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DESCRIPCION
Nanocuerpos anti-VCAM-1

[0001] La presente invencion se refiere a nanocuerpos anti-VCAM-1 que permiten la deteccion in vivo de
placas de ateroma.

[0002] Las enfermedades cardiovasculares representan la primera causa mundial de mortalidad y la
enfermedad coronaria es responsable por si sola de mas de la mitad de los fallecimientos. Los accidentes coronarios
se deben, en la inmensa mayoria de los casos, a la ruptura de una placa de ateroma coronaria vulnerable. La
coronografia, técnica de referencia actual para el diagnéstico de la enfermedad coronaria, no permite la
identificacion de las placas no estenosantes.

[0003] El diagnéstico por imagen nuclear presenta, sin duda, ventajas significativas para el diagnéstico por
imagen molecular de la placa de ateroma vulnerable. Para el diagnéstico por imagen molecular, se han evaluado
experimentalmente numerosos indicadores de diferente naturaleza quimica, entre los que se encuentran
lipoproteinas, péptidos, oligopéptidos, anticuerpos, azlcares, nucledtidos de hebra no codificante y nanoparticulas
(Riou et al. (2009) Curr. Med. Chem. 16:1499-1511). Los principales objetivos evaluados han sido las LDL oxidadas
y sus receptores, el fenémeno inflamatorio mediante técnicas de imagen celular de los macréfagos, o las técnicas de
imagen de los receptores o enzimas expresados por este tipo celular, el fendmeno apoptético y el fendmeno
neoangeogiénico. Entre los marcadores dirigidos al proceso inflamatorio, el 9MTe-MCP-1 para la tomografia SPECT
(Single Photon Emission Computed Tomography) y el [**]-FDG para la tomografia PET (Positron Emission
Tomography) han permitido el diagndstico por imagen in vivo no invasivo de la acumulacion de macrofagos en
lesiones ateroscleréticas experimentales. En el ambito clinico, [**]-FDG y **"Tc-Annexin A5 han permitido el
diagndstico por imagen no invasivo de la acumulacién de macréfagos y de células apoptoticas, respectivamente, en
las placas de ateroma carotideas de pacientes sintomaticos. Sin embargo, ninguno de estos radiomarcadores se
utiliza actualmente en practica clinica de forma rutinaria, principalmente debido a su incapacidad para alcanzar
indices suficientes de lesiones sobre ruido de fondo en las lesiones coronarias. De hecho, el diagnéstico por imagen
nuclear de las placas vulnerables en las arterias coronarias es especialmente dificil, debido al reducido volumen de
las lesiones y a su cercania con la sangre que contiene un marcador circulante no unido. Por ello, no existe ningin
ensayo clinico que a dia de hoy demuestre la viabilidad del diagnéstico por imagen del ateroma coronario.

[0004] VCAM-1 es una glicoproteina de la familia de las inmunoglobinas cuya expresion se induce en
condicion proaterdgena. Su expresion se restringe a las zonas de desarrollo de las placas de ateroma y perdura
durante todo el desarrollo de la placa vulnerable. La funcion de VCAM-1 es garantizar que se reclutan células de la
inflamacién (linfocitos y monocitos) hacia la placa. La expresién de VCAM-1, por tanto, esta en correlacion directa
con la acumulacién de macréfagos, que esta reconocida como uno de los criterios mas importantes en la definicion
de una placa vulnerable (Naghavi et al. (2003) Circulation 108:1772-1178).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] La solicitud europea EP 2 206 726 describe el uso de derivados del péptido B2702p ligando de VCAM-
1 en métodos de diagnéstico por imagen in vivo, no invasivos.
[0006] Anteriormente, los presentes inventores han desarrollado radiomarcadores que contenian una

secuencia peptidica capaz de unirse a VCAM-1. Demostraron, sobre un modelo de conejo ateroesclerético, que la
fijacion de este radiomarcador en las imagenes autoradiograficas ex vivo estaba correlacionada con las zonas de
desarrollo de las placas de ateroma y con la expresion de VCAM-1 (Broisat et al. (2007) Eur. J. Nucl. Med. Mol.
Imaging 34:830-840). Sin embargo, debido a la actividad sanguinea circulante de este marcador, no es posible
utilizarlo in vivo en técnicas de diagnostico por imagen.

[0007] De hecho, de forma general, el cociente sefial/ruido debe ser elevado para realizar un diagnoéstico por
imagen de calidad. Asi, un radiomarcador ideal se caracteriza por una elevada afinidad y especificidad para su
objetivo, una buena solubilidad y estabilidad, un radiomarcado eficaz, un reducido pequefio asi como una
eliminacion sanguinea rapida, de forma que las imagenes con alto nivel de contraste puedan obtenerse rapidamente
después de la administracion del marcador. Esto es particularmente crucial en el caso de la placa de ateroma, por su
reducido tamafio y su localizacion intravascular.

[0008] La presente invencion es el resultado del descubrimiento por parte de los inventores de que cuatro
nanocuerpos, llamados cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9, que contienen secuencias de
CDR especificas, presentaban, de forma sorprendente, y contrariamente a otros nanocuerpos que se unen a VCAM-
1, todas las caracteristicas definidas anteriormente y por tanto constituian radiomarcadores eficaces para el
diagnostico por imagen no invasivo de las placas de ateroma, en particular de las placas de ateroma coronarias.

[0009] La presente invencion tiene por objeto un nanocuerpo dirigido contra VCAM-1 que comprende:
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a) las secuencias de aminoacidos (i) YTNSIMYMA (SEQ ID NO: 1) como CDR1, (ii) AIRFPDDS (SEQ ID NO: 2)
como CDR2 y (iii) RSSPYSFAWNDPSNYNY (SEQ ID NO: 3) como CDR3; o
b) las secuencias de aminoéacidos (i) FTYSSYYMS (SEQ ID NO: 4) como CDR1, (ii) GINVDGSN (SEQ ID NO: 5)
como CDR2 y (iii) GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 6) como CDR3; o

c) las secuencias de aminoacidos (i) FTFSNYYMT (SEQ ID NO: 7) como CDR1, (ii) RINSDGS (SEQ ID NO: 8) como
CDR2y (iii) GKSSV (SEQ ID NO: 9) como CDR3;

d) las secuencias de aminoacidos (i) FTFSSYYMS (SEQ ID NO: 10) como CDR1, (i) GINVDGSN (SEQ ID NO: 11)
como CDR2 y (iii) GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 12) como CDR3;

0 una variante funcionalmente conservadora del nanocuerpo definida en a), b), ¢) o d) que comprende una
sustitucion conservadora de uno o dos aminoacidos en, respectivamente una, dos o tres de las secuencias SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8y SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12.

[0010] La presente invencion se refiere igualmente al nanocuerpo tal como se ha definido méas arriba, para
utilizarlo como agente de contraste en las técnicas de formacion de por imagen in vivo, no invasivas, para utilizarlo
en técnicas de diagnostico o de prondstico y para utilizarlo como medicamento.

[0011] Asimismo, tiene por objeto la utilizacion de dicho nanocuerpo para la deteccion in vitro de VCAM-1 en
una muestra.

[0012] Por ultimo se refiere a una composicion farmacéutica que comprende dicho nanocuerpo asociado con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

VCAM-1

[0013] El término «VCAM-1» o «vascular cell adhesion molecule 1» designa una proteina de adhesion celular
cuya transcripcion se induce en las células endoteliales pero que también se expresa por otros tipos celulares.
VCAM-1 fue descubierta y clonada por Osborn et al. en el afio 1989 (Osborn et al. (1989) Cell. 59:1203-1211).
VCAM-1 interactla con la integrina a4p1, también llamada VLA-4 (Very Late Antigen 4), que se expresa de forma
constitutiva por los linfocitos y los monocitos, especialmente. Como otras moléculas de adhesion, como la ICAM-1, 2
y 3, VCAM1 esta implicada en la adhesion de los monocitos al endotelio durante la aterosclerosis. VCAM-1
interactua igualmente con la integrina a47 para reclutar linfocitos en el intestino.

Nanocuerpos anti-VCAM

[0014] En el contexto de la presente invencion, los términos «anticuerpos» e «inmunoglobulina» tienen el
mismo significado y se utilizan indistintamente. En los anticuerpos convencionales, las dos cadenas pesadas estan
unidas una a la otra por puentes disulfuro y cada cadena pesada esta unida a una cadena ligera por un puente
disulfuro. Hay dos tipos de cadena ligera: las cadenas ligeras lambda (A) y kappa (k). Existen cinco clases
principales de cadenas pesadas (o isotipos) que determinan la actividad funcional de un anticuerpo: IgM, IgD, 1gG,
IgA e IgE. Cada cadena contiene dominios de secuencia diferentes. La cadena ligera comprende dos dominios: un
dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). La cadena pesada comprende cuatro dominios: un dominio
variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3, conjuntamente llamados CH). Las regiones variables de
cadena pesada (VH) y ligera (VL) determinan el reconocimiento de unién y la especificidad del antigeno. Los
dominios de las regiones constantes de la cadena ligera (CL) y pesada (CH) confieren propiedades bioldgicas
importantes, como la asociacién de cadenas de anticuerpos, la secrecion, la movilidad transplacentaria, la union con
el complemento y la unidn con los receptores Fc. El fragmento Fv es la parte N-terminal del fragmento Fab de una
inmunoglobulina consistente en las porciones variables de una cadena ligera y de una cadena pesada. La
especificidad del anticuerpo reside en la complementariedad estructural entre el punto de combinacién del
anticuerpo y el determinante antigénico. Los puntos de combinacion del anticuerpo estan hechos de residuos que
provienen principalmente de las regiones hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDRS).
Ocasionalmente, los residuos que provienen de las regiones no hipervariables o regiones «estructurales»
(«framework», FR) pueden influir en la estructura global del dominio y, por tanto, el punto de combinacion.

[0015] En el contexto de la invencién, el término «CDR» se refiere a las secuencias de aminoacidos, que
juntas, definen la afinidad de unién y la especificidad de la region Fv natural de un punto de unién nativo de una
inmunoglobulina. La cadena pesada y ligera de una inmunoglobulina tienen, cada una, tres CDR, designados como
H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3 y L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3 respectivamente. Un punto de unién con el antigeno
incluye, por tanto, 6 CDR, que comprenden la totalidad de los CDR de una regién variable de una cadena pesada y
de una region variable de una cadena ligera.

[0016] El experto en la materia puede localizar los CDR en la secuencia de un anticuerpo o de un
nanocuerpo, utilizando las técnicas antes descritas. Tipicamente, los CDR pueden identificarse secuenciando el
ADN del anticuerpo o del nanocuerpo con un sistema apropiado, como el 3730 XL DNA Analyser y ABI PRISM
BigDye Terminator cyc, y analizando las secuencias asi obtenidas con ayuda de bases de datos dedicadas como la
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International ImMunoGeneTics database o IMTG (Lefranc (2003) Dev. Comp. Immunol. 27:55).

[0017] En el contexto de la invencion, el término «regién estructural», «framework» o «FR» hacen referencia
a las secuencias de aminoéacidos intercalados entre los CDR.

[0018] En el contexto de la invencion, los términos «nanocuerpo», «nanobody», «VHH», «fragmento de
anticuerpo VHH» y «anticuerpo de dominio Unico» se utilizan indistintamente y designan el dominio variable de la
cadena pesada Unica de anticuerpo del tipo de los que se encuentran en los camélidos, que por naturaleza estan
desprovistos de cadenas ligeras. A falta de cadena ligera, los nanocuerpos tienen cada uno tres CDR, designados
como CDR1, CDR2, y CDR3 respectivamente. Los nanocuerpos segun la invenciéon pueden ser, en patrticular,
nanocuerpos de camellos, de dromedarios, de llamas o de alpacas. Preferentemente, los nanocuerpos segin la
invencion son nanocuerpos de dromedarios.

[0019] Por «nanocuerpo dirigido contra VCAM-1» se entiende aqui un nanocuerpo capaz de unirse de forma
selectiva a VCAM-1. Preferentemente, el nanocuerpo es especifico de VCAM-1, es decir, que se une a VCAM-1,
excluyendo cualquier otra molécula.

[0020] Los presentes inventores han identificado mas precisamente cuatro nanocuerpos dirigidos contra
VCAM-1 y que presentan caracteristicas adicionales no esperadas que no poseen otros nanocuerpos anti-VCAM-1.
Estos cuatro nanocuerpos cAbvCAM1-5, cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8, cAbVCAM1-9, presentan una reaccion
cruzada para VCAM-1 humana y murina, tienen una gran afinidad para VCAM-1 murina o humana, y se fijan muy
fuertemente a las placas de ateroma in vivo, pero sin producir por ello un ruido de fondo en los 6rganos del paciente.

