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DESCRIPCION
Antigeno nuevo asociado con la neovasculatura de metastasis tumorales
[0001] La presente invencion se refiere a una molécula de anticuerpo que se une al ED-A de la fibronectina.

[0002] La mayoria de las muertes relacionadas con el cancer estan relacionadas con la propagacion
metastasica de la enfermedad (Hanahan y Weinberg 2000) y una vigorosa neovasculatura es una propiedad
caracteristica de las metastasis tumorales agresivas.

[0003] Los tumores se clasifican como benignos o malignos. Los tumores malignos son capaces de
propagarse desde el sitio primario (el tumor primario) a otras partes del cuerpo, mientras que los tumores benignos
no pueden propagarse. Los tumores malignos pueden propagarse desde el sitio primario por invasién y metastasis.
Los tumores formados como resultado de la metastasis se conocen, por ejemplo, como metastasis, tumores
secundarios, lesiones metastasicas o focos metastasicos.

[0004] La angiogénesis describe el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos
existentes. Los tumores pueden inducir la angiogénesis a través de la secrecién de diversos factores de crecimiento
(por ejemplo, el factor de crecimiento endotelial vascular). La angiogénesis tumoral permite a los tumores crecer por
encima de unos pocos milimetros de didmetro y es también un requisito previo para la metastasis tumoral. Los
nuevos vasos sanguineos formados como resultado de la angiogénesis forman la neovasculatura del tumor o de las
metastasis tumorales.

[0005] La fibronectina (FN) es una glicoproteina que se expresa ampliamente en una diversidad de tejidos
normales y fluidos corporales. Es un componente de la matriz extracelular (MEC) y desempefia un papel en muchos
procesos biologicos, por ejemplo, adhesion celular, migracion celular, hemostasia, trombosis, cicatrizacién de
heridas, diferenciacion de tejidos y transformaciéon oncogénica.

[0006] Las diferentes isoformas de la FN se generan por corte y empalme alternativo de tres regiones (ED-A,
ED-B, IlICS) del transcrito primario, pre-ARN de FN, un proceso modulado por citocinas y el pH extracelular (Balza
1988, Carnemolla 1989, Borsi 1990, Borsi 1995). La fibronectina contiene dos dominios globulares extra del tipo 11l
que pueden experimentar un corte y empalme alternativo: ED-A y ED-B (ffrench-Constant 1995, Hynes 1990, Kaspar
y col. 2006). Los ED-A de la fibronectina de ratén y de la fibronectina humana son idénticos en el 96,7% (solo hay
tres aminoacidos diferentes entre las dos secuencias de 90 aminoacidos, véase la figura 5). Algunos anticuerpos
dirigidos contra ED-A se describen en el documento EP0580859 y en Linnala y col. 1994, FEBS Letters, 337: 167-
170y Vartio y col. 1987, J. of Cell Science, 88: 419-430.

[0007] Se ha descrito la expresion del ED-A de la fibronectina en células tumorales y en tumores sélidos con
respecto a ARNm (véase por ejemplo, Jacobs y col. 2002, Matsumoto y col. 1999, Oyama y col. 1989, Tavian y col.
1994), proteina aislada (Borsi y col. 1987) e inmunohistoquimica (Borsi y col. 1998, Heikinheimo y col. 1991,
Koukoulis y col. 1993, Koukoulis y col. 1995, Lohi y col. 1995, Scarpino y col. 1999). También, Borsi y col. 1998, Exp.
Cell Res., 240: 244-251, han descrito que ED-A esta presente en la neovasculatura de los tumores primarios. Sin
embargo no se ha proporcionado ninguna indicacion con anterioridad de que ED-A esté asociado con la
neovasculatura de las metastasis tumorales.

[0008] En este documento demostramos que el ED-A de la fibronectina se expresa selectivamente en la
neovasculatura de las metastasis tumorales. Dado que los vasos sanguineos de los tumores son facilmente
accesibles para la administracién de agentes terapéuticos por via intravenosa (Neri y Bicknell 2005, Rybak y col.
2006, Thorpe 2004, Trachsel y Neri 2006), algunas moléculas de unién, tales como moléculas de anticuerpos, que
se unen a la A-FN y/o al ED-A de la fibronectina, representan agentes nuevos que pueden usarse para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de metastasis tumorales y/o la metastasis tumoral.

[0009] En la técnica se han descrito varios anticuerpos especificos para ED-A (Scarpino y col., 1999;
EP05808590; Borsi y col. 1998; Linnala y col., 1994, FEBS Lett. 337(2): 167-170; Vartio y col., 1987, J Cell Sci. 88
(Pt4): 419-430). Sin embargo, la mayoria de estos anticuerpos son anticuerpos murinos que no serian Utiles para el
tratamiento de pacientes humanos.

[00010] El tratamiento de la neovasculatura tumoral (reconocimiento especifico de la vasculatura tumoral) es
una estrategia prometedora para el tratamiento de las metastasis tumorales. El reconocimiento especifico de la
vasculatura tumoral tiene como objetivo la alteracién de la vasculatura dentro del mismo tumor, con lo que se reduce
el riego sanguineo para privar al tumor de oxigeno y nutrientes y causar la muerte de las células tumorales.

[00011] En este documento se proporcionan anticuerpos dirigidos contra ED-A que reconocen selectivamente
los vasos sanguineos de nueva formacion de las metastasis tumorales. La presente invencion es segin se expone
en las reivindicaciones.
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[00012] El miembro de union de la presente invencién es un anticuerpo que se une al ED-A de la fibronectina,
que comprende las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo F8, tal como se expone en
las reivindicaciones.

[00013] Un miembro de union de la presente invencion puede ser una molécula de anticuerpo humano. El
miembro de unién comprende un dominio VH y/o VL de anticuerpo. Dentro de cada uno de los dominios VH y VL
hay regiones determinantes de complementariedad (“CDR”) y regiones estructurales (“FR”). Un dominio VH
comprende un conjunto de regiones HCDR y un dominio VL comprende un conjunto de regiones LCDR. Una
molécula de anticuerpo comprende un dominio VH de anticuerpo que comprende una CDR1, una CDR2 y una CDR3
de VH y una regién estructural. También comprende un dominio VL de anticuerpo que comprende una CDR1, una
CDR2 y una CDR3 de VL y una region estructural. Los dominios VH y VL y las CDR del anticuerpo F8 se describen
en el presente documento.

[00014] Un miembro de unién de la presente invencion comprende un dominio VH de anticuerpo que
comprende las regiones determinantes de complementariedad HCDR1, HCDR2 y HCDR3 y una regioén estructural,
en el que HCDR1 es la SEQ ID NO: 83 y en el que HCDR2 es la SEQ ID NO: 4 y la HCDR3 es la SEQ ID NO: 5.

[00015] Un miembro de unién de la presente invencion comprende ademas un dominio VL de anticuerpo que
comprende las regiones determinantes de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una regién estructural, en
el que LCDR1 es la SEQ ID NO: 86y en el que LCDR2 es la SEQ ID NO: 7 y la LCDR3 es la SEQ ID NO: 8.

[00016] En un aspecto, el miembro de union de la presente invencién es una molécula de anticuerpo aislada
para el ED-A de fibronectina, que comprende un dominio VH y un dominio VL, en la que el dominio VH comprende
una region estructural y un conjunto de regiones determinantes de complementariedad HCDR1, HCDR2 y HCDR3 y
en la que el dominio VL comprende las regiones determinantes de complementariedad LCDR1, CDR2 y LCDR3 y
una region estructural, en la que

HCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 83,

HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4,

HCDRS3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5,

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 86;

LCDR?2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7;y

LCDR3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8, tal como se expone en las reivindicaciones.

[00017] Una o mas regiones CDR o un conjunto de regiones CDR de un anticuerpo pueden injertarse en una
regién estructural (por ejemplo, una regién estructural humana) para proporcionar una molécula de anticuerpo para
uso en la invencion. Las regiones estructurales pueden comprender secuencias de segmentos génicos de la linea
germinal humana. Por lo tanto, la regién estructural puede adaptarse a la linea germinal, en lo que se cambian uno o
mas restos dentro de la regién estructural para que se correspondan con los restos en la posicion equivalente en la
region estructural mas similar de la linea germinal humana. Un anticuerpo para uso en la invencién puede ser una
molécula de anticuerpo aislada que tiene un dominio VH que comprende un conjunto de regiones HCDR en una
regién estructural de la linea germinal humana, por ejemplo, DP47. El anticuerpo tiene también un dominio VL que
comprende un conjunto de regiones LCDR, por ejemplo, en una region estructural de la linea germinal humana. La
regién estructural de la linea germinal humana del dominio VL puede ser DPK22.

[00018] Lo mas preferiblemente, un dominio VH tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 81. Lo mas
preferiblemente, un dominio VL tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 82.

[00019] Un miembro de unién de la presente invencién puede ser un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende un dominio VH y un dominio VL unidos mediante un enlazante peptidico. El experto en la técnica puede
seleccionar una longitud y una secuencia apropiadas para el enlazante, por ejemplo, de al menos cinco o diez
aminoacidos de longitud, hasta aproximadamente 15, 20 ¢ 25 aminoacidos de longitud. El scFv puede consistir en o
comprender la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 9.

[00020] Un miembro de unién de la presente invencion puede ser un diacuerpo (documento W094/13804;
Holliger 1993a), que es una molécula que comprende un primer polipéptido con un dominio Vi y un dominio VL
unidos mediante un enlazante peptidico y un segundo polipéptido con un dominio VH y un dominio VL unidos
mediante un enlazante peptidico, en que el dominio VH y el dominio VL del primer polipéptido se aparean,
respectivamente, con el dominio VL y el dominio VH del segundo polipéptido. El primer y el segundo polipéptidos
pueden ser iguales (con lo que el apareamiento da lugar a una molécula bivalente) o diferentes (con lo que el
apareamiento da lugar a una molécula biespecifica). El experto en la técnica puede seleccionar una longitud y una
secuencia apropiadas para el enlazante, por ejemplo, de cinco 0 menos aminoacidos de longitud. El enlazante
puede tener la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 28.

[00021] Un miembro de unién de la presente invencion puede estar conjugado con una molécula que tiene
actividad biocida o citotoxica. Alternativamente, un miembro de unién de la presente invenciéon puede estar
conjugado con un radioisétopo. Como alternativa adicional, un miembro de unién de la presente invencién puede
estar marcado con un marcador detectable.
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[00022] Estos y otros aspectos de la invencion se describen con mas detalle a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[00023]

Figura 1 A: muestra una representacion esquematica de la metodologia proteémica basada en perfusién usada para
el andlisis comparativo de las proteinas accesibles en el higado de ratones sanos y en metastasis de células F9 en
el higado de ratones. B: muestra los grandes focos metastasicos desarrollados por las metastasis de células F9 en
el higado. C: muestra la tincién selectiva y eficiente de los vasos sanguineos de metastasis de células F9 en el
higado (metastasis), asi como la intensa tincion de los vasos sanguineos y el marcado de algunos sinusoides en el
higado normal (higado). La tincion corresponde a las lineas mas oscuras y se obtiene después de perfundir los
ratones con tumores con 15 ml de una disoluciéon de 6-[biotinamidolhexanoato de sulfosuccinimidilo 1,8 mM (1
mg/ml) en PBS, pH 7,4, enriquecida con dextrano-40 al 10% como expansor de plasma, con anestesia terminal y
llevar a cabo después una tincion histoquimica con un conjugado de estreptavidina y fosfatasa alcalina.

Figura 2 A: muestra la localizacién de los péptidos de la fibronectina identificados en el analisis protedomico del
higado de ratéon normal (normal) y de metastasis de células F9 en el higado de ratones (tumor) en la estructura de
dominios de la fibronectina. B: los péptidos identificados en el analisis proteémico de muestras de higado normal de
raton y de metastasis de células F9 en el higado de ratones se sometieron a un experimento de CL-EM/EM. Los
péptidos se separaron primeramente por HPLC y seguidamente se eluyeron en 192 fracciones. Cada una de las
fracciones se aplicé en un punto diferente en una placa diana de MALDI y se obtuvieron espectros de EM por
MALDI-TOF para cada fraccion. Se muestran los espectros de masas de dos fracciones de HPLC concretas
diferentes (fila superior y fila intermedia, respectivamente) para tres muestras repetidas de metastasis de células F9
en el higado de raton (véase el panel marcado: “metastasis de higado”) y tres muestras repetidas de higado normal
de ratdén (véase el panel marcado: “higado normal”). Las alturas de los picos i6nicos estdn normalizadas con
respecto al estandar interno (véase Materiales y procedimientos), lo que permite una comparacién semicuantitativa
de los péptidos correspondientes en las distintas muestras. En la fila superior, el pico indicado con una flecha
(marcado “FN” en la primera muestra mostrada) corresponde al péptido FLTTTPNSLLVSWQAPR (SEQ ID NO: 15),
gue deriva de una region constante de la fibronectina (dominio 16 del tipo Ill de la fibronectina). El pico i6nico de este
péptido es mayor en las muestras de metastasis de células F9 en el higado de raton (metastasis de higado), pero
también esta presente en las muestras de higado normal de ratén (higado normal), lo que indica que la molécula de
fibronectina, en principio, esta presente tanto en las metéastasis de células F9 en el higado de raton como en el
higado normal de ratén, pero parece ser mas abundante en las muestras de metastasis de células F9 en el higado
de ratén. En la fila intermedia, el pico indicado con la flecha a la derecha (marcado “EDA”") corresponde al péptido
IAWESPQGQVSR (SEQ ID NO: 16), que deriva del dominio extra A de la fibronectina, de corte y empalme
alternativo. Este péptido ED-A solo se detecta en muestras de metastasis de células F9 en el higado de ratén
(metéstasis de higado) y no en las muestras de higado normal de ratén (higado normal). El péptido de referencia
indicado con la flecha a la izquierda (marcado “ref”) se us6 para identificar la fraccion de HPLC en la que se eluye el
péptido ED-A. Esto significa que la presencia del pico del péptido de referencia en los espectros mostrados para las
muestras de higado normal de ratén (higado normal) es una prueba de que se muestran los espectros de masas de
las fracciones en las que el péptido ED-A seria detectable si estuviera presente en las muestras de higado normal
de ratén. La fila inferior muestra una vista en detalle de los espectros de masas en la posicién del pico ionico del
péptido ED-A (indicado por la flecha), lo que demuestra la ausencia de este péptido en las muestras de higado
normal.

Figura 3 A: la tincion inmunohistoguimica (lineas oscuras) de metastasis de células F9 en el higado y de tejido de
higado normal de ratéon adyacente con un anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag (anti-ED-A)
reveld un patrén de tincién vascular intenso en las metastasis, mientras que en el tejido de higado normal adyacente
no pudo detectarse una tinciéon especifica. En los controles negativos (control) se omitié el anticuerpo parental
dirigido contra ED-A marcado con flag. El patron de tincién observado con el anticuerpo parental dirigido contra ED-
A marcado con flag es similar al patron de tincion observado con el anticuerpo scFv(L19) dirigido contra ED-B
marcado con flag (anti-ED-B) que reconoce el dominio extra B de la fibronectina, un marcador bien establecido de
estructuras neovasculares. B: muestra los 6rganos (bazo, corazén, pulmén y una porcion del higado con dos
metastasis) de ratones Sv190 a los que se les habian inyectado células tumorales FIDR y tres semanas después se
les volvid a inyectar en la vena de la cola el anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con Alexa 750 (200
pl/ratén, es decir, 60 pug de anticuerpo por ratén) (en una concentracién final de 0,3 mg/ml). Los 6rganos de los
ratones se extirparon seis horas después de la inyeccién del anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con
Alexa 750. La tincién con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con Alexa 750 se visualizé mediante
un aparato de obtencion de imagenes de fluorescencia infrarroja de fabricacion propia (Birchler y col. 1999)
equipado con una lampara halégena de tungsteno, filtros de excitacién y emision especificos para Alexa 750 y una
camara CCD monocroma.

Figura 4: muestra la expresién de ED-A en metastasis humanas. Se usoé el anticuerpo parental dirigido contra ED-A
marcado con flag para evaluar la expresion de ED-A en metastasis humanas por inmunohistoquimica. Mientras que
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en los controles negativos (control) sin el anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag no se detecto
ninguna tincion y en las secciones de tejido de pulmén humano normal solo se observé una tinciéon de fondo muy
débil con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag, las metastasis pulmonares humanas
(metéastasis pulmonares humanas de RCC [carcinoma de células renales]) mostraron una intensa tinciéon con el
anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag (anti-ED-A), como muestran las lineas y sombras oscuras.
El patrén de tincién del anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag es fundamentalmente vascular y
similar al patrén de tincion observado con el anticuerpo scFv(L19) dirigido contra ED-B marcado con flag que
reconoce el dominio extra B de la fibronectina, un marcador bien establecido de las estructuras neovasculares. Unos
resultados similares se obtuvieron mediante el analisis inmunohistoquimico de metastasis de carcinoma colorrectal
en el higado humano (metastasis hepaticas humanas de CRC) con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A
marcado con flag. El anticuerpo parental dirigido contra ED-A marcado con flag muestra un intenso patrén de tincion
vascular y estromal en las metastasis de carcinoma colorrectal en el higado humano.

Figura 5: muestra un alineamiento entre el ED-A humano (secuencia superior) y el ED-A de ratén (secuencia
inferior). Los asteriscos indican las posiciones de aminoacidos en las que los aminoacidos del ED-A humano y el ED-
A de ratdn son idénticos.

Figura 6 A: muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A
(SEQ ID NO: 12). La secuencia de nucledtidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido contra
ED-A esta subrayada. La secuencia de nucleétidos de la CDR2 de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A se muestra en cursiva y subrayada. La secuencia de nucleétidos de la CDR3 de la cadena pesada del
anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en negrita y subrayada . B: muestra la secuencia de nucleétidos de
la secuencia enlazante del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 14). C: muestra la secuencia de
nucleétidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 13). La secuencia de
nucleétidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A esta subrayada. La secuencia de
nucleétidos de la CDR2 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en cursiva y
subrayada. La secuencia de nucleétidos de la CDR3 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se
muestra en negrita y subrayada .

Figura 7A: muestra la secuencia de aminoéacidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A
(SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos de la CDR1 (SEQ ID NO: 3) de la cadena pesada del anticuerpo H1
dirigido contra ED-A esta subrayada. La secuencia de aminoacidos de la CDR2 (SEQ ID NO: 4) de la cadena
pesada del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en cursiva y subrayada. La secuencia de aminoacidos de
la CDR3 (SEQ ID NO: 5) de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en negrita v
subrayada . B: muestra la secuencia de aminoacidos de la secuencia enlazante del anticuerpo H1 dirigido contra
ED-A (SEQ ID NO: 11). C: muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A (SEQ ID NO: 2). La secuencia de aminoacidos de la CDR1 (SEQ ID NO: 6) de la cadena ligera del
anticuerpo H1 dirigido contra ED-A esta subrayada. La secuencia de aminoacidos de la CDR2 (SEQ ID NO: 7) de la
cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en cursiva y subrayada. La secuencia de
nucleétidos de la CDR3 (SEQ ID NO: 8) de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en

negrita y subrayada .

Figura 8: muestra la biodistribucién del diacuerpo F8 en ratones con tumores de células F9. A cuatro ratones con
tumores de células F9 se les inyectdé por via intravenosa el diacuerpo F8 marcado con '%°|. Los ratones se
sacrificaron después de 24 horas y se extirparon el tumor, el higado, el pulmén, el bazo, el corazén, el rifién, el
intestino y la cola y se extrajo la sangre. Después se realizé un conteo radiactivo del tumor, el higado, el pulmén, el
bazo, el corazdn, el rifion, el intestino, la cola y la sangre. En la figura 8 se muestra el porcentaje (%) de la dosis
inyectada (DI) del diacuerpo F8 marcado con 25| detectada por gramo (g) de tumor, higado, pulmén, bazo, corazén,
rifidn, intestino, cola y sangre. Los tumores de células F9 (tumores) contenian aproximadamente cuatro veces mas
de la DI que cualquier otro de los tejidos de raton analizados.

TERMINOLOGIA
Fibronectina

[00024] La fibronectina es un antigeno sometido a un corte y empalme alternativo y se conocen varias
isoformas alternativas de fibronectina, segun se describe en otra parte de este documento. El dominio extra A (EDA
0 ED-A) también se conoce como ED, repeticidn extra del tipo 1l A (EllIA) o EDI. La secuencia del ED-A humano ha
sido publicada por Kornblihtt y col. (1984), Nucleic Acids Res., 12: 5853-5868 y Paolella y col. (1988), Nucleic Acids
Res., 16: 3545-3557. La secuencia del ED-A humano también esta disponible en la base de datos SwissProt como
los aminoacidos 1631-1720 (dominio del tipo Ill de la fibronectina 12; dominio extra 2) de la secuencia de
aminoacidos depositada con el niumero de acceso P02751. La secuencia del ED-A de ratén esta disponible en la
base de datos SwissProt como los aminoacidos 1721-1810 (dominio del tipo Il de la fibronectina 13; dominio extra
2) de la secuencia de aminoacidos depositada con el nimero de acceso P11276.

[00025] La isoforma de la fibronectina con ED-A (A-FN) contiene el dominio extra A (ED-A). La secuencia de la
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A-FN humana puede deducirse de la correspondiente secuencia precursora de la fibronectina humana disponible en
la base de datos SwissProt con el nimero de acceso P02751. La secuencia de la A-FN de ratdn puede deducirse de
la correspondiente secuencia precursora de la fibronectina de ratén disponible en la base de datos SwissProt con el
namero de acceso P11276. La A-FN puede ser la isoforma con ED-A de la fibronectina humana. El ED-A puede ser
el dominio extra A de la fibronectina humana.

[00026] El ED-A es una secuencia de 90 aminoacidos que se inserta en la fibronectina (FN) por corte y
empalme alternativo y esta situada entre los dominios 11 y 12 de la FN (Borsi y col. 1987, J. Cell Biol., 104: 595-
600). Generalmente, el ED-A estd ausente en la forma plasmatica de la FN, pero es abundante durante la
embriogénesis, la remodelacién de tejidos, la fibrosis, el trasplante cardiaco y el crecimiento de tumores sélidos.

Corte y empalme alternativo

[00027] El corte y empalme alternativo se refiere a la existencia de distintos patrones de corte y empalme de un
transcrito primario de ARN a partir de ADN para producir distintos ARNm. Después de la escision de los intrones, la
seleccidn puede determinar qué exones se empalman juntos para formar el ARN. El corte y empalme alternativo
conduce a la produccion de distintas isoformas que contienen distintos exones y/o distinto nimero de exones. Por
ejemplo, una isoforma puede comprender una secuencia de aminoacidos adicional correspondiente a uno o0 mas
exones, que puede comprender uno 0 mas dominios.

