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DESCRIPCION
Anticuerpos para la deteccion de complejos de integrina en material FFPE

La invencion se refiere al uso de anticuerpos descritos en el presente documento para detectar integrinas en tejido
incrustado en parafina fijado con formalina (FFPE) de archivo. La invencion también se refiere a anticuerpos de
conejo monoclonales preparados con un inmunégeno que es un dominio de integrina extracelular recombinante
derivado de cultivo de expresién de insecto, como se expone ademas en las reivindicaciones adjuntas.

Las integrinas son una familia de moléculas de adhesién celular compuestas de dos cadenas no covalentemente
asociadas. La estructura compleja multidominio de las integrinas es sensible a modulacién sutil. Las integrinas se
regulan en muchos niveles, incluyendo traduccion y transcripcién, glicosilacion post-transduccional, distribucién en
superficie celular, activacién en superficie celular por indicadores intracelulares y activacion en superficie celular por
indicadores extracelulares. Las cadenas tanto alfa como beta son proteinas transmembrana clase |, que atraviesan
la membrana e integran la matriz extracelular con el compartimiento intracelular, proporcionando de esta manera una
ruta para las sefiales lo que finalmente conduce al control de adhesion, proliferacion, supervivencia, migracion e
invasion.

Las integrinas son objetivos terapéuticos en la mayoria de las patologias humanas. Por ejemplo en cancer, las
integrinas de la serie alfa-v (avp1, avf3, av5, avp6 y avp8) estan implicadas de modo distinto en la angiogénesis,
en la proteccion de células tumorales de la quimio- y radio-terapia, en la supervivencia tumoral y expresion
inmunitaria local. También, a5B1 y a4f1 estan implicadas en la angiogénesis, en tanto que a2B1, y a6p4, se han
implicado en la proliferacion tumoral. La sobre-expresién de av33 correlaciona con la fase invasora de melanoma
humano, y tanto av3 como avB5 se favorecen especificamente en la expresion en el endotelio invasivo de tumor,
donde parecen regular las funciones de factores de crecimiento angiogénicos en la superficie endotelial. El patrén
preciso de expresion de las integrinas es altamente variable tanto entre como dentro de una clase dada de tumores y
refleja la biologia funcional. Por lo tanto, también son biomarcadores del estado tumoral, y el patrén de expresion es
pronostico del resultado y puede definir oportunidades terapéuticas.

El anticuerpo monoclonal DI-17E6 dirigido contra la cadena de av-integrina, y cilengitida, un pentapéptido que
contiene RGD ciclizado, que inhibe las integrinas avf33 y avp5 estan en desarrollo clinico. Sin embargo, el potencial
terapéutico completo de las terapias que tienen como objetivo las integrinas aln tiene que ser logrado, en parte
debido a que hay una imagen notablemente incompleta de los patrones de expresion de integrinas en condiciones
patoldgicas. La caracterizacion patologica de la distribucion de las integrinas ha dependido de los estudios en tejidos
recién congelados. Esta bien establecida la relacion de las células vivas a la criotincion, y los tejidos congelados son
excelentes sustratos para la tincion de integrinas, pero su nivel de conservacion y la fidelidad ultra-estructural son
mucho menores que aquella de rutina en el material FFPE. Esto puede afectar de forma critica las interpretaciones
de la tinciéon en tejido complejo. Ademas, la practica clinica de rutina, y en general los bancos de tejido
comercialmente disponibles, proporcionan material FFPE; la obtenciéon de material clinico congelado es cuestion de
logistica y frecuentemente un reto clinico-cultural, o simplemente una imposibilidad cuando se trata con ciertos
tumores y con muestras clinicas raras y preciadas.

Es debido a las necesidades conflictivas de la histologia clasica y de la estructura de las integrinas que en la técnica
anterior se ha impedido la deteccion inequivoca de las integrinas en material FFPE. La histologia necesita una
conservacion morfolégica excelente y fuerte de estructuras de tejido, que comprende una reticulacion extensa,
infiltracién y estabilizacion de tejidos blandos hidréfilos por reactivos insolubilizantes hidrofobos, tal como solucién de
formaldehido, alcoholes graduados y cera de parafina, opcionalmente junto con impacto térmico. Se conoce que la
fijacion e incrustacién, especialmente como se practica en los laboratorios de histologia clinica pueden encubrir o
aln destrozar los epitopos. Las condiciones no nativas dan por resultado integrinas que ya sea no se extraen o no
se degradan, pero principalmente se opacan. Los heterodimeros obligados de integrina, conformacionalmente
activos, son sensibles a este cambio conformacional, y no se pueden recuperar faciimente de la oclusién como se
presenta durante los procedimientos FFPE.

Puesto que la quimica comprendida en la fijacién e incrustacion de tejido afecta seriamente la estructura de las
integrinas, los anticuerpos monoclonales disponibles definitorios usados por los expertos en la técnica no reconocen
de forma confiable las integrinas después del procesamiento FFPE. Los anticuerpos que reconocen los dominios
citoplasmicos de las integrinas estan restringidos necesariamente a cadenas individuales de integrina, que conduce
a patrones ambiguos de tincion en el material FFPE puesto que no indican la distribucién de heterodimeros intactos
de integrinas. Adicionalmente, estos anticuerpos, que estan dirigidos contra epitopos peptidicos cortos, tienden a ser
independientes de la conformacion, lo que conduce a la deteccién de cadenas individuales o a productos de
degradacion, y una menor especificidad y afinidad que los anticuerpos que detectarian complejos intactos de
integrinas.

Varios anticuerpos monoclonales de ratén, tal como el anticuerpo LM609 anti-integrina av3, monoclonal de raton,
detecta las integrinas avf3 y avB5 usando tejido congelado o FACS, sin embargo, no muestran marcacion
significativa o reproducible de sus epitopos en el material FFPE. Las deficiencias de los anticuerpos monoclonales
murinos en su reconocimiento restringido de epitopos y la baja afinidad son ampliamente reconocidas. Los patrones
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de distribucidn vistos cuando se usan estos anticuerpos en el material FFPE divergen de los patrones observados en
material crio-seccionado, recién congelado; en tanto que estos Ultimos perfiles de expresién corresponden mas
cercanamente a aquellos de células viables obtenidos de estos tejidos. La tincion FFPE con estos anticuerpos se
debe ver como origen incierto, y tiene que desarrollarse una tecnologia en la recuperaciéon de antigenos para
recuperar estos determinantes de material FFPE.

En la actualidad, no estd disponible un anticuerpo monoclonal que reconozca de forma fuerte los epitopos
extracelulares de avf33 o avf5 en tejido FFPE, permitiendo la caracterizacion de integrinas en el tejido tumoral FFPE
de pacientes. El resultado final de esta situacion es que no se pueden analizar decenas de especimenes patolégicos
para los perfiles de expresidon de integrinas que pueden revelar poblaciones de pacientes quienes pueden
beneficiarse de terapias que tienen como objetivo las integrinas. En la vista terapéutica emergente, este déficit
puede significar que los productos terapéuticos efectivos nunca puedan alcanzar tragicamente lo necesario.

Por lo tanto, el problema técnico que forma la base de la presente invencion es proporcionar anticuerpos, que
permitan una deteccion confiable e inequivoca de complejos de integrinas en material FFPE, especialmente en
biopsias de rutina de tumor FFPE.

La presente invencion soluciona el primer problema al proporcionar un anticuerpo como se establece en las
reivindicaciones adjuntas. El anticuerpo obtenido comprende al menos una regién variable de cadena ligera (VL) y/o
al menos una region variable de cadena pesada (VH), comprendiendo cada una de las regiones al menos una regién
determinante de complementariedad (CDR) de origen de conejo y opcionalmente una o0 mas regiones marco (FRs),
donde el anticuerpo tiene la capacidad de unirse a un dominio extracelular de integrina.

En mas detalle, se proporciona un anticuerpo monoclonal de conejo, mismo, obtenido como se establece en las
reivindicaciones adjuntas, tanto contra la integrina con patron de glicosilacion derivado de insecto como contra
integrina con cualquier otro patron de glicosilacién eucaridtico, en donde el anticuerpo comprende al menos una
region variable de cadena ligera (VL) y una regién variable de cadena pesada (Vw), en donde el anticuerpo tiene
especificidad de unién a antigeno para un epitopo no ocluido de un dominio extracelular de integrina o dominio
extracelular de cadena de integrina, y en donde el anticuerpo es capaz de unirse a heterodimeros intactos de
integrina en material incrustado en parafina fijado con formalina (FFPE) y en una forma aislada en ELISA y en un
estado nativo en células viables con sustancialmente la misma especificidad.

De manera sorprendente, se ha demostrado por los inventores que los anticuerpos capaces de FFPE se pueden
generar facilmente al usar el dominio extracelular o intracelular de integrinas o cadenas de integrinas como
inmunogeno en conejos. Se obtienen mejores resultados con el dominio intacto, que se puede expresar de manera
favorablemente recombinante. En particular, se ha probado que los dominios heterodiméricos extracelulares de
integrina son inmunodgenos efectivos si se preparan en células de insecto. La provisién de inmundgenos truncados
de integrina de acuerdo a la invencién mejora de forma significativa la accesabilidad de los epitopos y da por
resultado anticuerpos de sensibilidad delicada y especificidad al antigeno. Los anticuerpos monoclonales de conejo
se unen de forma selectiva al antigeno, pero independientemente del patrén de glicosilacion. Aunque los anticuerpos
activos de la invencién se formulan contra proteinas recombinantes derivadas de insectos, son multifuncionales en
términos del patron de glicosilacion antigénica y por lo tanto, se consideran como adecuados para el reconocimiento
de un antigeno recombinante derivado de insecto, pero sin que se limite a este patrén. Los anticuerpos de la
invencion son bien adecuados para reconocer el dominio extracelular de una integrina especifica o partes de la
misma de cualquier patrén de glicosilacion eucaridtica. Se debe entender que los patrones de glicosilaciéon no estan
mezclados, sino que se derivan de un organismo o célula eucariética distinta, respectivamente. Al hacerlo asi, los
anticuerpos generados son especialmente capaces de reconocer la estructura objetivo dentro de una matriz FFPE
compleja. Los inventores han mostrado adecuacion inesperada de estos anticuerpos para la deteccion de integrinas
en tejido FFPE. La adecuacién se demuestra en cuanto que los anticuerpos resultantes son intensivamente
especificos y activos en el material FFPE. Es un efecto abrumador que los complejos de integrina en el material
FFPE se puedan detectar facilmente por el anticuerpo de la invencion. En tanto que los anticuerpos monoclonales
clasicos no trabajan en material FFPE, los anticuerpos de la invencion se unen de manera sustancial a sus
antigenos en el material FFPE y en células viables con la misma especificidad; esto Gltimo se prueba sin limitaciones
en citometria de flujo de células vivas (por ejemplo, clasificacion celular activada por fluorescencia, de forma breve
FACS). Los anticuerpos de la invencion también se pueden unir de forma sustancial a sus antigenos en el material
FFPE y en una forma aislada en ELISA con la misma especificidad; esto ultimo se prueba sin limitaciones en ELISA
normales como se describe en el transcurso de la presente especificacion y se detalla en el ejemplo 3.3. El patréon de
tincion en tejido FFPE logrado con esto es de clara ventaja con respecto a los resultados ambiguos obtenidos
necesariamente de anticuerpos de la técnica anterior.

A la fecha, se han descrito las composiciones de al menos 24 complejos de integrina. Las integrinas son una familia
de moléculas de adhesion celular compuestas de dos cadenas no covalentemente asociadas. Ambas subunidades
alfa(a) y beta(p), atraviesan la membrana e integran la matriz extracelular con compartimiento intracelular, para
distribuir estas sefiales extracelulares que controlan la adhesion, proliferacién, migracion e invasion celular. En base
a la composicion respectiva, los dominios extracelulares e intracelulares de integrina se asignan y conocen y se
pueden preparar por procesos convencionales. Se aisla ya sea un dominio de origen natural de una muestra
bioldgica o el dominio se expresa de forma recombinante y se purifica posteriormente. De manera particular, la
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muestra se toma in vivo de un mamifero que se va a analizar para el patron de distribucién de integrina. El retiro de
la muestra debe seguir la buena practica médica.

Se pueden tomar muestras biolodgicas de cualquier clase de especie biolégica que tenga una integrina de interés,
pero la muestra se toma especialmente de un animal de laboratorio o un humano, de manera mas preferente una
rata, raton, conejo o humano. El procesamiento de la integrina de etapa posterior se lleva a cabo por cualquier
proceso conocido en la técnica y se sigue por division de dominio y separando el dominio extracelular o intracelular.
Se puede realizar la lisis celular en amortiguadores de lisis, adecuados, bien conocidos, que pueden provocar un
choque osmético y perforar la membrana celular. También se puede destruir la estabilidad de la estructura celular
por fuerzas mecanicas, tal como molino de bolas, prensa francesa, ultrasonido, etc., por degradacion enzimatica de
la pared celular y la membrana celular, respectivamente, y/o por la accion de tensioactivos. Las integrinas se pueden
purificar adicionalmente para remover las sustancias perturbadoras, o las integrinas se pueden concentrar en la
muestra. El procesamiento de etapa posterior y/o la concentracion se realizan de manera preferente por el método
de precipitacion, dialisis, filtracion en gel, elucién en gel o cromatografia, tal como HPLC o cromatografia de
intercambio idnico. Se recomienda combinar varios métodos para mejores rendimientos.

El dominio extracelular de integrina se expresa de forma recombinante y se purifica. Se puede obtener el ADN que
codifica para la secuencia de proteina, se amplifica, opcionalmente se altera 0 se sintetiza con técnicas conocidas
por el experto en la técnica. El ADN se puede introducir en un vector y transcribir y traducir en células. EI dominio se
puede fusionar con una marca por cromatografia de afinidad, tal como la Strep-marca, His-marca, GST-marca, Arg-
marca o la proteina de union de calmodulina, o se purifica usando técnicas establecidas de purificacion por afinidad
de anticuerpos. Una columna se carga con la suspension de proteina y todos los componentes que carecen de la
marca se diluyen de forma inmediata. Después de la remocion de los aglutinantes no especificos por pasos de
lavado, la construccién fusionada de la marca se remueve de la columna. Si la marca afecta la inducciéon de los
anticuerpos, se escinde antes de la inmunizacion.

Varios sistemas de expresion son estado de la técnica. De manera interesante, el titulo contra los elementos de la
proteina del inmundégeno se puede incrementar de forma benéfica si se aplican dominios de integrina, recombinantes
derivados de insecto. Las glicoproteinas mamiferas, recombinantes, derivadas de insecto estan incompletamente
glicosiladas, y carecen de procesamiento de azlcares terminales y de extension, lo que significa que los epitopos de
la proteina estan altamente expuestos en comparacién a proteinas no recombinantes o proteinas recombinantes de
expresion eucaridtica convencional. Por lo tanto, se prefiere que el dominio de integrina inmundgeno tenga un patrén
de glicosilacién derivado de insecto, de manera preferente el dominio extracelular. Ademas, las propiedades
antigénicas para producir 0 mas bien para incrementar una respuesta inmunitaria se pueden afectar cuando se une
el antigeno a un portador grande, tal como una proteina o polisacarido; el portador puede ser uno que no produce
una respuesta inmunitaria por si mismo.

En la invencién, el dominio de integrina tiene una estructura primaria humana, es decir, la secuencia de aminoacidos
se alinea con una entrada humana al hacer corresponder las bases de datos, tal como el nimero de acceso de la
base de datos de secuencias, Swiss-Prot. El experto en la técnica conoce estas bases de datos de biologia
molecular a fin de extraer secuencias que se van a aplicar en la presente. En la presente invencion, el dominio
extracelular de integrina tiene una estructura primaria humana y un patrén de glicosilacion insectil.

El anticuerpo descrito aqui denota un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina, o fragmentos del mismo.
El anticuerpo comprende al menos una cadena ligera y/o al menos una cadena pesada, de manera preferente al
menos una cadena ligera y al menos una cadena pesada, de manera mas preferente dos cadenas ligeras y dos
cadenas pesadas, cada una de ellas como se define mas adelante en la presente. Esto significa que, la cadena
ligera comprende al menos una CDR individual, de manera patrticular de origen de conejo, en la region variable de
esta cadena ligera (VL) y opcionalmente al menos una FR individual en la region variable de esta cadena ligera (VL),
de manera preferente al menos la CDR y al menos la FR. La cadena pesada comprende al menos una CDR
individual, particularmente de origen de conejo, en la region variable de la cadena pesada (V+) y al menos una FR
individual en la region variable de la cadena pesada (V+), de manera preferente al menos la CDR y al menos la FR.
Dentro de la porcién de unién a antigeno de un anticuerpo, las CDR interactian directamente con el epitopo del
antigeno en tanto que las FR mantienen la estructura terciaria del paratopo. Tanto en la cadena ligera como en la
cadena pesada de las inmunoglobulinas, hay de tres a cuatro regiones marco (FR-1 hasta FR-4) separadas
respectivamente por tres regiones determinantes de complementariedad (CDR-1 hasta CDR-3). Las CDR o regiones
hipervariables, en particular las regiones CDR-3, mas particularmente las CDR-3 de cadena pesada, son bastante
responsables de la especificidad y afinidad del anticuerpo.

La region variable de cadena ligera (VL) comprende preferiblemente dos CDR, de manera mas preferente tres CDR,
de manera mas preferente conjuntamente con el mismo nimero de FR 0 ain una FR mas. La region variable de
cadena pesada (VH) comprende preferiblemente dos CDR, de manera mas preferente tres CDR, de manera mas
preferente conjuntamente con el mismo nimero de FR o aun una FR mas. El anticuerpo de la invencion comprende
preferiblemente la regién variable de cadena ligera (VL) y la regién variable de cadena pesada (V+), cada una de las
regiones comprende dos CDR, de manera mas preferente tres CDR, de manera altamente preferente conjuntamente
con el mismo nimero de FR o aun una FR mas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2622487 T3

En otras palabras, el anticuerpo de la invencion debe comprender al menos esa estructura minima de una region
variable de una cadena individual, que confiere capacidad de unién a cualquier dominio de integrina o el dominio
extracelular en particular. El anticuerpo también puede estar presente como un ndmero de otros fragmentos bien
caracterizados de una inmunoglobulina o ain como una inmunoglobulina intacta con la condicion que se de la
estructura minima mencionada anteriormente. Los fragmentos se seleccionan de manera preferente del grupo que
comprende cadena pesada (H), cadena ligera (L), regiones variables (V), fragmento variable de cadena individual
(scFv), fragmentos Fab que consisten de una cadena ligera de anticuerpo covalentemente unida y una porcién de la
cadena pesada (Fq) de anticuerpo, y similares.

La cadena ligera del anticuerpo puede comprender adicionalmente una regién constante de la cadena ligera (CL). De
manera similar, la cadena pesada del anticuerpo puede comprender adicionalmente una region constante de la
cadena pesada (Cn), 0 una porcion de la misma, en donde la porcion se refiere especialmente a la region constante
dentro de la region Fq. El fragmento Fa es el determinante principal de la especificidad del anticuerpo y retiene la
capacidad de union al epitopo en el aislamiento. El anticuerpo de la invencion también se puede completar por el
fragmento Fc como efector de la cascada de complemento, que no estad comprendido en la unién al antigeno. Los
fragmentos, tal como los fragmentos Fan y Fc, se pueden producir por escision usando varias peptidasas.
Adicionalmente, los fragmentos se pueden manejar y expresar de forma recombinante, de manera preferente scFv.

En el alcance de la invencion, el anticuerpo es de origen monoclonal. Usualmente se producen anticuerpos
policlonales en organismos mamiferos cuando se provoca una respuesta inmunitaria por antigenos que son extrafios
al organismo y que tienen un peso molecular que excede 3.000 g/mol. Los anticuerpos de la invencién son
monoclonales. Las grandes ventajas de los anticuerpos monoclonales incluyen una fuente inmortal de reactivos,
propiedades estables de anticuerpos y especificidad precisa. El experto en la técnica conoce bien las técnicas
populares para producir anticuerpos monoclonales, tal como la tecnologia de hibridoma.

Las especies hospedadoras favorables para la produccién de anticuerpos policlonales y/o monoclonales
comprenden conejo. Los anticuerpos de conejo, de manera mas preferente anticuerpos monoclonales de conejo
(RabMab), exhiben mayor afinidad junto con un intervalo mas amplio de reconocimiento de epitopos que los
monoclonales de ratén, en tanto que debido a la divergencia en los sistemas inmunitarios, y las CDR extendidas, se
pueden producir respuestas mas fuertes a los epitopos, de manera preferente a los epitopos humanos, en
comparacion a las respuestas murinas. Se debe entender que se pueden manejar genéticamente anticuerpos
guiméricos, que las CDR, las FR, y/o las regiones constantes se derivan de fuentes mamiferas diferentes con la
condiciéon que una o mas CDR tengan una fuente de conejo. Por consiguiente, se pueden obtener anticuerpos
quiméricos al reemplazar no solo la CDR sino las regiones variables completas de las cadenas ligera y pesada de
origen no de conejo. La afinidad de los sitios de union al antigeno se puede influenciar de forma alternativa por
intercambio selectivo de algunos aminoacidos dentro de las regiones variables.

El principio basico para producir anticuerpos monoclonales de conejo fue como para los monoclonales de raton.
Después de la inmunizacién de los conejos, se toma el bazo de estos conejos produciendo suero policlonal. Las
células B aisladas de conejo de los conejos inmunizados se fusionaron con una linea de células de plasmocitoma de
conejo para producir hibridomas estables. Las células de hibridoma se prueban para secrecion de anticuerpos, que
son especificos para el inmunégeno, y se pueden clonar de forma subsiguiente. El establecimiento original de la
linea de células compafieras de fusion de hibridomas de conejo se describe por Spieker-Polet et al., PNAS USA
1995, 92(20): 9348-9352. Se describen desarrollos adicionales de la linea de células compafieras de fusion en US
7,429,487 B2. Se publican ain métodos adicionales en las solicitudes de patente de los Estados Unidos numeros
10/705,109; 10/266,387; 10/313,881; 10/350,841 y 11/476,277. El ADNc de inserciones que codifican para el
anticuerpo se clona de forma preferente, se secuencia y se inserta en un vector de expresion para permitir la
produccion de anticuerpos completamente definidos. El experto en la técnica conoce técnicas adecuadas para la
producciéon recombinante de anticuerpos, tal como en el sistema de expresion de células EBNA de acuerdo a Pham
et al., Biotech Bioeng 2003, 84(3): 332-342.

El anticuerpo se dirige de forma particular contra el dominio extracelular de integrinas avf33, avf35, av3é o avf38.

En una realizacién especial preferida de la presente invencion, el anticuerpo se dirige contra el dominio extracelular
de la integrina avP3. Las CDR adecuadas en la VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 81
(CDR-1-VL-avfp3), SEQ ID NO: 82 (CDR-2-VL-av(33) y/o SEQ ID NO: 83 (CDR-3-VL-avf33), y/o las CDR adecuadas
en Vv comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 84 (CDR-1-Vu-avf3), SEQ ID NO: 85 (CDR-2-Vh-
avf3) y/o SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vhx-avB3). De manera preferente, las CDR en VL comprenden secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 81 (CDR-1-V.-av(33), SEQ ID NO: 82 (CDR-2-Vi-avf33) y/o SEQ ID NO: 83 (CDR-3-Vi-
avf33), y/o las CDR en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 84 (CDR-1-Vh-avp3), SEQ ID
NO: 85 (CDR-2-Vu-avB3) y/o SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vu-avp3). De manera méas preferente, las CDR en VL
comprenden secuencias de amino4cidos de SEQ ID NO: 81 (CDR-1-V_.-avf33), SEQ ID NO: 82 (CDR-2-V.-avf33) y/o
SEQ ID NO: 83 (CDR-3-Vi-avf3), y las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 84
(CDR-1-Vr-avf33), SEQ ID NO: 85 (CDR-2-Vu-avf33) y/o SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vu-av33).

Con referencia aun al contexto del anticuerpo anti-avp3, las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2622487 T3

aminoécidos de SEQ ID NO: 87 (FR-1-V.-av3), SEQ ID NO: 88 (FR-2-VL-avp33) y/o SEQ ID NO: 89 (FR-3-V.-avf33),
y/o las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO: 91 (FR-1-Vu-avp3), SEQ ID
NO: 92 (FR-2-Vu-avp3), SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vu-avp3) y/o SEQ ID NO: 94 (FR-3-Vu-avf33). De manera preferente,
las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 (FR-1-VL-avf33), SEQ ID NO: 88 (FR-2-V|-
avB3) y SEQ ID NO: 89 (FR-3-VL-avB3), y/o las FR en Vi comprenden secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO:
91 (FR-1-Vw-avf3), SEQ ID NO: 92 (FR-2-Vu-avf33), SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vu-0vB3) y SEQ ID NO: 94 (FR-4-Vu-
avf33). De manera més preferente, las FR en VL comprenden secuencias de amino&cidos de SEQ ID NO: 87 (FR-1-
Vi-avB3), SEQ ID NO: 88 (FR-2-VL-avf3) y SEQ ID NO: 89 (FR-3-VL-avp3), y las FR en Vx4 comprenden secuencias
de amino&cidos de SEQ ID NO: 91 (FR-1-Vu-avp3), SEQ ID NO: 92 (FR-2-Vu-avf33), SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vu-
avB3) y SEQ ID NO: 94 (FR-4-Vu-av3).

Es en el contexto del anticuerpo anti-avf33, en la cual las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 81 (CDR-1-V.-av(33), SEQ ID NO: 82 (CDR-2-V.-avf33) y/o SEQ ID NO: 83 (CDR-3-Vi-
avB3), y las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 (FR-1-V.-avp3), SEQ
ID NO: 88 (FR-2-VL-avp3) y/o SEQ ID NO: 89 (FR-3-VL-av(33). De manera preferente, las CDR en VL comprenden
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 81 (CDR-1-V.-avp33), SEQ ID NO: 82 (CDR-2-Vi.-avB3) y SEQ ID NO:
83 (CDR-3-V.-a0vf3), y las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 (FR-1-VL-avf33),
SEQ ID NO: 88 (FR-2-V.-avB3) y SEQ ID NO: 89 (FR-3-VL-avf33).

Es todavia en el contexto del anticuerpo anti-avp3, en la cual las CDR adecuadas en Vi comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 84 (CDR-1-Vu-avf33), SEQ ID NO: 85 (CDR-2-Vh-av(33) y/o SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vy-
avB3), y las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 91 (FR-1-Vu-avB3), SEQ
ID NO: 92 (FR-2-Vu-avB3), SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vu-avp3) y/o SEQ ID NO: 94 (FR-4-Vu-av(3). De manera
preferente, las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 84 (CDR-1-Vu-avp3), SEQ ID
NO: 85 (CDR-2-Vh-avB3) y SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vu-avB3), y las FR en Vu comprenden secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 91 (FR-1-Vu-av(33), SEQ ID NO: 92 (FR-2-Vh-avf3), SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vh-0vp3) y
SEQ ID NO: 94 (FR-4-Vu-avf33).

En otra realizacién preferida en el contexto del anticuerpo anti-av(33, VL comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 95 (VL-avp3) y/o Vi comprende una secuencia de amino4cidos de SEQ ID NO: 96 (Vu-av(33), de
manera mas preferente, VL consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95 (ViL-av3) y/o Vx consiste
de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 96 (Vx-avp3).

El anticuerpo anti-avf33 se puede completar por regiones constantes de cadena ligera (CL) y/o pesada (Cn). De
manera preferente, CL comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 97 (CrL-avp3) y/o Cx comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 98 (Cn-av33).

Por consiguiente, el anticuerpo anti-av33 comprende de manera mas preferente cadenas ligeras y/o pesadas, en
donde la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 (L-avB3) y/o la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 100 (L-avf3). De manera mas preferente, la cadena
ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 (L-avf3) y/o la cadena pesada consiste una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 100 (L-avp3). En una realizaciéon altamente preferida de la presente
invencion, la cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99 (L-avB3) y/o la cadena
pesada consiste una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 100 (L-avf33).

En otra realizacion preferida, especial de la presente invencion, el anticuerpo se dirige contra el dominio extracelular
de la integrina avB5. Las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (CDR-1-
Vi-avB5), SEQ ID NO: 2 (CDR-2-Vi-avp5) y/o SEQ ID NO: 3 (CDR-3-Vi-avp5), y/o las CDR adecuadas en VH
comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vh-avp5), SEQ ID NO: 5 (CDR-2-Vu-av35) y/o
SEQ ID NO: 6 (CDR-3-VH-av35). De manera preferente, las CDR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 (CDR-1-VL-avf35), SEQ ID NO: 2 (CDR-2-Vi-avp5) y SEQ ID NO: 3 (CDR-3-V.-avf35), y/o las CDR en
Vh comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vu-avB5), SEQ ID NO: 5 (CDR-2-Vh-av35) y
SEQ ID NO: 6 (CDR-3-Vu-avp5). De manera mas preferente, las CDR en V. comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 1 (CDR-1-V.-avB5), SEQ ID NO: 2 (CDR-2-Vi-avB5) y SEQ ID NO: 3 (CDR-3-VL-av(35),
y las CDR en Vx comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vu-av35), SEQ ID NO: 5 (CDR-
2-Vu-avp5) y SEQ ID NO: 6 (CDR-3-VH-av5).

Con referencia aun al contexto del anticuerpo anti-av@5, las FR adecuadas en V. comprenden secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 7 (FR-1-Vi-avB5), SEQ ID NO: 8 (FR-2-VL-av5) y/o SEQ ID NO: 9 (FR-3-VL-avB5), y/o
las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 (FR-1-Vu-av5), SEQ ID NO:
12 (FR-2-Vu-avp5), SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vu-avp5) y/o SEQ ID NO: 14 (FR-4-Vu-avB5). De manera preferente, las
FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 (FR-1-VL-av5), SEQ ID NO: 8 (FR-2-VL-av(35)
y SEQ ID NO: 9 (FR-3-VL-avB5), y/o las FR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 (FR-
1-Vu-av5), SEQ ID NO: 12 (FR-2-Vu-avB5), SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vu-avB5) y SEQ ID NO: 14 (FR-4-Vu-avB5). De
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manera mas preferente, las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 (FR-1-Vi-avf5),
SEQ ID NO: 8 (FR-2-Vi-avB5) y SEQ ID NO: 9 (FR-3-Vi-avp5), y las FR en Vuy comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 11 (FR-1-Vu-av5), SEQ ID NO: 12 (FR-2-Vu-avB5), SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vu-avp5) y
SEQ ID NO: 14 (FR-4-Vu-avph).

Es en el contexto del anticuerpo anti-avB5, en el cual las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 (CDR-1-Vi-av5), SEQ ID NO: 2 (CDR-2-Vi-av5) y/o SEQ ID NO: 3 (CDR-3-V.-
avB5), y las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 (FR-1-Vi-avp5), SEQ
ID NO: 8 (FR-2-VL-avf35) y/o SEQ ID NO: 9 (FR-3-ViL-avp5). De manera preferente, las CDR en VL comprenden
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (CDR-1-Vi-avB5), SEQ ID NO: 2 (CDR-2-Vi-avp5) y SEQ ID NO: 3
(CDR-3-Vi-avB5), y las FR en VL. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 (FR-1-V.-avB5), SEQ ID
NO: 8 (FR-2-VL-avp5) y SEQ ID NO: 9 (FR-3-VL-av(35).

Es todavia en el contexto del anticuerpo anti-avB5, en el cual las CDR adecuadas en Vi comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vu-avf5), SEQ ID NO: 5 (CDR-2-Vu-avB5) y/o SEQ ID NO: 6 (CDR-3-Vk-
avP5), y las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 (FR-1-Vu-av35), SEQ
ID NO: 12 (FR-2-Vu-avB5), SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vu-av5) y/o SEQ ID NO: 14 (FR-4-Vu-avB5). De manera
preferente, las CDR en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vn-av5), SEQ ID
NO: 5 (CDR-2-Vr-avB5) y SEQ ID NO: 6 (CDR-3-Vk-avB5), y las FR en Vi comprenden secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 11 (FR-1-Vu-avB5), SEQ ID NO: 12 (FR-2-Vu-avB5), SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vu-av5) y SEQ ID NO:
14 (FR-4-Vu-av5).

