/ratén.

La generacién de hibridomas se realizé tal como se ha descrito previamente (Harlow y Lane, 1988).

En primer lugar se cribaron los sobrenadantes de los hibridomas fijando una monocapa confluente de células HT-
1080 (40.000 por pocillo de una placa de 96 pocillos de base fina y transparente) en paraformaldehido al 4% en PBS
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durante 30 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se permeabilizaron en Triton X-100 al 0,2% durante 5
minutos. Tras la incubacion con sobrenadante de hibridoma no diluido, se realizaron tres lavados de 5 minutos con
albumina sérica bovina (BSA) al 0,1% en solucién salina tampon fosfato (PBS). Se afiadié un anticuerpo secundario
de conejo anti-ratén marcado con FITC durante 1 hora a temperatura ambiente. Se repitieron los mismos lavados
con 0,1% BSA/PBS y se afiadié durante 1 hora a temperatura ambiente un anticuerpo de cabra anti-raton, terciario,
marcado con FITC. Tras una ronda final de lavados, las células se almacenaron en PBS a 4°C hasta el
procesamiento de imagenes. Las imagenes se captaron (microscopio Zeiss Axiovert 10 utilizando una lente Neofluar
40X con una abertura numérica de 0,75) utilizando un conjunto de filtros de excitacion a 480 y un conjunto de filtros
de emisién a 535 para FITC. Se puntud la tincién de las células comparada con controles positivos (anti-integrina-p1,
Chemicon #MAB1963 y anti-gelsolina, Sigma #G4896) y con controles negativos (sin anticuerpo primario).

Los hibridomas que dieron un resultado positivo en cuanto a la unién a HT-1080, se analizaron a continuacion
respecto a la expresion superficial mediante inmunocitoquimica de superficie. Para la inmunocitoquimica de
superficie, se incubd una monocapa confluente de células HT-1030 (40.000 por pocillo de una placa de 96 pocillos
de base fina y transparente) con sobrenadante de hibridoma durante 1 hora a 37°C, CO, al 5%. Tras tres lavados de
5 minutos con albumina sérica bovina (BSA) al 0,1% en solucién salina tampén fosfato (PBS), se fijaron las células
en paraformaldehido al 2% durante 2 minutos. Se realiz6 otra ronda de lavados con BSA 0,1% en PBS, y se afiadid
un anticuerpo secundario anti-conejo de raton durante 1 hora a temperatura ambiente. Se repitieron los mismos
lavados y se afiadié durante 1 hora a temperatura ambiente un anticuerpo de cabra anti-raton, terciario, marcado
con FITC. Tras una ronda final de lavados, se almacenaron las células en PBS a 4°C hasta el procesamiento de
imagenes. La tincién superficial se visualizé con microscopio en un microscopio Zeiss Axiovert 10 utilizando una
lente Neofluar 40X con una abertura numérica de 0,75. Las imagenes se captaron utilizando un conjunto de filtros de
excitacién a 480 y un conjunto de filtros de emisiéon a 535 para FITC. Se puntud la tincién superficial de las células
comparado con un control positivo (anti-integrina 1, Chemicon #MAB1963 y anti-gelsolina Sigma #G4896) y con
controles negativos (sin anticuerpo primario)

Ejemplo 2 : Construccién de una biblioteca inmunolégica

Se inmunizaron dos ratones BALB/c por via intradérmica con 2 x 10" células HT-1080 fijadas en paraformaldehido
(linea celular de fibrosarcoma humano; ATCC, CCL-121). Tras la primera inmunizacién, se repitieron dos veces las
inyecciones en un periodo de 39 dias, se sacrificaron los ratones y se aislaron los bazos y se congelaron en
nitrégeno liquido.

Se aislé el ARNm total utilizando el Kit RNeasy Midi (QIAGEN #75142), segun la descripcion del fabricante,
utilizando la mitad de cada preparaciéon de bazo. La concentracion y pureza del ARN se determind mediante un gel
de formaldehido desnaturalizante y determinacion fotométrica.

Se sintetizé ADNc utilizando 8,9 pg de ARN recién preparado y 10 pmol de una mezcla de cebadores IgG1-c, IgG2a-
¢, IgG2b-c, 1gG3-c, VLL-c, VLK-c) utilizando el Kit Superscript™ Il (GibcoBRL Life Technologies #18064-014). Estos
cebadores se hibridan al ARN que codifica los genes de la cadena pesada (VH) IgG y los genes de la cadena ligera
(VL) de la familia kappa y lambda. Los genes VH se amplificaron mediante PCR a partir de 1 pl de ADNc utilizando
36 combinaciones individuales de 9 cebadores directos (M-VH1, M-VH2, M-VH3, M-VH4, M-VH5, M-VH6, M-VH7, M-
VH8, M-VH9) y 4 cebadores inversos (M-JH1, M-JH2, M-JH3, M-JH4) sin sitios de restriccion. Los genes VL se
amplificaron mediante PCR con una mezcla de cebadores (M-VK1, M-VK2, M-VK3, M-VK4, M-VL1, M-JK1, M-JK2,
M-JK3, M-JL1) sin sitios de restriccién. Los productos de la PCR se purificaron en gel (Kit de extraccion en gel
QIAquick, #28706) y se volvieron a amplificar utilizando combinaciones individuales de 9 cebadores directos (MVH1
Sfil MVH2 Sfil, MVH3 Sfil, MVH4 Sfil, MVH5 Sfil, MVH6 Sfil, MVH7 Sfil, MVH8 Sfil, MVH9 Sfil) y 4 cebadores
inversos (M-JH1, Sall, M-JH2 Sall, M-JH3 Sall, M-JH4 Sall) VH y una mezcla de cebadores (M-VK1 ApalLl, M-VK2,
ApalLl, M-VK3 ApalLl, M-VK4 ApalLl, M-VL1 ApaLl, M-JK1 Notl, M-JK2 Notl, AM-JK3 Notl, M-JL1 Notl) con sitios de
restriccion para VL. Los productos de la PCR se purificaron en gel (Kit de extraccion en gel QIAquick, #28706) y se
clonaron en el vector de expresion en fagos pXP10 utilizando los sitios de restriccion Sfil/Sall para VH y ApaLl/Notl
para VL. La mezcla de ligadura se transfect6 en E. Coli TG-1 mediante electroporacion dando lugar a una biblioteca
con un tamafio de 10" clonas independientes (fagos) que expresan fragmentos de anticuerpos de una cadena
diferentes (scFv).

Ejemplo 3 : Seleccién y cribado de scFv (seleccién en células fijadas)

Se seleccionaron cadenas Unicas Fv a partir de la biblioteca de expresion en fagos generada a partir de los ratones
inmunizados con células HT-1080 fijadas. La biblioteca se gener6 utilizando el vector de expresiéon en fagos pXP10.

Se seleccionaron los fagos que expresaban scFv con alta afinidad por las células tumorales del modo siguiente: Se
recolectaron células HT-1080 con EDTA al 0,05%, se fijaron con paraformaldehido, se diluyeron a una concentracion
de 1x10’ células/mL en PBS y se inmovilizaron en pocillos de placas en entrecruzamiento UV de 96 pocillos
(Corning Costar). Los pocillos de la placa de entrecruzamiento UV se bloguearon con leche desnatada en polvo al
5% (#70166, Fluka) en PBS (MPBS). Se pre-bloguearon 10™ cfu (unidades formadoras de colonias) de la biblioteca
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de fagos por 10° células durante 1 hora a 25°C con MPBS y a continuacién se incubaron durante 1,5 horas a
temperatura ambiente (RT) con las células. Los pocillos la placa de entrecruzamiento UV se lavaron seis veces con
PBS + Tween-20 0,05%, seguido de seis lavados con PBS. Los fagos unidos se eluyeron mediante la adicién de
glicina 10 mM a pH 2,2 y se neutralizaron con Tris/HCI 1M a pH 7,4. Tipicamente, se eluyeron entre 10° y 10° cfu en
la primera ronda de seleccién, por lo tanto la diversidad del repertorio enriquecido disminuye en comparacién con el
repertorio original. Se amplificé el eluato que contenia el repertorio enriquecido infectando E. coli TG 1 en
crecimiento exponencial. Se seleccionaron y propagaron los E. coli que contenian fagémidos mediante cultivo de
una noche (o/n) a 30°C en placas de agar LB suplementadas con 100 pug/mL de ampicilina y glucosa al 1%: Tras
esta etapa, el repertorio enriquecido puede o bien ser amplificado como un conjunto policlonal y utilizado para
rondas adicionales de seleccion de forma iterativa hasta conseguir la convergencia hasta las propiedades deseadas
o bien separarse espacialmente y cribarse a nivel de clonas individuales. Las particulas de fago para la siguiente
ronda de seleccion se producen mediante una sobre-infeccion de cultivos en crecimiento exponencial de la ronda
anterior de la seleccion con el fago colaborador VCS-M13 (Stratagene, La Jolla, CA) y dejando crecer los cultivos
una noche a 20°C en 2xTY suplementado con 100 pg/mL de ampicilina (amp) y 50 pg/mL de kanamicina (kan). Los
fagos preparados tras la seleccion se precipitaron con NaCl 0,5M /PEG-6000 4% a partir del sobrenadante
bacteriano aclarado y se volvieron a suspender en PBS. Se realiz6 una ronda de seleccion, seguida del cribado a
nivel de clonas individuales, tal como se describe en el ejemplo 4.

Ejemplo 4 : Seleccién y cribado de scFv (Cribado sobre células fijadas)

Para el cribado, se volvieron a clonar en el vector de expresion pXP14 los genes que codifican los scFv
seleccionados, contenidos en el vector de expresion en fagos. Este vector dirige la expresion de scFv en fusion con
un Strep-tag y un E-tag y no contiene un gen-3 de los fagos filamentosos. Se cultivaron E. coli TG1 de colonias
individuales conteniendo el vector de expresion, en pocillos individuales de una placa de microtitulacion de manera
que cada pocillo contenia una sola clona scFv. Las bacterias se cultivaron a 30°C en 2xTY suplementado con 100
png/mL de amplicilina y glucosa al 0,1% en placas de microtitulacion de 96 pocillos (#9297, TPP) hasta una ODggo de
0,7. La expresion se indujo con IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y se continué a 25°C durante una noche.
Se prepararon lisados aclarados que contenian Fv de una cadena mediante la adiciéon de lisozima de huevo de
gallina (#L-6876, Sigma) a una concentracion final de 50 pg/mL durante 1 hora a 25°C y centrifugacion durante 15
minutos a 3.000 x g. Previamente al ELISA de cribado, los lisados aclarados se bloquearon mediante la adicion de
un volumen igual de DMEM + FCS al 10% durante 1 hora. Para el ELISA de cribado, se recogieron las células HT-
1080 con EDTA al 0,05%, se fijaron con paraformaldehido, se diluyeron a una concentracion de 1x10" células/mL en
PBS y se inmovilizaron sobre pocillos de una placa de entrecruzamiento UV de 96 pocillos (Corning Costar). Los
pocillos de la placa de entrecruzamiento UV se blogquearon con MPBS y se afiadieron los lisados aclarados
bloqueados conteniendo scFv durante 1,5 horas a 25°C. Las placas se lavaron 2 veces con PBS + Tween-20 0,1% y
una vez con PBS, se incubaron con a-E-tag conjugado con HRP (#27-9413-01, Pharmacia Biotech; diluido 1:5.000
en MPBS con Tween-20 al 0,1%) durante 1 hora, se lavaron tres veces con PBS + Tween-20 al 0,1% y tres veces
con PBS, se revelaron con POD (#1 484 281, Roche) y se leyeron las sefiales a 370 nm.