[0021] Estos cuatro nanocuerpos se han secuenciado:

- el nanocuerpo cAbVCAM1-5 presenta la secuencia de aminoacidos
QVQLQESGGGSVQTGGSLRLSCAASGYTNSIMYMAWFRQAPGKKREG
VAAIRFPDDSAYYAGSVKGRFTISHDNAKNTVYLQMNNLNPEDTAMYYC
AARSSPYSFAWNDPSNYNYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 13),

- el nanocuerpo cAbVCAM1-3 presenta la secuencia de aminoacidos
QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTASGFTYSSYYMSWVRQAPGKGLE
WVSGINVDGSNTYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTALYY
CATGSGRDSYDCYSGSWCPKGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 14),

- el nanocuerpo cAbVCAM1-8 presenta la secuencia de aminoacidos
QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYYMTWVRRAPGKGLE
WVSRINSDGSTLYLPSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTGWYY CVEGKSSVRGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:
15).y

- el nanocuerpo cAbVCAM1-9 presenta la secuencia de aminoacidos
QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYYMSWVRQAPGKGLE
WVSGINVDGSNTYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTALYY
CATGSGRDSYDCYSGSWCPKGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 16).

[0022] Los CDR de estos cuatro nanocuerpos se han secuenciado mas especificamente, y son los
siguientes:

- CAbVCAM1-5
o CDR1: YTNSIMYMA (SEQ ID NO: 1)
o CDR2: AIRFPDDS (SEQ ID NO: 2)
o CDR3: RSSPYSFAWNDPSNYNY (SEQ ID NO: 3)

* CAbVCAM1-3

o CDRI1: FTYSSYYMS (SEQ ID NO: 4)
o CDR2: GINVDGSN (SEQ ID NO: 5)
o CDR3: GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 6)

* CAbVCAM1-8
o CDR1: FTFSNYYMT (SEQ ID NO: 7)
o CDR2: RINSDGS (SEQ ID NO: 8)
o CDR3: GKSSV (SEQ ID NO: 9)

« CAbVCAM1-9
o CDR1: FTFSSYYMS (SEQ ID NO: 10)
o CDR2: GINVDGSN (SEQ ID NO: 11)
o CDR3: GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 12)
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[0023] El experto en la materia sabe que la combinacién de los CDR1, CDR2 y CDR3 basta para definir un
punto de unién con el antigeno. Por consiguiente, un objeto de la presente invencion se refiere a un nanocuerpo
dirigido contra VCAM-1 que comprende:

a) las secuencias de aminoacidos (i) SEQ ID NO: 1 como CDR1, (ii) SEQ ID NO: 2 como CDR2 y (iii) SEQ ID NO: 3
como CDR3; 0

b) las secuencias de aminoacidos (i) SEQ ID NO: 4 como CDRL, (ii) SEQ ID NO: 5 como CDR2 y (iii) SEQ ID NO: 6
como CDR3; o

¢) las secuencias de aminoacidos (i) SEQ ID NO: 7 como CDR1, (ii) SEQ ID NO: 8 como CDR2 vy (iii) SEQ ID NO: 9
como CDR3; o

d) las secuencias de aminoacidos (i) SEQ ID NO: 10 como CDR1, (ii) SEQ ID NO: 11 como CDR2 y (iii) SEQ ID NO:
12 como CDRS;

0 una variante funcionalmente conservadora del nanocuerpo definida en a), b), ¢) o d) que comprende una
sustitucion conservadora de uno o dos aminoacidos en, respectivamente una, dos o tres de las secuencias SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8y SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12.

[0024] Asimismo, los inventores han secuenciado las regiones «estructurales» (FR) de estos nanocuerpos.
Las secuencias correspondientes son las siguientes:

« CAbVCAM1-5
o Regién FR1: QVQLQESGGGSVQTGGSLRLSCAASG (SEQ ID NO: 17)
o Regi6n FR2: WFRQAPGKKREGVA (SEQ ID NO: 18)
o Regi6n FR3: AYYAGSVKGRFTISHDNAKNTVYLQMNNLNPEDTAMYYCAA (SEQ ID NO: 19)
o Regi6n FR4: WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 20)

* CAbVCAM1-3
o Regién FR1: QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTASG (SEQ ID NO: 21)
o Regién FR2: WWRQAPGKGLEWVS (SEQ ID NO: 22)
o Region FR3: TYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTALYYCAT (SEQ ID NO: 23)
o Regiéon FR4: KGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 24)

* CAbVCAM1-8
o Regiéon FR1: QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASG (SEQ ID NO: 25)
o Regién FR2: WWRRAPGKGLEWYVS (SEQ ID NO: 26)
o Region FR3: TLYLPSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTGWYYCVE (SEQ ID NO: 27)
o Regién FR4: RGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 28)

« CAbVCAM1-9
o Regién FR1: QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASG (SEQ ID NO: 29)
o Regién FR2: WWRQAPGKGLEWVS (SEQ ID NO: 30)
o Regién FR3: TYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKSEDTALYYCAT (SEQ ID NO: 31)
o Region FR4: KGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 32)

[0025] Segun un modo de realizacién particular, la invencion se refiere a un nanocuerpo que comprende o
consiste en el encadenamiento de las secuencias FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 como las que se han
definido mas arriba de uno de los nanocuerpos identificados por los inventores.

[0026] Preferentemente, el nanocuerpo segun la invencion es por tanto un nanocuerpo que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada dentro del grupo que consiste en las secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16, o una variante funcionalmente
conservadora de este que comprenda una sustitucion conservadora de uno o dos aminoéacidos en uno, dos o tres de
los CDR comprendidos respectivamente en la secuencia de aminoécidos SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, o SEQ ID NO: 16. La variante funcionalmente conservadora tal y como se ha definido méas arriba, puede
comprender ademés una o varias sustituciones, en concreto, una o varias sustituciones conservadoras en las
regiones respectivamente de las secuencias aminoacidas SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, o SEQ
ID NO: 16 que no son CDR, como las regiones «estructurales», en concreto las regiones «estructurales» definidas
mas arriba. De forma mas preferente todavia, el nanocuerpo segin la invencién es un nanocuerpo que comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada dentro del grupo que consiste en las secuencias de
aminoéacidos SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16. Segun la forma mas preferente de
todas, el nanocuerpo segin la invencion es un nanocuerpo que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 13

[0027] En el contexto de la invencién, la expresion «variante funcionalmente conservadora» hace referencia a
las variantes en las que un aminoacido dado en un nanocuerpo segun la invencion es sustituido sin alterar la
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conformacion global y la funciéon del nanocuerpo, incluyendo una sustitucion de un aminoacido por otro que tenga
propiedades similares (por ejemplo, polaridad, potencial de unién de hidrégeno, acidez, alcalinidad, hidrofobia,
presencia de un grupo aromatico, etc). El experto en la materia conoce los aminoacidos que tienen propiedades
similares. Por ejemplo, la arginina, la histidina y la lisina, aminoacidos hidrofilos-basicos que pueden ser
5 intercambiables. De forma similar, la isoleucina, un aminoéacido hidréfobo, puede sustituirse por la leucina, la
metionina o la valina. Dichos cambios no deberian tener ningin o casi ningin efecto sobre el peso molecular
aparente o el punto isoeléctrico del nanocuerpo. Un aminoacido natural puede sustituirse por un aminoacido no
natural, como un aminoacido de configuracién D, aminoacido beta o gamma.

10 [0028]

15 [0029]

En la siguiente tabla 1 se presentan ejemplos de sustituciones conservadoras

Tabla 1: Sustituciones conservadoras |

Caracteristica de la cadena lateral Aminoacido
No polar GAPILV
Polar sin carga CSTMNQ
Polar con carga DEKR
Aromatico HEFWY
Otros NQDE

Alternativamente, los aminoacidos conservadores pueden agruparse, como se describe en Lehninger

(1975, Biochemistry, 22 edicion, Worth Publishers, Inc. New-York: NY., p. 71-77), como se indica en la tabla 2 a

continuacion.

20
[0030]

Tabla 2: Sustituciones conservadoras Il

Caracteristica de la cadena lateral Aminoacido
No polar Alifatico ALIVP
Aromatico FW
Con contenido de azufre M
Frontera G
Polar sin carga Hidroxilo STY
Amidas N Q
Sulfhidrilo C
Frontera G
Cargada positivamente (basico) KRH
Cargada negativamente (acido) DE

sustituciones conservadoras:

25
[0031]

Tabla 3: Sustituciones conservadoras lll

Residuo de origen

Ejemplo de sustitucion

VLI

KQN

QHKR

WTFS

<|<|[ZE|d|n|T|7n|Z|x|r|—-|T|m|O|0|O|Z|3|>

ILMFA

Estas variantes funcionalmente conservadoras conservan la capacidad de unir

Segln otra alternativa, en la tabla 3 que aparece a continuacion se presentan ejemplos de

VCAM-1.

Preferentemente, dichas variantes funcionalmente conservadoras presentan una afinidad de unién con VCAM-1
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igual o aumentada respecto del nanocuerpo correspondiente.

[0032] El experto en la materia que conozca la secuencia de aminoacidos del nanocuerpo de interés, es
capaz de producir los nanocuerpos segun la invencién, en particular los nanocuerpos cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3,
cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9 definidos mas arriba, mediante técnicas convencionales de produccién de
polipéptidos. Por ejemplo, pueden sintetizarse utilizando el método bien conocido de sintesis en fase sélida
(Merrifield (19962) Proc. Soc. Ex. Boil. 21:412; Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149; Tam et al. (1983) J. Am.
Chem. Soc- 105:6442), preferentemente utilizando un aparato de sintesis peptidica disponible comercialmente
(como el de Applied Biosystems, Foster City, California), y siguiendo las instrucciones del fabricante.

[0033] Alternativamente, los nanocuerpos segun la invencién pueden sintetizarse por técnicas de ADN
recombinante conocidas por el experto en la materia (Maniatis et al. (1982) Molecular Cloning: a laboratory manual,
Cold Spring Harbor Laboratories, NY, 51-54 et 412-430). Por ejemplo, pueden obtenerse como productos de
expresion de ADN tras incorporacion de secuencias de ADN codificante del polipéptido de interés en los vectores de
expresion e introduccién de dichos vectores en los anfitriones procariotas o eucariotas apropiados que expresaran el
polipéptido de interés, a partir de los que, a continuacién se podran aislar utilizando técnicas conocidas por el
experto en la materia. El experto en la materia sabe que cuando una proteina se sintetiza por técnicas de ADN
recombinante, generalmente se sintetiza asociada a un marcador que facilite su purificacion. Dichos marcadores son
conocidos por el experto en la materia e incluyen por ejemplo la hexahistidina (6His), la glutation-S-transferasa
(GST) o la hemaglutinina del virus de la gripe (HA). Preferentemente, los nanocuerpos segun la invencién contienen
un marcador hexahistidina. Por consiguiente, un objeto de la invencién también esta constituido por un nanocuerpo
que comprende o esta constituido por la secuencia de aminoécidos elegida en el grupo constituido por las
secuencias SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16 que comprende ademas en su
extremo C-terminal o N-terminal, preferentemente en su extremo C-terminal, seis residuos histidina. Un nanocuerpo
gue comprende o esta constituido por la secuencia de aminoacidos elegida dentro del grupo constituido por las
secuencias SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35y SEQ ID NO: 36 también forma parte de la invencion.

[0034] Otro objeto de la invencién se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia nucleica
codificante del nanocuerpo segun la presente invencion.

[0035] Segun un modo de realizacién particular, el acido nucleico segun la invencion comprende o consiste
en una secuencia nucleica codificante de un nanocuerpo definido por una de las secuencias de aminoacidos SEQ 1D
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, o SEQ ID NO: 16. De manera preferida, el acido nucleico segun la
invencion comprende o consiste en una secuencia nucleica codificante del nanocuerpo definido por la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 13.

[0036] Tipicamente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o de ARN, que puede estar incluida en
cualquier vector apropiado como un plasmido, un césmido, un episoma, un cromosoma artificial, un bacteriéfago o
un vector viral.

[0037] Los términos «vector», «vector de clonado» y «vector de expresion» significan el vehiculo por el cual
la secuencia de ADN o de ARN puede introducirse en la célula anfitriona, de forma que transforme al anfitrion y
promueva la expresion (p. €j. transcripcion y traduccion) de la secuencia introducida.

[0038] Por consiguiente, otro objeto de la invencién se refiere a un vector que comprende un &cido nucleico
segun la invencién.

[0039] Dichos vectores pueden comprender elementos reguladores, como un promotor, un activador, un
finalizador, para causar o dirigir la expresion del polipéptido. Algunos ejemplos de promotores y de activadores
utilizados en los vectores de expresion para célula animal incluyen el promotor precoz y el activador de SV40
(Mizukami et al. (1987) J. Biochem. 101:1307-1310), el promotor LTR y el activador de virus de la leucemia del raton
Moloney, el promotor (Mason et al (1985) Cell 14:479-487) y el activador (Gillies et al. (1983) Cell 33:717-728) de la
cadena de la inmunoglobulina, etc.

[0040] Se puede usar cualquier vector de expresion para células animales. Algunos ejemplos de vectores
apropiados incluyen pAGE107 (Miyaji et al. (1990) Cytotechnology 3:133-140), pAGE 103 (Mizukami et al. (1987) J.
Biochem. 101:1307-1310), pHSG274 (Brady et al. (1984) Gene 27:223-232), pKCR (O’Hare et al. (1981) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78:1527-1531), pSG1 beta d2-4 (Miyaji et al. (1990) Cytotechnology 3:133-140), etc.