En una realizacion preferida en el contexto del anticuerpo anti-av5, VL comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 15 (ViL-avB5) y/o Vi comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 (Vu-avf35), de
manera mas preferente V. consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 (Vi-avB5) y/o Vu consiste
de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 (Vn-av35).

El anticuerpo anti-avB5 se puede completar por regiones constantes de la cadena ligera (CL) y/o cadena pesada
(CH). De manera preferente, CL comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 (Cr-avB5) y/o CH
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 (Cn-avp5).

Por consiguiente, el anticuerpo anti-avf5 comprende de manera mas preferente cadenas ligeras y/o pesadas, en
donde la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 (L-avR5) y/o la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 (H-avB5). De manera mas preferente, la cadena ligera
consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 (L-avB5) y/o la cadena pesada consiste de una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 (H-avB5). En una realizacion altamente preferida de la presente
invencion, la cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 (L-av5) y la cadena
pesada consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 (H-avf5).

En todavia otra realizacion preferida especial de la presente invencion, el anticuerpo se dirige contra el domino
extracelular de la integrina avp6. Las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 121 (CDR-1-Vi-av36), SEQ ID NO: 122 (CDR-2-VL-avf36) y/o SEQ ID NO: 123 (CDR-3-VL-avf36), y/o las CDR
adecuadas en V4 comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 (CDR-1-Vu-avB6), SEQ ID NO: 125
(CDR-2-Vu-avB6) y/o SEQ ID NO: 126 (CDR-3-Vu-avp6). De manera preferente, las CDR en VL comprenden
secuencias de aminoéacidos de SEQ ID NO: 121 (CDR-1-V.-avf6), SEQ ID NO: 122 (CDR-2-VL-avf36) y SEQ ID NO:
123 (CDR-3-VL-avf36), y/o las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 (CDR-1-Vy-
avB6), SEQ ID NO: 125 (CDR-2-Vu-av6) y SEQ ID NO: 126 (CDR-3-Vr-avp6). De manera mas preferente, las CDR
en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 121 (CDR-1-Vi-avB6), SEQ ID NO: 122 (CDR-2-V.-
av36) y SEQ ID NO: 123 (CDR-3-Vi-avf6), y las CDR en Vy comprenden secuencias de aminoécidos de SEQ ID
NO: 124 (CDR-1-Vh-avp6), SEQ ID NO: 125 (CDR-2-Vk-avp6) y SEQ ID NO: 126 (CDR-3-VH-av(36).

Con referencia aun al contexto del anticuerpo anti-avB6, las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 127 (FR-1-V.-avf6), SEQ ID NO: 128 (FR-2-Vi-avB6) y/o SEQ ID NO: 129 (FR-3-Vi-
avB6), y/o las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vu-avf36),
SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vu-avf36), SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vu-avp6) y/o SEQ ID NO: 134 (FR-4-Vu-av36). De manera
preferente, las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 127 (FR-1-Vi-avf6), SEQ ID NO:
128 (FR-2-Vi-avp6) y SEQ ID NO: 129 (FR-3-VL-avf36), y/o las FR en V4 comprenden secuencias de aminoécidos de
SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vh-avp6), SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vu-avB6), SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vh-avp6) y SEQ ID NO:
134 (FR-4-Vu-avB6). De manera més preferente, las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 127 (FR-1-Vi-avB6), SEQ ID NO: 128 (FR-2-Vi-avB6) y SEQ ID NO: 129 (FR-3-ViL-avf36), y las FR en Vu
comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vu-av6), SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vh-av36),
SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vh-av36) y SEQ ID NO: 134 (FR-4-Vu-avfp6).

Es en el contexto del anticuerpo anti-avB6, en el cual las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 121 (CDR-1-Vi-avB6), SEQ ID NO: 122 (CDR-2-V.-avp6) y/o SEQ ID NO: 123 (CDR-3-
Vi-av6), y las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 127 (FR-1-VL-av(36),
SEQ ID NO: 128 (FR-2-Vi-avp6) y/o SEQ ID NO: 129 (FR-3-ViL-av6). De manera preferente, las CDR en VL
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comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 121 (CDR-1-Vi-avp6), SEQ ID NO: 122 (CDR-2-VL-avp6) y
SEQ ID NO: 123 (CDR-3-VL-avB6), y las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 127 (FR-
1-VL-avB6), SEQ ID NO: 128 (FR-2-Vi-avB6) y SEQ ID NO: 129 (FR-3-V.-avB6).

Es todavia en el contexto del anticuerpo anti-avB6, en el cual las CDR adecuadas en Vi comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 124 (CDR-1-Vr-avf6), SEQ ID NO: 125 (CDR-2-Vh-av6) y/o SEQ ID NO: 126 (CDR-3-
Vu-avB6), y las FR adecuadas en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vu-avp6),
SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vr-av36), SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vu-avp6) y/o SEQ ID NO: 134 (FR-4-Vu-av36). De manera
preferente, las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 124 (CDR-1-Vu-av6), SEQ ID
NO: 125 (CDR-2-Vu-avB6) y SEQ ID NO: 126 (CDR-3-Vu-avB6), y las FR en Vu comprenden secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vu-av36), SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vu-avB6), SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vk-
avB6) y SEQ ID NO: 134 (FR-4-Vu-av36).

En una realizacion preferida en el contexto del anticuerpo anti-av6, VL comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 135 (Vi-avB6) y/o Vi comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 (Vu-av36), de
manera mas preferente V. consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135 (V.L-av36) y/o Vx consiste
de una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 136 (Vh-av36).

El anticuerpo anti-avp6 se puede completar por regiones constantes de la cadena ligera (C.) y/o pesada (Cu). De
manera preferente, CL comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137 (CL-avf6) y/o Cx comprende
una secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 138 (Ch-av36).

Por consiguiente, el anticuerpo anti-av6 comprende de manera mas preferente cadenas ligeras y/o pesadas, en
donde la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 (L-avp6) y/o la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140 (H-avf6). De manera mas preferente, la
cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 (L-avp6) y/o la cadena pesada
consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140 (H-avf6). En una realizacién altamente preferida de
la presente invencion, la cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139 (L-avB6) y la
cadena pesada consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140 (H-av36).

En todavia otra realizacion preferida especial de la presente invencién, el anticuerpo se dirige contra el dominio
extracelular de la integrina avp8. Las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 161 (CDR-1-VL-av38), SEQ ID NO: 162 (CDR-2-V_.-av(38) y/o SEQ ID NO: 163 (CDR-3-V.-av$38), y/o las CDR
adecuadas en V4 comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 164 (CDR-1-Vu-avB8), SEQ ID NO: 165
(CDR-2-Vu-avB8) y/o SEQ ID NO: 166 (CDR-3-Vu-avp8). De manera preferente, las CDR en VL comprenden
secuencias de aminoéacidos de SEQ ID NO: 161 (CDR-1-V.-avf38), SEQ ID NO: 162 (CDR-2-VL-av38) y SEQ ID NO:
163 (CDR-3-VL-avf38), y/o las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 164 (CDR-1-Vu-
av38), SEQ ID NO: 165 (CDR-2-Vu-avB8) y SEQ ID NO: 166 (CDR-3-Vh-av38). De manera mas preferente, las CDR
en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 161 (CDR-1-V.-avB8), SEQ ID NO: 162 (CDR-2-V.-
av38) y SEQ ID NO: 163 (CDR-3-Vi-avf38), y las CDR en Vy comprenden secuencias de aminoécidos de SEQ ID
NO: 164 (CDR-1-Vu-avB8), SEQ ID NO: 165 (CDR-2-Vu-avB8) y SEQ ID NO: 166 (CDR-3-Vh-avf38).

Con referencia aun al contexto del anticuerpo anti-avB8, las FR adecuadas en V. comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 167 (FR-1-V.-avf8), SEQ ID NO: 168 (FR-2-VL-avB8) y/o SEQ ID NO: 169 (FR-3-V.-
avp8), y/o las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vu-avf38),
SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vu-avf38), SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vu-avp8) y/o SEQ ID NO: 174 (FR-4-Vu-av38). De manera
preferente, las FR en V. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 167 (FR-1-V.-avf8), SEQ ID NO:
168 (FR-2-VL-avp8) y SEQ ID NO: 169 (FR-3-VL-av(38), y/o las FR en Vi comprenden secuencias de aminoécidos de
SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vu-avB8), SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vu-avf8), SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vu-avp8) y SEQ ID NO:
174 (FR-4-Vu-avB8). De manera mas preferente, las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 167 (FR-1-Vi-av8), SEQ ID NO: 168 (FR-2-VL-av38) y SEQ ID NO: 169 (FR-3-VL-avB8), y las FR en Vu
comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vu-av38), SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vh-av§8),
SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vh-av38) y SEQ ID NO: 174 (FR-4-Vu-avp8).

Es en el contexto del anticuerpo anti-avB8, en el cual las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 161 (CDR-1-V.-av8), SEQ ID NO: 162 (CDR-2-V.-av38) y/o SEQ ID NO: 163 (CDR-3-
Vi-av8), y las FR adecuadas en V. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 167 (FR-1-VL-av(38),
SEQ ID NO: 168 (FR-2-Vi-avp8) y/o SEQ ID NO: 169 (FR-3-ViL-av8). De manera preferente, las CDR en VL
comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 161 (CDR-1-Vi-avp8), SEQ ID NO: 162 (CDR-2-VL-avp8) y
SEQ ID NO: 163 (CDR-3-VL-avp8), y las FR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 167 (FR-
1-Vi-avB8), SEQ ID NO: 168 (FR-2-VL-avB8) y SEQ ID NO: 169 (FR-3-VL-av#8).

Es todavia en el contexto del anticuerpo anti-avB8, en el cual las CDR adecuadas en Vi comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 164 (CDR-1-Vu-av8), SEQ ID NO: 165 (CDR-2-Vhs-av8) y/o SEQ ID NO: 166 (CDR-3-
Vu-avB8), y las FR adecuadas en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vu-avp8),
SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vu-avB8), SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vu-avB8) y/o SEQ ID NO: 174 (FR-4-Vu-avB8). De manera
preferente, las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 164 (CDR-1-Vu-av8), SEQ ID
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NO: 165 (CDR-2-Vu-avB8) y SEQ ID NO: 166 (CDR-3-Vh-avf8), y las FR en Vu comprenden secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vu-av8), SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vhx-av38), SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vk-
avB8) y SEQ ID NO: 174 (FR-4-Vu-av(38).

En otra realizacion preferida en el contexto del anticuerpo anti-avf8, V. comprende una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 175 (Vi-avB8) y/o Vi comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 176 (Vu-av38), de
manera mas preferente V. consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 175 (V.L-av38) y/o Vx consiste
de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 176 (Vh-avf38), de manera mas preferente el anticuerpo se forma
como scFv anti-avf38.

El anticuerpo anti-avp8 se puede completar por regiones constantes de la cadena ligera (C.) y/o pesada (Ch). De
manera preferente, CL comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 177 (C.-av8) y/o Cx comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 178 (Ch-avf38).

Por consiguiente, el anticuerpo anti-avB8 comprende de manera mas preferente cadenas ligeras y/o pesadas, en
donde la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 179 (L-avB8) y/o la cadena
pesada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 180 (H-avf8). De manera mas preferente, la
cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 179 (L-avp8) y/o la cadena pesada
consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 180 (H-avB8). En una realizacion altamente preferida de
la presente invencion, la cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 179 (L-avp8) y la
cadena pesada consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 180 (H-av38).

En todavia otra realizacion especial preferida de la presente invencién, el anticuerpo se dirige contra el dominio
extracelular de la integrina av. Las CDR adecuadas en V. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
201 (CDR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av) y/o SEQ ID NO: 203 (CDR-3-V.-av), y/o las CDR adecuadas en
Vhx comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vh-av), SEQ ID NO: 205 (CDR-2-Vy-av) y/o
SEQ ID NO: 206 (CDR-3-Vh-av). De manera preferente, las CDR en VL comprenden secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 201 (CDR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av) y SEQ ID NO: 203 (CDR-3-VL-av), y/o las CDR en
Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vk-av), SEQ ID NO: 205 (CDR-2-Vu-av) y
SEQ ID NO: 206 (CDR-3-Vw-av). De manera mas preferente, las CDR en VL comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 201 (CDR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av) y SEQ ID NO: 203 (CDR-3-V.-av),
y las CDR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vk-av), SEQ ID NO: 205
(CDR-2-Vu-av) y SEQ ID NO: 206 (CDR-3-Vh-av).

Con referencia aun al contexto del anticuerpo anti-av, las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 208 (FR-2-V.-av) y/o SEQ ID NO: 209 (FR-3-VL-av), y/o
las FR adecuadas en Vy comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 211 (FR-1-Vu-av), SEQ ID NO:
212 (FR-2-Vu-av), SEQ ID NO: 213 (FR-3-Vr-av) y/o SEQ ID NO: 214 (FR-4-Vr-av). De manera preferente, las FR
en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 208 (FR-2-V.-av) y
SEQ ID NO: 209 (FR-3-VL-av), y/o las FR en Vy comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 211 (FR-1-
Vh-av), SEQ ID NO: 212 (FR-2-Vh-av), SEQ ID NO: 213 (FR-3-Vu-av) y SEQ ID NO: 214 (FR-4-Vu-av). De manera
mas preferente, las FR en V. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi.-av), SEQ ID
NO: 208 (FR-2-Vi-av) y SEQ ID NO: 209 (FR-3-Vi-av), y las FR en Vu comprenden secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 211 (FR-1-Vu-av), SEQ ID NO: 212 (FR-2-Vu-av), SEQ ID NO: 213 (FR-3-Vu-av) y SEQ ID NO: 214
(FR-4-Vh-av).

Es en el contexto del anticuerpo anti-av, en el cual las CDR adecuadas en VL comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 201 (CDR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av) y/o SEQ ID NO: 203 (CDR-3-V.-
av), y las FR adecuadas en VL comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi-av), SEQ ID
NO: 208 (FR-2-Vi-av) y/o SEQ ID NO: 209 (FR-3-ViL-av). De manera preferente, las CDR en VL comprenden
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 201 (CDR-1-Vi-av), SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av) y SEQ ID NO: 203
(CDR-3-Vi-av), y las FR en V. comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi-av), SEQ ID
NO: 208 (FR-2-VL-av) y SEQ ID NO: 209 (FR-3-VL-av).

Es todavia en el contexto del anticuerpo anti-av, en el cual las CDR adecuadas en Vi comprenden secuencias de
aminoécidos de SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vu-av), SEQ ID NO: 205 (CDR-2-Vu-av) y/o SEQ ID NO: 206 (CDR-3-Vk-
av), y las FR adecuadas en Vi comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 211 (FR-1-Vu-av), SEQ ID
NO: 212 (FR-2-Vu-av), SEQ ID NO: 213 (FR-3-Vh-av) y/o SEQ ID NO: 214 (FR-4-Vu-av). De manera preferente, las
CDR en VHx comprenden secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vw-av), SEQ ID NO: 205 (CDR-2-
Vu-av) y SEQ ID NO: 206 (CDR-3-Vk-av), y las FR en Vi comprenden secuencias de aminoécidos de SEQ ID NO:
211 (FR-1-Vu-av), SEQ ID NO: 212 (FR-2-Vk-av), SEQ ID NO: 213 (FR-3-Vu-av) y SEQ ID NO: 214 (FR-4-Vu-av).

En una realizacion preferida en el contexto anticuerpo anti-av, V. comprende una secuencia de aminoécidos de SEQ
ID NO: 215 (Vi-av) y/o Vi comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 216 (Vu-av), de manera mas
preferente VL consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 215 (Vi-av) y/o Vu consiste de una
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 216 (Vu-av).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2622487 T3

El anticuerpo anti-av se puede completar por regiones constantes de la cadena ligera (CL) y/o pesada (Cn). De
manera preferente, CL comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 217 (Cr-av) y/o Cx comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 218 (Cr-av).

Por consiguiente, el anticuerpo anti-av comprende de manera mas preferente cadenas ligeras y/o pesadas, en
donde la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 219 (L-av) y/o la cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 220 (H-av). De manera mas preferente, la cadena ligera
consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 219 (L-av) y/o la cadena pesada consiste de una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 220 (H-av). En una realizacion altamente preferida de la presente
invencioén, la cadena ligera consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 219 (L-av) y la cadena
pesada consiste de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 220 (H-av).

Se debe entender que las combinaciones de CDR, FR, Vi, Vi, C, L y/o H no son exhaustivas como se detalla en la
presente, sino que estos componentes se pueden combinar de cualquier otra manera. Cada combinacion se debe
considerar para leer el alcance de la presente invencién con la condiciéon que el anticuerpo resultante reconozca un
dominio extracelular de integrina.

El grado de alteracién entre la secuencia original y sus derivados se limita inevitablemente por el requisito de
reconocimiento de antigeno dentro del contexto estructural, particularmente en material FFPE. Se conocen un par de
métodos por el experto en la técnica para generar péptidos y proteinas equivalentes, es decir, secuencias de
aminoéacidos que son de funcion analoga a aquella de la ensefianza inventiva al lograr los beneficios de la invencién
a un gran grado. Pueden surgir variaciones de las secuencias de aminoacidos que fundamentan el anticuerpo de la
invencion a partir de modificaciones (por ejemplo, alquilacion, arilacién o acetilacién de al menos un aminoacido
individual), de la incorporacién de enantiémeros de la adicion de al menos un aminoécido individual y/o fusién con
otro péptido o una proteina. Las posibles mutaciones comprenden su supresion, insercién, sustitucion,
transcolocacion y/o inversion. Las partes de las secuencias de aminoacidos y anticuerpos, respectivamente, se
refieren a una restriccion a aquellas regiones que son suficientes para la expresién de una funcion especifica. Las
partes del anticuerpo pueden ser muy pequefias debido a la caracterizacion del paratopo, por ejemplo, que también
se une a un antigeno con respecto al dominio extracelular de integrina. se distingue claramente entre partes de
cualquier tamafio y secuencias homélogas; la homologia de estas Ultimas se refiere a la secuencia completa. De
manera preferente, la homologia entre una secuencia original y sus derivados que tienen las mismas cantidades
caracteristicas de al menos 80 %, de manera mas preferente al menos 95 %, de manera mas preferente al menos
98 %. De manera similar, la homologia se va a considerar si la parte mencionada anteriormente de cualquier tamafio
se altera a una variante o mutante.

El objeto de la invencidon también es un polinucledtido que codifica para el anticuerpo de acuerdo a la invencion. El
término “polinucledtido” se refiere a un polimero natural o sintético de ADN o ARN de hebra individual o doble, que
incluye de manera alternativa nucleétidos sintéticos, no naturales o modificados, que se pueden incorporar en
polimeros de ADN o ARN. Cada nucledtido consiste de una porcién de azlcar, una porcién de fosfato, y ya sea un
residuo de purina o pirimidina. Los acidos nucleicos se pueden modificar opcionalmente como ADN de fosforotioato,
acido nucleico asegurado (LNA), acido nucleico peptidico (PNA) o spiegelmer. El término “polinucledtido que codifica
para’ se refiere a aquella parte de un gen que encripta una proteina, un polipéptido o una parte del mismo. Se
excluyen las secuencias y/o elementos reguladores que controlan el inicio o terminacion de transcripcion. La
secuencia codificadora y/o el elemento regulador se pueden encontrar normalmente en las células, caso en el cual
se refieren como aut6logo o endogénico, o no se pueden localizar en las células, caso en el cual se refieren como
heterdlogo. El término “gen” denota una secuencia de ADN que codifica para proteina especifica y elementos
reguladores que controlan la expresion de esta secuencia de ADN. También un gen heterélogo se puede componer
de elementos autélogos arreglados en un orden y/o en una orientacion, que normalmente no se encuentra en esa
célula, a la que se transfiere el gen. Un gen heterdlogo se puede derivar completamente o de forma parcial de
cualquier fuente conocida en la técnica, incluyendo un genoma o episoma bacteriano o viral, ADN plasmico o nuclear
eucariotico, ADNc o ADN quimicamente sintetizado. El gen estructural puede formar una regién codificadora
continua, o puede comprender uno 0 mas intrones limitados por uniones de empalme adecuadas. El gen estructural
puede consistir de elementos derivados de varias fuentes que se presentan de forma natural o sintética.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polinucleétido que codifica para los anticuerpos de la
invencién comprende una o0 mas secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo de SEQ ID NOs: 21 a 29y
31a40,SEQID NOs: 61a69y 71 a80, SEQ ID NOs: 101 a 109y 111 a 120, SEQ ID NOs: 141 a 149 y 151 a 160,
SEQ ID NOs: 181 a 189y 191 a 200 y SEQ ID NOs: 221 a 229 y 231 a 240. La ensefianza anterior de la presente
especificacion con respecto al anticuerpo y las secuencias especificos de aminoacidos del mismo se considera como
vélida y es aplicable sin restriccion al polinucleétido y secuencias especificas de acido nucleico si es conveniente.

Se puede proporcionar un vector que comprende el polinucleétido que codifica para el anticuerpo de acuerdo a la
invencién como se describe anteriormente. El término “vector” denota una construccion de ADN recombinante, que
puede ser un plasmido, un virus, una secuencia auténomamente replicante, un fago, o una secuencia de
nucleétidos, que es lineal o circular, que consiste de ADN o ARN de hebra individual o de doble hebra, en donde
varias secuencias de nucleétidos se enlazan o recombinan para formar una construccién Unica, y que es capaz de
introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN de un producto genético seleccionado orientacion
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homosentido o antisentido en una célula, junto con secuencias no traducidas 3’, adecuadas.

Se prefiere que un plasmido comprenda el polinucledtido que codifica para el anticuerpo de la invencién, de manera
particular para clonar y expresar genes recombinantes del anticuerpo descrito aqui. Los plasmidos son elementos
genéticos que se heredan de forma estable sin que sean parte del cromosoma de su célula hospedadora. Pueden
comprender ADN o ARN, y pueden ser tanto lineales como circulares. Los plasmidos codifican para moléculas que
aseguran su replicacion y herencia estable durante la replicaciéon celular. Los plasmidos de inicio descritos en la
presente especificacion estan ya sea comercialmente disponibles, son accesibles al publico, o se puede construir de
plasmidos disponibles por uso rutinario de métodos publicados, bien conocidos. Muchos plasmidos y otros vectores
de expresion de clonacién, que se pueden usar de acuerdo a la invencién, son bien conocidos y estan facilmente
disponibles al experto en la técnica. Adicionalmente, un experto en la técnica puede construir facilmente cualquier
namero de otros plasmidos adecuados para el uso en esta invencion.

El vector debe ser adecuado para la introduccion de células hospedadoras. Por consiguiente, se puede proporcionar
una célula hospedadora que comprende el vector con el polinucledtido que codifica para el anticuerpo de manera
preferente a las células procariéticas o eucariéticas aisladas, pero también debe cubrir cultivos celulares, tejidos,
organos, y similares, y aln organismos, que comprenden la célula hospedadora, incluyendo un vector descrito
anteriormente. El término “célula hospedadora” denota una célula que ha modificado genéticamente por la
transferencia de una secuencia de acido nucleico quimérica, heteréloga o autdloga o derivados de la misma que
incluyen dicha secuencia. Estas células también se refieren como células transgénicas. Donde se transfiere una
secuencia de acido nucleico autéloga, el nimero de copias de esta secuencia en la célula hospedadora es mayor
que aquel de las secuencias que se presentan de manera natural.

En la invencion, un inmundgeno recombinante que consiste de un dominio extracelular de integrina con patrén de
glicosilacion derivado de insecto, en donde el dominio extracelular se acopla como forma de delta-trans-membrana
(DTM) es capaz de provocar una respuesta inmunitaria adaptable si se inyecta en si mismo en un conejo. El
inmundgeno de la invencién tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 10, 90, 130, 170 o 210. Un
polinucleétido que codifica para dichos inmunégenos de la invencion tiene una secuencia de nucle6tidos de SEQ ID
NOs: 30, 110, 150, 190 o 230. Se puede proporcionar un vector que comprende el polinucle6tido que codifica para el
inmunogeno descrito aqui. También se puede proporcionar una célula hospedadora que comprende el vector con el
polinucleétido que codifica para el inmundgeno descrito aqui. La ensefianza anterior de la presente especificacion
gue se refiere a los anticuerpos, polinucleétidos que codifican para el anticuerpo, o vectores, células hospedadoras o
similares, es vdlida y aplicable sin restriccién al inmunégeno para elevar dichos u otros anticuerpos, si es apropiado.
Es valida y aplicable sin restricciones al inmunégeno para elevar dichos u otros anticuerpos, si es apropiado.

Un método para preparar anticuerpos monoclonales comprende los siguientes pasos: (a) expresar de manera
recombinante un dominio extracelular de integrina en células de insecto; (b) purificar el dominio extracelular
expresado, (c) inmunizar un conejo con el dominio extracelular de integrina purificado; (d) tomar antisuero policlonal
qgue comprende anticuerpos policlonales del conejo; y (e) preparar anticuerpos monoclonales. De manera mas
preferente, el método se refiere a la preparacion de anticuerpos monoclonales de la invencion como se describe en
detalle anteriormente.

La expresion de proteina del paso (a) es una materia de rutina para el experto en la técnica quien tiene acceso a
varias células insectiles apropiadas, lineas de células insectiles y maneras para transfectarlas. Por ejemplo, la linea
de células insectiles BTI-Tn5B1-4 (High Five) infectada con un baculovirus recombinante ha ganado uso extendido
dentro del sistema de expresién de baculovirus/célula insectil debido a que se producen muchas proteinas
recombinantes segregadas a velocidades considerablemente mayores que en lineas celulares derivadas de
Spodoptera frugiperda, tal como Sf9. Para optimizar el rendimiento del dominio extracelular de integrina el sistema
de expresion de baculovirus/células de insecto se pueden realizar facilmente experimentos con cultivos adaptados
en suspension de células High Five para investigar los efectos del estado de la célula hospedadora, multiplicidad de
infeccion, densidad celular en el momento de la infeccién y complementacién del medio con nutrientes y oxigeno.
Estos procedimientos son el estado de la técnica y se publican, por ejemplo, por Vallazza & Petri, Cytotechnology
1999, 29: 85-92, 0 Mehta et al., Biochem J 1998, 330: 861-869.

Si se expresa en células insectiles de acuerdo al paso (e), los dominios extracelulares de integrina tienen un patrén
de glicosilacién aberrante defectuoso que difiere del patrén de glicosilacion en células mamiferas maduras. Puesto
gue las integrinas se glicosilan de forma extensiva, es decir, mas de 10 % en masa, esto significa que la proteina
insectil es mas divergente de las integrinas nativas de conejo producidas en sistemas mamiferos. El inmunégeno
derivado de insecto conduce a una inmunogenicidad mayormente mejorada y mas fuerte respuesta de anticuerpos a
los elementos de proteina de dicho inmundégeno.

La purificacion de proteina, la inmunizacién de mamifero y extraccién de suero de los pasos (b) a (d) sigue técnicas
bien conocidas y una buena practica de laboratorio, tal como se describe en el transcurso de la especificacion y en
los ejemplos. Los sueros del paso (d) se prueban de manera subsiguiente para la presencia de policlonales, y los
anticuerpos detectados se examinan para el reconocimiento del antigeno. Las pruebas y examenes adecuados
estan disponibles para los expertos en la técnica.
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La preparacion de anticuerpos se continla a las especies de anticuerpos idénticos, mono-especificos, es decir,
monoclonales del paso (e). Tipicamente los anticuerpos monoclonales se producen al fusionar células del mieloma
con las células de bazo del mamifero que se ha inmunizado de acuerdo al paso (c). Un medio de HAT selectivo que
contiene hipoxantina, aminopterina y timidina se usa de manera particular en el cual sélo pueden crecer células
fusionadas. Los llamados hibridomas entonces se diluyen y se cultivan clones de células progenitoras individuales
en concavidades de microtitulo. Los anticuerpos segregados por los diferentes clones se prueban para su capacidad
para unirse al antigeno del dominio extracelular de integrina. Por consiguiente, los anticuerpos de la invencién se
preparan especialmente por el método posterior.

El objeto de la invencion también son los anticuerpos obtenidos por inmunizacién de un conejo con un dominio
extracelular o citoplasmico de integrina recombinante expresado en células insectiles. Puesto que el inmundgeno de
la invencion se puede usar para formular anticuerpos, la invencién se refiere de manera particular a anticuerpos
monoclonales obtenidos al inmunizar un conejo con el inmunégeno y/o polinucleétido, cada uno de acuerdo a la
invencion, tomando antisuero policlonal con anticuerpos policlonales y preparando los anticuerpos monoclonales. La
ensefianza anterior de la presente especificacion con respecto al inmundgeno y el método para preparar anticuerpos
de conejo, se debe considerar como valida y aplicable sin restricciones al producto de anticuerpo como se produce
por este proceso, como sea apropiado.

Es todavia otro objeto usar el anticuerpo de la invencién para la deteccién de integrinas en material incrustado en
parafina fijado con formalina (FFPE). A la fecha, no hay anticuerpos monoclonales clasicos dirigidos a integrinas y
gue reaccionen de forma especifica y en forma confiable con los complejos en material FFPE. Sélo los anticuerpos
de la invencién, particularmente monoclonales de conejo, tienen una alta afinidad y especificidad, lo que permite la
deteccion de epitopos no ocluidos de integrinas. Los términos “no ocluido” y “expuesto”, que se usan de manera
indistinta en la presente, se toman como que significan la confirmacion molecular de un antigeno en el cual se
pueden reconocer los epitopos por un anticuerpo. Por lo tanto, se observa el mismo patrén de tincién si se comparan
los anticuerpos de la invencién en material FFPE con monoclonales murinos en material congelado. Ademas, se
observa sustancialmente el mismo patron de tincién si se comparan los anticuerpos de la invencién en material
FFPE, formas aisladas de integrina en ELISA y/o el estado nativo de integrina en células viables.

En una realizacion preferida de la invencion, el material FFPE es un tejido. El tejido FFPE es una pieza de tejido que
se separa primero de un espécimen de animal por diseccién o biopsia. Entonces, este tejido se fija a fin de impedir
gue se descomponga o de impedir la degeneraciéon y de examinar claramente bajo un microscopio para estudios
histologicos, patolégicos o citolégicos. La fijacién es el proceso por el cual se inmoviliza el tejido, se aniquila o se
conserva para el propésito de tincién y se ve bajo un microscopio. El procesamiento post-fijacion hace permeable al
tejido a los reactivos de tincidn y reticula sus macromoléculas de modo que se estabilice y asegure en su posicion.
Se usan muchos fijadores para este propésito, por ejemplo, solucion de Bouine, formalina o nitrégeno liquido. Este
tejido fijado entonces se incrusta en la cera para permitirle que se corte en secciones delgadas y se tifia con
hematoxilina y tincion con eosina. Después de eso, se hace proceso en micr6tomo al cortar secciones finas para
estudiar la tincién con anticuerpos bajo el microscopio.

En una realizacion mas preferida de la invencion, el tejido FFPE es un tejido tumoral, de manera mas preferente
tejido tumoral humano. El tumor se selecciona de manera particular del grupo de tumores de epitelio escamoso,
vejiga, estdmago, rifiones, cabeza, cuello, esoéfago, cérvix, tiroides, intestino, higado, cerebro, préstata, tracto
urogenital, sistema linfatico, estdbmago, laringe y/o pulmén. El tumor se selecciona ademas de forma particular del
grupo de adenocarcinoma de pulmén, carcinomas pulmonares de células pequefias, cancer pancreatico,
glioblastomas, carcinoma de colon y carcinoma de mama. Ademas, se da preferencia a un tumor de la sangre y
sistema inmunitario, de manera mas particular a un tumor seleccionado del grupo de leucemia mieloide aguda,
leucemia mieloide cronica, leucemia linfatica aguda y/o leucemia linfatica cronica. Estos tumores también se pueden
disefiar como canceres, en el significado de la invencion.