Las clonas positivas se volvieron a analizar frente a células HT-1080 vy fibroblastos humanos Hs-27 control (ATCC
CRL-1634) utilizando el procedimiento de ELISA de cribado descrito previamente y se conservaron en lotes en
glicerol. En un cribado tipico, se cribaron 2760 (30x92) clonas en cuanto a su union a células HT-1080, definiéndose
el 5% de clonas positivas como las clonas que daban una sefial tras sustraccion del fondo > 0,1. 155 clonas
positivas se re-evaluaron en cuanto a un unién especifica a células HT-1080 en comparacion con células Hs-27
control, con un 28% de clonas positivas definidas como clonas que daban una sefial tras sustraccién del fondo en
células HT-1080 al menos dos veces el valor de la sefial en células Hs-27 control.

Ejemplo 5 : Secuenciacion y expresion a gran escala

La secuenciacion de scFvl y sus genes se realizd con Sequiserve GmbH, Vaterstetten, Alemania utilizando el
cebador pXP2 Seq2 (5-CCCCACGCGGTTCCAGC-3'y pXP2 Seql (5 TACCTATTGCCTACGGC-3'. Las secuencias
de aminoacidos y nucleétidos se muestran en las figuras.

Las clonas especificas identificadas mediante secuenciacion se extrajeron mediante vapor (steamed) de los lotes de
glicerol en placas de Agar LB/Amp (100 pg/mL)/glucosa 1% y se incubaron o/n a 30°C. Se inocularon 10 mL de
medio LB/Amp/Glu (1%) en una Unica colonia y se cultivaron o/n a 30°C y con una agitacioén de 200 rpm. La mafiana
siguiente, los cultivos de una noche se colocaron en hielo hasta la inoculacién de 1 L de medio 2xTY suplementado
con 100 pg/mL de ampicilina y glucosa al 0,1% en matraces Erlenmeyer de 2 L. Se cultivaron las células a 25°C y
con agitacion hasta alcanzar una ODggo de 0,5-0,6 y a continuacion se indujeron con IPTG a una concentracion final
de 0,1 mM. Se afadi6 ampicilina recién preparada a una concentracion de 50 ug/mL e incubd a 22°C o/n con
agitacion. Por la mafiana se centrifugaron los cultivos a 5.000 x g durante 15 minutos a 4°C, se desecharon los
sobrenadantes y los precipitados se volvieron a suspender cuidadosamente en hielo con una pipeta en 10 mL de
tampon PBS-Na 0,5 M conteniendo inhibidores de proteasa completa (#1697498, Roche), previamente enfriado.
Tras completar la resuspension, se transfirieron las suspensiones de bacterias a tubos de centrifugacién Oakridge
de 20 mL y se afiadié lisozima de huevo de gallina (#L-6876, Sigma) a una concentracion final de 50 pug/mL durante
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1 hora en hielo. Las bacterias lisadas se centrifugaron a 20.000 x g durante 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes
(lisado) se transfirieron a tubos de plastico de 15 mL. Para la purificacion por afinidad, los lisados se cargaron a una
velocidad de 1 mL/min en columnas de 1 mL StrepTactin (# 2-1505-010, IBA) equilibradas con 10 volimenes de
columna (CV) de tampén PBS-Na 0,5M a través de un sistema de purificacion de proteinas paralelo. Tras un lavado
con 10 CV de PBS se procedid a la elucion con 5 CV de PBS/Destiobiotina 5 mM (#D-1411, Sigma) recogiéndose
fracciones de 1 mL. Se midieron las fracciones de UVago, Se agruparon las fracciones que contenian proteina y se
concentraron con Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices 10.000 MWCO (#UFC801024, Millipore) a 4.700 x g. Se
comprobd la pureza de las scFv concentradas con geles SDS-PAGE Bis-Tris 12% tefiidos con Azul Coomassie y se
congelaron en alicuotas con glicerol al 20% a -80°C.

Ejemplo 6 : Analisis FACS de la unién especifica a células tumorales.

Para evaluar la capacidad de los scFv anti HT-1080 purificados de unirse especificamente a las células diana,
realizamos un andlisis de clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS) utilizando células HT-1080
(ATCC CCL-121) y células Hs-27 (10° células/mL) como linea celular de control (ver figuras). Las células se
incubaron con 10 pug/mL de scFv puro en CellWash (BD (Becton, Dickinson and Company) #349524) durante 20
minutos a 4°C, se lavaron y se detectaron los scFv unidos con un mAb anti E-tag secundario marcado con FITC
(Amersham #27-9412-01). Las muestras se lavaron y analizaron en un analizador FACS de Becton Dickinson. La
figura 8 muestra el logaritmo de la intensidad de la fluorescencia (FL1-H; eje x) respecto al numero relativo de
células (recuentos; eje y) para células que reaccionan con scFvl. La linea delgada representa la linea celular control
(HS-27) y la linea gruesa las células HS-1080. scFvl tifie especificamente las lineas celulares tumorales con una
sefial hasta diez veces superior en comparacion con la linea celular control.

Ejemplo 7 : Marcaje de scFv con FITC

Los scFv se marcaron con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Molecular Probes, Eugene, USA #F1906) mediante
el siguiente método: Se afiadieron alicuotas de una solucion de 10 mg/mL de FITC en dimetil sulféxido seco a 100
pg de scFvl disuelto en PBS/Na-HCOs; 0,5M, pH 9,5 en una relacion 30:1 (FITC:scFvl). La muestra se incubo
durante dos horas a temperatura ambiente con agitacion, se separ6 el FITC libre utilizando columnas
desalinizadoras (2 Micro Spin G-25, Pharmacia 27-5325-01). El porcentaje de marcaje se determind mediante
espectrometria de masas y mediante espectrometria UV/VIS, de manera que la concentracion de proteina se calculd
a 280 nmy la concentracién de FITC a 494 nm.

Ejemplo 7.1 : Marcaje del mAb 1.5.1 con FITC

Se afiadio una solucion recién hecha de 10 mg/mL de FITC (Molecular Probes, Eugene, USA #F1906) en dimetil
sulféxido seco en una relacién 1:5 al anticuerpo purificado mAb 1.5.1. (T-gel Absorbant, Pierce Biotechnology
#20500). Se afiadi6 a la reaccion un volumen igual de NaHCO3 0,5M, pH 9,5, y se incubé la reaccién con balanceo
durante dos horas a temperatura ambiente. El FITC libre se separ6 utilizando una columna desalinizadora (PD-10,
Amersham #17-0851-01). El porcentaje se determind calculando la concentracién de FITC mediante espectrometria
VIS a 494 nm y asumiendo una recuperacion completa de la proteina a partir del marcaje.

Ejemplo 8 : Ensayo de capacidad invasora para la identificacién de fragmentos de anticuerpo inhibidores.

Se utilizé el sistema ChemoTx® (Neuro Probe Inc.# 106-8, Gaithersburg) en un formato de 96 pocillos como camara
de quimiotaxis/migracién celular desechable con filtro de policarbonato pista grabado con un tamafio de poro de 8
pm, diametro/sitio 5,7 mm.

Se aplicaron al filtro de membrana de la placa de 96 pocillos en las hileras B-H, 13,3 uL de una solucién de 0,3
mg/mL de Matrigel (Matrigel es una preparacién de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma de raton
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), un tumor rico en proteina de la matriz extracelular. Su componente principal es la
laminina, seguida del colageno 1V, el proteoglicano heparan sulfato, la entactina y el nidogén. También contiene
TGF-B, factor de crecimiento de los fibroblastos, activador del plasmindgeno tisular, y otros factores de crecimiento
que se encuentran de forma natural en el tumor EHS) (Becton Dickenson, BD #356234) diluida en Dulbeccos PBS
(Gibco #14040-091) y en la hilera A se diluyeron 1,2 pg/sitio de colageno S tipo | (Roche #10982929) en HCI (Sigma
#945-50) 0,05 M y se incubé durante la noche a 20°C en un desecador para promover la gelificacién. Se cultivaron
células HT-1080 hasta una confluencia del 70-80% en DMEM suplementado con Glutamaxl (862mg/l (Gibco
#31966-021) con un 10% de FCS (Gibco #10270106). Se lavaron las células dos veces con DMEM/GlutamaxI/0,1 %
BSA (Sigma #A-7030) y a continuacidon se marcaron in situ con Bisbencimida H 33342 (Sigma #B-2261) y se
diluyeron 1:100 en DMEM/Glutamax!/0.1 % BSA durante 15 min a 37<C, 7,5% CO ,. Se lavaron las células dos veces
con DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA y se cargaron con DMEM/Glutamax!/0,1 % BSA durante 15 min a 37<C, 7,5% CO ;
para recuperarlas. Tras dos lavados con PBS w/o (agua en aceite) ca™, Mg2+ (Gibco, 10010-015), se desprendieron
las células con EDTA 0,5 mM (Sigma #E8008), se recolectaron con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/Hepes (Gibco
#15630-056)10mM, se lavaron des veces con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/ Hepes 10mM, se suspendieron en
Dulbeccos PBS/0,1% BSA/ Hepes 10mM y se diluyeron a una concentracion de 6,7 x 10° células/mL con Dulbeccos
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PBS/0,1% BSA/ Hepes 10mM. Se incubaron 6,7 x 10° células/mL en una relacién 1:1 con 40 pg/mL de un scFv
control como control negativo de la inhibicién de la invasién y con un scFv especifico para HT-1080 durante 1 hora
en hielo. Tras diluir hasta una concentracién de 6,7 x 10° células/mL con DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA, se
pipetearon las células HT-1080 y las d||u0|ones de células HT-1080/scFv por triplicado en la camara de quimiotaxis
(hileras B-H) a una densidad de 3,4 x 10* células/pocillo y se incubaron durante 6 horas a 37°C, 7,5% CO,. Como
agente potenciador de la qU|m|otaX|s se utlllzo DMEM/GlutamaxI con un 5% de FCS en la camara inferior. Se realiz6
una curva estandar entre 1 x 10* y 4 X 10* células/sitio en la hilera A de la camara de quimiotaxis recubierta de
colageno S tipo I. En la camara inferior se utilizé DMEM/Glutamax|/0,1% BSA (las células no migraron). Tras rascar
las células que no migraron de la parte superior de la membrana (excepto en la curva estandar de la hilera A) se
determind la fluorescencia de las células que migraron a través de la membrana (de las que no migraron en el caso
de la curva estandar), en un lector de microplacas Fluostar Galaxy (bMG) utilizando unas longitudes de onda de
excitacién/emisiéon de 370/460 nm.

Ejemplo 9 : Ensayo de invasion para la identificacion de dianas con CALI

Este ejemplo es en general idéntico al ejemplo 8, excepto porque se utilizaron scFV marcados con FITC (ver,
ejemplo 7 para el marcaje) y se integré el proceso CALI dentro del ensayo de invasion.

Se utilizé el sistema ChemoTx® (Neuro Probe Inc.# 106-8, Gaithersburg) en un formato de 96 pocillos como camara
de quimiotaxis/migracién celular desechable con un filtro de policarbonato pista grabado con un tamafio de poro de 8
pm, diametro/sitio 5,7 mm.