[0041] Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos multiplicadores, que comprenden un origen de
multiplicacion, o plasmidos integrativos, como por ejemplo pUC, pcDNA, pBR, etc.

[0042] Otros ejemplos de vectores virales incluyen los vectores adenovirales, retrovirales del virus del herpes
y AAV. Dichos virus recombinantes pueden producirse por técnicas conocidas para el experto en la materia, como la
transinfeccién de células de empaquetamiento o por transinfecciéon transitoria con plasmidos o virus auxiliares.
Algunos ejemplos tipicos de células de empaquetamiento de virus incluyen las células PA317, las células PsiCRIP,
las células GPenv+, las células 293, etc. Se pueden encontrar protocolos detallados de produccién de dichos virus
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recombinantes deficientes para su multiplicacién, por ejemplo en las solicitudes WO 95/14785, WO 96/22378, US
5,882,887, US 6,013,516, US 4,861,719, US 5,278,056 y WO 94/19478.

[0043] Otro objeto de la presente invencién se refiere a una célula que ha sido transinfectada, infectada o
transformada con un &cido nucleico y/o un vector segun la invencion.

[0044] El término «transformacion» significa la introducciéon de un gen o de una secuencia de ADN o de ARN
«exogeno» (i.e extrinseco o extracelular) en una célula anfitriona, de forma que la célula anfitriona expresara el gen
o la secuencia introducida para producir la sustancia de interés, tipicamente una proteina codificada por el gen o la
secuencia introducida. Una célula anfitriona que recibe y expresa el ADN o el ARN introducido ha sido
«transformada».

[0045] Los &cidos nucleicos segun la invencion pueden utilizarse para producir un nanocuerpo segun la
invencion en un sistema de expresion apropiado. El término «sistema de expresion» significa una célula anfitriona y
un vector compatible en condiciones apropiadas, por ejemplo, para la expresion de una proteina codificada por el
ADN exdgeno transportado por el vector e introducido en la célula anfitriona.

[0046] Los sistemas de expresion convencionales incluyen las células anfitrionas Escherichia coli y los
vectores plasmidicos, las células de insecto y los vectores Baculovirus, y las células anfitrionas de mamifero y sus
vectores. Otros ejemplos de células anfitrionas incluyen las células procariotas (como las bacterias), y las células
eucariotas (como las células de levadura, las células de mamifero, las células de insecto, las células de plantas,
etc.). Otros ejemplos especificos incluyen la Escherichia coli, las levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, las
estirpes celulares de mamifero (por ej. las células Vero, las células CHO, las células 3T3, las células COS, etc.), asi
como los cultivos de células de mamiferos primarias o establecidas (es decir producidas a partir de linfoblastos,
fibroblastos, células epiteliales, células nerviosas, adipocitos, etc.). Algunos ejemplos incluyen igualmente células
SP2/0-Agl4 de raton (ATCC CRL1581), las células P3X63-Ag8.653 de raton (ATCC CRL1580), las células CHO en
las que un gen del dihidrofolato reductasa es defectuoso, las células YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata (ATCC
CRL1662), etc.

[0047] La presente invencion se refiere asimismo a un método de produccién de una célula anfitriona
recombinante que expresa un nanocuerpo segun la invencion, dicho método comprende las etapas que consisten
en: (i) introducir in vitro o ex vivo un &cido nucleico o un vector recombinante como el que se ha descrito més arriba
en una célula anfitriona competente, (ii) cultivar in vitro o ex vivo la célula anfitriona recombinante obtenida y (iii)
eventualmente seleccionar las células que expresan o secretan dicho nanocuerpo. Dichas células anfitrionas
recombinantes pueden utilizarse para la produccion de nanocuerpos segun la invencion.

[0048] Los nanocuerpos segun la invencién se pueden producir con cualquier técnica conocida por el experto
en la materia, como por ejemplo cualquier técnica quimica, biolégica, genética o enziméatica, sola 0 en combinacion.

[0049] En particular, la invencién se refiere ademas a un método de produccion de un nanocuerpo segun la
invencion, dicho método comprende las etapas que consisten en: (i) cultivar una célula anfitriona transformada
segun la invencién en condiciones apropiadas para permitir la expresion de dicho nanocuerpo, y (ii) recuperar el
nanocuerpo expresado.

[0050] Los nanocuerpos segun la invencion pueden separase convenientemente del medio de cultivo usando
procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales, como la proteina A-Sefarosa, la cromatografia
con hidroxiapatita, la electroforesis en gel, la didlisis o la cromatografia de afinidad.

Nanocouerpos marcados.

[0051] Los nanocuerpos seguln la invencién son particularmente Utiles para la formacion de imagen médica.
En el presente contexto, es particularmente interesante disponer de nanocuerpos asociados a un marcador
detectable. Los presentes inventores han demostrado que los nanocuerpos cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3,
cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9 conservaban sus propiedades cuando se asociaban a un marcador detectable, en
particular, un radioelemento como el tecnecio 9om,

[0052] Por tanto, la presente invencion también se refiere a un nanocuerpo como el que se ha definido mas
arriba asociado a un marcador detectable.

[0053] Por «nanocuerpo asociado a un marcador detectable», aqui se entiende que el marcador detectable
esta unido, de forma directa o indirecta, al nanocuerpo, o esta incorporado en el nanocuerpo. En concreto, el
marcador detectable puede estar unido al nanocuerpo por sustitucion (por ejemplo, sustituyendo un H por un | en los
residuos tirosina), por complexién o por quelacion.

[0054] Por «marcador detectable» se entiende aqui un compuesto que produce una sefal detectable.
Cuando se asocia a un marcador, permite seguir el devenir del marcador en el organismo. El marcador detectable
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puede ser un agente de contraste para MRI, un agente de contraste para gammagrafia un agente de contraste para
diagnostico por imagen por rayos X, un agente de contraste para ultrasonido, un agente de contraste para
diagndstico por imagen optica. Algunos ejemplos de marcadores detectables incluyen radioelementos, fluor6foros
como la fluoresceina, la Alexa, la cianina, los compuestos quimioluminescentes como el luminol, los compuestos
bioluminescentes como la luciferasa o la fosfatasa alcalina, y los agentes de contraste como las nanoparticulas o el
gadolinio. La eleccion del marcador detectable apropiado, que depende del sistema de deteccion utilizado, esta al
alcance del experto en la materia. A modo de ejemplo, cuando el sistema de detecciéon es la MRI, el marcador
detectable es preferentemente una nanoparticula de 6xido de hierro o de gadolinio; cuando el sistema de deteccion
es la formacion de imagen por nanofluorescencia, el marcador detectable es preferentemente la fluoresceina, el
Alexa o la cianina; cuando el sistema de deteccién es la formacién de magen por quimioluminescencia, el marcador
detectable es preferentemente el luminol; cuando el sistema de deteccion es la formacion de imagen por
bioluminescencia, el marcador detectable es preferentemente la luciferasa o la fosfatasa alcalina; cuando el sistema
de deteccidn es la formacion de imagen nuclear, el marcador detectable es preferentemente un radioelemento como
el Fltor 18 (*°F) para la tomografia TEP, o el tecnecio ™ (**"™Tc) para la tomografia SPECT.

[0055] Preferentemente, el marcador detectable es un radioelemento. Algunos ejemplos de radioelementos,
que son utilizados méas particularmente en las técnicas de diagndstico por imagen nuclear incluyen el Tecnecio *™
(°™Tc), el yodo 123 (*21), el yodo 125 (**°I), el indio 111 (**In), el flior 18 (*°F), el galio 67 (°*’Ga), el galio 68 (**Ga),
el cobre 64 (**Cu) y cualquier otro radioelemento utilizable en los seres humanos. Por consiguiente,
preferentemente, el radioelemento se elige en el grupo constituido por 9mre, 123 125 My 18 *cy ““Gay ®Ga.

De forma mas preferentemente entre todas, el radioelemento es el *"Tc
Uso como agente de contraste
[0056] Los inventores han demostrado que los nanocuerpos cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8 y

cAbVCAM1-9 constituian marcadores especificos de la placa de ateroma, en concreto de la placa adrtica, y permiten
su deteccion mediante formacion de imagen médica.

[0057] Por tanto, la invencién propone un nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba, para usarlo
como agente de contraste en la formacion de imagen médica en concreto, en la formacion de imagen médica in vivo,
no invasiva.

[0058] Igualmente, se refiere al uso de un nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba, para fabricar
un agente de contraste (til para la formacién de imagen médica en concreto, en la formacion de imagen médica in
Vvivo, no invasiva.

[0059] Por «agente de contraste», se entiende aqui una sustancia 0 un compuesto que, administrado en el
organismo, permite marcar de forma detectable 6rganos o estructuras (tejido, célula, receptor) que, sin agente de
contraste, son poco o nada visibles en la formacién de imagen médica. Por extension, la expresion «agente de
contraste» se utiliza para designar un marcador asociado a un indicador como el que se ha definido més arriba.

[0060] En el contexto de la invencion, los «métodos de formacién de imagen» se refieren a métodos que
permite visualizar el interior de un organismo u érganos de un organismo. Los ejemplos de métodos de formacion de
imagen incluyen técnicas invasivas como la ecografia endocoronaria, y técnicas no invasicas como la formacion de
imagen por resonancia magnética, con rayos X, la ecografia, la formacién de imagen Optica o la medicina nuclear
como la gammagrafia en particular, la tomografia de emision monofotonica (SPECT) y la tomografia de emision de
positrones (PET). Preferentemente, el método de formacién de imagen segun la invencion es la gammagrafia, en
particular la gammagrafia SPECT o PET.

[0061] La gammagrafia se basa en la administracién (generalmente por via intravenosa) de un agente de
contraste, también llamado radiofarmacéutico, constituido por un marcador marcado por un radioelemento. La
localizacién especifica de este agente de contraste en el organismo se determina después por deteccion de los
rayos gamma o beta emitidos.

[0062] La tomografia de emision monofotdnica y la tomografia por emisiéon de positrones son técnicas de
formacion de imagen nuclear tomografica basadas en la gammagrafia y que permiten realizar imagenes y
reconstrucciones en tres dimensiones de los 6rganos y de su metabolismo por medio de un conjunto de camaras
que giran alrededor del paciente.

[0063] La presente invencion se refiere igualmente a una técnica de formacién de imagen médica, en
concreto de formacién de imagen médica in vivo, no invasiva, en la que un nanocuerpo como el que se ha definido
mas arriba se administra a un paciente. El método de formacién de imagen médica segun la invencién puede
comprender ademas las etapas de deteccion del enlace o de la ausencia de enlace del nanocuerpo en las zonas
corporales del paciente y de visualizacién de las zonas corporales del paciente en las que puede detectarse la unién
del nanocuerpo.
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[0064] En el contexto de la invencion, un «paciente» designa un mamifero humano o no humano, como un
roedor (rata, ratén, conejo), un primate (chimpancé) un félido (gato), un canido (perro). Preferentemente, el individuo
es humano.

[0065] Cualquier método de administraciéon, conocido por el experto en la materia, puede utilizarse para
administrar al paciente el nanocuerpo segln la invencion. En particular, el nanocuerpo puede administrase por
ejemplo por via oral, por inhalacién o por via parenteral (en particular por inyeccién intravenosa). Cuando se elige la
via parenteral, el nanocuerpo puede estar en forma de soluciones o de suspensiones inyectables, envasado en
ampollas o frascos. Las formas de administracion parenteral se obtienen convencionalmente por mezcla del
nanocuerpo segun la invencién con amortiguadores, estabilizantes, conservadores, agentes solubilizantes, agentes
isoténicos y agentes de puesta en suspension. Segun técnicas conocidas, estas mezclas pueden esterilizarse y
prepararse en forma de inyecciones intravenosas. El experto en la materia puede, por ejemplo, utilizar
amortiguadores a base de sales de fosfato en calidad de amortiguadores. Algunos ejemplos de agentes de puesta
en suspension incluyen la metilcelulosa, la goma arabiga, y la carmelosa de sodio. Algunos ejemplos de
estabilizantes incluyen el sulfito de sodio y el metasulfito de sodio, y algunos ejemplos de conservadores incluyen el
p-hidroxibenzoato de sodio, el acido soérbico, el cresol y el clorocresol.

[0066] La cantidad de nanocuerpos administrada depende naturalmente de la via de administracion, del
tamafio y/o del peso del paciente y de la técnica de deteccion utilizada.

[0067] En el contexto de la invencion, el término «zona corporal» hace referencia a una regién determinada
del organismo. Puede tratarse, por ejemplo, de un érgano, de una parte de un 6rgano o de un tejido, como un
pulmon, el corazon, el higado, el bazo o un rifidn, 0 un vaso sanguineo como una arteria 0 una vena, en particular la
aorta o las arterias coronarias.

[0068] En un modo de realizacion particular, el nanocuerpo segin la invencion se utiliza como agente de
contraste en el la formacion de imagen médica para visualizar placas ateroscleréticas, mas concretamente, placas
ateroscleroticas adrticas, carotideas o coronarias, en un paciente.