El anticuerpo de la invencién se incuba con el material FFPE para deteccion de integrinas. El término “incubacion”
denota la puesta en contacto del material FFPE con el anticuerpo de la invencion durante un periodo distinto, que
depende de la clase de material, anticuerpo y/o antigeno. El proceso de incubacién también depende de varios
parametros diferentes, por ejemplo, la sensibilidad de deteccién, optimizacion que sigue procedimientos de rutina
conocidos por el experto en la técnica. La adicion de soluciones quimicas y/o la aplicacién de procedimientos fisicos,
por ejemplo, impacto de calor, puede mejorar la accesibilidad de las estructuras objetivo o diana en la muestra. Se
forman productos de incubacion especificos como resultado de la incubacién.

Las pruebas adecuadas para la deteccién de complejos de anticuerpo/antigeno, formados, se conocen por los
expertos en la técnica o se pueden disefiar facilmente como materia de rutina. Se conocen muchos tipos diferentes
de ensayos, los ejemplos de los cuales se exponen mas adelante. Aunque el ensayo de acuerdo a la invencion
puede ser cualquier ensayo adecuado para detectar y/o cuantificar la expresion de integrinas, este Ultimo se
determina de manera preferente por medio de sustancias que interactian de manera especifica con el anticuerpo
primario de la invencion.

El término “sustancias especificas” como se usa en la presente comprende moléculas con alta afinidad al anticuerpo
anti-integrina de la invencion a fin de asegurar una union confiable. Las sustancias son preferentemente especificas
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a partes del anticuerpo, por ejemplo regiones constantes, particularmente regiones constantes de conejo, de manera
mas particular un fragmento Fc, si lo hay. Hay un nimero distinto de anticuerpos especificos contra anticuerpos de
conejo existentes. Las partes representan una restriccion a aquellas regiones que son suficientes para la expresion
de una funcién especifica, es decir, la provision de un determinante estructural para el reconocimiento. El término
“reconocimiento” - sin que se limite a esto, - se refiere a cualquier tipo de interaccion entre las sustancias especificas
y el anticuerpo objetivo o diana, particularmente unién o asociacion covalente o no covalente, tal como un enlace
covalente, interacciones hidréfobas/hidréfilas, fuerzas de van der Waals, pares idnicos, enlaces de hidrégeno,
interacciones ligando-receptor, interacciones entre epitopo y sitio de unién a anticuerpo, apareamiento de bases de
nucleétidos y similares. Esta asociacion también puede abarcar la presencia de otras moléculas tal como péptidos,
proteinas u otras secuencias de nucleétidos.

Las sustancias especificas se componen de estructuras biolégicas y/o quimicas capaces de interactuar con la
molécula objetivo de una manera tal que se haga un reconocimiento, union o interaccion posible. En patrticular, las
sustancias se seleccionan del grupo de proteinas, péptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, polimeros y moléculas
pequefias que tienen un peso molecular entre 50 y 1.000 Da, de manera preferente proteinas y acidos nucleicos.
Las sustancias especificas expresan sensibilidad y especificidad suficiente a fin de asegurar la deteccién confiable.
Una sustancia especifica tiene al menos una afinidad de 107 M para el anticuerpo anti-integrina. La sustancia
especifica tiene de manera preferente una afinidad de 10® M o adn mas preferido de 10° M para su molécula
objetivo. Como lo apreciara el experto en la técnica, el término especifico se usa para indicar que otras biomoléculas
presentes en la muestra no se unen de forma especifica a la sustancia especifica para el anticuerpo anti-integrina.
De manera preferente, el nivel de unién a una biomolécula diferente de la molécula objetivo da por resultado una
afinidad de unién de sélo 10 % de la afinidad de la molécula objetivo, de manera mas preferente sélo 5 % o menos.
De manera mas preferente, las sustancias son mono-especificas a fin de garantizar una interaccion exclusiva y
dirigida con el anticuerpo anti-integrina, primario, elegido de la invencion. Una sustancia especifica altamente
preferida cumplira tanto los criterios minimos anteriores para afinidad, asi como para especificidad.

Las proteinas o péptidos se seleccionan de manera preferente del grupo que consiste de anticuerpos, citocinas,
lipocalinas, receptores, lectinas, avidinas, lipoproteinas, glicoproteinas, oligopéptidos, ligandos peptidicos y
hormonas peptidicas. De manera mas preferente, se usan anticuerpos como la sustancia especifica. Los acidos
nucleicos son de manera preferente ARN o ADN de hebra individual o de doble hebra, cebadores, oligonucleétidos
antisentido, ribozimas, enzimas de ADN, aptameros y/o ARNsi, o partes de estos. Las sondas de acido nucleico mas
preferidas son aptdmeros, de manera mas preferente aptdmeros de ARN puesto que el grupo 2’-hidroxilo disponible
en el ARN promueve un par de contactos intra- e inter-moleculares. Se pueden sintetizar aptameros usando quimica
normal de fosforamidita. Ademas, los aptdmeros de ARN que tienen mas de aproximadamente 30 nucleétidos se
pueden sintetizar de forma favorable en grandes cantidades por transcripcion in vitro. La seleccion, sintesis y
purificacién de aptameros es bien conocida por los expertos en la técnica.

Las sustancias especificas se pueden marcar; al hacerlo asi, la marcaciéon depende de las caracteristicas inherentes
de sustancias especificas y de los productos de incubacion especificos que se van a monitorizar, asi como el
método de deteccion que se va a aplicar, es decir, de la sensibilidad requerida, facilidad de conjugacion, requisitos
de estabilidad e instrumentacion disponible y provisiones de disposicion. Un método de marcacién no se limita de
manera particular, en tanto que sea detectable facilmente una marca. Una “sustancia especifica marcada” es una
gue esta unida, ya sea de forma covalente a través de un ligador o un enlace quimico, o de manera no covalente a
través de enlaces iénicos, de van der Waals, electrostaticos, interacciones hidréfobas o enlaces de hidrégeno, a una
marca tal que la presencia del anticuerpo anti-integrina de la invencion se puede detectar al detectar la presencia de
la marca.

La union inmunoloégica especifica de un anticuerpo a una proteina se puede detectar directamente o de forma
indirecta. Mas adelante en la presente, el par anticuerpo-a-proteina se debe entender que incluye ya sea el
anticuerpo primario de la invencion dirigido a la integrina o un anticuerpo secundario dirigido al anticuerpo anti-
integrina primario. Los ejemplos preferidos de métodos adecuados de deteccion de acuerdo a la presente invencion
son luminiscencia, particularmente fluorescencia, adicionalmente coloracion VIS y/o emisién radioactiva.

La luminiscencia se refiere a la emisiéon de luz como resultado de quimioluminiscencia, bioluminiscencia o
fotoluminiscencia. La quimioluminiscencia comprende la emision de luz visible como resultado de una reaccion
quimica, en tanto que la bioluminiscencia requiere la actividad de luciferasa. La fotoluminiscencia actualmente
preferida, que también se conoce como estimulaciéon de fluorescencia, se provoca por la absorcion de fotones,
preferentemente provistos por radiacion, que se liberan nuevamente como fotén con un cambio en la longitud de
onda de 30 a 50 nm y dentro de un periodo de aproximadamente 108 segundo. Los instrumentos para la deteccién
de fluorescencia incluyen, pero no se limitan a fluorémetros tipicos de banco, lectores de placa de muiltiples
cavidades de fluorescencia, fluorometros de fibra &ptica, microscopios de fluorescencia y sistemas de
microchip/microfluidos acoplados con deteccion de fluorescencia.

La coloracion VIS denota la visualizacion de cualquier sustancia acromatica a fin de que sea visible a simple vista.
De manera preferente, la intensidad de la coloracién se mide por un fotdmetro.

La radiacion radioactiva de is6topos se mide por escintilacion. El proceso de escintilaciéon liquida comprende la
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deteccién de descomposicion beta dentro de una muestra mediante la captura de emisiones beta en un sistema de
solventes organicos y solutos referidos como el coctel de escintilacién. El electron de descomposiciéon beta emitido
por isétopos radioactivos tal como 2H, 4C, 2P, 3P y 35S en la muestra excita la molécula de solvente que a su vez
transfieren la energia al soluto. La emision de energia del soluto (el fotén de luz) se convierte en una sefial eléctrica
por un tubo fotomultiplicador dentro de un contador de escintilacion. El coctel también debe actuar como un agente
solubilizante que mantiene una suspension uniforme de la muestra. Los fotones de rayos gamma surgen
frecuentemente como resultado de otros procesos de descomposicion (descomposicion en serie) para librar el
ndcleo recién formado de energia en exceso. No tienen masa y producen poca ionizacion directa si es que la hay
por colisién a lo largo de su ruta. Los fotones gamma se absorben para deteccién y cuantificacién por uno o mas de
tres mecanismos: el efecto Compton, el efecto fotoeléctrico y produccion de pares. Un efecto de descomposicion
gamma favorable de la presente invencion es 129,

Los marcadores directos incluyen etiquetas fluorescentes o luminiscentes, metales, tintes, radio nuclidos, y similares,
unidos al anticuerpo. Se puede usar un anticuerpo marcado con yodo-125 (12°). Un ensayo de quimioluminiscencia
gue usa un anticuerpo quimioluminiscente especifico para la proteina es adecuado para deteccién sensible no
radioactiva de niveles de proteina. También es adecuado un anticuerpo marcado con fluorocromo. Los ejemplos de
fluorocromo se incluyen, sin limitacion, de DAPI, fluoresceina, Hoechst 33258, R-ficocianina, B-ficoeritrina, R-
ficoeritrina, rodamina, rojo Texas, y lisamina.

Los marcadores indirectos incluyen diversas enzimas bien conocidas en la técnica, tal como peroxidasa de rabano
(HRP), fosfatasa alcalina (AP), B-galactosidasa, ureasa y similares. El enlace covalente de un anticuerpo anti-
integrina a una enzima se debe realizar por diferentes métodos, tal como el acoplamiento con glutaraldehido.
Ambos, la enzima y el anticuerpo se entrelaza con glutaraldehido mediante grupos amino libres, y los subproductos
de las enzimas y anticuerpos en red se remueven. En otro método, la enzima se acopla al anticuerpo mediante
residuos de azUcar si es una glicoproteina, tal como peroxidasa. La enzima se oxida por periodato de sodio y se
entrelaza directamente con grupos amino del anticuerpo. Otra enzima que contiene carbohidratos también se puede
acoplar al anticuerpo de esta manera. Se puede realizar el acoplamiento enzimatico al entrelazar los grupos amino
del anticuerpo con grupos tiol libre de una enzima, tal como B-galactosidasa, usando un ligador heterobifuncional, tal
como hexanoato de succinimidil-6-(N-maleimido). El sistema de deteccion de peroxidasa de rabano se puede usar,
por ejemplo, con el substrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB), que produce un producto soluble en la
presencia de peréxido hidrogeno que es detectable a 450 nm. El sistema de deteccién de fosfatasa alcalina se
puede usar con el substrato cromogénico fosfato de p-nitrofenilo, por ejemplo, que produce un producto soluble
facilmente detectable a 405 nm. De manera similar, se puede usar en el sistema de deteccion de B-galactosidasa
con el substrato cromogénico y o-nitrofenil-B-D-galactopiranoxido (ONPG), que produce un producto soluble
detectable a 410 nm. Se puede usar un sistema de deteccion de ureasa con un substrato, tal como urea-
bromocresol purpura.

En una realizacion preferida de la presente invencion, los anticuerpos se marcan con porciones detectables, que
incluyen, pero no se limitan a, radionuclidos, tintes fluorescentes, por ejemplo, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina (FITC), Verde Oregon™R, rodamina, rojo Texas, isotiocinato de tetrarodimina (TRITC), Cy3, Cy5, etc.,
marcadores fluorescentes, por ejemplo, proteina fluorescente verde (GFP), ficoeritrina, etc., compuestos
fluorescentes auto-extinguidos que se activan por proteasas asociadas a tumor, enzimas, por ejemplo, luciferasa,
HRP, AP, etc., nanoparticulas, biotina, digoxigenina, y similares.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, los acidos nucleicos se marcan con digoxigenina, biotina,
sustancias de quimioluminiscencia, tintes de fluorescencia, cuentas magnéticas, cuentas metalicas, particulas
coloidales, reactivos electrodensos, enzimas: todos ellos son bien conocidos en la técnica, o isétopos radioactivos.
Los isétopos preferidos para marcar acidos nucleicos en el alcance de la invencion son 3H, 14C, 2P, 33p, 355 g 125,
mas preferido 32P, 33P o 129,

Se puede usar una variedad de técnicas de inmunoensayo, que incluyen inmunoensayos competitivos y no
competitivos. El término “inmunoensayo” abarca técnicas que incluyen sin limitacién, citometria de flujo, FACS,
inmunoensayos enzimaticos (EIA), tal como técnica de inmunoensayo multiplicado por enzima (EMIT), ensayo
inmunosorbente enlazado a enzima (ELISA), ELISA de captura de anticuerpo tipo IgM (MAC ELISA) e
inmunoensayo enzimatico de microparticulas (MEIA), inmunoensayos de electroforesis capilar adicional (CEIA),
radio-inmunoensayos (RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA), inmunoensayos de polimerizacion de
fluorescencia (FPIA) y ensayos de quimioluminiscencia (CL). Si se desea, estos inmunoensayos se pueden
automatizar. También se pueden usar inmunoensayos en unidon con fluorescencia inducida por laser. Los
inmunoensayos de liposoma, tal como inmunoensayos de liposomas de inyecciéon de flujo e inmunosensores de
liposomas, también son adecuados para el uso en la presente invencién. Ademas, los ensayos de nefelometria, en
los cuales la formacion de complejos de proteina/anticuerpo dan por resultado dispersion incrementada de luz que
se convierte a una sefial de velocidad pico como una funcién de la concentracién del marcador, son adecuados para
el uso en los métodos de la presente invencién. En una realizacion preferida de la presente invencion, los productos
de incubacion se detectan por ELISA, RIA, fluoro-inmunoensayo (FIA) o inmunoensayo de particulas solubles
(SPIA).

El componente de los ELISA son enzimas que estan unidas a un compafero de la reaccién inmunolégica. El
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antigeno trazador (derivado de analito) de integrina se marca preferentemente en el ELISA competitivo usando un
anticuerpo de captura individual (mas adelante en la presente referido como primario), en vista de que el anticuerpo
se marca de manera preferente en el ELISA no competitivo, que comprende preferentemente la precipitacion del
complejo antigeno-anticuerpo por un segundo anticuerpo (referido mas adelante en la presente como secundario).
Los complejos que consisten de antigeno y dos anticuerpos también se llaman complejos de intercalacion. La
deteccion comprende la conversion enzimatica subsiguiente de un substrato a un producto, de manera preferente,
un producto coloreado, que se reconoce por coloracion visual, bioluminiscencia, o fluorescencia o la medicién de
sefiales eléctricas (electrodo enzimatico). Las enzimas favorables para marcacién en la presente invencion se
conocen por el experto en la técnica, tal como peroxidasa (por ejemplo, HRP), cloranfenicol-acetil-transferasa (CAT),
proteina fluorescente verde (GFP), glutationa-S-transferasa (GST), luciferasa, $-galactosidasa y AP.

Adicionalmente preferidos son los inmunoensayos radioactivos que utilizan is6topos radioactivos que ya sea se
incorporan en un reactivo inmunitario durante la sintesis o se acoplan de forma subsiguiente a un reactivo
inmunitario del ensayo, preferentemente a un anticuerpo.

Los anticuerpos, que se marcan de forma favorable con fluoréforos, se usan en FIA.

SPIA utiliza el cambio de color de la particula de plata como resultado de la aglutinacién. No se requieren ningan
anticuerpo secundario ni una reaccién indicadora para hacerlo particularmente Util en el alcance de la presente
invencion. De manera similarmente favorable es la prueba de aglutinacion de latex que usa anticuerpos que se unen
a particulas coloreadas de latex. Sin embargo, requiere una fuerte inmovilizacién de integrina para remover antigeno
no unidos y/o no especificamente unidos en pasos previos de lavado.

En general, todos los métodos de deteccion incluyen pasos de lavado intensivo para separar anticuerpos no unidos
del complejo de integrina/anticuerpo. Adicionalmente, el procedimiento experimental de cualquier método de
deteccion es bien conocido por los expertos en la técnica.

Una sefial de la marca directa o indirecta se puede analizar, por ejemplo, usando un espectrofotdémetro para detectar
el color de un substrato cromogénico, usando un contador de radiacion para detectar la radiacion, tal como un
contador gama para la deteccién de 2, o usar un fluorémetro para detectar la fluorescencia en la presencia de luz
de una cierta longitud de onda. Para la deteccion de anticuerpos enlazados a enzimas, se puede hacer un analisis
cuantitativo usando un espectrofotdmetro, tal como un Lector de Microplaca EMAX Reader (Molecular Devices;
Menlo Park, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Si se desea, los ensayos de la presente invencion
se pueden automatizar o realizar de forma robética, y se puede detectar de forma simultanea la sefial de mltiples
muestras.

Opcionalmente se procesan de forma adicional imagenes épticas vistas y registradas 6pticamente por una camara u
otro dispositivo de grabacién (por ejemplo un fotodiodo y dispositivo de almacenamiento de datos) en cualquiera de
las realizaciones de la presente, por ejemplo, al digitalizar la imagen y al almacenar y analizar la imagen en un
ordenador. Una variedad de equipo periférico comercialmente disponible y software esta disponible para digitalizar,
almacenar y analizar un video digitalizado o una imagen Optica digitalizadas. Un sistema convencional lleva luz
desde el campo del espécimen a una camara de un dispositivo acoplado a carga (CCD) coloreado, en uso comin en
la técnica. Una camara CCD incluye un arreglo de elementos de imagen (pixeles). La luz del espécimen se forma en
imagen en el CCD. Los pixeles particulares que corresponden a las regiones del espécimen se muestrean para
obtener lecturas de intensidad de luz para cada posicion. Se procesan mltiples pixeles en paralelo para incrementar
la velocidad. El aparato y los métodos de la invencién se usan facilmente para ver cualquier muestra, por ejemplo,
por técnicas microscépicas de campo oscuro o fluorescente.

En una realizacion preferida de la invencion, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 99 (L-avB3) y SEQ ID NO: 100 (H-avB3), que se generan contra DTM-avp3 de SEQ ID
NO: 90, para producir anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen selectivamente a avB3. En otra realizacion
preferida de la presente invencion, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 19 (L-avB5) y SEQ ID NO: 20 (H-avB5), que se generan contra DTM-avp5 de SEQ ID
NO: 10, producen anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen selectivamente a av5. En aln otra realizacion
preferida de la presente invencion, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 139 (L-avB6) y SEQ ID NO: 140 (H-avB6), que se generan contra DTM-av6 de SEQ
ID NO: 130, producen anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen selectivamente a av6. En aun otra
realizacién preferida de la presente invencién, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 179 (L-avB8) y SEQ ID NO: 180 (H-avB8), que se generan contra DTM-av38 de SEQ
ID NO: 170, producen anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen de forma selectiva av38. En aun otra
realizacién preferida de la presente invencion, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 219 (L-av) y SEQ ID NO: 220 (H-av), que se generan contra DTM-av de SEQ ID NO:
210, producen anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen de forma selectiva av. En alin otra realizacién
preferida de la invencidn, los clones de hibridoma de conejo que consisten de las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 59 (L-B3) y SEQ ID NO: 60 (H-B3), que se generan contra el inmunégeno 3 de SEQ ID NO: 50,
producen anticuerpos adecuados para tejido FFPE. Se unen de forma selectiva 3. Sin embargo, se deben entender
que se puede aplicar para el uso inventivo cualquier secuencia alternativa o combinaciones de esta como se
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describe en la presente especificacién. La ensefianza anterior de la presente especificacion con respecto a los
anticuerpos y secuencias de aminoacidos de los mismos se considera como valida y aplicable sin restriccion al uso
si es conveniente.

Adicionalmente, la invencién se puede practicar como un kit que comprende el anticuerpo, polinucleétido, vector o
célula hospedadora, cada uno de ellos de acuerdo a la presente aqui, a fin de realizar el uso inventivo de detectar
integrinas en material FFPE. De manera particular, los anticuerpos se pueden incorporar en un kit de deteccion de
diagnostico para caracterizar el perfil de integrina, por ejemplo la integrina av u otros perfiles de expresion a integrina
de tumores u otras patologias humanas, y especialmente en material FFPE de archivo. El kit puede incluir un articulo
que comprende instrucciones escritas o dirige al usuario a instrucciones escritas de como practicar el uso de la
invencioén. El kit puede comprender ademas una porcién indicadora o un aparato indicador. La ensefianza anterior
de la presente especificacion con respecto a los ingredientes del kit y los usos de los mismos se considera como
vélida y aplicable sin restricciones al kit si es conveniente.

En el alcance de la presente invencion, se han proporcionado anticuerpos por primera vez, que permiten la
deteccion validada de integrinas en material FFPE de pacientes de archivo, tal como biopsias de tumor, y también
por citometria de flujo de células vivas (FACS). Los patrones de tincion en FACS corresponden a los patrones
obtenidos con los anticuerpos monoclonales pertinentes conocidos por los expertos en la técnica (por ejemplo
LM609 para avB3; P1F6 para avf5). Se muestra que los anticuerpos de la invencion detectan las integrinas
respectivas no solo en el material FFPE, sino también en su estado nativo en células viables. Las integrinas,
particularmente avp3, av5, avf6 o av8 son objetivos terapéuticos primarios que no se pueden visualizar de forma
confiable en material de biopsia FFPE de rutina antes de la presentaciéon de esta solicitud. Los anticuerpos fuertes
de la invencion tienen el potencial de reconocer sus objetivos de integrinas en material FFPE de archivo en patrén
de tincion idéntico a la distribucion vista por anticuerpos monoclonales especificos de av33-, av5- o avB6 conocidos
en material crio-conservado, pero con la resolucion espacial mucho mayor bien conocida y la calidad de
conservacién morfoldgica tipica de FFPE versus material de crio-histologia. Los monoclonales de conejo no se
originan simplemente de otras especies, sino que estos RabMabs se proporcionan favorablemente por poseer
especificidad, reproducibilidad y eternalidad (es decir, el mismo reactivo y la misma especificidad por siempre). Los
RabMabs, que se generan al usar los clones aVi.J3 o avB5, reconocen av3 o avf35 de archivo en tumores humanos
en patrones de tincion idénticos a material crio-fijado tefiido con el anticuerpo anti-avB3 clasico LM609 o el
anticuerpo anti-avB5 PIF6. Aunque los anticuerpos producidos a continuacion, funcionan principalmente en
integrinas FFPE, también se pueden usar en ELISA en integrinas aisladas, para citometria de flujo en poblaciones
de células vivas, o incluso tienen otras aplicaciones bioquimicas estandar. Los anticuerpos proporcionan un puente
de validacion inusual y valioso entre las patologias humanas observadas y la bioquimica de los receptores.

La invencion ensefia la generacién de anticuerpos anti-integrina al usar dominios purificados de integrina, de origen
humano. El inmundégeno de la invencion provoca altos titulos de anticuerpos en periodos cortos de inmunizacion.
Los altos titulos de anticuerpo se reflejan por una alta dilucién de suero que se obtiene después de la inmunizacion y
se usa en ensayos. De manera simultanea, los efectos adversos que se pueden provocar por otros componentes de
sueros se reducen en su mayor parte debido a su presencia diluida. El titulo se puede incrementar de forma
ventajosa adicionalmente por produccion de inmunégenos recombinantes de insectos que generan una divergencia
en la glicosilacion de las integrinas de conejo endégenas y altamente homaélogas. Los anticuerpos y derivados de los
mismos se caracterizan por una alta estabilidad de especificidad y expresién en sistemas de expresion de mamifero
a una escala de produccion industrial, bajos costos de produccidon y conveniente manejo. Estas caracteristicas
forman la base de una accion reproducible, en donde se incluyen la carencia de reactividad cruzada y de efectos
adversos y para una interaccion confiable y segura con sus estructuras de integrina de correspondencia. Puesto que
los anticuerpos se pueden clonar en vectores de expresion, proporcionan una fuente absolutamente estable y
reproducible de material para investigaciéon y diagndstico basico. Ademas, el kit apropiado se produce de forma
eficiente en el coste.

Se va a entender que esta invencién no se limita a los anticuerpos especificos, métodos particulares, usos y kits
descritos en la presente, puesto que esta materia por su puesto puede variar. También se va a entender que la
terminologia usada en la presente es para el proposito de describir sélo realizaciones particulares y no se propone
para que limiten el alcance de la presente invencién, que sélo se define por las reivindicaciones anexas. Como se
usa en la presente, incluyendo las reivindicaciones anexas, las formas singulares de las palabras tal como un “un”,
“una’, y “el”, “la” incluyen sus correspondientes referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente lo
contrario. De esta manera, por ejemplo, la referencia a “un anticuerpo” incluye uno o varios anticuerpos diferentes,
en tanto que la referencia a “anticuerpo” debe ser aplicable mutatis mutandis, y la referencia a “un método” incluye la
referencia a pasos equivalentes y métodos conocidos por el experto en la técnica, y asi sucesivamente. A menos
gue se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
significado como se entiende cominmente por una persona experta en la técnica a la cual corresponde esta
invencion.

Las técnicas que son esenciales de acuerdo a la invencidon se describen en detalle en la especificacion. Otras
técnicas que no se describen en detalle corresponden a métodos normales conocidos que son bien conocidos por la
persona experta en la técnica, o las técnicas se describen en mas detalle en referencias citadas, solicitudes de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2622487 T3

patente o literatura normal. Otros microorganismos, lineas celulares, plasmidos, promotores, marcadores de
resistencia, origenes de replicacion, y similares, que no se mencionan en la solicitud, estdn comercialmente
disponibles. Puesto que no se dan otras sugerencias en la solicitud, se usan como s6lo ejemplos, no se consideran
gue son esenciales de acuerdo a la invencion, pero se pueden reemplazar por otras herramientas adecuadas y
materiales biolégicos. Aungue los métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en la presente
se pueden usar en la practica o prueba de la presente invencién, a continuacion se describen ejemplos adecuados.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a manera de ilustracion y no a manera de limitacién. Dentro de los
ejemplos, se usan reactivos y amortiguadores normales que estan libres de actividades contaminantes (cuando
quiera que sean practicos). Los ejemplos son particularmente considerados tal que no se limitan a las
combinaciones explicitamente demostradas de caracteristicas, pero las caracteristicas ejemplificadas se pueden
combinar sin restriccion nuevamente si se soluciona el problema técnico de la invencion.

La Figura 1 muestran la tincion inmunohistoquimica de lineas de células de cancer de FFPE (izquierda) y
xenoinjertos (derecha) con sobrenadantes del subclén E3528-2-12 generado contra el dominio externo de avp3.

La Figura 2 muestra la tincion de membrana en plasma de células M21 en xenoinjertos con el clon E3528-2-7 del
anticuerpo anti-integrina av3 purificado.

La Figura 3 muestra la tinciéon inmunohistoquimica de la linea de células de cancer M21 (izquierda) y el xenoinjerto
M21 (derecha) con los anticuerpos E3528-2-7, E3528-2-11 y E3528-2-12 anti-avp3 integrina purificados.

La Figura 4 muestra el analisis de la tincion inmunohistoquimica con los anticuerpos E3528-2-7, E3528-2-11 y
E3528-2-12 anti-av3 con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50) y representacion grafica con Spotfire.

La Figura 5 muestra el analisis de la tincion inmunohistoquimica con el anticuerpo avp3_E3528-2-7 y el anticuerpo
monoclonal 20H9 de ratén con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50). El clon 20H9 se dirige contra la cadena
de B3-integrina. La “Expresion (Yomax)” se normaliza a la expresion de M21.

La Figura 6 muestra la tincion de membrana en plasma de células M21 en xenoinjertos con los anticuerpos E3531-
227-3 y E3531-229-3 anti-av3 integrina purificados.

La Figura 7 muestra la tincion inmunohistoquimica de la linea de células de cancer M21 (izquierda) y el xenoinjerto
M21 (derecha) con los anticuerpos anti-av3 integrina purificados del multicléon 227 (E3531-227-3, E3531-227-3 y
E3531-227-6).

La Figura 8 muestra el analisis de la tincion inmunohistoquimica con los anticuerpos anti-avB3 de los clones E3531-
227 (por arriba) y en comparacion al anticuerpo anti-B3 monoclonal 20H9 de ratén (por abajo), calculado como % de
la expresion en células M21. La expresion se analiz6 con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50).

La Figura 9muestra la tincién inmunohistoquimica de linea de células de cancer FFPE (izquierda) y xenoinjertos
(derecha) con los sobrenadantes del subclén E3536-'99-3 generados contra el dominio externo de avf35.

La Figura 10 muestra el perfil de ELISA de anticuerpos E3531-227-3, E3531-229-3 y E3536-99-2 de hibridoma,
monoclonales purificados contra dominios extracelulares humanos recombinantes de integrinas avf3 y avp5 vy la
plaqueta gpiibiiia purificada de longitud completa.

La Figura 11 muestra la tensién de membrana en plasma de células A431 y HCT116 en xenoinjertos con el clon
E3536-99-3 del anticuerpo anti-integrina avp5 purificado.

La Figura 12 muestra la tincion inmunohistoquimica de la linea de células de cancer U87MG (izquierda) y los
xenoinjertos U87MG y A431 con los anticuerpos E3536-99-1, E3536-99-2 y E3536-99-3 anti-integrina avp5
purificados.

La Figura 13 muestra el analisis de la tincién inmunohistoquimica con los anticuerpos anti-av5 E3536-99-1, E3536-
99-2 y E3536-99-3 con la ayuda de andlisis de imagen (Ariol SL-50) y representacion grafica con Spotfire.

La Figura 14 muestra la tincidon inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE (izquierda) y xenoinjertos
(derecha) con sobrenadantes del subclon E3866-52-1.

La Figura 15 muestra la tincién inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE con el anticuerpo
purificado del subclén E3866-52-1.

La Figura 16 muestra la tinciéon inmunohistoquimica de linea de células de cancer y xenoinjertos con el anticuerpo
anti-integrina av36, recombinantes.

La Figura 17 muestra la tincion de membrana en plasma de células de carcinoma de prdéstata (por arriba) y células
de carcinoma de colon HT29 en xenoinjertos con el anticuerpo anti-integrina av36 recombinante.

La Figura 18 muestra el andlisis de la tincién inmunohistoquimica (ejecucion 3421) del anticuerpo anti-av6 con la
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ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50).

La Figura 19 muestra la reproducibilidad de portaobjetos a portaobjetos y de ejecucién a ejecucion con el anticuerpo
recombinante anti-av36.

La Figura 20 muestra la tincion inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE y xenoinjertos con
sobrenadantes del subclén 133-9 anti-av36.

La Figura 21 muestra la tincién inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE con el anticuerpo
purificado del subclén E3875-133-9anti-av38.

La Figura 22 muestra la tincion inmunohistoquimica de lineas de células de cancer y xenoinjertos con el anticuerpo
EM 13309 anti-integrina av38 recombinante.

La Figura 23 muestra la tincion inmunohistoquimica de tejido humano con el anticuerpo EM 13309 anti-integrina
av38 recombinante.

La Figura 24 muestra la tincion de membrana en plasma de células de carcinoma de prostata (por arriba) y células
de carcinoma de pulmoén H1975 en xenoinjertos con el anticuerpo anti-integrina av38 recombinante.

La Figura 25 muestra el andlisis de la tincién inmunohistoquimica (ejecucion 3422) del anticuerpo EM 13309 anti-
avf38 con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50).

La Figura 26 muestra la reproducibilidad de portaobjetos a portaobjetos y de ejecucién a ejecucion con el anticuerpo
recombinante anti-av8 EM 13309.

La Figura 27 muestra la tincién inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE y xenoinjertos con
sobrenadantes del subclon E3875-13-9 anti-av.

La Figura 28 muestra la tincién inmunohistoquimica de lineas de células de cancer FFPE con el anticuerpo anti-av
purificado del subclén E3875-13-9.