Se aplicaron sobre el filtro de membrana de la placa de 96 pocillos 13,3ul de una solucién de 0,3mg/ml de Matrigel
(ver ejemplo 8) diluida en Dulbeccos PBS (Gibco #14040-091), en las hileras B-H y en la hilera A se diluyeron 1,2
Mg/sitio de colageno S tipo | (Roche #10982929) en HCI (Sigma #945-50) 0,05 M y se incubd durante una noche a
20° en un desecador para promover la gelificacion. Se cultivaron células HT-1080 hasta una confluencia del 70-80%
en DMEM suplementado con Glutamaxl (862mg/L (Gibco #31966-021) con un 10% de FCS (Gibco #10270106). Se
lavaron las células dos veces con DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA (Sigma #A-7030), a continuacion se marcaron in situ
con Bisbencimida H 33342 (Sigma #B-2261) y se diluyeron 1:100 en DMEM/Glutamax|/0.1 % BSA durante 15 min a
37C, 7,5% CO,. Se lavaron las células dos veces con DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA y se cargaron con
DMEM/Glutamax!/0,1 % BSA durante 15 min a 37C, 7,5% C O, para recuperarlas. Tras dos lavados con PBS w/o
(agua en aceite) Ca2+ M92+ (Gibco, 10010-015), se desprendieron las células con EDTA 0,5 mM (Sigma #E8008), se
recolectaron con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/10mM Hepes (Gibco #15630-056), se lavaron dos veces con Dulbeccos
PBS/0,1% BSA/10mM Hepes se suspendieron en Dulbeccos PBS/0,1% BSA/10mM Hepes y se diluyeron a una
concentracion de 6,7 x 10° células/mL con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/10mM Hepes. Se incubaron 6,7 x 10°
células/mL en una relacion 1:1 con 40 pg/mL de anticuerpo monoclonal anti-integrina beta | (JB 1, Chemicon
#MAB1963) marcado con FITC como control de la inhibicion de la i |nvaS|on tras CALI y con un scFv especifico para
HT-1080 marcado con FITC 1 hora en hielo. Se pipetearon 1,3 x 10° células HT- 1080/pocillo o células HT-
1080/dilucion de scFv o Ab por triplicado en dos placas de 96 pocillos, negras, con éptica especial de fondo plano y
ultra fino (Costar #3615). Una placa se mantuvo en hielo en la oscuridad mientras que la otra placa se irradié en un
bloque de hielo con laser de onda continua a 488 nm (0,5 W, 30 segundos). Tras diluir a una concentracion de 6,7 x
10° células/mL con DMEM/Glutamaxi/0,1 % BSA, se pipetearon las células HT-1080 y las diluciones de células HT-
1080/scFv por triplicado (triplicados no irradiados al lado de triplicados irradiados) en la camara de quimiotaxis
(hileras B-H) a una densidad de 3,4 x 10* células/pocillo y se incubaron durante 6 horas a 37C, 7,5% CO . Como
agente potenciador de la qU|m|otaX|s se utlllzo DMEM/Glutamaxl con un 5% de FCS en la camara inferior. Se realiz6
una curva estandar entre 1 x 10* y 4 x 10* células/sitio en la hilera A de la camara de quimitoaxis recubierta de
colageno S tipo I. En la camara inferior se utilizé DMEM/Glutamax!/0,1% BSA (las células no migraron). Tras rascar
las células que no migraron de la parte superior de la membrana (excepto en la curva estandar de la hilera A) se
determind la fluorescencia de las células que migraron a través de la membrana (las que no migraron en el caso de
la curva estandar), en un lector de microplacas Fluostar Galaxy (bMG) utilizando unas longitudes de onda de
excitacion/emision de 370/460 nm. En un experimento general, un valor de 45.000 correspondié a una migracién del
100% de las células.

Se evalu6 el fenotipo invasor de las células HT-1080 comparando su capacidad relativa de invadir la matriz
extracelular tumoral (Matrigel) utilizando el sistema de cultivo Transwell descrito previamente. ScFvl mostro tras
CALI un efecto inhibidor del 46% sobre la invasion de las células HT-1080. En la figura 3 se muestra el resultado del
ensayo de invasién con CALI. La figura 3 muestra que CALI convierte scFvl en un fragmento de anticuerpo
inhibidor.

Ejemplo 9.1 : Ensayo de invasion con anticuerpos (por ejemplo mAb 1.5.1) para la identificacion de dianas con CALI
Se utilizé el sistema ChemoTx® (Neuro Probe Inc.# 106-8, Gaithersburg) en un formato de 96 pocillos como camara

de quimiotaxis/migracién celular desechable con un filtro de policarbonato pista grabado con un tamafio de poro de 8
pm, diametro/sitio 5,7 mm.
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Se aplicaron sobre el filtro de membrana de la placa de 96 pocillos, 13,3ul de una solucién de 0,3mg/ml de Matrigel
(ver ejemplo 8) diluida en Dulbeccos PBS (Gibco #14040-091) en las hileras B-H y en la hilera A se diluyeron 0,3
pg/sitio de colageno de raton tpio IV (Becton-Dickenson #354233) en HCI (Sigma #945-50) 0,05 M y se incubd
durante una noche a 20° en un desecador para promover la gelificacién. Se cultivaron células HT-1080 hasta una
confluencia del 70-80% en DMEM suplementado con aminoacidos no esenciales MEM (IX, Gibco #11140050) y
Penicilina/Estreptomicina (1x, Gibco #15140122) con un 10% de FBS (Hyclone #SH30070.03). Se lavaron las
células una vez con DMEM/aminoacidos no esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-
Estreptomicina (BSA, Sigma #A-7030) y a continuacién se marcaron in situ con 3 uM de Cell Tracker Orange
(Molecular Probes #C-2927) en DMEM/aminoéacidos no esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-
Estreptomicina durante 15 minutos a 37°C, 7,5% CO,. Se lavaron las células una vez con DMEM/aminoacidos no
esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina durante 15 minutos a 37°C, 7,5% CO- para
su recuperarlas. Tras lavar una vez con Solucidon salina equilibrada de Hank (HBSS) w/o Ca2+, Mg2+(G|bc0
#14170112), se desprendieron las células con Versene (Gibco #15040066), se recolectaron con HBSS/ aminoacidos
no esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina (HBSS, Gibco +14025092), se lavaron
2 veces con HBSS/ aminoacidos no esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina, se
suspendieron en HBSS/ aminoacidos no esencnales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina y
se diluyeron a una concentracién de 8 x 10° células/mL con HBSS/ aminoacidos no esenciales MEM/0,1 %
BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina. Se incubaron 8 x 10° células/mL en una relacién 1:1 con 40

pg/mL de anticuerpo monoclonal anti-integrina beta | (JB 1, Chemicon #MAB1963) marcado con FITC como control
de la inhibicién de la invasion tras CALI y con mAbs durante 1 hora en hielo. Se pipetearon 3 x 10° células HT-
1080/pocillo o células HT-1080/mAbs por triplicado en dos placas transparentes de 96 pocillos (Costar #3370). Una
placa se mantuvo eh hielo en la oscuridad mientras que la otra placa se irradi6 en un blogue de hielo con 300W de
luz filtrada en azul (Roscolux, #69, Azul Brillante) durante 1 hora. Tras diluir a una concentracion de 8 x 10°
células/mL con DMEM/aminoacidos no esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina, se
pipetearon las células HT-1080 y las diluciones de células HT-1080/mAbs por triplicado (trlpllcados do irradiados al
lado de triplicados irradiados) en la camara de quimiotaxis (hileras B-H) a una densidad de 4 x 10* células/pocillo y
se incubaron durante 6 horas a 37C, 7,5% CO », Como agente potenciador de la quimiotaxis se utiliz6 DMEM con un
5% de FCS en la camara inferior. Se realizé una curva estandar entre 1 x 10* y 4 X 10* células/sitio en la hilera A de
la camara de quimitoaxis recubierta de colageno de ratén IV. En la camara inferior se utiliz6 DMEM/ aminoéacidos no
esenciales MEM/0,1 % BSA/aminoacidos MEM/Penicilina-Estreptomicina (las células no migraron). Tras rascar las
células que no migraron de la parte superior de la membrana (excepto en la curva estandar de la hilera A), se
determind la fluorescencia de las células que migraron a través de la membrana (las que no migraron en el caso de
la curva estandar), en un lector de fluorescencia de placas Tecan Spectrafluor Plus (excitacion: 544, emision:
590nm). Tanto el control positivo que reconoce la integrina 1 (datos no mostrados) como mAb 1.5.1 mostraron una
reduccion significativa (p < 0,01, prueba t para datos no apareados) de la invasién tras exposicién a la luz (datos
mostrados en la figura 2). El control negativo (sin anticuerpo) no mostré reduccion alguna. Cada barra esta
normalizada con el control negativo y representa la media + s.e.m. de dos experimentos por triplicado.

Ejemplo 10: Ensayo de adherencia a la matriz celular

Se recubrieron las hileras B-H de placas de 96 pocillos (TPP #9296) (tratados para cultivo celular) con 1 pg/pocillo
de colageno S tipo | (Roche #10982929) en Dulbeccos PBS (Gibco #14040-091) y en la hilera A los pocillos 10-12
se recubrieron con BSA (Sigma #A-7030) al 2% en Dulbeccos PBS a 4°C durante una noche. Se lavé la placa con
Dulbeccos PBS, se bloquearon las hileras B-H y los pocillos 10-12 de la hilera A con BSA al 2% en Dulbeccos PBS
durante 1 hora a 37°C y se lavd de nuevo con Dulbeccos PBS. Se cultivaron células HT-1080 hasta una confluencia
del 70-80% en DMEM suplementado con Glutamaxl (862 mg/L (Gibco #31966-021) con un 10% de FCS (Gibco
#10270106). Se lavaron las células dos veces con DMEM/GlutamaxI/0,1 % BSA (Sigma #A-7030), a continuacion se
marcaron con Bisbencimida H 33342 (Sigma #B-2261) y se diluyeron 1:100 en DMEM/Glutamaxl/0.1 % BSA durante
15 min a 37<C, 7,5% CO .. Se lavaron las células dos veces con DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA y se cargaron con
DMEM/Glutamaxl/0,1 % BSA durante 15 min a 37<C, 7,5% C O, para recuperarlas. Tras dos lavados con PBS w/o
ca”, M92+ (Gibco, 10010-015), se desprendieron las células con EDTA 0,5 mM (Sigma #ES008), se recolectaron
con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/Hepes (Gibco #15630-056)10mM, se lavaron des veces con Dulbeccos PBS/0,1%
BSA/ Hepes 10mM, se suspendleron en Dulbeccos PBS/0,1% BSA/ Hepes 10mM y se diluyeron a una
concentracion de 6,7 x 10° células/mL con Dulbeccos PBS/0,1% BSA/ Hepes 10mM. Se incubaron 6,7 x 10°
células/mL en una relacion 1:1 con 40 pg/mL de anticuerpo monoclonal anti-integrina beta | (JB1, Chemicon
#MAB1963) marcado con FITC como control negativo de la inhibicién de Ia adherencia tras CALI y con un scFv
especifico para HT-1080 durante 1 hora en hielo. Se pipetearon 1,3 x 10° células HT- 1080/pocillo o células HT-
1080/dilucién de scFv o Ab por triplicado en dos placas de 96 pocillos, negras, con 6ptica especial de fondo plano y
ultra fino (Costar #3615). Una placa se mantuvo en hielo en la oscuridad mientras que la otra placa se irradié en un
bloque de hielo con laser de onda continua a 488 nm (0,5 W, 30 segundos). Tras diluir a una concentracién de 6,7 x
10° células/mL con DMEM/Glutamaxi/0,1 % BSA, se pipetearon las células HT-1080 y las diluciones de células HT-
1080/scFv por triplicado (triplicados no irradiados al lado de triplicados irradiados) en la placa recubierta y
bloqueada. En la hilera A pocillos 10-12 se pipetearon 6,7 x 10° células/mL con DMEM/Glutamax!/0,1 % BSA como
control de fondo. La placa se incub6 durante 1 hora a 37°C, 7,5% CO; y se lavo dos veces con Dulbeccos PBS, de
manera que se eliminaron mediante el lavado las células no adheridas. En la hilera A pocillos 1-9 se realizé una
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curva estandar entre 1 x 10* y 4 X 10* células/pocillo, en el resto de pocillos se pipetearon 50 uL de Dulbeccos PBS.
Se determind la fluorescencia de la células adheridas al colageno S tipo 1 (no adheridas en el caso de la curva
estandar), con el lector de microplacas Fluostar Galaxy (bMG) utilizando longitudes de onda de excitacion/emision
de 370/460 nm. scFvl inhibi6 un 50% la adherencia de las células HT-1080 al colageno S tipo 1 (datos no
mostrados).