[0069] En el contexto de la invencion, los términos «placa aterosclerética», «placa de aterosclerosis» y
«placa de ateroma», se utilizan indiferentemente y hacen referencia a una lesién de las paredes de los vasos.
Preferentemente, una placa aterosclerética comprende un corazon lipidico y una capa fibrosa, la capa esta
constituida por células de musculo liso, de colagenos y de una matriz extracelular y que aisla el ndcleo lipidico de la
luz arterial. Las placas ateroscleroticas pueden encontrarse por ejemplo en la aorta, la carétida o en la arteria
coronaria. Cuando la placa comprende una capa fibrosa fina (de 65 a 150 mm de grosor aproximadamente) y un
ndcleo lipidico importante, se denomina «placa vulnerable» o «placa inestable». Estas placas inestables que
presentan una tendencia a la ruptura, se unen en las arterias coronarias y en la aorta y sus ramas. La ruptura de las
placas coronarias vulnerables provoca «sindromes coronarios agudos». En caso de trombosis oclusiva completa, se
trata del infarto de miocardio. Cuando la trombosis de la arteria es incompleta, se trata de la angina inestable. En la
carétida, las placas vulnerables son méas estenosantes y menos inflamatorias. Expresan igualmente VCAM-1.

[0070] Preferentemente, el nanocuerpo segun la invencion se utiliza como agente de contraste en la
formacion de imagen médica para visualizar placas ateroscleréticas vulnerables, en concreto, placas vulnerables
aorticas o coronarias.

Uso diagnostico

[0071] La aparicién de placas de ateroma es una marca de la aterosclerosis, que constituye en si misma una
enfermedad cardiovascular y puede generar diferentes complicaciones cardiovasculares. La deteccion de placas de
ateroma supone por tanto, la caracterizacién de una enfermedad cardiovascular. Por otro lado, la posibilidad de
seguir a través de técnicas de formacion de imagen la evolucion, es decir, la progresion o la regresion, de una placa
de ateroma previamente identificada representa una modalidad para evaluar la eficacia de un tratamiento terapéutico
en un paciente al que se ha diagnosticado una enfermedad cardiovascular.

[0072] La presente invencion se refiere por tanto igualmente a un nanocuerpo como el que se ha definido
mas arriba, para utilizarlo en métodos de diagndstico o de prondstico.

[0073] Por «método diagndstico» o «diagnostico», se entiende aqui un método que permite determinar si un
individuo sufre una patologia.

[0074] Por «método prondstico» 0 «prondstico», se entiende aqui un método que permite determinar si un
individuo es susceptible de desarrollar una patologia.

[0075] Preferentemente, le nanocuerpo como se ha definido mas arriba se utiliza para el diagnostico de
enfermedades cardiovasculares.
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[0076] En el contexto de la presente invencion, se designa por «enfermedad vascular» una enfermedad, una
lesion, o un sintoma relacionado con un proceso de aterogénesis que afecte al sistema cardiovascular. Esto incluye,
en concreto, los estados que marcan el desarrollo de una placa de ateroma (las placas estan clasificadas en estados
de progresion | a VI, segun la clasificacién internacional de Stary), asi como las complicaciones que derivan de la
formacion de una placa de ateroma (estenosis, isquemia), y/o de su evolucién hacia un accidente isquémico agudo
(trombosis, embolia, infarto, ruptura arterial). Las enfermedades cardiovasculares designan por ejemplo
aterosclerosis, una placa de ateroma, en particular la placa vulnerable, la enfermedad coronaria, la angina de pecho,
la trombosis, el accidente vascular cerebral, el infarto de miocardio, la estenosis vascular, el infarto.
Preferentemente, el nanocuerpo segun la invencién se utiliza para diagnosticar la aterosclerosis o una enfermedad
coronaria.

[0077] Por «aterosclerosis» se entiende aqui una enfermedad que afecta a los vasos sanguineos arteriales.
La aterosclerosis puede caracterizarse por una respuesta inflamatoria cronica en las paredes de las arterias,
principalmente debida a la acumulacion de macréfagos y promovida por lipoproteinas de baja densidad.

[0078] La «enfermedad coronaria» es la manifestacion mas corriente de la enfermedad cardiovascular. Se
trata de una enfermedad progresiva, debida a una mala irrigacion del masculo cardiaco, derivada del estrechamiento
(estenosis) o de la calcificacion (esclerosis) de una o de las arterias coronarias. El sintoma principal de la
enfermedad coronaria se manifiesta en forma de dolores que constituyen una angina (estable o inestable), también
llamada angina de pecho. La obstruccion completa de una o de las arterias coronarias conduce al infarto.

[0079] El «infarto» designa un foco de necrosis circunscrito debido a una obstruccién arterial. Mas
especificamente, el infarto de miocardio es una necrosis del miocardio que deriva generalmente de una trombosis
coronaria aguda, secundaria a una ruptura de placa (generalmente una placa vulnerable) que acarrea la agregacion
plaquetaria y la oclusién coronaria.

[0080] La presencia de una placa de ateroma coronaria, sobre todo si se trata de una placa inestable, expone
al sujeto a un riesgo de accidente isquémico agudo, en particular, un infarto de miocardio. El nanocuerpo segun la
invencién puede por tanto utilizarse para detectar un riesgo de sobrevenida de un accidente isquémico agudo, en

particular, un riesgo de sobrevenida de un infarto de miocardio, en un paciente.

[0081] Por «riesgo de sobrevenida» se entiende aqui la probabilidad de que un individuo desarrolle una
patologia.

[0082] El «accidente isquémico agudox» designa la disminucién del aporte sanguineo arterial en un territorio

del organismo. Sus principales causas locales son la trombosis y la embolia.

[0083] La «trombosis» corresponde a la coagulacion de la sangre en las cavidades vasculares (arterias,
venas, capilares o cavidades cardiacas) que conducen a la formacién de un trombo.

[0084] La «embolia» es la migracion de un cuerpo extrafio, a menudo constituido por un coagulo sanguineo
(trombo), y su parada brusca en un vaso cuyo calibre es insuficiente para dejarlo pasar. Las consecuencias locales
de la embolia son perturbaciones circulatorias relacionadas con la obstruccién vascular, que suelen conducir a
menudo a un infarto.

[0085] La placa de ateroma a menudo puede localizarse en una arteria carétida. Dichas lesiones conducen a
accidentes vasculares cerebrales, hemorragicos (ruptura de aneurisma) o isquémicos (infarto cerebral). El
nanocuerpo segun la invencién puede por tanto utilizarse para detectar un riesgo de sobrevenida de un accidente
vascular cerebral en un paciente.

[0086] Ademas, puede tratarse de una placa de ateroma localizada en una arteria renal, dado que el rifion es
uno de los 6rganos a los que afecta la aterosclerosis. Una estenosis importante puede conducir a una hipertension
arterial y/o una insuficiencia renal. La afectacion ateromatosa de las arterias renales puede conducir igualmente a un
accidente vascular agudo, la embolia renal. El nanocuerpo segun la invencién puede por tanto utilizarse para
detectar un riesgo de sobrevenida de una embolia renal en un paciente.

[0087] Las placas de ateroma pueden localizarse en las arterias de los miembros inferiores (riesgo de
isquemia aguda de un miembro), o de la aorta (riesgo de ruptura de aneurisma/diseccion adrtica). El nanocuerpo
segun la invencién puede por tanto utilizarse para detectar un riesgo de sobrevenida de una isquemia de un
miembro o de ruptura de aneurisma aortico en un paciente.

[0088] Por consiguiente, el nanocuerpo como se ha definido aqui arriba se usa preferentemente para detectar
el riesgo de sobrevenida de un accidente isquémico agudo seleccionado dentro del grupo constituido por el infarto
de miocardio, el accidente vascular cerebral, la embolia arterial renal y el accidente isquémico agudo de un miembro.

[0089] La presente invencion se refiere igualmente a un método, en particular un método in vivo, de
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diagnostico de una enfermedad cardiovascular y/o de deteccidon de un riesgo de sobrevenida de un accidente
isquémico agudo en un paciente, dicho método comprende las etapas que consisten en administrar un nanocuerpo
como el que se ha definido mas arriba a dicho paciente y en detectar dicho nanocuerpo en el organismo de dicho
paciente, la deteccion de una localizaciéon preferente de dicho nanocuerpo a nivel del sistema cardiovascular es
indicador de una enfermedad cardiovascular y/o de un riesgo de sobrevenida de un accidente isquémico agudo.

[0090] Por «localizacion preferente» se entiende que la cantidad de nanocuerpo detectada en el sistema
cardiovascular es superior al ruido de fondo que corresponde a una localizacion no especifica del nanocuerpo en el
organismo.

[0091] La invencion se refiere asimismo al nanocuerpo como se ha definido mas arriba para utilizarlo en el
seguimiento terapéutico de una enfermedad cardiovascular en un sujeto al que se le haya diagnosticado una
enfermedad cardiovascular.

[0092] También se refiere a la utilizacién del nanocuerpo como se ha definido méas arriba para la fabricacion
de un agente de contraste Util para el seguimiento terapéutico de una enfermedad cardiovascular en un sujeto al que
se le haya diagnosticado una enfermedad cardiovascular.

[0093] Por «seguimiento terapéutico» se entiende aqui la observacion de la respuesta del sujeto al
tratamiento que se le ha administrado. El efecto terapéutico de un tratamiento generalmente se asocia a una
disminucion o una inhibicion de la progresion de una enfermedad, a una reversion de la enfermedad o de uno o
varios sintomas asociados a esta enfermedad. A la inversa, una ausencia de efecto terapéutico puede traducirse por
una estabilidad o una aceleracion de la progresion de la enfermedad o de uno o varios de sus sintomas.

[0094] Por ejemplo, si la enfermedad cardiovascular en el sentido de la invencién es una placa de ateroma, el
seguimiento terapéutico puede realizarse observando la desaparicion, la regresion, la continuidad o el crecimiento
de la placa de ateroma. Asi, el uso segun la invencion puede comprender las siguientes etapas:

a) administrar un nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba a un sujeto al que se haya detectado una placa
de ateroma,;

b) detectar la union del nanocuerpo a dicha placa de ateroma;

c) repetir las etapas a) y b) antes y después de la administracion de un tratamiento a dicho sujeto;

una ausencia o una disminucion de la unién del nanocuerpo en dicha placa es indicadora de un tratamiento con un
efecto terapéutico.

Uso como medicamento

[0095] La invencién se refiere ademas al uso de un nanocuerpo como el que se ha definido més arriba para
la fabricacién de un medicamento, en particular, un medicamento destinado al tratamiento de una enfermedad
cardiovascular. Un método de tratamiento que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz
del nanocuerpo como el que se ha definido méas arriba a un paciente que lo necesite, también forma parte de la
presente invencion.

[0096] La utilizacion de un ligando de VCAM-1, solo o emparejado a un agente estabilizador de las placas de
ateroma, permite, efectivamente, reducir la probabilidad de ruptura de las placas.

[0097] Por «tratamiento» de una enfermedad cardiovascular, se entiende el «tratamiento terapéutico» (o
curativo) de una enfermedad cardiovascular, que incluye la disminucion o la inhibicion de la evolucién de una placa
de aterosclerosis, en particular hacia un estado de placa de aterosclerosis vulnerable, o la regresion de una placa de
aterosclerosis, en particular de una placa vulnerable. Asimismo se entiende el «tratamiento profilactico» de una
enfermedad cardiovascular que incluye particularmente la prevencion de un accidente isquémico agudo.

[0098] El nanocuerpo segun la invencién se une ventajosamente a un agente estabilizador de las placas de
ateroma, de forma que pone en contacto el agente estabilizador y la lesién. La eleccién de un agente estabilizador
apropiado esta al alcance del experto en la materia. Algunos ejemplos de agentes estabilizadores incluyen,
particularmente, moléculas antiinflamatorias, como los antiinflamatorios no esteroideos.

[0099] La invencion se refiere mas particularmente al nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba para
su uso en el tratamiento de la aterosclerosis y/o la prevencion de un accidente isquémico agudo, preferentemente
para el tratamiento de una placa ateroscler6tica vulnerable.

[0100] La invencién se refiere ademas al uso de un nanocuerpo como el que se ha definido méas arriba para
la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de la aterosclerosis y/o a la prevencion de un accidente
isquémico agudo en un paciente susceptible de presentar una enfermedad cardiovascular.

[0101] La invencion se refiere igualmente a un método de tratamiento de la aterosclerosis y/o de prevencion
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de un accidente isquémico agudo en un paciente que lo necesite, que comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba a un paciente que lo necesite.

[0102] Preferentemente, el nanocuerpo segun la invenciéon se utiliza para tratar una placa de ateroma
vulnerable, mas preferentemente una placa de ateroma coronaria o adrtica vulnerable.

[0103] Preferentemente, dicho accidente isquémico agudo se selecciona en el grupo constituido por un infarto
de miocardio, un accidente vascular cerebral, una embolia renal, una isquemia aguda de un miembro, y una ruptura
de aneurisma adrtico.