La Figura 29 muestra la tincién inmunohistoquimica de lineas de células de cancer y xenoinjertos con el anticuerpo
recombinante anti-av EM01309.

La Figura 30 muestra la tincion de membrana en plasma de células DU-145 (por arriba) y HT29 en xenoinjertos con
el anticuerpo recombinante anti-av EM01309.

La Figura 31 muestra el analisis de la tincién inmunohistoquimica con el anticuerpo EM01309 anti-av recombinante
con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50).

La Figura 32 muestra la reproducibilidad de portaobjetos a portaobjetos y de ejecucion a ejecucién con el anticuerpo
recombinante anti-av EM01309.

La Figura 33 muestra la tincion de membrana en plasma de células M21 en xenoinjertos con el anticuerpo anti-
integrina 33 purificado, clon E3592-2-12.

La Figura 34 muestra la tincion inmunohistoquimica de la linea de células de cancer M21 (izquierda) y el xenoinjerto
M21 (derecha) con los anticuerpos anti-integrina B3 purificados E3592-2-4, E3592-2-10 y E3592-2-12.

La Figura 35 muestra el analisis de la tincién inmunohistoquimica con los anticuerpos anti-f3 E3592-2-4, E3592-2-10
y E3592-2-12 con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50) de la representacion grafica con Spotfire.

La Figura 36 muestra el andlisis de la tincién inmunohistoquimica con el anticuerpo 3_E3592-2-12 y el anticuerpo
monoclonal de raton 20H9 con la ayuda de analisis de imagen (Ariol SL-50). El clon 20H9 se dirige contra la cadena
de B3-integrina. La “Expresion (Yomax)” se normaliza a la expresion de M21.

La Figura 37 muestra el perfil de ELISA de anticuerpos de hibridoma, monoclonales, purificados E3875-133-9,
E3866-052-1 y E3875-013-9 de anti-integrina de conejo contra dominios extracelulares de av-integrina humanos

La Figura 38 muestra el perfil de ELISA de anticuerpos monoclonales anti-integrina de conejo EBNA recombinantes
EM22703, EM09902, EM00212, EM05201, EM13309 y EM01309 contra dominios extracelulares de av-integrina

La Figura 39 muestra el ensayo de inhibicién de receptor para los anticuerpos RabMab EM22703, EM09902,
EMO00212 usando la biotina vitronectina como ligando.

La Figura 40 muestra la titulacién de FACS EM022703 en M21.
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La Figura 41 muestra la titulacion de FACS EM009902 en A549.

La Figura 42 muestra la titulacion de FACS de EM05202 en HT29.

La Figura 43 muestra la titulacién de FACS de EM 13309 en células M24-met.
Ejemplo 1 .- Generacién de Inmunégenos

Ejemplo 1.1 : Generacion de dominios extracelulares av3, avps, avé y av8v

Los dominios extracelulares de integrina, humanos, recombinantes, avB3, avp5, avpf6 y avB8, se formularon en
lineas de células de insecto (Hive Five) usando infeccién de baculovirus. El uso de la linea insectil como control
negativo fue muy apropiado. Después de la fermentacion, el procesamiento de etapa posterior comprendié los
siguientes elementos: cromatografia en columna de afinidad <Mab 14D9> Toyopearl, didlisis con tuberia de dializar
Spectra/POR (6-8 kDa para DTM-avB3 y DTM-av5; 25 kDa para DTM-avp8), concentraciéon con Millipore TFF
Labscale que tiene corte de 30 kDa (DTM-avB5 y DTM-avp8 Unicamente), concentracion con unidades de filtro
centrifugo Amicon Ultra-15 que tienen corte de 30 kDa vy filtracién de 0.2 um con Millex GV (DTM-avp3, DTM-avf36,
DTM-av38 Unicamente).

Se disolvieron 22 mg de DTM-av33 en amortiguador de Na(CH3COO) 50 mM, MnClz 0.2 mM, pH 7.4, para dar una
concentracion de proteina de 2.0 mg/ml. La solucién concentrada se tomd en alicuotas subsiguientemente en 22
frascos de 500 pl. Se disolvieron 10.6 mg de DTM-avf5 en amortiguador de Na(CH3COO) 50 mM, MnCl2 0.2 mM,
pH 7.4, para dar una concentracion de proteina de 2.36 mg/ml. La solucion concentrada se tomé en alicuota
subsiguientemente en 9 frascos de 500 pl. Se disolvieron 15 mg de DTM-avf36 en amortiguador de Na(CHzCOO) 50
mM, MnClz 0.2 mM, pH 7.4, para dar una concentracion de proteina de 2.36 mg/ml. Se disolvieron 16.6 mg de DTM-
avp8 en amortiguador de Na(CH3COO) 50 mM, MnClz 0.2 mM, pH 7.4, para dar una concentracién de proteina de
2.78 mg/ml.

Las alicuotas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Se realiz6 el analisis por ensayo de BCA
y SDS-page con tincion de Coomassie o Western Blot de acuerdo a la practica experimental de rutina. Se usaron los
siguientes anticuerpos para la deteccién de DTM-av3 por Western Blot: Mab primario AP3 EMD 330515/CHO000, 5
pg/ml, 2 h temperatura ambiente, e IgG anti-ratén de cabra secundario (H+L) x AP, Dianova, 115-055-062, 1:1000, 1
h temperatura ambiente, seguido por Precision Step Tractin x AP, BioRad, 161-0382, 1:5000. Se usaron los
siguientes anticuerpos para la deteccion de DTM-av35 por Western Blot: Mab primario <11D1> -CH004, 2.5 pg/ml, 1
h temperatura ambiente, e IgG anti-raton de cabra secundario (H+L) x AP, Dianova, 115-055-062, 1:1000, 1 h
temperatura ambiente, seguido por Precision Step Tractin x AP, BioRad, 161-0382, 1:5000. Se usaron los siguientes
anticuerpos para la deteccion de DTM-av6 por Western Blot: Mab primario 442-5C4 x Biotina <hu-Integrina 6>
330510/CHO001, 2 pg/ml, 2 h temperatura ambiente, y x AP anti-biotina secundario Sigma A-7064, 1:2500, 2 h
temperatura ambiente, seguido por Precision Step Tractin x AP, BioRad, 161-0380, 1:5000. Se usaron los siguientes
anticuerpos para la deteccién de DTM-av38 por Western Blot: Mab primario LM 142 x Biotin Pool A 269A07H1.G01,
5 pg/ml, 2 h temperatura ambiente, e IgG anti-ratén de cabra secundario (H+L) x AP, Dianova, 115-055-062, 1:1000,
1 h temperatura ambiente, seguido por Precision Step Tractin x AP, BioRad, 161-0382, 1:5000, 1 h temperatura
ambiente.

Los inmundgenos se caracterizaron como biolégicamente activos y especificos por su capacidad para unirse a sus
sustratos cognados, por ejemplo, vitronectina (avB3 y avp5) y fibronectina (av33). Estas preparaciones se
reconocen como una norma de oro para fidelidad estructural de integrina (Mehta et al., Biochem J 1998, 330: 861-
869; Xiong et al., Science 2001, 294: 339-345). Los dominios extracelulares de integrina humana recombinante
DTM-av33, DTM-av5, DTM-av36 y DTM-av[38 se usaron como inmunégenos.

Ejemplo comparativo 1.2 : Generacién de Dominio Citoplasmico 33

El dominio citoplasmico de B3-integrina humana, fusionado a GST se produjo en E. coli BL21 y se purificé como una
proteina de fusién recombinante como inmundgeno. Después de la fermentacion, el procesamiento de etapa
posterior comprendié los siguientes elementos: lisis celular, prensa Francesa, preparacion de cuerpo de inclusion,
replegado por didlisis y concentracion. Se disolvieron 55 mg de proteina en amortiguador de carbonato de sodio 0.1
M, DTT 5 mM, pH 9.5, para dar una concentracion de proteina de 1.27 mg/ml. La solucién concentrada se tomo
subsiguientemente en alicuotas en 2 frascos de 10 ml, 4 frascos de 5 ml y 4 frascos de 1 ml. Las alicuotas se
filtraron (0.2 pm), se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Se realiz6 el andlisis por ensayo
Bradford y SDS-page con tincion de Coomassie o Western Blot de acuerdo a la practica experimental de rutina. Se
usaron los siguientes anticuerpos para la deteccion de B3 por Western Blot: Anti-GST de Cabra primario, Amersham,
No. 27-4577-01, 1:5000, 1h temperatura ambiente, e IgG Anti-Cabra de Conejo de Fragmento F(ab’)2 secundario
(H+L) x AP, Dianova, 305-056-045, 1:1000, 1 h temperatura ambiente, seguido por Precision Step Tactin-AP
Conjugate, BioRad, Nr. 161-0382, 1:5000.

Ejemplo 1.3 : Generacion de gpiibiiia
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detall6 anteriormente (Mitjans et al., J Cell Sci 1995, 108(Pt 8): 2825-38).
Ejemplo 2 : Generacion de Anticuerpos

La generacion de anticuerpos monoclonales de conejo siguioé un procedimiento de cuatro pasos: (A) inmunizacion de
conejos y examen de sueros policlonales, (B) fusién para generar células de hibridoma y examen de sobrenadantes
de mdltiples clones, (C) subclonacion y examen de sobrenadantes de subclones, y (D) clonacion de ADNc de las
inserciones codificadoras de anticuerpo, secuenciacién e insercion en vectores de expresion de EBNA para permitir
la produccidon de anticuerpos completamente definidos. Se analizaron sangres de conejo, sobrenadantes de
hibridoma y anticuerpos purificados en ELISA contra inmundgenos purificados, inmovilizados, siguiendo protocolos
normales. Los clones positivos se volvieron a probar por examen diferencial contra dominios extracelulares
recombinantes de avf33, av5, avp6 y avp8 en la distribucion, para confirmar la especificidad y actividad.

En el paso (A), se inmunizaron varios conejos por inmundgeno y se monitorizaron los titulos de antisueros. Las pre-
sangres de todos los conejos no dan sefial aun a baja dilucion (1:50) en los materiales FFPE, en tanto que las
sangres primarias (sueros policlonales) antes de la fusiébn dan ya sefiales claras e inequivocas, con fuertes
indicaciones de especificidad para proteinas de superficie celular. Se distribuyeron tres sangres de cada conejo, y se
seleccion6 por inmundgeno un conejo positivo individual para la fusion después de 8 a 12 semanas.

En el paso (B), se aislaron las células B de los conejos positivos a suero, y la linea de células 240E-W compafieras
de fusion de conejo se fusionaron a las células B de conejo aisladas para crear células de hibridoma de conejo. Se
examinaron placas de 96 concavidades para fusién por ELISA. El sobrenadante para 10 a 100 clones positivos se
administro, y se seleccionaron 3 multiclones por inmundgeno después de 5 a 6 semanas.

En el paso (C), los hibridomas se clonaron y examinaron para seleccionar clones que segreguen anticuerpos con
reconocimiento especifico apropiado del antigeno, y los anticuerpos se caracterizan usando una variedad de
métodos (Western Blot, IHC, ICC, citometria de flujo, etc.). Los sobrenadantes de los subclones se examinaron
particularmente con ELISA para reconocimiento especifico de antigeno. Los sobrenadantes de los subclones
probados positivos se congelaron y almacenaron a -80°C hasta el uso. De manera subsiguiente, los sobrenadantes
de subclones se examinaron en el proceso de dos pasos del ejemplo 3, primero en el arreglo de linea de células de
cancer y en el segundo paso en el tejido de xenoinjerto con un arreglo de linea de células de cancer en paralelo para
verificar el primer examen.

En el paso (D), se escindieron las secuencias de ADN de los clones seleccionados de anticuerpo, se clonaron en
vectores de expresion de EBNA, y se secuenciaron por secuenciacion con tinte Sanger de ADNc automatizada. Los
anticuerpos recombinantes se produjeron en el sistema de expresion de células EBNA de acuerdo a Pham et al.,
Biotech Bioeng 2003, 84(3): 332-342, pero con la modificacion menor de usar células HEK293-6E con el vector pTT5
para el sistema de transfeccion momentanea. Se verificd la produccion de anticuerpos por ELISA e IHC. Se aislé el
ARNmM de células de hibridoma usando el Kit TuboCapture (Qiagen) siguiendo la sugerencia del fabricante y luego
se transcribié de forma inversa en ADNc usando el cebador oligo-dT. La region variable de cadena pesada (Vr) se
amplificé por PCR usando cebadores patentados OYZ64-2 y OYZvh3. La cadena ligera (L) completa se amplificé por
PCR usando cebadores patentados OYZ62 y OYZ71. La region de Vu de los fragmentos de PCR se digirié usando
las enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl. Los fragmentos de PCR de L se digirieron usando Hindlll y Notl. Todo el
producto digerido se purificd usando el kit de limpieza de PCR Qiagen. Después de la purificacion, el fragmento de
Vh o L se ligd en el vector de expresion, patentado, de cadena pesada o ligera, correspondiente y se transformo en
células competentes DH5a (MC Lab). Las colonias transformadas se recolectaron y se confirmaron las inserciones
usando las enzimas de restriccién correspondientes (por tamafio esperado: aproximadamente 440 pb para Vu 'y 740
pb para L). Los plasmidos con inserciones del tamafio esperado se secuenciaron usando TT5 para el cebador. El
fragmento de cadena ligera o cadena pesada, completo, se escindi6é del vector correspondiente con Hindlll y Notl y
se purificé subsiguientemente usando kit de limpieza de PCR Qiagen. Se depositaron aproximadamente 50 a 100 ng
de los insertos de ADNc.

Ejemplo 3 : Métodos para examinar y caracterizar anticuerpos
Ejemplo 3.1. - Composiciones de arreglo

Veintisiete lineas de células de cancer y una linea de células insectiles se fijaron en paraformaldehido al 4 %
amortiguado con fosfato, pH 7, durante 16 a 24 horas a temperatura ambiente, se incrustaron en parafina y se
arreglaron en un bloque de parafina de 28 lineas celulares (CAX05). El perfil de expresién superficial celular de
integrina de varias de las lineas celulares usadas en el arreglo se caracterizé previamente por citometria de flujo,
usando anticuerpos monoclonales de ratén definidos, tal como LM609 (Cheresh & Spiro, JBC 1987, 262: 17703-
17712) y P1F6 (Varner & Cheresh, Important Adv Oncol 1996, 87: 69) dirigidos contra los complejos de integrina
avB3y avp5, respectivamente (Mitjans et al., J Cell Sci 1995, 108 (Pt 8): 2825-38).
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CAXO05:

A 431 0es cancer escamoso
A 549 cancer de pulmén
A2780 ADR cancer ovarico

C 8161 melanoma

Calu 6 adeno de pulmén
Colo 205 cancer de colon
DU145 cancer de préstata
HCT 116 cancer de colon

HT 29 cancer de colon
Igrov 1 cancer ovarico
Kyse 30 cancer escamoso
Lox melanoma

M21 melanoma
M24-met melanoma

MCF 7 cancer de mama
MDA-MB 23 cancer de mama
MDA-MB468 cancer de mama
Mia-PaCa2 cancer de pancreas
NCI-H460LC cancer de pulmon
Ovcar-3 cancer ovarico

PC 3 cancer de préstata
Raji Linfoma de BuBVLtt
Sf9 célula insectil
SKOV 3 cancer de ovario
Suit 7 cancer de pancreas
SW707 cancer de colon
U87MG glioblastoma

WM 164 melanoma

Se compusieron arreglos de diferentes estudios experimentales (Xeno-08-A; Xeno-08-Mul) al usar xenoinjertos de
ratones tratados con vehiculo.

Xeno-08-A:
M21 ratéon
U87MG ratén
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HCT116 raton CD1 nu/un

A549 (carcinoma humano de pulmon) ratones CD1 nu/nu

Calu 6 ratones CD1 nu/un
Xeno-08-Mul:

A549, HCT116, U87MG, M21, Calu 6, A431, BT474, Colo205, H1975, MDA MB-231, Mes-Sa/Dx5, PC3, SW707,
A2780, A2780ADR

Se montaron secciones de 3 pum del arreglo de linea de células de cancer y los arreglos de xenoinjerto en
portaobjetos SuperFrostMRPlus positivamente cargados (Menzel-Glaeserr, Braunschweig, Alemania) y se
almacenaron a -80°C con desecante.

Ejemplo 3.2: Procedimiento IHC

El procedimiento de tincién inmunohistoquimica que inicia con la desparafinizacion de secciones se realizd con los
instrumentos de tincién DiscoveryMR o el DiscoveryMR XT (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, EUA). Después
de la desparafinizacion, las secciones de calentaron para la recuperacion de epitopos en amortiguador Tris-EDTA
pH 8 o se incubaron con proteasa a 37°C durante 8 minutos (proteasa 1) o 12 minutos (proteasa 2). La peroxidasa
endoégena se bloque6 por incubacion en peréxido de hidrogeno al 3 % (parte de los Kits OmniMapMR o UltraMapMR,
Ventana Medical Systems). Después de calentar los sobrenadantes a temperatura ambiente en el dia de la primera
ejecucion inmunohistoquimica, se adicion6 azida sédica a una concentracion final de 0.01 % (p/v), y los
sobrenadantes se almacenaron a 4°C. Una serie de sobrenadantes siempre se tifié con el mismo instrumento. Se
incubaron secciones con los sobrenadantes de multiclones y subclones, o anticuerpos recombinantemente
expresados (2-10 pg/ml; 100 pl por portaobjeto), y luego con el anticuerpo secundario apropiado, como para los
polimeros conjugados con HRP del Kit OmniMap o UltraMap, durante 16 minutos a 37°C. La peroxidasa de rabano
(HRP) cataliza la reaccioén de tetraclorhidrato de 3,3’-diaminobencidina (DAB)/H202 para producir un precipitado café
oscuro insoluble que se puede visualizar. Las secciones se contratifieron con hematoxilina. Los portaobjetos se
lavaron en agua de grifo, se deshidrataron, y se montaron con cubreobjetos de vidrio en el medio de montaje
permanente EntellanM? Neu (VWR, Alemania). Los portaobjetos se almacenaron a temperatura ambiente, y los
bloques de parafina se almacenaron a 6°C.

Diagrama del Procedimiento de Tincién Inmunohistoquimica:

A. Pre-Tratamiento

- Desparafinizacién (temperatura: 75°C durante 8 minutos, luego amortiguador EZ Prep a 75°C durante 8 minutos)
- Acondicionamiento celular (amortiguador Tris-EDTA pH 8, tiempo: 48 minutos; temperatura: 95°C) o

- Acondicionamiento con proteasa (proteasa 1: 0.5 U/ml, o proteasa 2: 0.1 U/ml; tiempo: 8 o 12 minutos;
temperatura: 37°C)

B. Deteccion
- Anticuerpo primario (volumen: 100 pl; tiempo: 32 minutos; temperatura: 37°C)

- Anticuerpo secundario (OmniMap o UltraMap conjugado con HRP; volumen: 100 pl; tiempo: 16 min; temperatura:
37°C)

- Deteccion (ChromoMap DAB)

- Contratincion (Hematoxilina Il; tiempo: 8 min)
- Post-contratincion (Reactivo Bluing)

- Limpieza de portaobjetos

Los arreglos de lineas celulares se exploraron con el microscopio automatizado Ariol SL-50 a X20 (escala x/y: 1 pixel
= 0.38 x 0.38 um?). Se establecié una regién circular (area de regién de entrada) de 0.1 mm? en cada punto de
tejido. El color café de la marcacion inmunohistoquimica positiva se cuantific con la ayuda del software de analisis
de imagen del Ariol SL-50 al ajustar los umbrales para “color”, “tono” y “saturaciéon”. El area positiva en el area de
region de entrada fue la fraccion de tejido marcado café. La intensidad del area positiva fue el valor gris medio de
color café medido en tres imagenes de blanco y negro fotografiadas en un filtro de rojo, uno azul y uno ver. Los
valores de grises variaron desde 0 (negro) a blanco (255). La expresién se calculd de acuerdo a la fraccion de aire

positiva *(255-intensidad). Los datos se visualizaron con SpotfireMRDecisionSiteMR (version 9.0, Spotfire Inc.).
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Ejemplo 3.3 : Protocolo de ELISA

Se revistieron integrinas recombinantes (1 pg/ml) en placas de microtitulo por adsorcion 4°C; 16 h) del amortiguador
de revestimiento (NaCl 150 mM; CaCl. 1 mM; MgClz 1 mM; MnClz 10 pM; Tris-Cl 50 mM; pH 7.5). Las placas se
lavaron (amortiguador de lavado: 0.5 % de BSA; 0.05 % de Tween 20 en PBS), se bloquearon (1 h; 4°C; 5 % BSA en
PBS), y se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en serie en amortiguador de lavado (1 h; 37°C). Después
del lavado, se adicion6 el anticuerpo de deteccion secundario (HRP anti-conejo de cabra; 1:5000) (1 h; 37°C),
seguido por lavado y deteccién usando tetrametil-bencidina (100 pg/ml) en amortiguador de citrato-fosfato (pH 5.0),
revelado con &cido sulfirico, y lectura contra un blanco de reactivo a 450 nm. Los resultados se expresaron después
de la sustraccion de los valores en blanco que fueron tipicamente < 5 % de los valores de control positivo.

Ejemplo 3.4: Analisis por FACS

Las células en crecimiento logaritmico se recolectaron usando tripsina (0.5 pg/ml)/EDTA (0.2 pg/ml), se lavaron en
amortiguador FACS (PBS plus CaClz 0.9 mM; MgClz 0.5 mM; BSA al 0.5 % p/v), y se incubaron con anticuerpos anti-
integrina (60 min; 4°C; 10 pug/ml en amortiguador de FACS). Después del lavado, las células se tifieron con IgG anti-
conejo marcado con Alexa-488 (Invitrogen), o IgG anti-conejo de cabra FITC (Becton-Dikinson) (30 min; 4°C), se
lavaron y re-suspendieron en amortiguador de FACS (500 pl/tubo). Las células se analizaron en un FACScan
(Becton-Dikinson) y la fluorescencia de intensidad media (MIF) se normalizé a la MIF del control negativo (células
tefiidas con Pl y anticuerpo marcado secundario, sin anticuerpo primario).

Ejemplo 3.5: Evaluacion y estadistica

La ICso para la unién del anticuerpo en ELISA se determiné de puntos de datos en triplicado por ajuste a la curva no
lineal en el paquete de software de graficos Graphpad Prism (Ver 5.0: GrahPad Software, Inc., LaJolla Ca). Se
analizo la citometria de flujo usando el programa BD Facs-scan (CellQuest MacOS 8.6).

Ejemplo 4 : Caracterizacion de Clones anti-av33 y anticuerpos anti-av33
Ejemplo 4.1 : Caracterizacion de E3528-2-7, E3528-2-11 y E3528-2-12

Los sobrenadantes de los 24 subclones obtenidos de los multiclones 2 y 63 de conejo E3528 se examinaron sin
diluir en el arreglo de linea celular FFPE de las lineas de células de cancer CAX05. Las sefiales citoplasmicas sin el
perfil de membrana clara se excluyeron como no especificas de integrina. Los subclones del multiclon 2 exhiben una
tincion de membrana en plasma (Figura 1). La selectividad de los subclones con respecto a ciertos tipos celulares se
comparé con la IgG monoclonal de ratén, clon 20H9. El clon 20H9 es un anticuerpo anti-cadena 33 (Mitjans et al., J
Cell Sci 1995, 108(Pt 8): 2825-38), que reacciona de forma cruzada en FFPE, sin embargo con una baja afinidad de
union. Los subclones positivos se probaron en una segunda ejecucion en el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-A para
confirmar la reactividad cruzada en el tejido tumoral (Tabla 1).

Tabla 1: Clones a dominio av33 extracelular. La intensidad de tincion se gradu6 de —(negativo) a +++ (fuerte)

Arreglo de linea de células de | Arreglo de xenoinjerto (Xeno-08-

ID de clon cancer (CAXO05) A)

M21++, U87MG++, HCT116-,
multiclon MRK-1a-E3528-2 Calu 6-, Ab49-, SUIT 7-,
WM164+, HT29-, MDA-MB231-

M21+, U87MG-, HCT116-, Calu
6-, A549-

M21+, U87MG-, HCT116-, Calu

subclones MRK-1a-E3528-2 clones 2-2 a 2-12 fueron positivos 6-, A549-

Tres subclones, 2-7, 2-11 y 2-12, se seleccionaron como clones finales, en base a la intensidad de tincion,
selectividad con respecto a células positivas a integrina avp3 conocidas y a la calidad de la tinciébn de membrana en
plasma. Los tres clones anti-avf33 exhibieron caracteristicas similares de tincién, mostrando distinta tinciéon de
membrana en plasma (Figura 2). En el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-Mul, los xenoinjertos M21 fueron los Unicos
positivos (Figura 3). Los subclones fueron negativos en una variedad de carcinomas que incluyen A549 y HCT116,
gue se conoce que no expresan avB3 (Tabla 2), y en el linfoma de células Raji-T independientes de anclaje. Estos
datos estuvieron de acuerdo con un epitopo de av33-integrina de los anticuerpos. La selectividad e intensidad de la
tinciéon con los tres anticuerpos en el arreglo de linea de células de cancer fue casi idéntico (Figura 4). La
selectividad de la tincién de los tres anticuerpos se compard al clon 20H9 de anticuerpo anti-avB3 integrina
monoclonal (Figura 5, mostrado para clon E3528-2-7). Con respecto a la selectividad celular, los tres clones
mostraron caracteristicas similares al clon 20H9, indicando que el epitopo de los tres anticuerpos fue un epitopo
de avp3. La alta expresion de avf33 en las lineas de células M21 se mostro previamente por analisis de FACS con el
clon LM609 (Tabla 25; Mitjans et al., Int J Cancer 2000, 87(5): 716-723).
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Tabla 2: Analisis de FACS e inmunohistoquimica anti-avp3 de varias lineas de células de cancer

) ) . IHC avp3_E3528-
s o cbis | FACS e P ot | FICS SR 25 G E
HCT116 0.96 0.2 0.2 0.9
KYSE-30 0.98 0.52 0.5 0.3
M21 1.55 91.8 142.3 75.6
A549 0.63 1.2 0.8 6.7
NCI-H460 0.79 0.0 0.0 6.5
Calu-6 15 3.6 54 1.1

Ejemplo 4.2 : Caracterizacion de E3531-227 y E3531-229

De manera similar al Ejemplo 4.1, el subclén 227-3 se obtuvo después de una segunda ejecucion de fusion de
linfocitos B de conejo E3531. Los sobrenadantes de 18 subclones obtenidos de los multiclones 227 y 29 se
examinaron sin diluir en el arreglo de linea de células FFPE de las lineas de células de cancer CAX05. Se
excluyeron las sefiales citoplasmicas sin perfil de membrana clara como no especificas de integrina. Los clones de
ambos multiclones exhibieron una buena tincién de membrana en plasma. La selectividad de los clones con respecto
a ciertos tipos celulares se compar6 con la IgG monoclonal de ratén, clon 20H9. Los subclones positivos se probaron
en una segunda ejecucion en el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-A para confirmar la reactividad cruzada en tejido
tumoral. Se seleccionaron seis subclones E3531-227-2, -227-3, 227-6, -229-3, 229-9 y 229-11 como clones finales,
en base a la intensidad de tincién, a la selectividad con respecto a las células positivas a integrina avp33 conocidas, y
a la calidad de la tincién de membrana en plasma.

Los clones finales seleccionados se cultivaron y los anticuerpos se purificaron. Los seis clones anti-av33 exhibieron
caracteristicas similares de tincién, mostrando distinta tincion de membrana en plasma (Figura 6). En el arreglo de
xenoinjerto Xeno-08-Mul, los xenoinjertos M21 fueron los Unicos positivos (Figura 7). U87MG fue positivo. La
selectividad de la tincién con los tres anticuerpos E3531-227-2, E3531-227-3 y E3531-227-6 en el arreglo de linea de
células de cancer CAX08 fue casi idéntica (Figura 8). La selectividad de la tincion de los anticuerpos anti-avf33 se
comparé con el clon 20H9 del anticuerpo anti-av33 integrina monoclonal, mostrado por el clon E3531-227-3 (Figura
8). Con respecto a la selectividad celular, los clones mostraron caracteristicas similares al clon 20H9, indicando que
el epitopo de los seis anticuerpos fue un epitopo avB3. La alta expresion de avB3 en lineas de células M21 se
mostré previamente por analisis de FACS con el clon LM609 (Tabla 3; Mitjans et al., Int J Cancer 2000, 87(5): 716-
423). Los clones E3531-227-3 y E3531-229-3 que producen la cantidad mas alta de IgG se secuenciaron y
mostraron secuencias idénticas (comparar posteriormente).

Tabla 3: Analisis de FACS e inmunohistoquimica anti-B3 de varias lineas de células de cancer

) ] . IHC avp3_E3531-
HCT116 0.96 0.2 0.2 1.17
KYSE-30 0.98 0.52 0.5 0.00
M21 1.55 91.8 1423 97.4
A549 0.63 1.2 0.8 0.02
NCI-H460 0.79 0.0 0.0 0.01
Calu-6 15 3.6 5.4 0.12

Las caracteristicas de tincidon de los seis clones E3531-227-2, -227-3, 227-6, -229-3, 229-9 y 229-11, como son
“tinciébn de membrana en plasma” y alta sefial en células M21, estuvieron de acuerdo con un epitopo de avf3-
integrina de los anticuerpos. Los anticuerpos detectaron av@3-integrina en tejido incrustado en parafina fijado con
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formaldehido. También se reveld6 EM22703. Reacciona igualmente bien en aiibB3 intacto (ICso fue la misma en
ELISA), indicando que estuvo detectando la cadena 33 en el complejo con ambos compaiieros. Esto reflejé el poder
del anticuerpo monoclonal para detectar de forma exacta lo que se examina. En la practica, la reactividad cruzada no
debe prever una seria desventaja para detectar avf3 in situ: aiibB3 se expresa Unicamente en los linajes de
macréfagos/megacariociticos, portados en sangre, y raramente se espera que se vea en las ubicaciones intra-tejido
caracteristicas de avf33.

Ejemplo 5 : Caracterizacion de clones anti-avp35 y anticuerpos anti-av35

Los sobrenadantes de 27 subclones obtenidos de los multiclones 13, 40 y 99 de conejo E3536 se examinaron sin
diluir en el arreglo de linea de células FFPE de las lineas de células de cancer CAX05. Tres subclones 99-1, 99-2 y
99-3, exhibieron una tincion de membrana en plasma (Figuras 9A-9J). Sus sobrenadantes de hibridoma fueron
altamente especificos para avp5 con respecto a avp3 (un factor de > 100 en Kd aparente), con ECso en el
inmunogeno de 50 pM (Figura 10). Los subclones positivos se probaron en el arreglo de xenoinjerto para confirmar
la reactividad cruzada en tejido tumoral (Figura 9, columna derecha). Las lineas celulares mostraron diferentes
grados de expresion de avf35 si se cultiva en cultivo en comparacion al tejido de xenoinjerto.

Tabla 4: Clones a dominio av35 extracelular. La intensidad de tincion se gradu6 de —(negativo) a +++(fuerte)

Arreglo de linea de células de

Arreglo de xenoinjerto (Xeno-08-

ID de clon cancer (CAX05) A)
HT29+++,  WML64-, M21++,
US7TMG++, HCT116+++,
multiclon MRK-1c-E3536-99 | Calu6++, ABAG+++, Suit 7+++, | pot'rr USTAGT HCTLL6,
MDA-MB231++, Kyse30++, NCI- '
HA60+++
clones 99-1, 99-2 y 99-3 fueron M21++, USTMG++ HCT116+,

subclones MRK-1¢c-E3536-99 positivos; se marco la membrana

Calu 6+, A549+
en plasma

Se seleccionaron tres subclones, 99-1, 99-2 y 99-3 como clones finales, en base a la intensidad de tincion, a la
selectividad con respecto a células positivas a avf35-integrina conocidas y a la calidad de la tincion de membrana en
plasma (Tabla 4). Los tres clones anti-avB5 marcaron la membrana en plasma (Figura 11). En el arreglo de
xenoinjerto Xeno-08-Mul, varios xenoinjertos fueron positivos, especialmente A431 (Figura 12). Los tres clones anti-
avf5, E3536-99-1, -99-2 y -99-3, exhibieron caracteristicas de tincion muy similares con respecto a la selectividad
celular e intensidad de tincion medidas con andlisis de imagen (Figura 13). Las lineas celulares que mostraron una
alta sefial de avB3_E3536-99-1 (0 -99-2, 0 -99-3) (es decir HT-29, HCT116, Kyse 30, A549 y NCI-H46) exhibieron
alta expresion de av5 analizada por FACS con el clon P1F6 (Kemperman et al., Exp Cell Res 1997, 234(1): 156-
164; Mitjans et al., Int J Cancer 2000, 87(5): 716-723). La linea de células M21 exhibié una baja sefial con
inmunohistoquimica y una correspondiente baja sefial por andlisis de FACS (Tabla 5). Las células de linfoma Raji,
que fueron negativas a av, no mostraron sefial en el arreglo de linea de células de cancer con inmunohistoquimica.