Ejemplo 11: Inmunoprecipitacién

Para la inmunoprecipitacion de mAbs, se lisaron monocapas confluentes de células HT-1080 utilizando Tris-Cl 1mM,
pH 8,0 con cocktail de inhibidores de proteasas (Bohrenger Mannheim) durante 15 minutos a 4°C. Se lisaron
adicionalmente las células utilizando un homogeneizador dounce durante 5 minutos. Los lisados se pre-adsorbieron
durante 1 hora a 4°C con IgG-agarosa anti-ratén (Sigma). Se incub6 en liquido ascitico de la clona de hibridoma
diana (10 pL/ 1 mg de extracto celular) durante una noche a 4°C. Se aislaron los complejos anticuerpo-proteina
utilizando perlas de 1gG anti-raton-agarosa durante 1 hora a 4°C. Se analizaron las proteinas precipitadas con SDS-
PAGE vy tincion con Coomassie, y los inmunoprecipitados mAb se analizaron adicionalmente mediante
inmunotransferencias con liquido ascitico de la diana.

Para las inmunoprecipitaciones de scFv, se acoplaron scFvs especificos para HT-1080 a StrepTactin Sefarosa (50
Mg/50 L de resina) y se afadieron las perlas con scFv lavadas a los lisados aclarados (1 mg de proteina total)
durante 2-3 horas a 4°C. Los complejos scFV-diana se eluyeron con 50 puL de D-destiobiotina 10 mM en PBS
Tween- 20 0,1%. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron mediante SDS-PAGE vy tincion argéntica.

Ejemplo 12: Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas

Para la identificaciéon de mAbs diana, las bandas tefiidas con coomassie de los inmunoprecipitados separadas
mediante SDS-PAGE, se sometieron a continuacién a una digestién en gel. Los fragmentos de péptido tripsinizados
se corrieron en un HPLC Surveyor y un espectrometro de masas LCQ Deca lon Trap (ThermoFinnigan) con una
columna C18 con un nanospray de 75 um (New Objectives). Los PMF (fragmentos de masa peptidica) obtenidos se
utilizaron para buscar todas las entradas para la especie Homo Sapiens en las bases de datos NCBI y SwissProt.

Para la identificacion de scFvs diana, las bandas tefiidas se cortaron y sometieron a digestion en gel con tripsina.
Los fragmentos de péptido se extrajeron de las piezas de gel, de desalinizaron en ZipTip PC18 y los péptidos eluidos
se marcaron en una diana MALDI recubierta de Teflon (Applied Biosystems). Las muestras se analizaron en un
espectrometro de masas STR-DE Voyager MALDI (Applied Biosystems) y las masas de péptidos obtenidas se
utilizaron para la identificacion de proteinas mediante PMF (huella de masa peptidica), buscando todas las entradas
para la especie Homo Sapiens en las bases de datos NCBI y Swiss-Prot.

Ejemplo 13: Inmunocitoquimica

Para la inmunocitoquimica de proteinas de superficie, se incub6 una monocapa confluente de células HT-1080
(40.000 por pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo fino transparente) con sobrenadante de hibridoma durante 1
hora a 37°C/7% CO.,. Tras tres lavados de 5 minutos con albimina sérica bovina (BSA) al 0,1% en solucién salina
tampon fosfato (PBS), se fijaron las células en paraformadehido al 2% durante 2 minutos. Se realizé otra ronda de
lavados con 0,1% BSA/PBS y se afiadié un anticuerpo secundario de conejo anti-ratdn marcado con FITC durante 1
hora a temperatura ambiente. Se repitieron los mismos lavados y se afiadié un anticuerpo terciario de cabra anti-
conejo marcado con FITC durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras una ronda final de lavados, las células se
almacenaron en PBS a 4°C hasta el procesamiento de imagenes. La tincién superficial se visualizd con microscopio
en un microscopio Zeiss Axiovert 10 utilizando una lente Neofluar 40X con una abertura numérica de 0,75. Las
imagenes se captaron utilizando un conjunto de filtros de excitacion a 480 y un conjunto de filtros de emisién a 535
para FITC. Los resultados se muestran en las figuras 6, 6.1y 6.2.

Ejemplo 14: Biotinilacién de superficies celulares

La biotinilaciéon de las proteinas de la superficie celular se realizé tal como se describe en Hanwell y otros (J Biol
Chem 277:9772). El conjunto biotinilado de superficie y el conjunto intracelular no biotinilado se separaron en un gel
SDS-PAGE, y se transfirid para inmunotransferencia con anti-Hsp90 (Stressgen #SPA-830) o alfa-actinina-4 (Martin
A. Pollak, Childrens Hospital, Boston, MA). Los resultados se muestran en la figura 7. La Hsp90 muestra una
localizacién tanto superficial (S) como intracelular (IC), pero la alfa-actinina solamente se halla en el conjunto
intracelular. El mAb 1.5.1 también muestra una localizacién superficial e intracelular (datos no mostrados).

Ejemplo 15: Dependencia de la concentraciéon de Novobiocina o acido Nalidixico de la invasion de células HT-1080.
Se pre-trataron 8 x 10° células HT-1080/mL durante 1 hora con novobiocina o acido nalidixico a las concentraciones

mostradas y se realiz6 un ensayo de invasion, tal como se describe en el ejemplo 9.1. La novobiocina muestra una
inhibicion dependiente de la dosis (p < 0,01 a >0,5mM). El acido nalidixico carece de efecto sobre la invasion. La
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viabilidad de las células tratadas con novobiocina no se afectd en este ensayo (datos no mostrados). Cada punto de
datos esta normalizado con el control sin farmaco y representa la media + s.e.m de 2 experimentos por triplicado.
Los resultados se muestran en la figura 10.

Ejemplo 16: Inhibicion de la secreciéon de MMP

Se trataron 40.000 células HT-1080 durante 6 horas con novobiocina o &cido nalidixico a las concentraciones
indicadas. Se separé el medio acondicionado de las células tratadas utilizando un gel de SDS-PAGE que contenia
10 mg/mL de gelatina. Se eliminé el SDS del gel utilizando Triton X-100 al 2,5% durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se permitié que las proteinas digirieran la gelatina en tampdn de digestion (Tris-Cl, 0,1 M, pH 8,0, CaCl, 5
mM, NaNs 0,04%) durante 48 horas a 37°C,. Se tifieron los geles con coomassie y se secaron para realizar la
densitometria. En paralelo, se tifieron geles con plata para demostrar la igualdad en la carga de proteinas (datos no
mostrados). La actividad de la MMP disminuy6d >75% a la concentracion maxima de novobiocina analizada sin
observarse reduccion alguna de la actividad enzimatica con el acido nalidixico. Los resultados se muestran en la
figura 11.

Ejemplo 17: Acoplamiento covalente de la novobiocina a la sefarosa e inhibicién de la actividad de la MMP

Este ejemplo demuestra la inhibicion de la funcién de Hsp90 sobre la superficie de las células HT-1080. Se ha
demostrado que el tratamiento de las células de fibrosarcoma HT-1080 con novobiocina, un antibiético cumarinico,
reduce la capacidad de las células de invadir una barrera de membrana basal y también reduce significativamente la
actividad/secrecion de la metaloproteasa de matriz (MMP). Dado que el experimento se lleva a cabo en un periodo
de tiempo corto (6 horas), no puede haber una deplecién significativa de las dianas de Hsp90 intracelular.

El acoplamiento covalente de la novobiocina a un portador macromolecular como la sefarosa impide la captacion
celular de la novobiocina y por consiguiente, la inhibicién de la Hsp90 intracelular. Marcu y otros han descrito la
conjugacion de novobiocina con sefarosa (Marcu y otros (2000) J Natl Cancer Inst 92, 242-8; Staudenbauer y Orr
(1981) Nucleic Acids Res. 9, 3589-603). En este procedimiento en primer lugar se lava y se hincha la Sefarosa 6B
epoxi-activada (Sigma Chemical Co) con agua destilada. Las perlas hinchadas se lavan adicionalmente con un
tampon de acoplamiento ( carbonato sédico 0,3M, pH 9,5). La novobiocina se acopla formalmente a las perlas
mediante incubacién con las perlas hinchadas en tamp6n de acoplamiento durante 20 horas a 37°C. La novobiocina
no conjugada se elimina por lavado con tampén de acoplamiento, y los grupos epoxi-activos no unidos restantes se
bloquean con etanolamina 1M durante 12 horas a 30°C. Se lleva a cabo una lavado intenso de las perlas utilizando
NaCl 0,5M en tampon de acoplamiento, agua destilada, NaCl 0,5M en acetato sddico 0,1M (pH 4,0) para eliminar
todo el exceso de novobiocina y etanolamina. A continuacion se equilibran las perlas de novobiocina-sefarosa en
HEPES 25mM (pH 8,0) con EDTA 1mM, etilen glicol 10% y KCI 200mM a 4°C en la oscuridad.

Antes de proceder al experimento de la gelatinasa, se demostrd la unién eficiente del conjugado novobiocina-
sefarosa a Hsp90 mediante un ensayo de unién in vitro. Se lisaron células HT-1080 en TNESV (Nonidet P-40 1%,
EDTA 2mM, y NaCl 100mM, y ortovanadato s6dico 1mM) con inhibidores de las proteasas (comprimido, Boehringer
Mannheim). Se incubaron 300 pug de este lisado con 100 pL de conjugado de novobiocina-sefarosa durante 1 hora a
4°C. Tras un lavado intensivo con TNESV, se eluyeron las proteinas unidas a las perlas con tampén de carga SDS-
PAGE 2x (Tris-HCI 125mM, pH 6,8, 2-mercaptoetanol 10%, SDS 10%, glicerol 10%, y trazas de azul de bromofenol)
y ebullicién durante 5 minutos. Las proteinas se corrieron en geles de 10% SDS-PAGE. Estos geles o se tifien con
plata o se transfieren a nitrocelulosas para inmunotransferencia con un anticuerpo anti-Hsp90 (AC88, Stressgen,
Inc.).

Para el ensayo de la gelatinasa, en primer lugar se retiran suavemente células HT-1080 adherente de las placas de
cultivo con Versene. Se combinan 5 x 10* células en DMEM sin suero con 0,1 pL, 1 puL o 10 pL de conjugado de
novobiocina-sefarosa y se incuban a temperatura ambiente durante una hora en tubos eppendorf siliconados con
balanceo suave. En paralelo se realizan muestras control con perlas de sefarosa no conjugadas con novobiocina.
Tras esta incubacién, las células se transfieren a una placa de 96 pocillos tratada para cultivo tisular y se incuban
durante 6 horas a 37°C/5% CO . A continuacion se combina medio acondicionado de estas muestras con tamp6n de
carga SDS-PAGE 2x (sin 2-mercaptoetanol). Estas muestras se corren en un gel 10% SDS-PAGE con 10 mg/mL de
gelatina. A continuacién se elimina el SDS del gel incubando con Triton A-100 2,5% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se permite que las proteinas digieran la gelatina en tampon de digestion (Tris-HCI 0,1M, pH
8.0, CaCl, 5mM, NaN3 0,04%) durante 48 horas a 38°C. Se tifien los geles con coomassie y se secan para realizar la
densitometria. En paralelo, se tifien geles con plata para demostrar la igualdad en la carga de proteinas (datos no
mostrados). La actividad de la MMP disminuye con cantidades crecientes de novobiocina-sefarosa.

Ejemplo 18: Inhibicion de la actividad de la MMP por geldanamicina y geldanamicina inmovilizada (perlas-GA)
Pudo demostrarse que la metaloproteinasa de la matriz MMP2 co-inmunoprecipitaba con Hsp90a a partir de medio

acondicionado por HT-1080 (Figura 17). A continuacién aplicamos un inhibidor conocido de la Hsp90, la
geldanamicina, a células HT-1080 para evaluar si la inhibicion de la Hsp90 reducia la actividad de la MMP2. Se
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trataron células HT-1080 con geldanamicina (GA) 20 uM en medio libre de suero y se ensay6 la MMP2 secretada
mediante zimografia. La actividad MMP2 (gelatinasa de 72 kDa) disminuy6 aproximadamente un 35%; p<0,01 tras el
tratamiento con GA. El contenido total en el medio acondicionado se visualiz6 mediante tinciéon argéntica para
garantizar una carga igual (ver, figura 18).