[0104] El nanocuerpo segun la invencién puede administrarse por ejemplo por via oral, por inhalacion, por via
parenteral (en particular por inyeccion intravenosa), en una forma apropiada. Cuando se elige la via parenteral, el
nanocuerpo puede estar en forma de soluciones o de suspensiones inyectables envasadas en ampollas o frascos.
Las formas de administracion parenteral se obtienen de forma convencional por mezcla del nanocuerpo con
amortiguadores, estabilizantes, conservadores, agentes solubilizantes, agentes isotonicos y agentes de puesta en
suspension. De conformidad con las técnicas conocidas, estas mezclas pueden esterilizarse y envasarse en forma
de inyecciones intravenosas. Como amortiguador, el experto en la materia podra utilizar amortiguadores a base de
sales de fosfato organico. Algunos ejemplos de agentes de puesta en suspension engloban la metilcelulosa, la
hidroxietilcelulosa, la hidroxipropilcelulosa, la goma arabiga, y la carmelosa de sodio. Ademas, los estabilizantes
Utiles segln la invencién incluyen el sulfito de sodio y el metasulfito de sodio, mientras que se puede citar el p-
hidroxibenzoato de sodio, el acido sérbico, el cresol y el clorocresol como conservadores.

[0105] La cantidad de nanocuerpos administrada depende naturalmente del modo de administracién, del
tamafio y/o del peso del paciente y de la naturaleza del agente citotéxico que puede asociarsele.
[0106] La presente invencion se refiere igualmente a una composicion farmacéutica que contiene dicho

nanocuerpo como el que se ha definido mas arriba asociada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0107] El término «farmacéuticamente» o «farmacéuticamente aceptable» se refiere a entidades moleculares
y composiciones que no producen reacciones secundarias, alérgicas o no deseadas de otra forma cuando se
administran a un mamifero, en particular a un humano.

[0108] En el contexto de la invencion, la expresion «vehiculo farmacéuticamente aceptable» incluye cualquier
solvente, medio de dispersion, revestimiento, agente bacteriano o antifingico, agente isotonico o retardante de la
absorcion, y analogos. El experto en la materia conoce el uso de dichos medios y agentes para las sustancias
farmacéuticamente activas. Con excepcioén del caso en el que el medio 0 agente convencional sea incompatible con
el ingrediente activo, se baraja su uso en las composiciones farmacéuticas. También pueden incorporarse
ingredientes activos suplementarios a las composiciones.

Uso para detectar in vitro VCAM-1

[0109] La presente invencion también se refiere al uso de un nanocuerpo como el que se ha definido mas
arriba para la deteccion in vitro de VCAM-1 en una muestra.

[0110] Por «muestra» se entiende aqui una parte de un elemento mas grande. Preferentemente, la muestra
es una sustancia de origen biolégico. Algunos ejemplos de muestras biolégicas incluyen, sin limitarse, partes de
drganos o de tejidos como el rifion, el higado, el corazon, el pulmén, etc., las arterias, las venas, etc., la sangre y sus
compuestos como el plasma, las plaquetas, las subpoblaciones de células sanguineas, etc.

[0111] La presente invencion se ilustrard mas detalladamente con las figuras y ejemplos que aparecen a
continuacion.

Descripcion de las figuras
[0112]

La Figura 1 presenta el analisis en citometria de flujo de los nanocuerpos anti-VCAM-1 (cAbVCAM1-1: 1;
CAbVCAM1-2: 2; cAbVCAM1-3: 3; cAbVCAM1-4: 4; cAbVCAML1-5: 5; cAbVCAM1-6: 6; cAbVCAM1-7: 7; cAbVCAM1-
8: 8; CAbVCAM1-9: 9 y cAbVCAM1-10: 10) en células de ratén bEND5 no tratadas (linea de puntos) o tratadas con
TNFa (linea continua). Un anticuerpo monoclonal anti-VCAM-1 de ratéon marcado con PE (Ct +) se ha utilizado como
control positivo y el nanocuerpo cAbBcll10 (Ct -) se ha utilizado como control negativo.

La Figura 2 representa histogramas que muestran la uniéon normalizada de los nanocuerpos anti-VCAM-1
(CAbVCAM1-1: 1; cAbVCAM1-2: 2; cAbVCAM1-3: 3; cAbVCAM1-4: 4; cAbVCAM1-5: 5; cAbVCAM1-6: 6;
cAbVCAM1-7: 7; cAbVCAM1-8: 8; cAbVCAM1-9: 9 y cAbVCAM1-10: 10) marcados con 9MTe en células bENDS5 no
tratadas (barras blancas), tratadas con TNFa (y expresando por tanto VCAM-1; barras negras) o tratadas con TNFa
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e incubadas con un exceso de nanocuerpo anti-VCAM-1 no marcado (barras grises). *: P<0,05 frente a
MTeAbBClI10. 1: P<0,05 frente a tratadas con TNFa e incubadas con un exceso de nanocuerpos anti-VCAM-1 no
marcado.

La Figura 3 muestra los resultados de inmunohistoquimica en muestras de corazén (C), musculo (M), glandula
salivar (GS), de tejidos linfaticos que incluyen muestras de médula ésea (MO), panglio linfatico (GL), bazo (B) y timo
(T), y muestras de aorta (A) de ratdn de control C57BI/6J y de ratdbn ApoE™ marcados con un nanocuerpo anti-
VCAM-1 (VCAM-1). La especificidad de los resultados se muestra por la ausencia de marcado en ausencia de
anticuerpo primario (ct). La barra de escala representa 20 um, excepto para la aorta (A) donde representa 100 pm.

La Figura 4 representa histogramas que muestran la absorcion adrtica (en %ID/g) del nanocuerpo cAbVCAM1-5 y
del nanocuerpo de control cAbBcll10 en la aorta de ratones de control C57BI/6J (barras blancas) y los segmentos
arteriales de ratones ApoE”' ordenados segun el indice de extensién de la lesién (+++: barras negras; ++: barras con
rayas diagonales; + barras con rayas verticales; - barras con puntos). Los resultados se expresan en media * error
estandar de la media. *: P<0,05 frente a C57BI/6J. 1: P<0,05 frente al indice de extension de la lesion siguiente.

La Figura 5 representa histogramas que muestran la proporcion de la lesion sobre el control obtenida con el
nanocuerpo cAbVCAM1-5 y el nanocuerpo de control cAbBcll10 por cuantificacion de los autorradiogramas: *:
P<0,05 frente a cAbBcll10. EN la parte superior derecha de la figura se presentan autorradiogramas representativos
(ARG) obtenidos con *™Tc-cAbVCAM1-5 y **™Tc-cAbBcll10 en cortes adyacentes, en los que VCAM-1 ademas ha
sido inmunomarcado (VCAM-1). La barra de escala representa 200 pm.

La Figura 6 representa perfiles HPLC del nanocuerpo 9MTc-cAbVCAM1-5 que muestran que el nanocuerpo es
estable in vitro 0 hora (A) y 6 horas (B) después del radiomarcado, asi como en in vivo en la sangre 3 horas después
de la inyeccién (C).

La Figura 7 representa las imagenes de proyecciones de intensidad maxima (MIP) de los nanocuerpos de control
¥MTccAbBelI10 (A) y P Tc-cAbVCAML1-5 (B) obtenidos en cuerpo entero por SPECT/CT in vivo 3 horas después de
la inyeccion intravenosa en ratones C57BI/6J. Se indican la vesicula (V), los rifiones (Ri), los ganglios linfaticos (GL),
la médula 6sea (MO), el timo (T) y el bazo (B).

La Figura 8 representa vistas coronarias representativas por gammagrafia CT, SPECT y fusién SPECT/CT in vivo,
tomadas en el cayado adrtico de ratones C57BI/6J, 3 horas después de la inyeccion de nanocuerpo 9™ Tc-cAbBclI10
(cAbBclI10) o de 9™ Tc-cAbVCAM1-5 (cAbVCAM1-5). La escala de imagenes SPECT se ha ajustado del 1 al 3,4 %
de la dosis inyectada de forma que permita una comparacion directa. Los ganglios linfaticos auxiliares (In) y el timo
(t) se indican en las imagenes SPECT/CT. L representa la izquierda, R representa la derecha, P representa la cara
posterior.

La Figura 9 representa vistas coronarias representativas en gammagrafia CT, SPECT y fusién SPECT/CT in vivo,
tomadas en el cayado aodrtico de ratones ApoE"',, 3 horas después de la inyeccion de nanocuerpo 9mTc-cAbBCII10
(cAbBclI10) o de M Tc-cAbVCAM1-5 (cAbVCAM1-5). La escala de imagenes SPECT se ha ajustado del 1 al 3,4 %
de la dosis inyectada de forma que permita una comparacion directa. Los ganglios linfaticos auxiliares (In), el timo (t)
y el cayado adrtico (ao) se indican en las imagenes SPECT/CT. La flecha indica el cayado adrtico en la imagen
SPECT. L representa la izquierda, R representa la derecha, P representa la cara posterior.

La Figura 10 representa histogramas que muestran las proporciones in vivo cayado/sangre (panel de la izquierda) y
cayado/corazén (panel de la derecha) obtenidos en ratones de control C57BI/6J (barras blancas) o ratones ApoE"'
(barras negras) después de la administracién de nanocuerpos de control cAbBcll10 o de nanocuerpos cAbVCAM1-5,
en base a cuantificaciones de imagenes SPECT. *: P<0,05 frente a*™Tc-AbBcll10. t: P<0,05 frente a C57BI/6J.

La Figura 11 representa el andlisis por citometria de flujo de los nanocuerpos anti-VCAM-1 (cAbVCAM1-1: 1;
cAbVCAM1-2: 2; cAbVCAM1-3: 3; cAbVCAM1-4: 4; cAbVCAM1-5: 5; cAbVCAM1-6: 6; cAbVCAM1-7: 7; cAbVCAM1-
8: 8; cCAbVCAM1-9: 9 y cAbVCAM1-10:} 10) (linea de puntos) en células de hamster CHO no transinfectadas (A) o
transinfectadas (B) con un plasmido codificante para el VCAM-1 de conejo. Una condicidn sin nanocuerpo se ha
utilizado como control negativo (linea continua). Los nanocuerpos cAbVCAM1-1 y cAbVCAM1-5 se fijan a las células

CHO expresendo el VCAM-1 de conejo.
Ejemplo
[0113] El ejemplo que aparece a continuacion muestra las propiedades especificas de los nanocuerpos

cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9 segln la invencion respecto de otros nanocuerpos anti-
VCAM-1.

Material y métodos

Generacion y produccion de nanocuerpos
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[0114] Los nanocuerpos que se dirigen a VCAM-1 se han generado, de forma general, segin los métodos
anteriormente publicados (Arbabi Ghahroudi et al. (1997) FEBS Lett. 414:521-526). Mas especificamente, se ha
inmunizado un dromedario con proteinas VCAM-1 recombinantes a la vez humanas y murinas (RnD Systems,
Minneapolis, USA). Los linfocitos de la sangre se han aislado y el ARN se ha purificado. Los dominios variables de
los nanocuerpos monocatenario (VHH o nanocuerpo) se han amplificado utilizando la técnica de la RT-PCR de dos
etapas y se han clonado en fase con la proteina 3 del bacteri6fago M13. Los nanocuerpos se han sometido a la
expresion de fagos y se han utilizado en biopanning sobre inmunédgenos inmovilizados. Se han utilizado extractos
bacterianos totales que contienen nanocuerpos solubles para seleccionar ligandos de VCAM-1 individuales en base
a una sefal positiva en ELISA y en citometria de flujo en células bEND5 estimuladas con TNFa. Después de la
secuenciacion, los nanocuerpos anti-VCAM-1 seleccionados y los nanocuerpos de control cAbBcll10 no pertinentes
se han producido en forma de proteinas marcadas con una hexahistidina en E. coli y purificadas como se describe
en Saerens et al. (2005) J. Mol. Biol. 352:597-607.

Evaluacion in vitro de nanocuerpos no marcados

[0115] Estirpe celular - La estirpe celular endotelial de raton bEND5 (ECACC, Salisburg, GB) se ha cultivado
en un medio DMEM complementado. La expresion de VCAM-1 se ha inducido por estimulacion con 10 ng/mL de
TNFa durante 18 horas.

[0116] Citometria de flujo - 10° células bEND5 estimuladas con TNFa y no estimuladas se han incubado bien
con 200 ng de anticuerpo monoclonal anti-VCAM-1 de ratén marcado con PE (mAb; Abcam), bien secuencialmente
con 1 ug de nanocuerpo, 1 pg de anticuerpo monoclonal anti-His-tag (Serotec) y 200 ng de IgG1 de rata anti-raton
(BD Biosciences). El enlace se ha medido en un FACS Canto Il analyzer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), y
los datos se han analizado con el programa FlowJo (TreeStar, Ashland, USA).

[0117] Estabilidad térmica - Los valores de Tm (temperaturas de despliegue) se han obtenido en un
espectropolarimetro J-715 (Jasco, Easton, MD, USA) como se describe en Vaneycken et al. (2010) J. Nucl. Med.
51:1099-1106.