Miembro de unién
[00028] Un miembro de unién tal como se refiere en el presente documento es una molécula de anticuerpo.

[00029] Ademas de las secuencias de anticuerpo y/o de un sitio de unién a antigeno, un miembro de unién,
segun la presente invencién, puede comprender otros aminoacidos, por ejemplo, que forman un péptido o
polipéptido, tal como un dominio plegado, o para transmitir a la molécula otras caracteristicas funcionales, ademas
de la capacidad de unirse a un antigeno. Los miembros de unién de la presente invencion pueden contener un
marcador detectable o pueden estar conjugados con una toxina o con una fraccion de reconocimiento o una enzima
(por ejemplo, por medio de un enlace peptidico o un enlazante). Por ejemplo, un miembro de union puede
comprender un sitio catalitico (por ejemplo, en un dominio enzimatico), asi como un sitio de unién a antigeno, en el
que el sitio de unién a antigeno se une al antigeno y de este modo reconoce el sitio catalitico al antigeno. El sitio
catalitico puede inhibir la funcién biolégica del antigeno, por ejemplo, por escision.

[00030] Aunque las regiones CDR pueden estar incorporadas en armazones que no son anticuerpos, la
estructura a la que incorporar un conjunto de regiones CDR, tal como se describen en el presente documento, sera
una secuencia de una cadena pesada o ligera de un anticuerpo o una porcién sustancial de esta, en la que el
conjunto de regiones CDR se localizan en una posicién que se corresponde con el conjunto de regiones CDR de los
dominios variables VH y VL naturales del anticuerpo codificados por genes de inmunoglobulina reordenados. Las
estructuras y posiciones de los dominios variables de la inmunoglobulina pueden determinarse con referencia a
Kabat 1987 y sus actualizaciones, disponible actualmente en internet (en immuno.bme.nwu.edu o busque “Kabat”
con cualquier buscador).

[00031] Con regiéon CDR o CDR se pretende indicar las regiones hipervariables de las cadenas ligera y pesada
de la inmunoglobulina segun se definen en Kabat y col. (1987) (Kabat 1991a y ediciones posteriores). Tipicamente,
un anticuerpo contiene tres CDR en la cadena pesada y tres CDR en la cadena ligera. El término regiéon CDR o CDR
se usa en este documento para indicar, segun el caso, una de estas regiones o varias o incluso la totalidad de estas
regiones que contienen la mayoria de los restos de aminoacidos responsables de la unién por afinidad del
anticuerpo por el antigeno o el epitopo que reconoce.

[00032] Entre las seis cortas secuencias CDR, la tercera CDR de la cadena pesada (HCDR3) tiene una mayor
variabilidad de tamafio (mayor diversidad, debida esencialmente a los mecanismos de ordenamiento de los genes
gue dan lugar a la misma). Su longitud puede ser de tan solo dos aminoéacidos, aunque el mayor tamafio conocido
son 26 aminoacidos. Desde el punto de vista funcional, la region CDR3 desempefia un papel en la determinacién de
la especificidad del anticuerpo (Segal 1974, Amit 1986, Chothia 1987, Chothia 1989, Caton 1990, Sharon 1990a,
Sharon 1990b, Kabat y col. 1991b).

Molécula de anticuerpo

[00033] Este término describe una inmunoglobulina ya sea natural o producida de manera parcial o totalmente
sintética. El término abarca también cualquier polipéptido o proteina que comprende un sitio de unién antigeno-
anticuerpo. En este caso, debe entenderse que la invencién no se refiere a los anticuerpos en su forma natural, es
decir, que no se encuentran en su entorno natural, sino que han podido aislarse u obtenerse por purificacion a partir
de fuentes naturales u obtenerse de otra manera por recombinacion genética o por sintesis quimica y que entonces
pueden contener aminoacidos no naturales segun se describira mas adelante. Los fragmentos de anticuerpo que
comprenden un sitio de unién antigeno-anticuerpo incluyen, pero no se limitan a moléculas de anticuerpos como
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Fab, Fab’, Fab'-SH, scFv, Fv, dAb, Fd y diacuerpos.

[00034] Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros anticuerpos y usar técnicas de ADN recombinante
para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que se unan al antigeno diana. Tales técnicas pueden
suponer la incorporacion del ADN codificante de la region variable de una inmunoglobulina o las CDR de un
anticuerpo a las regiones constantes o las regiones constantes mas las regiones estructurales de una
inmunoglobulina diferente. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A o EP-A-239400 y una
extensa coleccion de bibliografia posterior. Un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo puede someterse a
mutacion genética 0 a otros cambios que pueden alterar o no la especificidad de union de los anticuerpos
producidos.

[00035] Dado que los anticuerpos pueden modificarse de muchas maneras, el término “molécula de anticuerpo”
debe interpretarse como que abarca cualquier miembro de unién o sustancia que tiene un sitio de union antigeno-
anticuerpo de la especificidad requerida y/o que se une a un antigeno. Por lo tanto, este término abarca fragmentos
y derivados de anticuerpos, incluido cualquier polipéptido que comprenda un sitio de unién antigeno-anticuerpo, ya
sea natural o total o parcialmente sintético. Por consiguiente, se incluyen las moléculas quiméricas que comprenden
un sitio de unién antigeno-anticuerpo o equivalente fusionado con otro polipéptido (por ejemplo, derivado de otra
especie 0 perteneciente a otra clase o subclase de anticuerpos). La clonacion y la expresién de anticuerpos
quiméricos se describe en los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023 y en una extensa coleccion de
bibliografia posterior.

[00036] Otras técnicas disponibles en la tecnologia de la construcciéon de anticuerpos han hecho posible el
aislamiento de anticuerpos humanos y humanizados. Por ejemplo, pueden preparase hibridomas humanos segun
describen Kontermann y Dubel (2001). La expresion en fagos, otra técnica establecida para generar miembros de
unién ha sido descrita en detalle en numerosas publicaciones, como el documento W092/01047 (discutido mas
adelante), las patentes de los EE. UU. US5969108, US5565332, US5733743, US5858657, US5871907,
US5872215, US5885793, US5962255, US6140471, US6172197, US6225447, US6291650, US6492160,
US6521404 y Kontermann y Dubel (2001). Para el aislamiento de anticuerpos humanos pueden usarse ratones
transgénicos en los que los genes de anticuerpos del raton se inactivan y se sustituyen con genes de anticuerpos
humanos, mientras se dejan intactos otros componentes del sistema inmunitario del ratén (Mendez 1997).

[00037] Es posible crear moléculas de anticuerpo sintéticas mediante la expresién de genes generados por
medio de oligonucledétidos sintetizados e incorporados en vectores de expresion adecuados, por ejemplo, segin
describen Knappik y col. (2000) o Krebs y col. (2001).

[00038] Se ha demostrado que fragmentos de un anticuerpo completo pueden desempefiar la funcién de unirse
a antigenos. Algunos ejemplos de fragmentos de union son (i) el fragmento Fab que consta de los dominios VL, VH,
CL y CHZ1; (ii) el fragmento Fd que consta de los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consta de los dominios
VL y VH de un Unico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward 1989, McCafferty 1990, Holt 2003) que consta de un
dominio VH o un dominio VL; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab enlazados; (vii) moléculas Fv de cadena sencilla (scFv), en las que un dominio VH y
un dominio VL estan enlazados mediante un enlazante peptidico que permite a los dos dominios asociarse para
formar un sitio de unién a un antigeno (Bird 1988, Huston 1988); (viii) dimeros Fv de cadena sencilla biespecificos
(documento PCT/US92/09965) vy (ix) “diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos por fusion
génica (documento W094/13804, Holliger 1993a). Los fragmentos Fv, scFv o las moléculas de diacuerpos pueden
estabilizarse por la incorporacion de puentes disulfuro que enlacen los dominios VH y VL (Reiter 1996). También
pueden prepararse minicuerpos que comprenden un fragmento scFv unido a un dominio CH3 (Hu 1996). Otros
ejemplos de fragmentos de union son Fab’, que difiere de los fragmentos Fab por la adicion de algunos restos en el
extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada, incluidas una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo y Fab’-SH que es un fragmento Fab’ en el que el(los) resto(s) de cisteina de los dominios constantes
tiene(n) un grupo tiol libre.

[00039] Los fragmentos de anticuerpo de la presente invencién se pueden obtener a partir de cualquiera de las
moléculas de anticuerpo descritas en este documento, por ejemplo, moléculas de anticuerpo que comprenden los
dominios VH y/o VL o regiones CDR de cualquiera de los anticuerpos descritos en este documento, por
procedimientos, tales como la digestion con enzimas, tal como pepsina o papaina y/o mediante la rotura de los
puentes disulfuro por reduccion quimica. De otra manera, los fragmentos de anticuerpo de la presente invencioén
pueden obtenerse por técnicas de recombinacion genética igualmente bien conocidas por el experto en la técnica o
ademas por sintesis peptidica, por ejemplo, por medio de sintetizadores de péptidos automaticos, tales como los
proporcionados por la empresa Applied Biosystems, etc. o por sintesis y expresion de acidos nucleicos.

[00040] Los fragmentos de anticuerpo funcionales segun la presente invencién incluyen cualquier fragmento
funcional cuya semivida se aumenta mediante una modificacion quimica, especialmente una PEGilacién, o mediante
incorporacioén en un liposoma.

[00041] Segun se usa en este documento, la frase “sustancialmente segun se expone” se refiere a que la(s)
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caracteristica(s) de las regiones CDR relevantes del dominio VH o VL de los miembros de unién descritos en este
documento seran idénticas 0 muy similares a las regiones especificadas cuya secuencia se expone en este
documento. Segun se describe en este documento, la expresion “muy similar’ con respecto a una regién
especificada o regiones especificadas de uno o mas dominios variables contempla que pueden llevarse a cabo de
una a aproximadamente cinco, por ejemplo, de una a cuatro, incluidas de una a tres o una o dos o tres o cuatro
sustituciones de aminoécidos en la region CDR y/o el dominio VH o VL.

[00042] Los anticuerpos biespecificos o bifuncionales forman una segunda generacién de anticuerpos
monoclonales en la que se combinan dos regiones variables diferentes en la misma molécula (Holliger 1999). Su
utilidad se ha demostrado tanto en el ambito del diagndstico como en el ambito del tratamiento, a partir de su
capacidad de incorporar nuevas funciones efectoras o de reconocer especificamente varias moléculas en la
superficie de las células tumorales. En los casos en que han de usarse anticuerpos biespecificos, estos pueden ser
anticuerpos biespecificos convencionales, que pueden prepararse de diversas maneras (Holliger 1993b), por
ejemplo, quimicamente a partir de hibridomas hibridos, o pueden ser cualquiera de los fragmentos de anticuerpo
biespecificos mencionados anteriormente. Estos anticuerpos pueden obtenerse por procedimientos quimicos
(Glennie 1987, Repp 1995) o por procedimientos somaticos (Staerz 1986, Suresh 1986), pero igualmente por
técnicas de ingenieria genética que permiten forzar la heterodimerizacion y de este modo facilitan el proceso de
purificacién del anticuerpo deseado (Merchand 1998). Algunos ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen los de
la tecnologia BiTE™, en la que pueden usarse los dominios de unién de dos anticuerpos de diferente especificidad y
enlazarse directamente por medio de péptidos flexibles de poca longitud. Esto combina dos anticuerpos en una
Unica cadena polipeptidica de poca longitud. Los diacuerpos y fragmentos scFv pueden construirse sin una region
Fc, usando solamente dominios variables, lo que potencialmente reduce los efectos de una reaccién antiidiotipica.

[00043] Los anticuerpos biespecificos pueden construirse como una IgG completa, como fragmentos Fab'2
biespecificos, como Fab’PEG, como diacuerpos o ademas como fragmentos scFv biespecificos. Ademas, dos
anticuerpos biespecificos puede enlazarse por los procedimientos de rutina conocidos en la técnica para formar
anticuerpos tetravalentes.

[00044] Los diacuerpos biespecificos, al contrario que los anticuerpos biespecificos completos, pueden ser
también especialmente (tiles porque pueden construirse y expresarse facilmente en E. coli. Es posible seleccionar
facilmente diacuerpos (y muchos otros polipéptidos como los fragmentos de anticuerpo) con las especificidades de
union adecuadas a partir de colecciones mediante expresion en fagos (documento W094/13804). Si un brazo del
diacuerpo ha de mantenerse constante, por ejemplo, con especificidad dirigida contra un antigeno diana, puede
prepararse una coleccion en la que se varia el otro brazo y seleccionar un anticuerpo con la especificidad apropiada.
Los anticuerpos bhiespecificos completos pueden prepararse por procedimientos de construccion alternativos segun
se describe en Ridgeway 1996.

[00045] Existen diversos procedimientos disponibles en la técnica para obtener anticuerpos dirigidos contra un
antigeno diana. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, especialmente de origen humano, murino,
quimérico o humanizado, que pueden obtenerse de acuerdo con los procedimientos estandar bien conocidos por el
experto.

[00046] En general, para la preparacion de anticuerpos monoclonales o de sus fragmentos funcionales,
especialmente de origen murino, es posible referirse a técnicas que se describen en particular en el manual
“Antibodies” (Harlow y Lane 1988) o a la técnica de preparacion a partir de hibridomas descrita por Kohler y Milstein
1975.

[00047] Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de una célula animal
inmunizada contra A-FN o uno de sus fragmentos que contiene el epitopo reconocido por dichos anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, un fragmento que comprende o consta de ED-A o un fragmento peptidico de ED-A. La
A-FN o uno de sus fragmentos pueden producirse especialmente de acuerdo con los procedimientos de trabajo
habituales, por recombinacién genética a partir de una secuencia de acido nucleico contenida en la secuencia de
ADNCc que codifica A-FN o un fragmento de esta, por sintesis peptidica a partir de una secuencia de aminoacidos
comprendida en la secuencia peptidica de la A-FN y/o un fragmento de esta.

[00048] Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden purificarse en una columna de afinidad en la que se
han inmovilizado previamente A-FN o uno de sus fragmentos que contiene el epitopo reconocido por dichos
anticuerpos monoclonales, por ejemplo, un fragmento que comprende o consta de ED-A o un fragmento peptidico de
ED-A. Los anticuerpos monoclonales pueden purificarse por cromatografia sobre proteina A y/o G, seguida o no por
cromatografia de intercambio i6nico con el objetivo de eliminar los contaminantes proteinicos residuales asi como el
ADN vy los LPS, en si misma, seguida o no por cromatografia de exclusion en gel de sefarosa con el fin de eliminar
los agregados potenciales debidos a la presencia de dimeros o de otros multimeros. Todas estas técnicas pueden
usarse simultanea o sucesivamente.

Sitio de union a antigeno
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[00049] Este describe la parte de una molécula que se une a y es complementaria de todo o a parte del
antigeno diana. En una molécula de anticuerpo se denomina el sitio de unién antigeno-anticuerpo y comprende la
parte del anticuerpo que se une a y es complementaria de todo o parte del antigeno. Si el antigeno es de gran
tamafio, un anticuerpo solo puede unirse a una parte concreta del antigeno, que se denomina epitopo. Un sitio de
unién antigeno-anticuerpo puede ser proporcionado por uno o mas dominios variables de un anticuerpo. Un sitio de
unién antigeno-anticuerpo puede comprender una region variable de la cadena ligera de un anticuerpo (VL) y una
regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo (VH).

Aislado

[00050] Esto se refiere al estado en el que estaran generalmente, segin la presente invencién, los miembros
de unién de la presente invencion o el acido nucleico que codifica dichos miembros de unién. Por lo tanto, los
miembros de union de la presente invencién pueden proporcionarse aislados y/o purificados, por ejemplo, a partir de
su entorno natural, en forma sustancialmente pura u homogénea o, en el caso de un acido nucleico, sin o
sustancialmente sin acidos nucleicos o genes de un origen distinto de la secuencia codificante de un polipéptido con
la funcidon requerida. Los miembros aislados y los acidos nucleicos aislados no contendran o sustancialmente no
contendran material con el que normalmente estan asociados, tales como otros polipéptidos o acidos nucleicos con
los que se encuentran en su entorno natural o el entorno en el que se preparan (por ejemplo, cultivo celular), cuando
dicha preparacion tiene lugar por tecnologia de ADN recombinante practicada in vitro o in vivo. Los miembros y los
acidos nucleicos pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y aislarse incluso para fines practicos. Por ejemplo,
los miembros se mezclaran normalmente con gelatina u otros vehiculos cuando se usen para recubrir placas de
microtitulacion para uso en inmunoensayos o se mezclaran con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables cuando se usen para diagnoéstico o tratamiento. Los miembros de unién pueden estar glicosilados, bien
de forma natural o por sistemas de células eucariotas heterélogas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC
85110503)) o pueden no estar glicosilados (por ejemplo, si se producen por expresion en una célula procariota).

[00051] Las preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas de anticuerpo también forman parte de la
invencioin. Por ejemplo, dichas preparaciones pueden ser mezclas de anticuerpos con cadenas pesadas de longitud
completa y cadenas pesadas que carecen de la lisina C-terminal, con diversos grados de glicosilacién y/o
aminoacidos derivatizados, tales como la ciclacion de un acido glutdmico N-terminal para formar un resto de acido
piroglutamico.

[00052] Se pueden obtener uno o mas miembros de unién para un antigeno, por ejemplo la A-FN o el ED-A de
la fibronectina, poniendo en contacto una coleccién de miembros de unién segun la presente invencion y el antigeno
o un fragmento del mismo, por ejemplo, un fragmento que comprende o consiste en ED-A o un fragmento peptidico
de ED-A y seleccionando uno o mas miembros de unién de la coleccion capaces de unirse al antigeno.

[00053] Una coleccion de anticuerpos puede cribarse mediante cribado iterativo de filtros de colonias (ICFS).
En la técnica ICFS, se cultivan bacterias que contienen el ADN que codifica varias especificidades de unién en un
medio liquido y, una vez que se ha alcanzado la fase de crecimiento exponencial, se distribuyen miles de millones
de estas en un soporte de crecimiento que consta de un filtro de membrana pretratado adecuadamente que se
incuba hasta que aparecen colonias de bacterias totalmente confluentes. Un segundo sustrato de retencién consta
de otro filtro de membrana, prehumidificado y cubierto con el antigeno deseado.

[00054] El filtro de membrana de retenciéon se coloca después sobre una placa que contiene un medio de
cultivo adecuado y se cubre con el filtro de crecimiento con la superficie cubierta con las colonias bacterianas hacia
arriba. El sandwich asi obtenido se incuba a temperatura ambiente durante 16 h. De este modo es posible obtener la
expresion de los genes codificantes de fragmentos de anticuerpo scFv con una accién de propagacion, de modo que
aquellos fragmentos que se unen especificamente al antigeno presente en la membrana de retencién quedan
retenidos. La membrana de retencién se trata después para sefialar los fragmentos de anticuerpo scFv unidos con
las técnicas colorimétricas usadas normalmente para este fin.

[00055] La posicién de los puntos coloreados en el filtro de retencién permite remitirse a las colonias
bacterianas correspondientes que estan presentes en la membrana de crecimiento y han producido los fragmentos
de anticuerpo retenidos. Estas colonias se recogen y se cultivan y las bacterias —algunos millones— se distribuyen
sobre una nueva membrana de cultivo, repitiendo los procedimientos descritos anteriormente. Después se llevan a
cabo ciclos analogos hasta que las sefales positivas en la membrana de retencidon corresponden a colonias
positivas individuales, cada una de las cuales representa una fuente potencial de fragmentos de anticuerpo
monoclonal dirigidos contra el antigeno usado en la seleccién. La técnica ICFS se describe, por ejemplo, en el
documento W00246455. Una coleccién también puede expresarse en particulas o complejos moleculares, por
ejemplo, en paquetes genéticos replicables como particulas de bacteriéfagos (por ejemplo, T7) u otros sistemas de
expresion in vitro, en que cada particula o complejo molecular contiene un acido nucleico que codifica el dominio
variable de anticuerpo VH expresado en esta y, opcionalmente, también expresa un dominio VL si esta presente. La
expresion en fagos se describe en el documento W092/01047 y en las patentes de los EE. UU. US5969108,
US5565332, US5733743, US5858657, US5871907, US5872215, US5885793, US5962255, US6140471,
US6172197, US6225447, US6291650, US6492160 y US6521404.
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[00056] Después de la seleccidon de los miembros de union capaces de unirse al antigeno y expresarse en
bacteriéfagos o en otras particulas o complejos moleculares de colecciones, puede obtenerse el acido nucleico de
un bacteriéfago u otra particula o complejo molecular que expresa dicho miembro de unién seleccionados. Dicho
acido nucleico puede usarse en la produccién posterior de un miembro de unién o de los dominios variables de
anticuerpo VH o VL mediante la expresion a partir del acido nucleico con la secuencia del acido nucleico obtenido de
un bacterioéfago u otra particula o complejo molecular que expresan dicho miembro de union.

[00057] Un dominio variable de anticuerpo VH con la secuencia de aminoacidos de un dominio variable de
anticuerpo VH de dicho miembro de unién seleccionado puede proporcionarse en forma aislada, al igual que un
miembro de unién que comprende un dominio VH.

[00058] La capacidad de union a la A-FN o al ED-A de la fibronectina o a otro antigeno diana o isoforma puede
analizarse adicionalmente, por ejemplo, la capacidad de competir, por ejemplo, con el anticuerpos F8 dirigido contra
ED-A en la unién a la A-FN o a un fragmento de la A-FN, por ejemplo, el ED-A de la fibronectina.

[00059] Un miembro de unidén de la presente invencion puede unirse especificamente a la A-FN y/o al ED-A de
la fibronectina. Un miembro de unién de la presente invencion puede unirse al ED-A de la fibronectina con la misma
afinidad que el anticuerpo F8 dirigido contra ED-A, por ejemplo en formato de scFv, o con una mejor afinidad. Un
miembro de union de la presente invencion se une al ED-A de la fibronectina con una Kp de menos de 1,4 x 108,
Con la mayor preferencia, un mimebro de union de la presente invencién se une al ED-A de la fibronectina con una
Kb de 3 x 10° M o con una mejor afinidad.

[00060] Un miembro de unién de la presente invencién puede unirse al mismo epitopo en la A-FN y/o el ED-A
de la fibronectina que el anticuerpo F8 dirigido contra ED-A.