La geldanamicina es un inhibidor de la Hsp90 capaz de entrar en la célula bien conocido. El tratamiento con
geldanamicina (GA) 10 uM durante 1 hora provoc6 una disminucién significativa de aproximadamente el 35% ( p<
0,05) prueba t) de la invasion por células HT-1080 que se eliminé cuando se afiadi6 MMP2 activada (100 ng) (datos
no mostrados). Dada su permeabilidad celular, la geldanamicina no puede discriminar la localizacion intracelular y
extracelular de la Hsp90. Para demostrar el papel de la Hsp90 extracelular en la invasion de las células tumorales,
se inmovilizé la geldanamicina sobre perlas de agarosa (perlas-GA) para evitar que cruzase la membrana plasmatica
(ver, Whitesell y otros, Proc Natl Acad Sci U S A 91, 8324-8 (1994)) para los detalles experimentales). Tras el
tratamiento de las células HT-1080 con perlas-GA, se observd una reduccion del 80% de la MMP2 activa en el
medio acondicionado pero solamente una reduccién del 15% de la pro-MMP2 (figura 19). Las células HT-1080
tratadas con perlas-GA mostraron una reduccion significativa del 45% en su capacidad invasora (p<0,01; prueba t)
utilizando un ensayo de invasion in vitro (ver, ejemplo 8). Las perlas no tratadas también inhibian la invasion hasta
cierto punto (<15%), probablemente debido a un bloqueo fisico de los poros por las perlas. (ver figura 20). Todos
estos resultados sugieren conjuntamente un mecanismo en el que la union extracelular de la Hsp90a a la proMMP2
contribuye a la activacion de la proteasa, dando lugar a un fenotipo invasor. La inhibicion de la Hsp90a provoca una
reduccion de la MMP-2 activa y una disminucion de la capacidad invasora de las células tumorales.
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REIVINDICACIONES
1. Inhibidor de la Hsp90 extracelular humana seleccionado entre anticuerpos y fragmentos de anticuerpo que
pueden unirse a la Hsp90 extracelular humana, para su utilizacion en un método para prevenir y/o tratar el cancer o
las metastasis.

2. Inhibidor, segun la reivindicacion 1, en el que el inhibidor trata o previene la invasion y/o el potencial
metastésico de las células cancerosas.

3. Inhibidor, segln la reivindicacién 1, en el que el inhibidor es un anticuerpo.
4. Inhibidor, segun la reivindicacion 1, en el que el inhibidor es un anticuerpo monoclonal.
5. Inhibidor, segun la reivindicacién 1, en el que el inhibidor es un fragmento de anticuerpo.

6. Inhibidor, segun la reivindicacién 1, en el que el inhibidor es un fragmento de anticuerpo, seleccionado del
grupo formado por scFv, dsFv, Fab’, Fab, F(ab’)., Fv, anticuerpo de dominio Gnico y diacuerpo.

7. Inhibidor, segun la reivindicacion 1, en el que el inhibidor se marca con un marcador detectable.

8. Inhibidor, segun la reivindicaciéon 1, en el que el inhibidor reduce la actividad y/o la secrecion de las
metaloproteasas de la matriz (MMP).

9. Utilizaciéon de un inhibidor de la Hsp90 extracelular humana para la preparacion de una composicion
farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento del cancer o las metastasis, en la que el inhibidor se selecciona
del grupo formado por anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que pueden unirse a la Hsp90 extracelular humana.

10. Utilizacién, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor trata o previene la invasion y/o el potencial
metastasico de las células cancerosas.

11. Utilizacién, segln la reivindicacion 9, en el que el inhibidor es un anticuerpo.
12. Utilizacion, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor es un anticuerpo monoclonal.
13. Utilizacion, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor es un fragmento de anticuerpo.

14. Utilizacién, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor es un fragmento de anticuerpo, seleccionado del
grupo formado por scFv, dsFv, Fab’, Fab, F(ab’)z, Fv, anticuerpo de dominio Unico y diacuerpo.

15. Utilizacion, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor se marca con un marcador detectable.

16. Utilizacion, segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor reduce la actividad y/o la secrecion de las
metaloproteasas de la matriz (MMP).

17. Molécula de acido nucleico que codifica un inhibidor de la Hsp90 extracelular humana para su utilizacién en
un método para prevenir y/o tratar el cancer o las metastasis, en el que el inhibidor es un anticuerpo o un fragmento
de anticuerpo que puede unirse a la Hsp90 extracelular humana.

18. Utilizacion, para determinar el potencial invasor de muestras biolégicas, de un kit que comprende un
inhibidor, seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y contenedores de analisis adecuados.

19. Utilizacion, segun la reivindicacion 18, en la que la muestra biolégica incluye un cancer.
20. Utilizacion, segun la reivindicacién 18, en la que el inhibidor esta marcado.

21. Método de cribado o analisis de la invasién y/o el comportamiento metastasico de células ex vivo, que
comprende las etapas de:

a) poner en contacto las células con uno o mas inhibidores de la Hsp90 bajo condiciones que impiden
la captacion celular de dicho inhibidor, siendo dicho inhibidor un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo;

b) analizar la migracién de las células tratadas segun la etapa a);

c) comparar la migracion de las células segun la etapa a) con células no tratadas; y

d) opcionalmente determinar el porcentaje de migraciéon en comparacién con células no tratadas.
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22. Método, segun la reivindicacion 21, en el que la etapa a) comprende ademas la etapa de poner en contacto
las células con una matriz tipo gel bajo condiciones adecuadas para el crecimiento de las células y la etapa b)
comprende la etapa de analizar la migracion de las células a través de la matriz tipo gel.

23. Composicion farmacéutica para su utilizacion en un método para prevenir y/o tratar el cancer o las
metastasis, que comprende un inhibidor segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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Secuanda da nuclediidos de pxXP10

1
51
101
151

201

401
451
501
551
601
851
T01
751
801
B51
901
951
1001

1051

1251
1301

1351

GRCGARAGGE
CTGCTTTCCC
ATARTEETTT
TATTACCARA
ARCCCCTATT
TTGEEEATAR
TEAGACALTA
ACTCTGTTAT
ATGAGTATTC
TACTCATARAG
TTECCTTOCT
ARCGGAAGGA
CTGARGATCA
GRCTTCTAGT
AGCGETARGA
TCECCRTTCT
GRGCACTTTT
CTCETGEARL R
CCGGECARGR
GGCCCGTTCT
GITTGAGTACT
CARCTCATGA
DAGACGREATTA
TTCTCTTAAT
ACTTACTTCT
TEAATEAAGA
CACAACATGG
GTETTETACC
GRATERKGEC
CTTACTTCGG
TGGCARCARC
ACCGTTGTTG
TCCCGEEARC
AGEECCETTE
BCTTCTGCGE
TEARGRCGECGE
GAGCCGETER
CTCGGCCACT
GGTARGCCCT
CCATTCGGEEA
TATGEATEAR
ATARCCTRCTT
AGCATTGGTA
TCGTRACCAT
TTAARRCTTC
AATTTTGEAAG
TRATCTCATG
ATTAGAGTAC
CAGRCCCOET
GTCTGGGEGECA
CGCETAATCT
GUGCATTAGR
TTETTTGECCE
AMCRRACGEEC
TCRGCAGAGC

CCTCGTEATA
GEAGCACTAT
CTTRGACETC
GRATCTECAG
TGTTTATTTT
BCRAATRERRAR
BCCOTGATAR
TGEEACTATT
ARCATTTCCG
TTGTARRGEC
STTTTTEOTC
CARALACCAEG
GTTEEETECT
CARCCCACGER
TCOTTEAGAS
AGGARCTCTC
ARAGTTOTGE
TTTCARGRCG
GCRACTOGET
CETTGERGCCA
CRCCAGTCAC
GTGETCASTG
TEOAGTEOTG
BCGTCACGAC
GRACARCGATC
CTGETTGCTAG
GGGATCATGET
CCCTAGTACA
ATHRCOARACE
TATEETTTEC
GTTECGOLAL
CRACGECETTT
AATTAATIGR
TTAATTAFCT
TOGGCCCTTC
AGCCGEERAG
GUGTGGETCT
CGCACCCREA
COCGETATCGET
GGGCATAGCA
CGAAATAGAC
GOTTTATCTG
ACTGTCAGAC
THEACAGTCTE
ATTTTTARATT
TARRARTTAR
ACCARRATCC
TESTTTTAGSE
AGARARGATC
TCTTTTCTAG
GOTECTTECA
CGACGRACGT
GATCARGAGE
CTAGTTCTCG
GOAGATROCR

CECCTATTTT
GUGEATARRR
BEETEECADT
PCCACCETER
TCTAARTACH
AGRTTTATET
ATGCTTCAART
TRCGARGTTA
TETCGCCCTT
ACAGCGGEGEAL
ACCCAGRARC
TEGGTCTTTE
CEAGTGGETT
GCTCACCCRR
TTTTCGCCCC
RRARGOGEGESE
TATGTGGCGE
ARTACACCGCG
CGCCGOATAC
GCGECGTATG
AGARRRBGCAT
TCTTTTCGTA
CCATARCCRT
GETATTGETA
GEAGERCCGR
CCTCCTGGCT
ARCTCGCCTT
TTGAGCGGAR
ACGAGOGTGA
TECTCGCACT
CTATTARCTE
GATRATTERC
CTGEATGEAS
GACCTRACCTC
CGGCTGECTG
GCCGACCGAC
CGOGGTATCA
GCGCCATAGT
AGTTATCTAC
TCARTRAGARTE
AGARTCGCTGR
TCTAGCGRCT
CARGTTTACT
GTTCARATGA
TARAAGGATC
ATTTTCCTAR
CTTAACGETER
GARTTGCACT
ABRGGATCTT
TTTCCTRAGARM
ARCAARRRAR
TTGTTTTTTT
TACCARCTCT
ATGGTTGAGR
AATACTGTCC

43

TATARGETTAR
ATATCCARTT
TTTCGEEEAR
ARRGCCCCTT
TTCARRTATE
AAGTTTATAC
AATATTGAAR
TTATARCTTT
ATTCCCTTTT
TAARGGGAAAR
GCTGETGERAAR
CGACCRCTTT
ACATCGRACT
TETAGCTTGEA
GARGARCETT
CTTCTTGCAR
GETATTATCC
CCATRRTRGE
ACTATTCTCHR
TGATARGRGT
CTTACGGATG
GAATGCCTAC
GRAGTGATAAC
CTCACTATTG
AGGRGCTARAC
TCCTCEATTE
GATCGTTGEEE
CTAGCRACCC
CACCACGATG
GTGGETGCTAC
GUGAACTACT
CECTTGATGA
GOGEATARAG
CECCTATTTC
GTTTATTGECT
CARATARCGR
IMGCAGCACT
ARCGTCGTGA
ACGACGEGGEA
TECTGECCCOT
GATAGETGECC
CTATCCACGE
CATATATACT
GTATATATGA
TRGGTGARGR
ATCCACTTCT
GTTTTOCGTITC
CARARGCARG
CTTGRGATCD
GRACTCTAGE
CCACCGCTAC
FETGGCGATG
TTTTCCGAAG
BRAAGECTTC
TTCTRGTGTA

TETCATGEATA
RCAGTRCTAT
ATGETEOGOGE
TACRCGCGOC
TATCCGECTCA
ATAGGCGEAGT
BAGEARGAGT
TTCOTTOTCR
TTECGECATT
BACGCCGTRAR
GTARARGATG
CATTTTCTAC
GEATCTCARC
CCTAGRGTTE
TTCCARTGAT
BAGGTTACTA
CGTATTGEACE
GCATARCTGEE
GAATEROTTE
CTTACTGERAC
GCATGRACAGT
CETACTGTCA
BCTECOGGECCA
TEACGCOGGET
CECTTTTTTG
GOGARARLRRC
ARCCEGEAGOT
TTGGCCTCGR
COTETAGCAR
GEACATCGETT
TACTCTAGCT
ATGAGATCGA
TTGCAGGRCC
ARCGTCCTGG
GATARATCTG
CTATTTRGAC
GGGEECCAGAT
CoCoGETCTA
GTCAGGCRAC
CAGTCCGTTG
TCACTGATTA
AGTGERCTAAT
TTAGLTTGAT
ARTCTARCTE
TCCTTTTTGER
AGGARAARCT
CACTGAGCGT
GTGRCTCGCA
TTTTTTTCTG
ARBDBADGAC
CAGCGETGGET
GTCGOCACCA
GTAACTEECT
CATTGACTGA
GCCGTAGTTA