[0118] Evaluacion de la afinidad basada en la resonancia plasménica de superficie (SPR) - La afinidad de los
nanocuerpos para VCAM-1 recombinante humano o murino se ha determinado por andlisis SPR sobre un dispositivo
Biacore 3000. ICAM-1 de raton recombinante (RnD Systems) se ha utilizado como control negativo. Las proteinas
recombinantes se han inmovilizado sobre un chio sensor CM5 (Biacore, Uppsala, Suecia) segun las instrucciones
del fabricante. Se han ensayado diluciones de la mitad en serie de nanocuerpos de 50 a 1 nM en PBS 0,005 %
Tween 20®. Se han determinado las constantes de afinidad utilizando un ajuste del modelo de asociacién estandar
1:1 (software BlAevaluation).

[0119] Competicion con el epitopo utilizando la SPR - La SPR se ha utilizado para determinar qué
nanocuerpos estaban en competicion para el mismo epitopo. Los procedimientos utilizados son idénticos a los
descritos en Vaneycken et al. (2011) FASEB J. 25:2433-2446.

Radiomarcado y determinacion por HPLC de la estabilidad in vitro e in vivo

[0120] Los nanocuerpos se han radiomarcado con *°™Tc utilizando el método tricarbonilo como se describe
en Gainkam et al. (2008) J. Nucl. Med. 49:788-795. La pureza radioquimica se ha evaluado inmediatamente
después del marcado, tras 6 horas a 20°C en PBS y en sangre de raton 3 h después de la inyeccion (p.i.). En el
ultimo caso, 100 mL de sangre total muestreada se han centrifugado y el plasma se ha filtrado utilizando una
membrana Nanosep 10K Omega. La pureza radioguimica se ha determinado por RP-HPLC utilizando una columna
C4 eluida con una fase movil en gradiente ACN/TFA. La radioactividad se ha visualizado utilizando un radiodetector
(y-RAM Model 4, LabLogic).

Evaluacion in vitro de los nanocuerpos marcados con 9om

c

[0121] 250x10° células bEND5 se han cultivado en g)lacas de 24 pocillos y se han estimulado durante 18
horas con TNFa a 10 ng/mL. 5 nM de cada nanocuerpo-"Tc se han incubado en 0,5 mL de PBS + 1% de
seroalbumina humana (HSA) durante 1,5 horas a 37°C. Se han realizado estudios de competicion con un exceso de
500 veces de nanocuerpo no marcado para determinar la especificidad de unién. Después del lavado, los ome.
nanocuerpos unidos se han recogido y contado en un contador gamma (Cobra Il Inspector 5003, Canberra Packard,
USA). Los experimentos se han realizado por triplicado. Se ha extraido la uniéon no especifica de los pozos, y los
resultados se han normalizado con la condicion TNFa-negativa.

Modelo animal y procesado de las aortas
[0122] Todos los experimentos con animales han sido aprobados por el comité del Centro de Investigacion

del Servicio de Salud del Ejército de Grenoble (Centre de Recherche du Service de Santé des Armées de Grenoble,
CRSSA). Se han utilizado ratones hembras de control y ApoE‘/' de 3161 semanas (Charles-River, Francia). Los
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ratones ApoE"' (n=37) se han alimentado con un régimen occidental con un contenido del 0,25 % de colesterol
(Safe, Francia) mientras que los ratones C57BI/6J de control (n=9) se han alimentado con un régimen alimenticio
estandar. Cada nanocuerpo anti-VCAM-1 se ha evaluado en 3 ratones salvo el ApoE"‘ nanocuerpo cAbVCAM1-5
(n=6), que ademds se ha evaluado en ratones C57BI/6J de control (n=4). Los anticuerpos cAbBcll10 se han
evaluado como control negativo a la vez en los ratones ApoE"‘ (n=43 y los ratones de control (n=5). Dos horas
después de la administracién de nanocuerpos radiomarcados con ®MTe (6764 MBq i.v.), los ratones han sido
anestesiados utilizando isoflurano 2 % (Baxter) y se ha realizado la adquisicion SPECT/CT (nanoSPECT, Bioscan,
ver mas abajo). Se ha sacrificado a los animales con una sobredosis de pentobarbital de sodio (CEVA) y las aortas
asi como los otros 6rganos importantes se han extraido con precaucion. Las aortas se han separado de los tejidos
adherentes en una solucion de formalina al 10 % y cortadas en 12 segmentos desde la aorta ascendente hasta la
bifurcacion iliaca. Se ha atribuido un indice de extension de la lesion a cada segmento de la siguiente manera: (-) sin
lesion (segmentos de control), (+) lesiones que cubran hasta el 50 % de la longitud del segmento arterial, (++)
lesiones que cubran més del 50 % de la longitud del segmento arterial y (+++) lesiones que se extienden en toda la
longitud del segmento. Los segmentos adrticos y las muestras de tejido se han pesado y su actividad se ha
determinado con un contador de pozo de gamma (Cobra Il, Packard). Se ha corregido el ruido de fondo y el
decrecimiento radioactivo de los resultados y se han expresado en porcentajes de la dosis inyectada por gramo de
tejido (%ID/g). Las absorciones de las lesiones aodrticas y del control se han definido como la absorcion media en
todos los segmentos clasificados (+++) o0 (-) respectivamente. También se han determinado las proporciones
lesién/control, lesidon/sangre y lesion/corazon.

[0123] Se han obtenido criosecciones adyacentes de 20 y 8 mm de grosor a partir de los 12 segmentos
aorticos obtenidos para la formacion de imagenes por micro-autorradiografia (BASS-5000, Fujifilm) y el marcado
inmunohistolégico de VCAM-1 respectivamente.

[0124] Ademas, la depuracion sanguinea de **"TC-cAbVCAM1-5 se ha evaluado en 3 ratones C57BI/6 por
recuperacion de muestras sanguineas en diferentes momentos tras la inyeccion. Los resultados se han expresado
en %ID en el volumen de sangre total (%ID/TBV).

Inmunohistoquimica

[0125] Tras 1 hora de bloqueo a 20°C con el 10 % de suero de asno, un anticuerpo primario de cabra anti-
VCAM-1 (Santa-Cruz Biotechnology, 0,5 mg/ml) se ha aplicado en las secciones adrticas durante la noche a 4°C. Un
anticuerpo secundario biotinilado de asno anti-cabra (Jackson ImmunoResearch) se ha incubado durante 1 hora a
20°C y el DAB se ha utilizado como cromoégeno. Las seccion se han contracoloreado con hematoxilina. La
especificidad de marcado se ha verificado omitiendo el anticuerpo primario en cortes de control. En un subgrupo de
ratones de control y ApoE"', el inmunomarcado VCAM-1 se ha realizado en el corazén, el masculo, las glandulas
salivares, la médula ésea, los ganglios linfaticos, el bazo y el timo.

[0126] Dos horas después de las inyecciones intravenosas, los animales anestesiados se han colocado en un
lecho a temperatura controlada y se han realizado las adquisiciones SPECT/CT cuerpo entero (nanoSPECT,
Bioscan). El tiempo de adquisicion CT aproximado fue de 10 min, utlizando los parametros de adquisicion
siguientes: 45kvp, 240 proyecciones y 1000 ms por proyeccion. La adquisicion SPECT helicoidal se ha realizado con
4 cabezas equipadas con colimadores estenopeicos con multiagujeros de resolucion de 1 mm (9 x 1,4 mm de
didmetro de agujero por cabeza) utilizando 24 proyecciones y 45 minutos de adquisicion. Las adquisiciones CT y
SPECT se han reconstruido, fusionado y cuantificado utilizando el programa dedicado (InVivoScope). Se han
dibujado las regiones de interés (ROIs) en el cayado aodrtico, en la cavidad ventricular izquierda y en la pared
ventricular izquierda para determinar las proporciones cayado/sangre y cayado/corazén.

Autorradiografia

[0127] Para cada animal se han obtenido imagenes autorradiogréficas tras una noche de exposicion de 3
grupos de cortes de 20 pum de grosor obtenidos a diferentes niveles de los 12 segmentos adrticos. Las imagenes se
han cuantificado utilizando el programa dedicado (Image Gauger, Fuijifilm). Las ROI se ha dibujado alrededor de las
lesiones ateroscleréticas y de la pared aértica VCAM-1 negativa control. Se ha corregido el ruido de fondo de los
resultados que se han expresado en forma de proporciones lesidn/control medias.

Evaluacion de la reactividad de los nanocuerpos no radiomarcados contra el VCAM-1 de conejo.

[0128] Se han incubado secuencialmente 10° células transinfectadas o no de forma transitoria con un
plasmido codificante para el VCAM-1 de conejo con 1 pg de nanocuerpo, 1 pg de anticuerpo monoclonal anti-His-tag
(Serotec) y 200 ng de IgG1l de rata anti-raton (BD Biosciences). La union se ha medido en un FACS Canto Il
analyzer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), y los datos se han analizado con el programa FlowJo (TreeStar,
Ashland, USA). Se ha realizado un control negativo omitiendo el nanocuerpo.

Andlisis estadistico
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[0129] Todos los resultados se presentan en forma de media + error estandar de la media. Los ensayos no
paramétricos de Mann&Witney U y de Wilcoxon se han utilizado para comparar los datos emparejados y no
emparejados. Las diferencias se han considerado como significativas para p<0,05.

Resultados:

Generacion de los nanocuerpos anti-VCAM

[0130] Los inventores han querido desarrollar nanocuerpos con reaccion cruzada para VCAM-1 humano y
murino. Por consiguiente, lIos nanocuerpos se han generado por inmunizaciéon de un dromedario con proteinas
recombinantes VCAM-1 a la vez humanas y murinas, y por biopanning de la biblioteca de nanocuerpos inmunes
obtenidos por expresion de fagos. Se han tamizado en ELISA extractos bacterianos totales que contienen los
nanocuerpos individuales para unirlos con las proteinas recombinantes VCAM-1 y en citometria de flujo para unirlos
con las células bEND5 expresando VCAM-1.

[0131] Después de la secuenciacién, 31 nanocuerpos anti-VCAM-1 se han identificado y reagrupado en 12
familias en base a la similaridad de las secuencias en los bucles de unién en el antigeno. Seis familias de
nanocuerpos eran especificas de VCAM-1 murino (mVCAM-1) y 6 familias se unian a la vez con VCAM-1 murino y
humano (hVCAM-1). En base a las sefiales ELISA y de citometria de flujo de los extractos totales, 10 nanocuerpos
(llamados cAbVCAM1-1 a -10) se han seleccionado para ser analizados méas detalladamente. El rendimiento de
produccién de nanocuerpo era de 0,5 a 10,5 mg/L de cultivo bacteriano (Tabla 4).

Caracterizaciones in vitro

[0132] Las experiencias de citometria de flujo sobre las células bEND5 han mostrado que los 10 nanocuerpos
seleccionados interactuaban con VCAM-1 (Figura 1). Como se ha demostrado con los andlisis SPR, resumidos en la
Tabla 4, todos los nanocuerpos seleccionados se unian a VCAM-1 con altas afinidades que oscilaban entre 0,2 a
45,7 nM. Ademas, entre los 10 nanocuerpos seleccionados, 6 eran de reactividad cruzada con hVCAM-1 con
afinidades que se mantenian en el orden del nanomolar (Tabla 4). Estos seis nanocuerpos fueron cAbVCAM1-1,
cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-8, cAbVCAM1-9 y cAbVCAM1-10. En base a los estudios de competicién
SPR, los nanocuerpos cAbVCAM1 se han agrupado en 3 categorias de seleccién de epitopo: cAbVCAMI-1/5,
CcAbVCAM1-2/3/6/7/9/10 y cAbVCAM1-4/8. Todos los nanocuerpos han mostrado una fuerte estabilidad térmica,
como han demostrado las temperaturas de despliegue que van de 59,4 a mas de 87°C (Tabla 4).
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[0133] Tras las etapas de radiomarcado con 9MTe y de purificacién, las purezas radioquimicas eran

superiores al 95 % para los 10 nanocuerpos cAbVCAML y el nanocuerpo de control cAbBcll10. El marcado con
%MT¢ no ha afectado el reconocimiento de VCAM-1 en la mayor parte de los ligandos, como se ha demostrado con
el ensayo de unién in vitro sobre las células bEND (Figura 2): los inventores han demostrado, por tanto, que la union
en las células endoteliales VCAM-1 positivas y estimuladas con TNFa era significativamente mas fuerte que en las
células estimuladas. Ademas, la unién en las células estimuladas con TNFa se inhibié con éxito por competiciéon con
un exceso de nanocuerpo no marcado, lo que demostro su especificidad.