Tabla 5: Analisis de FACS e inmunohistoquimica anti-av35 de varias lineas de células de cancer

céiaas  do | FACS WS | Lacs v e coluias | FACS S xOde | g% “UChG
cancer (Expresién)
HCT116 6.2 72.5 450.2 103.0

KYSE-30 7.16 80.39 575.6 136.0

M21 0.84 39.1 32.8 50.0

A549 1.69 97.0 163.9 142.0

NCI-H460 1.67 78.0 130.3 128.0

Calu-6 5.2 74.4 386.9 75.0

Las caracteristicas del subclon correspondieron a los datos de FACS y bioquimicos para la distribucién de integrina
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avp5 y los subclones soportados 99 puesto que reaccionan con un epitopo de avp5-integrina. Los clones 99 se
derivan de una célula de hibridoma Gnica, como se revela por secuenciacién de ADNc (comparar posteriormente).

Ejemplo 6 : Caracterizaciéon de Clones Anti-av6 y Anticuerpos Anti-av(36

Los sobrenadantes de 33 clones obtenidos de estos multiclones se examinaron sin diluir en el arreglo de lineas de
células FFPE de lineas de células de cancer CAX08. Las sefiales citoplasmicas sin perfil de membrana clara se
excluyeron como no especificas de integrina. Muchos sobrenadantes de subclones probados en las lineas de células
de cancer fueron positivos después del tratamiento térmico asi como después del pre-tratamiento con proteasa. Los
subclones de los multiclones 52 (Figura 14), 106 y 118 mostraron una buena tincion de membrana en plasma. Los
subclones positivos se probaron en una segunda ejecucion en el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-Mul para confirmar
la reactividad cruzada en el tejido tumoral. El pre-tratamiento con proteasa dio por resultado una mayor sefial para
los subclones de 52 a 106. Por lo tanto, estos sobrenadantes de subclones se probaron sélo en los xenoinjertos pre-
tratados con proteasa. Los diferentes subclones del clon 52 fueron idénticos en su selectividad y especificidad de
tincion. El subclén 106-1 fue negativo en SW707 en contraste a los subclones de los multiclones 52 y 118 (Tabla 6).

Tabla 6: Sobrenadantes de subclones a dominio avB6 extracelular. La intensidad de tincion se gradud desde —
(negativo) a +++(fuerte) asi como desde 0 (negativo) a 3 (fuerte).

Pre-trqtamiento © Lineas de células de cancer (CAX08)
de Tejido « £

& E (_<g Proteasa 0.1 unidades/ml, 12 min

e 2 [=3
ID de Clon 25 | ¢ Comentario

o & (@]
52-1 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-2 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-3 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-4 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-5 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-6 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-7 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-8 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-9 3 0 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707+
52-10 2 0 Kyse30++, A431++, MDA-MB468++, Colo205+, HT29+, SW707+
52-11 2 0 Kyse30++, A431++, MDA-MB468++, Colo205+, HT29+, SW707+
52-12 2 0 Kyse30++, A431++, MDA-MB468++, Colo205+, HT29+, SW707+
106-1 3 1 Kyse30+++, A431+++, MDA-MB468+++, Colo205++, HT29++, SW707-
118-1 3 0 Kyse30++, A431++, MDA-MB468++, Colo205++, HT29++, SW707-

Xenoinjertos (Xeno-08-Mul)

Proteasa 0.1 unidades/ml, 12 min
52-1 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
52-2 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
52-3 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
52-4 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
52-6 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-

26



10

15

20

25

30

35

40

ES 2622487 T3

Pre-tratamiento < Lineas de células de cancer (CAX08)
de Tejido ® € . '
& E a Proteasa 0.1 unidades/ml, 12 min
e =3
ID de Clon 2 £ ] Comentario
o & O
52-8 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
52-9 3 1 H1975+++, A431+++, Colo205++, SW7077-
106-1 1 0-1 H1975+, A431+
118-1 3 0 A431+++, H1975+++, Col205+, fue mejor pre-tratamiento de proteasa

En el tejido de xenoinjerto, la linea de células de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) H1975 mostréd
la intensidad de tincion mas alta (Figura 14H). En el arreglo de la linea de células de cancer, los dos carcinomas de
células escamosas Kyse30 (Figura 141) y A431 (Figuras 14A), y en el arreglo de xenoinjerto, los xenoinjertos A431
(Figura 14B) mostraron una sefial alta. Las lineas celulares con alta intensidad de tincién en el arreglo de linea de
células de cancer fueron HT29 (Figura 14G), MDA-MB468, Colo205 y A431. Esto correspondié a un alto ARNm de
6 integrina de estas lineas celulares. La selectividad y especificidad de los sobrenadantes de subclones de los
multiclones 52, 106 y 118 estuvo de acuerdo con un epitopo de avf36 reconocido por los anticuerpos. Nueve
subclones 52-1, 52-2, 52-3, 52-4, 52-6, 52-8, 52-9, 106-1 y 118-1 se seleccionaron como clones finales, en base a la
intensidad de tincion, a la selectividad con respecto a células positivas a av36 integrina conocidas y a la calidad de
la tincién de membrana en plasma (Tabla 6). De los subclones con tinciones idénticas, los que tienen mas alta
concentracion de 1gG se seleccionaron como clones finales.

El clon con la més alta concentracién de IgG, el clon E3866-52-1, se cultivd y el anticuerpo se purificd de acuerdo a
protocolos normales. La actividad del anticuerpo se mostré por IHC en el arreglo de linea de células de cancer
(Figura 15). Con el anticuerpo recombinante, se tifieron varios portaobjetos del arreglo de linea de células de cancer
y se xenoinjertos (Figura 16). En los xenoinjertos de cancer de colon HT29, carcinoma de pulmén H1975 y un
explante de tumor de préstata de paciente PRXF MRIH (Oncotest GmbH, Freiburg) al anticuerpo recombinante anti-
ovf36 mostré una sefial pronunciada, en tanto que un xenoinjerto de melanoma M21 sin expresion de ARNm de f36,
fue negativo (Figura 16). El anticuerpo recombinante anti-av36 mostré una clara tincién de la membrana en plasma
(Figura 17). La sefial en el arreglo de linea de células de cancer se cuantificéd con la ayuda de analisis de imagen
(Figura 18). Las lineas celulares con alta sefial de tincién de anticuerpo, como fueron HT29, Colo205 o0 MDA-MB468,
correspondieron a las lineas celulares con altos niveles de ARNm del ARNm de (36 integrina. El anticuerpo anti-av36
recombinante mostré alta reproducibilidad de portaobjeto a portaobjeto (r=0.996) y de ejecucién a ejecucion
(r=0.991, Figura 19) usando procedimientos de tincion automatizados.

El anticuerpo avp6 recombinante de IgG de conejo (EM05201) generado contra un péptido de avp6-integrina fue
adecuado para tejido FFPE. Las especificidades de ELISA y las caracteristicas de tincion del anticuerpo
recombinante avf36 (EM05201), como fueron “tincion de membrana en plasma” y alta sefial en lineas celulares que
expresan alto ARNm de B6-integrina, estuvieron de acuerdo con un epitopo de avp6-integrina del anticuerpo.

Ejemplo 7 : Caracterizacion de clones anti-av38 y anticuerpos anti-av38

Los sobrenadantes de 36 subclones obtenidos de estos multiclones se examinaron sin diluir en el arreglo de linea de
células FFPE de lineas de células de cancer CAX08. Todos los 36 subclones mostraron una sefial de membrana,
ninguno se excluy6 debido a tincién citoplasmica no especifica de integrina. Muchos sobrenadantes de subclones
probados en las lineas de células de cancer fueron positivos después del tratamiento térmico asi como después del
pre-tratamiento con proteasa. Para cada multiclon, los cuatro subclones con las concentraciones mas altas de IgG
se seleccionaron para prueba adicional en el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-Mul para confirmar la reactividad
cruzada en tejido tumoral (Figura 20). El pre-tratamiento de proteasa dio por resultado una sefial mayor para los
subclones. Los subclones del multiclon 6 fueron negativos en los xenoinjertos. Las lineas celulares con alta
intensidad de tincién en el arreglo de linea de células de cancer, como fueron Ovcar-3, M24met, MDA-MB 468 y
A431 mostraron la expresion mas alta de ARNm de la 8 integrina (Tabla 7). Los subclones 40-4, 40-10, 40-11, 133-
5, 133-8 y 133-9 se seleccionaron como clones finales, en base a la selectividad con respecto a la expresion
conocida de ARNm de 38 y a la calidad de la tincién de membrana en plasma. De los clones con tinciones idénticas,
se seleccionaron los que tienen la mas alta concentracion de IgG como clones finales.
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Tabla 7: Sobrenadantes de subclones a dominio extracelular de avp8. La intensidad de tincién se gradud desde —
(negativo) a +++(fuerte) asi como desde 0 (negativo) a 4 (muy fuerte).

Pre-tratamiento < Lineas de células de cancer (CAX08)
de Tejido « =
& E ) Proteasa 0.1 unidades/ml, 12 min
E 2 =3
ID de Clon L= ] Comentario
ae | O
6-1 3 0 Ovcar3+++y Scov++ en zonas de contacto
6-5 3 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto
6-8 3 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto
6-12 3 0 Ovcar3+++y Scov++ en zonas de contacto
40-4 3 0 Ovcar3+++y Scov++ en zonas de contacto
40-9 3 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto
40-10 3 0 Ovcar3+++y Scov++ en zonas de contacto
40-11 3 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto
133-5 4 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto, A431++, MDA-MB468+++,
M24-met+++, Scov3++, Igrovl+++, PC3++, Kyse30++
133-8 4 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto, A431++, MDA-MB468+++,
M24-met+++, Scov3++, Igrovl+++, PC3++, Kyse30++
133-9 4 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto, A431++, MDA-MB468+++,
M24-met+++, Scov3++, Igrovl+++, PC3++, Kyse30++
133-12 4 0 Ovcar3+++ y Scov++ en zonas de contacto, A431++, MDA-MB468+++,
M24-met+++, Scov3++, Igrovl+++, PC3++, Kyse30++
Xenoinjertos (Xeno-08-Mul)
Proteasa 0.1 unidades/ml, 12 min
6-1 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
6-5 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
6-8 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
6-12 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
40-4 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
40-9 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
40-10 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
40-11 0 0 fuerte en Ovcar3 en vitro, negativo en xenoinjertos
133-5 3 0 U87MG++, A431++
133-8 3 0 U87MG++, A431++
133-9 3 0 UB7MG++, A431++
133-12 3 0 UB7MG++, A431++

El clon con la concentracion mas alta de 1gG, el clon E3875-133-9, se cultivd y el anticuerpo se purifico de acuerdo a
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métodos normales. La actividad del anticuerpo se muestra por IHC en el arreglo de linea de células de cancer
(Figura 21).

Con el anticuerpo recombinante, se tifieron varios portaobjetos de los arreglos de lineas de células de céancer,
xenoinjertos, y un arreglo de tejido humano normal. Las lineas de células de cancer Ovcar-3 (carcinoma ovarico),
M24-met (melanoma) y MDA-MB468 (carcinoma de mama), que expensan todas ARNm de 38, fueron positivas, en
tanto que las células MCF-7 (carcinoma de mama) sin ARNm (8, fueron negativas (Figura 22). De estas lineas
celulares, no estuvieron disponibles xenoinjertos. En los xenoinjertos de carcinoma de pulmén H1975 y mas fuerte
en los xenoinjertos de explante PRXF MRIH (Oncotest GmbH, Freiburg) de tumor de prostata, el anticuerpo
recombinante anti-av8 mostré alguna sefal (Figura 22). La sefial mas fuerte se observé en nervios periféricos
humanos (Figura 23). El anticuerpo recombinante anti-av8 mostré una tincion clara de la membrana en plasma
(Figura 24). La sefial en el arreglo de linea de células de cancer se cuantificé con la aguda de analisis de imagen
(Figura 25). Las lineas de células con una tal sefial de tincion de anticuerpo, como fueron Ovcar-3, M24-met, y MDA-
MB468, correspondieron a las lineas celulares con altos niveles de ARNm del ARNm de 38 integrina. El anticuerpo
recombinante anti-avB8 mostré alta reproducibilidad de portaobjetos a portaobjetos (r=0.982) y de ejecucién a
ejecucion (r=0.986, Figura 26).

El anticuerpo recombinante tipo IgG de conejo avp8 (EM 13309) generado contra un péptido de avf8-integrina fue
adecuado para tejido FFPE. Las especificidades de ELISA y las caracteristicas de tincién del anticuerpo
recombinante avf8 (EM13309) como son “tincion de membrana en plasma”, alta sefial en lineas de células que
expresan alto ARN de B8-integrina, y fuerte marcacion de nervios periféricos mielinados estuvieron de acuerdo con
el epitopo de avB8-integrina del anticuerpo.

Ejemplo 8: Caracterizacion de clones Anti-av y anticuerpos Anti-av

Los multiclones anteriormente seleccionados que se unen a avf3é asi como a av38 fueron los multiclones E3866-68
y E3875-13. Los sobrenadantes de 24 subclones obtenidos de estos multiclones se examinaron sin diluir en el
arreglo de linea de células FFPE de lineas de células de cancer CAX08. Todos los 24 subclones mostraron una alta
sefial de membrana en plasma, sin embargo, también alguna sefial citoplasmica (Figura 27). Se seleccionaron
nueve subclones, 5 del multiclon E3875-13 y 4 del multiclon E3866-68, para la prueba en tejido de xenoinjerto para
confirmar la reactividad cruzada en tejido tumoral. Debido a una muy alta sefial, los sobrenadantes se los clones 13-
3, 13-9y 68-7 se diluyeron 1:5y 1:10. Los sobrenadantes diluidos 13-3, y 13-9 tifieron todas las células en el arreglo
de linea de células de cancer excepto las células de linfoma Raji y las células insectiles Sf9. Los xenoinjertos
mostraron alta sefial de membrana en plasma y también alglna tincidn citoplasmica (Figuras 27A-27J). Después de
la dilucion 1:5, el subclén 68-7 no tifie MiaPaca2, una linea celular que fue positiva con el subclén 13-3. El epitopo
de los subclones del multiclon E3688-68 puede ser diferente de E3875-13. Los subclones E3875-13-3 y -13-9 se
seleccionaron como clones finales, en base a su alta concentracion de 1gG (Tabla 8).

Tabla 8: Sobrenadantes de subclones a dominio extracelular av. La intensidad de tincién se gradué desde -
(negativa) a +++ (fuerte) asi como desde 0 (negativa) a 3 (fuerte)

Pre-tratamiento | Lineas de células de cancer (CAX08)
de tejido
Calor en Tris EDTA pH 8
Plasma- citoplasma
membrana .
comentario
ID de clon
2b-E3875-13-3 3 1 alto en membrana en plasma y Golgi, alto citoplasmico
2b-E3875-13-5 3 1 alto en membrana en plasma y Golgi, alto citoplasmico
2b-E3875-13-6 3 1 alto en membrana en plasma y Golgi, alto citoplasmico
2b-E3875-13-7 3 1 alto en membrana en plasma y Golgi, alto citoplasmico
2b-E3875-13-9 3 1 alto en membrana en plasma y Golgi, alto citoplasmico
2a-E3866-68-4 3 2 Alto en membrana en plasma, Golgi, también positivo,
no claro, algo citoplasmico
2a-E3866-68-5 3 2 Alto en membrana en plasma, Golgi también positivo,
no claro, algo citoplasmico
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Pre-tratamiento

Lineas de células de cancer (CAX08)

de tejido
Calor en Tris EDTA pH 8
Plasma- citoplasma
membrana
comentario
ID de clon
2a-E3866-68-7 3 2 Alto en membrana en plasma, Golgi también positivo,
no claro, algo citoplasmico
2a-E3866-68-9 3 2 Alto en membrana en plasma, Golgi también positivo,

no claro, alto citoplasmico

2b-E3875-13-3

Xenoinjertos (Xeno-08-Mu1l)

Calor en Tris EDTApH 8

3

2

Dilucién 1:5 y 1:10 probada, alto en membrana en
plasma y Golgi, también aln algo citoplasmico, mejor
tincion de A431 que clon 68

2b-E3875-13-5

alto en membrana en plasma y Golgi, también
citoplasmico probablemente debido a muy alta sefial,
mejor tincién de A431 que clon 68

2b-E3875-13-6

alto en membrana en plasma y Golgi, también
citoplasmico probablemente debido a muy alta sefial,
mejor tincion de A431 que clon 68

2b-E3875-13-7

alto en membrana en plasma y Golgi, también
citoplasmico probablemente debido a muy alta sefial,
mejor tincién de A431 que clon 68

2b-E3875-13-9

dilucién 1:5 y 1:10 probada, alto en membrana en
plasma y Golgi, también aln algo citoplasmico, mejor
tincion de A431 que clon 68

2a-E3866-68-4

alto en membrana en plasma y Golgi, varias células
también citoplasmicas, puede ser debido a alta
concentracion

2a-E3866-68-5

alto en membrana en plasma y Golgi, varias células
también citoplasmicas, puede ser debido a alta
concentracion

2a-E3866-68-7

alto en membrana en plasma y Golgi, varias células
también citoplasmicas, puede ser debido a alta
concentracién, con dilucion 1:5 y 1:10 MiaPaCa2
negativa

2a-E3866-68-9

alto en membrana en plasma y Golgi, varias células
también citoplasmicas, puede ser debido a alta
concentracion

El clon con la mas alta concentracion de 1gG, clon E3875-13-9, se cultivd y el anticuerpo se purificé de acuerdo a
protocolos normales (Proteina G Sefarosa, HiLoad Superdex 200 pg). La actividad del anticuerpo se mostr6 por IHC

en el arreglo de lineas de células de cancer (Figura 28).

Con el anticuerpo recombinante, se tifieron (Figura 29) varios portaobjetos de los arreglos de lineas de células de
cancer y arreglos de xenoinjerto. En las lineas de células de cancer asi como en los xenoinjertos el anticuerpo
recombinante anti-av mostré una sefial pronunciada. Negativas fueron las lineas de células de linfoma, tal como
linfoma de Raji y Pfeiffer que no expresa ARNm de av-integrina. El anticuerpo recombinante anti-av mostré una clara
tincion de la membrana en plasma (Figura 30). La sefial en el arreglo de linea de células de cancer se cuantifico con
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la ayuda de analisis de imagen (Figura 31). El anticuerpo recombinante anti-av mostré reproducibilidad de
portaobjetos a portaobjetos (r=0.947) y de ejecucion a ejecucion (r=0.924, Figura 32).

El anticuerpo recombinante tipo IgG de conejo av (EM01309) generado contra el péptido de avf8-integrina fue
adecuado para tejido FFPE. Las especificidades de ELISA y las caracteristicas de tincion del anticuerpo
recombinante av (EM01309), como fue “tincibn de membrana en plasma”, alta sefial en lineas celulares que
expresan ARNm de av-integrina, y ninguna sefial en lineas de células de hibridoma que no expresan av-integrina
estuvieron de acuerdo con el epitopo de av-cadena del anticuerpo.

Ejemplo comparativo 9: Caracterizacion de clones de integrina de dominio citoplasmico anti-B3 y anticuerpos de
integrina de dominios citoplasmico anti-g3

Los sobrenadantes de 24 subclones obtenidos de los multiclones 2 y 67 se examinaron sin diluir en el arreglo de
linea de células FFPE de linea de células de cancer CAX05. Las sefiales citoplasmicas sin perfil claro de membrana
se excluyeron como no especificas de integrina. Los subclones del multiclon 2 exhibieron una buena tincién de
membrana en plasma. La selectividad de los subclones con respecto a ciertos tipos celulares se compar6 con el IgG
monoclonal de ratén, clon 20H9. Los subclones positivos se probaron en una segunda ejecucién en el arreglo de
xenoinjerto Xeno-08-A para confirmar la reactividad cruzada en tejido de tumor. Tres subclones, 2-4, 2-10 y 2-12, se
seleccionaron como clones finales, en base a la intensidad de tincién, a la selectividad con respecto a las células
positivas a avp3 integrina, y a la calidad de la tincion de membrana en plasma (Tabla 9).

Tabla 9: Subclones a dominio intracelular de $3. La intensidad de tincion de gradud desde - (negativa) a +++ (fuerte)
asi como 1 (bajo), 2(medio), 3 (alto).

Tejido CAX05 Xeno-08-A
ID de clon | Plas- Cito- Comentarios Plas- Cito-plas- | comentarios
ma- plas-ma ma- ma
mem- mem-
brana brana
2-1 3 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-2 3 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-3 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-4 3 0 M21 +Golgi, especifico avb3 |3 0 +Golgi, M21 +++,
U87MG+
2-5 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-6 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-7 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-8 3 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-9 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-10 3 0 M21 +Golgi, especifico avh3 |3 0 +Golgi, M21 +++,
U87MG+
2-11 1 0 M21 +Golgi, especifico avb3
2-12 3 0 M21 +Golgi, especifico avb3 |3 0 +Golgi, M21 +++,
U87MG+
67-1 0 0
67-2 0 0
67-3 0 0
67-4
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Tejido CAXO05 Xeno-08-A
ID de clon | Plas- Cito- Comentarios Plas- Cito-plas- | comentarios
ma- plas-ma ma- ma
mem- mem-
brana brana
67-5 1 2 Similar a 67-7
67-6
67-7 1 2 WM164+++, M21++,
U87MG+, sin embargo
predominantemente
citoplasmico, difuso y
precipitacion en muchas otras
células
67-8 0 0
67-9 1 2 Similar a 67-7
67-10 1 2 Similar a 67-7
67-11 0 0
67-12 0 0

Los clones finales seleccionados se cultivaron y los anticuerpos se purificaron. Los tres clones anti-B3, E3592-2-4, -
2-10, y -2-12, exhibieron similares caracteristicas de tincién, mostrando distinta tincion de membrana en plasma
(Figura 33). En el arreglo de xenoinjerto Xeno-08-Mul, los xenoinjertos M21 fueron positivos (Figura 34). U87MG
fueron negativos. La selectividad de la tincién con los tres anticuerpos en el arreglo de linea de células de cancer
CAX08 fe casi idéntico (Figura 35). La intensidad de la tincién varié y fue mas fuerte para el clon E3592-2-12. La
selectividad de la tincion de los tres anticuerpos se compard con el anticuerpo anti-B3 integrina exo-dominio
monoclonal, clone 20H9, mostrado para el clon E3592-2-12 (Figura 36). Con respecto a la selectividad celular, los
tres clones mostraron caracteristicas similares al clon 20H9, indicando que el epitopo de los tres anticuerpos fue un
epitopo de B3. La alta expresion de avB3 en lineas de células M21 se mostré anteriormente por analisis de FACS
con el clon LM609 (Tabla 10; Mitjans et al., Int J Cancer 2000, 87(5): 716-723).

Tabla 10: Andlisis de FACS e inmunohistoquimica anti-B3 de varias lineas de células de cancer

Linea de células | FACS avB3 | FACS % de células | FACS % de células | ICH B3_E3592-2-

de céancer (MIF/fondo medio) avB3 x 12 en CAXO08
(expresion

HCT116 0.96 0.2 0.2 10.1

KYSE-30 0.98 0.52 0.5 9.2

M21 1.55 91.8 142.3 119.6

A549 0.63 1.2 0.8 6.7

NCI-H460 0.79 0.0 0.0 1.5

Calu-6 1.5 3.6 54 24

Las caracteristicas de tincion de los tres clones E3592-2-4, -2-10, y -2-12, como fueron “tincion de membrana en
plasma” y alta sefial en M21, estuvieron de acuerdo con un epitopo de B3-integrina de los anticuerpos. Los clones de
hibridoma de conejo E3592-2-4 2-10, y -2-12 generados contra el péptido de B3-integrina produjeron anticuerpos
adecuados para tejido FFPE. Su reconocimiento de epitopo estuvo de acuerdo con su unién de epitopo de dominio
citoplasmico de B3. Las cadenas de anticuerpo del clon que producen el anticuerpo de tincidn mas fuertemente,
E3592-2-12, se clonaron por ADNc vy las regiones codificadoras de anticuerpo se secuenciaron de forma multiple
(comparar posteriormente).
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Ejemplo 10 : Secuenciacion y listado de secuencias

Se valoraron varios clones por secuenciacion de ADNc (Tabla 11). La informacién registrada en forma leible por
ordenador es idéntica al estado de secuencias escrito.

Tabla 11: Clones secuenciados

ID de Clon Identificador de | Especificidad Ejemplo SEQ ID Nos
anticuerpo
recombinante
E3531-227-3 EM22703 Anti-avp33 4.2 81-120 excepto 90,110
E3531-229-3 EM22903 Anti-av33 4.2 81-120 excepto 90,110
E3536-99-1 - Anti-av35 5 1-40 excepto 10, 30
E3536-99-2 EM09902 Anti-avp5 5 1-40 excepto 10, 30
E3536-99-3 - Anti-av35 5 1-40 excepto 10, 30
E3592-2-12 EM00212 Anti-B3 9 41-80 excepto 50, 70
E3866-052-1 EM05201 Anti-avp36 6 121-160 excepto 130,
150
E3875-0133-9 | EM13309 Anti-av38 7 161-200 excepto 170,
190
E3875-013-9 EM01309 Anti-av 8 201-240 excepto 210,
230

Tres ejecuciones de secuenciacién primaria en cada cadena pesada y ligera de los clones se montaron en contigos
usando el software Lasergene (DNAstar Inc.) y se analizaron usando herramientas de alineacion multiple ClustalWw.
Los colones E3531-227-3 y -229-3 tienen idénticas secuencias de cadena pesada y ligera, confirmando la
monoclonalidad de la poblacién de anticuerpos. Los clones E3536-99-1, -99-2 y -99-3 tienen idénticas secuencias de
cadena pesada y ligera, confirmando la monoclonalidad de la poblacién de anticuerpos.

Ejemplo 11 : RabMab Recombinantes son Especificos para su Ligandos por ELISA.

En condiciones normales de ELISA, se pone 1 ug/ml de integrina revestida en la placa, los anticuerpos fueron
esencialmente monoespecificos para sus inmunégenos, como se define mejor que 4 logs de concentraciones, y no
reaccionan de forma cruzada de forma significativa con las cadenas de integrina mas cercanamente relacionadas
(Figuras 10, 37, 38), con la excepcion de EM09902 que mostré una reactividad cruzada (ICso ~ 100 veces menor)
como B3 de los complejos. No afecta de forma seria el uso FFPE, puesto que la expresion de avB5 es mas
prevalente que avB3 y la sefial de EM09902 es extremadamente fuerte en IHC. Las especificidades de los otros
anticuerpos recombinantes fueron indistinguibles en ELISA y en tinciéon de IHC de los sobrenadantes de hibridoma y
anticuerpos derivados de estos (Figuras 10, 37, 38). En cambio, en la secuenciacion de ADNc, dos de los
anticuerpos anti-av3, EM22703 y EM22903, se encontraron que se derivan de un clon individual. Las
especificidades en ELISA y en las afinidades de union aparente expresadas como ICsp en ELISA se muestran en la
Tabla 12.

Tabla 12: ICso de RabMab recombinantes en ELISA en integrinas aisladas

Identificador de | Inmunégeno | avf33 avp5 avB6 avps Gpiibiiia

anticuerpo (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

recombinante

EM22703 avB3 ECD | 14 >10000 >>10000 >>10000 0.85
humano
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EM09902 avB5 ECD | -450 5.6 >>10000 >>10000 ~400
humano

EMO00212 avB3 ECD | >>10000 >>10000 >>10000 >>10000 >>10000
humano

EMO005201 avB6 ECD | >>10000 >>10000 3.8 >>10000 >>10000
humano

EMO013309 avB8 ECD | >>10000 >>10000 >>10000 4.0 >>10000
humano

EMO001309 avB3 ECD | 4.7 6.5 4.9 4.1 >>10000
humano

Ejemplo 12: RabMab recombinantes no afectan la unién de ligando a sus receptores

Tanto los anticuerpos como las moléculas pequefias pueden inhibir o mejorar la actividad de las integrinas, sin
embargo, los RabMabs seleccionados aqui no tiene efecto en la union al ligando (Figura 39). Los inhibidores de
avb3 y avb5, hechos reaccionar como se predice, son positivos (cilengitida) y negativos (c(RBA-DfV)).

Ejemplo 13 : RabMab recombinantes en citometria de flujo de células vivas (“FACS")

En FACS, las integrinas nativas presentan su patron de glicosilacion nativa in situ, de modo que esto representa una
“norma de oro” de especificidad. Los RabMab se valoraron en FACS en comparacion a anticuerpos monoclonales,
murinos, bien caracterizados, normales. Para av8, no estuvo comercialmente disponible ningin anticuerpo. Los
anticuerpos hechos reaccionar en FACS de una manera dependiente del tipo celular y los perfiles de FACS
correspondieron cercanamente a los perfiles de ELISA de los anticuerpos. Los resultados se resumen como
intensidad media de fluorescencia normalizada a anticuerpos de control de segunda capa (Tabla 13). Las diferencias
en los niveles absolutos de expresion entre los RabMab y los Mab de ratén son probablemente debidas a la afinidad
variables de los anticuerpos de segunda capa.

Tabla 13: Actividad de RabMab y anticuerpo comparador en citometria de flujo de células vivas usando anticuerpo
de segunda capa marcado con Alexa-488 versus anti-raton marcado con FITC o Ig de conejo. rMIF es intensidad
media pico de fluorescencia, con relacién a segunda capa sola

Tipo delldentifi-cador [nmundégeno/- HUVEC [HT- A549 M24Met |M21 |M21- [M21-

anticuerpo |de anti-cuerpo |objetivo 29 L Gpiib

MoMab 17E6 avB3 humana (9.9 7.3 6.8 7.8 9.3 1.0 1.1

MoMab LM609 av33 10.7 1.0 1.3 4.9 9.1 1.1 1.2

MoMab P1F6 avs 2.7 3.2 3.6 3.8 3.8 1.1 1.0

MoMab PAC10 B1 38.9 145 [7.5 14.0 7.2 12.1 [10.8

RabMab EM22703 ovB3/ECD  p312.4 1.7 1.7 8.1 176 [1.7 56.0
humana

RabMab EM09902 ovB5/ECD  p533.9 98.9 [77.8 [40.1 7.2 2.0 1.9
humana

RabMab EM00212 B3 humana(l.1 1.1 1.1 1.2 1.2 1.2 1.2
citoplasmica

RabMab EM05201 avB6/ECD avp6|1.6 8.0 1.3 1.0 1.1 1.1 1.0
humana

RabMab EM013309 avB8/ECD avpgl.1 19.9 [1.8 15.5 22.1 [1.2 1.0
humana
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Tipo delldentifi-cador [nmundégeno/- HUVEC [HT- A549 M24Met |M21 |M21- [M21-

anticuerpo |de anti-cuerpo |objetivo 29 L Gpiib

RabMab EM01309 avB3/*ECD  av|28.8 1.8 1.3 2.5 1.3 1.3 1.0
humana

Los anticuerpos murinos mostraron que las células HUVEC expresan altos niveles de av, avB3 y avB5 y no de av36
0 avB8. En estas células, el RabMab EM01309 reacciond fuertemente, y a niveles comparables a 17E6, el
comparador anti-av murino. Los anticuerpos murinos mostraron altos niveles de av, nada de avf33, altos niveles de
avB5 y algo de avB6 en células HT-29 CRC. Los RabMab confirmaron esto y también mostraron alta expresion de la
integrina av8. El RabMab EM01309 reaccion6 débilmente. Los anticuerpos murinos mostraron altos niveles de av,
nada de avf33, altos niveles de avB5 y nada de avf6 en células A549 NSCLC. La unién de los RabMab confirmé
esto, y también no mostré expresion de la integrina avB8. El RabMab EM01309 no reaccioné. Los anticuerpos
murino mostraron altos niveles de av, av33 y avB5 y nada de avp6, y fuerte expresion de B1 en células de melanoma
M24 Met. Los RabMab confirmaron esto y también mostraron fuerte unién de EM 13309, revelando la expresion de
la integrina avB8. El RabMab EM01309 no reaccioné. Los anticuerpos murino mostraron altos niveles de av, avf3 y
avB5, y nada de av36, y fuerte expresion de B1 en las células de melanoma M21. Los RabMab confirmaron esto y
también mostraron altos niveles de unién de EM 13309, que muestra expresion de avf8. EI RabMab EM01309 no
reacciond. Los anticuerpos murinos no mostraron av, avp3, av5 o avp6 en las células de melanoma M21-L, y fuerte
expresion de 1. Ninguno de los RabMab se une de forma significativa por arriba del fondo. Los anticuerpos murinos
no mostraron av, avf3, avB5 o avB6 en las células de melanoma M21-gpiib, pero fuerte expresion de Bl y 3. Los
RabMabs EM05201, EM13309 y EM01309 no se unen. Sin embargo, ambos EM22703 y EM09902 reaccionar,
EM22703 fuertemente. Esto soporto los datos de ELISA (comparar Ejemplo 11) que EM22703 puede reaccionar de
forma cruzada con qiibB3, y que EM09902 puede reaccionar de forma cruzada débilmente tanto con av33 como
aiibB3.