1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1501

1951

2001

2051

2101

21351

2201

2251

2301

2351

2401

2451

250

AGTCGETCTCE
GECCACCACT
COGETEETEA
AATCCTGTTA
TTAGGACRAT
GGETTGGRCTC
CCAACCTGAG
ACGGEEEETT
TGCCCCCCAR
ACTGAGATAC
TGACTCTATG
GGAGRRRGGET
CCTCTTTCCG
CLCACGRAGEG
GECETGCTCCC
CEEETTTCGT
GUCCRARGCGE
GEEGECGEEAG
CCCCCGoCTT
CTGGCCTTTT
GACCGGEARAR
TEATTCTETG
ACTAAGRCAC
GCOGCAGCCE
CGGCETCGEC
GAGCGCOCAR
CTCGCGGETT
ATGCAGCTGE
TACGTCGACC
ACGCAATTAR
TGCGTTAATT
TTTATGCTTC
ABRTACGARG
TCRCACRGGR
AGTGETGTCCT
TTTTTGGRAGA
AARAACCTCT
TETTCCTTTC
RCRAGGARAG
GTEGAGECGEE
CRACCTCOGES
ATCARACGGC
TAGTTTGCCG
COGCGETGCCG
GEOGCACGET
CTCTGAGGET
GAGACTCCCA
AGEGTGEECEE
TCCCRACCGCD
ARRATGGCAR
TTTTRCCGTT
CEUGLCTACALG
GOECEATETC
ACGGETGECTEC
TGECCACGRCE
GGTAATGETG
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CGTCTRATGEET
TCAAGAACTC
AGTTCTTGAS
CCAGTGGCTE
GETCACCGAC
RAGACGATRG
TTCTGCTATC
CGTGCATACA
GCACGTATET
CTACAGCGTGE
GATETCGCAC
GGACAGGTAT
CCTGTCCATA
AGCTTCCAGS
TCGAAGGTCC
CACCTCTGAC
GTGGAGRCTG
CCTATGGARAR
GEATACCTTT
GCTGGCCTTT
CGACCGGRAR
GATAACCGTA
CPATTGGECAT
ARCGERCCERG
TTECTGECTC
TRCGCRARACC
ATGCGTTTGS
CACGRCAGET
GTGCTGETCCR
TETGAGTTAG
ACRCTCRAATC
CGGCTCGETAT
GCCGEAGCATA
ARCAGCTATG
TTETCGEATAC
TTTTCRACGT
ARRRGTTGCR
TATGCGLCCC
ATACGCCGGE
TTCAGGCGER
ARGTCCGCCT
GECCECAGET
CCGECGETOCA
CATAGGCTGE
GTATCCGACC
GGCGGCTCTG
COGCCGRGARL
TTCCEGETEGEE
ARGGCCACCS
ACGCTARTAR
TGCGATTATT
TCTEACGCTR
AGACTGCGAT
TATCGATEET
ATAGCTROCE
CTACTGGTGR

TTATGEACAGH
TGTAGCACCG
ACATCETGGEC
CTGCCAGTGE
GACGETCACE
TTACCGGATA
AATGGCCTAT
GCCCAGCTTG
CEEETCGARAC
AGCTATGRGH
TCGATACTCT
CCGETAAGCS
GECCATTCGC
GEGRARCGCC
CCCTTTGCGE
TTGRGCETCG
ARCTCGCAGC
AACGCCRGCR
TTGCGETCET
TGCTCACATG
ACGAGTGETAC
TTRACCGCCTT
AATGGOGGAR
CGCAGCGRGT
GCGTOECTCA
GCCTCTCCCC
CEGAGAGGESE
TTCOCGACTG
BAGGGCTGRC
CTCRCTCATT
GAGTGAGTAR
GTTETGTGER
CAACRCARCCT
ACCATGATTA
TGETACTAAT
GARARARTTAR
CTTTTTTAAT
AGCCGGECCAT
TCGEECCGEETA
GETGECTCTG
CCACCGAGAC
GCGOCGETGEE
CECGEGECCACG
CEECGECTCT
GCCECCGAGR
BEEETEECEE
TCCCACCGECC
GECTCCGETT
COGAGGCCAR
GEGGECTATE
CCCCCGATAC
AAGGCRAARCT
TTCCGETTTEA
TTCATTGGETG
ARGTRACCAC
TTTTGECTGEC

44

ARGATCACAT
CCTRCATACT
GGATGETATGE
COATARGTCE
GCTATTCAGT
AGGCGCAGCS
TOOGCGETCGES
GRAGCGARCGA
CTCGCTTGET
ARGCGCCACG
TTCECEETGEE
GCAGGGETCGE
CGTCCCAGCT
TGETATCTTT
ACCATAGARR
ATTTTTGTGA
TABARARCACT
ACGOGGCCTT
TGCGECGEAR
TTCTTTCCTG
ARGARRGGAC
TGAGTGAGCT
ACTCACTOGE
CRAGTERECGR
GTCACTCGCT
GOGCGETTGEGE
CGCGCARMCCG
GRARGCGLGC
CTTTCGCCCG
AGGCACCICA
TCCETEEEGET
ATTGTGAGCE
TARCACTOGC
CGCCAAGCTT
GCGGETTCOGAR
TTATTCGCARA
ARTRAAGCGTT
GECCCAGETC
CCGEEETOCAG
GCGETGGOGE
CGECCACCGCC
CGTATCCGEA
GCATAGGCCT
GETGETGETT
CCACCACCAR
TTCTERGEET
ARGRCTCOCCR
CCGETGATTT
GGCCACTRAA
ACCGAARATG
TGGECTTTTAC
TGATTCTGETC
ACTARGACAG
ACGTTTCCGE
TGCAMRGECC
TCTAATTCCC

CGGCATCAAT
TCGCTCTGECT
AGUGRGRCGR
TETCTTACCG
ACHREARTGEEC
GTCEGGCTGA
CAGCCOGACT
CCTACACCGA
GGATETGGET
CTTCCCGARG
GARGGGLTTC
ARCAGGRGAG
TTGETOCTCTO
ATAGTCCTET
TATCAGEACE
TECTCGTCAG
ACGAGCAGTC
TTTACGETTC
AARTGOCARG
CGTTATCCCC
GCAATRAGEEE
GATACCGCTC
CTATEECGEAE
GGARGCGGAR
CCTTCGCCTT
COATTCATTA
GCTARGTRAT
AGTGAGCGCH
TCRCTCGCET
GGCTTTACRC
CCEGARATGTE
GATARCARTT
CTATTGETTAR
THLEAGCCTTT
ACCTCGGRARN
TTCCTTTAGT
ARGGRARTCH
CAGTCGACAG
GTCAGCTGTC
ARGTGECRACTC
TTCACGTGAE
TCCGCTGGAR
AGGCGACCTT
CTGETEECEE
GACCACCGCC
GECGECTCTE
CCGCCGRAGAC
TGATTATGAR
ACTARATACTT
CCGATGRAARR
GGCTACTTTT
GCTACTGATT
CGATGEACTAR
COCTTGCTART
GGRACGATTA
ARRTEECTCA



3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3o01
3851
3701
3751
2801
3851

3501

CCATTACCAC
AGTCGETEAC
TCRAGCCACTG
TACCTTCTTT
ATGGARGRAR
GGTARARCCAT
CCATTTZETA
TEETGTCTTT
ACCRCRGADD
CGRCGTTTEC
GCTGECARRCE
GGCCGTOGTT
CCGGCAGCAA
TTARTCGECCT
BATTASCGEER
GRGEOCCGCR
CTCCEEGEOET
ATGGCGEECTE
TACCGCEGEAC
RCCGCATACS
TEGCETATEC
GCCCEGECGEGEE
CEEEICGECCC
GCCCTRGCCC
CGGEGATCEES
CECCGECTTT
GUCEGICGARR
GATTTRAGTGEC
CTARATCRCG
GGTTCRCGTA
CCARAGTGCAT
GTTCGRGTCC
CARGCTCAGS
TACTCARCCC
ATGAGTTGGS
ATTTOGGECCT
TRABCCCEER
CAATTTTARC
CTTRARATTG
CARTCTGCTC
GTTAGRCEAG
COCGCTGROG
GEECEGACTGEE
ACARRGCTGETG
TETTCGACAC
CATCACCGRR
GTARGTEECTT

ES 2359240 T3

GATGACCACT
GGTEATARTT
CCACTATTAR
GOCTCAGTCG
CGERETCAGT
ATGAATTTTC
TACTTRAARRS
GCETTTCTTT
CGCARRGRAAR
TAARCATRCTG
ATTETATGAC
TTACARCGETC
AATETTGCAG
TGCAGCACAT
ACGTCGTGETA
CCEATCGCCT
GECTAGDGEE
ATGCGETAIT
TACGCCATAR
TCARRGCARC
AGTTTCGTTG
TETGETEETT
ACRCCACCAR
CCGCTCCTIT
GGCGAGGAAR
CECCETCARG
GEGEGCAGTTC
TTTACGGCAC
ABATGCCGETG
GTGGGCCATC
CACCCGEETAG
BRCGETTCTTTA
TGCARGRART
TATCTCGGEE
BTAGRGCCCG
ATTGGTTARA
TARACCRATTT
RARATATTAR
TTTTATAATT
TEATGCCGCA
ACTACGECGET
CECCCTGACG
GCGGEEARETEC
ACCGTCTCCG
TGGCAGAGEC
ACGCGOGA

TGCGCGCT

RARRACGRACCG
CACCTTTAAT
GTEEARATTA
GTTEARTGTC
CARCTTARCAG
TATTGATTGT
ATARCTARCE
TATATETTGEC
ATATACRACE
CETHAATAAGG
GOATTATTCC
GTGACTGEGAE
CRACTGRCOCT
CCoCOTTTCG
GEEGERAARMGE
TTCCCARCAG
BRGEETTETC
TTCTCCTTAC
BRGRGGRATGE
CATAGTACGC
GTATCATGCG
ACGCGCAGCG
TGCGECETCE
CGCTTTCTTC
GCERRAGANG
COCTARRTOS
GAGATTTAGC
CTCGRCCCCR
GAGCTGEGEGEGET
GOOCTERTAG
CEGGARCTATC
ATBGTEERCT
TATCACCTER
TATTCTTTTG
ATRAGARAAC
BRATGAGCTG
TTTACTCGRC
CETTTACAAT
GCAAATGETTA
TAGTTARGCC
ATCRATTCGE
GECTTGTCTG
CCGARCRGAC
GERAGCTGCAT
CCTCGRCGTR

AGATTARAGGG
GRATARTTTC
CTTATTARAG
GCCCTTATET
CEGEARTACA
GRCAAARTAMR
CTGTTTTATT
CACCTTTATG
GTGGARRATAC
AGTCTTARTR
TCAGRATTAT
ARACCCTGEC
TTTEEEACCG
CCAGCTEGECG
GETCGACCGE
TTECGECAGEE
ARCGOGTOGE
GCATCTGTGC
CGTAGACACG
GOCCTGETAGC
CGEEGACATCS
TGRCOCGCTAC
ACTGEECGATG
CCTTCCTTTC
GEAAGGARAAG
GEEECTOCCT
CCCCGAGGEGER
ARARRCTTGA
TTTTTGARCT
ACGGTTTTITC
TEOCARNARG
CTTGTTCCRA
GRACARGETT
ATTTATARGS
TARATATTCC
ATTTRRCARR
TABATTGTTT
TTTATGETEC
ARATACCACGE
AGCCCCGRCA
TCGGGECTET
CTCCCEECAT
GRGGGCCGETA
GTGTCAGRGE
CRCAGTCTCC