[00061] Un miembro de unién de la presente invencién puede no mostrar ninguna unién significativa a
moléculas distintas del ED-A de la fibronectina. En particular, el miembro de unién puede que no se una a otras
isoformas de la fibronectina, por ejemplo, a la isoforma ED-B y/o la isoforma IlICS de la fibronectina.

[00062] En la presente invencion pueden producirse y usarse variantes de las moléculas de anticuerpo
descritas en este documento. Las técnicas requeridas para llevar a cabo sustituciones en las secuencias de
aminoéacidos de los dominios de anticuerpo VH o VL y los miembros de unién estan disponibles generalmente en la
técnica. Pueden prepararse secuencias variantes con sustituciones para las que puede predecirse o no un efecto
minimo o beneficioso sobre la actividad y analizarse en cuanto a su capacidad para unirse al ED-A de la fibronectina
y/o en cuanto a cualquier otra propiedad deseada.

[00063] Tal como se describen, de acuerdo con la presente invencién, pueden emplearse variantes de la
secuencia de aminoacidos de dominios variables de cualquiera de los dominios VH y VL, cuyas secuencias se
describen especificamente en este documento. Algunas variantes concretas pueden incluir una o mas alteraciones
de la secuencia de aminoécidos (adicion, delecidn, sustitucion y/o insercién de un resto de aminoacido), pueden ser
menos de aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos de
aproximadamente 10 alteraciones 0 menos de aproximadamente 5 alteraciones, tal vez 5, 4, 3, 2 6 1. Las
alteraciones pueden llevarse a cabo en una o mas regiones estructurales. Normalmente, las alteraciones no resultan
en una pérdida de funcién, por lo que un miembro de unién que comprende una secuencia de aminoacidos alterada
de este modo puede mantener la capacidad de unién al ED-A de la fibronectina. Por ejemplo, puede mantener la
misma unién cuantitativa que un miembro de unién en el que no se ha llevado a cabo la alteracion, por ejemplo,
segun se mide en un ensayo descrito en este documento. EI miembro de unidén que comprende una secuencia de
aminoacidos alterada de este modo puede tener mejor capacidad de unién al ED-A de la fibronectina.

[00064] Es posible generar nuevas regiones VH o VL con las secuencias derivadas de CDR mediante
mutagénesis al azar de uno 0 mas genes seleccionados de VH y/o VL para generar mutaciones en todo el dominio
variable. En algunas realizaciones, se llevan a cabo una o dos sustituciones de aminoacidos en todo un dominio
variable.

[00065] Segun se ha sefialado anteriormente, una secuencia de aminoacidos de CDR, sustancialmente seguin
se expone en este documento, puede estar contenida como CDR en un dominio variable de un anticuerpo humano o
en una porcion sustancial del mismo.

[00066] Los dominios variables pueden obtenerse o derivarse de cualquier dominio variable humano de la linea
germinal o reordenado o puede ser un dominio variable sintético a base de secuencias consenso o reales de
dominios variables humanos conocidos. Un dominio variable puede derivarse de un anticuerpo no humano. Una
secuencia de CDR de la invencion (por ejemplo, CDR3) puede incorporarse en un repertorio de dominios variables
gue carecen de una CDR (por ejemplo, CDR3) mediante la tecnologia del ADN recombinante. Por ejemplo, Marks y
col. (1992) describen procedimientos de produccion de repertorios de dominios variables de anticuerpos en los que
se usan cebadores consenso dirigidos a o adyacentes al extremo 5’ del area del dominio variable junto con
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cebadores consenso a la tercera regidn estructural de los genes de VH humanos para proporcionar un repertorio de
dominios variables VH que carecen de CDR3. Marks y col. describen ademas cémo puede combinarse este
repertorio con una CDR3 de un anticuerpo concreto. Mediante técnicas analogas, las secuencias derivadas de
CDR3 descritas en este documento pueden mezclarse con repertorios de dominios VH o VL que carecen de una
CDR13 y los dominios VH y VL completos mezclados pueden combinarse con un dominio VL o VH afin para
proporcionar miembros de union. El repertorio puede expresarse a continuacion en un sistema huésped adecuado,
tal como el sistema de expresion en fagos del documento W092/01047 o de cualquier documento de una extensa
bibliografia posterior, incluyendo Kay, Winter y McCafferty (1996), de modo que puedan seleccionarse los miembros
de union adecuados. Un repertorio puede consistir en cualquier cantidad a partir de 10* miembros individuales, por
ejemplo, al menos 10°, al menos 108, al menos 107, al menos 108, al menos 10° o al menos 10 miembros.

[00067] De manera similar, una o mas o las tres CDR pueden injertarse en un repertorio de dominios VH o VL
gue a continuacion se criban para identificar un miembro de unidon o miembros de unién para el ED-A de la
fibronectina.

[00068] Pueden emplearse HCDR1, HCDR2 y HCDRS3 del anticuerpo F8 y LCDR1, LCDR2 y LCDR3 del
anticuerpo F8.

[00069] La A-FN y/o el ED-A de la fibronectina pueden usarse en un cribado para identificar moléculas de
anticuerpo. El cribado puede ser un cribado de un repertorio segun se describe en otra parte de este documento.

[00070] Una porcion sustancial de un dominio variable de una inmunoglobulina puede comprender al menos las
tres regiones CDR junto con sus regiones estructurales intercaladas. La porciéon puede incluir también al menos
aproximadamente el 50% de una o dos de las regiones estructurales primera y cuarta, siendo el 50% el 50% C-
terminal de la primera regién estructural y el 50% N-terminal de la cuarta regién estructural. Los restos adicionales
en los extremos N-terminal y C-terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden ser aquellos que no se
asocian normalmente con regiones de dominios variables naturales. Por ejemplo, la construccion de miembros de
unién por técnicas de ADN recombinante puede resultar en la introduccién de restos N o C-terminales codificados
por enlazantes introducidos para facilitar la clonacion u otras etapas de manipulacién. Otras etapas de manipulacion
incluyen la introduccién de enlazantes para unir dominios variables de la invencion con otras secuencias proteinicas,
incluyendo las regiones constantes de un anticuerpo, otros dominios variables (por ejemplo en la produccién de
diacuerpos) o marcadores detectables/funcionales segun se discute en mas detalle en otra parte de este documento.

[00071] Los miembros de union de la presente invencién pueden comprender ademas regiones constantes de
un anticuerpo o partes de las mismas, por ejemplo regiones constantes de un anticuerpo humano o partes de las
mismas. Por ejemplo, un dominio VL puede unirse en su extremo C-terminal con dominios constantes de la cadena
ligera de un anticuerpo, incluidas las cadenas Ck y CA humanas, por ejemplo CA. De manera similar, un miembro de
unién basado en un dominio VH puede unirse en su extremo C-terminal con la totalidad o parte (por ejemplo, un
dominio CH1) de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo,
IgG, IgA, IgE e IgM y cualquiera de las subclases de isotipos, en particular IgG1 e 1gG4. Cualquier variante sintética
0 de otra region constante que tiene estas propiedades y estabiliza las regiones variables también es (til en las
realizaciones de la presente invencion.

[00072] Los miembros de union de la presente invencion pueden estar marcados con un marcador detectable o
funcional. Un marcador puede ser cualquier molécula que produce o que puede ser inducida para producir una
sefial, incluidos, pero sin limitarse a, sustancias fluorescentes, radiomarcadores, enzimas, sustancias
guimioluminiscentes o fotosensibilizantes. Por lo tanto, la unién puede detectarse y/o medirse mediante la deteccién
de fluorescencia o luminiscencia, radiactividad, actividad enzimatica o absorbancia de luz. Los marcadores
detectables pueden unirse a los anticuerpos mediante procedimientos quimicos convencionales conocidos en la
técnica.

[00073] Existen numerosos procedimientos por los que el marcador puede producir una sefial detectable por
medios externos, por ejemplo, por examen visual, radiacién electromagnética, calor y reactivos quimicos. El
marcador puede unirse también a otro miembro de unién que se une al anticuerpo de la presente invencién, o a un
soporte.

[00074] Los anticuerpos marcados, por ejemplo, scFv marcado con un marcador detectable, pueden usarse
para diagndstico in vivo, ex vivo o in vitro y/o para tratamiento.

[00075] Por ejemplo, los anticuerpos radiomarcados (por ejemplo, anticuerpos conjugados con un radioisétopo)
pueden usarse en radiodiagnostico y en radioterapia. Los radiois6topos que pueden conjugarse con un miembro de
union de la invencion incluyen isétopos como %™Tc, %™Tc, 18Re, 18Re, 203Pb, §'Ga, %8Ga, 4’Sc, *In, *Ru, %2Cu,
64Cu 86Y 88Y 90Y 1215n 161Tb 153Sm 166HO 105Rhy177LU.

[00076] Un miembro de unién segun se describe en este documento puede usarse también para medir los
niveles de antigeno en un ensayo de competicion, es decir, un procedimiento para la medicién del nivel de antigeno
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en una muestra mediante el empleo de un miembro de unién proporcionado por la presente invencion en un ensayo
de competicion. Esto puede ser cuando no se requiera la separacion fisica del antigeno unido del antigeno no unido.
Una posibilidad es el acoplamiento de una molécula indicadora al miembro de unién, de modo que se produzca un
cambio fisico u optico al tener lugar la union. La molécula indicadora puede generar de manera directa o indirecta
sefiales detectables, que pueden ser cuantificables. El acoplamiento de las moléculas indicadoras puede ser directo
o indirecto, covalente, por ejemplo, por medio de un enlace peptidico, o no covalente. El acoplamiento por medio de
un enlace peptidico puede ser el resultado de la expresidon recombinante de una fusion génica que codifica el
anticuerpo y la molécula indicadora.

[00077] Los ensayos de competicién pueden usarse también en el mapeo de epitopos. En un caso, el mapeo
de epitopos puede usarse para identificar el epitopo al que se une un miembro de unién. Dicho epitopo puede ser
lineal o conformacional. Un epitopo conformacional puede comprender al menos dos fragmentos diferentes de la A-
FN o del ED-A de la fibronectina, en que dichos fragmentos se sitian préximos entre si cuando se plegan la A-FN o
el ED-A de la fibronectina en su estructura terciaria o cuaternaria para formar un epitopo conformacional que es
reconocido por un miembro de unién a la A-FN o el ED-A de la fibronectina. Para ensayar la competicién puede
emplearse un fragmento peptidico del antigeno, especialmente un péptido que incluya o consista esencialmente en
un epitopo de interés. Puede usarse un péptido que tenga la secuencia epitépica mas uno o mas aminoacidos en
cualquiera de los dos extremos. Los miembros de unién segun la presente invencion pueden ser tales que su union
al antigeno sea inhibida por un péptido que tenga o incluya la secuencia proporcionada

[00078] También se describe un conjugado o una fusidn entre un miembro de union de la presente invencion y
una molécula que ejerce un efecto biocida o citotoxico sobre las células diana en las lesiones y un anticuerpo
dirigido contra un componente de la matriz extracelular que esta presente en tales lesiones. Por ejemplo, la molécula
biocida o citotoxica puede ser interleucina 2 (IL-2), doxorrubicina, interleucina 12 (IL-12), interferén y (IFN-y), el factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) o el factor tisular (preferentemente truncado). Tales conjugados pueden usarse
terapéuticamente, por ejemplo, para el tratamiento de metastasis tumorales y/o tumores segun se menciona en este
documento. La produccion y el uso de fusiones o conjugados de miembros de unidon con moléculas biocidas o
citotoxicas se describen, por ejemplo, en el documento W0O01/622988.

[00079] Un aspecto adicional de la presente invencién proporciona un conjugado de (i) una molécula que
ejerce un efecto biocida o citotdxico en las células diana por interaccion celular y (i) un miembro de unién que se
une al ED-A de la fibronectina humana segun la presente invencién. Preferentemente, dicho conjugado comprende
una proteina de fusién que comprende la molécula biocida o citotdxica y dicho miembro de unién o, cuando el
miembro de unién es de cadena doble o mdltiple, una proteina de fusién que comprende la molécula biocida o
citotéxica y un componente de cadena polipeptidica de dicho miembro de union. Preferentemente, el miembro de
unién es un polipéptido de cadena sencilla, por ejemplo, una molécula de anticuerpo de cadena sencilla, tal como
scFv. Por lo tanto, un aspecto adicional de la presente invencién una proteina de fusién que comprende la molécula
biocida o citotéxica y una molécula de anticuerpo Fv de cadena sencilla de la invencién.

[00080] La molécula biocida o citotoxica que ejerce su efecto sobre las células diana por interaccién celular
puede interaccionar directamente con las células diana, puede interaccionar con un receptor unido a la membrana
en la célula diana o perturbar el potencial electroquimico de la membrana celular. Las moléculas que interaccionan
con un receptor unido a la membrana incluyen quimiocinas, citocinas y hormonas. Los compuestos que perturban el
potencial electroquimico de la membrana celular incluyen hemolisina, ionéforos, farmacos que actlan sobre los
canales idnicos. En realizaciones ejemplares preferidas, la molécula es interleucina 2, el factor tisular
(preferentemente truncado) o doxorrubicina. Otras realizaciones pueden emplear interleucina 12, interferon vy, IP-10
y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a).

[00081] Segun se discute mas adelante, el miembro de unién especifico es un anticuerpo. Convenientemente,
el miembro de unién especifico puede ser un polipéptido de cadena sencilla, tal como un anticuerpo de cadena
sencilla. Esto permite la produccién conveniente de una proteina de fusién que comprende el anticuerpo de cadena
sencilla y la molécula biocida o citotéxica (por ejemplo, interleucina 2 o el factor tisular). En otras realizaciones se
proporciona un sitio de unién a antigeno del anticuerpo por medio de la asociaciéon de un dominio de anticuerpo VH 'y
un dominio de anticuerpo VL en polipéptidos separados, por ejemplo, en un anticuerpo completo o en un fragmento
de anticuerpo, tal como Fab o un diacuerpo. Cuando el anticuerpo es una molécula de cadena doble o de cadena
multiple (por ejemplo, Fab o un anticuerpo completo, respectivamente), la molécula biocida o citotoxica puede estar
conjugada como un polipéptido de fusiéon con una o mas cadenas polipeptidicas en el miembro de unién especifico.

[0082] El miembro de unién puede estar conjugado con la molécula biocida o citotoxica por medio de un
enlace peptidico, es decir, dentro de un polipéptido de fusion que comprende dicha molécula y el miembro de union
especifico o un componente de cadena polipeptidica del mismo. Véase Taniguchi y col. (1983) Nature, 302: 305-
310; MaED-A y col. (1983) Biochem. Biophys. Res. Comm., 115: 1040-1047; Devos y col. (1983) Nucl. Acids Res.,
11: 4307-4323, para informacién sobre la secuencia de IL-2 Util en la preparaciéon de un polipéptido de fusion que
comprende IL-2. La informacion sobre la secuencia del factor tisular truncado la proporcionan Scarpati y col. (1987)
Biochemistry, 26: 5234-5238 y Rufy col. (1991) J. Biol. Chem., 226: 15719-15725. Otros medios para la conjugacion
incluyen la conjugaciéon quimica, especialmente el entrecruzamiento mediante un agente bifuncional (por ejemplo,
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mediante DOUBLE-REAGENTS™, Cross-linking Reagents Selection Guide, Pierce).

[0083] Cuando se desea una liberacion lenta, por ejemplo, cuando la molécula biocida o citotoxica es
doxorrubicina u otra molécula que perturba el potencial electroquimico de la membrana celular, la conjugacién
guimica puede tener lugar mediante la formacion de una base de Schiff (imina) entre un grupo amino primario del
miembro de unién especifico (un polipéptido, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo) y una fraccion de
azucar oxidada (daunosamina) de la molécula biocida o citotéxica, tal como doxorrubicina.

[0084] La presente invencion también proporciona un &cido nucleico aislado que codifica un miembro de union
de la presente invencidn tal como se expone en las reivindicaciones. El acido nucleico puede incluir ADN y/o ARN.
En un aspecto, la presente invencion proporciona un acido nucleico que codifica una molécula de anticuerpo, por
ejemplo scFv o IgG, por ejemplo IgG1, de la presente invencion, tal como se define anteriormente. Las secuencias
de nucledtidos preferidas son las secuencias de nuclettidos que codifican los dominios VH y VL descritas en este
documento.

[0085] La presente invencion también proporciona construcciones en forma de plasmidos, vectores, casetes
de transcripcion o expresién que comprenden al menos un polinucleétido segln se describe anteriormente.

[0086] La presente invencién también proporciona una célula huésped recombinante que comprende una o
mas construcciones segln se describen anteriormente, tal como se expone en las reivindicaciones. Un acido
nucleico que codifica una molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o IgG1 o IgG4, tal como se proporcionan, forma
por si mismo un aspecto de la presente invencion, al igual que un procedimiento para la produccion del producto
codificado, tal como se expone en las reivindicaciones, en el que el procedimiento comprende la expresién a partir
del acido nucleico codificante. La expresion puede conseguirse convenientemente mediante el cultivo en las
condiciones apropiadas de células huésped recombinantes que contienen el acido nucleico. Después de la
produccién por expresion, puede aislarse un dominio VH o VL o un miembro de unién y/o purificarse mediante
cualquier técnica adecuada y, a continuacién, usarse segln sea apropiado.

[0087] Un acido nucleico, segun la presente invencion, puede comprender ADN o ARN y puede ser total o
parcialmente sintético. La referencia a una secuencia de nucleétidos, segiin se expone en este documento, abarca
una molécula de ADN con la secuencia especificada y abarca una molécula de ARN con la secuencia especificada,
en la que T se sustituye por U, a menos que el contexto requiera lo contrario.

[0088] Ademas se describe un procedimiento para la produccién de un dominio variable de anticuerpo VH, en
el que el procedimiento incluye inducir la expresiéon a partir del acido nucleico codificante. Dicho procedimiento
puede comprender el cultivo de las células huésped en las condiciones para la produccién de dicho dominio variable
de anticuerpo VH.

[0089] También se proporcionan procedimientos analogos para la produccion de dominios variables VL y
miembros de unién que comprenden un dominio VH y VL.

[0090] Un procedimiento de produccién puede comprender una etapa de aislamiento y/o purificaciéon del
producto. Un procedimiento de produccion puede comprender la formulacion del producto en una composiciéon que
incluye al menos un componente adicional, como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0091] Los sistemas para la clonacion y expresion de un polipéptido en una diversidad de células huésped
diferentes son bien conocidos. Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de mamiferos, células
vegetales, hongos filamentosos, levaduras y sistemas de baculovirus y plantas y animales transgénicos. La
expresion de anticuerpos y de fragmentos de anticuerpo en células procariotas esta bien establecida en la técnica.
Como revision, véase, por ejemplo, Pluckthun 1991. Un huésped bacteriano comun es E. coli.

[0092] La expresién en un cultivo de células eucariotas también es una opcion disponible para los expertos en
la técnica para la produccién de un miembro de union, por ejemplo Chadd y Chamow (2001), Andersen y Krummen
(2002), Larrick y Thomas (2001). Las lineas celulares de mamiferos disponibles en la técnica para la expresion de un
polipéptido heterélogo incluyen células ovaricas de hamster chino (CHO), células Hela, células renales de cria de
hamster, células de melanoma de ratén NSO, células de mieloma de rata YB2/0, células embrionarias humanas de
rifidn, células embrionarias humanas de retina y muchas otras.

[0093] Pueden elegirse o construirse vectores adecuados que contengan las secuencias reguladoras
apropiadas, incluidas secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacién, secuencias
potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias, segun sea apropiado. Los vectores pueden ser plasmidos, por
ejemplo, fagémidos, o viricos, por ejemplo, fagos, seglin sea apropiado. Para mas detalles, véase, por ejemplo,
Sambrook y Russell (2001). Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de acidos nucleicos, por
ejemplo, para la preparaciéon de construcciones de acidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de
ADN en células y expresion génica y andlisis de proteinas, se describen en detalle en Ausubel 1999.
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[0094] Un aspecto adicional de la presente invencién proporciona una célula huésped que contiene un acido
nucleico describo en este documento, tal como se expone en las reivindicaciones. Dicha célula huésped puede estar
in vitro y puede estar en cultivo. Dicha célula huésped puede estar in vivo. La presencia in vivo de la célula huésped
puede permitir la expresion intracelular de los miembros de unién de la presente invencién como “intracuerpos” o
anticuerpos intracelulares. Los intracuerpos pueden usarse para terapia génica.

[0095] También se describe en este documento un procedimiento que comprende la introducciéon de un acido
nucleico de la presente invencién en una célula huésped. La introduccion puede emplear cualquier técnica
disponible. Para células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir transfeccién con fosfato de calcio, DEAE-
dextrano, electroporacion, transfeccién mediada por liposomas y transduccién mediante retrovirus u otros virus, por
ejemplo, el virus vacuna o, para células de insectos, baculovirus. La introduccién de un acido nucleico en una célula
huésped, en particular en una célula eucariota, puede usar un sistema a base de virus o plasmidos. El sistema
plasmidico puede mantenerse en forma episémica o puede incorporarse en la célula huésped o en un cromosoma
artificial. La incorporacion puede ser por integraciéon al azar o dirigida de una o mas copias en locus Unicos o
multiples. Para células bacterianas, las técnicas adecuadas pueden incluir transformacion con cloruro de calcio,
electroporacion y transfeccion mediante bacteriéfagos.

[0096] Después de la introduccion puede inducirse o permitirse la expresion del acido nucleico, por ejemplo,
mediante el cultivo de las células huésped en las condiciones para la expresion del gen. La purificacion del producto
expresado puede conseguirse por procedimientos conocidos por el experto en la técnica.

[0097] Un acido nucleico segun se describe en este documento puede integrarse en el genoma (por ejemplo,
cromosoma) de la célula huésped. La integracion puede estimularse por la inclusiéon de secuencias que estimulan la
recombinacién con el genoma, de acuerdo con técnicas estandar.

[0098] También se describe un procedimiento que comprende el uso de una construccidn segln se expone
anteriormente en un sistema de expresion con el fin de expresar un miembro de unién o un polipéptido segun se
describe anteriormente.