Andlisis de las biodistribuciones

[0134] Las biodistribuciones de los nanocuerpos marcados con *™Tc en los ratones ApoE™ se han resumido
en la Tabla 5. Todos los nanocuerpos, incluido el de control cAbBcll10, han mostrado una fuerte absorcion en los
riiones, entre 97+16 y 315+33 %ID/g y fuertes actividades en la vejiga. De forma interesante, las absorciones de
9MTccADVCAML eran elevadas en los tejidos linfaticos e incluso alcanzaron una diferencia estadistica para
9MTccADVCAMI-3 (bazo y timo), ™ Tc-cAbVCAM1-4/5 (bazo, timo y médula 6sea) y **"Tc-cAbVCAM1-9 (timo)
(p<0,05 frente a 99rnTc-cAbBcIIlO). Con excepcién de los pulmones y del higado (absorcion media de 2,5+0,8 y
2,7+0,9 %ID/g, respectivamente), la absorcion fue inferior a 2 %ID/g en los otros tejidos estudiados, incluidos la
sangre y el miocardio.

[0135] Como se muestra en la Tabla 4, la absorcién en las lesiones ateroscleréticas era superior a 2 %ID/g
para 6 de los 10 nanocuerpos CAbVCAML, con un valor maximo de 2,99+0,14 %ID/g para *"Tc-cAbVCAM1-9
(P<0,05 frente a *™Tc-cAbBcll10).

[0136] Las proporciones lesidén/control, lesion/sangre y lesion/corazén se han determinado a partir de los
datos de biodistribucion (Tabla 4). La proporcién lesién/control fue superior a 2 en todos los nanocuerpos
cAbVCAML1 evaluados excepto uno, con una relacibn maxima de 4,95+0,85 para cAbVCAM1-5 (P<0,05 frente a
ggmchAbBcIIlO). La proporcion lesiéon/sangre fue superior a 1 en todos los nanocuerpos cAbVCAM1 evaluados
excepto uno, con una relacion maxima de 5,6+0,39 para %M1 cAbVCAML-3 (P<0,05 frente a ggmTc-cAbBcIIlO). Por
ultimo, la proporcion lesion/corazén fue superior a 1 en todos los nanocuerpos, con un valor maximo de 8,30+1,11
para " TccAbVCAM1-5 (P<0,05 frente a **"Tc-cAbBcll10).
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Inmunohistoquimica

[0137] Como se muestra en la Figura 3, una expresion constitutiva de VCAM-1 ha sido observada en los
tejido linfoides (es decir, la médula 6sea, los ganglios linfaticos, el bazo y el timo) a la vez en los ratones de control
C57BI/6J y los ratones hipercolesterolémicos ApoE"', mientras que no se ha encontrado ninguna expresion de
VCAM-1 en el corazén, los musculos y las glandulas salivares. Ademas, se ha observado un fuerte marcado VCAM-
1 en las lesiones adrticas, a nivel del endotelio, asi como en el interior de la placa aterosclerética, pero no en la aorta
de los ratones de control C57BI/6J.

Absorcion de cAbVCAML1-5 en las lesiones ateroscleroticas: formacion de imagen ex vivo € in vivo

[0138] En base a los criterios de seleccion resumidos en la Tabla 4, los nanocuerpos cAbVCAML1-5,
cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9 han sido considerados por los inventores como los mas promotores
para servir como radiomarcadores en la formacion de imagen médica. El nanocuerpo cAbVCAM1-5 ha sido mas
particularmente seleccionado para ser objeto de evaluaciones adicionales.

L0139] Absorcion adrtica - En los ratones ApoE™, los inventores han demostrado que la absorcién adrtica de

*MTccAbVCAMIL-5 concordaba con el indice de extension de la lesion. Efectivamente, la absorcion de
9™ TccAbVCAM1-5 ha aumentado al mismo tiempo que el volumen relativo de la lesion aterosclerética, mientras que
dicho gradiente no se ha observado con **™Tc-cAbBclI10 (Figura 4). Ademas la absorcion de **"Tc-cAbVCAM1-5 en
la aorta ha sido caracterizada por autorradiografia. Como se muestra en la Figura 5, **"Tc-cAbVCAM1-5 se
acumula a nivel de las lesiones ateroscleréticas positivas a VCAM-1 conllevando una relacién lesion-control de
8,7+0,5 (P<0,05 frente a cAbBcll10).

[0140] Estabilidad - Los inventores han demostrado por HPLC que 9™Tc.cAbVCAMI-5 era estable in vitro
hasta 6 horas después del radiomarcado, e in vivo en la sangre 3 horas después de la inyeccion, en el momento de
la realizacion de la tomografia SPECT (Figura 6).

[0141] Biodistribucion en los ratones de control - *™Tc-cAbVCAM1-5 se ha eliminado rapidamente de la
circulacion, y se ha identificado claramente una absorcion en los rifiones, la vejiga y los tejidos linfaticos en las
imagenes SPECT in vivo a la vez en los ratones de control C57BI/6J y los ratones ApoE”' ateroscleroticos, mientras
que solo los riflones y la vejiga eran visibles tras la inyeccion de 99MTc-cAbBCII10 (Figura 7). Ademas, se ha
confirmado ex vivo la absorcién de *™Tc-cAbVCAM1-5 en los tejidos linfaticos de los ratones de control C57BI/6J
con andlisis de biodistribucion (Tabla 6).

Tabla 6: Biodistribucién ex vivo de los nanocuerpos cAbVCAM1-5 y cAbBcll10 marcados con 99m
de la inyeccion a ratones de control C57BI/6J.

Tc 3 horas después

C57BI/6J
cAbVCAM1-5 cAbBcll10

Sangre 0,5+0,1 0,4%0,0
Corazén 0,2+0,0* 0,1+0,0
Pulmén 1,7+0,2* 0,8+0,2
Higado 1,4+0,2 1,0+0,1
Musculo esquelético 0,1+0,0 0,1+0,0
Piel 0,4+0,0 0,4+0,0
Grasa 0,2+0,0 0,1+0,0
Cerebro 0,0+0,0* 0,0£0,0
Glandulas salivares 0,5+0,0* 0,340,0
Pancreas 0,2+0,0* 0,2+0,0
Tiroides 0,7+0,1 0,5+0,1
Estdmago 05+0,0* 0,4+0,0
Bilis 0,3+0,0 0,540,1
Intestino 0,5+0,1 0,3+0,0
Rifi6n 287+43 350416

Orina 59423 4748
Bazo 7,4+0,2* 0,3+0,0
Timo 1,5+0,1* 0,1+0,0
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Médula 6sea | 7,942,0* | 0,4%0,0
Los resultados se presentan en media + error estandar de la media. *: P<0,05 frente a
cAbBcll10.

Efectivamente, los inventores han demostrado que la absorcién de M Tc-cAbVCAM1-5 representaba 7,4+0,2,
1,5+0,1y 7,9+2,0 %ID/g en el bazo, el timo y la médula 6sea, respectivamente (P<0,05 frente a %™Tc-cAbBclI10 en
los tres tejidos).

[0142] Tomografia PECT/CT - Tras el diagnostico por tomografia SPECT/CT la absorC|on de *"Tc-
cAbVCAM1-5 se ha visualizado en las lesiones ateroscler6tcias del cayado adrtico de raton ApoE mientras que no
se ha observado ninguna absorcién de marcador en el mismo lugar en los animales C57BI/6J (Flguras 8y 9). Por
consiguiente, las proporcmnes cayado/sangre y cayado/corazon se han revelado significativamente mas elevadas en
los ratones ApoE ‘respecto de los ratones C57BI/6J y respecto del nanocuerpo de control negativo (P<0,05; Figura
10).

[0143] Reactividad de los nanocuerpos no radiomarcados contra el VCAM-1 de conejo - Los inventores han
demostrado por citometria de flujo que cAbVCAM1-1 y cAbVCAML1-5 se unian especificamente al VCAM-1 de conejo
(Figura 11).

Debate

[0144] Este estudio ha sido preparado por los inventores para generar nanocuerpos que reconozcan a la vez
los homélogos VCAM-1 humano y murino, en la medida en que dichos ligandos de reactividad cruzada son
particularmente interesantes para trasladar a la practica clinica los resultados validados en modelos animales bien
caracterizados. Diez nanocuerpos anti-VCAM-1 se han generado y producido con afinidades para los homélogos
murino y/o humano del orden del nanomolar, entre los que estan los 6 nanocuerpos con reactividad cruzada.
Ademas, dos nanocuerpos, cAbVCAM1-1 y cAbVCAM1-5 tienen reactividad cruzada con el VCAM-1 de conejo. La
elevada resistencia térmica de los nanocuerpos, en particular de cAbVCAM1-5 ha permitido su radiomarcado con
9™T¢ a 50°C con alta pureza radioquimica (> 95%). Ademas, los ensayos de enlace in vitro en células endoteliales
de ratén VCAM-1 positivas han revelado que dichos nanocuerpos marcados seguian siendo ligandos especificos de
mVCAML.

[0145] A causa de su reducido tamafio, los nanocuerpos presentaban una rapida depuracion sanguinea in
VIVO resultante de una actividad circulatoria media de 0,8% ID/g 3 horas después de la inyeccion en los ratones Apo’

. Ademas, la actividad de ruido de fondo en el miocardio también era minima. De forma importante, la absorcion de
los nanocuerpos anti-VCAM1 en las lesiones adrticas era significativamente mas elevada que la del nanocuerpo de
control negativo cAbBcll10, en concreto para los nanocuerpos cAbVCAM1-5 y cAbVCAM1-3. Por consiguiente, las
proporciones lesion/control, lesion/sangre y lesidn/corazén también fueron superiores a 1, en concreto en los
nanocuerpos cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3, cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9.

Absorcién en los tejidos linfaticos

[0146] Ademas de ser absorbidos en las lesiones ateroscleroticas, los nanocuerpos segun la invencion
también han sido absorbidos por los tejidos linfaticos, a la vez en los ratones normales e hipercolesterolémicos,
como demuestran los experimentos de biodistribucion y de tomografia SPECT. En concreto, los tres hanocuerpos de
reactividad cruzada con las mayores afinidades para mVCAM-1 (cAbVCAM1-5/3/9) han mostrado las mayores
absorciones en el bazo y la médula d6sea. La expresion constitutiva de mVCAM-1 se ha observado por
inmunohistoquimica en el bazo, la médula ésea, los ganglios linfaticos y el timo. Por consiguiente, la unién de los
nanocuerpos anti-VCAM-1 a los tejidos linfaticos se debia probablemente a su unién especifica a la proteina VCAM-
1.

Seleccion de compuestos de interés particular

[0147] En base a los pardmetros resumidos en la Tabla 4, los nanocuerpos cAbVCAM1-5, cAbVCAM1-3,
cAbVCAM1-8 y cAbVCAM1-9 han sido identificados por los inventores como los que tienen propiedades
particularmente ventajosas frente a otros nanocuerpos, en particular, con vistas a su utilizaciéon en la formacién de
imagen médica. El nanocuerpo mas prometedor es el nanocuerpo cAbVCAML1-5. Efectivamente, cAbVCAM1-5
presenta las proporciones mas elevadas de lesion/control y lesién/corazén, asi como una fuerte proporcién
lesién/sangre. Presenta ademas una buena afinidad a la vez para VCAM-1 humano y murino, y la mayor resistencia
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térmica y el rendimiento de produccion mas elevado. Por otro lado, cAbVCAML1-5 tiene reactividad cruzada con el
VCAM-1 de conejo, un modelo animal de referencia en el estudio de la aterosclerosis. cAbVCAM1-3 presenta la
proporcion lesiéon/sangre mas elevada y proporciones muy elevadas de lesién/control y lesién/corazén. cAbVCAM1-8
presenta una proporcion lesién/corazén particularmente elevada y la mejor afinidad para VCAM-1 humano. Por
ultimo, cAbVCAM1-9 presenta la mejor incorporacion en las lesiones ateroscleréticas y muy buenas afinidades para
VCAM-1 humano y murino. Ademas, AbVCAM1-5, AbVCAM1-3 y AbVCAM1-9 no tienen lisina en sus CDR, lo que
es una ventaja en la medida en que la presencia de lisina podria presentar un inconveniente para las técnicas de
enlace que permiten marcar los nanocuerpos por fluorescencia o por radiomarcado, a través de sus residuos
aminos, con vistas a la tomogragia PET.

Formacién de imagen in vivo de cAbVCAM1-5

[0148] 99MTc-cAbVCAM1-5 es estable in vitro hasta 6 horas después del radiomarcado, asi como in vivo en la
sangre de los ratones, como se demuestra por HPLC. Esto permite utilizar la tomografia SPECT/CT 3 horas después
de la inyeccién. En ese momento, los inventores han identificado con éxito mediante la tomografia SPECT/CT las
lesiones ateroscleroéticas situadas en el cayado aértico de ratén ApoE , con débil actividad de ruido de fondo en el
miocardio y la sangre. La autorradiografia y la inmunohistoquimica han confirmado que la absorcion adrtica de
ggmchAbVCAMl 5 se dirigia a las lesiones ateroscleroticas VCAM-1 positivas. Por tanto, estos experimentos han
mostrado que ™ T¢c-cAbVCAML-5 es un radiomarcador apropiado para las técnicas de formacion de imagen in vivo
no invasivas de procesos inflamatorios que se producen en las lesiones ateroscleréticas.