Fig. 13
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TTTACCGAGT
CETCAATATT
GOAGTTATAR
CTTTGEGECGECT
GARACCGOGA
RCTTATTCCE
TEAATRAGEC
TATGTATTTT
ATRCATAARRA
RGRATTCACT
TCTTRAAGTGE
GTTACCCARC
CAATGEGTTG
TARTRGCGAR
ATTATCGCTT
TEARTGECGR
BCTTRACCGCT
GETATTTCAC
CCATALRMGTG
GGCGCATTRR
COGOGTAATT
BRCTTGECCAGT
TGAACEGTCG
TCGCCACGTT
AGCGETGCAR
TTAGGEETTOC
ARTCCCRAGE
TTTGGEETGAT
ARRCCCACTR
ETCCTTTGAT
CAGGARBCTG
ACTGGRACAA
TGACCTTGTT
GATTTTGCCG
CTRABACGEC
BATTTAROGED
TTARATTGECG
AGTCTCRGTA
TCAGRGTCAT
CCCGCCARCE
GEECGETTET
CCGCTTRACRG
GGECGRATETC
TTTTCACCET
ARARGTGEIA
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Aval (3048)
regicn M13

pAPT sec. 3 E-inﬂ_ul-}%l

pXp2 sec.2 (10D,

Efiqueta E

Nodl (2378)

Aval (2362)

Xhol (2362)

Psil (2354)

Neal (2333)

lider Pal B
pXP2 sec. 1 (100.0%)

Hindl (2236)
aparador Lac
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Secuanda de nucladlidos de pxP14

1

51

101

151

201

251

301

35l

201

451

501

551

601

651

701

751

BO1

B51

201

251

1001

1051

1101

1151

1201

GRACGARAGGEE
CTGCTTTCCC
ATRARTGGTTT
TATTACCRAR
ARCCCCTATT
TTEEGEATAR
TGAGRCRATA
ACTCTGTTAT
ATGAGTATTC
TACTCATARAG
TTGECCTTCCT
ARCGEGEANGER
CTGAAGATCH
GACTTCTAGT
AGCGGETARGE
TCGCCATTCT
GAGCACTTTT
CTCGTCGAARR
CCGEGCARGH
GGCCCETTCT
GTTGAGTACT
CARCTCATGR
DAGARGRATTA
TTCTCTTAAT
ACTTRCTTCT
TGARATGRAGH
CACRACATGGE
GTGETTGTACC
GRATGARGCC
CTTACTTCGG
TGECAACARC
ACCGTTGTTG
TCCCGECAAC
AGGGCCGTITG
ACTTCTGCGC
TGRAGACECG
GRGCCGGTGA
CTCGGCCACT
GGTAAGCCCT
CCATTCGGGR
TATGGATGAR
ATACCTACTT
AGCATTGGTA
TCGTAACCAT
TTARARCTTC
AATTTTGAAG
TAATCTCATG
ATTRGRAGTAC
CAGRCCCCGT
GTCTGGEGCA

ES 2359240 T3

CCTCGTGATAR
GEAGCACTAT
CTTAGACGTC
GAATCTGCAG
TGTTTATTTT
ACRAATRARRR
ACCCTGATAR
TGGEGACTATT
BACATTTCCGE
TTGTARRGGC
GTTTTTGCTC
CARLARCGAG
GTTGEETGECT
CARCCCACGA
TCCTTGRGAG
AGGAACTCTC
AMMVGTTCTGC
TTTCAAGRCG
GCAACTCGGT
CGTTGAGCCA
CACCAGTCAC
GTGGETCAGTE
TGCAGTGCTG
ACGTCACGAC
GACRACGATC
CTGTTGCTAG
GGEATCRTGT
CCCTAGTACA
ATACCARRCGE
TATGETTTGC
GTTECGCARA
CAACGCGTTT
AATTAATAGA
TTAATTATCT
TCGECCCTTC
AGCCGGEARG
GCGTEGEGETCT
CGCACCCRGA
CCCGTATCGT
GGECATAGCR
CGARATAGAC
GCTTTATCTG
ACTGTCAGAC
TGACAGTCTG
ATTTTTARTT
TABRRRATTAR
RBCCABBRATCC
TGGTTTTAGE
AGRARRGATC
TCTTTTCTAG

CGCCTATTTT
GCGGATARAR
AGGTGEECACT
TCCACCGTGR
TCTARATRACHE
AGARTTTATGT
ATGCTTCRAT
TACGAAGTTA
TETCGCCCTT
ACRGCGHEEAR
ACCCRGRARAC
TGEGETCTTTG
CEAGTEEGETT
GCTCACCCAR
TTTTCGCCCC
AARRGCGEEEE
TATETGECEC
ATARCRCCGCG
CGCCGCATAC
GCGECETATG
AGAARAGCAT
TCTTTTCGTR
CCATARCCAT
GGTATTGGTA
GEAGGACCER
CCTCCTEECT
AARCTCGCCTIT
TTGAGCGGAR
ACGAGCGTGR
TGCTCGCACT
CTATTARCTG
GATAATTGAC
CTGGATGGAG
GACCTACCTC
CGGCTGECTG
GCCERCCGAC
CGCGGTATCA
GCGCCATAGT
AGTTATCTAC
TCRATAGATG
AGATCGCTGA
TCTAGCGACT
CAAGTTTACT
GTTCRAATGA
TARBAGGEATC
ATTTTCCTAG
CTTAARCETGR
GRATTGECACT
AARRGGATCTT
TTTCCTAGRR
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TATAGETTAR
ATATCCAATT
TTTCGGGEAR
ARAGCCCCTT
TTCAARATATGE
ARGTTTATAC
ARTATTGRAA
TTATARCTTT
ATTCCCTTTT
TAAGGGARRAR
GCTGETGARR
CGRCCARCTTT
ACATCGARCT
TGETAGCTTGR
GARGRRCGTT
CTTCTTGCAR
GGTATTATCC
CCATARTAGS
ACTATTCTCA
TGATAAGAGT
CTTACGGEATG
GAATGCCTAC
GAGTGATAAC
CTCRACTATTG
AGERAGCTARAC
TCCTCGATTG
GATCGTTGGE
CTAGCARCCC
CACCRCGATG
GTGGETGCTAC
GCGRACTACT
CGCTTGERTGER
GCGGATRARG
CGCCTATTTC
GTTTATTGCT
CRARTRACER
TTGCAGCACT
ARACGTCGTGA
ACGRCGGEEGER
TGCTGCCCCT
GATAGGTGCC
CTATCCACGG
CATATATRCT
ETATATATGE
TAGETEAMAGA
ATCCACTTCT
GTTTTCGTTC
CARRAGCRAG
CTTGAGATCC
GARCTCTAGG

TGTCRTGATA
ACAGTACTAT
LTETGCGCGEE
TACACGCGCC
TATCCGCTCA
BATAGGCGAGT
ARGGRAGAGT
TTCOCTTCTCA
TTGCEEEATT
ANCGCCGTRA
GTAARRGATG
CATTTTCTAC
GGATCTCARC
CCTAGAGTTGE
TTCCAATGAT
ARGGTTACTR
CGTATTGACG
GCATARCTGC
GAATGACTTG
CTTACTGRAC
GCATGRACAGT
CGTACTGTCA
ACTGCGGECCA
TGRCGCCGET
CGCTTTTTTG
GCGRAARARRARAC
AACCGERAGCT
TTGGCCTCGA
CCTGTAGCRA
GEACATCGTT
TACTCTAGCT
ATGAGATCGA
TTGCAGGRCC
ARCGTCCTGG
GATALATCTG
CTATTTAGRC
GGEECCAGAT
CCCCGGTCTA
GTCRGGCRAAC
CAGTCCGTTG
TCACTGATTA
AGTGACTAAT
TTAGATTGAT
AATCTARCTA
TCCTTTTTGR
AGGAAARARCT
CRCTGAGCGT
GTGRCTCGCA
TTTTTTTCTG
ARRRARRAGAC



1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
15851
2001
2051
2101
2151
2201
22351
2301
2351
2401

2451

CGCGTARTOCT
GCGCATTAGA
TTETTTGCCG
BRCRRLCGEC
TCAGCAGAGC
AGTCGTCTCG
GGCCACCACT
COGETGETGA
AATCCTETTA
TTAGGACRAT
GGTTGGACTC
CCARCCTGAG
BCGGGGGGETT
TGCCCCCCRA
BCTGAGATAC
TGACTCTATG
GEAGRARGEC
CCTCTTTCCG
CGCRACGAGGS
GEGTGCTCCC
CEEETTTCGEC
GCCCAAAGCG
GEEEECEGEAG
CCCCCGrCTC
CTEECCTTTT
CACCGGARAR
TGATTCTGETGE
ACTARGACAC
GCCGCAGCCE
CEECETCGGC
GAGCGCCCAR
CTCGCGGEETT
ATGCAGCTGE
TACGTCGEACC
RCGCARTTAR
TECETTAATT
TTTATGCTTC
ABATACGRARG
TCACACRGGA
AGTGTGTCCT
TCTATTTCAR
AGATARAGTT
GCTGGATTGET
CGACCTARCA
GCRAGGTCGEGEC
CETCCAGCCG
ATCCAGATCC
TAGGTCTAGG
CAGTTCGRAA
GTCAAGCTTT
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GCTGCTTGCA
CGACGARCGT
GATCAAGRGCT
CTAGTTCTCS
GCAGATACCA
COTCTATGET
TCARAGRACTC
AGTTCTTGAG
CCAGTGGCTGE
GGTCACCGAC
ARAGACGATAG
TTCTGECTATC
CGTGCATACA
GCACGTATGET
CTACRGCGTG
GATGTCGCAC
GGACAGGETAT
CCTGETCCATR
AGCTTCCAGG
TCERAGGETCC
CACCTCTGAC
GTGEAGALTG
CCTATGGEARR
GGATACCTTT
GCTGECCTTT
CERCOCGLARR
GATARCCGTA
CTATTGGCAT
ARCGACCGEAG
TTGCTGEECTC
TACGCARACC
ATGCGTTTGG
CACGACAGGT
GTGCTGEICCA
TETGASTTAG
ACACTCAATC
CGGCTCGTAT
GCCGRECATR
ARCAGCTATG
TTETCEATAC
GGAGRCAGTC
CCTCTGTCAG
TATTACTCGC
ATARTGAGCG
CTCEAGATCA
GAGCTCTAGT
GCTGGAACCS
CGACCTTGGC
BATAATRAGE
TTATTATTCC

ARCAADARDR
TTETTTTTTT
TACCARCTCT
ATGGETTGAGA
ARTACTGETCC
TTATGACAGS
TETAGCACCGE
ACATCETGEEC
CTGCCAGTGGE
GACGETCACC
TTACCGGRTA
ARTEGCCTAT
GCCCAGCTTG
COGETCGRAC
RGCTATGAGAR
TCGATACTCT
CCEETARGCG
GEECCATTCED
GEEGEARRCGECC
CCCTTTGECGE
TTGAGCETCE
ARCTCGCAGC
ARCECCAGCA
TTGECGETCET
TGCTCACATG
ACGRGTGTAC
TTACCGCCIT
AATGGCGGAR
CGCAGCGAGT
GCETCECTCR
GCCTCTCCCC
CGEAGRGGES
TTCCCGACTG
ARGGECTGAC
CTCACTCATT
GAGTGAGTAR
GTTGTGTGGA
CRRCRACACCT
LACCATGATTR
TGGTACTAAT
ATRATGARAT
TATTACTTTR
GGECCCAGCCG
CCGGEETCGGEC
ARCGEECEEE
TTGCCCGCOE
CGTEGEECCGE
GCRCCCCGECD
ATCCGAATTC
TAGGCTTAAG
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CCRCCGCTAC
GETEECGATG
TTTTCCGARG
ARAAGECTTC
TTCTAGTGTA
BRGATCACAT
CCTACATACC
GGATGTATGE
CGATARGTCG
GCTATTCAGC
AGGCGCAGCE
TCCECETOGE
GRGCGARCGAR
CTCGCTTGCT
AAGCGCCRCG
TTCGCEGETGC
GCRGGGETCGE
CGTCCCAGCC
TGETATCTTT
ACCATAGRRAR
ATTTTTGTGA
TAARRRCACT
ACGCGECCTT
TECGCCGGAR
TTCTTTCCTG
ARAGRARGGAC
TGAGTGAGCT
ACTCACTCGR
CAGTERGCGA
GTCRCTCGCT
GCECETTGGEC
CGCGCAACCG
GARRAGCGGGC
CTTTCGCCCG
BRGGCACCCCA
TCCETEGEGEET
ATTGTGAGCG
TARACACTCGC
CGCCAAGCTT
GCGETTCGAR
ACCTATTGCC
TGGATRAACGG
GLCATEGCCC
CGETACCGEG
CGCRGETGCG
GCGTCCRACGEC
CARGCGCTTG
GTTCGCGAAC
ACTGGECCGTC
TGRCCGGCAG