La citometria de flujo de células vivas fue inequivoca. Los anticuerpos no reaccionan por arriba del fondo con la linea
de células M21-L av-deficientes. Puesto que la MIF normalizada lograda con el planteamiento 100 de EM22703 y
EM09902, y con EM05201 y EM13309, esto indicé la sefial a ruido rutinariamente lograble basica de los anticuerpos,
que estuvo considerablemente por arriba que aquella lograda con los reactivos LM609 y P1F6 normales. No fue
claro aun si esto fue un resultado de los reactivos con fluoresceina de segunda capa de mayor afinidad, en lugar de
las propiedades de los RabMab primarios mismos, cualquiera que sea la razén, los RabMab fueron excelentes
reactivos para FACS.

EM22703 dio una tincion paralela en FACS a LM609, confirmando que estuvo reconociendo el complejo avB3, pero
también reaccioné fuertemente con M21-gpiib, mostrando que esto fue la cadena 3 en el complejo de integrina que
se reconocio bien por EM22703.

La tincion EM09902 es en general paralela a la tincion de P1F6, pero reacciond débilmente con 3 asi como con
cadenas B5. Esto fue visible en la FACS de células M21-gpiib, que no expresan av@5, el objetivo supuesto de
EMO09902. Al titular el anticuerpo, se puede seleccionar la concentracion 6ptima del reactivo para reducir al minimo la
reactividad cruzada de avf3, en tanto que se retiene una potente sefial de avp5, como se predice de los datos de
ELISA, y para FACS esto fue 0.3-1 pyg/ml.

EMO00212, dirigido contra el dominio citoplasmico b3 fue negativo en FACS y ELISA. Puesto que esto es una
especie, isotipo y control objetivo, es un excelente indicador de la especificidad, y sugiere que una excelente relacién
de sefial a radio de 100:1 se esta logrando en FACS.

EMO05201 fue intensamente especifico para avp6 y reveld esta proteina sélo en células HT29, donde se conoce que
se expresa.

EM13309 es el primer reactivo capaz de FACS de células vivas de la integrina avp8, y proporcioné informacion
sorprendente que av38 se expresa mas ampliamente que av36, en carcinoma HT29, y melanomas M21 y M24 met.
La tincién de linaje neuroectodérmico fue quiza no sorprendente puesto que avp8 se reportod en el linaje neuronal de
atrocitos, sin embargo, fue inesperada la tincion del carcinoma, y puede reflejar la biologica: el analisis reciente de la
avB8 mostré que su expresion en las APC de intestino controld la respuesta inflamatoria en este sitio. De forma
concebible, la linea CRC HT29 también reflejo este mecanismo.

EMO01309, contra el dominio extracelular av, fue uniformemente negativo con la excepciéon de HUVEC.

En resumen, se mostré que los anticuerpos RabMab funcionan en citometria de flujo de células vivas. Esto
proporciona un puente valioso entre la bioguimica y la IHC de tejido para validaciéon y caracterizacion de tumor.
Especialmente, los reactivos avf6 y avf8 son un recurso importante para estudios de integrinas, y la capacidad de
hacer estos anticuerpos con estos perfiles de reactividad en los RabMab abre una puerta, finalmente en un analisis
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riguroso de los patrones de expresién de integrina en tejido de archivo.
Ejemplo 14 : Experimentos de Titulacién

Se realizaron experimentos de titulacién en FACS para investigar las concentraciones de tincioén apropiadas (Figuras
40-43). Las formas de la curva no indican saturacién, pero empiezan a aplanarse por arriba de 1 mg/ml. los
anticuerpos de conejo son fuertes aglutinantes en FACS. Especialmente, EM09902 tiene alta afinidad, y una fuerte
unién se ve a 0.1 pg/ml de concentracion de anticuerpo y por lo tanto, se puede usar de forma exitosa a <1 pg/ml de
concentracion de tincion.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (CDR-1-V_~«(V[35)

RCALVM

SEQ ID NO: 2 (CDR-2-V_-avi35)

QDIGSD

SEQ ID NO: 3 (CDR-3-VL-avR35)

AGYKSYSDDGHG

SEQ ID NO: 4 (CDR-1-Vx-avi35)

PLRNVWIS

SEQ ID NO: 5 (CDR-2-V-avR35)

CIYTGRDWP

SEQ ID NO: 6 (CDR-3-VH-avi35)

ARIVYGGAGYRL

SEQ ID NO: 7 (FR-1-Vi-av35)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA

SEQ ID NO: 8 (FR-2-Vi-av35)

TQTPPSVEAAVGGTVTINCQAS

SEQ ID NO: 9 (FR-3-VL-avi35)

LAWYQQKPGQPPKLLIYSASSLASGVPSRFKASGSGTQFTLTISDVQCDDAATYSC

SEQ ID NO: 10 (DTM-avR5)
GLNICTSGSATSCEECLLIHPKCAWCSKEDFGSPRSITSRCDLRANLVKNGCGGEIESPAS
SFHVLRSLPLSSKGSGSAGWDVIQMTPOQEIAVNLRPGDKTTFQLQVROQVEDYPVDLYYLMD
LSLSMKDDLDNIRSLGTKLAEEMRKLTSNFRLGFGSFVDKDISPFSYTAPRYQTNPCIGYK
LFPNCVPSFGFRHLLPLTDRVDSFNEEVRKQRVSRNRDAPEGGFDAVLOAAVCKEKIGWRK
DALHLLVFTTDDVPHIALDGKLGGLVQPHDGQCHLNEANEYTASNOMDYPSLALLGEKLAE
NNINLIFAVTKNHYMLYKNFTALIPGTTVEILDGDSKNIIQLIINAYNSIRSKVELSVWDQ
PEDLNLFFTATCQDGVSYPGQRKCEGLKIGDTASFEVSLEARSCPSRHTEHVFALRPVGFR
DSLEVGVTYNCTCGCSVGLEPNSARCNGSGTYVCGLCECSPGYLGTRCECQDGENQSVYQN
LCREAEGKPLCSGRGDCSCNQCSCFESEFGKIYGPFCECDNFSCARNKGVLCSGHGECHCG
ECKCHAGYIGDNCNCSTDISTCRGRDGQICSERGHCLCGQCOCTEPGAFGEMCEKCPTCPD

ACSTKRDCVECLLLHSGKPDNQTCHSLCRDEVITWVDTIVKDDQEAVLCFYKTAKDCVMME
TYVELPSGKSNLTVLREPECGNTPN

SEQ ID NO: 11 (FR-1-Vu-avi35)
METGLRWLLLVAVLKGVQCQEQLEESGGGLVQPEGSLTLTCTVSGF
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SEQ ID NO: 12 (FR-2-Vi-avR5)
WVRQAPGKGLEWIG

SEQ ID NO: 13 (FR-3-Vh-avR5)
YYASWAKGRFTISKSSSTTVTLQMTSLTATDTATYFC
SEQ ID NO: 14 (FR-4-Vh-avR5)

WGPGTLVTVSS

SEQ ID NO: 15 (Vi-avR5: CDRs + FRs)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGARCALVMTQTPPSVEAAVGGTVTINCQASQDIGSDLAWYQQK
PGQPPKLLIYSASSLASGVPSRFKASGSGTQFTLTISDVQCDDAATYSCAGYKSYSDDGHG

SEQ ID NO: 16 (Vnx-avR5: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQEQLEESGGGLVQPEGSLTLTCTVSGFPLRNVWISWVRQAPG
KGLEWIGCIYTGRDWPYYASWAKGRFTISKSSSTTVTLOMTSLTATDTATYFCARIVYGGA
GYRLWGPGTLVTVSS

SEQ ID NO: 17 (CL-avR5)

FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPONSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 18 (Cx-avR5)

GQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
IAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFTCSVMH
EALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 19 (L-avR5: CDRs + FRs + Cy)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA|TQTPPSVEAAVGGTVTINCQASQDIGS DLAWYQQK
PGQPPKLLIYSASSLASGVPSRFKASGSGTQFTLTISDVQCDDAATYSCH -
FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPONSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 20 (H-av35: CDRs + FRs + Ch)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQEQLEESGGGLVQPEGSLTLTCTVSG
KGLEWIGCIYTGRDWPYYASWAKGRFTISKSSSTTVTLOMTSLTATDTATY FCR 3
!lﬁﬂWGPGTLVTVSSGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTL
TNGVRTFPSVRQSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPP
PELLGGPSVFIFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLR
EQQFNSTIRVVSTLPIAHQODWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGP
PREELSSRSVSLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGS YFLYSKLSVPT
SEWQRGDVFTCSVMHEALHNHYTQKS ISRSPGK
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SEQ ID NO: 21 (CDR-1-V.-avR5)
AGATGTGCGCTTGTGATG

SEQ ID NO: 22 (CDR-2-V.-avR5)
ACATTGGTAGCGAC

SEQ ID NO: 23 (CDR-3-V.-aVR5)
GCAGGCTATAAAAGTTATAGTGATGATGGTCATGG
SEQ ID NO: 24 (CDR-1-Vi-avR5)
CCCCTCCGTAATGTCTGGATATCC

SEQ ID NO: 25 (CDR-2-Vi-avR5)
TGCATTTATACTGGTAGGGATTGG

SEQ ID NO: 26 (CDR-3-Vu-avR5)
GCGAGAATTGTTTATGGTGGTGCTGGTTATAGATTG
SEQ ID NO: 27 (FR-1-Vi-avR5)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC

SEQ ID NO: 28 (FR-2-VL-avi35)

ACCCAGACTCCACCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAATTGCCAGG

CCAGTCAGG

SEQ ID NO: 29 (FR-3-VL-avi35)

TTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATTCTGCATCCA
GTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGATTCAAAGCCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCT
CACCATCAGCGACGTGCAGTGTGACGATGCTGCCACTTACTCCTGT

SEQ ID NO: 30 (DTM-avi35 incl. péptido de sefial [minuscula])
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atgccgcgggcececcggegecgectgtacgectgectectggggetectgegegctectgececc
ggctcgcaGGTCTCAACATATGCACTAGTGGAAGTGCCACCTCATGTGAAGAATGTCTGCT
AATCCACCCAARAATGTGCCTGGTGCTCCAAAGAGGACTTCGGAAGCCCACGGTCCATCACC
TCTCGGTGTGATCTGAGGGCAAACCTTGTCAAAAATGGCTGTGGAGGTGAGATAGAGAGCC
CAGCCAGCAGCTTCCATGTCCTGAGGAGCCTGCCCCTCAGCAGCAAGGGTTCGGGCTCTGC
AGGCTGGGACGTCATTCAGATGACACCACAGGAGATTGCCGTGAACCTCCGGCCCGGTGAC
AAGACCACCTTCCAGCTACAGGTTCGCCAGGTGGAGGACTATCCTGTGGACCTGTACTACC
TGATGGACCTCTCCCTGTCCATGAAGGATGACTTGGACAATATCCGGAGCCTGGGCACCAA
ACTCGCGGAGGAGATGAGGAAGCTCACCAGCAACTTCCGGTTGGCATTTGGGTCTTTTGTT
GATAAGGACATCTCTCCTTTCTCCTACACGGCACCGAGGTACCAGACCAATCCGTGCATTG
GTTACAAGTTGTTTCCAAATTGCGTCCCCTCCTTTGGGTTCCGCCATCTGCTGCCTCTCAC
AGACAGAGTGGACAGCTTCAATGAGGAAGTTCGGAAACAGAGGGTGTCCCGGAACCGAGAT
GCCCCTGAGGGGGGCTTTGATGCAGTACTCCAGGCAGCCGTCTGCAAGGAGAAGATTGGCT
GGCGAAAGGATGCACTGCATTTGCTGGTGTTCACAACAGATGATGTGCCCCACATCGCATT
GGATGGAAAATTGGGAGGCCTGGTGCAGCCACACGATGGCCAGTGCCACCTGAACGAGGCC
AACGAGTACACAGCATCCAACCAGATGGACTATCCATCCCTTGCCTTGCTTGGAGAGAAAT
TGGCAGAGAACAACATCAACCTCATCTTTGCAGTGACAAAAAACCATTATATGCTGTACAA
GRATTTTACAGCCCTGATACCTGGAACAACGGTGGAGATTTTAGATGGAGACTCCAAAAAT
ATTATTCAACTGATTATTAATGCATACAATAGTATCCGGTCTAAAGTGGAGTTGTCAGTCT
GGGATCAGCCTGAGGATCTTAATCTCTTCTTTACTGCTACCTGCCAAGATGGGGTATCCTA
TCCTGGTCAGAGGAAGTGTGAGGGTCTGAAGATTGGGGACACGGCATCTTTTGAAGTATCA
TTGGAGGCCCGAAGCTGTCCCAGCAGACACACGGAGCATGTGTTTGCCCTGCGGCCGGTGG
GATTCCGGGACAGCCTGGAGCGTGGGGGTCACCTACAACTGCACGTGCGGLTGCAGCGETGGEE
GCTGGAACCCAACAGCGCCAGGTGCAACGGGAGCGGGACCTATGTCTGCGGCCTGTGTGAG
TGCAGCCCCGGCTACCTGGGCACCAGGTGCGAGTGCCAGGATGGGGAGAACCAGAGCGTGT
ACCAGAACCTGTGCCGGGAGGCAGAGGGCAAGCCACTGTGCAGCGGGCGTGGGGACTGCAG
CTGCAACCAGTGCTCCTGCTTCGAGAGCCGAGTTTGGCAAGATCTATGGGCCTTTCTGTGAG
TGCGACAACTTCTCCTGTGCCAGGAACAAGGGAGTCCTCTGCTCAGGCCATGGCGAGTGTC
ACTGCGGGGAATGCAAGTGCCATGCAGGTTACATCGGGGACAACTGTAACTGCTCGACAGA
CATCAGCACATGCCGGGGCAGAGATGGCCAGATCTGCAGCGAGCGTGGGCACTGTCTCTGT
GGGCAGTGCCAATGCACGGAGCCGGGGGCCTTTGGGGAGATGTGTGAGAAGTGCCCCACCT
GCCCGGATGCATGCAGCACCAAGAGAGATTGCGTCGAGTGCCTGCTGCTCCACTCTGGGAA
ACCTGACAACCAGACCTGCCACAGCCTATGCAGGGATGAGGTGATCACATGGGTGGACACC
ATCGTGAAAGATGACCAGGAGGCTGTGCTATGTTTCTACAAAACCGCCAAGGACTGCGTCA
TGATGTTCACCTATGTGGAGCTCCCCAGTGGGAAGTCCAACCTGACCGTCCTCAGGGAGCC
AGAGTGTGGAAACACCCCCAAC

SEQ ID NO: 31 (FR-1-Vu-avi35)

ATGGAGACTGGGCTGCGECTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGG
AGCAGCTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGGTCCAGCCTGAGGGATCCCTGACACTCACCTG
CACAGTCTCTGGATTC

SEQ ID NO: 32 (FR-2-VH-avi35)
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATCGGA
SEQ ID NO: 33 (FR-3-VH-avi35)
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CCCTACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGATTCACCATTTCCAAGTCCTCGTCCGACCACGE
TGACTCTCCAAATGACCAGTCTGACAGCCACGGACACGGCCACATATTTCTGT

SEQ ID NO: 34 (FR-4-Vu-avi35)
TGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTTTCCTCA
SEQ ID NO: 35 (VL-avR5: CDRs + FRs)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
GATGTGCGCTTGTGATGACCCAGACTCCACCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTCAGGACATTGGCTAGCGACTTAGCCTGGTATCAGCAGAAA
CCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATTCTGCATCCAGTCTGGCATCTGGGGTCCCAT
CGCGATTCARAGCCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACGTGCAGTG
TGACGATGCTGCCACTTACTCCTGTGCAGGCTATAAARAGTTATAGTGATGATGGTCATGG

SEQ ID NO: 36 (VH-avR5: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGG
AGCAGCTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGGTCCAGCCTGAGGGATCCCTGACACTCACCTG
CACAGTCTCTGGATTCCCCCTCCGTAATGTCTGGATATCCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGG
AAGGGGCTGGAGTGGATCGGATGCATTTATACTGGTAGGGATTGGCCCTACTACGCGAGCT
GGGCGAAAGGCCGATTCACCATTTCCAAGTCCTCGTCGACCACGGTGACTCTCCAAATGAC
CAGTCTGACAGCCACGGACACGGCCACATATTTCTGTGCGAGAATTGTTTATGGTGGTGCT
GGTTATAGATTGTGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTTTCCTCA

SEQ ID NO: 37 (CL-avR5)

TTTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAGGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATC
TTCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATA
AATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCAT
CGAGAACAGTAAARCACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTG
ACACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCA
CGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 38 (Cr-avi35)
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GGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCT
CCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTG
GAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGC
CTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACG
TGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAA
GCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCAGGATGACCCCGAGCTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGC
CCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCC
ATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCAC
TCCCGGCCCCCATCGAGAMAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGT
CTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATG
ATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGG
ACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAA
GCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 39 (L-av35 CDRs + FRs + CL)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC
B - CCCAGACTCCACCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTCAGGACATTGGTAGCGACTTAGCCTGGTATCAGCAGAAA
CCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATTCTGCATCCAGTCTGGCATCTGGGGTCCCAT
CGCGATTCARAGCCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACGIGCAGTC
TGACGATGCTGCCACTTACTCCTGCT i i (ot ! 5 Tlats %
TTCGGCGGAGEEACCGAGETGOTCETCAAGGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGA
CACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 40 (H-av35 CDRs + FRs + Cn)
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ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGG
AGCAGCTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGETCCAGCCTGACGGATCCCTGACACTCACCTG
cacacrerereeATTC G 1 G GG TCCGCCAGGCTCCAGGS
AAGGGGCTGGAGTGGATCGGATGCATTTATACTGGTAGGGAT TGGCCCTACTACGCGAGCT
GGGCGAAAGGCCGATTCACCAT'I'TCCAAGTCCTCGTCGACCACGGTGACTCTCCAAATGAC
CAGTCTGACAGCCACGGACACGGCCACATATTTCTG T |l

TGOGGCCCAGGCACCCTGETCACCETTTCCTCAGGGCAACCTARGGCTC
CATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCTGGE
CTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTC
ACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCA
GCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCAC
CAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCC
CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCA
TGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACCTGAGCCAGGATGACCCCGA
GGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGCCCGGCCGCCGCTACGE
GAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACT
GGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGA
GAAAACCATCTCCAARAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGGGCCCT
CCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACC
CTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGCAGAAGAACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCAC
GCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACG
AGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACE
ACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 41 (CDR-1-V(-33)

RFAQIVM

SEQ ID NO: 42 (CDR-2-V-R33)

QSIYSY

SEQ ID NO: 43 (CDR-3-V-33)

QAYSDSYSYDNS

SEQ ID NO: 44 (CDR-1-Vi-33)

DFSSDYWMS

SEQ ID NO: 45 (CDR-2-Vi-R3)

YINVGDGK

SEQ ID NO: 46 (CDR-3-VH-33)

GKDLGL

SEQ ID NO: 47 (FR-1-V.-33)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA

SEQ ID NO: 48 (FR-2-VL-33)

TQTPASVEAAVGGTVTIKCQAS

SEQ ID NO: 49 (FR-3-VL-R33)
LSWFQQKPGQPPNLLIYDASKLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLECADAATFYCQS
SEQ ID NO: 50 (B3-inmundégeno incl. proteina GST [subrayado])
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MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDG
DVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDF
LSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRI
EATPQIDKYLKSSKYTAWPLOGWQATFGGGDHPPKSDGSTRSTSLYKKAGFGGGGSENLYF
QKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT

SEQ ID NO: 51 (FR-1-Vu-R3)
METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGGLVKPGGTLTLTCKASGF
SEQ ID NO: 52 (FR-2-Vu-R3)

WVRQGPGKGLQWIA

SEQ ID NO: 53 (FR-3-Vu-R3)
TYYASWAKGRFTISKTSSTTVTLQMTSLAAADTATYFC

SEQ ID NO: 54 (FR-4-Vu-R3)

WGPGTLVTVSS

SEQ ID NO: 55 (Vi-R3: CDRs + FRs)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGARFAQIVMTQTPASVEAAVGGTVTIKCQASQSIYSYLSWFQQ
KPGQPPNLLIYDASKLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLECADAATFYCQSQAYSDSYSY
DNS

SEQ ID NO: 56 (Vi-B3: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGGLVKPGGTLTLTCKASGFDFSSDYWMSWVRQGPG
KGLOWIAYINVGDGKTYYASWAKGRFTISKTSSTTVTLOMTSLAAADTATYFCGKDLGLWG
PGTLVTVSS

SEQ ID NO: 57 (Ci-R3)

FGGGTELVVEGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPONSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 58 (C+-R3)

GQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
IAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFTCSVMH
EALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 59 (L-33: CDRs + FRs + Cy)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA | o PASVEAAVGGTVTIKCQASQSIYSYLSWFQQ
KPGQPPNLLIYDASKLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLECADAATFYCQSER i
JFGGGTELVVEGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTI VCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQT
TGIENSKTPQNSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEY TCKVTQGTTSVVQSFNRGDC
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SEQ ID NO: 60 (H-R3: CDRs + FRs + C)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGGLVKPGGTLTLTCKASG
KGLOWIAYINVGDGKTYYASWAKGRFTISKTSSTTVTLQMTSLAAADTATY FCERiE]
PGTLVTVSSGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRT
FPSVRQSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGG
PSVFIFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNS
TIRVVSTLPIAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPTEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELS
SRSVSLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRG
DVFTCSVMHEALHNHYTQKSISRSPGK

RQGPG

SEQ ID NO: 61 (CDR-1-V(-R3)
AGATTTGCCCAAATTGTGATG

SEQ ID NO: 62 (CDR-2-V.-R3)

AGCATTTACAGCTA

SEQ ID NO: 63 (CDR-3-V(-R3)
CAAAGCCAGGCTTATAGTGATAGTTATAGTTATGATAATAG

SEQ ID NO: 64 (CDR-1-Vx-R3)

GACTTCAGTAGCGACTACTGGATGTCC

SEQ ID NO: 65 (CDR-2-Vx-R3)

TACATTAATGTTGGTGATGGTAAA

SEQ ID NO: 66 (CDR-3-Vx-R3)

GGCAAAGATTTAGGCTTG

SEQ ID NO: 67 (FR-1-Vi-R3)
ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTACTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC
SEQ ID NO: 68 (FR-2-Vi-R3)

ACCCAGACTCCAGCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAAGTGCCAGG
CCAGTCAG

SEQ ID NO: 69 (FR-3-V.-R33)

CTTATCCTGGTTTCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAACCTCCTGATCTACGATGCATCC
AAACTGGCCTCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTC
TCACCATCAGCGACCTGGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTTCTACTGT

SEQ ID NO: 70 (R3-inmundgeno)

CACGACCGAAAAGAATTCGCTAAATTTGAGGAAGAACGCGCCAGAGCAARATGGGACACAGCCAACA
ACCCACTGTATAAAGAGGCCACGTCTACCTTCACCAATATCACGTACCGGGGCACTTAA

SEQ ID NO: 71 (FR-1-Vu-R3)
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ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGTTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGAGGAACCCTGACACTCACCTGCAA
AGCCTCTGGATTC

SEQ ID NO: 72 (FR-2-Vu-R3)
TGGGTCCGCCAGGGTCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGATCGCA
SEQ ID NO: 73 (FR-3-Vu-R3)

ACTTACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGTCGACCACGG
TGACTCTGCAAATGACCAGTCTGGCAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTGT

SEQ ID NO: 74 (FR-4-Vi-R3)
TGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO: 75 (VL-33: CDRs + FRs)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTACTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
GATTTGCCCAAATTGTGATGACCCAGACTCCAGCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCAC
AGTCACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGCATTTACAGCTACTTATCCTGGTTTCAGCAG
AAACCAGGGCAGCCTCCCAACCTCCTGATCTACGATGCATCCAAACTGGCCTCTGGGGTCC
CATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGA
GTGTGCCGATGCTGCCACTTTCTACTGTCARAGCCAGGCTTATAGTGATAGTTATAGTTAT
GATAATAG

10  SEQID NO: 76 (Vu-R3: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGTTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGAGGAACCCTGACACTCACCTGCAA
AGCCTCTGGATTCGACTTCAGTAGCGACTACTGGATGTCCTGGGTCCGCCAGGGTCCAGGG
AAGGGGCTGCAGTGGATCGCATACATTAATGTTGGTGATGGTAAAACTTACTACGCGAGCT
GGGCGAAAGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGTCGACCACGGTGACTCTGCAAATGAC
CAGTCTGGCAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTGTGGCAAAGATTTAGGCTTGTGGGGC
CCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO: 77 (CL-R3)

TTTCGGCGGGGGGACCGAACTGGTGGTCGAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATC
TTCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATA
AATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCAT
CGAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTG
ACACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCA
CGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 78 (Cu-R3)
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GGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCT
CCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTG
GAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGC
CTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACG
TGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAA
GCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCARAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGC
CCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCC
ATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCAC
TCCCGGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGT
CTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATG
ATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGG
ACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAA
GCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTA

SEQ ID NO: 79 (L-R33: CDRs + FRs + Cy)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTACTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC‘
CCCAGACTCCAGCCTCCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCAC
AGTCACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGCATTTRCAGCTACTTATCCTGGTTTCAGCAG
AAACCAGGGCAGCCTCCCAACCTCCTGATCTACGATGCATCCAAACTGGCCTCTGGGGTCC
CATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGA
GTGTGCCGATGCTGCCACTTTCTACTGTﬁ@~ﬁ" [8GTGH LG
TTCGGCGGGGGGACCGAACTGGTGGTCGAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTG
TCCTCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGT
GGCGAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACA
ACTGGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCA
GCACTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGAC
CCAGGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 80 (H-R3: CDRs + FRs + C)
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ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCARAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGTTGGAGGAGTCCGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGAGGAACCCTGACACTCACCTGCAR
acccTcTGGATTC GG | -GG TCCCCCAGGGTCCAGGG
ARGGGGCTGCAGTGGATCGCATACATTAATGTTGGTGATGGTAARACTTACTACGCGAGCT
GGGCGAAAGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGTCGACCACGGTGACTCTGCAAATGAC
CAGTCTGGCAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTCT -
CCAGGCACCCTGETCACCETCTCOTCAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGE
CCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTA
CCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACC
TTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCT
CAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCARAGTGGACAR
GACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCG
AGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTA
CATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGCCCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGC
ACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGT
TCAAGTGCARAGTCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGACAARACCATCTCCARAGC
CAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGGECCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGC
AGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGG
AGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAG
CGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGC
GACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCA
TCTCCCGCTCTCCGGGTAARATGA

SEQ ID NO: 81 (CDR-1-Vi-avR3)
TFAQVL

SEQ ID NO: 82 (CDR-2-V.-avR3)
ESVYADIA

SEQ ID NO: 83 (CDR-3-V.-av33)
AGDYGAGTEPNL

SEQ ID NO: 84 (CDR-1-Vk-avR3)
SLSSYGVS

SEQ ID NO: 85 (CDR-2-Vx-avR3)
SISTTGI

SEQ ID NO: 86 (CDR-3-Vh-avR3)
ARGFPGHLRKPSDI

SEQ ID NO: 87 (FR-1-Vi-avR3)
MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA
SEQ ID NO: 88 (FR-2-Vi-avR5)
TQTPSSVSAAVGGTVSISCQSS
SEQ ID NO: 89 (FR-3-Vi-avRR3)
LSWFQQKPGQPPKLLIYGASTLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISDVQCDAAATYYC
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SEQ ID NO: 90 (DTM-avi33)

GPNICTTRGVSSCQQCLAVSPMCAWCSDEALPLGSPRCDLKENLLKDNCAPESIEFPVSEA
RVLEDRPLSDXGSGDSSQVTQVSPQRIALRLRPDDSKNFSTIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSY
SMKDDLWS IQNLGTKLATQMRKLTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEALENPCYDMKTT
CLPMFGYKHVLTLTDQVTRFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASH
LLVFTTDAKTHIALDGRLAGIVQPNDGQCHVGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNIN
LIFAVTENVVNLYONYSELIPGTTVGVLSMDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEEL
SLSFNATCLNNEVIPGLKSCMGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEKSFTIKPVGFKDSLIV
QVTFDCDCACQAQAEPNSHRCNNGNGTFECGVCRCGPGWLGSQCECSEEDYRPSQQDECSP
REGQPVCSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCSCGDCLC
DSDWTGYYCNCTTRTDTCMSSNGLLCSGRGKCECGSCVCIQPGSYGDTCEKCPTCPDACTF
KKECVECKKFDREPYMTENTCNRYCRDEIESVKELKDTGKDAVNCTYKNEDDCVVRFQYYE
DSSGKSILYVVEEPECPKGPD

SEQ ID NO: 91 (FR-1-Vi-avi33)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVKESEGGLFKPTDTLILTCTVSGF

SEQ ID NO: 92 (FR-2-Vu-avi33)

WVRQAPGNGLEYIG

SEQ ID NO: 93 (FR-3-Vu-avi33)

TYYASWAKSRSTITRNTNLYTVTLKMTGLTAADTATYFC

SEQ ID NO: 94 (FR-4-Vi-avi33)

WGPGTLVTVSA

SEQ ID NO: 95 (VL-av33: CDRs + FRs)
MDTRAPTQLLGLLLLWLPGATFAQVLTQTPSSVSAAVGCGTVSISCQSSESVYADIALSWFQ

QKPGQPPKLLIYGASTLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISDVQCDAAATYYCAGDYGAGTEP
NL

SEQ ID NO: 96 (VH-avR3: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVKESEGGLFKPTDTLILTCTVSGFSLSSYGVSWVRQAPGN
GLEYIGSISTTGITYYASWAKSRSTITRNTNLYTVTLKMTGLTAADTATYFCARGFPGHLR
KPSDIWGPGTLVTVSA

SEQ ID NO: 97 (CL-avi33)

FGGGTEVVVSGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVIWEVDGTTQTTGI
ENSKTPONSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCRVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 98 (Cr-avi33)

GQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
IAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFTCSVMH
EALHNHYTQKSISRSPGK
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SEQ ID NO: 99 (L-avR3: CDRs + FRs + CL)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA| T oTPSSVSAAVGGTVSISCOS SESVYADIALSWFQ
QKPGOPPKLLIYGASTLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISDVQCDAAATY Y CEIEH
EArGCGTEVVVSGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVT IVCVANKYFPDVTVIWEVDGTTQTT
GIENSKTPQNSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 100 (H-av33: CDRs + FRs + Cy)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVKESEGGLFKPTDTLILTCTVSG
GLEYIGSISTTGITYYASWAKSRSTITRNTNLYTVTLKMTGLTAADTATYFCE
ol GPGTLVTVSAGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGT
LTNGVRTFPSVRQSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCP
PPELLGGPSVFIFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWY INNEQVRTARPPL
REQOFNSTIRVVSTLPITAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMG
PPREELSSRSVSLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVP
TSEWQRGDVFTCSVMHEALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 101 (CDR-1-Vi-avR3)
ACATTTGCCCAAGTGCTG

SEQ ID NO: 102 (CDR-2-Vi-avR3)

AGTGTTTATGCTGACATCGC

SEQ ID NO: 103 (CDR-3-Vi-avR3)
GCAGGCGATTATGGGGCTGGTACTGAGCCTAATCTT

SEQ ID NO: 104 (CDR-1-Vi-avR3)

TCCCTCAGTAGCTATGGAGTGAGC

SEQ ID NO: 105 (CDR-2-Vx-avR3)

TCCATTAGTACTACTGGTATC

SEQ ID NO: 106 (CDR-3-Vx-avR3)
GAGGTTTTCCTGGTCATCTTCGTAAGCCGTCGGACA

SEQ ID NO: 107 (FR-1-Vi-avR3)
ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC
SEQ ID NO: 108 (FR-2-Vi-avR3)

ACCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGCAGCTGTGGGAGGCACAGTCAGCATCAGTTGCCAGT
CCAGTGAG

SEQ ID NO: 109 (FR-3-Vi-avR3)

CTTATCCTGGTTTCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATGGTGCATCC
ACTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTC
TCACCATCAGCGACGTGCAGTGTGACGCTGCTGCCACTTACTATTGT

SEQ ID NO: 110 (DTM-avi33 incl. péptido de sefial [minuscula])
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atgcgagcgcggccgcggcceccggecgetetgggtgactgtgetggegetgggggegetgg
cgggcgttggegtaggaGGGCCCAACATCTGTACCACGCGAGGTGTGAGCTCCTGCCAGCA
GTGCCTGGCTGTGAGCCCCATGTGTGCCTGGTGCTCTGATGAGGCCCTGCCTCTGGGCTCA
CCTCGCTGTGACCTGAAGGAGAATCTGCTGAAGGATAACTGTGCCCCAGAATCCATCGAGT
TCCCAGTGAGTGAGGCCCGAGTACTAGAGGACAGGCCCCTCAGCGACAAGGGCTCTGGAGA
CAGCTCCCAGGTCACTCAAGTCAGTCCCCAGAGGATTGCACTCCGGCTCCGGCCAGATGAT
TCGAAGAATTTCTCCATCCAAGTGCGGCAGGTGGAGGATTACCCTGTGGACATCTACTACT
TGATGGACCTGTCTTACTCCATGAAGGATGATCTGTGGAGCATCCAGAACCTGGGTACCAA
GCTGGCCACCCAGATGCGAAAGCTCACCAGTAACCTGCGGATTGGCTTCGGGGCATTTGTG
GACAAGCCTGTGTCACCATACATGTATATCTCCCCACCAGAGGCCCTCGARAACCCCTGCT
ATGATATGAAGACCACCTGCTTGCCCATGTTTGGCTACAAACACGTGCTGACGCTAACTGA
CCAGGTGACCCGCTTCAATGAGGAAGTGAAGAAGCAGAGTGTGTCACGGAACCGAGATGCC
CCAGAGGGTGGCTTTGATGCCATCATGCAGGCTACAGTCTGTGATGAAAAGATTGGCTGGA
GGAATGATGCATCCCACTTGCTGGTGTTTACCACTGATGCCAAGACTCATATAGCATTGGA
CGGAAGGCTGGCAGGCATTGTCCAGCCTAATGACGGGCAGTGTCATGTTGGTAGTGACAAT
CATTACTCTGCCTCCACTACCATGGATTATCCCTCTTTGGGGCTGATGACTGAGAAGCTAT
CCCAGAAAAACATCAATTTGATCTTTGCAGTGACTGAAAATGTAGTCAATCTCTATCAGAA
CTATAGTGAGCTCATCCCAGGGACCACAGTTGGGGTTCTGTCCATGGATTCCAGCAATGTC
CTCCAGCTCATTGTTGATGCTTATGGGAAAATCCGTTCTARAGTCGAGCTGGAAGTGCGTG
ACCTCCCTGAAGAGTTGTCTCTATCCTTCAATGCCACCTGCCTCAACAATGAGGTCATCCC
TGGCCTCAAGTCTTGTATGGGACTCAAGATTGGAGACACGGTGAGCTTCAGCATTGAGGCC
AAGGTGCGAGGCTGTCCCCAGGAGAAGGAGAAGTCCTTTACCATAAAGCCCGTGGGCTTCA
AGGACAGCCTGATCGTCCAGGTCACCTTTGATTGTGACTGTGCCTGCCAGGCCCAAGCTGA
ACCTAATAGCCATCGCTGCAACAATGGCAATGGGACCTTTGAGTGTGGGGTATGCCGTTGT
GGGCCTGGCTGGCTGGGATCCCAGTGTGAGTGCTCAGAGGAGGACTATCGCCCTTCCCAGC
AGGACGAGTGCAGCCCCCGAGAGGGTCAGCCCGTCTGCAGCCAGCGGGGCGAGTGCCTCTG
TGGTCAATGTGTCTGCCACAGCAGTGACTTTGGCARAGATCACGGGCAAGTACTGCGAGTGT
GACGACTTCTCCTGTGTCCGCTACAAGGGGGAGATGTGCTCAGGCCATGGCCAGTGCAGCT
GTGGGGACTGCCTGTGTGACTCCGACTGGACCGGCTACTACTGCAACTGTACCACGCGTAC
TGACACCTGCATGTCCAGCAATGGGCTGCTGTGCAGCGGCCGCGGCAAGTGTGAATGTGGC
AGCTGTGTCTGTATCCAGCCGGGCTCCTATGGGGACACCTGTGAGAAGTGCCCCACCTGCC
CAGATGCCTGCACCTTTAAGAAAGAATCTGTGGAGTGTAAGAAGTTTGACCGGGAGCCCTA
CATGACCGAAAATACCTGCAACCGTTACTGCCGTGACGAGATTGAGTCAGTGAAAGAGCTT
AAGGACACTGGCAAGGATGCAGTGAATTGTACCTATAAGAATGAGGATGACTGTGTCGTCA
GATTCCAGTACTATGAAGATTCTAGTGGAAAGTCCATCCTGTATGTGGTAGAAGAGCCAGA
GTGTCCCAAGGGCCCTGAC

SEQ ID NO: 111 (FR-1-Vx-avRR3)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGGTGAAGGAGTCCGAGGGAGGTCTCTTCAAGCCAACGGATACCCTGATACTCACCTGCAC
AGTCTCTGGATTC

SEQ ID NO: 112 (FR-2-Vx-avRR3)
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAACGGGCTGGAATACATCGGA
SEQ ID NO: 113 (FR-3 -Vu-avR3)
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ACATACTACGCGAGCTGGGCGAAAAGCCGATCCACCATCACCAGARAACACCAACCTGTACA
CGGTGACTCTGAAAATGACCGGTCTGACAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCGA

SEQ ID NO: 114 (FR-4-Vx-aviR3)
TTTGGGGCCCCGGCACCCTGGTCACCGTCTCCGCA
SEQ ID NO: 115 (Vi-avR3: CDRs + FRs)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
CATTTGCCCAAGTGCTGACCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGCAGCTGTGGGAGGCACAGT
CAGCATCAGTTGCCAGTCCAGTGAGAGTGTTTATGCTGACATCGCCTTATCCTGGTTTCAG
CAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATGGTGCATCCACTCTGGCATCTGGGG
TCCCATCGCCGCTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCAGCGACGT
GCAGTGTGACGCTGCTGCCACTTACTATTGTGCAGGCGATTATGGGGCTGGTACTGAGCCT
AATCTT

SEQ ID NO: 116 (Vu-av33: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGGTGAAGGAGTCCGAGGGAGGTCTCTTCAAGCCAACGGATACCCTGATACTCACCTGCAC
AGTCTCTGGATTCTCCCTCAGTAGCTATGGAGTGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAC
GGGCTGGAATACATCGGATCCATTAGTACTACTGGTATCACATACTACGCGAGCTGGGCGA
AAAGCCGATCCACCATCACCAGAAACACCAACCTGTACACGGTGACTCTGARAATGACCGG
TCTGACAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCGAGAGGTTTTCCTGGTCATCTTCGT
AAGCCGTCGGACATTTGGGGCCCCGGCACCCTGGTCACCGTCTCCGCA

SEQ ID NO: 117 (CL-avR3)

TTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGCTGGTCAGCGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGA
CACTGACCAGCACACAGTACRACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 118 (Cx-avR3)
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GGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCT
CCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTG
GAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGC
CTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACG
TGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAA
GCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGC
CCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCC
ATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCAC
TCCCGGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGT
CTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATG
ATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGG
ACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAA
GCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 119 (L-avf33: CDRs + FRs + Cv)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCH
CCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGCAGCTGTGGGAGGCACAGT
CAGCATCAGTTGCCAGTCCAGTGAGAGTGTTTATGCTGACATCGCCTTATCCTGGTTTCAG
CAGAAACCAGGGCAGCCTCCCARGCTCCTGATCTATGGTGCATCCACTCTGCCATCTGEGE
TCCCATCGCGETTCAGCGGCAGTGEATCTEOGACAGRATTCACTCTCACCATCAGCCACCT
GCAGTGTGACGCTGCTGCCACTTACTATTCT i
YRR T T GG CGGAGGGACCGAGETGETCGTCAGCGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCC
TCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGT CACCATCGTGTGTGTGGE
GAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCARACAACT
GGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCA
CTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACARAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCA
GGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAG

SEQ ID NO: 120 (H-av33: CDRs + FRs + Cy)
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ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCARAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGGTGAAGGAGTCCGAGGGAGGTCTCTTCAAGCCAACGGATACCCTGATACTCACCTGCAC
acrcrcTeGAT TCH N GGG TCCGCCAGGCTCCAGGGAAC
GGGCTGGAATACATCGGATCCATTAGTACTACTGGTATCACATACTACGCGAGCTGGGCGA
AAAGCCGATCCACCATCACCAGAAACACCAACCTGTACACGGTGACTCTGAAAATGACCGG
TCTGACAGCCGCGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCGA R

BT T TGGGGCCCCGGCACCCTGETCACCGTCTCCGCAGGGCAACCTARGS
CTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCT
GGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACT
CTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGA
GCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGC
CACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCA
CCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCC
TCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGETGGACGTGAGCCAGGATGACCC
CGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGCCCGGCCGCCGCTA
CGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGG
ACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGGGC
CCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCT
ACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGAC
CACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCC
ACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO: 121 (CDR-1-Vi-avR6)
RCAYDMTQTPASVEW

SEQ ID NO: 122 (CDR-2-V(-avR36)
QSVGIN

SEQ ID NO: 123 (CDR-3-V.-avR6)
QTYSSGNVDNV

SEQ ID NO: 124 (CDR-1-V1-avR36)
IDLSSAAIN

SEQ ID NO: 125 (CDR-2-Vx-avR36)
VIGGSTGPY

SEQ ID NO: 126 (CDR-3-Vx-avR36)
GLFGINNDISRI

SEQ ID NO: 127 (FR-1V.-avR6)
MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA
SEQ ID NO: 128 (FR-2-V.-avR6)
VGGTVTIKCQAS

SEQ ID NO: 129 (FR-3-Vi-avR6)
LAWYQKKSGQRPKLLIYAASTLASGVSSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYCQ
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SEQ ID NO: 130 (DTM-avi36)

GRNDHVQGGCAVGGAETCEDCLLIGPQCAWCSQENFTHLSGVGERCDTPANLLAKGCQLTF
IENPVSQVEILTNKPLSIGRQKNSSDIVQISPQSLALKLRPGLEQTLQVOVRQTEDYPVDL
YYLMDLSASMDDDLNTIKELGSLLSKEMSKLTSNFRLGFGSFVEKPISPFMKTTPEEIANP
CSSIPYFCLPTFGFKHILPLTNDAERFNEIVENQKISANIDTPEGGFDAIMQAAVCKEKIG
WRNDSLHLLVFVSDADSHFGMDSKLAGIVIPNDGLCHLDSKNEYSMSTILEYPTIGQLIDK
LVONNVLLIFAVTQEQVHLYENYAKLIPGATVGVLOKDSGNILQLITSAYEELRSEVELEV
LGDTEGLNLSFTAICNTGIPVPHQKKCSHMKVGDTASFNVTVSLPNCERRSRHIILKPVGL
GDALEILVSPECSCDCQKEVEVNSSKCNNGNGSFQCGVCACHPGHMGHHCECGEDTLSTES
CKEAPGRPSCSGRGDCYCGQCVCHLSPYGNIYGPYCQCDNFSCVRHKGLLCGDNGDCDCGE
CVCRSGWTGEYCNCTTSTDPCVSEDGILCSGRGDCVCGKCICTNPGASGPTCERCPTCGDP
CNSKRSCIECYLSADGQAQEECVDKCKLAGATINEEEDFSKDSFVSCSLQGENECLITFLL
TTDNEGKTVIHSINEKDCPKPPN

SEQ ID NO: 131 (FR-1-Vi-avi36)
METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGRLVKPGTPLTLTCTVSG
SEQ ID NO: 132 (FR-2-Vi-avi36)

WVRQAPGKGLEWIG

SEQ ID NO: 133 (FR-3-Vi-avi36)
YASWVNGRFTISKTSTTVALKIAGPTTEDTATYFCAR

SEQ ID NO: 134 (FR-4-Vi-avi36)

WGPGTLVTVSL

SEQ ID NO: 135 (Vi-avR6: CDRs + FRs)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGARCAYDMTQTPASVEVVVGGTVTIKCQASQSVGINLAWYQKK
SGQRPKLLIYAASTLASGVSSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYCQQTYSSGNVDNV

SEQ ID NO: 136 (Vu-av36: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGRLVKPGTPLTLTCTVSGIDLSSAAINWVRQAPGK
GLEWIGVIGGSTGPYYASWVNGRFTISKTSTTVALKIAGPTTEDTATYFCARGLFGINNDI
SRIWGPGTLVTVSL

SEQ ID NO: 137 (CL-avR6)

FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVITWEVDGTTQTTGI
ENSKTPONSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTXGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 138 (Cr-avf36)
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GQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
TAHOQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGOPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFTCSVMH
EALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 139 (L-avf36: CDRs + FRs + CL)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA—VGGTVTIKCQASQSVGINLAWYQKK
SGORPKLLIYAASTLASGVSSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYCORH -
F‘GGGTE.’VWKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPQNSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTXGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 140 (H-avR6: CDRs + FRs + Ch)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSLEESGGRLVKPGTPLTLTCTVSG
GLEWIGVIGGSTGPYYASWVNGRFTISKTSTTVALKIAGPTTEDTATY FCAREINA
EﬁﬂWGPGTLVTVSLGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLT
NGVRTFPSVRQSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPP
ELLGGPSVFIFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWY INNEQVRTARPPLRE
QOFNSTIRVVSTLPIAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPP
REELSSRSVSLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTS
EWQRGDVFTCSVMHEALHNHYTQKSISRSPGK

'QAPGK

SEQ ID NO: 141 (CDR-1-Vi-avR6)
AGATGTGCCTATGATATGACCCAGACTCCAGCCTCTGTGGAGGTAGTT
SEQ ID NO: 142 (CDR-2-V.-avR6)

CAGAGCGTTGGTATTAAT

SEQ ID NO: 143 (CDR-3-V(-avR36)
CAGACTTATAGTAGTGGTAATGTTGATAATGTG

SEQ ID NO: 144 (CDR-1-Vu-avR36)
TCGACCTCAGTAGCGCTGCAATAAAC

SEQ ID NO: 145 (CDR-2-V-avR36)
GTCATTGGTGGTAGTACCGGTCCATAC

SEQ ID NO: 146 (CDR-3-Vx-avR36)
GGCTTGTTTGGTATAAATAATGATATTAGTAGGATC

SEQ ID NO: 147 (FR-1-Vi-avR6)
ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC
SEQ ID NO: 148 (FR-2-Vi-avR6)
GTGGGAGGCACAGTCACCATCAAGTGCCAGGCCAGT

SEQ ID NO: 149 (FR-3-Vi-avR6)
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TTAGCCTGGTATCAAAAAARATCAGGGCAGCGTCCCAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCA
CTCTGGCATCTGGGGTCTCATCGCGGTTCARAGCGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCT
CACCATCAGCGACCTGGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTATTGTCAG

SEQ ID NO: 150 (DTM-avi36 incl. péptido de sefial [minuscula])

atggggattgaactgctttgectgttctttctatttctaGGAAGGAATGATCACGTACAAG
GTGGCTGTGCCCTGGGAGGTGCAGAAACCTGTGAAGACTGCCTGCTTATTGGACCTCAGTG
TGCCTGGTGTGCTCAGGAGAATTTTACTCATCCATCTGGAGTTGGCGARAGGTGTGATACC
CCAGCAAACCTTTTAGCTARAGGATGTCAATTAAACTTCATCGAAAACCCTGTCTCCCAAG
TAGAAATACTTAAAAATAAGCCTCTCAGTGTAGGCAGACAGAAAAATAGTTCTGACATTGT
TCAGATTGCGCCTCAAAGCTTGATCCTTAAGTTGAGACCAGGTGGTGCGCAGACTCTGCAG
GTGCATGTCCGCCAGACTGAGGACTACCCGGTGGATTTGTATTACCTCATGGACCTCTCCG
CCTCCATGGATGACGACCTCAACACAATARAGGAGCTGGGCTCCCGGCTTTCCAARAGAGAT
GTCTAAATTAACCAGCAACTTTAGACTGGGCTTCGGATCTTTTGTGGAAAAACCTGTATCC
CCTTTCGTGAAAACAACACCAGAAGAAATTGCCAACCCTTGCAGTAGTATTCCATACTTCT
GTTTACCTACATTTGGATTCAAGCACATTTTGCCATTGACAARAATGATGCTGAAAGATTCAA
TGAAATTGTGAAGAATCAGAAAATTTCTGCTAATATTGACACACCCGAAGGTGGATTTGAT
GCAATTATGCAAGCTGCTGTGTGTAAGGAAAAAATTGGCTGGCGGAATGACTCCCTCCACC
TCCTGGTCTTTGTGAGTGATGCTGATTCTCATTTTGGAATGGACAGCAAACTAGCAGGCAT
CGTCATTCCTAATGACGGGCTCTGTCACTTGGACAGCAAGAATGAATACTCCATGTCAACT
GTCTTGGAATATCCAACAATTGGACAACTCATTGATARACTGGTACAARAACAACGTGTTAT
TGATCTTCGCTGTAACCCAAGAACAAGTTCATTTATATGAGAATTACGCAAAACTTATTCC
TGGAGCTACAGTAGGTCTACTTCAGAAGGACTCCGGAAACATTCTCCAGCTGATCATCTCA
GCTTATGAAGAACTGCGCTCTGAGCTGGAACTGGAACTATTAGCGAGACACTGAAGGACTCA
ACTTGTCATTTACAGCCATCTGTAACAACGGTACCCTCTTCCAACACCAAAAGAAATGCTC
TCACATGAARGTGGGAGACACAGCTTCCTTCAGCGTGACTGTGAATATCCCACACTGCGAG
AGAAGAAGCAGGCACATTATCATAAAGCCTGTGGGGCTGGGGGATGCCCTGGAATTACTTG
TCAGCCCAGAATGCAACTGCGACTGTCAGAAAGAAGTGGAAGTGAACAGCTCCAAATGTCA
CCACGGGAACGGCTCTTTCCAGTGTGGGGTGTGTGCCTGCCACCCTGGCCACATGGGGCCT
CGCTGTGAGTGTGGCGAGGACATGCTGAGCACAGATTCCTGCAAGGAGGCCCCAGATCATC
CCTCCTGCACCGGAAGGGGTCACTGCTACTGTGGGCAGTGTATCTGCCACTTGTCTCCCTA
TGGAAACATTTATGGGCCTTATTGCCAGTGTGACAATTTCTCCTGCGTGAGACACAAAGGG
CTGCTCTGCGGAGGTAACGGCGACTGTGACTGTGGTGAATGTGTGTGCAGGAGCGGCTGGA
CTGGCGAGTACTGCAACTGCACCACCAGCACGGACTCCTGCGTCTCTGAAGATGGAGTGCT
CTGCAGCGGGCGCGGGGACTGTGTTTGTGGCAAGTGTGTTTGCACAAACCCTGGAGCCTCA
GGACCAACCTGTGAACGATGTCCTACCTGTGGTGACCCCTGTAACTCTAAACGGAGCTGCA
TTGAGTGCCACCTGTCAGCAGCTGGCCAAGCCCGAGAAGAATGTCGTGGACAAGTGCAAACT
AGCTGGTGCGACCATCAGTGAAGAAGAAGATTTCTCAAAGGATGGTTCTGTTTCCTGCTCT
CTGCAAGGAGAAAATGAATGTCTTATTACATTCCTAATAACTACAGATAATGAGGGGAAAA
CCATCATTCACAGCATCAATGAAAAAGATTGTCCGAAGCCTCCAAAC

SEQ ID NO: 151 (FR-1-Vx-avi36)
ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT

CGCTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCAAGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCAC
AGTCTCTGGAA
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SEQ ID NO: 152 (FR-2-Vx-avi36)
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGATCGGG
SEQ ID NO: 153 (FR-3-Vx-avi36)

TACGCGAGCTGGGTGAATGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGACCACGGTGGCTCTGA
ARATCGCCGGGCCGACAACCGAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCAGA

SEQ ID NO: 154 (FR-4-Vu-avi36)
TGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTTA

SEQ ID NO: 155 (Vi-aviR6: CDRs + FRs)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
GATGTGCCTATGATATGACCCAGACTCCAGCCTCTGTGGAGGTAGTTGTGGGAGGCACAGT
CACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGCGTTGGTATTAATTTAGCCTGGTATCARAARAAR
TCAGGGCAGCGTCCCAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCACTCTGGCATCTGGGGTCTCAT
CGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGAGTG
TGCCGATGCTGCCACTTACTATTGTCAGCAGACTTATAGTAGTGGTAATGTTGATAATGTG

SEQ ID NO: 156 (Vu-av36: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGCTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCAAGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCAC
AGTCTCTGGAATCGACCTCAGTAGCGCTGCAATARACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATGGATCGGGGTCATTGGTGGTAGTACCGGTCCATACTACGCGAGCTGGGTGA
ATGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGACCACGGTGGCTCTGAAAATCGCCGGGCCGAC
AACCGAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCAGAGGCTTGTTTGGTATAAATAATGATATT
AGTAGGATCTGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTTA

SEQ ID NO: 157 (CL-avi36)

TTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGA
CACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACNNAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAGAGTGAGAGCGGCCGC

SEQ ID NO: 158 (Cr-avf36)
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GGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCT
CCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTG
GAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGC
CTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAALCG
TGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAA
GCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGC
CCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCC
ATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCAC
TCCCGGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGT
CTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATG
ATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGCGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGG
ACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAA
GCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGAGCGC
TGTGCCGGCGAGCTGCGGCCGL

SEQ ID NO: 159 (L-av36: CDRs + FRs + CL)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCI
GTGGGAGGCACAGT
CACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGCGTTGGTATTAATTTAGCCTGGTATCAARAARAA
TCAGGGCAGCGTCCCAAACTCCTGATCTATGCTGCATCCACTCTGGCATCTGGGGTCTCAT
CGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGAGTG
TGCCGATGCTGCCACTTACTATTGT CAGHEREE - A
TTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGA
CACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACNNAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAGAGTGAGAGCGGCCGC

SEQ ID NO: 160 (H-av36: CDRs + FRs + Cy)
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ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGCTGCAGGACTCCOGEEETCECCTGGTCAAGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCAC
acrercree2n NG | GG TCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATGGATCGGGGTCATTGGTGGTAGTACCGGTCCATACTACGCGAGCTGGGTGA
ATGGCCGATTCACCATCTCCARAACCTCGACCACGGTGGCTCTGAARATCGCCGGGCCGAC
AACCGAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCAGA BRI

BT GGGGCCCAGGCACCCTGATCACCGTCTCCTTAGGGCAACCTAAGGCTCCAT
CAGTCTTCCCACTGECCCCCTGCTGCGGEGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTG
CCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACC
AATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCG
TGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAR
CACCARAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCCCCT
GAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGA
TCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGATGACCCCGAGGT
GCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGCCCGGCCECCGCTACGGGAG
CAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACTGGC
TGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAACGTCTACACCATGGGCCCTCCC
CGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACCCTT
CCGACATCTCGGTGGAGTGCGAGAACAACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCACGCC
GGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACGAGT
GAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACCACT
ACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGAGCGCTGTGCCGGCGAGCTGCGGC
CGC

SEQ ID NO: 161 (CDR-1-Vi-avR8)
RCDVVMTQTPSSVSEP

SEQ ID NO: 162 (CDR-2-Vi-avR8)

ENIYSS

SEQ ID NO: 163 (CDR-3-Vi-avR38)

QCTGGIIIDGGA

SEQ ID NO: 164 (CDR-1-Vu-avR38)

FSLNSGNMQ

SEQ ID NO: 165 (CDR-2-Vu-avR8)

YIGSGGSTF

SEQ ID NO: 166 (CDR-3-Vu-avR8)

GRYGGSRGV

SEQ ID NO: 167 (FR-1-Vi-avR8)
MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA

SEQ ID NO: 168 (FR-2-Vi-avR8)

VGGTVTINCQAS

SEQ ID NO: 169 (FR-3-Vi-avR8)
LAWYQQKPGQPPKLLIYAASNLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLACADAATYYC
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SEQ ID NO: 170 (DTM-avR38)

EDNRCASSNAASCARCLALGPECGWCVQEDFISGGSRSERCDIVSNLISKGCSVDSIEYPS
VHVIIPTENEINTQVTPGEVSIQLRPGAEANFMLKVHPLKKYPVDLYYLVDVSASMHNNIE
KLNSVGNDLSRKMAFFSRDFRLGFGSYVDKTVSPYISTHPERTHNQCSDYNLDCMPPHGY T
HVLSLTENITEFEKAVHRQKISGNIDTPEGGFDAMLQAAVCESHIGWRKEAKRLLLVMTDQ
TSHLALDSKLAGIVVPNDGNCHLKNNVYVESTTMEHPSLGQLSEKLIDNNINVIFAVQGKQ
FHWYKDLLPLLPGTIAGEIESKAANLNNLVVEAYQKLISEVKVQVENQVQGIYFNITATICP
DGSRKPGMEGCRNVTSNDEVLFNVTVTMKKCDVTGGKNYAITKPIGFNETAKIHIHRNCSC
QCEDNRGPKGKCVDETFLDSKCFQCDENKCHFDEDQFSSESCKSHKDQPVCSGRGVCVCGK
CSCHKIKLGKVYGKYCEKDDFSCPYHHGNLCAGHGECEAGRCQCFSGWEGDRCQCPSAAAQ
HCVNSKGQVCSGRGTCVCGRCECTDPRSIGRFCEHCPTCYTACKENWNCMQOCLHPHNLSQA
ILDQCKTSCALMEQQOHYVDQTSECFSSPSYLR

SEQ ID NO: 171 (FR-1-Vi-avRR8)
METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVEESGGRLVTPGTPLTLTCAVSG
SEQ ID NO: 172 (FR-2-Vu-avRR8)

WVRQAPGKGLEYIG

SEQ ID NO: 173 (FR-3-Vi-avi38)
YASWVNGRFTISKTSTTVDLKITSPTTEDTATYFC

SEQ ID NO: 174 (FR-4-Vi-avR38)

WGPGTLVTVSL

SEQ ID NO: 175 (VL-av38: CDRs + FRS)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGARCDVVMTQTPSSVSEPVGGTVTINCQASENIYSSLAWYQQK
PGQPPKLLIYAASNLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLACADAATYYCQCTGGIIIDGGA

SEQ ID NO: 176 (Vu-av38: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVEESGGRLVTPCTPLTLTCAVSGFSLNSGNMQWVRQAPGK
GLEYIGYIGSGGSTFYASWVNGRFTISKTSTTVDLKITSPTTEDTATYFCGRYGGSRGVWG
PGTLVTVSL

SEQ ID NO: 177 (CL-avi38)

FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPHNSADCTYNLISTLTLTXTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQXFNRGDCLE

SEQ ID NO: 178 (Cx-avi8)

GQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
TAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPTEKTISKARGOPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVETCSVMH
EALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 179 (L-avf38: CDRs + FRs + Cv)
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MDTRAPTQLLGLLLLWL PGA_VGGTVTINCQASENIYSSLAWYQQK
PGQPPKLLIYAASNLASGVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLACADAATYYCHE ;

FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQTTGI
ENSKTPHNSADCTYNLISTLTLTXTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVOXFNRGDCLE

SEQ ID NO: 180 (H-avf38: CDRs + FRs + CH)

METGLRWLLLVAVLKGVQCQSVEESGGRLVTPGTPLTLTCAVSG
GLEYIGYIGSGGSTFYASWVNGRFTISKTSTTVDLKITSPTTEDTATYFCQV;
PGTLVTVSLGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRT
FPSVROSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGG
PSVFIFFPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVOFTWYTINNEQVRTARPPLREQQFNS
TIRVVSTLPTIAHOQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELS
SRSVSLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRG
DVFTCSVMHEALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 181 (CDR-1-Vi-avR8)
AGATGTGATGTTGTGATGACCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGAACCT
SEQ ID NO: 182 (CDR-2-Vi-avR38)

GAGAACATTTACAGTTCT

SEQ ID NO: 183 (CDR-3-V.-avR38)
TGTACTGGTGGTATTATTATTGATGGGGGTGCT

SEQ ID NO: 184 (CDR-1-Vx-avR38)
TTCTCCCTCAATAGTGGCAATATGCAA

SEQ ID NO: 185 (CDR-2-Vx-avR38)
TACATTGGTAGTGGTGGTAGCACATTC

SEQ ID NO: 186 (CDR-3-Vu-av38)
GGCAGATATGGTGGTAGTAGGGGTGTA

SEQ ID NO: 187 (FR-1-Vi-avR8)
ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCC
SEQ ID NO: 188 (FR-2-Vi-avR8)
GTGGGAGGCACAGTCACCATCAATTGCCAGGCCAGT

SEQ ID NO: 189 (FR-3-Vi-avR8)

TTAGCCTGGTATCAGCAGARACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCA
ATCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCT
CACCATCAGCGACCTGGCGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTATTGTCAA
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SEQ ID NO: 190 (DTM-avR8 incl. péptido de sefal [minuscula])
atgtgcggctcggeccctggetttttttaccgetgecatttgtectgectgcaaaacgaccggc
gaggtcccgecctegttectetgggecagectgggtgttttcacttgttecttggactgggeca
aggtGAAGACAATAGATGTGCATCTTCAAATGCAGCATCCTGTGCCAGGTGCCTTGCGCTG
GGTCCAGAATGTGGATGGTGTGTTCAAGAGGATTTCATTTCAGGTGGATCAAGAAGTGAAC
GTTGTGATATTGTTTCCAATTTAATAAGCAAAGGCTGCTCAGTTGATTCAATAGAATACCC
ATCTGTGCATGTTATAATACCCACTGAAAATGAAATTAATACCCAGGTGACACCAGGAGAA
GTGTCTATCCAGCTGCGTCCAGGAGCCGAAGCTAATTTTATGCTGAAAGTTCATCCTCTGA
AGAAATATCCTGTGGATCTTTATTATCTTGTTGATGTCTCAGCATCAATGCACAATAATAT
AGAAAAATTAAATTCCGTTGGAAACGATTTATCTAGAAAAATGGCATTTTTCTCCCGTGAC
TTTCGTCTTGGATTTGGCTCATACGTTGATAAAACAGTTTCACCATACATTAGCATCCACC
CCGAAAGGATTCATAATCAATGCAGTGACTACAATTTAGACTGCATGCCTCCCCATGGATA
CATCCATGTGCTGTCTTTGACAGAGAACATCACTGAGTTTGAGAAAGCAGTTCATAGACAG
AAGATCTCTGGAAACATAGATACACCAGAAGGAGGTTTTGACGCCATGCTTCAGGCAGCTG
TCTGTGAAAGTCATATCGGATGGCGAAAAGAGGCTAAAAGATTGCTGCTGGTGATGACAGA
TCAGACGTCTCATCTCGCTCTTGATAGCAAATTGGCAGGCATAGTGGTGCCCAATGACGGA
AACTGTCATCTGAAAAACAACGTCTATGTCAAATCGACAACCATGGAACACCCCTCACTAG
GCCAACTTTCAGAGAAATTAATAGACAACAACATTAATGTCATCTTTGCAGTTCAAGGAAA
ACAATTTCATTGGTATAAGGATCTTCTACCCCTCTTGCCAGGCACCATTGCTGGTGAAATA
GAATCAAAGGCTGCAAACCTCAATAATTTGGTAGTGGAAGCCTATCAGAAGCTCATTTCAG
AAGTGAAAGTTCAGGTGGAAAACCAGGTACAAGGCATCTATTTTAACATTACCGCCATCTG
TCCAGATGGGTCCAGAAAGCCAGGCATGGAAGGATGCAGARAACGTGACGAGCAATGATGAA
GTTCTTTTCAATGTAACAGTTACAATGAAARAATGTGATGTCACAGGAGGAAAAAACTATG
CAATAATCAAACCTATTGGTTTTAATGAAACCGCTAAAATTCATATACACAGAAACTGCAG
CTGTCAGTGTGAGGACAACAGAGGACCTAAAGGAAAGTGTGTAGATGAAACTTTTCTAGAT
TCCAAGTGTTTCCAGTGTGATGAGAATAAATGTCATTTTGATGAAGATCAGTTTTCTTCTG
AGAGTTGCAAGTCACACAAGGATCAGCCTGTTTGCAGTGGTCGAGGAGTTTGTGTTTGTGG
GAAATGTTCATGTCACAAAATTAAGCTTGGAAAAGTGTATGGAAAATACTGTGAAAAGGAT
GACTTTTCTTGTCCATATCACCATGGAAATCTGTGTGCTGGGCATGGAGAGTGTGAAGCAG
GCAGATGCCAATGCTTCAGTGGCTGGGAAGGTGATCGATGCCAGTGCCCTTCAGCAGCAGC
CCAGCACTGTGTCAATTCAAAGGGCCAAGTGTGCAGTGGAACGAGGCACGTGTGTGTGTGGA
AGGTGTGAGTGCACCGATCCCAGGAGCATCGGCCGCTTCTGTGAACACTGCCCCACCTGTT
ATACAGCCTGCAAGGAAAACTGGAATTGTATGCAATGCCTTCACCCTCACAATTTGTCTCA
GGCTATACTTGATCAGTGCAARACCTCATGTGCTCTCATGGAACAACAGCATTATGTCGAC
CAAACTTCAGAATGTTTCTCCAGCCCAAGCTACTTGAGA

SEQ ID NO: 191 (FR-1-Vx-avi38)

ATGGAGACTGGGCTGCGLCTGGCTTCTCCTGEGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGEEGGETCGCCTGETCACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCGC
AGTCTCTGGA

SEQ ID NO: 192 (FR-2-Vi-avi38)

TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATACATCGGA

SEQ ID NO: 193 (FR-3-Vi-aviR8)

TACGCGAGCTGGGTCAATGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGACCACGCGTGGATCTGA
AGATCACCAGTCCGACAACCGAGGACACGGCCACCTATTTTTGT
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SEQ ID NO: 194 (FR-4-Vx-avi38)
TGGGGCCCAGGCACCCTG

SEQ ID NO: 195 (VL-av38: CDRs + FRS)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
GATGTGATGTTGTGATGACCCAGACTCCATCCTCCGTCTCTGAACCTGTGGGAGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTGAGAACATTTACAGTTCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAA
CCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAATCTGGCATCTGGGGTCCCAT
CGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCTGGCGTG
TGCCGATGCTGCCACTTACTATTGTCAATGTACTGGTGGTATTATTATTGATGGGGGTGCT

SEQ ID NO: 196 (Vu-av38: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGTCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCGC
AGTCTCTGGATTCTCCCTCAATAGTGGCAATATGCAATGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATACATCGGATACATTGGTAGTGGTGGTAGCACATTCTACGCGAGCTGGGTGA
ATGGCCGATTCACCATCTCCAAAACCTCGACCACGGTGGATCTGAAGATCACCAGTCCGAC
AACCGAGGACACGGCCACCTATTTTTGTGGCAGATATGGTGGTAGTAGGGGTGTATGGGGC
CCAGGCACCCTG

SEQ ID NO: 197 (CL-avR8)

TTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCATAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCATCAGCACTCTGA
CACTGACCANCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGANCTTCAATAGGGGTGACTGTTTAGAGTGAGAGCGGCCGC

SEQ ID NO: 198 (Cr-avi38)

GTCACCGTCTCCTTAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCG
GGGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCC
AGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTC
CGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGC
CCCTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCC
CTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTC
ATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCG
TGGTGGTGGACGTGAGCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGA
GCAGGTGCGCACCGCCCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTG
GTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAG
TCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCC
CCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTC
AGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGA
ACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTA
CTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACC
TGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTC
CGGGTAAATGAGCGCTGTGCCGGCGAGCTGCGGCCGT

SEQ ID NO: 199 (L-avf38: CDRs + FRs + CL)
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ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCH
GTGGGAGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTGAGARCATTTACAGT TCTTTAGCCTGGTATCAGCAGARA
CCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAATCTGGCATCTGGGGTCCCAT
CGCGGTTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCAT CAGCGACCTGGCGTC
TGCCGATGCTGCCACTTACTATTGT CAA RIS - PR G
TTCCGCGGAGGEACCEACCTGETCETCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCATAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCATCAGCACTCTGA
CACTGACCANCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGANCTTCAATAGCGGTGACTGTTTAGAGTGAGAGCGGCCGC

SEQ ID NO: 200 (H-av38: CDRs + FRs + Cy)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGETCGCTGTGCTCARAGETGTCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGGGEGTCGCCTGETCACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCGC
acrcrcTceA GGG T G GG TCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATACATCGGATACATTGGTAGTGGTGGTAGCACAT TCTACGCGAGCTGGGTGA
ATGGCCGATTCACCATCTCCARAACCTCGACCACGGTGGATCTGAAGATCACCAGTCCGAC
AACCGAGGACACGGCCACCTATTTTTG T B R AT TR
CCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTTAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGE
CCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCTCCACGETGACCCTGGGCTGCCTGGTCARAGGGTA
CCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACC
TTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCT
CAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAA
GACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCG
AGGTCACATGCGTGGTGCTGGACGTGAGCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTA
CATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGCCCGECCGCCGCTACGECAGCAGCAGTTCAACAGE
ACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGT
TCARGTGCAAAGTCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGC
CAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGEGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGC
AGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGG
AGTGGGAGAAGAACGGCAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAG
CGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGE
GACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCA
TCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGAGCGCTGTGCCGGCGAGCTGCGGCCGE

SEQ ID NO: 201 (CDR-1-Vi-av)
TFAQVLTQTPSSVSAA

SEQ ID NO: 202 (CDR-2-Vi-av)
QSVASNNA

SEQ ID NO: 203 (CDR-3-Vi-av)
LGGYDCRGTDCNV

SEQ ID NO: 204 (CDR-1-Vx-av)
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IDLTSNSLS
SEQ ID NO: 205 (CDR-2-V-av)

AISSRATTY

SEQ ID NO: 206 (CDR-3-V-av)
GKFNL

SEQ ID NO: 207 (FR-1-Vi-av)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGA

SEQ ID NO: 208 (FR-2-Vi-av)

VGGTVTINCQAS

SEQ ID NO: 209 (FR-3-Vi-av)
LAWFQQKPGQPPKLLIYYASTLASGVPSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYC
SEQ ID NO: 210 (DTM-av)

FNLDVDSPAEYSGPEGSYFGFAVDFFVPSASSRMFLLVGAPKANTTQPGIVEGGQVLKCDW
SSTRRCOPIEFDATGNRDYAKDDPLEFKSHQWFGASVRSKQDKILACAPLYHWRTEMKQER
EPVGTCFLODGTKTVEYAPCRSQDIDADGQGFCQGGFSIDFTKADRVLLGGPGSFYWQGQL
ISDQVAEIVSKYDPNVYSTIKYNNQLATRTAQATIFDDSYLGYSVAVGDFNGDGIDDFVSGVP
RAARTLGMVYIYDGKNMSSLYNFTGEQMAAYFGFSVAATDINGDDYADVFIGAPLFMDRGS
DGKLQEVGQVSVSLQRASGDFQTTKLNGFEVFARFGSATIAPLGDLDQDGFNDIATIAAPYGG
EDKKGIVYIFNGRSTGLNAVPSQILEGOWAARSMPPSFGYSMKGATDIDKNGYPDLIVGAF
GVDRAILYRARPVITVNAGLEVYPSILNQDNKTCSLPGTALKVSCFNVRFCLKADGKGVLP
RKLNFQVELLLDKLKQKGAIRRALFLYSRSPSHSKNMTISRGGLMQCEELIAYLRDESEFR
DKLTPITIFMEYRLDYRTAADTTGLQPILNQFTPANISRQAHILLDCGEDNVCKPKLEVSV
DSDOQKKIYIGDDNPLTLIVKAQNQGEGAYEAELIVSIPLOADFIGVVRNNEALARLSCAFK
TENQTRQVVCDLGNPMKAGTQLLAGLRFSVHQQSEMDTSVKFDLQIQSSNLFDKVSPVVSH
KVDLAVLAAVEIRGVSSPDHIFLPIPNWEHKENPETEEDVGPVVQHIYELRNNGPSSFSKA
MLHLOWPYKYNNNTLLYILHYDIDGPMNCTSDMEINPLRIKISSLQTTEKNDTVAGQGERD
HLITKRDLALSEGDIHTLGCGVAQCLKIVCQVGRLDRGKSAILYVKSLLWTETFMNKENQN
HSYSLKSSASFNVIEFPYKNLPIEDITNSTLVTTNVTWGIQP

SEQ ID NO: 211 (FR-1-Vu-av)
METGLRWLLLVAVLKGAQCQSVEESGGRLVTPGTSLTLTCTVSG
SEQ ID NO: 212 (FR-2-VH-av)

WVRQAPGKGLEWIG

SEQ ID NO: 213 (FR-3-VH-av)
FAAWAKGRFTISRTSTTVDLRITSLTASDTATYFC

SEQ ID NO: 214 (FR-4-Vu-av)

WGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 215 (VL-av: CDRs + FRS)

MDTRAPTQLLGLLLLWLPGATFAQVLTQTPSSVSAAVGGTVTINCQCASQSVASNNALAWFQ
QKPGQPPKLLIYYASTLASGVPSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYCLGGYDCRGTD
CNV
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SEQ ID NO: 216 (Vn-av: CDRs + FRs)

METGLRWLLLVAVLKGAQCQSVEESGGRLVTPGTSLTLTCTVSGIDLTSNSLSWVRQAPGK
GLEWIGAISSRATTYFAAWAKGRFTISRTSTTVDLRITSLTASDTATYFCGKFNLWGQGTL
VTVSS

SEQ ID NO: 217 (Cr-av)

FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVIWEVDGTTQTTGI
ENSKTPOQNSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 218 (Cr-av)

GOQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSVRQSSG
LYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLP
TAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCM
INGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFTCSVMH
EALHNEYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 219 (L-av: CDRs + FRs + CL)

MDTRAPTQLLGLLLLWLEGA K GGV TINCQASeS

QKPGQPPKLLIYYASTLASGVPSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYC
BN FGGGTEVVVKGDPVAPTVLIFPPAADQVATGTVTIVCVANKYFPDVTVTWEVDGTTQT
TGIENSKTPQNSADCTYNLSSTLTLTSTQYNSHKEYTCKVTQGTTSVVQSFNRGDC

SEQ ID NO: 220 (H-av: CDRs + FRs + Cn)

METGLRWLLLVAVLKGAQCQSVEESGGRLVTPGTSLTLTCTVSG
GLEWIGAISSRATTYFAAWAKGRFTISRTSTTVDLRITSLTASDTATYFCf
VTVSSGQPKAPSVFPLAPCCGDTPSSTVTLGCLVKGYLPEPVTVTWNSGTLTNGVRTFPSV
RQSSGLYSLSSVVSVTSSSQPVTCNVAHPATNTKVDKTVAPSTCSKPTCPPPELLGGPSVF
IFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQEFTWY INNEQVRTARPPLREQQFNSTIRV
VSTLPIAHQDWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGQPLEPKVYTMGPPREELSSRSV
SLTCMINGFYPSDISVEWEKNGKAEDNYKTTPAVLDSDGSYFLYSKLSVPTSEWQRGDVFET
CSVMHEALHNHYTQKSISRSPGK

SEQ ID NO: 221 (CDR-1-Vi-av)
CATTTGCCCAAGTGCTGACCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGCAGC
SEQ ID NO: 222 (CDR-2-Vi-av)

CAGAGTGTTGCTAGTAACAATGCC

SEQ ID NO: 223 (CDR-3-Vi-av)
GGCGGTTATGATTGTAGGGGTACTGATTGTAATGTT

SEQ ID NO: 224 (CDR-1-V-av)
ATCGACCTCACTAGCAATTCGCTGAGC

SEQ ID NO: 225 (CDR-2-Vi-av)
GCCATTAGTAGTCGTGCTACCACATAT
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SEQ ID NO: 226 (CDR-3-Vu-av)
GGGAAATTTAATTTG
SEQ ID NO: 227 (FR-1-V.-av)
ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
SEQ ID NO: 228 (FR-2-V.-av)
TGTGGGGGGCACAGTCACCATCAATTGCCAGGCCAGT
SEQ ID NO: 229 (FR-3-VL-av)
TTAGCCTGGTTTCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAACTCCTGATCTATTATGCGTCCA

CTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGATTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCT
CACCATCAGCGACCTGGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTACTGTCTA

SEQ ID NO: 230 (DTM-av incl. péptido de sefial [mindscula])

67



ES 2622487 T3

atggcttttccgeccgecggecgacggectgegecteggtececccgeggecteecgettettcetet
cgggactcctgctacctetgtgecgegeeTTCAACCTAGACGTGGACAGTCCTGCCGAGTA
CTCTGGCCCCGAGGGAAGTTACTTCGGCTTCGCCGTGGATTTCTTCGTGCCCAGCGCGTCT
TCCCGGATGTTTCTTCTCGTGGGAGCTCCCAAAGCAAACACCACCCAGCCTGGGATTGTGG
AAGGAGGGCAGGTCCTCAAATGTGACTGGTCTTCTACCCGCCGGTGCCAGCCAATTGAATT
TGATGCAACAGGCAATAGAGATTATGCCAAGGATGATCCATTGGAATTTAAGTCCCATCAG
TGGTTTGGAGCATCTGTGAGGTCGAAACAGGATARAATTTTGGCCTGTGCCCCATTGTACC
ATTGGAGAACTGAGATGAAACAGGAGCGAGAGCCTGTTGGAACATGCTTTCTTCAAGATGG
AACAAAGACTGTTGAGTATGCTCCATGTAGATCACAAGATATTGATGCTGATGGACAGGGA
TTTTGTCAAGGAGGATTCAGCATTGATTTTACTAAAGCTGACAGAGTACTTCTTGGTGGTC
CTGGTAGCTTTTATTGGCAAGGTCAGCTTATTTCGGATCAAGTGGCAGAAATCGTATCTAA
ATACGACCCCAATGTTTACAGCATCAAGTATAATAACCAATTAGCAACTCGGACTGCACAA
GCTATTTTTGATGACAGCTATTTGGGTTATTCTGTGGCTGTCGGAGATTTCAATGGTGATG
GCATAGATGACTTTGTTTCAGGAGTTCCAAGAGCAGCAAGGACTTTGGGAATGGTTTATAT
TTATGATGGGAAGAACATGTCCTCCTTATACAATTTTACTGGCGAGCAGATGGCTGCATAT
TTCGGATTTTCTGTAGCTGCCACTGACATTAATGGAGATGATTATGCAGATGTGTTTATTG
GAGCACCTCTCTTCATGGATCGTGGCTCTGATGGCAAACTCCAAGAGGTGGGGCAGGTCTC
AGTGTCTCTACAGAGAGCTTCAGGAGACTTCCAGACGACAAAGCTGAATGGATTTGAGGTC
TTTGCACGGTTTGGCAGTGCCATAGCTCCTTTGGGAGATCTGGACCAGGATGGTTTCAATG
ATATTGCAATTGCTGCTCCATATGGCGGTGAAGATAAAANMAGGAATTGTTTATATCTTCAA
TGGAAGATCAACAGGCTTGAACGCAGTCCCATCTCAAATCCTTGAAGGGCAGTGGGCTGCT
CGAAGCATGCCACCAAGCTTTGGCTATTCAATGAAAGGAGCCACAGATATAGACAAAAATG
GATATCCAGACTTAATTGTAGGAGCTTTTGGTGTAGATCGAGCTATCTTATACAGGGCCAG
ACCAGTTATCACTGTAAATGCTGGTCTTGAAGTGTACCCTAGCATTTTARATCAAGACAAT
AAAACCTGCTCACTGCCTGGAACAGCTCTCAAAGTTTCCTGTTTTAATGTTAGGTTCTGCT
TAAAGGCAGATGGCAAAGGAGTACTTCCCAGGAAACTTAATTTCCAGGTGGAACTTCTTTT
GGATAAACTCAAGCAAAAGGGAGCAATTCGACGAGCACTGTTTCTCTACAGCAGGTCCCCA
AGTCACTCCAAGAACATGACTATTTCAAGGGGGGGACTGATGCAGTGTGAGGAATTGATAG
CGTATCTGCGGGATGAATCTGAATTTAGAGACAAACTCACTCCAATTACTATTTTTATGGA
ATATCGGTTGGATTATAGAACAGCTGCTGATACAACAGGCTTGCAACCCATTCTTAACCAG
TTCACGCCTGCTAACATTAGTCGACAGGCTCACATTCTACTTGACTGTGGTGAAGACAATG
TCTGTAAACCCAAGCTGGAAGTTTCTGTAGATAGTGATCAAAAGAAGATCTATATTGGGGA
TGACAACCCTCTGACATTGATTGTTAAGGCTCAGAATCAAGGAGAAGGTGCCTACGAAGCT
GAGCTCATCGTTTCCATTCCACTGCAGGCTGATTTCATCGGGGTTGTCCGAAACAATGAAG
CCTTAGCAAGACTTTCCTGTGCATTTAAGACAGAAAACCAAACTCGCCAGGTGGTATGTGA
CCTTGGAAACCCAATGAAGGCTGGAACTCAACTCTTAGCTGGTCTTCGTTTCAGTGTGCAC
CAGCAGTCAGAGATGGATACTTCTGTGAAATTTGACTTACAAATCCAAAGCTCAAATCTAT
TTGACAAAGTAAGCCCAGTTGTATCTCACAAAGTTGATCTTGCTGTTTTAGCTGCAGTTGA
GATAAGAGGAGTCTCGAGTCCTGATCATATCTTTCTTCCGATTCCAAACTGGGAGCACAAG
GAGAACCCTGAGACTGAAGAAGATGTTGGGCCAGTTGTTCAGCACATCTATGAGCTGAGAA
ACAATGGTCCAAGTTCATTCAGCAAGGCAATGCTCCATCTTCAGTGGCCTTACAAATATAL
TAATAACACTCTGTTGTATATCCTTCATTATGATATTGATGGACCAATGAACTGCACTTCA
GATATGGAGATCAACCCTTTGAGAATTAAGATCTCATCTTTGCAAACAACTGAAAAGAATG
ACACGGTTGCCGGGCAAGGTGAGCGGGACCATCTCATCACTAAGCGGGATCTTGCCCTCAG
TGAAGGAGATATTCACACTTTGGGTTGTGGAGTTGCTCAGTGCTTGAAGATTGTCTGCCAA
GTTGGGAGATTAGACAGAGGAAAGAGTGCAATCTTGTACGTAAAGTCATTACTCTGGACTG
AGACTTTTATGAATAAAGAARAATCAGAATCATTCCTATTCTCTGAAGTCGTCTGCTTCATT
TAATGTCATAGAGTTTCCTTATAAGAATCTTCCAATTGAGGATATCACCAACTCCACATTG
GTTACCACTAATGTCACCTGGGGCATTCAGCCA
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SEQ ID NO: 231 (FR-1-Vx-av)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGCCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCACGCCTGGGACATCCCTGACACTCACCTGCAC
GGTCTCTGGA

SEQ ID NO: 232 (FR-2-Vi-av)
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGATCGGG
SEQ ID NO: 233 (FR-3-Vi-av)

TTCGCGGCTTGGGCGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGTGGATCTCA
GAATCACCAGTCTGACAGCTTCAGACACGGCCACCTATTTCTGT

SEQ ID NO: 234 (FR-4-Vi-av)
TGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCA
SEQ ID NO: 235 (Vi-av: CDRs + FRs)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
CATTTGCCCAAGTGCTGACCCAGACTCCATCCTCCGTGTCTGCAGCTGTGGGGGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTCAGAGTGTTGCTAGTAACAATGCCTTAGCCTGGTTTCAG
CAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAACTCCTGATCTATTATGCGTCCACTCTGGCATCTGGGG
TCCCATCGCGATTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCT
GGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTACTGTCTAGGCGGTTATGATTGTAGGGGTACTGAT
TGTAATGTT

SEQ ID NO: 236 (Vu-av: CDRs + FRs)

ATGGAGACTGGGCTGCGCTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGCCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCACGCCTGGGACATCCCTGACACTCACCTGCAC
GGTCTCTGGAATCGACCTCACTAGCAATTCGCTGAGCTGGGETCCGCCAGGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATGGATCGGGGCCATTAGTAGTCGTGCTACCACATATTTCGCGGCTTGGGCGA
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGTGGATCTCAGAATCACCAGTCTGAC
AGCTTCAGACACGGCCACCTATTTCTGTGGGAAATTTAATTTGTGGGGCCAAGGCACCCTG
GTCACCGTCTCCTCA

SEQ ID NO: 237 (Cr-av)

TTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCT
TCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAA
ATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCARACAACTGGCATC
GAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGA
CACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACARAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCAC
GACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAGAGTGAGAGCGGCCGC

SEQ ID NO: 238 (Cr-av)
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GGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCCAGCT
CCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTG
GAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGC
CTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACG
TGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAA
GCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCAGGATGACCCCGAGGTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGAGCAGGTGCGCACCGC
CCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTGGTCAGCACCCTCCCC
ATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAGTCCACAACAAGGCAC
TCCCGGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCCCCTGGAGCCGAAGGT
CTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCAGCCTGACCTGCATG
ATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGCGAGTGGGAGAAGAACGGGAAGGCAGAGG
ACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTACTTCCTCTACAGCAA
GCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACCTGCTCCGTGATGCAC
GAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTCCGGGTAAATGAGCGC
TGTGCCGGCGAGCTGCGGCCGC

SEQ ID NO: 239 (L-av: CDRs + FRs + CL)

ATGGACACGAGGGCCCCCACTCAGCTGCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCA
TGTCGGGGGCACAGT
CACCATCAATTGCCAGGCCAGTCAGAGTGTTGCTAGTAACAATGCCTTAGCCTGGTTTCAG
CAGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAACTCCTGATCTATTATGCGTCCACTCTGGCATCTGGGG
TCCCATCGCGATTCAAAGGCAGTGGATCTGGGACACAGTTCACTCTCACCATCAGCGACCT
GGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTACTGTCT‘GG
WTTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTG
TCCTCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAGGTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGT
GGCGAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGTCACCTGGCAGGTGGATGGCACCACCCAAACA
ACTGGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGAATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCA
GCACTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAACAGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGAC
CCAGGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAATAGGGGTGACTGTTAGAGTGAGAGCGGC
CGC

SEQ ID NO: 240 (H-av: CDRs + FRs + Cy)
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ATGGAGACTGGGCTGCCGUTGGCTTCTCCTGGTCGCTGTGCTCAAAGGTGCCCAGTGTCAGT
CGGTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCCTGGTCACGCCTGGGACATCCCTGACACTCACCTGCAC
cercrerce N 1 G G T C CGCCAGGCTCCAGGGARG
GGGCTGGAATGGATCGGGGCCATTAGTAGTCGTGCTACCACATAT TTCGCGGCTTGGGCGA
AGGGCCGATTCACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGTGGATCTCAGAATCACCAGTCTGAC
AGCTTCAGACACGGCCACCTATTTCTGTE PSRl T CCGGCCARGGCACCCTG
GTCACCGTCTCCTCAGGGCAACCTAAGGC’I‘CCATCAGT CTTCCCACTGGCCCCCTGCTGCG
GGGACACACCCAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGGTACCTCCCGGAGCC
AGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTC
CGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGC
CCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCC
CTCGACATGCAGCAAGCCCACGTGCCCACCCCCTGAACTCCTGGGGGGACCEGTCTGTOTTC
ATCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATCGATCTCACGCACCCCCGAGGTCACATGCG
TGGTCCTGGACGTGAGCCAGGATGACCCCGAGCTGCAGTTCACATGGTACATAAACAACGA
GCAGGTGCGCACCGCCCGGCCGCCGCTACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGATCCGCGTG
GTCAGCACCCTCCCCATCGCGCACCAGGACTGGCTGAGGGGCAAGGAGTTCAAGTGCAAAG
TCCACAACAAGGCACTCCCGGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAGAGGGCAGCC
CCTGGAGCCGAAGGTCTACACCATGGGCCCTCCCCGGGAGGAGCTGAGCAGCAGGTCGGTCC
AGCCTGACCTGCATGATCAACGGCTTCTACCCTTCCGACATCTCGGTGGAGTGGGAGAAGA
ACGGGAAGGCAGAGGACAACTACAAGACCACGCCGGCCGTGCTGGACAGCGACGGCTCCTA
CTTCCTCTACAGCAAGCTCTCAGTGCCCACGAGTGAGTGGCAGCGGGGCGACGTCTTCACC
TGCTCCGTGATGCACGAGGCCTTGCACAACCACTACACGCAGAAGTCCATCTCCCGCTCTC
CGGGTAAATGAGCGCTGTGCCGGCGAGCTGCGGCCGC
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal obtenido mediante inmunizacién de un conejo con un inmundégeno recombinante que
consiste en un dominio extracelular de integrina con patron de glicosilacion derivado de insecto que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 (DTM-avi35), 90 (DTM-avi33), 130 (DTM-avR36), 170 (DTM-avi38) o 210
(DTM-av), en donde el anticuerpo es capaz de unirse a heterodimeros intactos de integrina av5, integrina av3,
integrina avf6, integrina avR8 e integrina respectivamente que tiene cadena av en material incrustado en parafina
fijado con formalina (FFPE), en una forma aislada en ELISA y en las células viables con sustancialmente la misma
especificidad.

2. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo comprende una regién variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 (ViL-avB5) y una regién variable de
cadena pesada (V) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 (Vu-avi35).

3. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo comprende una region variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95 (ViL-av33) y una region variable de
cadena pesada (V) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 96 (Vu-avi33).

4. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende una region variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 135 (VL-av36) y una region variable de
cadena pesada (Vn) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136 (Vh-avi36)

5. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo comprende una regién variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 175 (VL-av38) y una region variable de
cadena pesada (V1) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 176 (Vu-avi38).

6. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo comprende una regién variable de cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 215 (ViL-av) y una region variable de
cadena pesada (V) que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 216 (Vu-av).

7. Polinucleétido que codifica el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Uso del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la deteccion de integrinas en material
incrustado en parafina fijado con formalina (FFPE).
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Figura 1

Clon E3528-2-12 (dominio extracelular avb3)
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9

Clon E3536-99-3 (dominio extracelular avb5)
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Figura 10
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Figura 11

HCT116 Xenoinjerto o
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Figura 12
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Figura 14

Clon E3866-52-1 (dominio extracelular avb6)
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Figura 16
Linea de células Xenoinjerto
HT29 HT29
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Figura 17

Figura 18
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Figura 19

avp6 (EM05201)
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Figura 20

ES 2622487 T3

Clon E3875-133-9 (dominio extracelular avb3)
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Figura: 22

Lineas de células de cancer
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Figura 23
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Figura 25
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Ejecucion de Expresion 3399
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Figura 26

avp8 (EM13309)

100/ T=0,982

80

60

40

20

Portaobjetos de Expresion C (Ejecucion 3422)

0 20 40 60 80 100 120
Portaobjetos de Expresion A (Ejecucion 3422)

r=0,986

204

T T T T T

0 20 40 60 80 100
Ejecucion de Expresion 3422

99



ES 2622487 T3

Figura 27
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Figura 29
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Figura 30

Figura 31
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Figura 32

Portaobjetos de Expresion B (Ejecucion 3423)

Ejecucion de Expresion 3400
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Figura 33

Figura 34
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Figura - 38
avA3 recublerto (1 giml) avRSrecublerto{tyg/mb
10 10
' ) & EM22703
' 08 o EM09902
£ ) 08 A EMDO212
Sos ' < EMD5201
2 © Zoa & EM13309
8 ' g 02 & EMO1309
00 4 00
L T T T L T ' '02r T 1 1] T l'. _'l
10 40° 40’ 10° 10" 10° 10’ 0% 104 w0* 10? 10 0° 1©
A @gmi) AB (pgind)
avR8recubierto (1 gml)
avR6 recubierto {1y g/ml)
g bt 4% EM22703
o3 de EM0SS02
S EN00212
Ev iy EMO5201
§M £ Em3308
EM01309
S e2 =
o0
0.2 T T — — T T T ] .uio-l .-l ‘ 1;4 .me ﬂ;" 161 1;[
10° 10* 10° 16° 10" 10° 10 A (i)
AKX (pg/imi) ’
jilalb recubierto (g int)
4 EM22703
o EMOSI2
4 EM00212
e EMO5201
+ EN13308
& EMD1309

110



ES 2622487 T3

hwyB1] gy
0L o0 0 201 0} »O0F 0} o0}
S —— — —— — —H00

20

0
C0660N3 24

TLZO0N3 W oo
"2 8 ke
3w
931 . 2 g0

L0V66Z8 9J0] ‘sqAe WLQ U

[uy6r] gy )
b o0k 0L 0F 0L 0L 500 QL
S
A
H70
ZOBEOW3 2
ZLZO0W3 N o0
cozzn3a
893L 1w
& ¢o

LOASED 9)0] ‘tOAR W1Q us

[wu osr a0l

[wu ost *a'0]

eupiBajuj ap uojun)

eunBajuj ap uojup

wr] % Bo ama
§ & 2 g 6 0b-Lb-Z Sk t1- Sb-9)-

e e P
=
Z0 g 3
o3
. @
"0 83
[1]
102022 QW3 ¥ o0 ..m.. E
186581 ana I ®
v/61Z1 an3 @
g0

L0VO6628 90| ‘saAe Wiqg us

[wrl ® 8o awa
S & L % & 0V LTk C b6V 0

ke Bk 000
k20 = S
o =
oS
- [=1
. -~ @
a3 @
102022 Qw3 ¥ g0 22
1g65cL aws M 5

$161Z1 QW
1@ a0

LOAEE0 310] ‘cqAB NLQ US

©E eanbig

111



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