[0099] Los miembros de unién de la presente invencion estan disefiados para su uso en procedimientos de
diagndstico o tratamiento en sujetos humanos o animales, por ejemplo, humanos. Los miembros de unién pueden
usarse en procedimientos para el diagndstico o el tratamiento de metastasis tumorales y/o la metastasis tumoral.
EXPERIMENTAL

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Modelo animal

[00100] Los experimentos con animales fueron aprobados por la Oficina Veterinaria Federal Suiza y realizados
de acuerdo con la Ordenanza de Proteccién Animal Suiza. Los ratones se monitorizaron regularmente. Los animales
que mostraron cualquier sefial de dolor o sufrimiento se sacrificaron, asi como en caso de pérdidas de peso corporal
superiores al 15%. Ratones Sv129 macho (RCC, Fullingsdorf, Suiza) recibieron una inyeccion intravenosa de 108
células de teratocarcinoma murino F9 (Terrana y col. 1987), proporcionadas amablemente por Dario Rusciano (SIFI,
Catania, Italia). Los ratones se usaron tres semanas después de la inyeccién de células tumorales para biotinilacion
in vivo, experimentos de reconocimiento especifico o extirpacién de érganos para inmunohistoquimica.

Biotinilacion in vivo

[00101] Los experimentos de biotinilacién in vivo se llevaron a cabo segln se ha descrito previamente (Roesli y
col. 2006, Rybak y col. 2005). Brevemente, el pecho del ratdon anestesiado se abri6 mediante un esternotomia
mediana. El ventriculo izquierdo del corazén se perford con una aguja de perfusién y se hizo un pequefio corte en la
auricula derecha para permitir la salida de las disoluciones de perfusion. Inmediatamente después, se llevé a cabo
una perfusion de la circulacion sistémica con una presién de 100 mm de Hg (13,33 kPa) y una tasa de flujo de 1,5
ml/min. En una primera etapa, la perfusién se llevé a cabo con 15 ml de una disolucién biotinilada (precalentada a
38°C) que contenia 1 mg/ml de sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce, Rockford, IL, EE- UU.) en PBS, pH 7,4, enriquecida
con dextrano-40 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) al 10% (p/v) como expansor de plasma. De este modo,
los componentes sanguineos que podrian competir con la reaccion de biotinilacién se eliminaron de la circulacién en
los primeros minutos de la perfusion y las proteinas que contenian aminas primarias accesibles (y ciertos glicolipidos
y fosfolipidos) en los diferentes tejidos pudieron modificarse covalentemente con biotina. Para neutralizar el reactivo
de biatinilacién sin reaccionar, la biotinilacion in vivo fue seguida de una etapa de lavado de 10 min con Tris 50 mM,
dextrano-40 al 10% (p/v) en PBS, pH 7,4, precalentado a 38°C. Durante la perfusién con el reactivo de biotinilacién
(y durante los primeros tres minutos de la perfusion siguiente con la disoluciéon de neutralizacion), la region alrededor
del corazdn se lavo con Tris 50 mM en PBS, pH 7,4 (38°C), para neutralizar el reactivo de biotinilacién sin reaccionar
del flujo de salida y evitar el marcado no deseado de moléculas en las superficies de los érganos. Después de la
perfusién, se extirparon los érganos y tumores y las muestras se sometieron a congelacion instantanea en fresco
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para la preparacion de homogenados de los 6rganos o se incorporaron en un compuesto para crioincorporacion
(Microm, Walldorf, Alemania) y se congelaron en isopentano en nitrégeno liquido para la preparacién de
criosecciones para el andlisis histoquimico. Como controles negativos para el andlisis proteébmico se usaron ratones
sin perfundir.

Preparacion de extractos proteinicos para el analisis proteémico

[00102] Las muestras se resuspendieron en 40 pl por mg de tejido de tampén de lisis (SDS al 2%, Tris 50 mM,
EDTA 10 mM, cdctel de inhibidores de proteinasas Complete E (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en PBS,
pH 7,4) y se homogeneizaron mediante un aparato dispersador Ultra-Turrax T8 (IKA-Werke, Staufen, Alemania). Los
homogenados se sometieron a ultrasonidos mediante un aparato Vibra-cell (Sonics, New Town, CT, EE. UU.), a lo
gue siguié una incubacién de 15 min a 99°C y 20 min de centrifugacion a 15.000 x g. El sobrenadante se us6 como
extracto de proteina total. La concentracion de proteina se determiné mediante el kit de reactivos para analisis de
proteinas BCA (Pierce).

Purificacion de proteinas biotiniladas

[00103] Para cada muestra, 960 pl de una lechada de estreptavidina-sefarosa (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suecia) se lavaron tres veces en tampén A (NP40 al 1%, SDS al 0,1% en PBS), se sedimentaron y se
mezclaron con 15 mg de extracto de proteina total. La captura de las proteinas biotiniladas se dej6 proceder durante
2 h a temperatura ambiente en un mezclador agitador. Se eliminé el sobrenadante y la resina se lavé tres veces con
tampon A, dos veces con tampén B (NP40 al 0,1%, NaCl 1 M en PBS) y una vez con bicarbonato de amonio 50 mM.
Finalmente, la resina se suspendi6é en 400 pl de una disolucién de bicarbonato de amonio 50 mM y se le afiadieron
20 pl de tripsina porcina modificada de calidad de secuenciacién (disolucion madre de 40 ng/ul en bicarbonato de
amonio 50 mM) (Promega, Madison, WI, EE. UU.). La digestion con proteasa se llevé a cabo durante la noche a
37°C en agitacién constante. Los péptidos se desalaron, purificaron y concentraron con microcolumnas C18 (ZipTip
C18, Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Después de su liofilizacion, los péptidos se almacenaron a -20°C.

HPLC nanocapilar con aplicaciéon automatica de fracciones en linea sobre placas diana de MALDI

[00104] Los péptidos tripticos se separaron por cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-
HPLC) mediante el sistema de CL en nanoescala UltiMate y un microcargador de muestras automatico FAMOS (LC
Packings, Amsterdam, Paises Bajos) controlado por el software Chromeleon (Dionex, Sunnyvale, CA, EE. UU.). La
fase movil A constd de acetonitrilo al 2% y acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%, la fase mévil B fue acetonitrilo al 80%
y TFA al 0,1% en agua. La tasa de flujo fue de 300 nl/min. Los péptidos liofilizados derivados de la digestion de las
proteinas biotiniladas, purificados por afinidad a partir de 1,5 mg de proteina total se disolvieron en 5 pl de tampén A
y se cargaron en la columna (diametro interno: 75 pum, longitud: 15 cm, rellena con C18 PepMap 100, 3 um y
microesferas de 100 A; LC Packings). Los péptidos se eluyeron con un gradiente del 0-30% de B durante 7 min, del
30-80% de B durante 67 min, del 80-100% de B durante 3 min y B al 100% durante 5 min; la columna se equilibré
con A al 100% durante 20 min antes de analizar la muestra siguiente. Las fracciones de elucién se mezclaron con
una disolucion de 3 mg/ml de acido a-ciano-4-hidroxicinamico, 277 pmol/ml de neurotensina (estandar interno), TFA
al 0,1% y acetonitrilo al 70% en agua y se depositaron en una placa diana de MALDI de 192 pocillos mediante un
sistema Probot en linea (Dionex). El flujo de la disolucion matriz de MALDI se fijé en 1,083 ul/min. Por lo tanto, cada
fraccion recogida durante 20 s contenia 361 nl de la disolucion matriz de MALDI y 100 nl de la muestra. La
concentracion final de neurotensina fue de 100 fmol por pocillo.

Espectrofotometria de masas MALDI-TOF/TOF

[00105] El analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF se llevd a cabo con el analizador proteémico
4700 (Applied Biosystems, Framingham. MA, EE. UU.). Para la seleccion de iones precursores se midieron todas las
fracciones en el modo EM, antes de realizar la EM/EM. Se seleccionaron un maximo de 15 precursores por punto de
muestra para una fragmentacidn posterior por disociacion inducida por colisién. Los espectros se procesaron y
analizaron mediante la Global Protein Server Workstation (Applied Biosystems), que usa el software interno
MASCOT (Matrix Science, London, Reino Unido) para comparar los datos de EM y EM/EM con bases de datos de
proteinas digeridas por medios informaticos. Los datos obtenidos se cribaron por comparaciéon con una base de
datos de raton descargada de la pagina de internet del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las identificaciones de
proteinas realizadas por medio del software MASCOT se consideraron como resultados positivos dentro del intervalo
de confianza del 95% para el mejor i6n peptidico.

[00106] Los analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF se llevaron a cabo mediante
el analizador protedmico 4700 (Applied Biosystems). Las masas peptidicas se obtuvieron en un intervalo de 750 a
4.000 m/z, con una masa foco de 2.000 m/z. Se sumaron los espectros de EM de 2.000 disparos de un laser de
Nd:YAG que operaba a 335 nm y 200 Hz. Se llevo a cabo una calibracién automatica de las placas mediante cinco
estandares peptidicos (masas de 900-2.400 m/z; Applied Biosystems) en seis pocillos de calibraciéon. Esta
calibracion de placas se us6 para actualizar la calibracion de masas por defecto del instrumento que se aplicé a
todos los espectros de EN y EM/EM. Ademas se llevé a cabo una calibracion interna de cada espectro de EM
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mediante el péptido estandar interno afiadido a la matriz de MALDI. Un maximo de 15 precursores por pocillo de
muestra con una razén sefial/ruido superior a 100 se seleccioné automaticamente para una fragmentacién posterior
por disociacién inducida por colision. Se sumaron los espectros de EM/EM de 2.500 a 5.000 disparos de laser. Los
espectros se procesaron y analizaron mediante la Global Protein Server Workstation (Applied Biosystems), que usa
el software interno MASCOT (Matrix Science) para comparar los datos de EM y EM/EM con bases de datos de
proteinas digeridas por medios informaticos. Los parametros de busqueda de MASCOT fueron (i) una base de datos
de ratén descargada de la pagina de internet del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) el 9 de septiembre de
2006 (ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/SPproteomes/fasta/proteomes/59.M_musculus.fasta.gz); (ii) enzimas: tripsina y
semitripsina; (i) numero permitido de sitios no cortados: 1; (iv) modificaciones postraduccionales variables:
oxidacion de metionina; (v) tolerancia para los péptidos: £30 ppm; (vi) tolerancia de EM/EM: + 0,2 Da; (vii) carga de
los péptidos: +1; (viii) minimo % del IC de la puntuacion idnica para péptidos: 95 y (ix) rango peptidico maximo: 1.
Ademas, se us6 una filtracién de los picos de EM/EM con los siguientes parametros: (i) intervalo de masas: 60 Da a
20 Da por debajo de la masa del precursor; (ii) minima razon sefial/ruido: 6; (iii) filtro de densidad de los picos: un
maximo de 30 picos por 200 Da y (iv) maximo nimero de picos por espectro: 65.

Anticuerpos

[00107] El aislamiento del fragmento de anticuerpo scFv(L19) dirigido contra ED-B ha sido descrito previamente
(Pini y col. 1998). El anticuerpo parental dirigido contra ED-A se aislé de la coleccion ETH-2 mediante
procedimientos publicados (Giovannoni, Nucleic Acids Research, 2001, 29(5): E27). La maduracién de la afinidad
del anticuerpo parental dirigido contra ED-A, que produce los anticuerpos de gran afinidad dirigidos contra ED-A, se
describe en la seccién siguiente.

Maduracion de la afinidad del anticuerpo parental dirigido contra ED-A

[00108] El anticuerpo parental dirigido contra ED-A (un anticuerpo derivado de la coleccién ETH-2) se usé
como molde para la construccién de una coleccion para maduracién de afinidad. La variabilidad de secuencia en la
CDR1 de VH (DP47 de la linea germinal) y en la CDR1 de VL (DPK22 de la linea germinal) de la coleccion se
introdujo por PCR mediante los cebadores parcialmente degenerados 5-
CTGGAGCCTGGCGGACCCAGCTCATMNNMNNMNNGCTAAAGGTGAATCCAGA-3' (SEQ ID NO: 17) para VH y
5-CCAGGTTTCTGCTGGTACCAGGCTAAMNEPNMNNMNMGCTAACACTCTGACTGGCCCTGC-3' (SEQ ID NO:
18) para VL (todos los nucledtidos se adquirieron de Operon Biotechnologies, Colonia, Alemania) en un proceso que
genera mutaciones al azar en las posiciones 31, 32 y 33 de la CDR1 de VH y en las posiciones 31, 31ay 3% de la
CDR1 de VL. Las combinaciones VH-VL se ensamblaron en formato scFv por ensamblaje por PCR mediante los
cebadores LMB3long (5-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3') (SEQ ID NO: 19) y fdseglong (5'-
GACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGG-3’) (SEQ ID NO: 20), con segmentos de VH y VL purificados por gel
como moldes. Los fragmentos VH-VL ensamblados se sometieron a una doble digestion con Ncol/Notl y se clonaron
en el vector fagémido pHEN1 (Hoogenboom y col. 1991) digerido con Ncol/Notl. El producto de ligacion resultante
se introdujo por electroporacion en células TG-1 de E. coli electrocompetentes de acuerdo con (Viti y col 2000), para
dar lugar a una coleccion que contenia 1,5 x 107 clones de anticuerpos individuales, la cual se crib6 para la
identificacion de anticuerpos que se unieran a ED-A con una mayor afinidad.

Seleccidn de anticuerpos dirigidos contra ED-A

[00109] La coleccién de anticuerpos descrita anteriormente se crib6 para la identificacién de anticuerpos que se
unieran a ED-A con mayor afinidad que el anticuerpo parental dirigido contra ED-A mediante un analisis BlAcore. El
antigeno (11A12) usado en el andlisis BlAcore contenia el dominio ED-A de la fibronectina humana y tiene la
secuencia de aminoacidos siguiente (SEQ ID NO: 120):

MREYRTEIDKPSOMOVTDVQDNEISVRWLPSSSPVTGYRVITTEKMGPGPTRKTKTAGPDY
TEMTIEGLQPTVEYVVSVYEQNPSGESQPLVQTAVINIDREKGLAFTDVDVDSIKIAWES
PQGQVSRYRVTYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQGLRPGSEYTVSVVALHDDMESQPL
IGTQSTAIPAPTDLERFTOVTPTSLSAQWTPPNVQLTGYRVRYVTPKENTGPMKEINLAPDS
SEVVVSCGLMVATEYEVSVYALRKDTLTSRPAQGVVTTLENVRSHHHHREH

[00110] La secuencia de nucleétidos del antigeno (11A12) (SEQ ID NO: 121) es la siguiente:
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atgagatcctaccgaacagaaattgacaaaccatcecagatgocaagtgaccgatgtticaggacaaca
gcattagtgtcaagtagectgecttcaagttecceectgttactyggttacagagtaaccaccactcccaa
aaatggaccaggaccaacaaaaactaaaactgcaggtccagatcaaacagaaatgactattgaagyc

ttgcagcececacagtggagtatgtggtitagtgtctatgctcagaatccaagcggagagagtcagectc

ttccatcaaaattgeottgggaaagecocacagggdcaagtttccaggtacaggatgacstactcgaac

cctgaggatggaatccatgagetattcactgracctgatgatgaagaagacactgecagagctgcaag
gcctcagaccgggttctgagtacacagtcagtgtggttgccttgcacgatgatatggagagccagcc
cctygattggaacccaglticcacaactattcctgraccaactgacctygaagttcactecaggtcacaccec
acaagcctgagcgcccaatggacaccacccaatgtteoagectecactggatatocgagtgecggogtgacoe
ccaaggagaagaccggaccaatgaaagaaatcaacctigetectgacagctcateecgtggttatate
aggacttatggtggccaccasatatgaagtgagtgtctatgctottaagogacactttgacaagcaga

cCagctcagggagttgtcaccactctggagaatgtcagatcticatcaccatcacecatcactas

[00111] La secuencia de nucledtidos del antigeno se amplificé por PCR con cebadores que contenian sitios de
restriccion para BamHI y Bglll en los extremos 5’ y 3, respectivamente. El producto de PCR resultante y el vector
PQE12 (QIAGEN) se digirieron con las endonucleasas de restriccion BamHI y Bglll y después se ligaron en una
reaccion que contenia una razon inserto/vector de 3:1. El vector resultante se secuencié para comprobar que la
secuencia era correcta.

[00112] El antigeno se prepar6 de la manera siguiente:

[00113] Un precultivo electrocompetente de células TG1 en 10 ml de 2TY, Amp, glucosa al 1%, se someti6 a
electroporacion en presencia de 1 pl de una minipreparacion de ADN de 11A12. Después, el precultivo se diluy6
1:100 (8 ml en 800 ml de 2YT, Amp, glucosa al 0,1%) y se incub6 hasta alcanzar una DOsoo de 0,4-0,6 y entonces se
indujo con IPTG durante la noche. Al dia siguiente, las células se sedimentaron por centrifugacion y el sobrenadante
se filtr6 (Milllipore 0,22 um). Después de la centrifugacion y clarificacion del cultivo, 11A12 se purific6 mediante una
columna Hitrap en un sistema de FPLC. La columna de Ni se regenerd de la manera siguiente: la columna se lavo
con cinco volumenes de la columna (VC) de H20, y a continuacion se aplicaron 3 VC de EDTA 0,5 M, Tris 0,2 M, pH
8, para lixiviar de la columna el niquel antiguo. A esto sigui6 un lavado de la columna con 5 VC de H20. La columna
se recarg6 después con 2 VC de NiSO4 100 mM, a lo que siguid un lavado de la columna con varios VC de Hz0.
Después, la columna se equilibré con 5 VC de tampoén de lisis (imidazol 20 mM, NaCl 250 mM, PBS, pH 7,4. El
lisado celular se filtré (Millipore 0,45 pum) y se carg6 en la columna (manualmente). La columna se puso de nuevo en
el sistema de FPLC y el tampodn de lisis se dejoé fluir hasta que la sefial UV fue estable (constante), aproximadamente
3 VC. Entonces se inicié el programa de elucion: un gradiente del 0% al 100% del tamp6n de elucion (imidazol 400
mM, NaCl 250 mM, PBS, pH 7,4) en 5 VC. Las fracciones que contenian el antigeno eluido se reunieron y se
dializaron en PBS durante la noche.

Expresion y purificacion de los anticuerpos dirigidos contra ED-A

[00114] Los anticuerpos dirigidos contra ED-A se expresaron y purificaron de la manera siguiente: un precultivo
electrocompetente de células TG1 en 10 ml de 2TY, Amp, glucosa al 1%, se sometié a electroporacién en presencia
de 1 pl de una minipreparacion de ADN de uno de los anticuerpos dirigidos contra ED-A. Después, el precultivo se
diluyé 1:100 (8 ml en 800 ml de 2YT, Amp, glucosa al 0,1%) y se incubd hasta alcanzar una DOsoo de 0,4-0,6 y
entonces se indujo con IPTG durante la noche. Al dia siguiente, las células se sedimentaron por centrifugacion y el
sobrenadante se filtré (Milllipore 0,22 um). Los scFv se purificaron en una columna de proteina A-sefarosa, usando
trietilamina para eluir las fracciones de scFv de la columna. Las fracciones que contenian los scFv eluidos se
dializaron en PBS durante la noche a 4°C. Después, las fracciones de scFv se cargaron en una columna Superdex
75 con un flujo de PBS de 0,5 ml/min y se recogieron fracciones de 0,25 ml. Las fracciones monoméricas se usaron
para el andlisis BlAcore.

Andlisis BlAcore 1
[00115] El chip BIAcore se someti6 durante la noche a un flujo de 5 pl/min del tampén HBS-EP de BIACORE,

Hepes 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005% (el mismo tampon usado en el
ensayo). El antigeno (11A12) se diluy6é hasta una concentracién de 50 pg/ml en tampon de acetato (pH 4,0) y los
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grupos COOH del chip se activaron por la inyeccion de 50 pl de una mezcla de N-hidroxisuccinimida (NHS) y etil-N-
(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Un volumen de 40 ul del antigeno 11A12 se inyectd sobre el chip y los
grupos COOH libres residuales se bloquearon con 30 pl de etanolamina. Después de una filtraciéon a través de un
filtro de 0,22 pm, se inyectaron sobre el chip 20 pl de cada sobrenadante bacteriano individual y la interaccién con el
antigeno se monitoriz6 en tiempo real.

Andlisis BlAcore 2

[00116] Las constantes kon, koff y Ko del anticuerpo parental dirigido contra ED-A y los anticuerpos B2, C5, D5,
C8, F8, B7 y G9 dirigidos contra ED-A se evaluaron mediante resonancia de plasma superficial. El chip se equilibré
durante la noche con el mismo tampén usado durante el ensayo con una tasa de flujo de dicho tampdn de 5 pl/min.
Todo el procedimiento de recubrimiento se llevé a cabo con esta tasa de flujo. El antigeno 11A12 se diluy6 1:25 con
tampon de acetato pH 4,00 (proporcionado por BIACORE) hasta una concentracion final de 20 pg/ml. Después se
mezclaron NHS y EDC y se inyectaron 50 pl para activar los grupos COOH en el chip CM5. A continuacion se
inyectaron 40 pl del antigeno (esto dura aproximadamente 40 s). Después se inyectaron 30 pl de etanolamina para
bloquear la reactividad del los posibles grupos COOH libres.

[00117] Todos los ejemplos se ensayaron con una tasa de flujo de 20 pl/min. Se inyectaron 20 ul de la proteina
monomeérica sin diluir (segun se obtiene de la filtraciébn en gel). La disociacion se dejé proceder durante
aproximadamente 200 s. Después se inyectaron 10 pl de HCI 10 mM para regenerar el chip. La inyeccion de la
proteina monomeérica se repitioé con diluciones diferentes, es decir, dilucién 1:2 (en PBS), seguida de la regeneracion
con HCI. A continuacion se llevé a cabo una tercera inyeccion de la proteina, a una dilucién 1:4, seguida de nuevo
por una regeneracion con HCI. Los valores de kon, kot y Ko para cada anticuerpo dirigido contra ED-A se evaluaron
con el software de evaluacion BlAevaluation.

Histoquimica

[00118] Con el fin de verificar una satisfactoria biotinilacion in vivo, se llevé a cabo una tincién posterior de las
estructuras biotiniladas segin se describe en Rybak y col. 2005. Se cortaron secciones (10 pm) de muestras
congeladas en fresco, se fijaron con acetona, se incubaron sucesivamente con un complejo de estreptavidina y
fosfatasa alcalina biotinilada (Biospa, Milan, ltalia) y con Fast-Red TR (Sigma) (en presencia de levamisol 1mM para
inhibir la fosfatasa alcalina enddgena) y se tifieron con una disolucién de hematoxilina (Sigma) como contraste.