CAGCGGTGGET
GTCGCCRCOCA
GTAARCTGGCT
CATTGACCGEA
GCCGTAGTTA
CEECATCAAT
TCGCTCTGCT
AGCGAGACGAR
TGTCTTRCCG
ACRGARTGEGC
GTCGGECTGA
CAGCCCGACT
CCTRACACCGA
GGATGTGGCT
CTTCCCGRAG
GARGGGCTTC
ARCRAGGAGAG
TTETCCTCTC
ATAGTCCTGT
TATCRAGGRCR
TECTCGTCAG
ACGAGCAGTC
TTTACGGTTC
ARRTECCANG
CETTATCCCC
GCARATAGGGE
GATACCGCTC
CTATGGCGAG
GERAGCGEGARA
CCTTCGCCTT
CGATTCATTA
GCTARGTAAT
AGTGAGCGCA
TCACTCGCGT
GECTTTACAC
CCGRAAATGTG
GATAACAATT
CTATTGTTAR
GCATGCARAT
CGTRACGTTTA
TACGGCAGCC
ATGCCGTCGG
AGGTGCAGCT
TCCACGTCGA
CCGGETGCCET
GGCCACEECA
GAGCCACCCG
CTCGETEGEET
GTTTTACRAC
CAARATGTTG



2501
25851
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101

3151

GTCGTGACT
CRGCACTGAC
CATCCCCCTT
GTAGEGEGEAR
CCCTTCCCAR
GEGAAGGETT
ATTTTCTCCT
TARARGAGGR
ARRCCATAGTA
TTGGTATCAT
GTTACGCGCA
CAATGCGCET
TTTCGCTTTC
RRAGCGARAG
ARGCTCTARA
TTCGAGATTT
CRCCTCGACC
GTGEAGCTGGE
ATCGCCCTGA
TAGCGGGEACT
TTRAATAGCTGEE
AATTATCACC
GECTATTCTT
CCGATRAGARA
BARBRRTGAG
TTTTTTACTC
TARCGTTTAC
ATTGCARATG
GCATAGTTARR
CGTATCAATT
BCGGECTTGT
TGCCCGARCA
CCGGGAGCTG
GGECCCTCGAC
A

T
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GGARAARCCCT
CCTTTTGGGA
TCGCCAGCTG
AGCGETOGARC
CAGTTGCGCR
GTCARCGCET
TACGCATCTG
ATGCGTAGAC
CGCGCCCTET
GCGCEGGACA
GCGTGACCEC
CGCACTGGCG
TTCCCTTCCT
ARGGLGARGEA
TCGGEGEECTC
AGCCCCCGAG
CCAAMARARCT
GETTTTTTGA
TAGACGGTTT
ATCTGCCRAAR
ACTCTTGETTC
TEAGARACHARG
TTGATTTATA
ARCTARAATAT
CTGARTTTAAC
GRCTARATTG
ARTTTTATGGE
TTALRRATACC
GCCAGCCCCG
CGGTCGEEEC
CTGCTCCCGE
GRCGAGGECC
CATGTGTCAG
GTACACAGTC

GECETTACCC
CCGCARTGGE
GCGTARTAGC
CGCATTATCG
GCCTGRATGE
CEEACTTACC
TGCGGETATTT
ACGCCATAAR
AGCGECGCAT
TCGCCGECGETA
TACRCTTGCC
ATGTGARCGSE
TTCTCGCCAC
ARGAGCGGETG
CCTTTAGGET
GGAARTCCCH
TGATTTGGEGT
ACTARACCCR
TTCGETCCTTT
ARGCRGGRAR
CARARCTGGAR
GTTTGACCTT
AGGGATTTTG
TCCCTARARC
ARBRABTTTAR
TTTTTARATT
TGCAGTCTCR
ACGTCAGAGT
ACACCCGECCA
TGTEGGCGET
CATCCGECTTA
GTAGGCGAAT
AGGTTTTCAC
TCCARARGTG

Fig. 14
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BRCTTRAATCG
TTGAATTAGC
GRAGRGGCCC
CTTCTCCGGEGE
CERAATGGCGC
GCTTACCGCG
CACACCGURT
GTGTGGECETA
TARGCCCGGC
ATTCEGEECCE
AGCGCCCTAG
TCGCGGGATC
GTTCGCCGEGEC
CARGCGGCCE
TCCGATTTAG
AGGCTARARTC
GATGGETTCAC
CTACCARGTG
GACGTTCGAG
CTGCRRGCTC
CAATRARCTCARR
GTTATGAGTT
CCEATTTCGE
GGCTRARGCC
CGCGBATTTT
GCGCTTRAARR
GTRCAATCTG
CATGTTAGAC
ACACCCGCTG
TETGEEECEAC
CAGACARAGCT
GTCTCTTCGA
CGTCATCACC
GCAGTAGTGGE

CCTTGCAGCA
GEARCGTCGT
GCACCGATCG
CETGLCTAGT
CTGATGCGGT
GACTACGCCH
ACGTCARRGC
TGCAGTTTCG
GEETGTEETG
CCCACACCAC
CCCCCGCTCT
GGEEGCGAGE
TTTCCCCGTC
ARRGGGGCAG
TGCTTTACGG
RACGARATGCC
GTAGTGEGCC
CATCACCCGG
TCCRACGTTCT
AGETGCALGR
CCCTATCTCG
GEEATAGRGC
CCTATTGGETT
GGATARCCARR
ARCRAADTAT
TTGTTTTATA
CTCTGATGCC
GAGACTRCGG
ACGCGCCCTG
TGCGCGEEAC
GTGRCCGTCT
CACTGGCAGA
GARACGCGCG
CTTTGECGCGEC
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cabadoras da ADNC

WVLIK-c CTGEATCETEGEAAGATGEA

WLL<c TCAGAGGRAGERARCAGEET

laG1-c CTTACKACCRACARTCCCTEGECACARTTTT

lgGa-c CTTTGTGEECCCTCTEGECTCRAT

lgG2-b  [TGARATGGGECCCGCTGGGCTCAAG

lgG3-c GGCTTGGETATTC TAGECTCEAT

cabadores directos VH sin silios de resifccion

P-YH 1 GREETCCAGCTTCAGGAGTCAGGE

M-VHZ CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGG

VH3 IFAGETCCAGCTGCAACAGTCTGE

LM-"U"H*I- GAGETTCAGCTGCAGCAGTCTGE

fm-vHs CAGGTCCARCTGCAGCAGLCTGE

IJ.T-VHE CAGETTCAGCTCCAGCAGTOTSS

|PJ|*W'T? GETGARGCTEETGEAGTCTGGE

|M-"|-"'H3 GAGETERAGCTEETGERATCTES

IEVI—;Q GAGETTCAGCTTCAGCAGTCTGE

cabadores inversos YH sin sitios de restriccicn

FJH'I TGAGGAGACGETGACCETGETCCC

flﬂ-:le TERGGAGAC TETGAGAGTGETGCD

Fm-JH::". IMGCAGRGACAGTGACCAGAGTCOD

FuL.JHzt GGAGACGGTGACTGAGGTTCC

cabadores directas VL sin silios da restriecidn

IMJJm EACATTGTGATGRCACAGTCTCC

IM-VK? GATGTTGTEATGACCCARACTCE

WM-VI3 GATATCCAGATEACACAEACTCC
M-Vi4 CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCC

|Ew,1 CAGECTETTGTGACTCAGGAATS

cabadores inversos VL sin silios de resticcidn

F—J!-(*i T TTGATTTCCAGCTTGETGCCTCE
IM-.IKE TTTATTTCCAGCTTGGTCCCCCC
puaca TTTCAGCTCCAGCTTGGETCCCAGE
fM-JLT CCTAGGACAGIGACCTTGGITCC
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cabadores directos VH con sitios da restriceian

MVH1 SAl ETCCTCGCARCTGCEECCCAGCCGECCA TGECCEAGGTGLAGCT TCAGEACTCAGE
MVH2 Shl TCCTOGCAAC TGCGGCCCAGCCEECCATGECCCAGETGCAGCTGRAGGACTCAGE
IMVH3 Siil TCCTCGCARCTGCGGLCCAGCCGECCATGECCORGGTCCAGCTGCARCAGTCTGE
MVH4 Sfil GTCCTCGCARCTGCGGCCCAGCCGECCATEECCGAGET TCAGC TGCAGCAGTCTGE
MVH5 Sfil G TCCTCGCARCTGOGECCCAGCCGGECCATGECCCAGETCCARC TECAGCAGLCTGE
IMVHE Sfil GTCCTCGCARCTGCGGCCCAGCCGECCATGECCCAGETTCAGC TGCAGCAGTCTGE
AVHT Sl GTCCTCGCAACTGLGECCCAGCCGECCAT GO GAGETGAAGE TGETGGAGTCTGE
IMVHS Siil GTCCTCGCAACTGCGECCCAGCCEECCAT GECCGAGETEARGCTGETGGARTCTGE
[MVHg Siil 5 TCC TCGCARC TGOGGCCCAGCCGECCAT GGCCGAGETTCAGC TTCAGCAGTCTGE

cabadores inversos VH con silios de restriccion

_——

1MJH‘1 Sall GAGTCATTCTCETGTCGACACGETGACCGTGETCCC

]MJHZ Sall GAGTCATTCTCGTGTCGACACTGTGAGAGTGETGCC

IM.!HE Sall CACTCATTCTCGTGTCERCACAGTERCCAGARETCCC

fMJI-H Sall BAGTCATTCTCGTGTCGACACGGTGACTGAGGTTCC
cabadores dereclos VL con sifios de restriceian

Pwm Apal1

MGAGCACACAGTEGCAC TCGRACATTGTGATGACALASTCTCS

[MVIC2 ApaL 1

TEAGCACACAGTGCACTCGATGTTGTGATGACCCARRCTCC

FWKS Apal1

MEAGCACACAGTGCACTCGATATCCAGATGACACAGACTCC

Imvm Apal1

TGAGCACACAGTECACTCCARATTEGTTCTCACCCAGTCTCC

IM'U'U Apal1

TGAGCACACAGTGCACTCCAGECTGTTGTCGACTCAGERATC

cabadores inversos VL con sitios de resticcon

[M-JK Noti

GAGTCATTCTCGRCTTGCGGCCGCTTTGATTTCCAGCTTGGTGCCTCC

1M-«.I}<2 Noti [BAGTCATTCTCGACTTGCGECCECTTTTATTTCCAGCTTGETCCCCCC
]E«H{E Noti [GAGTCATTCTCEACTTGCEECCGCTTTCAGCTCCAGCTTGETCCCAGD
|M-.1L‘: Not1  |EAGTCATTCTCERCTTGCGECCGCACCTAGGACAGTGACCTTEETTOD

Fig. 15
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