Comparacion con otros radiomarcadores

[0149] Recientemente se han evaluado otros radiomarcadores derivados de anticuerpos para la formacion de
imagen de placas de ateroma vulnerables utilizando la tomografia SPECT (Temma et al. (2010) J. Nucl. Med.
51:1979-1986; Kuge et al. (2010) Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 37:2093-2104). Sin embargo, la reducida
depuracion de los anticuerpos completos produce proporciones objetivo/ ruido de fondo insuficientes, lo que destaca
la necesidad de utilizar fragmentos de anticuerpo. Entre los radlomarcadores anteriormente evaluados para la
formacion de imagen médica SPECT o PET, las lesiones aterosclerdticas, el ®FDG ha demostrado una absorcion
elevada en los macrofagos, que permite el uso de técnicas de formacion de imagen in vivo de lesiones carotideas en
el hombre (Rudd et al. (2002) Circulation 105:2708-2711). Sin embargo, a causa del fuerte ruido de fondo en el
miocardio, la formacion de imagen de las lesiones coronarias sigue siendo muy dificil, a pesar del uso potencial de
un régimen especifico destinado a disminuir la absorcién en el miocardio (Wykrzykowska et al. (2009) J. Nucl. Med.
50:563-568). De forma similar, en un modelo de ratén de aterosclerosis, Laitinen et al. han demostrado que la
absorcion en el miocardio de '|FDG era de 18,13+10,59 %ID/g frente a 0,41+0,16 %ID/g en las lesiones
ateroscleréticas 1 hora después de la inyeccion (Laitinen et al. (2006) Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging 33:1461-
1467).

Conclusion

[0150] De este modo, los presentes inventores han identificado y producido cuatro nanocuerpos anti-VCAM-
1, con reactividad cruzada para VCAM-1 humano, que presentan caracteristicas |mportantes _para un uso en
formacion de imagen médica. En particular, los inventores han demostrado directamente que "Tc-cAbVCAML-5
permitia identificar con éxito lesiones aterosclerdticas in vivo mediante la tomografia SPECT/CT.
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<210>1
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR1 de cAbVCM1-5

<400>1

<210>2
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR2 de cAbVCAM1-5

<400> 2

<210> 3
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR3 de cAbVCAM1-5

<400> 3

Arg Ser Ser Pro Tyr Ser Phe Ala Trp Asn Asp Pro Ser Asn Tyr Asn

1

Tyr

<210>4
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<212> PRT
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<220>
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<210>5
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de cAbVCAM1-3

<400> 5

<210>6
<211>16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR3 de cAbVCAM1-3

<400> 6

Gly Ser Gly Arg Asp Ser Tyr Asp Cys Tyr Ser Gly Ser Trp Cys Pro

1

<210>7
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR1 de cAbVCAM1-8

<400> 7

<210>8
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR2 de cAbVCAM1-8

Gly Ile Asn Val Asp Gly Ser Asn

1

5

25
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Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Tyr Met Thr
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<400> 8

Arg Ile Asn Ser Asp Gly Ser
1 5

<210>9
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR3 de cAbVCAM1-8

<400>9

Gly Lys Ser Ser Val
1 5

<210> 10
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR1 de cAbVCAM1-9

<400> 10

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Tyr Met Ser
3 5

<210>11
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR2 de cAbVCAM1-9

<400> 11

Gly Ile Asn Val Asp Gly Ser Asn
1 5

<210> 12
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

26



<223> CDR3 de cAbVCAM1-9

<400> 12
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Gly Ser Gly Arg Asp Ser Tyr Asp Cys Tyr Ser Gly Ser Trp Cys Pro

1

<210> 13
<211> 126
<212> PRT

10 <213> Atrtificial

<220>

<223> cAbVCAM1-5

15 <400> 13

Gln

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Tyr

<210> 14

20 <211>125
<212> PRT
<213> Artificial

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Asn

Gln

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Arg

Tyr
115

Leu

Leu
20

Trp

Arg

Phe

Asn

Ser
100

Trp

5

Gln

Ser

Phe

Phe

Thr

Asn

85

Ser

Gly

Glu

Cys

Arg

Pro

Ile

70

Leu

Pro

Gln

Ser

Ala

Gln

Asp

Ser

Asn

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Asp

His

Pro

Ser

Thr
120

27

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Gln

10

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Asn

Asp

90

Ala

val

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Thr

val

Thr

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Asn

val

Gln

Asn

Arg

45

Ala

Asn

Met

Asp

Ser
125

Thr

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Pro

110

Ser

15

Gly

15

Ile

Gly

Ser

Val

Tyr

95

Ser

Gly

Met

Val

Val

Tyr

80

Cys

Asn
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<223> cAbVCAM1-3

<400> 14

Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Cys

<210> 15
<211>113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Thr

Pro

<223> cAbVCAM1-8

<400> 15

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Lys
115

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ser
100

Gly

Gln

Ser

val

val

Thr

Ser

85

Gly

Gln
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Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Ser

Gln
120

28

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Thr

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Cys

val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Tyr

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser
125

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Ser Trp
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Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly
65

Gln

Glu

Ser

<210> 16
<211> 125
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Arg

Arg

Met

Gly

<223> cAbVCAM1-9

<400> 16

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Thr

Ser

Ser
100

Gln

Ser

Val

Ser

Ile

Leu

85

Ser
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Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Lys

Val

Ser

Ala

Arg

Gly

Arg

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gln
105

Gly

10

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Gly

Thr

Val

Thr

Gly

Leu

60

Asn

Trp

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Thr

Tyr

Val

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Gly
15

Asn

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Val

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Val

Ser

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

1

5

29

10
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

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

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Gly Ser Gly Arg Asp Ser Tyr Asp Cys Tyr Ser Gly Ser Trp
100 105 110

Cys Pro Lys Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 17
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR1 de cAbVCAM1-5

<400> 17

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

<210> 18
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR2 de cAbVCAM1-5

<400> 18
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Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Lys Arg Glu Gly Val Ala

1

<210>19
<211>41
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> FR3 de cAbVCAM1-5

<400> 19

5

10

Ala Tyr Tyr Ala Gly Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser His Asp

1

15

Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Asn Pro Glu

25

Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala Ala

35

<210> 20
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR4 de cAbVCAM1-5

<400> 20

40

30

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser

1

<210> 21
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR1 de cAbVCAM1-3

<400> 21

5

31
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

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

<210> 22
<211> 14

5 <212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> FR2 de cAbVCAM1-3
10

<400> 22

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

15 <210>23
<211>41
<212> PRT
<213> Artificial

20 <220>
<223> FR3 de cAbVCAM1-3

<400> 23

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
1 5 10 15

Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu
20 25 30

Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Thr
35 40

25

<210> 24

<211>11

<212> PRT
30 <213> Atrtificial

<220>
<223> FR4 de cAbVCAML1-3

35 <400> 24
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Lys Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 25
<211> 26

5 <212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> FR1 de cAbVCAM1-8
10

<400> 25

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

15 <210> 26
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

20 <220>
<223> FR2 de cAbVCAML1-8

<400> 26

Trp Val Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

25

<210> 27

<211>41

<212> PRT
30 <213> Artificial

<220>
<223> FR3 de cAbVCAM1-8

35 <400> 27
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Thr Leu Tyr Leu Pro Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
1 5 10 15

Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu
20 25 30

Asp Thr Gly Trp Tyr Tyr Cys Val Glu
35 40

<210> 28
<211>11

5 <212>PRT
<213> Artificial

<220>

<223> FR4 de cAbVCAM1-8
10

<400> 28

Arg Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

15 <210> 29
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

20 <220>
<223> FR1 de cAbVCAM1-9

<400> 29

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25
25

<210> 30

<211> 14

<212> PRT
30 <213> Artificial

<220>
<223> FR2 de cAbVCAM1-9

35 <400> 30
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Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

<210> 31
<211>41
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR3 de cAbVCAM1-9

<400> 31

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

1 5 10

Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu

20 25 30

Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Thr
35 40

<210> 32
<211>11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> FR4 de cAbVCAM1-9

<400> 32

Lys Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 33
<211> 132
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cAbVCAM1-5 6His

<400> 33

35
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Gln

Ser

Tyr

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Tyr

His

<210> 34
<211> 131
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Ala

Asn

His
130

Gln

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Arg

Tyr

115

His

<223> cAbVCAM1-3 6His

<400> 34

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Phe

Asn

Ser

100

Trp

His

Gln

Ser

Phe

Phe

Thr

Asn

85

Ser

Gly
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Glu

Cys

Arg

Pro

Ile

70

Leu

Pro

Gln

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Asn

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asp

His

Pro

Ser

Thr
120

36

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Phe

105

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Asn

Asp

90

Ala

Val

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ala
75

Thr

Trp

Thr

Val

Thr

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Asn

Val

Gln

Asn

Arg

45

Ala

Asn

Met

Asp

Ser
125

Thr

Ser

Glu

Gly

Thr

Tyr

Pro

110

Ser

Gly

15

Ile

Gly

Ser

val

Tyr

95

Ser

His

Gly

Met

Val

Val

Tyr

80

Cys

Asn

His
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Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Cys

<210> 35
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> 6His

<400> 35

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Thr

Pro

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Lys
115

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ser

100

Gly

Gln

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Gly

Gln
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Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Arg

Gly

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Asp

Thr

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Ser Asn

Arg Asp

Ser Glu

Ser Tyr

105

Gln Val
120

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asp

Thr

His His His

130

37

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Cys

val

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Tyr

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser
125

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

His

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

His

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

His
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<210> 36
<211>131
<212> PRT
<213> Artifi

<220>

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly

65

Gln

Glu

Ser

cial

Val

Leu

Met

Arg

Arg

Met

Gly

His

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Phe

Asn

Lys

His
115

<223> cAbVCAM1-9 6His

<400> 36

Gln Val Gln

1

Ser Leu Arg

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Thr

Ser

Ser

100

His

Leu Gln Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Gln

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Nanocuerpo dirigido contra VCAM-1 que comprende:

a) las secuencias de aminoécidos (i) YTNSIMYMA (SEQ ID NO: 1) como CDR1, (ii) AIRFPDDS (SEQ ID NO: 2)
como CDR2 vy (iii) RSSPYSFAWNDPSNYNY (SEQ ID NO: 3) como CDR3; o b) las secuencias de aminoacidos (i)
FTYSSYYMS (SEQ ID NO: 4) como CDR1, (i) GINVDGSN (SEQ ID NO: 5) como CDR2 vy (iii)
GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 6) como CDR3; o c) las secuencias de aminoacidos (i) FTFSNYYMT (SEQ
ID NO: 7) como CDR1, (ii) RINSDGS (SEQ ID NO: 8) como CDR2 y (iii) GKSSV (SEQ ID NO: 9) como CDR3; o d)
las secuencias de aminoéacidos (i) FTFSSYYMS (SEQ ID NO: 10) como CDR1, (ii) GINVDGSN (SEQ ID NO: 11)
como CDR2 y (iii) GSGRDSYDCYSGSWCP (SEQ ID NO: 12) como CDRS;

0 una variante funcionalmente conservadora del nanocuerpo definida en a), b), ¢c) o d) que comprende una
sustitucion conservadora de uno o dos aminoacidos en, respectivamente una, dos o tres de las secuencias SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8 y SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12.

2. Nanocuerpo segun la reivindicacién 1, donde dicho nanocuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada en el grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16.

3. Nanocuerpo segun la reivindicacion 1 o 2, donde dicho nanocuerpo consiste en la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 13.

4. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho nanocuerpo esté asociado a
un marcador detectable.

5. Nanocuerpo segun la reivindicacion 4, donde dicho marcador detectable es un radioelemento.

6. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso como agente de contraste en
la formacion de imagen médica in vivo, no invasiva.

7. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en métodos de diagndstico o
de prondstico.

8. Nanocuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para utilizarlo como medicamento.

9. Uso de un nanocuerpo como el que se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para la
deteccion in vitro de VCAM-1 en una muestra.

10. Compuesto farmacéutico que comprende un nanocuerpo como el que se ha definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 asociado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Acido nucleico que comprende una secuencia nucleica codificante del nanocuerpo como el que se ha
definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

12. Vector que comprende un acido nucleico como el definido en la reivindicacion 11.

13. Célula transinfectada, infectada o transformada con un &acido nucleico segun la reivindicacion 11 o un
vector segun la reivindicacion 12.

14. Método de produccion de una célula anfitriona recombinante que expresa un nanocuerpo como el que

se ha definido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho método comprende las etapas que
consisten en:

(i) introducir in vitro o ex vivo un acido nucleico segun la reivindicacion 11 o un vector segun la reivindicaciéon 12 en
una célula anfitriona competente,

(ii) cultivar in vitro o ex vivo la célula anfitriona recombinante obtenida y

(i) eventualmente, seleccionar las células que expresan y/o secretan dicho nanocuerpo.
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15. Método de produccién de un nanocuerpo como el que se ha definido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, donde dicho método comprende las etapas que consisten en:

(i) cultivar una célula transifectada o infectada o transformada segun la reivindicaciéon 13, en condiciones apropiadas

5 para permitir la expresion de dicho nanocuerpo, y
(i) recuperar el nanocuerpo expresado.
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