[00119] La tincion inmunohistoquimica con anticuerpos scFv, que contenian un marcador FLAG, se llevo a
cabo segun se ha descrito previamente (véase, por ejemplo, Brack y col. 2006). Brevemente, se incubaron las
secciones con los fragmentos scFv (concentracion final 2-10 pg/ml) y con el anticuerpo monoclonal M2 dirigido
contra FLAG. Los anticuerpos unidos se detectaron con un anticuerpo de conejo dirigido contra inmunoglobulina de
raton (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) seguido del complejo de anticuerpo monoclonal de ratén dirigido
contra fosfatasa alcalina y fosfatasa alcalina (DakoCytomation). Como sustrato de la fosfatasa se us6 Fast Red
(Sigma) y las secciones se tifieron con hematoxilina (Sigma) como contraste.

[00120] Todas las secciones se montaron con Glycergel (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) y se
analizaron con un microscopio Axiovert S100 TV (Carl Zeiss, Feldbach, Suiza) mediante el software Axiovision (Carl
Zeiss).

Reconocimiento especifico in vivo con un anticuerpo dirigido contra ED-A

[00121] El anticuerpo parental scFv dirigido contra ED-A se marcé con el derivado fluoréforo infrarrojo éster de
succinimidilo de &cido carboxilico, Alexa Fluor 750, disponible comercialmente (Invitrogen), de acuerdo con el
protocolo del proveedor. El anticuerpo marcado se separé del colorante sin reaccionar por filtracion en gel mediante
una columna PD-10 (GE Healthcare). El grado de marcado, estimado de acuerdo con el protocolo de marcado de
Invitrogen, fue de cinco moléculas de colorante por molécula de anticuerpo. El anticuerpo parental scFv dirigido
contra ED-A marcado con Alexa 750 (en una concentracion final de 0,3 mg/ml) se inyecté (200 pl/ratén, es decir, 60
Hg de anticuerpo por ratén) en la vena de la cola de ratones Sv190, tres semanas después de la inyeccién de células
tumorales FODR. Los 6rganos de los ratones se extirparon seis horas después de la inyecciéon del anticuerpo
marcado y se obtuvieron imagenes con un aparato de obtencién de imagenes de fluorescencia infrarroja de
fabricaciéon propia (Birchler y col. 1999) equipado con una lampara halégena de tungsteno, filtros de excitacion y
emision especificos para Alexa 750 y una camara CCD monocroma.

Biodistribucion del diacuerpo F8

[00122] El diacuerpo F8 comprende los mismos dominios VH y VL que el anticuerpo F8 dirigido contra ED-A,
por ejemplo, segun se emplea en formato scFv. El diacuerpo F8 y el anticuerpo scFv F8 dirigido contra ED-A tienen
diferentes secuencias enlazantes entre los dominios VH y VL. La secuencia de aminoacidos del enlazante del
diacuerpo F8 es GSSGG (SEQ ID NO: 28) (secuencia de nucleodtidos: gggtccagtagcggt (SEQ ID NO: 29)). Por lo
tanto, la secuencia enlazante del diacuerpo F8 tiene una longitud de cinco aminoacidos, mientras que en el scFv F8
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dirigido contra ED-A, el enlazante tiene una longitud de 20 aminoacidos (véase SEQ ID NO: 11). La reduccién de la
longitud del enlazante entre los dominios VL y VH significa que se favorece el apareamiento intermolecular, mas que
intramolecular entre los dominios VL y VH. En consecuencia, es mas probable el apareamiento del dominio VL de un
polipéptido F8 con el dominio VH de otro polipéptido F8, que el apareamiento con el dominio VH del mismo
polipéptido F8.

[00123] El diacuerpo F8 se expresé en células TG1 de E. coli de la manera siguiente: el ADN codificante del
diacuerpo F8 se introdujo en células TG1 de E. coli por electroporacion. Las células de E. coli electroporadas se
precultivaron en 10 ml de medio 2YT, Amp, glucosa al 1%. El precultivo se diluy6é 1:100 en 800 ml de medio 2YT,
Amp, glucosa al 0,1% y el cultivo se incub6 hasta alcanzar una densidad (DOsoo) de 0,6. La expresion del diacuerpo
F8 se indujo entonces con IPTG 1 mM.

[00124] El diacuerpo F8 expresado se marco con 25| de la manera siguiente: a un tubo de lodogen (recubierto
con 50 pl de lodogen, 0,1 mg/ml en cloroformo) se afadieron 10 pl de PBS estéril, a lo que siguié la adicién de 2 pl
de 2% yoduro de sodio ([(R00 uCi) y una incubacién a temperatura ambiente (TA) durante 5 min.

[00125] Después se afiadieron al tubo de lodogen 400 pl del diacuerpo F8 a una DO de 0,2 ([0 pg) y se
incubé a TA durante 25 min. Se recogié 1/100 de esta mezcla para medir la radiactividad contenida en la mezcla
(denominada “INPUT"). El diacuerpo F8 marcado se cargé después en una columna cromatografica de exclusiéon por
tamanos (PD10: Sephadex G-25M, GE Healthcare) con el fin de separar el diacuerpo yodado F8 del yodo libre. Se
midio la radiactividad del diacuerpo F8 yodado recogido y el porcentaje de yodo incorporado en el diacuerpo F8 se
calcul6 (CPM (cuentas por minuto) de diacuerpo F8 yodado / CPM INPUT) como del 30-40%.

[00126] Cuatro ratones con tumores de células F9 se pusieron en lugol durante dos dias (600 pul en 300 ml) con
el fin de bloquear la tiroides y a cada uno de los ratones se les inyectaron por via intravenosa 200 pl del diacuerpo
F8 yodado (aproximadamente 5-8 pg de diacuerpo F8 yodado (18 uCi) por ratén). Después de 24 horas, los ratones
se sacrificaron y se extirparon tumores, higado, pulmén, bazo, rifiones, intestino y cola y se extrajo la sangre
(denominados colectivamente en este documento en este contexto como “tejidos” de ratén) y se usaron para el
conteo radiactivo. El nivel de radiactividad en cada muestra de tejido se midi6 mediante un contador de rayos y
Perkin. El resultado (“output”) se calculé por division del porcentaje de la dosis inyectada (en CPM) entre el peso del
tejido (en gramos) (% DI/qg).

RESULTADOS
Identificacion de proteinas y variantes de corte y empalme expresadas diferencialmente

[00127] La metodologia quimica protedmica a base de perfusion usada para el analisis comparativo de las
proteinas accesibles en el higado y en metastasis de células F9 en el higado (Terrana y col. 1987) se muestra en la
figura 1A. Estos tumores desarrollan grandes focos metastasicos en la superficie y el interior del higado de raton
(Figura 1B). Los ratones con tumores se perfundieron, con anestesia terminal, con 15 ml de una disolucién de 6-
[biotinamido]hexanoato de sulfosuccinimidilo 1,8 mM (1 mg/ml) en PBS, pH 7,4, enriquecida con dextrano-40 al 10%,
como expansor de plasma. El procedimiento, que tipicamente duré diez minutos, permitié la eliminacién de la sangre
de todos los 6rganos de la circulacion principal y la biotinilacion selectiva de las proteinas accesibles en los lados
tanto luminal como abluminal de los vasos sanguineos. Practicamente, todos los vasos sanguineos de las
metastasis de células F9 en el higado se marcaron eficaz y selectivamente con este procedimiento, segun confirma
la tincidn inmunohistoquimica con un conjugado de estreptavidina y fosfatasa alcalina (figura 1C). En el higado
normal, los vasos sanguineos se tifieron intensamente, pero también se detecté el marcado de algunos sinusoides,
lo que es compatible con la funcién fisioldgica de filtro del higado (figura 1C). La biotinilacion in vivo se detuvo por
perfusion con una disolucién que contenia aminas primarias. Posteriormente, se extirparon muestras de las
metastasis del higado, que se homogeneizaron y se usaron para la recuperacion de proteinas biotiniladas en
presencia del fuerte detergente SDS por cromatografia de afinidad en resina con estreptavidina (figura 1A). Con el
fin de minimizar el riesgo de difusion de las proteinas metastasicas en el higado del huésped, se us6 el higado de
ratones sanos biotinilados in vivo para el estudio de la vasculatura del higado normal. El uso del higado del huésped
de ratones con tumores de células F9 también habria sido problematico debido al poco tejido residual sano y porque
habria sido dificil excluir macroscépicamente la ausencia de micrometastasis. En total, para el analisis protedmico se
usaron muestras de siete ratones sanos biotinilados in vivo y nueve ratones con tumores de células F9 biotinilados in
vivo. Ademas, se usaron muestras de dos ratones sanos y tres con metastasis no biotinilados como controles
negativos. Mediante procedimientos de lavado restrictivo y digestion triptica sobre resina de las proteinas capturadas
por estreptavidina de metastasis de células F9 y de higado normal (procesados en paralelo) se obtuvo una coleccion
de péptidos que pudieron separarse, identificarse y compararse mediante nano-HPLC y procedimientos de
espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF (Roesli y col. 2006).

[00128] En total, se identificaron 1.291 péptidos diferentes (intervalo de confianza de MASCOT > 95%) que
fueron agrupados por el software MASCOT en 480 conjuntos de péptidos diferentes. Algunos de estos conjuntos de
péptidos también se encontraron en las muestras de los controles negativos de los ratones sin biotinilar (como
carboxilasas que contienen biotina endégena como cofactor, queratinas como contaminantes o proteinas muy
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abundantes como seroalbumina). De los restantes 435 conjuntos de péptidos identificados, 331 pudieron ser
asignados por el software MASCOT sin ambigliedad a una Unica proteina, mientras que 104 conjuntos de péptidos
se asignaron a varias proteinas (358 en total). En la mayoria de los casos, las varias proteinas asignadas al mismo
conjunto de péptidos pertenecen a una familia de proteinas relacionadas (por ejemplo, inmunoglobulinas) o pueden
ser incluso las mismas proteinas con diferentes nimeros de acceso en las bases de datos. De los 435 conjuntos de
péptidos diferentes, 117 se encontraron exclusivamente en muestras de metastasis, 193 solo en muestras de higado
sano y 125 en los dos tipos de tejidos. Por ejemplo, se encontraron péptidos que corresponden a la fibronectina
(Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI), nUmero de acceso P11276) en cuatro muestras de higado
sano y ocho muestras de metastasis.

[00129] Las proteinas encontradas en las muestras de higado sano y en las de metastasis (por ejemplo,
fibronectina) pueden estar presentes en cantidades sustancialmente diferentes en las dos muestras. Si este fuera el
caso, deberia reflejarse en el nimero de muestras en que se detectaron las proteinas y/o en el nimero de péptidos
(asi como en la intensidad de la sefial de los péptidos normalizada (Scheurer y col. 2005) observado en las muestras
de higado y de metastasis. Por ejemplo, 38 péptidos tripticos de fibronectina (NCBI, nimero de acceso P11276) se
encontraron solo en muestras de metastasis, mientras que un péptido se encontré solo en las muestras de higado
sano. Once péptidos se encontraron en los dos tipos de muestras.

[00130] La notable abundancia de péptidos derivados de fibronectina detectados en las metastasis del higado,
a pesar del hecho de que el higado es el lugar de biosintesis de la fibronectina, nos impulsé a investigar diferencias
en la abundancia relativa de los péptidos derivados de la fibronectina y la expresion en exceso de los dominios de
corte y empalme alternativo. La tabla 1 resume todos los péptidos de fibronectina identificados en el analisis
proteédmico. La fibronectina de raton contiene dos dominios globulares extra del tipo Il que pueden experimentar un
corte y empalme alternativo: ED-A y ED-B (ffrench-Constant 1995, Hynes 1990, Kaspar y col. 2006). Ademas, el
segmento IlICS experimenta distintos patrones de corte y empalme en ratones y en humanos. De manera
interesante, los tres péptidos derivados de ED-A, asi como el péptido derivado de IlICS se observaron solo en las
muestras tumorales.

[00131] Los péptidos derivados de ED-B no serian visibles en este andlisis, ya que ED-B no contiene ningin
resto de lisina y las dos argininas dan lugar a péptidos de un tamafio demasiado grande para su deteccion. La figura
2A muestra la localizacion de los péptidos identificados en las muestras tumorales (tumor) y en muestras de higado
sano (normal) en la estructura de dominios de la fibronectina. La figura 2B muestra la intensidad relativa de las
sefiales de EM normalizadas para dos péptidos derivados de la fibronectina: IAWESPQGQVSR (SEQ ID NO: 16),
que se localiza dentro del dominio ED-.Ay FLTTTPNSLLVSWQAPR (SEQ ID NO: 15), que se localiza en el dominio
14. Este ultimo péptido fue mas abundante en las muestras de metastasis, pero fue claramente detectable también
en el higado sano correspondiente. En contraste, los péptidos derivados de ED-A mostraron sefiales intensas en las
muestras de metastasis, pero no fueron detectables en absoluto (es decir, una sefial mas de 100 veces inferior) en
el higado normal.

Inmunohistoquimica

[00132] La diferenciacion mas notable entre las estructuras hepaticas y la neovasculatura metastasica se
observé para los dominios ED-A y ED-B de la fibronectina. En ambos casos se observé una tincién intensa y
especifica de los vasos sanguineos metastasicos, mientras que el higado normal y practicamente todos los 6rganos
normales (con excepcion del endometrio en la fase proliferativa y algunos vasos de los ovarios) dieron resultado
negativo en este andlisis inmunohistoquimico (figura 3A). De manera importante, también se encontré que el ED-A
se expresaba en gran medida en la neovasculatura de metastasis en el pulmon y en el higado humanos (figura ml).

Reconocimiento in vivo

[00133] Con el fin de comprobar la utilidad de ED-A como diana para el reconocimiento vascular especifico de
metastasis basado en ligandos, se llevd a cabo un experimento de reconocimiento especifico in vivo con la
obtencién de imagenes fluorescentes en el infrarrojo cercano. El anticuerpo parental scFv dirigido contra ED-A se
marcé con Alexa Fluor 750 y se inyect6 por via intravenosa en ratones con metastasis de células F9. La obtencion
de iméagenes fluorescentes en el infrarrojo cercano de los 6rganos extirpados reveld una notable acumulacion del
agente de reconocimiento en las lesiones metastasicas (figura 3B).

Seleccidn de anticuerpos dirigidos contra ED-A

Andlisis BlAcore 1

[00134] El analisis BIAcore produjo un grafico para cada anticuerpo dirigido contra ED-A que se analiz6 para
deducir la afinidad de un anticuerpo por el antigeno de la manera siguiente: el eje x de cada gréafico corresponde al
tiempo y el eje y corresponde a las unidades de resonancia (una medida que indica la afinidad de union del

anticuerpo ensayado por el antigeno que recubre el chip BIAcore). Cada uno de los graficos mostré 3 picos y una
depresion, correspondientes a los cambios de tampon y por lo tanto irrelevantes para la interpretacion de los
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resultados.

[00135] La parte ascendente de cada grafico representa la fase de asociacion. Cuanto mas empinada es la
curva en esta parte del grafico, mas rapida es la asociacion del anticuerpo con el antigeno. La parte descendente de
cada gréfico representa la fase de disociacién del anticuerpo del antigeno. Cuanto mas plana es la curva en esta
parte del grafico, més lenta es la disociacion del anticuerpo del antigeno.

[00136] Los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 dirigidos contra ED-A mostraron todos
una curva de disociaciéon mas plana que el anticuerpo parental dirigido contra ED-A del que derivan, lo que indica
que se unen a ED-A, y por tanto, también a la A-FN, con una mayor afinidad que el anticuerpo parental dirigido
contra ED-A. Los graficos para los anticuerpos E5, F1, F8 y H1 mostraron las curvas de disociaciéon mas planas de
todos los anticuerpos dirigidos contra ED-A ensayados. Las curvas de asociacion de los anticuerpos H1, C5, D5, E5,
C8, F8 y F1 fueron mas planas que las observadas para el anticuerpo parental dirigido contra ED-A, mientras que la
curva de asociacion observada para los anticuerpos B2, B7, E8 y G9 fue tan empinada como la curva de asociacion
observada para el anticuerpo parental dirigido contra ED-A. Sin embargo, dado que para el andlisis BIAcore de los
anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 se usaron sobrenadantes bacterianos de células TG-1 de
E. coli inducidas por IPTG, la concentracion de las muestras de anticuerpo ensayadas era desconocida, aunque
probablemente inferior a la concentracion de la muestra del anticuerpo parental dirigido contra ED-A usada como
comparacion. En consecuencia, las curvas de asociacion de los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8
y G9 pueden ser artificialmente bajas, debido a la baja concentracion de anticuerpo en las muestras usadas para el
andlisis BlAcore. Sin embargo, dado que la concentracién no afecta significativamente a la disociacion de un
anticuerpo de su antigeno diana en el andlisis BlAcore, las curvas de disociacion planas observadas para los
anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 muestran que estos anticuerpos se unen a ED-A con una
afinidad al menos igual, y probablemente mayor, que el anticuerpo parental dirigido contra ED-A. Por consiguiente,
es mas que probable que los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 dirigidos contra ED-A
produzcan los mismos o mejores resultados al usarlos en los mismos estudios in vivo e inmunochistoquimicos
llevados a cabo con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A segUn se describen en otra parte de este documento.
Por lo tanto, los datos in vivo e inmunohistoquimicos obtenidos con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A
proporcionan evidencia de que los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 dirigidos contra ED-A
pueden usarse para el tratamiento de metastasis tumorales.

Andlisis BlAcore 2

[00137] Los valores de kon, kot y Ko para cada anticuerpo dirigido contra ED-A se evaluaron mediante el
software BlAevaluation. Los valores de kon, koff y Ko del anticuerpo parental dirigido contra ED-A y de los anticuerpos
B2, C5, D5, C8, F8, B7 y G9 dirigidos contra ED-A para el antigeno 11A12 se detallan en la tabla 3. Los anticuerpos
B2, C5, D5, C8, F8, B7 y G9 dirigidos contra ED-A tiene todos mejores valores de Kp para el antigeno 11A12 que el
anticuerpo parental dirigido contra ED-A del que derivan, lo que indica que se unen a ED-A, y por tanto a la A-FN
con una mayor afinidad que el anticuerpo parental dirigido contra ED-A. Por consiguiente, es mas que probable que
los anticuerpos B2, C5, D5, C8, F8, B7 y G9 dirigidos contra ED-A produzcan los mismos o mejores resultados al
usarlos en los mismos estudios in vivo e inmunohistoquimicos llevados a cabo con el anticuerpo parental dirigido
contra ED-A segln se describen en otra parte de este documento. Por lo tanto, los datos in vivo e
inmunohistoquimicos obtenidos con el anticuerpo parental dirigido contra ED-A proporcionan evidencia de que los
anticuerpos B2, C5, D5, C8, F8, B7 y G9 dirigidos contra ED-A pueden usarse para el tratamiento de metastasis
tumorales.

Biodistribucidon del diacuerpo F8

[00138] El porcentaje (%) de la dosis inyectada (DI) del diacuerpo F8 marcado con 2% (yodado) detectado por
gramo (g) de tejido de ratén fue muy similar para el higado, pulmon, bazo, corazén, rifién, intestino, cola y sangre y
todos, con excepcién del rifion, mostraron menos del 2% DI/g (figura 8). Por el contrario, los tumores de células F9
contenian como media aproximadamente cuatro veces mas de la DI que cualquiera de los otros tejidos de ratdon
analizados (figura 8). Esto demuestra que el diacuerpo F8 reconoce especifica y selectivamente los tumores de
células F9 de raton. El porcentaje de la DI detectado en los otros tejidos representa muy probablemente una carga
de fondo del diacuerpo F8 presente en los ratones o el marcado inespecifico de los otros tejidos de raton. Segun se
describe en otra parte de este documento, el experimento de biodistribucion se llevé a cabo con cuatro ratones y
aunque el porcentaje de la DI detectado por tejido de ratdon fue variable (véanse las barras de error en la figura 8), el
porcentaje del diacuerpo F8 detectado en los tumores de células F9 fue consistentemente mayor que en cualquiera
de los otros tejidos de ratén ensayados.

[00139] El estudio de biodistribuciéon se realiz6 sobre tumores primarios F9 y los resultados indican que los
anticuerpos dirigidos contra ED-A reconocen selectivamente el tejido tumoral in vivo. Los resultados ofrecen una
indicacion adicional de que los anticuerpos dirigidos contra ED-A pueden usarse para alcanzar los mismos o0 mejores
resultados al usarlos en los mismos estudios in vivo e inmunohistoquimicos llevados a cabo con el anticuerpo
parental dirigido contra ED-A segln se describen en otra parte de este documento.
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Secuenciacién

[00140] Los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 dirigidos contra ED-A son todos
anticuerpos scFv y se secuenciaron mediante procedimientos convencionales. La secuencia de nucleétidos del
anticuerpo H1 dirigido contra ED-A se muestra en la figura 6. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo H1
dirigido contra ED-A se muestra en la figura 7.

[00141] Las secuencias de nuclettidos preferidas que codifican los dominios VH y/o VL de los anticuerpos B2,
C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 dirigidos contra ED-A son idénticas a las secuencias de nucledtidos codificantes
de VH y/o VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque las secuencias de nucleétidos que codifican
las CDR1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) de H1 estan sustituidas por las secuencias de nucleétidos que
codifican las CDR1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) indicadas en la tabla 2, para el anticuerpo respectivo.

[00142] Algunas secuencias de nucleétidos preferidas que codifican los dominios VH y/o VL del diacuerpo F8
dirigido contra ED-A son idénticas a las secuencias de nucleétidos que codifican los dominios VH y/o VL del
anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque las secuencias de nucle6tidos que codifican las CDR1 de las
cadenas ligera (VL) y pesada (VH) de H1 estan sustituidas por las secuencias de nucledtidos que codifican las
CDRL1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) indicadas en la tabla 2 para el diacuerpo F8 dirigido contra ED-A.
Una secuencia de nucleoétidos preferida que codifica el enlazante que enlaza los dominios VH y VL del diacuerpo F8
dirigido contra ED-A es gggtccagtggcggt (SEQ ID NO: 29).

[00143] Los anticuerpos B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8 y G9 tienen secuencias de aminoacidos idénticas a
la del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque excepto porque las secuencias de aminoacidos de las
CDRL1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) de H1 estan sustituidas por las secuencias de aminoacidos de las
CDR1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) indicadas en la tabla 2, para el anticuerpo respectivo. Las
secuencias de aminoacidos de los dominios VH y VL del diacuerpo F8 dirigido contra ED-A son idénticas a las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque las secuencias de aminoacidos
de las CDR1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) de H1 estan sustituidas por las secuencias de aminoacidos
de las CDR1 de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH) indicadas en la tabla 2 para el diacuerpo F8 dirigido contra
ED-A y la secuencia de aminoacidos del enlazante en H1 esta sustituida por la secuencia de aminoacidos enlazante
GSSGG (SEQ ID NO: 28).

La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B2 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 21) es idéntica a
la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la CDR1 del
VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 23.

[00144] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 41)
es idéntica a la secuencia de aminoéacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 43.

[00145] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo D5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 51)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 53.

[00146] La secuencia de aminoéacidos del dominio VH del anticuerpo E5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 61)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 63.

[00147] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 71)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 73.

[00148] La secuencia de aminoéacidos del dominio VH del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 81)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 83. Los dominios VH del diacuerpo F8 dirigido contra ED-A
tienen la misma secuencia de aminoacidos que el dominio VH del anticuerpo scFv F8 dirigido contra ED-A (es decir,
SEQ ID NO: 81).

[00149] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo F1 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 91)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 93.

[00150] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B7 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 101)

es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 103.
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[00151] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo E8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 111)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 113.

[00152] La secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo G9 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 31)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VH de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 33.

[00153] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B2 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 22)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esté sustituida por SEQ ID NO: 26.

[00154] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 42)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esté sustituida por SEQ ID NO: 46.

[00155] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo D5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 52)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 56.

[00156] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E5 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 62)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esté sustituida por SEQ ID NO: 66.

[00157] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 72)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 76.

[00158] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 82)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 86. Los dominios VL del diacuerpo F8 dirigido contra ED-A
tienen la misma secuencia de aminoacidos que el dominio VL del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A (es decir, SEQ
ID NO: 82).

[00159] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F1 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 92)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esté sustituida por SEQ ID NO: 96.

[00160] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B7 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 102)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 106.

[00161] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E8 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 112)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esté sustituida por SEQ ID NO: 116.

[00162] La secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo G9 dirigido contra ED-A (SEQ ID NO: 32)
es idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A, excepto porque la
CDR1 del VL de H1 esta sustituida por SEQ ID NO: 36.

[00163] Opcionalmente, el aminoacido en la posicion 5 del dominio VH de los anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5,
C8, F8, F1, B7, E8, G9 dirigidos contra ED-A puede ser un resto de leucina (L), mas bien que un resto de valina (V),
segun se muestra en la figura 7A. Ademas o alternativamente, el aminoacido en la posicion 18 del dominio VL de los
anticuerpos H1, B2, C5, D5, E5, C8, F8, F1, B7, E8, G9 puede ser un resto de arginina (R), mas bien que un resto
de lisina (K), segun se muestra en la figura 7C.
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Tabla 1

Péptidos de la fibronectina identificados en higado normal y/o en metastasis
Secuencia peptidica Posicion de la secuencia 1Higado IMetastasis

Inicio Final (total = 6) (total = 8)
HYQINQQWER 59 68 6
VGDTYERPK 109 117 4
HALQSASAGSGSFTDVR 274 290 7
IGDQWDK 480 486 1
TFYQIGDSWEK 568 578 1
WKEATIPGHLNSYTIK 654 669 2
EATIPGHLNSYTIK 656 669 1
GLTPGVIYEGQLISIQQYGHR 670 690 7
WSRPQAPITGYR 830 841 2 3
SDNVPPPTDLQFVELTDVK 903 921 3
VTIMWTPPDSVVSGYR 922 937 8
VEVLPVSLPGEHGQR 938 952 8
NTFAEITGLSPGVTYLFK 958 975 7
VFAVHQGR 976 983 7
TVLVTWTPPR 1011 1020 2 8
QYNVGPLASK 1040 1049 4
NLQPGSEYTVTLVAVK 1054 1069 6
ATGVFTTLQPLR 1077 1088 1 8
LGVRPSQGGEAPR 1116 1128 7
VVTPLSPPTNLHLEANPDTGVLTVSWER 1169 1196 3
STTPDITGYR 1197 1206 7
VTNAPPPSIELTNLLVR 1375 1391 2 7
TGLDSPTGFDSSDITANSFTVHWVAPR 1446 1472 4
APITGYIIR 1473 1481 1 8
HHAEHSVGRPR 1482 1492 1
EESPPLIGQQATVSDIPR 1525 1542 8
ITYGETGGNSPVQEFTVPGSK 1570 1590 2 8
SPVQEFTVPGSK 1579 1590 6
STATINNIKPGADYTITLYAVTGR 1591 1614 5
GDSPASSKPVSINYK 1615 1629 4
TEIDKPSQMQVTDVQDNSISVR 1630 1651 8
WLPSTSPVTGYR 1652 1663 7
TASPDQTEMTIEGLQPTVEYVVSVYAQNR 1679 1707 7
’NGESQPLVQTAVTTIPAPTNLK 1708 1819 3
SNGESQPLVQTAVTNIDRPK 1708 1726 1
SIAWESPQGQVSR 1740 1751 8
SVTYSSPEDGIR 1754 1764 1
FSQVTPTSFTAQWIAPSVQLTGYR 1820 1843 1 5
YEVSVYALK 1878 1886 2
TKTETITGFQVDAIPANGQTPVQR 1926 1949 1 2
TETITGFQVDAIPANGQTPVQR 1928 1949 3
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SYTITGLQPGTDYK 1957 1970 7
IHLYTLNDNAR 1971 1981 7
SSPVIIDASTAIDAPSNLR 1982 2000 3 8
FLTTTPNSLLVSWQAPR 2001 2017 4 5
ITGYIIK 2020 2026 5
YEKPGSPPR 2027 2035 6
“PYLPNVDEEVQIGHVPR 2165 2181 7
GVTYNIVEALQNQR 2255 2269 4 7
RPGAAEPSPDGTTGHTYNQYTOR 2425 2447 2

1Los ntmeros indican en cuantos de los seis ratones sanos biotinilados in vivo o los ocho ratones con metastasis
biotinilados in vivo se identificé el péptido en las correspondientes muestras de tejido. Se incluyen aqui todos los
péptidos identificados mediante el software MASCOT para los codigos de acceso en la base de datos para
fibronectina P11276, Q3UHL6 o0 Q3TCFL1.

2Este péptido cubre una porcién de secuencia de la fibronectina antes Y después del dominio ED-A, lo que indica
la presencia de una isoforma (EDA") de la fibronectina.

SEstos péptidos corresponden a la secuencia del dominio ED-A (posiciones en la secuencia 1721-1810).

“Este péptido corresponde a la secuencia del segmento IlICS (posiciones en la secuencia 2082-2201).

Tabla 2
Secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de las CDR1 de la cadena pesada (VH) y la cadena ligera (VL) de
los anticuerpos dirigidos contra ED-A de afinidad madurada
Anticuerpo CDR1 (VH) CDR2 (VL)
H1 CCG CGG AGG TCT GCG TGG
P R R (SEQ ID NO:3) S A W (SEQ ID NO: 6)
B2 GCG GCT AAG GTG GCT TTT
A A K (SEQ ID NO: 23) \Y vV F (SEQ ID NO: 26)
cs CCG ATT ACT TTG CAT TTT
P | T (SEQ ID NO: 43) L H F (SEQ ID NO: 46)
D5 GTG ATG AAG AAT GCT TTT
vV M K (SEQ ID NO: 53) N A F (SEQ ID NO: 56)
E5 ACT GGT TCT CTT GCG CAT
T G S (SEQ ID NO: 63) L A H (SEQ ID NO: 66)
cs CTT CAG ACT CTT CTT TTT
L Q T (SEQ ID NO: 73) L P F (SEQ ID NO: 76)
s CTG TTT ACG ATG CCG TTT
L F T (SEQ ID NO: 83) M P F (SEQ ID NO: 86)
F1 TAG GCG CGT GCG CCT TTT
Q (ambar) A R (SEQ ID NO: 93) A P F (SEQ ID NO: 96)
B7 CAT TTT GAT CTG GCT TTT
H F D(SEQIDNO:103) | L A F (SEQ ID NO: 106)
Es GAT ATG CAT TCG TCT TTT
D M H(SEQIDNO:113) | S S F (SEQ ID NO: 116)
G CAT ATG CAG ACT GCT TTT
H M Q (SEQ ID NO: 33) T A F (SEQ ID NO: 36)
5 Tabla 3
Datos de evaluacion de BlAcore
Anticuerpo kon (1/Ms) Kott (1/s) Kb (M)
Anticuerpo parental 2,5 x10° 0,02 1 x 107
dirigido contra ED-A
B2 3,8 x10° 7,54 x 10 [ x 108
C5 3,04 x 105 9,23 x 102 [B x 108
D5 4,53 x 10° 7,6 x 10 1,7 x10®
cs 3,8 x10° 5,3x103 1,4 x 108
F8 4,65 x 10° 1,4 x102 [B,1x10°
B7 2,67 x 10° 4,5x10°% (1,68 x 108
G9 3,6 x 10° 7,54 x 108 2,09 x 108
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@lu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly G@Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser @ly Phe Thr Phe Ser Pro Arg
20 25 30

Arg Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ber Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys aAsn Thr Leu Tyr
65 79 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 g5

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyrx Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 1io

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210>2
<211> 125
5 <212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 dirigido contra ED-
10 A

<400> 2
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Glu Ile Val Leu Thr Gln
1 5

Glu Lys Ala Thr Leu Ser
20

Trp Leu Ala Trp Tyr Gln
a5

Ile Tyr Gly Ala Sexr Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val
85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly
100

Gln Lys Leu Ile Sexr Glu
115

<210>3

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido

contra ED-A

<400> 3

<210> 4
<211>6

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Asp
120

Gly

Ala
25

Bro

Thr

Thr

Cys

Val

LO5

Leu

Thr
10

ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Pre Arg Arg

1

29

Lisu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

aly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pra

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

95

Ala

Gly

Ala

Leu

Serx

Glu

80

Pro

Glu
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<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A

<400> 4
Ser Gly Sex Gly Gly Ser
1 5
<210>5
<211>6

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A

<400> 5
Ser Thr His lLeu Tyr Leu
1 5

<210>6

<211>3

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A

<400> 6
Ser Ala Trp
1

<210>7

<211>7

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A

<400>7
@ly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210>8

<211>6

<212> Proteina
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena ligera del anticuerpo H1 dirigido
contra ED-A
<400> 8
Het Arg Gly Arg Pro Pro
1 5

<210>9

<400>9
000

<210>10

<400> 10
000

<210>11

<211> 20

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la secuencia enlazante del anticuerpo H1 dirigido contra
ED-A
<400> 11
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Sar Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 i5

Gly Gly Gly Sex

20
<210> 12
<211> 354
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de nuclettidos de la cadena pesada (VH) del anticuerpo H1 dirigido contra
ED-A

<400> 12

gaggtgeage tggtggagtc tgggggagge ttggtacage ctggggggte cctgagacte 60
tcctgtgoag coctoctggatt cacctttage cogeggagga tgagotagggt ccogecagget 120

ccagggaagy ggctggagtyg ggtetcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac 180
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gecagacteeg tgaagggccg gttcaccate tccagagaca attceaagaa cacgotgtat 240
ctgcaaatga acagoctgag agcecgaggac acggccgtat attactgtge gaaaagtact 300
catttgtatc tttttgacta ctguggocayg ggaacectgy teaccgtete gagt 354

<210> 13

<211> 387

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de nucleétidos de la cadena ligera (VL) del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A

<400> 13
gaaattgtgt tgacgecagtc tecaggecacce ctgtcocttbtgt ctocagggga aaaagecace 60
cteteoctgea gggecagica gagbtgttage tetgegtggt tagectggta ccagcagaaa 120
cctggocagg ctocececaggct cetecatctat ggbtgcecatcca gocagggecae tgogcatccca 180
gacaggbtca gtggcagbtgg gtectgggaca gactteacte tcaccatvag cagactggag 240
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagatgecgtg gteggecgce gacgttogge 300
caagggacca aggbggaaat caaagcggec gcagaacaaa aactcatcte agaagaggat 360
ctgaatggygg ccgcatagac tgtgaaa 387

<210> 14

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de nucleétidos de la secuencia enlazante del anticuerpo H1 dirigido contra
ED-A

<400> 14
ggcggtggag gttctggegg cggtggeagt ggeggtggag gttccggggg tggaggatcet 60

<210> 15

<211>17

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 15

Phe Leu Thr Thr Thr Preo Asn Ser Leu Leu Val Ser Trp @ln Ala Pro
1 5 10 15

32
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60

ES 2609 813 T3

<210> 16

<211>12

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 16

Ile Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gln Val Ser Arg

1

<210> 17

<211>52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: cebador parcialmente degenerado

<220>

<221> elemento mixto
<222>27, 28, 30, 31, 33, 34
<223>nesaogocot

<400> 17

ctggagcectg geggacceag ctcatmnnmn nmnngctaaa ggtgaatcca ga 52

<210> 18

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: cebador parcialmente degenerado

<220>

<221> elemento mixto
<222> 28, 29, 31, 32, 34, 35
<223>nesaogocot
<400> 18

ccaggtttct gctggtacca ggctaamnnm nnmnngctaa cactctgact ggcectge 58

<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: cebador LMB3long

<400> 19
caggaaacag ctatgaccat gattac 26

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: cebador fdseqlong

<400> 20
gacgttagta aatgaatttt ctgtatgagg 30

5

33

10
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15

20

ES 2609 813 T3

<210> 21

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B2 dirigido contra ED-A

<400> 21

Glu Val Gln Lieu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 Lo i5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ala Ala
20 25 30

Lys Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 80

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
160 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 22

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B2 dirigido contra ED-A

34



10

15

<400> 22

<210> 23
<211>3

2lu Tle Val Leu
L

Glu Ly=s Ala Thr
20

Phe Leu Ala Trp
a5

Ila Tyr Gly Ala
50

Gly Ser Gly Ser
&5

Pro Glu Asp Phe

Pro Thr Phe Gly
100

Gln Lys Leu Ile
115

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo B2 dirigido

contra ED-A

<400> 23

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Sar

Cysd

Gin

Lrag

55

Asp

Tyx

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys
40

Ala

#he

Iyr

Lys

Asp
120

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thy

Cys

Val

105

Leu

35

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Len

Gln

20

Glu

Asn

Lau

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Sar

Ala

Pro

&0

Ile

Mat

Lys

Ala

Lau

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Alg
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

val

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Ala

GLly

Ala

Len

Ser

Glu
80

Pro

Glu
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ES 2609 813 T3

Ala Ala Lys
1
<210> 24

<400> 24
000

<210> 25

<400> 25
000

<210> 26

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo B2 dirigido

contra ED-A
<400> 26

Val Ala Phe
1

<210> 27

<400> 27
000

<210> 28

<211>5

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia enlazante del diacuerpo F8

<400> 28

Gly Ser Ser Gly Gly

1

<210> 29

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia enlazante del diacuerpo F8

<400> 29
gggtccagtg geggt 15

<210> 30

<400> 30
000

36
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15

ES 2609 813 T3

<210> 31

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo G9 dirigido contra ED-A

<400> 31

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val @ln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser His Met
20 25 30

¢lan Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leuy Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu @Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 30 8935

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 32

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo G9 dirigido contra ED-A

37



ES 2609 813 T3

<400> 32

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Ekys Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Glm Ser Val Sexr Thr ala
20 25 a6

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

@ly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Tle Ser Arg Leu @Glu
65 70 75 BO

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Arg Gly Arg Pro
85 s 95

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu
100 105 110

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala
115 120 i25

<210> 33
<211>3
<212> Proteina
<213> Secuencia artificial
10
<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo G9 dirigido
contra ED-A

15 <400> 33

38
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<210> 34

<400> 34
000

<210> 35

<400> 35
000

<210> 36

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo G9 dirigido

contra ED-A

<400> 36

<210> 37

<400> 37
000

<210> 38

<400> 38
000

<210> 39

<400> 39
000

<210> 40

<400> 40
000

<210> 41

<211> 118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C5 dirigido contra ED-A

<400> 41

ES 2609 813 T3

Hiz Met Gln

1

Thr Ala Phe

1

39



10

@Glu Vval ¢ln

Ser Leu Arg

Thr Met BSer
35

Ser Ala Ile
g0

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Ser

<210> 42

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C5 dirigido contra ED-A

<400> 42

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Asn Ser

85

Thr Hia
100

ES 2609 813 T3

Glu

Cirs

aArg

Ser

Ile

70

Leu

Len

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Thi
115

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Val

40

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

cly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
i5

Pro

Trp

Sex

Leu

Tyx

95

Gly

Gly

Ile

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr



10

15

<210>43
<211>3

Glu

Glu

¥he

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo C5 dirigido

contra ED-A

<400> 43

<210> 44

Ile

Lys

Leu

Tyr
50

Ser

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

AsSp

Phe

Leu

115

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
il0o

Ile

Thr

Lau

Tyr

Ser

cly

Ala
85

Gln

Sor

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gin

Sar

Thrx

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

AsSp

Tyx

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyx

Lys

Asp
120

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cya

val
105

Leu

Thx

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
990

Glu

Asgn

Pro Ile Thr

1

41

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Sex

Sar

Ala

Pro

60

Ile

Mat

Lys

Ala

Lean

Yal

Pro

45

ABp

Sar

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Sar

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Lan

Lau

Phe

Leu

Arg
95

Ala

Hig

Leu

Ser

Glu
80

Pro

Glu
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<400> 44
000

<210> 45

<400> 45
000

<210> 46

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo C5 dirigido

contra ED-A

<400> 46

<210> 47

<400> 47
000

<210> 48

<400> 48
000

<210> 49

<400> 49
000

<210> 50

<400> 50
000

<210>51

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo D5 dirigido contra ED-A

<400> 51

ES 2609 813 T3

Leu His Phe

1

42



10

Glu val Gln

Ser Leu Arg

Lys Met Ser
35

Ser Ala Tle
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Ser

<210> 52

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

der

Pha

4Asn

Thr
100

Val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

His

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Tle

70

Leu

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly @ly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Laeu Phe
105

Thr Val
115

Gly
10

Gly

Gly

Thr

asn

Asp

90

Asp

Ser

Len

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Lsu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Sex

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
i5

Val

Txp

Sar

Lew

Tyzr

95

Gly

Gly

Met

Val

Val

Tvx

80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo D5 dirigido contra ED-A

<400> 52

43



10

15

Glu Ile Val

Glu Lys Ala

Phe Leu Ala
35

Yla Tyr Gly
50

Gly Ser Gly
65

Pro ¢lu Asp

Pro Thr Phe

@ln Lys Leu
115

<210> 53

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo D5 dirigido

contra ED-A

<400> 53

<210> 54

Leau

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

ITla

Thr

Ley

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln

Ser

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Bar

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cya

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thx

Glu

Pro

Ary

Lys

40

Ala

Phe

Tyx

Lys

2gp
129

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
.05

Len

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Glu

AsD

Val Met Lys

1

44

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Asn

Leu

Phe

Leuy

Arg
95

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

8O

Pro

Glu
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<400> 54
000

<210> 55

<400> 55
000

<210> 56

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo D5 dirigido

contra ED-A

<400> 56

<210> 57

<400> 57
000

<210> 58

<400> 58
000

<210> 59

<400> 59
000

<210> 60

<400> 60
000

<210>61

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo E5 dirigido contra ED-A

<400> 61

ES 2609 813 T3

Asn Ala Phe

1

45



10

<210> 62
<211>125

Glu

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Yal

Leu

Mot

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Arg

Sex

35

Ile

Arg

Met

Ser

Leu

Leu

20

TrD

Ser

Phs

Asn

Thr
100

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Len

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Sexr

Tyvx

Vval

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leun

Gly

der

25

Prg

Ser

Asp

Glua

Phe
105

Thr Val

11E

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

g0

Asp

Ser

Leu

Pha

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Vval

Thr

Gly

TYT

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Pha

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Thr

Trp

Ser

Lieu

Tyxr

35

Gly

Gly

Gly

Val

Val

Tyxr

80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E5 dirigido contra ED-A

<400> 62

46
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15

Glu Ile Val

Glu Lys Ala

His Leu Ala

35

Ile Tyr Gly

Gly Ser Gly

65

Pro Glu Asp

Pre Thr Phe

Lsu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leun

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Glo

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Saxr

Thr

70

Val

Gly

Sar

Cys

Glnp

aArg

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

10

Sexr

Gly

Gly

Leu

@ln
S0

Glu

Len

Gln

Gln

Ila

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Leu

Val

Pro

45

AsD

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

30

aArg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Leu

Lieu

Phe

Lrieu

Arg
25

Ala

¢ln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly aAla Ala
115

<210> 63

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo E5 dirigido

contra ED-A

<400> 63

<210> 64

120

Thr Gly Ser

1

47

125

Gly

Ala

Leu

Ber

Glu

80

Pro

Glu
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<400> 64
000

<210> 65

<400> 65
000

<210> 66

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo E5 dirigido

contra ED-A

<400> 66

<210> 67

<400> 67
000

<210> 68

<400> 68
000

<210> 69

<400> 69
000

<210> 70

<400> 70
000

<210>71

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2609 813 T3

Leu 2la His

1

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo C8 dirigido contra ED-A

<400> 71

Glu Val €ln Leu Val Glu Ser Gly @ly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 is

48



10

ES 2609 813 T3

Ser Leu 3Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Leu Gln
20 25 30

Thr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ber Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asmn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
1040 105 ii0

Leu Val Thr Val Ser Ser
1158

<210>72

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo C8 dirigido contra ED-A

<400> 72

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

49
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15

20

<210>73
<211>3

Gilu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Leu

Tyr

50

Sar

Glu

Thr

Lys

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu
115

Thxr
20

Trp

Ala

8ar

Phe

Gly

100

Ile

Leau

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

dln

Sar

ES 2609 813 T3

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Cys

Gln

Arg

55

Agp

Tyr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Pha

Tyr

Lys

Asp
120

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de
contra ED-A

<400> 73

<210> 74

<400> 74
000

<210>75

Ala
2B

Pro

Thr

Thzx

Cys

Val

105

Leau

la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo C8 dirigido

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

80

Glu

Asn

Leu Gln Thr

8

50

Gln

Gln

Tle

Thr

75

Gln

Lle

aly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Ly g

Ala

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Leu

Leu

Phe

Leu

Aryg

95

Ala

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Ero

Glu
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15

20

25

30

35

40

45

<400> 75
000

<210>76

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo C8 dirigido

contra ED-A

<400> 76

<210> 77

<400> 77
000

<210> 78

<400> 78
000

<210>79

<400> 79
000

<210> 80

<400> 80
000

<210> 81

<211> 118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A

<400> 81

ES 2609 813 T3

Leu Pro Phe

1

51
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<210> 82
<211>125

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Lan

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Leu

Mat

Ala

50

aly

Gln

Lys

Val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Mat

Ser

Thr
115

Leu

Lau

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr
100

Yal

Vval

Ser

Val

Gly

Thr

Ser
85

Ser

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Len

Leu

Sar

Ser

Ala

@Gln

Gly

§5

Ser

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

ASp

Glu

Phe
105

Gly

0

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Thx

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyzr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Pha

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Sar

30

Glu

Asp

Thx

Tyr

Gln
110

GLy

15

Len

Trp

Ser

Leu

Tyx
95

Gly

Gly

Phe

val

Val

Tyr
80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A

<400> 82

52
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15

&lu

Glu

Phe

Tle

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 83
<211>3
<212> Proteina

Ile

Liys

Leu

Tyxr
50

Ser

Glu

Thx

Lys

Val

Ala

Ala

a5

Gly

Gly

Asp

Phe

Lau

115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Thx
20

Tzp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

ITle

Thy

Leau

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln

Ser

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

ASp

Tyx

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

YT

Lys

Asp
120

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de

contra ED-A

<400> 83

<210> 84

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thx

Cys

val
10%

Leu

la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo F8 dirigido

Thr

10

Ser

aly

Gly

Leu

Gln
99

Glu

Asn

Liewn Phe Thr

1

53

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Gln

Ile

Gly

Ser

ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala

Len

val

Pro

45

ABp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Met

Leu

Phe

Leu

Arg
95

ala

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu
BO

Pro

Elu
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15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 84
000

<210> 85

<400> 85
000

<210> 86

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo F8 dirigido

contra ED-A

<400> 86

<210> 87

<400> 87
000

<210> 88

<400> 88
000

<210> 89

<400> 89
000

<210> 90

<400> 90
000

<210>91

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo F1 dirigido contra ED-A

<400> 91

ES 2609 813 T3

Met Pro Phe

1

54



10

Gly Val Gln

Ser Leu Arg

Arg Mat Ser
35

Ser Ala lle
50

Lys Gly Arg
€5

Leu Gln Met

2Ala Lys Sex

<210> 92

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Sar

Phe

Asn

Thr
160

Val

Sar

Yal

Gly

Thr

Ser

85

Hig

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Len

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyxr

Val

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Leu FPhe
1058

Thr Val
1156

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

so

Asp

Sar

Leau

Phe

Lys

Tyx

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

G1ln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Gln

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Gly

Ala

Yal

Val

Tyr
80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo F1 dirigido contra ED-A

<400> 92

55



10

15

<210>93
<211>3

Glu

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo F1 dirigido

contra ED-A

<400> 93

<210> 94

Ilea

Lys

Leu

50

Sexr

Glu

Thr

Lys

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

Lan

Thr
20

Trp

ala

Ser

Phe

Gly
100

Ile

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85h

Gln

Ser

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lya

Asp
120

Gly

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Leu

Thr

10

Jer

Gly

Gly

Leu

Gln
20

Glu

Asn

Gln Ala Arg

1

56

Leun

Gln

Glin

Ile

Thr

75

Gln

Ila

Gly

Sar

Ser

Ala

Pro

60

Ila

Met

Lys

Ala

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
135

Ser

Sar

30

Arg

Arg

Arg

agly

Ala
110

Pro

15

Ala

Leu

Phe

IL.eu

Arg
95

Ala

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 94
000

<210> 95

<400> 95
000

<210> 96

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo F1 dirigido

contra ED-A

<400> 96

<210> 97

<400> 97
000

<210> 98

<400> 98
000

<210> 99

<400> 99
000

<210> 100

<400> 100
000

<210> 101

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo B7 dirigido contra ED-A

<400> 101

ES 2609 813 T3

Ala Pro Phe

1

57
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<210> 102
<211>125

Glu

Ser

Aszp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Val Gln

Leu Arg

Met Ser

35

Ala Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Liys Sexr

Leu

Leau

20

Txp

Sex

Phe

Asn

Thr
100

Val

Sar

Val

Gly

Yhr

Ser

85

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Len

Leu

Lau

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leun

Thr
115

Gly

Ser

25

Pro

sSer

Asp

Glu

Phe
195

Val

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

Ser

Lau

Phe

Lys

TYE

Ser

75

Thr

Tyx

Ser

Val

Thr

ely

Tyx

&0

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leun

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Trp

Ser

Leu

Tyr

2%

Gly

Gly

Phe

Val

Yal

Tyr
80

Cys

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo B7 dirigido contra ED-A

<400> 102

58
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15

Glu

Glu

Phe

Tle

Gly
65

Pro

Pro

Gln

<210> 103
<211>3
<212> Proteina

Ile

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys=

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo B7 dirigido

contra ED-A

<400> 103

<210> 104

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Sar

FPhe

Gly
100

Ile

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

@ln

Ser

ES 2609 813 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Ala Thr

Yhe Thr

Tyr Cys

Lys Val
105

Asp Leu
120

Thr

10

Sar

Gly

Gly

Leun

Gln
90

Gln

Asn

His Phe Asp

i

59

Lau

Gln

Gln

Ila

Thzr

75

Gln

Ile

Gly

Sar

Sexr

Ala

Preo

60

Ile

Metb

Lys

Alz

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Pro

15

Leu

Leu

Phe

Leu

Arg
95

Ala

aly

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 104
000

<210> 105

<400> 105
000

<210> 106

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo B7 dirigido

contra ED-A

<400> 106

<210> 107

<400> 107
000

<210> 108

<400> 108
000

<210> 109

<400> 109
000

<210> 110

<400> 110
000

<210> 111

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VH del anticuerpo E8 dirigido contra ED-A

<400> 111

ES 2609 813 T3

Leu Ala Phe

1

60
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<210>112
<211> 125

Glu

Ser

Ser

Lys

65

Leau

Ala

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Leu

Met

Ala

20

Gly

Gln

Lys

Gln

Arg

Ser

35

ila

Arg

Met

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

asn

Thr
100

val

Ser

Val

Gly

Thr

Sar

85

His

ES 2609 813 T3

Glu

Cys

Arg

Sar

Ile

70

Leu

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Thr
115

Gly

Sar

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Val

Gly
i0

aly

Gly

Thr

Asn

AsSp

90

Asp

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Yal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Len

48

aAla

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

nsp

Txp

Ser

Lieu

Tyr

95

Gly

Gly

Meat

Val

val

Tyr

80

Cya

Thr

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos del dominio VL del anticuerpo E8 dirigido contra ED-A

<400> 112

61
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15

ES 2609 813 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Lys Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Sexr Ser
20 25 30

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly €ln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Arg Gly Arg Pro
85 90 95

Pro Thr Phe Gly @Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu
100 1.05 110

Gln Lys Leu Ile Sexr Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala
115 120 125

<210> 113

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada del anticuerpo E8 dirigido
contra ED-A

<400> 113

Asp Met Hias
1

<210> 114

62



10

15

20

25

30

<400> 114
000

<210> 115

<400> 115
000

<210> 116

<211>3

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera del anticuerpo E8 dirigido

contra ED-A

<400> 116

<210> 117

<211> 350

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 117

Asn Gly Leu

Glu Met Thr

Val Tyr Ala
35

Ala Val Thr
50

Asp Val aAsp
65

Gly

Ile

20

Gln

Asn

Sar

Pro

Glu

Asn

Tle

Ile

ES 2609 813 T3

Ser

aGly

Arg

Agp

Lys
70

Ser Ser Phe

1

Lys

Leu

Asn

Arg

55

Ila

Thr

Gln

Gly

40

Pro

ala

63

Lys

Pro

25

Glu

Lys

Txp

Thr

10

Thr

Sex

Gly

Glu

Ala

val

Gln

Leu

Ser

75

sar

Glu

Pro

Ala
60

Pro

Pro

Tyr

Leu

45

Phe

Gln

Asp

Val

30

Yal

Thx

Gly

@ln Thr

15

val Ser

Gln Thr

Asp Val

Gln Val
80



Ser

Lau

Leu

Asp

Ala

145

Ala

val

Pro

Tyr

Ala
225

Arg

Phe

Arg

Met

130

Pro

Gln

Asn

Asp

@lu

210

Gln

Tyr

Pro

Pro

115

Glu

Thr

Trp

Pro

Sex

135

Val

Gly

Arg

Ala

100

Gly

Serx

Asn

Ila

Liys

180

Ser

Ser

Val

Val

85

Pro

Sar

Gln

Lian

Ala

165

Glu

Ser

Val

Ile

ES 2609 813 T3

Thr

Asp

Glu

Pro

Lys

150

Pro

Lys

val

Tyr

Thr
230

Tyr

Gly

Ty

Leu

135

Leu

Ser

Thr

Lle

Ala

215

Thr

Ser

Glu

Thxr

120

Ile

Ser

al

cly

Val

200

heu

Leu

64

Ser

Asp

105

Val

Gly

Gln

Gln

Pro

185

Sex

Lys

Glu

Pro

a0

Asp

Ser

Ile

Val

Leu

170

Mat

Gly

Asp

Agn

Glu

Thr

Val

Gln

Thr

155

Thr

Lys

Leu

Thr

val
235

AsSp

Ala

Val

Ser

140

Pro

Gly

Glu

Met

Leu

220

Ser

Gly

Glu

Ala

125

Thr

Thr

Tyr

Tle

val

205

Thr

Pro

Ile

Leu

110

Leu

Ala

Ser

Arg

Asn

180

Ala

Serxr

Pro

Arg

95

Gln

Hig

Ile

Phe

Val

175

Leu

Thr

Arg

Arg

GElu

Gly

Asp

Pro

Thr

160

Arg

3er

Lys

Pro

Arg
240



10

Ala

Thr

Asn

Tyr

Tyr

305

Ser

Pro

<210> 118
<211>90
<212> Proteina

Arg

Lys

Gly

Thr

290

Thx

Thr

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 118

Asn

1

Ser

Ile

Ile

val

Thr

Gln

275

Ile

Leu

Ala

Ser

Thr

Glu

260

Thr

Thr

Asn

Ile

Leu

3490

Asp

245

Thr

Pro

Gly

Asp

Asp

325

Leu

ES 2609 813 T3

Ala

Ile

Val

Lreu

Asn

310

Ala

Val

Thr

Thr

Gln

Gin

295

Ala

Pro

Ser

Glu

Gly

Arg

280

Pro

Arg

Ser

Trp

Thr

Phe

265

Ser

Gly

Ser

Agn

Gin
345

Thr

250

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

330

Ala

Ile

Val

Ser

AEp

Pro

315

Arg

Pro

Thr

Asp

Pro

Tyx

300

Val

Phe

Arg

Ile Ser

Ala Jle
270

Asp Val

285

Lys Ile

Ile Tle

Leu Thr

Ala Arg
350

Trp

255

Pro

Ary

His

Asp

Thr
335

Arg

Ala

Ser

Len

Ala

320

Thr

Asp Arg Pro Lys Gly Leu Ala Phe Thr aAgp Val Asp Val Asp

5

10

15

Lys Ile Ala Trp Glu Ser Pro CGlm Gly Gln Val Ser Arg Tyr

20

25

65

30



ES 2609 813 T3

Arg Val Thr Tyr Ser fSer Pro Glu Asp Gly Ile His @lu Leu Phe Pro
a5 40 45

Ala Pro Asp Gly Glu Glu Asp Thr Ala Glu Leu GIn @ly Leu Arg Pro
50 55 &0

Gly Ser Glu Tyr Thr Val Ser Val Val Ala Leu His Asp Asp Met Glu
85 70 75 80

S8er Gln Pro Leu Tle Gly Thr Glo Sexr Thr
85 90

<210> 119

<211>90

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 119

66



10

<210> 120
<211> 288

Asn

Ser

Arg

Ala

Gly
65

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: antigeno (11A12) que contiene el dominio ED-A de la fibronectina humana

<400> 120

Ile

Ile

val

Pro

50

sSer

Asp

Lys

Thx
35

Asp

Glu

Arg

Tle
20

Tyr

Gly

Tyt

Ser

Pro

Ala

Ser

Glu

Thr

Gln

ES 2609 813 T3

Lys

Trp

Ser

Asp

Val
70

Pro

Gly

Glu

Pro

Asp
55

Ser

Leu

Leu

Sexr

Glu
40

Thr

Val

Il
85

£

67

Ala

Pro

25

Asp

Ala

Val

Gly

Phe

10

Gln

Gly

Glu

Ala

Ile

Gly

Ile

Leu

Leu
15

Gln

Asp

Gln

Arg

Gln
60

His

Ser

Val

Val

Glu
45

dly

Asp

Thr
90

Asp

Ser

30

Leu

Leu

Asp

val

5

Arg

Phe

Arg

Met

Asp

Tyr

BPro

Pro

Glu
80



Met

Thr

Ser

Gly

Ile
65

Gln

Arg

Asp

Pro

Pro

50

Glu

Asn

Ser

val

Val

35

Thr

Gly

Pro

Tyr

Gln

20

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

Asp

Gly

Thr

Gin

Gly
85

ES 2609 813 T3

Thr

Asn

Tyr

Lys

Pro

70

G@lua

Glu

Ser

Arg

Thr

55

Thr

Ser

Ile

Ile

Val

40

Ala

Val

Gln

Asp

Ser

25

Thr

Gly

Glu

Pro

68

Lys

10

Val

Thr

Pro

Tyr

Leu

30

Pro

Lys=s

Thr

Asp

Val
75

Val

Ser

Trp

Pro

Gln

60

Val

Gln

Gin

Len

Lys

45

Thr

Ser

Thr

Met

Pro

30

Asn

Glu

val

Ala

Gln

15

Ser

Gly

Met

Tyxr

Val
95

val

Ser

Pro

Thr

Ala

80

Thr



Asn

Ser

Arg

Ala

145

GLy

Ser

Asp

Thr

Lys

225

Ser

Ile

Ile

val

130

Pro

Ser

Gln

Lien

Pro

210

Glu

Ser

Asp

Lys

115

The

Asp

Glu

Pro

Lys

185

Pra

Lys

wval

Arg

100

Tle

Tyr

Gly

Tyr

Leu

1890

Phe

Asn

Thr

Vval

Bro

Ala

Sex

Glu

Thr

165

Ile

Thr

Val

Gly

val
245

ES 2609 813 T3

Lys

Trp

Ser

Glu

150

Yal

Gly

Gln

Gln

Pro

2390

Ser

Gly

Glu

Pro

135

Asp

Sar

Thr

Val

Leu

215

Met

Gly

Leu

Sear

120

Glu

Thr

Val

Gln

Thr

200

Thr

Lys

Leu

69

Ala

105

Pro

Aszsp

Ala

val

Ser

185

Pro

Gly

Gla

Met

Phe

Glo

Gly

Glu

Ala

170

Thr

Thr

Tyr

Ile

Val
250

Thr

Gly

Tle

Leu

155

Leu

Ala

Ser

Arg

Asn

23%

Ala

Asp Val

@ln Val
125

His Glu
140

Gln @Gly

His Agp

Ile Pro

Leu Ser

205

Val Arg
220

Leu Ala

Thr Lys

AsSp

110

Ser

Leu

Leu

Asp

Ala

130

Alg

Val

Pro

Tyr

val

Aryg

Phe

Arg

Mek

175

EBro

Gln

Thr

Asp

Glu
255

Asp

Tyr

Pro

Fro

le0

Glu

Thr

Trp

Pro

Ser

240

val



ES 2609 813 T3

Ser Val Tyr Ala Leu Lys Asp Thr Leu Thr Ser Arg Pro Ala Gln Gly

360 265 270

Val Val Thr Thr Leu Glu Asn Val Arg Ser His His His His His His

70

275 280 285

<210> 121

<211> 867

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: secuencia de nucleétidos del antigeno (11A12)

<400> 121
atgagatcct accgaacaga aattgacaaa ccatcccaga tgcaagtgac cgatgtteag 60
gacaacagca ttagtgtecaa gtggctgeect tcaagttcee ctgttactgg ttacagagta 120
accaccactc ccaaaaatgg accaggacca acasaaacta zaactgcagg tccagatcaa i30
acagaaatga ctattgaagg cttgcagece acagtggagt atgtggttag tgtctatgcet 240
cagaatccaa goggagagayg tcagccetcetg gttecagactg cagtaaccaa cattgatcge 300
cectaaaggac tggcattecac tgatgtggat gtecgatteca tcaaaattge ttgggaaage 360
ccacaggggce aagttteocag gtacagggtg acctactcga gecctgagga tggaatccat 420
gagetattee ctgeacctga tggtgaagaa gacactgeag ageotgeoaagyg cctcagaccy 480
ggttotgagt acacagtcag tgtggttgee ttgecacgatg atatggagag ccagcccctg 540
attggaacce agtcracage tattoctgea ceaactgace tgaagttcac tocaggtcaca 600
cccacaagec tgagegeeca gtggacacca ccecaatgtte agctecactgg atategagtg 660
cgggtgacee coaaggagaa gaceggacca atgaaagaaa tcaadettge tectgacage 720
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tcatecgtgg ttgtatcagg acttatggtg geccaccaaat atgaagtgag tgtcitatget

cttaaggaca ctttgacaag cagaccagcect cagggagttg tecaccactet ggagaatgtce

agatcteate accatcacca teactaa

<210> 122

<211>10

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 122
Hig Tyr Gln Ile Asn @Gln Gln Trp Glu Arg
1 5 10
<210> 123
<211>9

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 123
Vval Gly Asp Thr Tyr Glu Arg Pro Lys
1 5

<210>124

<211>17

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 124

His Ala Leu Gln Ser Ala Ser Ala Gly Ser Gly 8er Phe Thr Asp Val

1 5 10

<210> 125

<211>7

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 125
Ile Gly Asp Gln Trp Asp Lys
1 5

<210> 126

<211>11

<212> Proteina
<213> Mus musculus

71

15

780

8B40

867
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45

<400> 126

<210> 127

<211> 16

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 127

Trp Lys Glu Ala Thr Ile Pro Gly His Leu Asn Ser Tyr Thr Ile Lys

1

<210> 128

<211> 14

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 128

ES 2609 813 T3

Thr FPhe Tyr Gln Ile &ly Asp Ser Trp Glu Lys
T 5 10

5 10

15

Glu Ala Thr Tle Pro Gly His Leu Asn Ser Tyr Thr Ile Lys

1

<210> 129

<211>21

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 129

Gly Leu
1

Gln Tyr

<210> 130

<211>12

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 130

<210> 131

<211>19

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 131

5 10

Thr Pro Gly Val Ile Tyr Glu Gly Gln Leu Ile Ser
L] 14

Gly Hiz Arg
20

Trp Ser Arg Pro Gln Ala Fro Ile Thr Gly Tyr Arg
1 5 10

72

Tle Gln

15
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Ser Asp Asn Val Pro Pro Pro Thr Asp Leu Gln Phe Val Glu Leu Thr
1 -] 10 Es

Asp Val Lys

<210> 132

<211> 16

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 132

Val Thr Ile Met Trp Thr Pro Pro Asp Ser Val Val Ser Gly Tyr Arg
1 5 10 15

<210> 133

<211> 15

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 133
Val Glu Val Leu Pro Val Ser Leu Pro Gly Glu His Gly Gln Arg
L 5 10 15
<210> 134
<211>18

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 134

asn Thr Phe Ala Glu Ile Thr Gly Leu Ber Pro Gly Val Thr Tyr Leu
1 5 10 15

Phe Lys

<210> 135

<211>8

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 135
Val Phe Ala Val His Gln Gly Arg
1 5

<210> 136

<211>10

<212> Proteina
<213> Mus musculus

73
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<400> 136
Thr Val Leu Val Thr Trp Thr Pro Pro Arg
1 5 10
<210> 137
<211>10

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 137
Gln Tyr Asn Val Gly Pro Leu Ala Ser Lys
1 5 10
<210> 138
<211> 16

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 138

Asn Leu Gln Pro Gly Ser Glu Tyr Thr Val Thr Leu Val Ala Val Lys
I 5 10 15

<210> 139

<211>12

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 139
Ala Thr Gly Val Phe Thr Thr Leu Gln Pro Leu Arg
1 5 10

<210> 140

<211>13

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 140
Leu Gly Val Arg Pro Ser Gln Gly Gly €Glu Ala Pro Arg
1 5 ' 10

<210> 141

<211> 28

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 141

74
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Val Val Thr Pro Leu Ser Pro Pro Thr Asn Leu His Lieu Glu Ala Asn
1 5 10 15

Pro Asp Thr Gly Val Leu Thr Val Ser Trp Glu Arg
20 25

<210> 142
<211>10

5 <212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 142
Ser Thr Thr Pro Asp Ile Thr Gly Tyr Arg
1 5 10
10
<210> 143
<211> 17

<212> Proteina
15 <213> Mus musculus

<400> 143

val Thr Trp Ala Pro Pre Pro Ser Ile Glu Leu Thr Asn Leu Leu Val
i L] 10 15

Arng

20
<210> 144
<211> 27
<212> Proteina
<213> Mus musculus
25
<400> 144

Thr Gly Leu Asp Ser Pro Thr Gly Phe Asp Ser Ser Asp Ile Thr Ala
1 5 10 15

Asn Ser Phe Thr Val His Trp Val Ala Pro Arg
20 25

30 <210> 145
<211>9
<212> Proteina
<213> Mus musculus

35 <400> 145

75
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Ala Pro Ile Thr Gly Tyr Ile Tle Arg
1 5

<210> 146
<211>11

5 <212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 146
Hisz His Ala Glu His Ber Val Gly Arg Pro Arg
1 5 lo
10
<210> 147
<211>18

<212> Proteina
15 <213> Mus musculus

<400> 147

Glu Glu Ser Pro Pro Leu Ile Gly Gln Gln Ala Thr Val Ser Asp Ile
1 S 10 15

PFro Arg

20
<210> 148
<211>21
<212> Proteina
<213> Mus musculus
25
<400> 148

Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe Thr
i = 10 15

Val Pro Gly Ser Lys
20

30 <210> 149
<211>12
<212> Proteina
<213> Mus musculus

35 <400> 149

Ser Pro Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Ser Lys
1 5 10

<210> 150
40 <211>24

76
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<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 150

Ser Thr Ala Thxr Xle Asn Asm Ile Lys Pro Gly Ala Asp Tyr Thr Ile
1 5 10 15

Thr Leu Tyr Ala Val Thr Gly Arg
20

<210> 151

<211> 15

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 151
@ly Asp Ser Pro Ala Ser Ser Lys Pro Val Ser TIle Asn Tyr Lys
1 -] 10 i5
<210> 152
<211> 22

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 152

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln Met ¢ln Val Thr Asp Val Gln Asp
1 5 10 15

Asn Ser Ile Ser Val Arg
20

<210> 153

<211>12

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 153
Trp Leu Pro Ser Thr Ser Pro Val Thr Gly Tyr Arg
1 5 10

<210> 154

<211>29

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 154

77
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Thr Ala Ser Pro Asp Glan Thr Glu Met Thr Ile Glu Gly Leu Gln Pro

1 5 10

Thr Val Glu Tyr Val Val Ser Val Tyr Ala Gln Asn Arg
20 25

<210> 155

<211> 22

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 155

Asn Gly 6lu Ser Gln Pro Leu Val Gln Thr Ala Val Thr Thr Ile Pro

1 5 10

Ala Pro Thr Asn Leu Lys
20

<210> 156

<211>19

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 156

Agn Gly Glu Ser @ln Pro Leu Val Glan Thr Ala Val Thr Asn Ile Asp

1 5 10

Arg Pro Lys

<210> 157

<211>12

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 157
Ile Ala Trp Glu Ser Pro Gln Gly Gln Val Ser Arg
& 5 10

<210> 158

<211>11

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 158

78

i5

15

15
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Val Thr Tyr Ser Ser Pro Glu Asp Gly Ile Arg
1 5 10

<210> 159
<211>24

5 <212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 159

Phe Ser Gln Val Thr Pro Thr Ser Phe Thr Ala Glm Trp Tle Ala Pro
1 5 10 15

Ser Val Gln Leu Thr Gly Tyr Arg

20
10

<210> 160
<211>9
<212> Proteina
15 <213> Mus musculus

<400> 160
Tyr Glu Val Ser Val Tyr Ala Leu Lys
1 5
20
<210> 161
<211> 24

<212> Proteina

<213> Mus musculus
25

<400> 161

Thr Lys Thr Glu Thr Ile Thr Gly Phe Gln Val Asp Ala Ile Pro Ala
1 5 10 i5

Asn Gly Gln Thr Pro Val ¢ln Arxg
20

30 <210> 162
<211> 22
<212> Proteina
<213> Mus musculus

35 <400> 162

79
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Thr @Glu Thr Ile Thxy Gly Phe @ln Val Asp Ala Ile Pro Ala Asn Gly
b 5 10 15

Zln Thr Pro Val @la Arxg
20

<210> 163
<211> 14

5 <212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 163
Ser YTyr Thr Ile Thr Gly Leu Glan Pro Gly Thr Asp Tyr Lys
1 5 10
10
<210> 164
<211>11

<212> Proteina
15 <213> Mus musculus

<400> 164
Ile His Leu Tyr Thr Leu Asn Asp Asn Ala Arg
1 5 10
20
<210> 165
<211>19

<212> Proteina

<213> Mus musculus
25

<400> 165

Ser Ser Pro Val Ile Ile Asp Ala Ser Thr Ala Ile Asp Ala Pro Sar
1 5 10 15

Asn Leu Arg

30 <210> 166
<211> 17
<212> Proteina
<213> Mus musculus

35 <400> 166

80



10

15

20

25

30

35

40

ES 2609 813 T3

Phe Leu Thr Thr Thr Pro Asn Ser Leu Leu Val Ser Trp Gln Ala Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 167

<211>7

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 167
Ile Thr Gly Tyr Ile Ile Lys
L 5

<210> 168

<211>9

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 168
Tyr Glu Lys Pro Gly Sar Pro Pro Arg
7, 5

<210> 169

<211> 17

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 169

Pro Tyr Leu Pro Asn Val Asp Glu Glu Val Gln Ile Gly His Val Pro
1 5 10 15

Arg

<210> 170

<211> 15

<212> Proteina
<213> Mus musculus

<400> 170
ely Val Thr Tyr Asn Ile Ile Val Glu Ala Leu @Gln Asn Gln Arg
1 5 10 i5
<210> 171
<211> 23

<212> Proteina
<213> Mus musculus

81
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<400> 171

Arg Pro Gly Ala Ala @Glu Pro Ser Pro Asp Gly Thr Thr Gly His Thr
1 5 L0 15

Tyr Asn Gln Tyr Thr Gln Arg
20

5 <210> 172
<211>118
<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo H1 dirigido contra ED-A

<400> 172

Glu Val Gln Leu Leu @Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

L 5 10 15
15

82
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<210>173
<211>118

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Lau

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lysa

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser

ES 2609 813 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Sax

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

aly

Tyx

60

Lys

Ala

TP

<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo B2 dirigido contra ED-A

<400> 173

Phe

Len

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

30

Glu

Azp

Thr

Tyr

Glin
110

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Arg

Val

val

Tyr
80

Cys

Tht

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val @in Pro Gly Gly

1

5

83

10

15
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<210> 174
<211>118

Ser

Lys

Sexr

Lys

65

Leu

Ala

Leun

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Eerx

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ser

ES 2609 813 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

Sexr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Thxr

Asn

Asp

30

Asp

Phe

Iys

Tyt

Sar

75

Thr

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo C5 dirigido contra ED-A

<400> 174

Pha

Leun

45

Ala

Asn

Val

Gly

Sex

30

Glu

Asp

Thr

Tyx

Gln
119

Ala Ala

Trp Val

Sar Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
25

Gly Thr

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser @ly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

84

10

15
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Ser Leu Arg heu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Pro Ile
20 25 30

Thr Met Ser Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Lys ¢ly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ssr Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg FPhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Lieu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
B85 90 85

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 1lo

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 175

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo D5 dirigido contra ED-A

<400> 175

@lu Val Gln Leu Leu Glu Sexr Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly @ly
1 5 10 15

85
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<210>176
<211>118

Ser

Liys

Sexr

Lys

65

Lsu

Ala

Leu

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Vval

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Sar

Thx
115

Leuy

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ser.

ES 2609 813 T3

Cys

Arg

sSar

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Txeu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thxr

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tryp

<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo E5 dirigido contra ED-A

<400> 176

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Gln
110

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr
85

Gly

Met

Val

val

Tyr
80

Cys

Thr

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

86

10

15
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Ser Lieu Arg Leu Ser Cys 2Ala Ala Sexr Gly Phe Thrx Phe Ser Thr Gly
20 25 30

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
K3 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 BO

Leu @Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 95

Ala Lys Ser Thr His Leu Tyr Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Sexr Ser
118

<210> 177

<211>118

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo C8 dirigido contra ED-A

<400> 177

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly €Gly
1 - 1.0 15

87
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<210>178
<211> 118

der

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Arqg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Ser

ES 2609 813 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Len

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Saxr

Arg

Tyx

Ala

ala

40

Gly

Arg

Ala

Lan

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

aly

Gly

Thr

Asn

ASD

20

Asp

Phe

Liys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thxr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

<223> Secuencia sintética: dominio VH del anticuerpo F8 dirigido contra ED-A

<400> 178

Phe

Len

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyzr

Gln
110

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr
a5

Gln

Val

Val

Tyx
80

Cys

Thr

Glu val Gln Leu Leg Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val @ln Pro Gly Gly

1

5

88

10

15
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<210>179
<211>118

Ser

Thr

Ser

Lys

65

Len

Ala

Len

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Sar

Thr
115

Leun

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

ia0

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ser

ES 2609 813 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

TLeu

Leu

Serxr

Ala

Gln

Gly

55

Ber

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

3la

Leu

Ser

25

Pro

Sar

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Thr

AsSn
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90

Agp

rhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

T™yr

Thr

Gly

Tyxr
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Lys

Ala

Trp
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Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Sar

30

Glu

Asp

Thr

Tyx

Gln
110

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Phe
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Val

Tyr
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Cys

Thr
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Ser

Arg

Sexr

Lys
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Ley

Ala

Len

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

ipno

Val

Ser

Val

Gly

Thx

Ser

85

Sar
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Cye

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tien

Serx

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Thr

Asn
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XY

Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Thx

Gly

Tyr
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Lys

Ala

Trp
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Phe

Leu

45

ala

Agn

Val

Gly

Ser

30

Gln

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gln

Tep

Ser

Leu

Tyx

95

Gly

Ala

Val
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Tyx

80

Cys

Thr
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Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Lau

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Ala

B0

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ser
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Cyrs

Arg

Ser

Ils

70

Leu

Len

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

TYT

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Sexr

Asp

Glu

Phe
1065

cly

Gly

Thr

aAsn

20

Asp

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyrx
60

Ser Lys
75

Thr Ala

Tyr Trp
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Fhe Ser
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Agn Thr

Val Tyr

Gly Gln
110

Trp

Ser

Leu

Tyx

9%

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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Sar

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Leu
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Leu

Mat

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ser

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

A0

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

Val

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Ser
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Cysa

Arg

Ser

Ila

70

Leu

Lesu

Ser

Ala

Gln

aly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

ala

40

Gly

Arg

Ala

Lau

Ser

25

Pro

Sar

Asp

Glu

Pha
10%

gly

Gly

Thr

Asn

Asp

920

Asp

FPhe

Lys

Ser

75

Thx

Thr

Gly

Phe

Leu

45

Tyxr Ala

Lys

Ala

Txp
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<400> 182

Asn

Val

aly

Sex
30

Glu

Asp

Thy

Tyr

Gln
110

Asp

Trp

Ser

Len

Tyr

25

Gly

Met
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val

Tyr
80

Cys

Thr

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
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<210> 183
<211>125

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Lew

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

SBer

35

Ile

Arg

Met

Sex

Thx
115

Leu

20

Trp

Ser

Fhe

Asn

Thr

100

val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

His

Ser
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Cys

Arg

Serxr

Ile

70

Liau

Len

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Pha
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Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

Phe

Lys
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Ser
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Thr

Tyx

Thr
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Tyx
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Lys

Ala
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Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

30

Glu

ARp

Thr

Tyx

Gln
110

His Meat

Trp Val

Sexr Val

Leu Tyr
80
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95

Gly Thr

Glu Ile Val Leu Thy Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Sexr Pro Gly

1

5

93

10

185



10

<210> 184
<211> 125

Gln

Trp

Ile

Gly

65

EFro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Leu

Tyr

5O

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

Leu

YT

Sar

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

G1ln

Ser

Thx

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gln

Arg

55

Lsp

Tyr

Thr

Gly

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Len

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

AsSn
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Gin

Ile

Thr
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Gln
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Gly

Ser

Ala

Pro
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Ile

Met

Lys

Ala
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Val
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Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
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Sar
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Arg

Arg
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Gly

Ala
110

Ser

Leu

Phe

Leau

Arg

95

Ala

Ala
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Ser

Glu
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Pro

Glu
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Glu Arg Ala Thr Leu
20

Phe Leu Ala Trp Tyr
35

Ile Tyr Gly Ala Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly
65

Pro @¢1lu Asp Phe Ala
85

Pro Thr Phe Gly Gln
100

Gln Lys Leu Ile Sex
115

<210> 185
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<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
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Ser

Gln

Ser

Thy

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyx

Thr

Gla

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyxr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thx

Thr

Cys

val

105

Leu

sSer

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thyx

75

Gln

Tle

Gly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala
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Val
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45

Asp

S8er

Arg

Ala

Ala
125

Berx

30

Arg

Arg

Arg

Gly
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110
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Leu

Phe

Leu

Arg
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Ala
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Glu
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Pro

Glu
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<210> 186
<211> 125

Glu

Pha

Ile
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Pro

Pro

Gln
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Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

Thi

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Sar
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Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Gln

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Asp
izg

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Ley

Serx

Gly

GLy
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Glno

80

Glu
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Gln
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Gln
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Ile

Met
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Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

“30

Arg

Arg

Arg

dly

Ala
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Leu

Phe

Leu

aArg
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Ala

Leu
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Glu
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Glu
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<210> 187
<211> 125

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
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Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Lya

Ala

Ala

as

Gly

Gly

Asp

Fhe

Leu

115

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gln

aArg

55

RA=sp

Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Len

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

hla

Pro

60

Ilea

Mat

Liys

Ala

Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

a0

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Asn

Leu

Phe

Len

Arg

95

Ala

Ala

L.eu

Ser

Glu

80
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Glu
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Glu

Tle

Gly
65

Pro

Pro

Gln
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Arg

Leu

aAla

Ala
35

Tyr Gly

Ser

Glu

Thr

Lys

Gly

Asp

Pha

Leu

115

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

Leu

Tyx

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Glu

Gln

Arg

L33

Asp

Tyx

Thy

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thxr

Cys

Val

105

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thx

75

Gln

Tle

Gly

Ser

aAla

Pro

60

Ile

Met

Lys

aAla
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Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser Lieu

30

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Gly Arg

95

Ala Ala
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Leau

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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@lu Arg Ala Thr
20

Phe Leu Ala Trp
35

Ile Tyr Gly Ala
50

@Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu Asp Phe

Pro Thr Phe Gly
100

Gln Lys Leu TIle
115

<210> 189

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>

Lenul

Ty

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

Gln

Ser

Thr

70

Vval

Gly

Glu

Cysg

Gln

Arg

55

AsSp

Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

145

Lheu

Ser

Gly

Gly

Lau

Gln

90

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Metb

Lys

Ala
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val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

Leu

Leu

Fhe

TLen

Aryg

a5

Ala

Pro

Leu

Sexr

Glu

BO

Pro

Gin

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Sexr Pro Gly
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99

1

15



10

Glu

Phe

ITle

Gly

65

Pro

Pro

Gln
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<212> Proteina

Arg

Leu

Tyr

50

Sex

Gln

Thr

Lys

Ala

Ala

35

Gly

Gly

ASp

Phe

Leu

115

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Ile

Lesu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu
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Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Arg Ala
25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val
105

Asp Leu

120

Sarx

Gly

Gly

Leun

GIn

20

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Gly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Met

Lys

Ala
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Val

Pro

45

Asp

Ser

Arg

Ala

Ala
125

Ser

30

Arg

Arg

Arg

aly

Ala
110

Mak

Leu

Phe

Leu

Arg

95

aAla

Pro

Len

Sar

Gla
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Pro

Glu
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@lu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ala Pro
290 25 30

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Liys Pro Gly Gln Ala Pxop Arg Leu Leun
35 40 45

Ile Tyxr Gly Ala Ser Sex Arg Ala Thr Gly Ila Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly 8Ber Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 B0

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Met Axrg Gly Arg Pro
85 90 85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Glu
109 105 110

Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala
115 120 125

<210> 191

<211> 125

<212> Proteina

<213> Secuencia artificial

<220>
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Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
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<210> 192
<211> 125

Glu

Phe

Tle

Gly

65

Fro

Pro

Gln

<212> Proteina
<213> Secuencia artificial

<220>
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Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Liys

Ala

Ala
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Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
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Ile
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Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

Gln

Sar

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gin

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys
44

Ala

Ala
25

Pro

Thr

Phe Thr

Tyr

Cys

Irys Val

Asp
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105

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

80

Glu

Asn

Gln

Gin

Ile

Thr

Th

Gln

Ile
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Ser

Ala

Pro
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Met
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Ala

Val

Pro

45

Asp

Ser

Ala

Ala
125

Sar

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ala
110

I:eu

Leu

Phe

Leu

Arg

85

Ala

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu
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Glu

Phe

Tle

Gly

65

Pro

Pro

Gln
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Arg

Leu

Tyr

5Q

Ser

Glu

Thr

Lysg

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

115

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
20

Trp

Ala

Sar

Phe

Gly

100

Tle
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Ty

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Ser
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Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Gln

Arqg

5B

Asp

Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyx

Lys

Asp
120

Ala
25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
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Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
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Tle
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Gin
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Ser

Ala

Pro
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Ile

Met

Lys

Ala
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45
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Arg

Ala
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Arg
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Gly
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110

Ser
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Phe

Tla

Gly
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Pro

Pro

Gln

Arg

Len

Tyxr

50

Ser

Glu

Thi

Lys

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Fhe

Leu

115

Thr
20

Trp
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Ser

Phe

Gly
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Ile

Leu

TyT
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Gly

Ala

85

Gin

Ser
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Sar

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Glu

Gln

Arg

55
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Tyr

Thr

Glu

Arg

Lys
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Ala

Phe

Tyr

Lys

Asp
120
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25

Pro

Thr

Thx
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Leu
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Thr
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Gln
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Glu
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Pro
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de anticuerpo que se une al Dominio Extra A (ED-A) de la fibronectina, que comprende un dominio VH 'y
un dominio VL, en el que el dominio VH comprende una region estructural y un conjunto de regiones determinantes
de complementariedad HCDR1, HCDR2 y HCDR3 en el que

HCDRL1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 83,

HCDR2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4, y

HCDRS tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5, y en el que el dominio VL comprende un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y una region estructural, en el que

LCDR1 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 86,

LCDR?2 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 7,y

LCDRS3 tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8,

en el que la molécula de anticuerpo se une al ED-A de la fibronectina con una Kbp inferior a 1,4 x 108 M.

2. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacion 1, en la que la regién estructural del dominio VH y la regién
estructural del dominio VL son regiones estructurales de la linea germinal humana.

3. Molécula de anticuerpo, segln la reivindicacion 2, en la que la regién estructural de la linea germinal humana de
dicho dominio VH es DP47 y la region estructural de la linea germinal humana de dicho dominio VL es DPK22.

4. Molécula de anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la molécula de anticuerpo
comprende el dominio VH mostrado en la SEQ ID NO: 81; o comprende el dominio VH mostrado en la SEQ ID NO:
81, a excepcién de que el aminoacido en la posicién 5 del dominio VH de la SEQ ID NO: 81, segln el sistema Kabat,
es un resto de leucina (L) en lugar de un resto de valina (V).

5. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la molécula de anticuerpo
comprende el dominio VL mostrado en la SEQ ID NO: 82; o comprende el dominio VL mostrado en la SEQ ID NO:
82, a excepcion de que el aminoacido en la posicion 18 del dominio VL de la SEQ ID NO: 82 es un resto de arginina
(R) en lugar de un resto de lisina (K).

6. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la molécula de anticuerpo
comprende el dominio VH mostrado en la SEQ ID NO: 81, a excepcion de que el aminoacido en la posicion 5 del
dominio VH de la SEQ ID NO: 81 es un resto de leucina (L) en lugar de un resto de valina (V), y comprende,
ademas, el dominio VL mostrado en la SEQ ID NO: 82, a excepcion de que el aminoacido en la posicién 18 del
dominio VL de la SEQ ID NO: 82, segun el sistema Kabat, es un resto de arginina (R) en lugar de un resto de lisina

(K).

7. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la molécula de anticuerpo es un
Fv de cadena sencilla o un diacuerpo.

8. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el dominio VH y el dominio VL
estan unidos a través de un enlazante peptidico, y en el que el enlazante tiene 5 0 menos aminoéacidos de longitud.

9. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la molécula de anticuerpo esta
conjugada con un marcador detectable.

10. Molécula de anticuerpo, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la molécula de anticuerpo esta
conjugada con una molécula que tiene actividad biocida o citotoxica, o con un radioisétopo.

11. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 6 10, en la que la molécula de anticuerpo
esta conjugada con una citocina.

12. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacion 11, en la que la molécula de anticuerpo esta conjugada con una
citocina a través de un enlace peptidico.

13. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacién 11 6 12, en la que la molécula de anticuerpo esta en forma de
una proteina de fusién que comprende la citocina y la molécula de anticuerpo.

14. Molécula de anticuerpo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la molécula de anticuerpo esta
conjugada con una toxina, una fraccion de reconocimiento o una enzima.

15. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacion 14, en la que la toxina, fraccion de reconocimiento o enzima
estan conjugadas con la molécula de anticuerpo a través de un enlace o enlazante peptidilo.

16. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacién 10, en la que la molécula de anticuerpo esta conjugada con la
molécula biocida o citotoxica mediante un enlace peptidico.
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17. Molécula de anticuerpo, segun la reivindicacion 10 6 16, en la que la molécula de anticuerpo esta en forma de
una proteina de fusién que comprende la molécula biocida o citotoxica y la molécula de anticuerpo.

18. Acido nucleico aislado que codifica una molécula de anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.
19. Célula huésped que comprende el acido nucleico, segin la reivindicacién 18.

20. Procedimiento de produccién de una molécula de anticuerpo, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,
comprendiendo el procedimiento el cultivo de una célula huésped, segln la reivindicaciéon 19, en las condiciones

para la produccion, en el que el procedimiento comprende, ademas, opcionalmente, el aislamiento de dicha
molécula de anticuerpo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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NIDRPKGLAFTDVDVDSIKIAWES POGOVSRYRVTYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELD

Ar A A AT AR AA IR Ak dh A ddddhdhdrdhkdhkddadxidhbdkhkd dAEdhrhkdkdd ikt ids

NIDRPKGLAFTDVDVDSIKIAWES POGOQVSRYRVTYSSPEDGIRELFPAPDGEDDTAELD

GLRPGSEYTVSVVALHDDMESQPLIGTQST
AEk A AT kALK ARI Xk ha kA hhk Rkt rt hxwh

GLRPGSEYTVSVVALHDDMESQPLIGILQST

Figura 5

111



ES 2609 813 T3

GAGGTGCAGCTGGETGGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTT
TAGCCCGCGCAGGATCAGCTGCGTCCGCCAGGCTCCAGCGAAG

GGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCA

CATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGCCGGTTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAARAGTACTC
ATTTGTATCTTTTTGACTACTGGGGCCAGGGRACCCTGGTCAC

CGTCTCGAGT

GGCGGTGGAGGTTCTGGECGGCGETECGCAGTGGCGETGCAGGTT
CCGGEGETGGAGGATCT

Figura 6
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GARATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTC
CAGGGGAAAAAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGT
TAGCTCTGCGTGGTTAGCCTGCTACCAGCAGARACCTGGCCAG

GCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGLCACTG

GCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGETCTGEGACAGACTT
CACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTG
TATTACTGTCAGCAGATGCGCTGGTCGGCCGCCGACGTTCGEGCC

AAGGGACCAAGGTCGAAATCAAAGCGGCCGCAGAACAARANCT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAGACTGTGRARA

continuacidén Figura 6
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSPRRMSWVRQ
APGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNT
LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKSTHLYLFDYWGQGTLVTVS
S

GGGGSGGGGSGGGGESGGEGEES

EITVLTQSPGTLSLSPGEKATLSCRASQSVSSAWLAWYQQ
KPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISR
LEPEDFAVYYCQOMRGRPPTFGQGTKVEITKAAAEQKLIS
EEDLNGAA

Figura 7

114



% DI/g

14

12

ES 2609 813 T3

e B

tumor higado pulmén bazo corazén

rifibn intestino

Figura 8

115

cola

sangre



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

